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HPV16／18E6、cyclinD1、hTERT在喉癌组织中的表达及意义 

吕彩凤，江黎珠，陈鸿雁 

(重庆医科大学附属第一医院耳鼻喉科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：检测人乳头状瘤病毒(Humanpapillomavirus，HPV)16／18E(HPV16／18E6)，周期素D1(CyclinD1)、端粒酶逆转录酶 

(Humantelomerasetranscriptase，hTERT)在喉癌组织中的表达水平，探讨 HPV16／18E6、cyelinD1、hTERT与喉癌的关系。方法：收 

集手术标本的石蜡切片 42例，用免疫组织化学法检测喉癌组织中HPV16／18E6、cyclinDI、hTERT的表达情况。结果：(1)在喉癌 

组织中，HPV16／18E6、cyclinD1、hTERT阳性表达率分别为42．9％(18／42)、50．0％(21／42)、83．3％(35／42)，明显高于对照组。(2)在 

喉癌组织中，HPV16／18E6和cyclinD1阳性表达率随T分期的增加及淋巴结转移而升高。hTERT阳性表达率随T分期增加而升 

高，而与淋巴结转移无关。三者都与年龄及性别无关。(3)HPVI6／18E与cyclinDI，HPV16／18E与hTERT两者相互间都呈正相 

关。结论：(1)HPVI6／18E6、cyclinD1、hTERT的高表达可能与喉癌的发生及发展相关。(2)喉癌中HPV16／18E6与cyclinD1， 

HPV16／18E6与hTERT之间可能存在相互作用，这种相互作用可能导致喉癌的发生，这可能为HPV16／18与喉癌发生之间的关 

系研究提供重要信息。 
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AQP8免疫荧光染色后行激光共聚焦成像发现，AQP8在绒癌 

JAR细胞株中呈绿色阳性表达，同时以相同的条件及强度激 

发正常滋养细胞未见绿光，但当加强激发强度时，仍可探及 

AQP8在正常滋养细胞上的表达。该补充实验明确地说明我 

们免疫组化实验结果的正确性，证明了 AQP8在正常组及绒 

癌组的差异表达。应用 RT—PCR技术，在正常组与绒癌组中 

均检测到 AQP8 mRNA的表达，且绒癌组 AQP8的 OD值明 

显高于正常组 ，与免疫组化、免疫荧光激光共聚焦的实验结 

果相符。故推测，在正常情况下，少量的AQP8能维持滋养细 

胞内外水分子的交换。而当受到某些刺激后，AQP8表达异常 

上调 ，滋养细胞内、外水、电解质平衡将被破坏 ，导致细胞内 

外渗透压及酸碱度的变化，细胞生长行为将随之发生改变， 

滋养细胞将过度增殖，处于抗凋亡状态，最终导致绒癌发生。 

但上述推测还需进一步实验证实。 
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Correlation between expression of HPV1 6／1 8E6、cyclinD1、hTERT and 

development of IaryngeaI carcinoma 

LV Cai_厂eng，et al 

(Department ofOtorhinolaryngology， 如FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To evaluate the role of human papillomavirus(HPV)16／18E6，cyclin D1，and human telomerase transcriptase 

(hTERT)in the development of laryngeal carcinoma by detecting the expression of these three genes．Methods：Immunohistochemistry 

was usedto detectthelevels ofHPV16／18E6，cyclinD1，and hTERTin42 cases ofparaffin—embeddedtissues．Resu／ts：(1)The positive 

expression ratios ofHPV16／18E6，cyclinD1，and hTERTinthelaryngeal carcinoma groupwere 42．9％(18／42)，50％(21／42)，and 83．3％ 

(35／42)，respectively．These values were significantly higher than that in the control group． (2)The increase in the expression of 

HPV16／18E6 and cyclinOl was associated with T stage advance and lymph node metastases．The expression of hTERT increased along 

with T stage advance，but not with lymph nodes metastases．Th e changes in the expression of HPV16／18E6，cyclinD1，and hTERT were 

not associated with gender and age．(3)Positive correlation was observed between HPV16／18E6 and cyclinD1 as well as between 

HPV16／18E6 and hTERT in laryngeal carcinoma．Conclusion：(1)11he expression of HPV16／18E6，cyclin D1，and hTERT may be 

associated with the development of laryngeal carcinoma．(2)There may be interactions between HPV16／18E6 and cyclinD1，between 

HPV16／18E6 and hTERT．These interactions may induce the development of laryngeal carcinoma．The information provided by this study 

may be important for further investigation into the relationship between HPV16／18 and laryngeal carcinoma． 

【Key words】Laryngeal carcinoma；HPV16／18E6；CyclinD1；hTERT；Immunohist0chemistry 

人乳头状瘤病毒 Human papillomavirus，HPV)可以诱导包 

括人在内的高等脊椎动物上皮及粘膜的过度增生损害。大量研 

究表明HPV感染与喉癌的发生相关，特别是高危型HPV16和 

HPV18[一 。E6是 HPV16／18早期编码区编码的蛋白，文献报 

道其与喉癌的发生密切相关 。细胞周期素D。(CyclinD )是 

细胞周期 G 进入 S期的重要调控因子，其过度表达可造成细 

胞增殖失控而促进肿瘤的发生[61。cyclinD 在许多恶性肿瘤中 

表达增加 ，其中包括喉鳞状细胞癌 ，并且可能与 E6作用促 

进喉癌的发生[司。hTERT即端粒酶逆转录酶(Human telomerase 

transcrip tase，hTERT)，研究发现喉癌中 hTERT有显著表 

达[91。E6能激活 hTERT表达，其表达的再激活导致端粒酶活 

性恢复，从而延长宿主细胞的生命期限，让细胞逃避衰老过 

程中的增殖限制而永生化㈣。 

目前缺乏同时检测 HPV16／18E6、cyclinD1、hTERT三者 

在喉癌组织中的表达水平，以及探讨三者之间以及与喉癌发 

生、发展之间的关系。故本研究采用免疫组织化学方法检测 

HPV16／18E6、cyclinD1、hTERT在喉癌组织和癌旁非肿瘤组 

织中的表达情况，并做进一步的关系分析，以期为 HPV16／18 

与喉癌发生之间关系的研究提供重要信息。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

选自2000 2005年在重庆医科大学附属第一医院耳鼻 

咽喉科就诊的喉癌患者的石蜡包埋存档组织标本42例，所 

有患者术前均未经放疗和化疗。按国际抗癌协会 1997年公 

布的TNM分类分期方案，TrT2期 13例，T，一T4期 29例，有 

颈淋巴结转移者 15例。其中男 40例，女 2例，年龄 43—91 

岁，平均 62岁。同时取手术中所取癌组织切缘 42例作为对 

照，均经病理证实为非肿瘤组织。 

1．2 方法 

1．2．1 试剂与方法 浓缩型鼠抗人HPV16／18E6蛋白为美 

国Santa Cruz公司进口，购于北京中杉金桥生物公司；兔抗人 

端粒酶单克隆抗体冻干粉购 自北京博奥森生物公司；兔抗人 

周期素D 单克隆抗体(工作液)、通用型SP Kit、6孔培养板 

等均购于北京中杉金桥生物公司。方法：石蜡切片常规脱 

蜡、水化，PBS漂洗 ；3％H O 去离子水室温孵育约 10min，以 

消除内源性过氧化物酶活性；PBS冲洗，5 rain X 3次；微波法 

修复抗原，冷却至室温；滴加封闭血清，室温孵育 10 min，倾 

去血清，不洗 ；滴加相应的一抗 ，4℃冰箱过夜；PBS冲洗，5 

min X 3次；滴加辣根酶标记链霉素卵蛋白，室温孵育 15 rain； 

PBS冲洗，5 min×3次；滴加 DAB显色剂，显微镜下观察显 

色情况，据观察结果适时予以蒸馏水终止显色；苏木素轻度 

复染，蒸馏水冲洗干净；脱水、透明、干燥后中性树胶封片；以 

PBS取代一抗为阴性对照，重复以上步骤，光镜下观察结果。 

1．2．2 结果判断 HPV16／18E6与 cyclinD。的阳性判断标准 

相同：核染色，以细胞核出现核棕黄色染色为阳性。任选 l0 

个高倍视野观察阳性细胞数和显色程度：阳性细胞数≥5％、 

染色较强者为阳性 ；阳性细胞数 <5％为阴性。 

hTERT为细胞膜与细胞浆染色，无着色细胞或着色细胞 

数 <10％为阴性 ，阳性细胞数≥10％为阳性表达。 

1．3 统计学处理 

本实验为计数资料的比较，各组之间率的比较采用 检 

验及四格表的费歇尔精确概率检验法 (Fisher’s exact test)， 

HPV16／18E6、eyclinD 及 hTERT表 达之 间的相关性 采用 

Spearman等级相关分析 ，利用 SAS统计软件 8．0进行统计分 

析，P<0．05时认为差异有显著性。 
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癌发生的重要因素。同时我们发现 HPV16／18E6随T分期的 

增加而表达增加，差异具有显著性(e=-0．002 o并且还发现其 

表达与淋巴结转移有关，在所有淋巴结转移组中都有表达 

(P<0．001)，表达率 100％(15／15)。我们推测 HPV16／18感 

染，HPV16／18E6蛋白表达增加并且可能对喉癌的进展也起 

着重要影响。 

在喉鳞癌中，cyclinD。基因的扩增与喉癌的不良预后相 

关蚴，Cattani P等181发现在喉癌中 cyclinD．基因扩增与 HPV 

感染相关，cyclinD1可能与HPVE6、E7作用而干扰细胞周期 

调节，导致喉癌的发生。在本实验中，cyclinD 阳性表达率 

50．0％(21／42)，对照癌旁组织中无表达 (P<O．001)，并且 

HPV16／18E6与 cyclinD。之 间呈正相关 ，所 以我们 推测 

HPV16／18E6可能与cyclinD 相互作用，导致 G。期缩短，使细 

胞过度增殖 ，最终造成细胞增殖失控而促进喉癌的发生。实 

验中我们还发现 ，cyclinD 的表达也随T分期增加及淋巴结 

的转移而表达增加(P<0．001； 0．001)，推测其可能对喉癌的 

进展有影响。 

端粒酶是一种以自身为模板逆转录一段DNA补充染色 

体 DNA在复制中由于末端RNA引物水解后其缺口不能被 

DNA聚合酶修复而缺失的端粒末端DNA核糖核蛋白复合 

物。端粒酶激活在细胞增殖、永生化，以及使细胞获得无限增 

殖能力即恶性变中起关键作用。hTERT是端粒酶激活的限速 

因素，其表达与端粒酶活性相一致l】31。Luzar B等【引发现77％ 

(23／30)的喉癌组织中hTERT有表达。Li YR等【’ 发现hTERT 

mRNA水平的表达增加在喉癌的发生发展中起着重要作用， 

并且检测其在血浆中水平有助与喉癌的诊断和疗效的判断。 

在本实验中，42例喉癌有 35例(83．3％)hTERT表达呈阳性， 

而对照组阳性表达率仅为 9．52％(P<O．001)，与前面研究一 

致。并且 HPV16 E6与hTERT表达呈正相关，而 HPV16 E6为 

第一个被发现的可以激活端粒酶的癌基因【I5j。我们推测 

hTERT在癌基因 E6的间接作用作用下表达增加，从而激活 

端粒酶，使细胞无限增值而导致喉癌的发生。在本实验中还发 

现，hTERT表达随T分期增加而表达增加(P<0．001)，与Li 

YR等[ 哄 于hTERT表达与喉癌临床病理分级分期无关的结 

果相悖，推测这可能是E6与hTERT综合作用导致。 

综上所述，HPV16／18E6、cyclinDl、hTERT三者的表达增 

加 以及 HPV16／18E6与 cyclinD1、HPV16／18E6与 hTERT之 

间可能存在的作用关系可能与喉癌的发生有关。并且以上3 

种指标表达与临床分期和淋 巴结转移有关 ，表 明 

HPV16／18E6、cyclinD．、hTERT在喉癌的发展中可能也起着重 

要的作用。但因本研究样本量较小，还需进一步的研究证实。 
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