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摘 要!%目的& 分析不同方法检测口咽鳞癌中高危型
=>:

在河南地区人群中的感染情况'

%方法& 采用二代杂交捕获(

@9&

免疫组化(

AB<C

三种方法对
$D

例口咽鳞癌石蜡包埋标本
进行检测"并分析其

=>:

阳性率与患者临床病理参数的相关性及其临床意义' %结果& 二代
杂交捕获(

@9&

免疫组化(

AB<C

三种检测方法结果具有较好的一致性"

=>:

阳性率分别为
!E;"F

"

!!;?F

"

9&;DF

'三种方法检出的
=>:

阳性结果与患者性别(年龄(原发灶部位(肿瘤分
化程度(

G

分期等临床病理参数均无关)

>!";"?

*' 经
@9&

免疫组化法检测的结果与患者淋巴
结转移)

>H";"%D

*(

G<I

分期)

>H";"!&

*存在相关性"而二代杂交捕获(

AB<C

结果与患者淋巴
结转移(

G<I

分期)

>!";"?

*均无关' %结论& 在充分考虑临床实用性及可靠性的前提下"

@9&

蛋白免疫组化法是最简单实用的
=>:

感染检测方法'
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口咽癌是指发生于软腭(扁桃体(会厌(舌根及咽

侧壁等部位的恶性肿瘤" 其中
DOF

为鳞状细胞癌%

9

&

'

大量研究认为" 除了公认的烟草及酒精之外"

=>:

感染也是引起口咽癌发生的重要原因之一 %

!

&

"

=>:

相关口咽癌与非
=>:

相关口咽癌的治疗及预后也

存在明显差异%

M

&

' 因此检测
=>:

的感染情况对临床

工作有重大指导意义'目前对于
=>:

常用的检测方

法包括
=>: B<C

原位杂交法(

@9&

蛋白免疫组化法

)
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)
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法等' 虽然各

种检测方法均能在不同水平上检测出
=>:

感染的
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情况!但国内外报道的检出率不尽相同!从
'()$*+

不等"

%

!
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$ 为探究河南地区口咽鳞癌
-./

感染率以

及不同检测方法之间的差异! 我们选择
-0!!

%

1#&

2-0

%

-./ 3&43' 5678 9:" ;<<;=
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即&分支链
?78

信号放大技术
@A;BCDEF ?78

!

@?78G

三种检测方法

来进行研究! 并比较各种方法与患者临床病理特征

的关系!以期寻找一种适用于临床应用的检测方法$

#

材料与方法

!"!

一般资料

选择
!HI,

年
I

月至
!"I'

年
,

月在郑州大学附

属肿瘤医院就诊的
$J

例口咽鳞癌患者的手术或活

检石蜡包埋标本$ 所有患者均为首次就诊! 未经过

放射治疗或化学治疗! 同时没有其他部位癌变和远

处转移情况$其中男性患者
$H

例!女性
J

例!男女比

例
$KJ"I

!平均年龄
&"K!#IIK,

岁'

9I)$9

岁($ 病变部

位位于软腭者
I9

例%扁桃体
II

例%会厌
!'

例%舌根

!9

例%咽侧壁
I,

例$ 接受手术治疗患者
%$

例!因病

情及患者意愿选择非手术治疗
%I

例$ 统计
L7M

分

期临床资料时仅对手术患者进行分析!

L7M

分期按

8N00

第
'

版进行分类"

'

#

$

!"#

实验方法

IK!KI

核酸提取

使用
O28;51 ?78 PP.3 LQ<<RE SQT

'

OQ;UEB

!德

国(试剂盒!按标准操作步骤提取基因组
?78

$

,H)

IHH "V

超纯水洗脱$质量控制
W?

值在
#K$H)!KHH

之

间 $ 使用
2BXQTAYUEB OR@QT!!KH

'

2BXQTAYUEB

!

LDEA5Y

PQ<DEA

!美国(荧光计定量提取的
?78

$ 核酸提取为

二代杂交捕获检测做准备$

#K!K!

二代杂交捕获

利用
.06

%膜杂交法检测'凯普人乳头状瘤病

毒分型检测试剂盒(!经
?78

分离提取%

.06

扩增%

杂交%显色%结果判定!根据显色与否及膜条
-./

分

布图! 可在显色板上判定
!#

种
-./

阳性或阴性及

所属亚型$

#K!K9 -./ 3&Z3' 5678 9KH ;<<;=

!

@?78

"

使用
-./ 3&Z3' 5678

检测试剂盒检测'科蒂

亚! 新乡($ 将脱蜡后的标本加入裂解剂
&,$

水浴

9H 5QB

!得到裂解液$ 事先混合好探针溶液%

-./

阳

性质控溶液$将阳性质控溶液'

!"V

(及处理后的标本

裂解液 '

,H"V

( 分别与检测探针溶液混合至检测板

中!每孔总容积为
#HH"V

!不足部分用缓冲液补足!

并进行空白对照$ 加样完毕后!孵育
9K,D

$ 经过信号

放大%加入标记荧光物质!检测荧光光子数!使用科

蒂亚公司软件判定
3&Z3' 5678

的含量!当检测拷

贝值大于
#K9

时为
-./ 3&Z3' 5678

阳性$

#K!K% 1#&

免疫组织化学

#

抗& 抑癌基因
1#&

单克隆抗体
>

产品编号&

[8!9%%H

!武汉默沙克生物有限公司(!

!

抗&

-6.

标

记兔抗小鼠
2U\ >

产品编号&

[0'HHH#

!武汉默沙克生

物有限公司
G

!

?8[

显色试剂盒
>

产品编号&

]^2JI"$

!

北京中杉金桥生物技术公司
_

$ 每个口咽鳞癌石蜡

标本取
!)%"5

厚连续切片
,

张$所有切片常规免疫

组织化学染色检测
1#&

蛋白表达!采用
HKH#5YVZ^

柠

檬酸钠缓冲液高压锅抗原修复!

.[`

代替
#

抗进行

空白对照$ 结果判读使用美国病理学家协会标准"

$

#

!

即当细胞质及细胞核中
1#&

的表达大于
'H+

时认

为是
-./

阳性!其他为阴性$ 如
PQURAE #

!

!

所示$

$%&'() ! *+,%-%.) )/0(),,%+1 +2 0!3 %1 +(+045(61&)57

85(8%1+95:;<=!#>>?

$%&'() # @)&5-%.) )/0(),,%+1 +2 0!3 %1 +(+045(61&)57
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A62

!

72,*3

"

!&" %& $ K$

";"!" ";$$N

99 KM

";99K ";$"K

9K KK

";"$9 ";$9M

"&" %K L K& N K% 99 K!

R*1Q,*7 .(5)3

S(.> B,-,>2 9K " 9K

M;LM" ";9NM

" 9K

$;"9M ";"L$

! 99

&;9&! ";9$9

T(+31- 99 ! N K $ K $

UB16-(>>13 !L $ 9N 9" 9L 9! 9M

V,32 (. >(+6)2 !K K !O M 9$ M 9$

W,>2*,- X,-- (. B0,*7+Y 9M ! 9K ! 9K ! 9K

T)Q(* =1..2*2+>1,>1(+

R((- 99 ! N

O;%LM O;N!K

K $

O;$%O O;L9&

K $

O;99$ 9;OOOJ(=2*,>2 %L L %O N K$ 9K K%

Z2-- K9 & !M $ !K $ !K

T 3>,62

T

9

[T

!

K$ $ KO

O;&KM O;&99

9! !&

O;M9% O;LO9

9% !%

9;O99 O;%&O

T

K

[T

%

9O 9 N ! $ ! $

< 3>,62

<

O

9$ K 9M

O;O$! 9;OOO

! 9&

%;M%M O;O%N

9%

9;&OO O;K%K

<H KO & !% 9! 9$ 9$

T<J 3>,62

"[! 9N ! 9L

9;KN& O;!$&

! 9L

M;!$N O;O!&

K 9&

%;KM& O;O&O

#[$ !N L !! 9! 9L 9K 9&

%

9!

%

!

R %

!

R %

!

R

!"#

统计学处理

采用
SRSS !%;O

版本进行统计学分析# 三种实

验方法的一致性用
\,BB,

检验#计量资料用卡方检

验及
P1302*

确切法计算#检验水准
&]O;OM

$

!

结 果

$"!

口咽鳞癌中
DR:

感染情况

结果显示#

D/!!

法检测
DR: @<A

阳性率为

!L;O^

!

!%_$N

"# 其中
DR: 9&

型
!!

例#

DR:9$

型
!

例%

B9& CD/

法检测
B9&

蛋白阳性表达率为
!!;M^

!

!O_$N

"

`?@<A

法检测
DR:

致癌基因
U&_UL Qa<A

阳性率为
9&;N^

!

9M_$N

"$

$"$

三种检测方法一致性情况

将
B9& CD/

与
?@<A

&

D/!!

与
?@<A

&

B9& CD/

与
D/!!

的检验结果进行一致性分析# 一致率分别

为
N!;9^

!

$!_$N

"&

$N;N^

!

$O_$N

"&

$$;$^

!

LN_$N

"$

\,BB,

值分别为
O;LM!

&

O;LON

&

O;&NN

!

R"O;O9

"#表明

三种检测方法结果具有较好的一致性$

$"#

检测结果与患者临床病理资料关系情况

结果显示#三种方法的
DR:

检测结果与患者的

性别&年龄&原发灶部位&肿瘤分化程度&

T

分期等临

床参数均无明显相关性!

R#O;OM

"$

B9& CD/

法测得

的
DR:

阳性结果在淋巴结转移组与非转移组中分

别为
%O;O^

!

9!_KO

"和
99;9^

!

!_9$

"#差异有统计学

意义!

R]O;O%N

"%在
T<J

分期
"[!

期组与
#[$

期

组中分别为
9O;M^

!

!_9N

"和
%9;M^

!

9!_!N

"#差异有

统计学意义!

R]O;O!&

"$ 而
D/!!

与
?@<A

两种方法

的结果与淋巴结转移及
T<J

分期均无关!

R$O;OM

"$

详见
T,?-2 9

$

K

讨 论

一般认为# 高危型
DR:

入侵机体后主要依赖

<(>2

'

b

'

T02 *2-,>1(+301B ?2>X22+ DR: 9$ ,+= 5-1+15(B,>0(-(615,- B,*,Q2>2*3 13 +( 316+1.15,+52

#

=)2 >( >02 3Q,-- 3,QB-2 31c2 >0,> ! 5,323 (. DR:

9$ X2*2 =2>25>2=;T02 DR:9& ,+= DR:9$ ,*2 5(Q?1+2= 1+>( DR: B(31>1d2;

%&'() ! %*) +)(&,-./0*-1 '),2))/ ,*+)) )31)+-4)/,&( 4),*.50 &/5 6(-/-6.1&,*.(.7-6&( 8)&,9+)0 -/ .+.1*&+:/7)&( 6&+6-/.4&

ML"
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蛋白的表达导致
)*+

降解和
)#&

过表达"从

而引起宿主细胞周期失控使其癌变#

*

$

% 因此"目前对

,-.

的检测均是从以上
,-.

感染! 整合及表达的

不同阶段进行% 其中
,/!!

和
)0& 1,/

是经美国

234

认证可以在临床应用的
,-.

检测技术" 已广

泛应用于临床#

5

$

%而
,-. '& 6'( 7894

含量能反映

致癌基因
'&6'(

的活动度" 因此检测
'&6'( 7894

也可说明
,-.

在口咽癌中的感染情况% 检测
'&6'(

基因最准确的方法是
,-. '&6'( 7894

原位杂交#

0"

$

"

但因其实验技术条件要求高"实验步奏繁琐复杂"难

以在临床实际工作中推广% 因此我们选择了更为简

单方便的
:394

技术" 该方法无需抽提纯化
894

!

反转录和
-/8

扩增"只要将样本用特定裂解液裂解

后"经探针杂交与信号放大"检测荧光光子值的大小

来判断
'&6'(

的表达情况%

本研究通过
,/!!

!

)0& 1,/

!

:934

三种方法

对同一批口咽鳞癌患者
,-.

感染情况进行检测%结

果显示" 三种方法
,-.

阳性检出率分别为
!(;<=

!

!!;*=

!

0&;5=

% 虽然检测结果不尽相同"但也可表明

在河南地区口咽鳞癌患者中
,-.

的感染率在
!<=

左右"与
8>??@

等#

00

$ 报道的
!%=

基本一致"但同国内

刘琰等#

%

$研究的
0!;0=

有差异% 分析原因可能由于

样本取材部位!肿瘤原发部位!人群的地区差异以及

样本量较少"可能存在选择偏倚等原因有关% 当然"

由于
,-.

自身无法合成
394

聚合酶" 需要借助宿

主细胞周期进行蛋白增殖"

,-. 394

在整合到宿主

基因组过程中
'&

!

'(

基因可被随机整合到宿主

394

中" 而整合位点的不同预示着
'&

!

'(

表达情

况也有所差异#

0!

$

%因此"造成了三种方法检测结果不

尽相同%此外"不同检测方法本身的敏感性及特异性

差异也是造成结果不同的可能因素%

本研究采取的三种方法分别从
,-.

进入宿主

细胞时的
394

!

,-. 394

整合到宿主基因组后转

录的
7894

!以及
7894

翻译的调控蛋白三个阶段

进行检测" 检测标志物之间势必存在潜在的上下游

关系% 尽管三种方法检测的结果不尽相同"但一致性

检验的
A>))>

值为分别
<;(*!

"

<;(<5

"

<;&55

&

-"<;<0

'"

证实三种检测方法结果具有较好的一致性" 均可以

较好地检测口咽鳞癌中
,-.

的感染情况%

关于
,-.

感染与患者临床病理资料之间的关

系"各研究结果不同%

4BC

等 #

+

$等通过
)0& 1,/

和

,-.

原位杂交两种方法检测了
+!*

例口咽癌患者

的
,-.

感染情况" 结果发现
,-.

感染与患者的性

别!年龄!原发灶部位!分化程度!

D

分期等均无明显

相关性"与本研究结果相似%而日本的一项多中心研

究#

0+

$结果显示"用
,/!!

和
)0& 1,/

检测的
,-.

结

果与原发灶部位! 分化程度! 淋巴结转移情况和

D9E

临床分期相关%

F?@GHIJ

等#

#%

$通过
7IG>

分析也发

现
,-.

阳性口咽癌患者
D

分期较早"但更容易发生

淋巴结转移和远处转移"

D9E

分期多为
"##

期% 相

似的" 在本研究中" 我们发现
)#& 1,/

法测得的

,-.

阳性结果与
9

分期&

-K<;<%5

'和
D9E

临床分

期&

-K<;<!#

'明显相关"患者多为
9L

期和
"##

期%

但值得注意的是" 虽然本研究中三种方法具有较好

的一致性" 但
,/!!

与
:394

两种方法测得的结果

在统计学上与
9

分期!

D9E

分期并不相关" 初步考

虑可能与样本量有关% 与我们的结果相似"

3MNOPH>

等#

0*

$通过
)0& 1,/

!

,-. 394

原位杂交!

,-. '&6'(

7894

原位杂交三种方法研究了
!%<

例口咽鳞癌患

者的
,-.

感染情况"发现
)0& 1,/

方法特异性及敏

感性最高"操作简单"更适合口咽鳞癌患者的临床检

测%

由此我们认为" 在临床工作中
)0& 1,/

法是最

简单实用的口咽鳞癌
,-.

感染检测方法% 当然"在

本研究中"

,/!!

与
:394

两种方法测得的结果并

没有显示与患者临床病理资料的相关性" 但最新的

二代测序技术在检测
,-.

基因分型及
,-.

转染宿

主细胞内
394

融合位点方面有绝对的优势#

0&

$

"更有

利于深入探究
,-.

致癌的分子病理机制%在后期的

研究中"我们也会进一部扩大样本量"根据实际的临

床及科研需求选择合适的检测方法%
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