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客家人非小细胞肺癌HPV16 型感染与 p27Kip1 蛋白表达的关系

张锦丰1，李亮1，邓国明2，杨权烈1，朱文标3，吴静娜1

(梅州市人民医院 1. 化疗科；2. 肝胆外科；3. 病理科，广东 梅州 514031)

[摘　要]	 目的：探讨客家人非小细胞肺癌(non-smal l  cel l  lung cancer，NSCLC)HP V16型(HP V-16)感染与

p27Kip1蛋白表达的关系。方法：收集2004年3月至2008年12月梅州市人民医院(中山大学附属梅州

医院)外科手术切除并经病理确诊的43例NSCLC标本，其中鳞癌20例，腺癌23例，另选取同一时

期肺良性病变27例作为对照组。应用免疫组织化学技术(SABC法)检测以上标本中HPV-16和p27Kip1

蛋白的表达情况，并用Spearman等级相关检验对两种蛋白在NSCLC中的表达进行相关性分析。 

结果：HPV-16在NSCLC组织中细胞质阳性率(39.5%)高于肺良性病变的细胞质表达(7.4%)，差异

有统计学意义(P<0.01)；p27Kip1蛋白表达可见于NSCLC组织细胞核或细胞质，细胞核表达阳性率为

9.3%，显著低于肺良性病变组织细胞核表达(44.4%，P<0.05)；细胞质表达丰富，阳性率为48.8%，

显著高于肺良性病变组织细胞质表达(7.4%，P<0.05)；p27 Kip1蛋白细胞核表达与细胞质表达呈负

相关，差异有统计学意义(P>0.05)；HPV感染和p27Kip1蛋白在NSCLC组织中表达的相关性分析发

现HPV-16在NSCLC中的表达与p27Kip1蛋白细胞质表达呈正相关，差异有统计学意义(P<0.05)，与

p27Kip1蛋白细胞核表达有负相关的趋势(P=0.094)。结论：从HPV，p27Kip1在NSCLC组织和肺良性

病变表达的结果中，推测HPV-16可能通过调控p27Kip1蛋白从细胞核泄漏到细胞质，并滞留在细胞

质，使p27Kip1蛋白不能发挥其在细胞核中的抑瘤作用，进而促进NSCLC的发生发展。

[关键词]	 非小细胞肺癌；p27Kip1蛋白；人乳头瘤病毒
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Abstract Objective: To explore the relationship between the expression of human papillomavirus type16 (HPV-16) 

infection and p27Kip1 in non-small cell lung cancer (NSCLC) of hakka. Methods: We collected 43 cases of NSCLC 

specimens by surgical removal and pathological diagnosis from Meizhou People’s Hospital (Meizhou Hospital 

Affiliated to Sun Yat-sen University) in March 2004 to December 2008, including 20 cases squamous carcinoma 

and 23 cases of adenocarcinoma; 27 cases of lung benign lesions during the same period were selected as a control 

group. The expression of HPV-16 and p27Kip1 in the above specimens was detected by immunohistochemistry 
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肺 癌 是 目 前 全 世 界 发 病 率 和 病 死 率 最 高 的

癌症 [ 1 ]。肺癌的确切病因尚不清楚，目前研究 [ 2 ]

认为：肺癌的主要危险因素是吸烟，所有肺癌死

亡病例中有 8 5 % 归因于吸烟。此外，氡气、肺结

核继发疤痕形成、家族史以及暴露于双氯甲基乙

醚、多环芳香烃、铬等其他致癌物均是引发肺癌

发生的危险因素 [3-4]。目前，病毒感染和肺癌的关

系正成为研究的热点，其中人乳头瘤病毒( human 
papil lomavirus，HPV)感染正引起学者们的广泛注

意。梅州是客家人聚集地区，肺癌在梅州是常见

的恶性肿瘤之一。近2 0年世界不同区域分别用不

同的方法检测了肺癌中H P V的感染，其阳性率为

0~100% [5-6]。前期研究 [7]发现NSCLC中的H P V-16
表达阳性率是39.5%，明显高于肺良性病变组织的

7.4%。相关研究[8-9]表明p27Kip1(细胞周期抑制蛋白)
的表达异常与肿瘤的发生发展关系密切，p27Kip1蛋

白是细胞周期负调控因子。因此，本研究通过探

讨客家人非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，

NSCLC)HPV-16感染与p27Kip1蛋白表达的关系，试

图探索它们在肺癌发生发展中的可能机制，为客

家人群的生物治疗提供新的理论依据和线索。

1  材料与方法

1.1  材料

收集2004年3月至2008年12月梅州市人民医院

(中山大学附属梅州医院)外科手术切除并经病理

确诊的NSCLC石蜡标本，其中肺鳞癌20例，腺癌

23例，临床分期：II期28例，III期15例，患者年龄

23~80(59.18±12.78)岁，另选取27例肺良性病变组

织作为对照组。纳入标准：患者均为梅州籍，客家

方言，并在梅州长期(≥10年)居住，术前未行放、

化疗，术后病理学诊断明确；免疫组织化学实验之

前，HE染色片请资深病理教授再次确诊为NSCLC，

组织学分类明确；有完整的术后随访资料。本研究

经梅州市人民医院医学伦理委员会批准。

1.2  主要仪器和设备

免 疫 组 织 化 学 染 色 缸 染 色 架 一 套 ( 福 州 迈 新

生物技术开发有限公司)，免疫组织化学笔(Super 
PAP PEN)购自福州迈新生物技术开发有限公司，

HPV(HPV-16 L1)鼠单抗购自美国BD Biosciences公

司，p27Kip1兔单抗购自美国Cell Signaling公司，小

鼠/兔IgG浓缩型SABC免疫组织化学染色试剂盒(浓

缩型正常山羊血清封闭液、浓缩型生物素化山羊

抗小鼠Ig G、浓缩型生物素化山羊抗兔Ig G、浓缩

型SABC)购自武汉博士德生物工程有限公司；DAB
显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.3  方法

采用链酶亲和素 - 生物素 - 过氧化物酶连结法

染色(S A B C法) [ 7 ]，步骤为：1 )烤片。从4  ℃冰箱

的玻片盒中取出 2 ~ 4 张切片放入玻片架中，用保

鲜膜仔细包好后在37 ℃恒温烤箱中烘烤30 min。

2)脱蜡。在公共通风橱内依次过二甲苯3缸，每缸 
5 min，脱蜡后水化之前用一缸1:1的二甲苯无水乙

醇过渡5 min。3)水化。依次过100%乙醇2缸，95%
乙醇2缸，每缸10 min；4)蒸馏水冲洗切片5 min，

(SABC), and the correlation analysis of two proteins in NSCLC was conducted with Spearman rank correlation 

test. Results: The cytoplasmic positive rate (39.5%) of HPV-16 in NSCLC tissues was higher than that in lung 

benign lesions (7.4%), and statistical analysis showed significant difference (P<0.01); p27Kip1 protein expression 

was observed in NSCLC tissue cell nucleus or cytoplasm, and the positive rate of cell nuclear expression was 

9.3%, which was significantly lower than that of lung benign lesions (44.4%; P<0.05); and cytoplasm expression 

was abundant and positive rate was 48.8%, which was significantly higher than that of pulmonary benign 

lesions cytoplasm expression (7.4%, P<0.05); p27Kip1 protein nuclear expression was negatively correlated with 

cytoplasmic expression, which was statistically significant. HPV-16 expression and cytoplasm p27Kip1 protein 

expression in NSCLC were positively correlated, with statistical significance (P<0.05) and p27Kip1 protein nucleus 

expression had a tendency of negative correlation (P=0.094). Conclusion: From the results of HPV-16 and p27Kip1 

expression in NSCLC tissues and pulmonary benign lesions, we speculate that HPV-16 may leakage from nucleus 

to cytoplasm and stranded in cytoplasm through regulating p27Kip1 protein, making p27Kip1 protein not play its role 

in nuclei of tumor suppression, thus promoting the development of NSCLC.

Keywords non-small cell lung cancer; p27Kip1 protein; human papillomavirus
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重复2次。5)抗原修复。将切片放入盛有0.01 mol/L 
柠檬酸盐缓冲液 ( p H 6 . 0 ) 的容器中，置微波炉内

高火加热，煮沸后(约3 min)，中火维持10 min，

关闭电源，冷水中冷却3 0  m i n。6 )蒸馏水冲洗切

片5 min，重复3次。7)3%H 2O 2(适用抗体HP V)或

1 % H 2O 2( 适用抗体 p 2 7 K i p 1) 室温 ( 2 5  ℃ 左右 ) 孵育 
12 min。8)蒸馏水冲洗切片5 min，重复2次。9)切

片拭干，组织周围用免疫组织化学笔画圈。10)缓

冲液PBS冲洗切片5 min，重复3次。11)滴加正常

山羊血清封闭液即用液(适用抗体HPV，p27Kip1)，

室温孵育2 h。12)甩去封闭液，滴加稀释好的一抗

(临时配制)，4 ℃孵育过夜(12~13 h)。13)弃去一

抗，缓冲液PBS洗5min，重复3次。14)滴加二抗即

用液，室温孵育30 min。15)弃去二抗，缓冲液PBS
洗5  m i n，重复3次。1 6 )滴加S A B C即用液，室温

孵育30 min。17)弃去SABC，缓冲液PBS洗5 min，

重复3次。1 8 )滴加DA B显色液，显微镜下观察，

自来水及时终止染色。19)苏木精轻度复染细胞核 
1  min，自来水冲洗。20)1%盐酸酒精分色1 s，自

来水冲洗10 min。21)自然干燥，中性树胶封片，

贴标签后放入4 ℃冰箱保存。

1.4  对照设置

阳性对照：用已知阳性切片(宫颈癌)作阳性

对照。阴性对照：用PBS代替一抗，其余处理同实

验组。

1.5  结果判读

阳性标准：HPV阳性着色为棕黄色细小颗粒，

分布在细胞质内；p 2 7 K i p 1蛋白阳性着色为粗细不

一 的 棕 黄 色 颗 粒 ， 定 位 于 肿 瘤 细 胞 细 胞 核 和 / 或 
细胞质。

免疫组织化学染色结果判断标准 [10]：两人双

盲法观察，根据阳性细胞百分率和显色深浅进行

评 分 ； 两 种 评 分 相 加 除 以 2 ， 为 最 终 评 分 。 最 终

评分0，0.5~1.0，1.5~2.0，2.5~3.0分别定为(−)，

(+)，(++)和(+++)。其中(+)，(++)和(+++)为阳

性，(−)为阴性。

1.6  统计学处理

采 用 S P S S  1 3 . 0 软 件 进 行 数 据 分 析 。 H P V 和

p 2 7 K i p 1蛋白在NSCLC组织和肺良性病变组织中表

达 情 况 的 比 较 采 用 卡 方 检 验 或 四 格 表 精 确 概 率

法 ； 采 用 S p e a r m a n 等 级 相 关 检 验 对 两 种 蛋 白 在

NSCLC中表达进行相关性分析。P<0.05为差异有

统计学意义。

2  结果

2.1  HPV-16 在 NSCLC 和肺良性病变组织中的表

达比较

HPV-16阳性颗粒存在于NSCLC组织的细胞质

中(图1)，细胞质表达阳性率为39.5%(17/43)；而

在肺良性病变组织中，HPV-16细胞质表达阳性率

为7.4%(2/27)。HPV-16在NSCLC组织中的表达显

著高于肺良性病变组织(P<0.01)。

图1 HPV-16在肺鳞癌(A，×400)、腺癌(B，×400)、良性

组织(C，×200)细胞中表达(SABC染色)

Figure 1 E x pression of HP V-16 in lung squamous cell 

carcinoma (A , ×400), adenocarcinoma (B,×400), and 

benign tissue (C, ×200; SABC stain)

A

C

B
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2.2  P27Kip1 蛋白在 NSCLC 和肺良性病变组织中的

表达水平比较

N S C L C 组 织 中 的 p 2 7 K i p 1 蛋 白 表 达 可 见 于

细 胞 核 或 细 胞 质 ( 图 2 ) ， 其 中 细 胞 核 表 达 阳 性

率 为 9 . 3 % ( 4 / 4 3 ) ； 细 胞 质 表 达 较 多 ， 阳 性 率 为

48.8%(21/43)。在良性肺病变组织中，p27Kip1蛋白

表达主要在细胞核(44.4%，12/27)。P27Kip1蛋白在

NSCLC细胞质中表达明显高出在良性肺组织细胞

质的表达，差异有统计学意义(P<0.01)。

2.3  HPV 和 p27Kip1 蛋白表达的相关分析

将p 2 7 K i p 1蛋白在NSCLC中的表达情况分别以

细胞核、细胞质计数。经非参数等级相关分析，

HP V-16在NSCLC中的表达与p27 Kip1蛋白细胞质表

达呈正相关(r=0.447，P=0.003)；与p27 Kip1蛋白细

胞核表达呈负相关(r=−0.259，P=0.094)。P27Kip1蛋

白在NSCLC中细胞核表达与细胞质表达呈负相关

(r=−0.313，P=0.041)。HPV-16，p27 Kip 1蛋白之间

的关系见图3。

B

DC

A

图2 p27Kip1在肺鳞癌细胞质(A)、肺鳞癌细胞核(B)、肺腺癌细胞质(C)、肺腺癌细胞核(D)中的表达情况(SABC，×400)

Figure 2 p27Kip1 in lung squamous cell cytoplasm (A), lung squamous cell nucleus (B), lung adenocarcinoma cytoplasm (C), and  

lung adenocarcinoma cell nucleus (D) (SABC, ×400)

图3 HPV-16和p27Kip1蛋白表达的相关分析

Figure 3 Correlation analysis of HPV-16 and p27Kip1 protein expression
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3  讨论

H P V是一种嗜上皮病毒，主要寄生于鳞状上

皮层，有多个基因型，高危型中最常见的是HP V-
1 6 。 人 类 感 染 H P V 十 分 普 遍 ， 在 自 然 人 群 中 感

染率为 1 % ~ 5 0 % ，差异较大；在性活跃人群中为

20%~80%，女性高于男性[11-13]。多种疾病的发生均

涉及H P V感染，如鲍温样丘疹病、生殖道或皮肤

疣如寻常疣、扁平疣及脂溢性角化主要与HPV6，

HP V11，HP V42，HP V43型等低危型等有关。宫

颈上皮内瘤样病变和宫颈鳞状细胞癌等病变主要

与HP V16，HP V18，HP V31，HP V33等高危型有

关 [14]。近年来H P V感染与肿瘤的关系成为研究的

热点[15-16]。

目前，肺癌的确切病因及发病机制尚不明确。

第1篇关于HPV与肺癌的发病关系由Sy r jänen [11]在

1979年提出，该研究发现30.5%(67/220)支气管鳞

状细胞癌的组织学形态改变与生殖道湿疣改变非

常相似。随后出现大量的有关肺癌与H P V感染方

面的文献[17-18]报道，HPV检出的阳性率从0%~100%
不等。本研究中 N S C L C 的 H P V- 1 6 表达阳性率为

39.5%，高于肺良性病变组织的7.4%，两者比较差

异有统计学意义。提示在中国客家人中，HPV感染

是NSCLC潜在的致病因素。

人p27 Kip1基因包含2个有编码功能的外显子、

1个无功能的外显子及1个内含子，属CDKI基因，

定位于12p12~12p13.1交界处。其编码蛋白具有高

度保守的氨基酸序列，被认为是催化活性区域，

主要是因为其蛋白质的N末端与CDKI家族其他成

员如p21具有很大的同源性。P27 Kip1蛋白对CDK具

有广谱的负调控作用，可诱导细胞周期停滞在G 1

期，抑制细胞进入S期。目前已在多种肿瘤中检测

到p27Kip1表达量降低或缺失，如乳腺癌、结肠癌、

食管癌以及非小细胞肺癌等。P27Kip1蛋白发挥活性

的区域在细胞核，当其被磷酸化后，可从核内转

运至细胞质，再通过泛素化-蛋白水解体途径水解

失活[19-20]。P27Kip1促进肿瘤发生的机制之一是其在

肿瘤细胞中的错误定位，Orend等[21]从人类转化成

纤维细胞的研究中发现：p27Kip1的细胞质定位能够

使该细胞保持细胞核内高的CyclinE/CDK2活性，

使成纤维细胞转化不依赖于细胞外基质。 
本 研 究 检 测 N S C L C 组 织 和 肺 良 性 病 变 组 织

p27Kip1蛋白的表达，发现p27Kip1蛋白在NSCLC组织

细胞核表达阳性率为9 . 3 %，显著低于肺良性病变

组织细胞核表达(44.4%)；在NSCLC组织细胞质表

达阳性率为48.8%，明显高于肺良性病变组织细胞

质表达(7.4%)。通过对p27Kip1蛋白细胞核表达与细

胞质表达进行相关性分析，发现二者呈负相关。

细胞核与细胞质中p27Kip1蛋白表达是一个动态的过

程，NSCLC组织细胞质中p27Kip1表达增多，从而使

p27Kip1失去了抑癌作用。

在宫颈癌的研究中，Charette等[22]发现HPV的

E7蛋白可通过PI3K/AKT信号转导通路，以AKT依

赖的方式调节p 2 7 K i p 1在细胞质的定位，从而调节

肿瘤的侵袭或转移。有学者 [23]认为：在恶性病变

中H P V基因组主要是以整合到宿主细胞基因组中

的形式存在，而通常不以附加体(即游离)的形式

存在。其中最明显的整合位点是E2基因。E2基因

产物的功能在正常状态下是转录调节，这被认为

是病毒致癌基因起作用的关键所在，一旦整合E2
基因的正常功能被阻断，将导致E7癌蛋白的过度

表达。E 7转化活性的关键是E 7与R B 1的反应，高

危型HP V E7和RB1的亲和力极强，两者结合后可

解离E2F/RB1复合体从而恢复E2F功能，G1/S期转

换所需的基因得以转录。E7还能直接对细胞周期

重要调节蛋白(CyclinA，CyclinE，CDK2，P21和

P27)发挥作用，打乱细胞周期，引起细胞的无限

增殖。相关的体外转录试验 [24]也证实E7是很强的

细胞转化和致癌基因。

本研究观察到 H P V- 1 6 在 N S C L C 中的表达与

p27Kip1蛋白的细胞质表达呈正相关，因此推论患者

感染HPV-16后，通过调节p27Kip1在细胞质的定位，

使p27Kip1不能发挥负调控作用，从而引起NSCLC的

发生，其确切机制还需进一步研究。
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