
网络出版时间: 2017 －1 －20 11: 13 网络出版地址: http: / /www． cnki． net /kcms /detail /34． 1065． Ｒ． 20170120． 1113． 057． html

人乳头瘤病毒与 NSCLC 相关性探讨
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摘要 目的 探讨人乳头瘤病毒(HPV) 感染与非小细胞肺

癌(NSCLC)发病相关性;分析 HPV 感染与 NSCLC 临床病理

特征和多种基因突变之间的关系。方法 收集 NSCLC 264
例原发灶和 65 例转移灶的石蜡包埋组织标本。选择 264 例

原发灶邻近的上皮组织( 癌旁对照组) 和 12 例肺良性组织

分别作为对照。采用免疫组化 EnVision 二步法检测 HPV L1
蛋白。选择 109 例 NSCLC 标本采用实时荧光定量 PCＲ(ＲT-
PCＲ)法检测 HPV16 /18 L1 基因序列;90 例肺腺癌组织同时

行 EGFＲ、ALK、KＲAS、BＲAF 基因状态 ＲT-PCＲ 法检测。结

果 NSCLC 原发灶与转移灶 HPV L1 蛋白检测阳性率相近。
NSCLC 原发灶 HPV L1 蛋白阳性率显著高于癌旁对照组和

肺良性对照组。不同组织类型原发灶中 HPV L1 蛋白检测

阳性率存在明显差别，肺腺癌 HPV L1 蛋白检测阳性率显著

高于肺鳞癌。109 例 NSCLC 标本 HPV16 /18 L1 基因序列 11
例阳性。HPV L1 蛋白阳性肺腺癌患者 KＲAS 基因突变率显

著高于阴性，而 EGFＲ、ALK、BＲAF 基因状态与 HPV L1 蛋白

阳性无明显相关。结论 HPV 感染与 NSCLC 发生可能有密

切关系，尤其以肺 腺 癌 关 系 更 为 密 切;KＲAS 突 变 可 能 是

HPV 相关肺腺癌发病的驱动基因类型，为开展肺癌精准治

疗指明方向。
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肺癌是威胁人类健康最严重的恶性肿瘤之一，

其发病率和死亡率均居恶性肿瘤首位。吸烟是肺癌

已明确的病因，但是约有 25% 肺癌患者既往没有吸

烟史
［1］。除吸烟外，肺癌病因还包括被动吸烟、遗

传因素、氡暴露、厨房油烟和室内燃煤、空气污染、感
染因素等

［2］。人乳头瘤病毒(human papillomavirus，
HPV) 与非小细胞肺癌(non small cell lung cancer，

NSCLC)之间的关系在近 30 余年受到学者们重视并

逐渐成为研究热点
［3］，其致癌机制目前仍不清楚。

该研究以 NSCLC 原发灶和转移灶为研究对象，运用

免疫组化法和实时荧光定量 PCＲ(ＲT-PCＲ) 法分别

在蛋白及基因水平探讨 HPV 与 NSCLC 之间的关

系;分析 HPV 感染与 NSCLC 患者各临床病理特征

和多种基因突变之间的关系。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 按照 2011 年由国际肺癌研究会、
美国胸科学会及欧洲呼吸学会联合在《胸部肿瘤学

杂志》公布的肺癌的国际多学科分类标准进行分

类。根据国际抗癌联盟对癌症的定义标准鉴别肿瘤

分期，选择富集肿瘤细胞组织( 肿瘤细胞 ＞ 50% ) 为

合格标本，所有标本由两位资深病理科医师审核标

本是否合格和确定组织学类型及分化程度。收集

264 例原发灶和 65 例 NSCLC 转移灶作为研究对象。
12 例肺良性组织(机化性肺炎和肺大疱各 6 例) 和

264 例原发灶邻近的正常肺上皮组织作为对照组。
264 例 NSCLC 患者年龄 20 ～ 86(60. 9 ± 10. 0)岁;其

中肺鳞癌 100 例，肺腺癌 145 例，其他类型 19 例。
1． 2 主要试剂 鼠抗广谱人乳头瘤状病毒(HPV1、
6、11、16、18、31)单克隆抗体、酶标抗小鼠 /兔 IgG 聚

合物(美国 Biocare 公司);DAB 染色液( 聚合物法)

(美国 Golden Bridge International 公司);兔单克隆

抗体 ALK(D5F3)(美国 Cell Signaling Technology 公

司);HPV16、18 型核酸扩增(PCＲ) 荧光检测试剂盒

(广州中山大学达安公司);FFPE QIAamp DNA 提取

试剂盒 和 ＲNA /DNA 共 分 离 试 剂 盒、人 类 EML4-
ALK 融合基因检测试剂盒、人类 EGFＲ 基因 21 种突

变检测试剂盒、人类 KＲAS 基因 7 种突变检测试剂

盒(ＲT-PCＲ)、人类 BＲAF 基因 V600E 突变检测试

剂盒(ＲT-PCＲ)(德国 Qiagen 公司)。
1． 3 方法

1． 3． 1 HPV L1 免疫组化 ( EnVision 二步法) 检测

操作步骤:① 所有标本切 3 μm 厚组织切片，捞于

阳离子防脱玻片;② 置 60 ℃恒温培养箱中烤片 ＞ 2
h;③ 二甲苯脱蜡 3 次，每次 5 min，无水乙醇脱苯 3
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次，每次 5 min，后水化;④ pH 6. 0 柠檬酸修复液进

行高压修复;⑤ 3% 过氧化氢阻断内源性过氧化物

酶;⑥ 加一抗后放置于 4 ℃冰箱孵育过夜;⑦ 加二

抗室温孵育 30 min;⑧ DAB 显色，光镜下观察适时

终止显色;⑨ 苏木精复染，盐酸酒精分化，pH 7. 2 磷

酸缓冲盐溶液(PBS)蓝化，梯度酒精脱水干燥，苯酚

+ 二甲苯混合液(1 ∶ 2)5 min，二甲苯(2 次，每次 5
min)透明，中性树胶封片、读片。阳性对照为已知

HPV16 /18 PCＲ 检测阳性的宫颈癌组织，空白对照

用 PBS 代替一抗。结果判定标准
［4］:光镜下观察染

色结果，阳性信号位于细胞核，呈颗粒状、丝状或弥

漫性褐色反应(图 1)。每张切片随机选取 5 个高倍

( × 400) 视野，每个视野计数 100 个细胞，肿瘤组织

着色肿瘤细胞数大于 10% 判定为阳性;肺良性组织

和癌旁组织着色肺上皮细胞数大于 10% 判定为阳

性。

图 1 免疫组化检测 HPV L1 蛋白在肺癌和宫颈癌阳性对照组织表达

A:宫颈癌阳性对照 × 200;B:肺癌空白对照 × 400;C:肺鳞

癌 × 400;D:肺腺癌 × 100;箭头:着色的肿瘤细胞

1． 3． 2 HPV16 /18 ＲT-PCＲ 检测 DNA 提 取: 以

HPV 免疫组化阳性为主选取 109 例标本(98 例原发

灶和 11 例转移淋巴结) 分别提取 DNA。每例标本

切片 7 μm，5 张，二甲苯脱蜡，无水乙醇置换二甲

苯，金属浴锅蒸干无水乙醇。应用 QIAamp 试剂盒

严格按照操作说明书提取 DNA。应用 SMA4000 超

微量紫外分光光度计(AmoyDx 北京仪器有限公司)

检测所提取 DNA 浓度和纯度(浓度介于 70 ～ 300 g /
L，纯度 OD260 /OD280 介于 1. 81 ～ 2. 14)。提取 DNA
置于 － 20 ℃冰箱保存。HPV16 /18 L1 基因检测:原

理:选用 HPV16 /18 基因组中编码主要衣壳蛋白 L1
基因的编码区为扩增区域，设计特异性引物及荧光

探针，扩增片段长度为 294 bp。利用 ＲT-PCＲ 法检

测 HPV16、18 型 DNA。步骤:取 PCＲ 反应管若干，

分别加入已提取的待测标本 DNA、阴性质控品和阳

性质控品 5 μl，8 000 r /min 离心 5 s，放入 AppliedBi-
osystens 7500 仪器样品槽。严格按照操作说明书编

辑操作。PCＲ 扩增顺序:93 ℃，2 min;93 ℃、45 s，55
℃、60 s，10 个循环;93 ℃、30 s，55 ℃、45 s，30 个循

环进行扩增。结果判定:如果增长曲线不呈 S 型曲

线或 Ct 值 = 30 则为阴性;若增长曲线呈 S 型曲线

或 Ct 值 ＜ 30 则为阳性(图 2)。
1． 3． 3 EGFＲ、ALK、KＲAS、BＲAF 基因突变检测

90 例肺腺癌分别进行 ALK、HPV L1 免疫组化及突

变扩增阻滞系统(AＲMs) 定量 EGFＲ、KＲAS、BＲAF
基因突变状态检测。ALK 采用免疫组化(EnVision
二步法)(同 1. 3. 1) 检测 ALK 蛋白表达，阳性信号

位于胞质，所有免疫组化着色的标本无论强弱采用

AＲMs ＲT-PCＲ 法进行 ALK 基因验证。所有操作严

格按照说明书执行。
1． 4 统计学处理 使用 SPSS 21. 0 软件进行分析。
数据比较运用 χ2 检验或 Fisher 确切检验法。P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 检测患者的临床及病理特点 264 例 NSCLC
患者Ⅰ ～ Ⅱ期 191 例 (72. 3% )，Ⅲ ～ Ⅳ期 73 例

(27. 7% )。65 例 NSCLC 转移灶包括淋巴结转移 53
例，胸壁转移 2 例，恶性胸腔积液 1 例，脑转移 9 例。
10 例锁骨上淋巴结转移灶和 2 例胸壁转移灶为活

检标本，其余除胸腔积液外为手术标本。其中 42 例

原发灶患者的转移淋巴结入组转移灶，所有患者未

进行放化疗，患者的临床及病理特点见表 1。
2． 2 HPV L1 蛋白表达 264 例 NSCLC 原发灶共

检出 HPV 阳性显著高于癌旁组织(P ＜ 0. 001) 和肺

良性组织(P = 0. 041)。6 例 HPV 阳性的癌旁组织

相应原发灶 4 例阳性，2 例阴性。根据组织学类型

分类，肺腺癌 HPV 感染率 33. 1% (48 /145) 显著高

于肺鳞癌 16. 0% (16 /100) (P = 0. 003)。除组织学

类型外，性别、年龄、吸烟史、原发灶分期、TNM 分

期、分化程度不同 HPV 感染差异无统计学意义。65
例 NSCLC 转移灶共检出 35. 4% (23 /65)HPV 阳性

标本，与原发灶 HPV 阳性率比较差异无统计学意

义。23 例转移灶 HPV 阳性包括淋巴结转移 37. 7%
(20 /53)，脑转移 22. 2% (2 /9)。另外，胸水细胞沉

渣 1 例检测阳性，胸壁转移包块 2 例均为阴性。42
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图 2 HPV L1 DNA ＲT-PCＲ 扩增曲线

表 1 HPV 感染与 NSCLC 临床病理特征关系(n)

项目 n
HPV L1 蛋白表达

阳性 阴性

阳性率

(% )
χ2 值 P 值

原发灶 264 70 194 26． 5
癌旁对照 264 6 258 2． 3 － ＜ 0． 001
良性对照 12 0 12 0 － 0． 041*

转移灶 65 23 42 35． 4 0． 024 0． 155
组织学类型

肺鳞癌 100 16 84 16． 0 8． 971 0． 003
肺腺癌 145 48 97 33． 1

性别

男 190 54 136 28． 4 0． 201 0． 654
女 74 19 55 25． 7

年龄(岁)

≥60 151 40 111 26． 5 0． 000 0． 991
＜ 60 113 30 83 26． 5

吸烟史

有 146 38 108 26． 0 0． 040 0． 842
无 118 32 86 27． 1

原发灶分期

T1 /T2 203 51 152 25． 1 0． 874 0． 350
T3 /T4 61 19 42 31． 1

TNM 分期

Ⅰ /Ⅱ 191 52 139 27． 2 0． 179 0． 672
Ⅲ /Ⅳ 73 18 55 24． 7

分化程度

高 30 5 25 16． 7
中 138 38 100 27． 5 1． 695 0． 429
低 96 27 69 28． 1

* Fisher 确切检验法

例患者同时入组原发灶和转移灶的 HPV 感染率分

别是 31. 0% (13 /42) 和 26. 2% (11 /42)，其中 3 例

原发灶和转移灶 HPV 检测均阳性，HPV L1 蛋白表

达结果见表 1。
2． 3 HPV16 /18 DNA ＲT-PCＲ 法 检 测 109 例

HPV L1 蛋白表达阳性标本 HPV16 /18 L1 基因序

列，共 11 例阳性和 1 例可疑阳性。其中 98 例原发

灶检出 9 例阳性:肺鳞癌 5 例，腺癌 4 例;1 例腺癌

可疑阳性;11 例淋巴结转移组织中 2 例阳性。
2． 4 多 基 因 检 测 结 果 ( EGFＲ、ALK、KＲAS、
BＲAF) 90 例 肺 腺 癌 患 者 EGFＲ、KＲAS、ALK、
BＲAF 驱 动 基 因 阳 性 率 分 别 是 44. 4%、20. 0%、
2. 2%及 1. 1%。90 例肺腺癌 HPV L1 蛋白阳性率

为 33. 3%。分别比较 HPV L1 蛋白阳性及阴性标本

中多基因状态，结果显示:EGFＲ 在 HPV L1 蛋白阳

性标本中突变率低于 HPV L1 蛋白阴性标本，但差

异无统计学意义;KＲAS 突变在 HPV 阳性患者中发

生率显著高于 HPV 阴性患者(P = 0. 001)。另外，2
例 ALK 阳性患者均检出 HPV L1 蛋白阳性，而 ALK
阴性患者检出 31. 8% (28 /88)HPV L1 蛋白阳性。1
例 BＲAF 突变患者未检出 HPV L1 蛋白阳性，而 89
例阴性患者检出 33. 7% (30 /89)HPV L1 蛋白阳性。
见表 2。

3 讨论

1979 年，Syrjnen［5］
首次提出 HPV 感染可能与
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表 2 HPV L1 蛋白感染状态与肺腺癌的

EGFＲ、ALK、KＲAS、BＲAF 突变状态之间关系［n(%)］

项目
n
90

HPV L1 蛋白表达

阳性 阴性
χ2 值 P 值

EGFＲ
阳性 40 9(22． 5) 31(77． 5) 3． 803 0． 051
阴性 50 21(42． 0) 29(58． 0)

ALK
阳性 2 2(100． 0) 0(0． 0) － 0． 109*
阴性 88 28(31． 8) 60(68． 2)

KＲAS
阳性 18 12(66． 7) 6(33． 3) 11． 250 0． 001
阴性 72 18(25． 0) 54(75． 0)

BＲAF
阳性 1 0(0． 0) 1(100． 0) － 1． 000*
阴性 89 30(33． 7) 59(66． 3)

* Fisher 确切检验法

肺癌发生相关;目前，在全球范围内运用不同方法检

测出 肺 癌 中 HPV 感 染 率 呈 现 不 均 一 性 ( 0 ～
78. 3% )［6］，亚洲的研究以 HPV 在 NSCLC 中的高感

染率多见
［7］。本研究以安徽地区患者为研究对象，

NSCLC 原发灶 HPV 的感染率 26. 5% (70 /264)显著

高于癌旁对照组的 2. 3% (6 /264)和肺良性对照组 0
(0 /12)，表明 HPV 感染可能是另一肺癌发生重要

病因。
HPV 感染与肺癌组织学类型的关系争议较大。

Syrjnen［5］
首次提出 HPV 可能与肺癌发生相关，得

益于观察到支气管鳞癌邻近支气管上皮与生殖道疣

形态改变相似。Yu et al［8］
研究指出 HPV 在肺鳞癌

中的感染率显著高于肺腺癌。一项以亚洲研究
［9］

为主要研究对象的 meta 分析显示 HPV 感染与肺鳞

癌密切相关。Baba et al［10］
报道 HPV 感染与肺腺癌

关系更为密切。本研究显示相较于肺鳞癌，肺腺癌

与 HPV 感染关系更为密切。除组织学类型外，HPV
感染与 NSCLC 临床病理特征相关性仍在探索中。
Muoz et al［11］

利用 HPV16 E6 /E7 蛋白转染的 A549
(肺腺癌)和 BEAS-2B(正常支气管组织) 细胞系暴

露在不同浓度的烟冷凝物 48 h(相当于真正吸烟的

烟草暴露) 进行分析，结果表明吸烟可能与 HPV16
E6 /E7 蛋白相互作用，促进肺泡上皮细胞恶性转化

过程。Wang et al［4］
用免疫组化法检测 210 例肺腺

癌 HPV 状态并分析其与临床病理特征之间关系，结

果显示原发灶和 T1 /T2 期的肺腺癌较转移灶和 T3 /
T4 期与 HPV 感染关系密切，其他特征包括年龄、组
织学类型等则无相关性。本研究结果显示除组织学

类型外，中、低分化和 T3 /T4 期的肿瘤组织较高分

化和 T1 /T2 更易感染 HPV，但差异无统计学意义，

而性别、年龄、吸烟史、TNM 分期则显示无相关性。
迄今为止，HPV 已被 公 认 的 亚 型 至 少 有 130

种，其中，HPV16 /18 与肿瘤关系最密切。Ｒagin et
al［12］

对全球 3 249 例肺癌标本的 HPV 检测进行 me-
ta 分析，提示 HPV16 /18 是与肺癌关系最密切的两

种亚型。本研究的 109 例 NSCLC 标本中有 11 例检

出 HPV16 /18 L1 基因序列，包括 9 例原发灶肺肿瘤

组织和 2 例转移淋巴结。本研究 ＲT-PCＲ 法检测是

以 HPVL1 蛋白表达阳性标本为主要研究对象，该结

果不能准确评价 NSCLC 中 HPV16 /18 感染率。
目前，关于 HPV 相关肺癌转移灶鲜有报道。本

研究显示原发灶和转移灶与 HPV 感染关系差异无

统计学意义。65 例转移灶运用免疫组化法检出 23
例 HPV 阳性(35. 4% )，其中 3 例淋巴结转移灶和相

应肺原发灶均呈现阳性反应，是 HPV 参与肺癌发生

的依据之一。肺癌脑转移灶 HPV 感染既往尚无研

究报道。本研究 6 例 NSCLC 脑转移灶中 2 例 HPV
L1 蛋白检测阳性。遗憾的是，该研究系回顾性调查

研究，脑转移病例缺少相应 NSCLC 原发灶标本以验

证原发灶与转移灶的 HPV 感染状态一致性。
学者们认为人类肿瘤相关病毒致癌机制多为病

毒基因组整合到宿主基因
［13］。基因整合理论亦可

能是 HPV 诱导肿瘤发生的重要致癌机制之一
［14］，

但不同部位的整合位点和机制可能存在差异。较宫

颈癌，肺 癌 中 检 测 到 的 HPV DNA 病 毒 载 量 较

低
［10，15］。推测 HPV 在肺组织中的整合有其特异

性，其 DNA 检测则需要特异性引物。本研究采用传

统的 HPV 检测方法和试剂可能给结果带来一定误

差。关于 HPV 感染致癌机制与基因突变亦有学者

提出假说并进行研究
［1，4，8，15］，但仍未成定论。本研

究中 KＲAS 基因突变与 HPV 感染显著相关，表明

KＲAS 基因突变可能与 HPV 致癌机制有关，有待进

一步研究证实。
综上所述，HPV 感染可能与 NSCLC 的发生有

关，肺腺癌与 HPV 感染关系更为密切，HPV16 /18 是

NSCLC 中 HPV 感染的两种亚型。本研究同时运用

了免疫组化和 ＲT-PCＲ 法分别在蛋白和分子水平对

HPV 进行检测，不仅证实肺癌中 HPV 存在，而且表

明在 NSCLC 发生过程中发挥到功能性作用。另外，

KＲAS 突变可能是 HPV 相关肺腺癌发病的驱动基

因类型，为开展肺癌精准治疗指明了方向。
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Investigation on the relevance between human
papillomavirus infections and NSCLC

Cao Xiaoyu1，2，Cao Lejie1，Li Chuanying3，et al
( 1Dept of Ｒespiratory Medicine，3Dept of Pathology，Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical

University，Hefei 230001;2Dept of Tuberculosis，The Second People’s Hospital of Fuyang，Fuyang 236015)

Abstract Objective To investigate the relevance of human papillomavirus (HPV) and non small cell lung cancer
(NSCLC)，and analyse the relation between the clinical pathological characteristics or a variety of genetic muta-
tions of NSCLC patients and HPV infection． Methods Totally 264 cases of paraffin embedded specimens of
NSCLC patients tissues were detected by immunohistochemical for HPV L1 protein，and then，109 NSCLC specimens
were chosen by ＲT-PCＲ method to detect the gene sequence of HPV16 /18 L1． The adjacent epithelial tissues of
primary tumor tissues and 12 cases of benign lung tissues were selected to the control group． 90 lung adenocarcino-
ma(AC) specimens were tested for the genes status of EGFＲ，ALK，KＲAS，BＲAF． Ｒesults Positive rate of HPV
L1 protein in NSCLC primary group was similar to that of metastases group． But the primary group positive rate was
significantly higher than that in adjacent to cancer group and pulmonary benign control group． The positive rate of
AC group was significantly higher than that of lung squamous cell carcinoma(SCC) group． In all 109 NSCLC carci-
noma，HPV 16 /18 L1 gene sequences were detected in 11 NSCLC specimens． HPV L1 protein positive patients
with KＲAS mutation rate was significantly higher than the HPV negative． Conclusion HPV infection may be
closely related with NSCLC，especially with AC． KＲAS mutations could be the driver gene type in HPV related-AC．
It points out the direction of the precise treatment for lung cancer．
Key words human papillomavirus ;non small cell lung cancer;immunohistochemical;gene mutation
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