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　　摘　要：　目的　通过检测喉咽鳞状细胞癌（喉咽癌）中人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）的ＤＮＡ及其亚型的表达，探讨
ＨＰＶ感染与喉咽癌的关系及在喉咽癌发病中的意义。方法　采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增和ＤＮＡ反向点杂交
相结合的ＤＮＡ芯片技术，检测３６例喉咽鳞状细胞各亚型 ＨＰＶＤＮＡ的表达。对照组为３５例喉咽黏膜细胞，其中
取自声带息肉患者２６例，会厌囊肿患者９例。结果　喉咽癌组３６例中 ＨＰＶＤＮＡ检出者６例，ＨＰＶＤＮＡ检出率
１６．７％（６／３６）与对照组（０％）比较，差异具有统计学意义（χ２＝４．４０，Ｐ＝０．０３６，Ｐ＜０．０５）。喉咽癌组高危型 ＨＰＶ
ＤＮＡ检出者与对照组比较，差异无统计学意义（χ２＝３．３２３，Ｐ＝０．０６８，Ｐ＞０．０５）。喉咽癌组低危型ＨＰＶＤＮＡ检出
者与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝１．００，Ｐ＞０．０５）。结论　本研究观察到 ＨＰＶ感染与喉咽鳞癌有关，ＨＰＶ
ＤＮＡ检出率为１６．７％；ＨＰＶＤＮＡ阳性的喉咽鳞癌患者中以高危型ＨＰＶ为主，占８３．３％。
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　　喉咽癌发生和发展的研究近年来受到广泛关
注［１２］，人乳头状瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，

ＨＰＶ）与头颈部鳞癌肿瘤关系认识日益深入。ＨＰＶ
与口咽鳞癌的发生发展最为密切，尤其是高危型

ＨＰＶ１６［３４］有较高的检出率，且与口咽癌的预后相
关。ＨＰＶ与喉癌的关系也已引起重视［５］。喉咽癌

是一种较为少见的恶性肿瘤，病因不明，可能与过量
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烟酒及营养因素有关。目前，ＨＰＶ与喉咽癌关系研
究极少。我们采用聚合酶链式反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增和 ＤＮＡ反向点杂交相结
合的ＤＮＡ芯片技术，旨在通过检测ＨＰＶＤＮＡ及其亚
型在喉咽癌细胞中的表达，探讨ＨＰＶ及其不同亚型
的感染与喉咽癌发病的关系。

１　材料和方法

１．１　一般资料
收集２０１１年１２月 ～２０１３年３月，青岛大学医

学院附属医院耳鼻咽喉头颈外科初治喉咽癌患者

３６例，男３５例，女１例，年龄４２～７７岁，平均年龄
（５７．４±８．２）岁；均经病理检查诊断为喉咽鳞状细胞
癌；术前均未放疗或化疗。按 ＵＩＣＣ２００２年 ＴＮＭ分
类分期方案：Ｔ２Ｎ１Ｍ０４例，Ｔ２Ｎ２Ｍ０５例，Ｔ３Ｎ０Ｍ０
１例，Ｔ３Ｎ１Ｍ０２例，Ｔ３Ｎ２Ｍ０１５例，Ｔ４Ｎ２Ｍ０４例，
Ｔ４Ｎ３Ｍ０５例。临床分期：Ⅲ期７例，Ⅳ期２９例。根
据病理分化程度，高分化鳞癌６例，中分化鳞癌
１９例，低分化鳞癌 １１例。同期选取对照组患者
３５例，男３２例，女３例，年龄４２～７５岁，平均年龄
（５５．１±８．１）岁；其中取自声带息肉患者２６例，会
厌囊肿患者９例。
１．２　取材方法

所取标本由专人进行操作，实验组为术中切除

的新鲜病变组织以棉拭子刷取的肿瘤组织细胞，对

照组为术中以棉拭子刷取的喉咽黏膜脱落细胞，将

两者存放至细胞保存液中。

１．３　检测方法
ＨＰＶ分型检测试剂盒由亚能生物技术（深圳）

有限公司提供，由专人检测。运用ＰＣＲ扩增和ＤＮＡ
反向点杂交相结合的 ＤＮＡ芯片技术，检测细胞中
ＨＰＶ亚型共 ２３种，高危型 ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、
３９、４５、５１、５２、５３、５６、５８、５９、６６、６８、７３、８３，ＭＭ４；低
危型ＨＰＶ６、１１、４２、４３、４４。
１．４　实验步骤

①ＨＰＶＤＮＡ的提取将细胞保存液与其内所取

的组织细胞加入１ｍｌ洗脱液，并全部转移到１．５ｍｌ
离心管中，１３０００ｒ／ｐｍ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，保
留管底的细胞沉淀。加入５０μｌ裂解液悬浮沉淀，沸
水浴加热１０ｍｉｎ。１３０００ｒ／ｐｍ离心１０ｍｉｎ，保留上
清液待用。②ＰＣＲ扩增取出ＰＣＲ反应管，低速离心
数秒，分别加入已提取的待测样本ＤＮＡ５μｌ，反应总
体系为２５μｌ，低速离心数秒。③杂交取１５ｍｌ塑料
离心管，放入标有样本编号的膜条，加入杂交液，预

热至５１℃，至少１．５ｈ后洗膜处理。④显色将膜条
洗膜后浸泡在新鲜配制的显色液中避光显色至少

３０ｍｉｎ，转移至去离子水中即可观察结果，每张膜条
均含有以上２３种亚型的 ＤＮＡ探针，并且设立显色
质控点，试验中该质控点显色，视为有效，如不显色

提示实验不成功。⑤结果判读根据膜条上斑点显现
的位置，读取相应位置上标注的基因型信息。

１．５　统计学处理
所得结果应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件统计学分

析。具体方法为：应用 χ２检验的连续性校正，比较
喉咽癌组与对照组ＨＰＶＤＮＡ检出率有无差异；应用
χ２检验的连续性校正，比较喉咽癌组高危型 ＨＰＶ
ＤＮＡ检出率与对照组有无差异；应用 Ｆｉｓｈｅｒ确切概
率法，比较喉咽癌组低危型ＨＰＶＤＮＡ检出率与对照
组有无差异，以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

两组所有标本质控点均显色。喉咽癌组３６例
中ＨＰＶＤＮＡ检出者６例，ＨＰＶＤＮＡ检出率１６．７％
（６／３６）；对照组３５例中 ＨＰＶＤＮＡ检出阴性，两组
之间差异有显著性意义（χ２＝４．４０，Ｐ＝０．０３６，Ｐ＜
０．０５），见表１。

喉咽癌组３６例中 ＨＰＶＤＮＡ检出６例，其中高
危型 ＨＰＶＤＮＡ检出 ５例（占 ８３．３％）；５例中
ＨＰＶ１６ＤＮＡ２例，ＨＰＶ１８、５９、６６ＤＮＡ各１例。低危
型ＨＰＶＤＮＡ检出者仅有１例，为 ＨＰＶ４３，喉咽癌组
３６例中低危型ＨＰＶＤＮＡ检出１例，对照组３５例中
未检低危型ＨＰＶＤＮＡ。

表１　ＨＰＶＤＮＡ在喉咽癌中的检测情况［例（％）］

组别 例数
不同型别ＨＰＶＤＮＡ检出数目

ＨＰＶ１６ ＨＰＶ１８ ＨＰＶ５９ ＨＰＶ６６ ＨＰＶ４３
喉咽癌组 ３６ ２（３３．３） １（１６．７） １（１６．７） １（１６．７） １（１６．７）
对照组 ３５ ０ ０ ０ ０ ０
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３　讨论

ＨＰＶ是一类嗜上皮性 ＤＮＡ病毒，寄生条件十
分严格，有高度的宿主和组织器官特异性，只能感染

人类的皮肤和黏膜，导致组织异常增生而产生各种

病变［６］。根据ＨＰＶ与肿瘤的关系，将其分为高危型
和低危型，高危型最常见的为１６、１８，研究发现在多
种恶性肿瘤如宫颈癌、口腔癌、口咽癌等密切相关，

而低危型致癌性相对较小，与良性病变关系较

大［７］。病毒Ｅ６和Ｅ７蛋白在高危型和低危型 ＨＰＶ
都有表达，但在高危型中的Ｅ６和 Ｅ７结合抑制因子
的能力更强，故致癌能力更强［８］。

目前认为，ＨＰＶ感染是宫颈癌及癌前病变的主
要原因，以 ＨＰＶ１６亚型最常见，其次 ＨＰＶ１８［３］。近
年来，ＨＰＶ与头颈部肿瘤的关系受到越来越多关
注，多项研究中探讨ＨＰＶ在不同部位的头颈部鳞癌
中的表达情况，其中 ＨＰＶ１６为主要的感染亚型，
ＨＰＶ１８次之，其余亚型罕见［３４］。头颈部肿瘤中，发

病部位不同ＨＰＶ感染率大不相同［９］。

研究报道在头颈部鳞状细胞癌中，口咽鳞癌中

ＨＰＶ检出率较高，两者关系密切。２００５年 Ｋｒｅｉｍｅｒ
等［３］统计９６９例口咽鳞癌中ＨＰＶ检出率为３５．６％，
ＨＰＶ１６占８６．７％。２０１０年 Ａｎｇ等［１０］阐述 ＨＰＶ感
染是口咽癌患者的一个强而独立的影响因素，而且

经放疗ＨＰＶ阳性口咽鳞癌５年生存率比ＨＰＶ阴性
口咽鳞癌更高。Ｓｙｒｉｊａｎｅｎ等［１１］首次提出 ＨＰＶ感染
与喉癌有关，目前已分出２００多个型别的 ＨＰＶ［１２］。
研究表明喉癌与高危型 ＨＰＶ感染有关，尤其是
ＨＰＶ１６／１８［１３］。随着对ＨＰＶ的深入研究，许多学者
探讨其在头颈部鳞癌的表达，Ｌｅｗｉｓ等［１４］报道口腔

癌高危型 ＨＰＶ的感染率在 ０～５０％不等，平均为
２５％～３５％。

ＨＰＶ与喉咽癌的关系研究甚少，检测方法不
一，检出率变化较大。国内文献罕见，２０１０年北京
张洁莉等［１５］采用原位杂交和荧光定量 ＰＣＲ的方法
检测７８例头颈肿瘤中ＨＰＶ１６ＤＮＡ和ＨＰＶ１８ＤＮＡ，
结果分别为４７．４％、６２．８％，喉咽癌占均占５７．１％。
２０１１年广西黄岸瑞等［１６］采用原位杂交技术测得

２０例喉咽鳞癌组织中ＨＰＶ１６ＤＮＡ和 ＨＰＶ１８ＤＮＡ，
共检出１０例，且阳性者均为Ⅳ期患者。国外研究相
对较多，２０００年美国Ｇｉｌｌｉｓｏｎ等［４］研究２１例喉咽癌
病人仅有 ２例 ＨＰＶ阳性。２００２年西班牙 Ｒｏｄｒｉｇｏ
等［１７］报道 ２１例喉咽癌患者中检出率为 ２９％。

２０１１年比利时ＥｒｎｏｕｘＮｅｕｆｃｏｅｕｒ等［１８１９］采用敏感的

实时荧光 ＰＣＲ研究 ６１例喉咽癌患者中检出率为
８９％，显示 ＨＰＶ与喉咽癌密切相关，但未观察到
ＨＰＶ阳性患者的预后与阴性患者存在显著差异。
本研究观察到３６例喉咽癌患者中６例 ＨＰＶ阳性，
阳性率１６．７％，共检出１６、１８、４３、５９、６６亚型，其中
高危型占８３．３％（包括１６、１８、５９、６６），提示喉咽癌
患者可能与高危型 ＨＰＶ感染密切有关。本研究显
示ＨＰＶ阳性率较低，可能与本地区居民的生活习惯
有关。本文样本量较少，值得进一步研究。
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