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HPV16 型 E6 蛋白在外阴上皮内非瘤样病变和外阴鳞癌中的表达

周静1，肖松舒2，邓新粮2，崔超美1

(1. 湖南省妇幼保健院综合治疗科，长沙 410008； 2. 中南大学湘雅三医院妇科，长沙 410013)

[ 摘要 ] 目的：检测人乳头状瘤病毒 (HPV)16-E6 蛋白在外阴上皮内非瘤样病变 (NNEDV)、外阴鳞癌 (VSCC)

中的表达，探讨 HPV16-E6 蛋白是否为 NNEDV 病因及与 VSCC 的相关性。方法：采用免疫组织化学 SP 法检测

HPV16-E6 在 15 例正常外阴组织，40 例 NNEDV 及 45 例 VSCC 中的蛋白表达情况。结果：HPV16-E6 蛋白在正常

外阴皮肤组无表达，在 NNEDV 及 VSCC 中阳性表达率分别为 30% 和 66. 67%，差异均有统计学意义 (P<0.05)。在

NNEDV 组中，HPV16-E6 蛋白在鳞状上皮增生 (SH) 型及硬化性苔藓 (LS) 型阳性率分别为 35% 和 25%，差异无统计

学意义 (P>0.05)，但均较正常外阴皮肤组升高 (P<0.05)，较 VSCC 组降低 (P<0.05)。HPV16-E6 在 VSCC 的表达阳性率

为 66. 67%，阳性率随临床分期的增高而增高，I 期和 II 期，I 期和 III 期比较差异均有统计学意义 (P<0.017)，但 II 期

和 III 期比较差异无统计学意义 (P>0.017)。随着肿瘤分化程度的增高，阳性率逐渐降低，高分化和低分化，中分化

和低分化比较差异均有统计学意义 (P<0.017)，但高分化和中分化比较差异无统计学意义 (P>0.017)。有淋巴结转移者

HPV16-E6 阳性表达率高于无淋巴结转移者 (P<0.05)。结论：HPV 感染可能是 NNEDV 的病因之一。HPV16-E6 蛋白表

达升高可能与 VSCC 发生、发展相关。

[ 关键词 ]   人乳头瘤病毒 16 型 E6 蛋白；外阴上皮内非瘤样病变；外阴鳞癌
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女 性 外 阴 皮 肤 病 变 种 类 繁 多 ， 包 括 感 染 性

疾病、增生性疾病、囊肿性病变、瘤样病变、良

性 肿 瘤 、 恶 性 肿 瘤 、 混 合 病 变 ， 发 病 率 呈 逐 年

上升趋势。其中增生性疾病以外阴上皮内非瘤样

病变(non-neoplastic epithelial disorders of vulva，

NNEDV)为主，恶性肿瘤中以外阴鳞癌(squamous 
cel l  carcinoma of  v ulva，VSCC)为主。NNEDV是

指 女 性 外 阴 皮 肤 和 黏 膜 组 织 发 生 变 性 及 色 素 改

变 的 一 组 慢 性 疾 病 ， 包 括 外 阴 鳞 状 上 皮 细 胞 增

生(squamous hy per plasia，SH)、外阴硬化性苔藓

(1ichen sclerosus，LS)及其他外阴皮肤病 [1]。常常

引起剧烈的、难以忍受的外阴奇痒而严重影响患

者生活质量，给广大患者带来极大痛苦。它以皮

肤变化为特征，因其确切病因不明，治疗困难，

临床上许多治疗方法虽能暂时控制其症状，但复发

率高。研究 [2]发现NNEDV与细胞增殖异常相关。

本实验采用免疫组织化学法检测 H P V 1 6 - E 6 蛋白

在N NEDV及V SCC病变组织中的表达水平，探讨

HPV16-E6蛋白是否为NNEDV的病因及与VSCC的

相关性，为发现外阴组织的潜在恶变提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  材料与试剂

全部标本取自中南大学湘雅三医院及湖南省

肿瘤医院2000年1月至2010年10月病理科存档的手

术及活检标本的组织石蜡块。抗HPV16-E6兔抗人

多克隆抗体(工作浓度为1:100)、免疫组织化学SP
试剂盒及DA B显色试剂盒均购自北京博奥森生物

技术有限公司。

1.2  分组及临床资料

将 收 集 的 组 织 石 蜡 块 分 为 正 常 外 阴 组 、

NNEDV组和VSCC组，其中正常外阴组为15例患功

血、子宫肌瘤、子宫腺肌症疾病而外阴皮肤正常

的女性外阴皮肤组织，排除恶性疾病，无外阴瘙

痒史，白带正常；NNEDV组为40例同期临床、病

理资料完整的NNEDV外阴皮肤组织，根据1987年  
国际外阴疾病研究协会与国际妇科病理学家协会

共同制定的新分类法[3]分为：SH 20例，LS 20例；

VSCC组为45例同期临床、病理资料完整的VSCC
外阴皮肤组织，所有病例取材前均未进行放射治

疗及化学药物治疗，临床分期：I期13例，II期14
例，III期18例；分化程度：高分化12例，中分化

14例，低分化19例；所有病例均行手术治疗，术

后病理证实，有淋巴结转移者1 8例，无淋巴结转

移者27例；均按2000年国际妇科联盟(FIGO)的诊

断标准进行临床分期，病理诊断符合《妇产科病

理学》的外阴癌分级诊断标准。本研究符合人体

试验伦理学标准，并得到伦理委员会的批准，受

Methods: We detected HPV16-E6 protein expression in 15 normal vulvae cases, 40 NNEDV cases 
and 45 VSCC cases by immunohistochemistry SP method. 
Results: The positive rate of HPV16-E6 in different vulva tissues: was 0% in the normal vulva, 30% 
in NNEDV and 66.67% in VSCC, respectively. The overall positive rate and two two comparison 
had statistical significance. In the NNEDV group, the positive rate of squamous hyperplasia type 
and lichen sclerosus type was 35% and 25%, respectively, with no statistical significance (P>0.05), 
but higher than that in the normal vulva skin group (P<0.05) and lower than that in the VSCC 
group (P<0.05). The positive rate of HPV16-E6 in VSCC was 66. 67%. The positive rate increased 
with the clinical stage. The positive rate between Phase I and Phase II, and that between Phase 
I and Phase III had statistical significance (P<0.017), but that between Phase II and Phase III 
had no statistical significance (P>0.017). The positive rate gradually decreased with the tumor 
differentiation. The difference in well-differentiated and poorly differentiated, moderately and 
poorly differentiated had statistical significance (P<0.017), but that of well-differentiated and 
moderately differentiated had no statistical significance (P>0.017). The positive rate of lymph node 
metastasis VSCC was significantly higher than that of non-lymph node metastasis VSCC (P<0.05). 
Conclusion: HPV infection may be an etiological factor for NNEDV. The rise of HPV16-E6 
positive rate may be related to the occurrence and development of vulvar squamous cell carcinoma. 

KEY WORDS HPV16-E6; non-neoplastic epithelial disorders of the vulva; squamous cell carcinoma of the vulva
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试者在受试前获口头同意。

1.3  方法

1.3.1  免疫组织化学 SP 法

采用链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶联结免

疫组织化学SP法观察HPV16-E6蛋白在以上各组标

本中的表达部位及表达水平。操作按SP免疫组织

化学试剂盒说明书进行，采用PBS代替一抗作为阴

性对照。

1.3.2  结果判定标准

HPV16-E6蛋白阳性细胞以在光学显微镜下，

突出于背景的境界清晰的棕黄色或棕褐色颗粒，

细胞核内出现棕黄色或棕褐色颗粒为主，部分出

现在胞浆中。无着色或与背景颜色一致为阴性细

胞。用OLYMPUS照相显微镜计算阳性细胞数。每

例高倍镜(×400)下随机取10个视野，根据平均阳

性细胞数的计数结果分为4级[4]。1级：平均阳性细

胞数<25%；2级：平均阳性细胞数<50%；3级：平

均阳性细胞数<75%；4级：平均阳性细胞数≥75%。

以平均阳性细胞数<25%为阴性表达，以平均阳性

细胞数≥25%但<50%为弱阳性表达(+)，以平均阳

性细胞数≥50%但<75%为阳性表达(++)，以平均

阳性细胞数≥75%为强阳性表达(+++)。

1.4  统计学处理

采用统计软件SPSSl6.0对实验数据进行统计分

析。疗效比较采用χ2检验，以α=0.05(双侧)作为检

验水准，P<0.05为差异有统计学意义。多个实验组

间的两两比较，为保证检验假设中I型错误的α概率

不变，改检验水准为α’=0.017。

2  结   果

2.1  HPV16-E6 蛋白在不同外阴组织中的表达

H P V 1 6 - E 6 蛋白在正常外阴皮肤组无表达，

在N N E DV组及V S CC组中阳性表达率分别为3 0 %
和66.67%，其免疫组织化学阳性反应物主要位于

细胞核及部分胞浆。三组间总体阳性率表达差异

有统计学意义(χ2=24.466，P<0.001)。三组间的两

两比较，调整检验水准α为α’=0.017，差异均有统

计学意义(P<0.017)。在NNEDV组中，HPV16-E6
蛋白在鳞状上皮增生型及硬化性苔藓型阳性率分

别为 3 5 % 和 2 5 % ，二组间比较差异无统计学意义

( P > 0 . 0 5 )，鳞状上皮增生组及硬化性苔藓组均较

正常外阴皮肤组升高 ( P < 0 . 0 5 ) ，较 V S C C 组降低

(P<0.05；图1，表1)。

图 1   HPV16-E6 在不同外阴组织中的表达 (SP，×400)。A：正常外阴组织；B：外阴鳞状上皮增生；C：外阴硬化性苔藓型；

D：外阴低分化鳞癌；E：外阴中分化鳞癌；F：外阴高分化鳞癌。

Figure 1   HPV16-E6 expression in different vulvar tissues (SP, ×400). A: Normal vulvar tissues; B: Squamous hyperlasia; C: Lichen 

sclerosus; D: Poorly differentiated squamous cell carcinoma of vulva; E: Moderately differentiated squamous cell carcinoma of vulva; F: 

Well-differentiated squamous cell carcinoma of vulva.

A C

E FD

B
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2.2  HPV16-E6 蛋白的表达与外阴癌临床病理参数之

间的关系

H P V 1 6 - E 6 在 V S C C 中 的 表 达 阳 性 率 为

6 6 . 6 7 % ， 随 着 临 床 分 期 期 别 逐 渐 增 高 ， 阳 性 率

表 达 逐 渐 增 高 ； 随 着 肿 瘤 分 化 程 度 的 逐 渐 增

高，阳性率表达逐渐降低； V S C C 中有淋巴结转

移者 H P V 1 6 - E 6 阳性表达率高于无淋巴结转移者

(P<0.05，表2)。

VSCC组中不同病理分级两两比较时，高分化

和低分化比较，中分化和低分化比较差异均有统

计学意义(P<0.017)，但高分化和中分化比较差异

无统计学意义(P>0.017)。

V S C C 组 中 临 床 分 期 两 两 比 较 时 ， I 期 和 I I
期 比 较 ， I 期 和 I I I 期 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义

(P<0.017)，但II期和III期比较差异无统计学意义

(P>0.017)。

表2   HPV16-E6在VSCC组织中与临床病理参数的关系

Table 2   Relationship between the HPV16-E6 expression and 

clinical pathological features in squamous cell carcinoma of  vulva

分组 例数 阳性例数 阴性例数 阳性率 /% P

分期 0.005

I 期 13 3 10 23.1

II 期 14 10 4 71.4

III 期 18 13 5 72.2

分化程度 0.004

高 12 4 8 33.3

中 14 5 9 35.7

低 19 16 3 84.2

淋巴结转移 0.031

有 18 15 3 83.3

无 27 14 13 51.9

3  讨   论 

Sageman等 [5]早在1996年就发现人乳头瘤病毒

16/18型与某些外阴营养不良的发病有关。通过比

较细胞增殖通路上的P53，P21，Ki-67，PCNA，

MDM-2蛋白 [6-8]，在正常外阴皮肤和NNEDV组织

中的不同表达，发现细胞异常增殖是NNEDV的一

个病因[2]。 
杨树君等 [9]对38例老年妇女NNEDV中HPV表

达情况检测，发现HPV在NNEDV组织中表达率为

5 5 . 3 % ，正常外阴皮肤无阳性表达；与沈柱等 [ 1 0 ]

研究结果一致。张莉等 [11]通过免疫组织化学和电

镜技术检测 N N E D V 中 H P V 的表达，光镜下病理

分型，28例患者中11例为鳞状上皮细胞增生型，

HPV阳性表达100%；3例为硬化苔藓型，HPV阳性

表达减弱。

HPV16-E6蛋白作为调节细胞周期和细胞凋亡

的作用已被证实，以往学者们研究的是H P V16型

与NNEDV的相关性，而没有从高危型HPV中的E6
蛋白途径进行深入研究。本研究发现：HPV16-E6
蛋白在NNEDV组织中的阳性表达率为30%，其中

鳞状上皮增生型及硬化性苔藓型阳性率分别为35%
和25%，二组间比较无统计学差异(P>0.05)，提示

HPV感染可能是NNEDV的一个病因，但与病理类

型关系不大。

H P V 1 6 - E 6 蛋白与人类恶性肿瘤发生、细胞

恶性转化及抑制凋亡关系密切，在大量的人类肿

瘤细胞中，HPV16-E6蛋白表现出活性及异常高表

达，可引起宫颈上皮内瘤样病变和宫颈鳞癌的观

点已被广泛认同 [12]。临床检验发现H P V病毒在多

种与上皮细胞组织相关的的癌症样本中检出，包

括直肠癌、结肠癌、口腔癌、食管癌、咽癌、皮

肤癌等[13]。Zannoni等[14]通过免疫组织化学从细胞

周期角度对CD K (细胞周期蛋白依赖激酶)抑制剂

P27蛋白和氧化DNA损害的研究中发现，NNEDV
与外阴癌相关，此病的癌变率为4%~12%[15]，近年

来外阴癌在年轻妇女中呈上升的趋势[14]。

S m i t h 等 [ 1 6 ]研究发现：外阴多种病变与 H P V
感染有关，高危型HPV感染则是引起VSCC的重要

原因之一。约4 0 . 4 %的外阴癌患者可检测出H P V-

表1   HPV16-E6蛋白在不同外阴组织中的表达

Table 1   HPV16-E6 expression in different vulvar tissues

     组别 例数 阳性例数 + ++ +++ HPV16-E6 阳性率 /% P

正常外阴组 15 0 0 0 0 0 0.024*，<0.001#

NNEDV 组 40 12 4 5 3   30.00 0.001#

鳞状上皮增生组 20 7 2 3 2   35.00   0.012 △，0.490 ▲，0.017#

硬化性苔藓组 20 5 2 2 1   25.00   0.048 △，0.002#

VSCC 组 45 30 8 13 9   66.67

*与NNEDV组比较；#与VSCC组比较；△与正常外阴组比较；▲与硬化性苔藓组比较。
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D N A ，以 H P V 1 6 ， 3 3 ， 1 8 型多见 [ 1 7 ]，该实验中

H P V 1 6 -E 6蛋白在正常外阴组无表达，在N N E DV
组、VSCC组中阳性表达率逐渐升高，在VSCC中

随着肿瘤分期越晚及分化程度越低，HPV16-E6表

达越高，提示HPV16-E6蛋白的高表达与VSCC的恶

性程度及转移相关。在I期就已有表达，可能提示

是一个恶变早期事件，与其在宫颈鳞癌、皮肤鳞

癌等中的研究趋势一致。综上所述，H P V感染可

能是NNEDV的病因之一，HPV16-E6蛋白阳性率升

高可能与VSCC发生、发展相关。

但其中高分化和中分化相比， I I期和 I I I期相

比，虽然阳性率升高，但差异无明显统计学意义

(P>0.05)，分析原因可能有两方面：1)高分化和中

分化，II期和III期两者病因、病变程度及预后等方

面差别不大，因此病例中的HPV16-E6表达差异尚

无统计学意义；2 )样本量少，免疫组织化学方法

实验误差等原因。

本 研 究 结 果 初 步 表 明 ： H P V 1 6 - E 6 蛋 白 在

N N E D V 组 织 中 高 表 达 ， 说 明 其 与 外 阴 上 皮 内 非

瘤样病变的病因可能相关。在 V S C C 组织中高表

达，且与临床分期、肿瘤分化程度、有无淋巴结

转移密切相关，说明H P V16-E6蛋白在VSCC的肿

瘤细胞增殖分化、侵袭转移和临床进展中起重要

的调节作用，提示肿瘤生物学行为不良，更易发

生浸润和转移，因此，HPV16-E6出现与否可作为

V S C C 早期诊断、判断肿瘤恶性程度、预测生物

学行为、指导治疗的参考指标。但一些学者 [ 1 7 - 1 8 ]

认为NNEDV非H P V途径而致VSCC，本实验与之

不相符，因此以下两点值得思考：1 )由于样本量

较小，实验方法简单、条件有限，对于实验结果

的准确性及代表性仍需通过进一步大样本及基因

水 平 实 验 验 证 。 在 对 N N E D V 发 生 恶 变 的 研 究 过

程中，应加强对H P V病毒基因整合到宿主基因组

后，何种基因表达增加导致 V S C C 的产生方面的

研究，以及相关的基因敲除对外阴癌的机制作用

方面的探讨；2)HPV感染的NNEDV是否导致其他

类型的外阴癌，如外阴基底细胞癌和外阴疣状癌

等，这有待于更深入的研究。
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