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头颈部肿瘤基因组~HPV|6 DNA的同源序列 
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提 要 

利用头颈部肿瘤临床 活检新鲜 组织和石 蜡包埋 组 织的两种处理标本，分别采用 核酸 

分子杂交和聚合酶链反应 (PCR)两种技术， 分析了头颈部肿庙组织基因组中人乳头庙 

病毒l6型 的同源序列，并研究HPV16蛇感染 同头颈部肿庙发生发展的关系 结果表 明： 

1．喉鳞状细胞癌 DNA中有HPV16 DNA同源序列，检测频率在2O．O 以上。2．PCR扩增 

石蜡包埋肿窟 组织DNA中HPV16的URR(病毒基 因上 游词控区 )中的序列 ， 电泳分析扩 

增产物在喉乳头状磨、 喉癌、 鼻腔内翻 性 乳头 磨和口腔癌中检 测率 分 别 是 11．1 、 

20．0铀、42．9铀和2 7．3嘶、3．研究表明 HPV16 DNA阳 性率与喉癌原发部位，分化程度 

和临床分期之 间可能有一定 的相关 性。 ^乳头庙崭毒 可能是头 颈 部肿庙 的崭毒 病因之 

⋯ ．关奠词： 堂  台酶链反应 上游调控区 ，)[ 基因扩增 

人 乳头瘤病毒及其致病性的研究，从流行病学、病理学和分子生物学的证据已表明 

某些肿瘤在其病因学上的重 要作用 。它为致肿瘤的 dsDNA病毒，鳞状上皮细胞是它 

攻击的靶细胞。基因组约为8．0kb，含 8个开放性阅读框，其中Ed— 基因的表达与肿 

瘤细胞恶化表型的诱发和维持有关 。 HPVs曾一直被认为是一类疣的致病因子，与某 

些良性肿瘤发生关系。近年来 研究表明 它与人类 某些恶性肿瘤的发生及其发展密切相 

关，如 HPV16、18、31、35、45、55等型别与人官颈癌、阴茎癌等发生关系。HPV16、 

l8型分别与人食管癌有关。最近报道 HPVs与头颈部肿瘤 (口腔，扁桃体等 )也有一定 

关系 l，但国内尚未见报道。 

检测HPVs与人类肿瘤发生关系的主要常用技术是 核酸分子杂交、组织原位杂交、 

免疫组化等，这些方法由于 HPV的拷贝数低或抗 原性差而往往受其限制。近年来聚合 

酶链反直 (PCR)技术的诞生为深入探讨 HPVs的致病致癌性开辟了新的途径“ 。 

本文采用 PCR和核酸杂交两种技术和 石蜡包埋及临床活捡新鲜组织，检测我国头 
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颈部肿瘤蛆织基因蛆中 HPV16 DNA相关序列。探讨人乳头瘤病毒的感染与该类肿瘤发 

生发展的关系，并试图找到一种快速检测 HPV感染的措施， 为 临床病理和临床实践服 

务。 

材 料 和 方 法 

一
、 主要材辩来黑 

1． HPV16 l8克 隆株 ：德 国Zur Hausen惠赠 HPV16 DNA的PcR引物 (Primers)由广州 

第一 军医大学生 化教研室提供 引物 在 HPV16 DNA基因组上 的位置及其颓序如 图 1 

v：8-uRR OObp DNA 

Pnme~ ．HP1；5，G r可 GTTAGGCAc n̂ 丌 订  

HP2． ATI~AA('TAG GT(~ACATY2 

图 1． ^乳头 瘤精毒16型基因结构，引物对和HPV16基固姐中调控噬的位置 

FjE 1． HPVltl primers and URR site of HPV16 

2． 标本中有的来自湖北医学院附属第二医院，经喉垒切除或部分切除东活检新鲜组织。使用 

前存于一30℃的ssc液中。石蜡包埋组织来自附属第一医院五官科。所有标本 均经商理 确诊。 按 

G oe12~方法从石蜡组织申制各 DNA[ l。 

=、聚台一箍反应(PCR) 

在特异 引物 (HPl和 HP1)曲诱导下，通过 Tlq DNA聚台酶 催化 扩增 HPV1‘中 的调控区 

(uRR一 见图 1)的序列【̈ 。反 应总体积50p1．其中含两个 引物各30p mol／L．dNTP各0．2mmol／L， 

Tris-t~Cl(pH8．5)25retool／LJ(NH·)zs0‘．25mmol／L，MgC1 z 1．5mmol／L，gelatinO．01 ， 

DMSO4 ，组织DNA 2~z(o．0Ipg—l0-g) 棍匀，95℃变性10分钟移至s5℃ 2分钟，加2u酶 加 

石蜡油30 1，离心分 层。转 ^72℃延伸链6o秒。以后再95℃ 30秒，55℃ 30秒 72℃ 60秒循环 35 

次。取 101．al扩增产物 ，2嘶琼脂糖凝胶 (含EB)电泳，紫外光灯下观察HPV16 DNA扩增帮。 

三、籀t分子杂交 

1． 来自HPV16克壁质粒，酶切并圊收7．9kb DNA，采用口～̈ P~dCTP3标记制备撵针。 

一 一 
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2． ’ P—HPV16DNA摔针分别与不同亲霸【的组织DNA进行斑点杂交，杂交在i丑耜条件下进行 

(Tt1．一4O℃ ) 

结 果 

一

、 PCR技术检测肿瘤组织中HPVte DNA特异性和敏感性 

以HPVI。DNA，HPVI8 DNA~Il正常人白细胞 (WBC)DNA为模板，在一 对引物的 

诱导下，分别进行PCR扩增DNA。扩增的结果it仅以HPVt。DNA为摸板对，扩增产物经 

电泳分析后，在100bp核苷酸处出现扩增色带。而WBC—DNA，HPVt8-DNA作为模板时， 

均无此带的出现。扩增模板DNA的用量仅0．01ng~经35次循环扩增，就可检测出扩增带 

(图 2)。 

图 2 HP 1．在 引枷HPI和HPt诱导下．经Pc 

技术增扩后基因产物的 2和琼脂糖凝胶电泳 

F‘g 2 HPVI 6 PCR amplifled DNA 

analyzed by 2蕲 agarose ge1． 

1．质粒DNA BatNI酶讶 

PBR 32~／Bst N1 

2．乳头瘤病毒I6型DNA 

HPVl6 DNA 

3．乳头瘤病毒l8型DNA 

HPV18 DNA 

4．癌DNA 

cⅢ er DNA(10 s) 

5．鼻腔内翻性乳头状癌 

IPON DNA(0．01丑s) 

6．白血细胞 DNA 

WBC DNA (10口g) 

二、PCR技术分析头颈部肿瘤组织DNA中HPV-s 

从表 l中可看出PCR扩增头颈部肿瘤石蜡包埋组织DNA中HPVl 的调控区 (URR) 

DNA片段，检测 HPV z。DNA存在于喉鳞状细胞癌、喉乳头瘤，El腔癌和鼻腔内翻性乳 

寰 1 头曩 肿■蛆奴中HPIODNA曲接 

T I 1 Det eotion of 日PV16 DNA in tuftor of h ad d neek ith PCR 

LC—Laryngel papilloma IPON—Inverted papillomal of the o{e 

OC．Or●l cⅢ er． Lsee-Laryngeal squamouz cellⅢ cer． 

头瘤基因组中分别为20．O％、11．1 ，27．s％~42．9 。由于HPV z 具有明显的致癌潜 

能，该型在我国大陆普遍存在。同时HPVleI~jURR作为其基因组中重要的调控组分，其 
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顺序可反映HPVJ 特异性。URR基因在病毒感染细胞后往往 比较稳定，不易丢失”)。故 

本研究选择性地检测HPVJ。DNA基因组中的URR相关序列。 

三，不同病理喉癌新鲜组织DNA与2-”P—HPV z。探针杂交结果 

用斑点 (Dot blot)杂交技术检测新鲜喉组织基因组中 HPV J。同源序列，杂交总阳 

性率为46．9 (15／~2>，P<0．05。其中除 6例正常喉鳞状细胞组织及 2例乳头状瘤组 

织DNA与探针杂交无信号反应外、癌及癌旁组织DNA均呈现有阳性杂交信号 (表 2)。 

裹 2 不同病理嚷癌萧蚌虽担DN̂ 与 3lP-HPVl6探针杂空的馆果 

Table 2 Compa rison among the hybridi'：ation 0f HPV-16DNA with 

dlfferent lesions of the laryu‘ 

台计 
TOta 

<0．05(3；1) 

(0．05(4；l】 

注；1．喉正常组织 ormsl epitheliam 0f lsrTaI 2．喉乳头状瘤LP 

3．喉寤旁组织sⅢ oudi g edlthellal tietuv of LSCC 

4．喉群状细胞癌LSCC 

四。HPV， 感染与头颈部恶性肿瘤原发部位，分化程度和临床分期之间的关系 

用PCR技术检测我国大陆LSCC患者组织中的HPV-。相关序列，其阳性率为 20．O 

(4／2o)。从表 3中还可看到HPVI。DNA阳性患者均为声门型，表明HPV J。感染声门区的 

机会可能较其他部位的机会高，而且由HPV z。感染阳性的LSCC均为高分化癌。然而， 

HPV 。感染与LSCC的临床分期似乎无明显的关系，见表 3。 

寰 5 HPVl6阳性率与Lscc焉发部位分化程疰曩瞄库分期的关系 

Tabl e 3 Reletion ship between HPV一16 posltivity snd g Iotti~ origin 

and difereⅡtiation ●口d clia i c 
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讨 论 

一  PCR技术检测头颈部肿瘤 HPVs感染的特 异和敏感性 本研究采用 PCR技术 

选择高危致癌的人乳头瘤病毒作为检测对象，结果表明从临床保存的石蜡包埋组织中提 

取微量 DNA，仅用0．01ng DNA模板经 PCR扩增后就可检测出HPV16 DNA特异色带 

在 HPV16 DNA的两个引物 诱导下， 分别 对正常 人的白细胞 DNA、 HPV18 DNA和 

HPV16 DNA作模板进行 PCR扩增。结果仅以HPV16 DNA为模板时才出现 DNA扩增 

产物，而其他的 DNA模板均未出现扩增产物。因此，PCR技术应用于头 颈部肿瘤的病 

毒性病因的检测或诊断不仅灵敏度高、特异性强，而且简便快速。它的应用将加速癌症 

发生机理的揭示。 

二、头颈部良、恶性肿瘤 组织基因组中 HPV16的检测 结果表明： 头颈部肿 瘤用 

PCR技术扩增石蜡包埋组织的微量 DNA或是采用探针杂交新鲜组织 DNA的方法、 均 

能检测到 HPV16 DNA的同源序列。其中喉癌、 口腔癌和 鼻腔内翻性乳 头状瘤的检测 

频摩分别为20．0％、27．3 和42．9 。这就表明，头颈部肿瘤的发生发展与 HPV的 感 

染有着密切的关系。HPVs的感染可能是 这类肿瘤疾病的高危因子之一。以往的概念是 

HPVs型与致肿瘤性病理有关，例如 HPV6、1l型与良性肿瘤发生联系， HPV16、18等 

型与恶性肿瘤发生关系。那么，当良性肿瘤发展成恶性肿瘤时，HPVs的型 别是 如何过 

菠的?这仍是个谜。 近年来分子物学的发展揭示HPV的基因组中有某些亚基因 (如 E．／ 

E )或调控基因 (如u )， 在诱癌和 维持肿瘤 恶化表型起着至关重要的作用。 若是 

HPVs基因组中存在这类亚基因同源片段，显然研究这类亚基因与致病肿瘤的关系比研 

究 HPVs型别与肿瘤的关系重要得多。或许不同型别中存在某亚基因或其产物对细胞原 

癌基因结构产生某些作用 (激活原癌基因 )而诱发肿瘤的可能性也是存在的。该谜底的 

最终揭示，寄望于病毒学和肿瘤学的分子生物学研究 

三、HPVs感染与临床病理的关系“’·PCR技术的应用显著提高了头颈部疾病患者 

组织中 HPV的检出率，本文的研究结果进一步证明 HPV16的感染与头颈部肿瘤的发生 

相关，同时探讨了 HPV16 DNA的阳性率与 LSCC原发部位，分化程度之间存在一定的 

关系。HPV16感染声门区的频率较感染其他部位的频率高， 而且 HPVl6 DNA阳 性 的 

LSCC均为 高分 化癌 作者 认为， 若 HPV16证实为 LSCC病因，由 HPV16所 致的 

LSCC往往分化程度较好，对临床分期与患者就诊时 LSCC的发展程度的判 断是 具有实 

际意义的。 
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Detection of Human Papillomavirus Type 18 DNA 

in Head and Neck Tumors 

Yang Ping et al 

(Virus Research Institute，H~bei Medical College，Wuhan 430071) 

In order to probe the relationship betwe en humi p~pillonavlra~ typ3 16 

and head-neck tumors，ueing fresh tissue旱nd P8raffin—embeded tissue sections 

preparing DNA to detect HPVx6 DNA in head and neck tumor． by PC置 and 

bridization technique．The results showed that HPVI6 DNA sequences were 

poeitively amplified in one laryngeal papilloma(11．1％ )，in 3 inverted psp— 

i]lomas of the nose(42．9％ )，in 4 laryngeal squamous cell carcinomas(20 )。 

in 3 oral cancers(27．3％)．LSCC of glottic origin showed higher PHV16 DNA 

positivity as compared to that of other Origin， HPV16 DNA poeitive tumors 

were most frequently well differentiated LSCC． 

Key w ordsI Head and neck neoplasm Human P8P“l0maviru8e3 

Polymerase chain reaction(PCR) Upsteam regulatory region(UR R ) 
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