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摘　要:【目的】准确检测口腔鳞状细胞癌及正常口腔粘膜中人乳头瘤病毒 16 型(HPV 16)的感染状况 ,探讨人乳头瘤病

毒 16 型与人口腔鳞状细胞癌之间的关系。【方法】从 30 例未经治疗的口腔鳞状细胞癌患者肿瘤组织及 30 例健康志愿者正

常口腔粘膜切取标本 , 液氮冷冻保存;常规提取组织 DNA , 设计 HPV16 E7 转化基因特异性引物 ,进行聚合酶链反应 , 对 PCR

结果进行检测 ,记录结果。【结果】30 例口腔鳞状细胞癌患者中检测到 11 例 HPV 16阳性 ,感染率 36.7%;30 例正常对照组中

检测到 4 例 HPV16阳性 ,感染率 11.1%。经 χ2 检验 ,两者差别有显著性。【结论】人乳头瘤病毒 16 型与人口腔鳞状细胞癌有

一定关系 ,但 HPV 16在人口腔鳞状细胞癌发生发展过程中所起的作用还有待进一步研究。
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Abstract:【Objective】To determine the prevalence of human papillomavirus(HPV)16 in pat ients with pri-

mary oral squamous cell carcinoma(OSCC).【Methods】DNA was ext racted f rom freshly frozen tumor tissues of

30 patients w ith primary oral squamous cell carcinoma and from the oral mucosa of 30 healthy controls.A pair of

specific primers of the E7 early gene of HPV16 were designed.PCR products were analy zed by agarose gel elec-

trophoresis and the results were photog raphed.【Results】HPV16 was detected in 36.7%(11/30)of oral squa-

mous cell carcinoma patients and 11.1%(4/30)of cont rols.【Conclusions】HPV16 has significant association

w ith o ral squamous cell carcinoma.However , the role HPV16 played in the tumorigenesis of oral cancer and its

clinical significance remain to be investigated.
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　　口腔鳞状细胞癌(o ral squamous cell carcino-

ma , OSCC)是最常见的口腔恶性肿瘤
[ 1]
。口腔鳞

状细胞癌的发病机制及其致病因素尚未完全阐明。

最近 ,越来越多的研究证明人类乳头瘤病毒(hu-

man papil-lomavirus , HPV)与口腔鳞癌的发生密切

相关 。口腔良性病变 、癌前病变及恶性肿瘤中已检

测到多种人类乳头瘤病毒的存在 。然而 ,由于目前

多数研究中检测方法的敏感性及特异性不同 ,对

HPV感染率的报道也大不相同 。因而对于 HPV

在人口腔鳞状细胞癌发生发展过程中所起的作用
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还未完全阐明。

HPV16是一种高度危险性的 HPV , 直接用

PCR检测分析HPV16 E7 转化基因的方法可用于进

一步研究 HPV16 E7基因与人口腔鳞状细胞癌的关

系。

1　材料与方法

1.1　标　本

30例口腔鳞状细胞癌标本取自手术切除的口

腔鳞癌新鲜肿瘤组织 ,均经病理检查证实 。患者术

前未行放疗 、化疗及其它治疗 。其中男性 19例 ,女

性11例 ,年龄 34 ～ 68 岁 ,平均 56.9岁 。舌癌 15

例 ,颊癌 6 例 , 牙龈癌 5 例 , 硬腭癌及口底癌各 2

例。按照组织病理学分级标准 ,高度分化鳞癌 10

例 ,中度分化鳞癌 18例 ,低度分化鳞癌 2例。

30例对照组标本取自正颌外科治疗患者的正

常口腔粘膜 ,患者无烟酒嗜好 。肿瘤组织及正常口

腔粘膜切取后立即置 -196 ℃液氮中深冷冻 15

min ,保存于-70 ℃超低温冰箱备用 。

1.2　DNA提取

将冷冻标本剪成 1 mm 3小块 ,STE(10 mmol/

L Tris HCl , 100 mmol/ L NaCl , 1 mmol/L EDTA;

0.1 g/ L 蛋白酶 K和 5 g/L SDS)消化缓冲液中过

夜(16 ～ 18 h),等体积苯酚/氯仿抽提 ,酒精沉淀 ,

空气干燥 , TE(10 mmol/L Tris.HCl , 1 mmol/L

EDTA pH 8.0)溶解 ,紫外分光光度计及 8 g/L 琼

脂糖凝胶测量其纯度及分子量大小 。

1.3　引物设计

HPV16 E7引物根据 HPV16完整的核苷酸顺序

自行设计 ,分别位于 HPV16 E7 基因的上 、下游 ,委

托中国科学院上海细胞生物所合成 。

　Primer 1:5′-GGGAAT TCATGCATGGAGATACACCTAC-3′

　Primer 2:5′-GGCAAGCTTATGGTTTCTGAGAACAGATGG-3′

1.4　PCR扩增

HPV16克隆株由德国 Zur Hausen博士赠送 ,载

体为 pBR322 , 含有完整的 HPV16基因 ,序列长度

7.8 kb。提取质粒 HPV16 DNA 作为阳性对照。

TaqDNA聚合酶及 4 种三磷酸脱氧核苷酸由华美

生物工程公司生产。

PCR反应在 0.5 mL Eppendorf 管中进行 ,反

应体积 50μL 。反应液中各成份浓度如下:引物 1

及2各 1μmol/ L;模板DNA 1μg;10 mmol/L Tris.

HCl ,pH 8.3;1.5 mmol/L MgCl2 ,50 mmol/L KCl;

0.1 g/L 明胶;100 mmol/ L三磷酸脱氧核苷酸 , 2.0

U TaqDNA 聚合酶。其中设一阴性对照 ,用等体积

无菌水代替模板 DNA。反应液上盖 50 μL 石蜡

油 ,离心 ,置放 DNA 扩增仪上 ,94 ℃1 min ,55 ℃1

min ,72 ℃1 min ,共 35个循环。最后一个循环的

条件为 72 ℃,延伸时间为 10 min 。PCR扩增完成

后 ,取 10 μL 反应产物进行 15 g/ L 琼脂糖凝胶电

泳 ,溴化乙锭染色后置紫外灯下观察 ,照相记录结

果。

2　结　果

我们设计的引物位于 HPV16 E7 基因的开放阅

读框的上下游 , 包括起始密码 ATG 和终止密码

TAA ,扩增片段长度为 312 bp。而扩增 HPV16 E7

基因的电泳带位于 564 bp 之前 ,与预期片段大小

相等 ,表明我们扩增到了 HPV16 E7 基因的完整片

段(图 1)。

图 1　口腔鳞癌组织 HPV16 E7 PCR产物琼脂糖凝胶电泳

Fig.1　Analysis of the PCR product of HPV16 E7

by agarose gel electrophoresis

A:HPV16 plasmid as positive control;B ～ F:OSCC tissue;G:

Marker Lamda DNA/ HindⅢ

30例口腔鳞癌标本中 11例 HPV16 E7 基因扩

增阳性 ,阳性率 36.7%;30例对照组标本中 4 例

HPV16 E7 基因扩增阳性 ,阳性率 11.1%。χ2 检验

两者差异有显著性(P <0.05)。

男性口腔鳞癌患者 HPV16感染率(42.1%, 8/

19)高于女性口腔鳞癌患者感染率(27.3%, 3/11)。

HPV16感染阳性患者与HPV 感染阴性患者年龄无
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明显差异(平均年龄分别为 52.1岁及 53.3岁),最

常见原发灶部位分别是口底癌(100%, 2/2),舌癌

(46.7%, 7/15)及颊癌(33.3%,2/6)。

3　讨　论

人乳头瘤病毒属乳多空泡病毒科[ 2] ,是小的

(55 nm)无包膜嗜上皮性双链环状 DNA 病毒 ,幼

年时即可以通过母婴传染途径传播。目前 ,人们已

经克隆和鉴定了人乳头瘤病毒 75 种不同的基因

型[ 3] 。从人类口腔病变中已分离出 16种 HPV 基

因型(如 HPV 1 、2 、3 、4 、6 、7 、11 、13 、16 、18 、30 、31 、

32 、33 、35及 57)
[ 4 ,5]
,其中大多数是与口腔良性病

变有关的低度危险性 HPV 。高度危险性 HPV(如

16 、18 、31 、33 、35)具有使正常上皮恶性转化的潜

力 ,与口腔上皮的不典型增生及口腔鳞状细胞癌有

密切关系 。

目前研究 HPV 与口腔鳞癌关系的方法包括免

疫组织化学技术 、分子原位杂交等检测 HPV 的同

源序列或者用 PCR方法检测 HPV 的某一基因片

段。应用电镜和免疫学方法 ,不仅不敏感 ,繁琐 ,而

且不能分型 ,更为重要的是多数致瘤病毒并不在宿

主细胞中完成其全病毒周期 ,而是以某种方式与宿

主细胞基因组发生关联。DNA杂交技术克服了上

述方法的不足 ,已被广泛地应用于检测多种 HPV

感染疾病中的 HPV DNA序列 ,但是 DNA 探针杂

交需要高比放的同位素 ,对微量 DNA不易检出 ,因

此报道结果差异较大 ,影响了结果分析。而应用

PCR体外扩增技术则极为敏感 ,可以克服 DNA 杂

交的不足 ,为进行大规模的 HPV 感染状况的研究

提供了一个更先进 ,准确的实验方法。PCR检测结

果的敏感性和特异性有很大的提高 。

1985年人们首次在口腔鳞状细胞癌中检测到

HPV 的存在[ 6] 。最近 ,有许多报道在正常口腔粘

膜 、口腔良性病损 、癌前病变及恶性肿瘤中检测到

HPV抗原或 HPV-DNA 的存在 ,其中包括口腔乳

头状瘤 、口腔上皮增生 、口腔扁平苔藓 、口腔白斑 、

口腔上皮不良增生及口腔鳞状细胞癌等。HPV 可

能是口腔良 、恶性病变的致病因素之一。人乳头瘤

病毒在口腔病变中的感染率 ,报道结果差异很大 ,

自0 ～ 100%不等。因而 ,对于 HPV 在口腔粘膜上

皮恶性转化及癌变中所起的作用 ,也一直是一个有

争议的问题 。争论的焦点如下:研究对象不同 ,卫

生习惯 、遗传因素的影响及环境因素影响各不相

同 ,而这些因素对于口腔粘膜的恶变有很大的影

响;用于检测 HPV 感染的各种检验方法的敏感性

及特异性有很大的差别 。PCR等高度敏感性检测

方法与 Southern杂交等中度敏感性检测方法及免

疫组织化学 、原位杂交技术等低度敏感性检测方法

结果有很大的差异;许多研究未设置适当的对照

组 ,因而结果缺乏说服力;而有的研究中标本数量

少 ,无统计学意义;另外 ,检测结果与标本的保存

(新鲜冰冻标本或者石蜡包埋标本)、引物的设计

(HPV早期引物或者晚期引物)也有很大关系。

在人乳头瘤病毒阳性的口腔鳞状细胞癌中 ,高

度危险性 HPVs(16及 18型)的检出率(80%)远远

高于低度危险性 HPVs(6 、11型)的检出率(P <

0.001),HPV16是与口腔鳞癌关系最为密切的一种

类型[ 7] 。HPV16 、HPV18 DNA 的早期基因 E6 、E7

具有使细胞永生化的能力。HPV16 DNA 的 E7 片

段可以使动物的成纤维细胞及角化细胞发生转化。

在癌变过程中 ,病毒与某些癌基因 ,如 C-Ha-ras及

C-myc之间具有协同作用。显然 ,HPV DNA 的基

因序列可以结合到细胞癌基因附近以发挥作用。

在与 HPV 有关的疾病中 ,其它一些因素 ,如免

疫监控也可能参与其中 ,并发挥作用。Zur[ 8] 提出

细胞内监控机制出现缺陷可能在癌变过程中发挥

重要作用 ,因为在一些包含HPV DNA的转化型宫

颈癌细胞与正常角化细胞融合后可发生抑制现象。

病毒或化学致癌因素也可以作用于细胞抑癌基因

使之发生突变 , 从而产生恶性基因表达。而且

HPV有可能只是暂时性出现从而引起染色体损伤

及肿瘤形成 ,因为 HPV16 E7 蛋白可以使调控细胞

周期的 p53蛋白及 Rb 蛋白失活[ 9 ,10] 。因而 ,确定

HPV在口腔鳞状细胞癌发生过程中所起的真正作

用还有待于更深入的研究 。
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·简　讯·

鼻咽癌防治研究创新绩

———肿瘤防治中心“九五”攻关课题进入总结阶段

肿瘤防治中心黄腾波教授主持的“九五”攻关课题《鼻咽癌高发现场综合防治研究》提前进入总结阶段 ,日前召开了终期

学术汇报会。鼻咽癌防治研究先后参与了国家“六五” 、“七五” 、“八五” 、“九五”攻关。“八五”攻关“鼻咽癌高危人群筛查优化

方案与癌前病变及阻断研究”在国内外首次提出了鼻咽癌高危人群癌前病变诊断标准 ,为人群筛查奠定科学依据。 结题时发

表论文 32 篇 ,取得了卫生部科技成果奖 ,作为成果一部分现正申报国家奖 。“九五”攻关是在“八五”基础上 , 在高发现场开始

防治 ,研究筛查新的监测手段;高危人群药物干预;探索广东鼻咽癌遗传流行病学特点;探索目前经济体制下农村肿瘤防治

等。现该课题结题已发表论文 41 篇 , 尚有多篇待发表。

《鼻咽癌高发现场综合防治研究》由中山医科大学肿瘤防治中心牵头 , 四会市肿瘤研究所 、中山市肿瘤研究所 、黑龙江省

肿瘤研究所参与研究 ,涉及 11 个单位 、7 个学科。学术汇报会上各项任务的负责人报告了各自研究工作及结果 , 与会者对每

项报告认真讨论 ,学术气氛浓厚。从学术汇报会上笔者了解到课题组经过 5 年努力取得不少成绩:通过对鼻咽癌高发区危险

因素的家系分析 ,探讨遗传因素及环境因素与鼻咽癌发生的关系 , 提出鼻咽癌主要发生在一级亲属中 , 有癌家族史 , 吸烟 、厨

房与居住房无分开是危险因素 ,生命早期暴露于危险因素的危害更大;对鼻咽癌高危家族人群特征分析 , 显示高危家族人群

有家族聚集现象 ,这一特定人群具有高恶性肿瘤检出率 、高鼻咽癌检出率 、高 EB 病毒 VCA/ IgA阳性率;通过流行病学观察说

明 EB 病毒感染在鼻咽癌发病上是“因”不是“果” , 提出遗传因素和 EB病毒在发病上很可能起协同作用;利用 DNA 扩增技术

寻找与鼻咽癌相关片段 ,通过分析提出健康人与鼻咽癌病人片段 ,健康人 、高癌家系 DNA片段 ,有显著差异 , 并显示有遗传相

关性 ,应进一步深入研究用 DNA 相关性片段作为筛查鼻咽癌高危人群可能性;应用 EB 病毒的两条合成肽以 ELISA 法进行

高危人群与鼻咽癌早期诊断 ,研究从唾液中检测 IgA 抗体以代替血清 , 对高发现场为鼻咽癌早诊与预防提供有意义的模式;

研究提出 VCA/ IgA、EA/ IgG 双阳性判断标准在鼻咽癌筛查中利用“敏感性互补”提高鼻咽癌检出率;通过鼻咽癌高发区

EBV、VCA/ igA阳性人群前瞻性观察提出鼻咽癌 3年筛查 1次较适宜 , 并对高发现场人群康教育 、社区防治以及集资保健与

防病治病相结合途径进行探索 ,并对鼻咽癌高危人群进行药物干预研究;临床上进一步探讨了鼻咽光纤镜检对鼻咽筛查的意

义并应用鼻咽接触内窥镜对鼻咽上皮进行了详细的研究 , 观察鼻咽上皮从正常至发生癌变阶段过程。黑龙江省肿瘤研究所

也详细报告了北方鼻咽癌特征与流行病学调查情况提出南北方鼻咽癌发病率有差异 , 与环境因素 , 饮食因素有关 , 发病率城

市大于农村。对照该课题合同书上的任务已基本完成 , 体现了团队攻关的团结协作精神 , 目标为高发现场人群有效筛查 、综

合防治方案实施与推广 ,提高鼻咽癌患者生存率 ,降低死亡率。把鼻咽癌这个称“广东癌”的防治研究工作推上更高层次。

(冯世容)
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