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中文摘要 

過去對於肺癌的研究大多著重於抽菸所引起的腫瘤化機制，少有不抽菸肺癌之研究，本

研究大膽推測台灣不抽菸女性肺癌患者，有高含量之 DNA鍵結物堆積，又有高頻率之 

HPV16/18 感染，可能會經由促進染色體不穩定 (chromosomal instability, CIN) 發生之頻

率增加導致肺癌形成。本研究利用本研究室已建立的三株具有HPV16 E6 不同表現量以

及 12 株沒有 HPV 感染的肺腺癌細胞株，以低劑量 B[a]P長期處理後，以 FISH方法偵

測 micronuclei的發生頻率，以推測 CIN 發生的程度，結果發現HPV感染之細胞經過 

B[a]P處理，比HPV未感染之肺癌細胞株有較多的 micronuclei 的形成但與 E6 表現量無

統計上的相關性。但在 HPV感染與 HPV 沒有感染的肺癌細胞分別以 RNAi 和轉染技

術大量表現或剔除 E6 之表現時，發現 micronuclei 的發生頻率會因E6被剔除而減少，

亦會因轉染入E6蛋白而增加其micronuclei 的發生頻率。因此，根據上述結果認為CIN 發

生是不僅與HPV16/18 DNA 之嵌入有關亦會因 E6 蛋白表現而增加。 本研究更進一步

分析hMLH1、hMLH2、XRCC1、XRCC3、XRCC5、BRCA1和 BRCA2 等基因及蛋白的

表現及其甲基化情形，結果發現僅XRCC3及XRCC5的基因表現有受到抑制。而在肺腫瘤

組織的分析結果也發現XRCC3蛋白在adduct high/HPV E6+組的表現率顯著低於adduct 

high/HPV E6-、adduct low/HPV E6+及adduct low/HPV E6- 三組。進一步分析其基因座異

質性缺失，本研究選定在子宮頸癌的研究中發現與HPV感染有關的myc基因及hTERT基

因做進一步分析。結果發現環境汙染物與HPV的交互作會造成基因體不穩定而活化c-myc

的表現進而促使其活化hTERT而造成肺細胞的腫瘤化，因此，c-myc基因在HPV造成的肺

腫瘤化過程可能扮演重要角色。 

本計畫的研究成果發現環境汙染物暴露和HPV感染之交互作用，會經由抑制XRCC3及

XRCC5修補基因的表現而增加染色體不穩定頻率，並進而導致hTERT及c-myc基因的活

化而參與不抽菸者肺癌的形成，尤其是台灣不抽菸婦女的肺癌形成。 

 

關鍵字：肺癌，人類乳突瘤病毒 
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ABSTRACT 

Molecular mechanisms of lung carcinogenesis is predominately focused on cigarette 
smoke-induced lung cancer, few information is obtained from studies of nonsmoking lung 
cancer until now. We thus hypothesized that the combined effects of accumulated DNA 
damage and HPV infection could synergistically increase chromosomal instability occurrence 
to cause lung tumor formation. In this project, 3 HPV-infected and 12 non-infected lung 
cancer cells, which have been established from pleural effusions of lung cancer patients, were 
treated with various doses of B[a]P for various time intervals, and then the frequency of 
micronuclei were determined by FISH analysis. The micronuclei number induced by B[a]P in 
HPV-infected lung cancer cells were frequently than in non-infected lung cancer cells but not 
correlated with the levels of HPV 16 E6 protein. In addition, the micronuclei formation were 
increased and decreased in E6- negative or–positive cells after transfect or knockdown HPV 
16 E6 expression. Therefore, we considered that the CIN not only correlated with HPV 
intergradation but also with HPV 16 E6 oncoprotein expression. In addition, we also found 
that the expression levels of XRCC3 and XRCC5 gene and protein in B[a]P treated HPV+ 
lung cancer cells were significantly lower than in HPV- cells. In lung tumor tissues, the 
XRCC3 and XRCC5 expression in adduct high/HPV+ were significantly lower than in adduct 
high/HPV-, adduct low/HPV+, and adduct low/HPV- groups. In LOH analysis, we found that 
the genome instability were caused by environmental exposure and HPV interaction and 
activated the c-myc protein expression to promote the hTERT gene transcription to involve in 
lung pathogenesis. Therefore, c-myc may play an important role in HPV-infected lung 
tumorigenesis. These results obtained from the project were helpful to understand the 
synergistic effect of environmental carcinogen exposure could contribute to HPV16/18 
infected lung tumorigenesis in nonsmokers.   

 

 

 

 

 

Key words: lung cancer, HPV, genome instability 
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一、文獻綜論 

1.肺癌的流行病學 

據行政院衛生署統計資料顯示，自 1982 年以來，惡性腫瘤就高居台灣民眾十大死因之

首，而肺癌則分別位居男、女性之第二位和第一位之癌症死因。1982 年台灣男性與女性

每十萬人中，就有 16.69 及 7.78 人是因肺癌而死亡，到了 2000 年，每十萬人之男性與

女性，分別有 38.69 及 17.52 人是因肺癌而死亡（Department of Health, ROC, 1984 - 

2000）。近年來，女性肺癌死亡率增加的幅度顯著高於男性。因此台灣女性肺癌之病因

學研究是值得研究之課題。 

在台灣，女性抽菸的比例較男性低的多，其比例為女性：男性 = 3% : 60%），女性抽菸

人口約為 2-5%。而其他國家男、女生抽菸比例大約為百分之八十五及百分之三十五 (Koo 

et al., 1990)。從台灣的肺癌患者之抽菸習慣來分析，約 80％ 之男性肺癌之病因可歸於

抽菸行為，但女性肺癌則 85％ 以上之患者，無法以抽菸來解釋。雖然眾所皆知抽菸是

引起肺癌的主要原因，而所有癌症的死亡原因也約有 30-40% 可以抽菸來解釋 (Lobe et 

al., 1984)，但在美國近二十年來，抽菸人口由百分之五十降到百分之三十，四十五歲以

下，族群之肺癌死亡率的確有下降的趨勢，而五十歲以上的族群則沒有降低，反而有升

高的現象 (Devesa et al., 1989)。在日本，抽菸人口也在逐年降低，但肺癌的罹患率卻逐

年大幅增加，即使戒菸者仍會罹患肺癌，因此其他環境因子是否參與其肺癌的形成，將

是重要之研究課題。另外，流行病學的研究指出，中國婦女抽菸人口的比例低於其他種

族，但肺癌盛行率卻逐年升高 (Deng and Gao et al., 1985)。同時發現中國女性肺癌之細

胞型態，大多屬肺腺癌 (Maclennan et al., 1977；Kung et al., 1984；Gao et al., 1987)。近

年來台灣地區由於抽菸量降低，與抽菸相關性最高之鱗狀上皮細胞肺癌有逐年下降的趨

勢，但是肺腺癌之發病率卻逐年增加 (Department of Health, ROC, 1984 - 2000)，過去研

究都顯示與抽菸有關之肺癌，主要為鱗狀上皮癌及未分化癌，但是台灣女性肺癌則都以

腺癌為主，與抽菸之相關性較少。另外，由公賣局統計資料顯示，近年來香菸消售總額

雖逐年增加，但肺癌患者仍以肺腺癌為主，似乎無法說明台灣肺腺癌為何增加之速度較
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鱗狀上皮癌快。台灣都市與鄉村地區，每人每年香菸平均消費量並無多大差異，但都市

地區罹患肺癌之人數顯著高於鄉村地區，因此抽菸行為無法說明都會區民眾為何有較高

罹患肺癌之危險性 (Tay et al., 1988)。這些證據均顯示，雖然香菸是引起肺癌的最主要因

子。但在台灣可能有其他的環境因子參與不抽菸者之肺癌的形成。 

2.環境暴露與肺癌 

Benzo(a)pyrene (BaP) 是香菸中主要的致癌物，廣泛存在於汽機車排放物、工廠排放物、

廚房油煙及二手煙中(Yang et al., 2000； Cheng et al., 2003)，屬於多環芳香烴類化合物 

(polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)。Hall et al. (1990) 研究指出多環芳香烴在生物體

內，會經由微粒體單氧化酵素系統或前列腺素 H 合成酵素 (prostaglandin H synthase；

PHS) 代謝活化成 epoxide，然後經水合作用轉變為 diols 型的活化最終代謝物，而與 

DNA 共價結合形成 DNA 鍵結物。DNA 鍵結物已被認為是造成基因突變，而引發癌症

發生的主要化學致癌機轉的基礎 (Dipple et al., 1987)。例如香菸中典型之人類可能致癌

物- BaP 的代謝活化過程，主要是經由 cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) 酵素系統代謝活

化生成(±)-trans-7,8-dihydroxy-9,10 -dihydrobenzo(a)pyrene，然後再繼續氧化成最終致癌

物 anti-7,8-dihydroxy-9,10 -epoxy- 7,8,9,10 tetrahydrobenzo (a)pyrene (BPDE)，此活化代謝

產物會直接攻擊 DNA dG 之 N2 位置形成 DNA 鍵結物 (Jeffrey et al., 1976; 1977)。另一

個主要代謝路徑是單電子氧化 BaP 產生 radical cation，此產物會攻擊 DNA 的 dG 之 

N7 位置，而形成 BPDE-N7-dG 鍵結物 (Cavalieri and Rogan, 1992)。這些代謝路徑和形

成之 DNA 鍵結物都在細胞及動物實驗得到證實。例如人類白血球經處理 100 μM BaP，

在外加酵素活化下，可產生 1.3 BaP-adducts/108 nucleotides (Roggeband et al., 1993)。

Wolterbeek 等 (1993) 以導管直接將 BaP 灌入倉鼠的氣管中，結果發現倉鼠氣管會形成 

BaP 的主要 DNA 鍵結物- BPDE-N2-dG (Wolterbeek et al., 1993; Roggeband et al., 

1994)。這些 DNA 鍵結物常會導致鹼基配對錯誤而造成基因突變。最近研究發現香菸中

之主要致癌物 BaP 會造成 p53 codon 157、158、248、249 及 273 位置發生 G→T 的鹼

基更換突變 (base substitution mutation)。而 K-ras codon 12、13 及 61 的突變亦發現與
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BPDE -N2-dG 鍵結物有關 (Hussain et al., 2001；Husgafvel- Pursiainen et al., 1993; 

Rodenhuis et al., 1988; Slebos et al., 1991; Westra et al., 1993)。因此香菸中 BaP 致癌物所造

成之 BPDE-N2-dG 會引起 p53 和 K-ras 基因突變，是已知由抽菸引起肺癌的主要分子化

學致癌機轉。本研究室過去分析肺癌患者肺腫瘤組織及非癌症會者之正常肺組織中

BPDE-like DNA 鍵結物含量時發現肺癌患者肺腫瘤組織中的 DNA 鍵結物含量明顯高於

非癌症控制組，且 DNA 鍵結物含量高者其罹患肺癌的危險性亦提高(Cheng et al., 2000)，

另外針對肺癌患者加以分析時發現抽菸與不抽菸肺癌患者肺腫瘤組織中的 DNA 鍵結物

含量並無差異，顯示暗示不抽煙肺癌患者暴露環境汙染物所產生的 DNA 傷害並不低於

抽菸者，此外本研究亦發現不抽菸女性肺癌患者肺腫瘤組織中的 DNA 鍵結物含量明顯

高於不抽菸男性患者，因此推測女性較男性患者對環境污染物的感受性為強(Cheng et al., 

2001)。 

3. HPV 與其他癌症的相關研究： 

目前有關 HPV 與人類癌症形成之研究，大多來自於子宮頸癌方面的研究。因為有 90% 

的子宮頸癌患者有 HPV 的感染，尤其是高危險型之 HPV 16 及 18 (Zur Hausen, 

1991)。由 IBSCC (International Biological Study on Cervical Cancer, 1995) 的報告指出，在

分析 22 個國家的子宮頸癌患者中，僅有 7.1% 的患者是沒有感染 HPV 。其不同型之

HPV 的感染率分別有 HPV 16, 49.9%; HPV 18, 13.7%; HPV 31/33/35, 7.2%; HPV 45, 

8.4%，其他型 HPV 有 13.7%，沒有感染者有 7.1% 。因此 HPV 感染與子宮頸癌有密

切的相關性。但亦有研究指出，子宮頸抹片中細胞表現正常之婦女也有 5-80% 不等的

HPV 感染率，而此感染率在性行為活躍的時期會達到顛峰，之後 HPV 感染率便隨年齡

增加而降低，在台灣流行病學的研究中也發現，子宮頸抹片中細胞表現正常的婦女其

HPV 的感染率也有 12.5%，且主要以 HPV 16 為主 (Taso et al., 1994)，而在子宮頸癌患

者中有 10% 的患者並沒有感染 HPV，因此 HPV 與子宮頸癌之相關性截至目前為止仍

有許多爭議。此外，頭頸部癌症、膀胱癌、食道癌、支氣管癌及肺癌之腫瘤組織中也都

發現有 HPV 的感染 (Viola et al., 2001；Haled et al., 2001；Serraino et al., 2001)，但這些
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癌症的形成與 HPV 之間的相關性仍有待釐清。 

4. HPV 與肺癌的相關研究： 

過去有研究發現高危險性的 HPV 16 及 18 可能在人類癌症的形成過程扮演了重要的

角色 (Zur Hausen and Schneider, 1987; Zur Hausen 1991)。大於 90% 的子宮頸癌患者都

有 HPV 的感染，尤其是 HPV 16 及 18 (Zur Hausen, 1991)。除了子宮頸癌之外，在膀胱

癌、食道癌、支氣管癌，甚至肺癌亦都發現有 HPV 的感染。有關肺癌與 HPV 感染相

關性之研究已有一些國家報告過。例如美國 (Bohlmeyer et al., 1998; Yousem et al., 

1992)，日本 (Szabo et al., 1995; Hirayasu et al., 1996)、芬蘭 (Nouva et al., 1995; Soini et al., 

1996)、挪威 (Henning et al., 1999)、法國 (Thomas et al.,1995) 及中國大陸 (Da et al., 1996) 

等。他們報告之感染率由 0 - 80 % 不等，其結果整理於 Table 7 中。在美國及法國等國

家的報告均指出在肺組織中的 HPV 感染率相當低，甚至測不到 (Bohlmeyer et al., 1998; 

Yousem et al., 1992; Thomas et al.,1995)。但在日本琉球卻有高達 80% 的感染率，且 HPV 

感染的患者之存活率卻高於未感染者 (Iwamasa et al., 2000 )。而在過去的研究中發現，

肺鱗狀上皮細胞癌患者有高達 79% HPV 的感染 (Hirayasu et al., 1996)。亦有研究指出

肺腺癌及肺鱗狀上皮細胞癌均可測到 HPV 的感染，且其感染率亦相當接近，肺腺癌有

9%，而肺鱗狀上皮細胞癌有 10% (Kinoshita et al., 1995)。Thomas et al. (1998) 的研究發

現，在鱗狀上皮癌及腺細胞癌混合的肺癌患者，HPV 的感染率竟高達 78.3%，且在肺腺

癌細胞及其鄰近鱗狀上皮癌細胞均可測到 HPV。由以上之結果得知，HPV 的感染與肺

癌之相關性，似乎有人種和地域的關係。而本研究室過去的研究結果也發現年齡不抽煙

女性肺癌患者相對於男性及抽菸者有較高的HPV 16/18感染率。其OR值高達 10.12 (95% 

CI, 3.88-26.38)（Cheng et al., 2001）。且若血液中可測得 HPV 16 感染者之罹患肺癌之危

險性是沒有感染者的 6.5倍 (95%CI, 3.7-11.3, P < 0.0001)。而HPV 18則有 9.2倍 (95% CI, 

4.2-20.2, P < 0.0001)。若 HPV 16/18 同時感染者則其危險性更高達 75.7 倍 (95%CI, 

9,8-582.1, P < 0.0001) (Chiou et al., 2003)。因此推測 HPV 16/18 感染可能參與台灣肺癌之

形成。 
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5. 染色體不穩定與癌症形成之相關性 

在正常的人類體細胞中，都具有成對的基因(allele)，但是在細胞癌化的過程中，若失去

其中一個基因座，這就是所謂的基因座缺失(loss of heterozygosity；LOH)。一般來說，

造成 LOH 的情形，可能透過下列各機制的運作：(A) 細胞在進行有絲分裂過程中，染

色體發生了不分離的現象(missegregation or non-disjunction)，造成染色體不成對的結果，

(B)有絲分裂時，染色體發生重組的現象(recombination)，造成基因座缺失。(C)其中一個

基因座發生缺失(deletion)的情形。以上皆是造成 LOH 的可能原因(Cavenee et al., 1983)。

LOH 的分析方式是使用廣泛分布在整個染色體中的微衛星序列 (microsatellite 

sequence)，利用其與相鄰近基因的關聯性，間接地偵測與微衛星序列相近的基因座缺失

情形。在目前 LOH 的方法已被利用於許多癌症之抑癌基因缺失的偵測，例如：在日本

方面，利用 39 個 microsatellite markers 對 79 個乳癌組織進行分析，發現至少有 4 個存

在於染色體 13q、16q 及 17p 的抑癌基因缺失，而造成了乳癌的發生（Sato et al., 1990）；

在美國方面利用 70 個 microsatellite markers，針對卵巢癌進行分析，發現在第 6 對染色

體上有兩個區域有高度 LOH 的情形，推測此二區域可能有抑癌基因參與了卵巢癌的形

成(Cliby et al., 1993）；另外，在法國，Boige et al. (1997)利用 275 個 microsatellite markers

對 48 位肝癌病人進行 LOH 分析，結果顯示在所分析的 39 個染色體臂（chromosome arm）

中，有 8 個染色體臂具有高頻率 LOH 的情形，而且染色體 16p 與 1p 及 16p 與 4q 有連

鎖性缺失的現象。 

6. 染色體不穩定與肺癌發生的相關性 

過去有許多在肺癌的研究中都發現有染色體不穩定的現象(Haruki et al., 2001; Balsara 

and Testa  et al., 2002; Tseng et al., 2005)，過去在台灣的研究也指出麟狀上皮細胞癌患者

在 D17S398 及 D3S4545 位置發生基因座異質性缺失(LOH)的頻率高於肺腺癌，抽菸者在

D13S153 位置發生基因座異質性缺失的頻率高於不抽菸者(Ho et al., 2002)，亦有研究指

出 16q24、17q22 及 19q13.3 的基因座異質性缺失可能與不抽煙肺腺癌的發生有關，而

7q31、8p23.2、10p14-p15、13q12.3 及 17p13.1-13.3 則在抽煙即不抽煙肺癌患者均發現
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其發生 LOH (Wong et al., 2002)。過去 Girard 等人利用 399 個 microsatellite marker 分析

肺癌患者的染色體不穩定情形，結果找到 13 個位置與小細胞肺癌有關，7 個位置與非小

細胞肺癌有關，2 個位置與小細胞肺癌及非小細胞肺癌均有關，而較常發生 LOH 的位置

分別是 7p, 3p, 4p, 4q, 5q, 8p, 9p, 9q, 10p, 10q, 13q, 15q, 17p, 18q, 19p, Xp 及 Xq，此結果顯

示小細胞肺癌及非小細胞肺癌的基因改變可能不同(Girade et al., 2000)，上述研究結果顯

示不同腫瘤形式或是不同抽菸習慣者其染色體發生不穩定的位置可能有其特異性。而染

色體的缺失被認為是與修補雙股 DNA 斷裂的修補基因去活化有關(Khanna et al., 2001; 

Gent DC et al., 2002)，與乳癌形成相關的乳癌腫瘤抑制基因 BRCA1 及 BRCA2 具有與

DNA 傷害所誘發的 Rad51 基因交互作用而參與雙股 DNA 斷裂的修補作用(Chen et al., 

1998; Davies et al., 2001)。此外，XRCC5 及 XRCC6 基因亦會與 Ku 70 及 Ku 80 結合而參

與雙股 DNA 斷裂的修補作用(Koike et al., 2002)，在 XRCC5 基因缺失的老鼠纖維母細胞

中可發現較高頻率的基因不穩定現象(Difilippantonio et al., 2000)，而在台灣的研究中也

發現在非小細胞肺癌患者肺腫瘤組織中有較高頻率的染色體不穩定，且可能與 BRCA1、

BRCA2 及 XRCC5 基因轉錄起始區發生甲基化而使該基因去活化所致(Lee et al., 2007)。 

7. 肺癌之基因座缺失圖譜 

肺癌組織在許多染色體區域都有高度變異的情形，但是目前只有少數幾個抑癌基因

（TSGs）被認為與肺癌的形成有關；因此將對於 NSCLC 形成較重要之染色體其 LOH

與相關之抑癌基因的情形分述如下： 

Chromosome 3： 

肺癌組織在第 3 對染色體發生 LOH 的頻率約為 89%，其中最主要發生變異的區段為

3p12、3p14.2、3p21 及 3p25。所在的區域包含 FHIT (3p14.2)、RASSFIA(3p21)及 VHL(3p25)

等抑癌基因，而其變異的情形以基因缺失、促進子過度甲基化及蛋白不表現為主(Belinsky 

et al., 2002; Geradts et al., 2000; Miyakis et al., 2003)。 

Chromosome 9： 
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肺癌組織在第 9 對染色體產生 LOH 的區域為 9p21-22，頻率可達 70％，在此區域有一個

抑癌基因 CDKN2，CDKN2 基因及其蛋白 p16 之變異也在 60％的肺癌組織發現（Geradts 

et al., 2001）；而 p16CDKN2 蛋白不表現之主要原因為其促進子過度甲基化所造成

（Gazzeri et al., 1998；Belinsky et al., 1998）。 

Chromosome 13： 

肺癌組織在第 13 對染色體之 LOH 情形高達 73％，其中位於 13q13-14 之 RB 基因已被證

實與 15-30% NSCLC 形成有關（Geradts et al.,1999。 

Chromosome 17： 

肺癌組織在第 17 對染色體有接近 70％產生 LOH，主要發生位置在 17p13.1，此區域包

含 p53 抑癌基因，p53 抑癌基因亦有高頻率產生基因突變或蛋白過度表現的情形

（Sundaresan et al., 1992；Harris et al.,1996。 

Chromosome 18： 

肺癌組織在第 18 對染色體產生 LOH 的機率約為 40％，其最主要的區域為 18q21，此區

域包含二個抑癌基因：SMAD2 及 SMAD4，這二個基因參與 TGF-β1 訊息傳遞系統（Duff 

and Clarke, 1998），其變異只在少數肺癌組織發生（Norgaar et al., 1996；Takenoshita et al., 

1997）。而在其他染色體在肺癌組織產生 LOH 之機率，在 5q21-22 約 40％， 6q23-24, 

6q26-27 約 50％，8p21-22 約 65％，11q23 約 33％（Virmani et al.1998。 

8. 環境暴露與染色體不穩定的相關性 

過去有許多在肺癌的研究中都發現有染色體不穩定的現象(Haruki et al., 2001; Balsara 

and Testa et al., 2002; Tseng et al., 2005)，有研究指出抽菸者其 FHIT 及 FRA3B 位置有較

高頻率的 LOH 而導致癌症的發生(Sozzi G et al., 1997; Stein et al., 2002)，FHIT 的異質性

基因座缺失與 p53 基因上的突變有相關性，而 p53 基因的突變是由於香菸中

benzo[a]pyrene 形成鍵結物所造成的(Denissenko et al.,1996)。由以上結果，推測香煙會促
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進 FHIT 基因的異質性基因座缺失。另有研究指出長期暴露重鉻酸塩的工作者其 mismach 

repair 路徑中的 hMLH1 及 hMLH2 基因表現會明顯被抑制進而導致染色體的不穩定

(Takahashi et al., 2005)。亦有研究指出長期暴露環境汙染物會增加其 micronucles 發生的

頻率(Iarmarcovai  et al., 2007)，micronucles 被認為是發生染色體不穩定的一項生物指

標，因此根據上述結果暴露環境汙染物確實會造成基因體發生不穩定的頻率增加。而本

研究室過去研究分析二手菸、廚房油煙、汽機車排放物中常見的B(a)p代謝產物攻擊DNA

所產生的 BPDE-like DNA 鍵結物含量，結果發現肺癌患者肺腫瘤組織中的 BPDE-like 

DNA 鍵結物含量高於非癌症患者(Cheng et al., 2000)，但在不抽菸女性肺癌患者肺腫瘤

組織中的鍵結物含量與抽菸患者並無統計上的差異(Cheng et al., 2001)，此結果顯示女性

不抽煙肺癌患者暴露環境汙染物後所產生的 DNA 傷害並不低於抽菸者。因此認為不抽

菸女性肺癌患者暴露環境汙染物亦可能經由造成其染色體的不穩定而導致肺癌的發生。 

9. 病毒感染與染色體不穩定的相關性 

許多體外實驗顯示人類乳突瘤病毒嵌入宿主的基因後，會促使 HPV E6、E7 的表現，進

而誘使細胞的變態轉型作用 (Durst et al., 1991)。此外嵌入狀態之 HPV 具有持續性，游

離狀態的 HPV 病毒則會隨著培養細胞子代代數的增加而逐漸減少 (Joen et al., 1995)。在

體內實驗的結果亦指出 HPV 嵌入的狀態會隨病程的惡化而逐漸增加 (Das et al., 1992)。

如果是良性壞死，HPV 是以 episomal DNA 形式存在，當發展至入侵性癌症時，則嵌入

宿主 DNA 中(Widebrauk et al., 1993)。不論是 HPV16 或是 HPV18 均有嵌入的狀況

(Cullen et al., 1991)。就嵌入位置而言，有些研究指出，HPV 容易在染色體的側翼(fragile 

site)、致癌基因(oncogene)、以及染色體斷裂處(cancer chromosome breakpoints) 附近發生

嵌入(Cannizzaro et al., 1988)。最近的研究也指出 HPV DNA 的嵌入會造成宿主細胞基因

的不穩定(Dufensing et al., 2007)。而本研究室最近的在 RS-PCR 方法分析結果發現 HPV

感染肺細胞後會嵌入宿主染色體，其嵌入宿主染色體的位置分別在 Chromosome 1, 2, 4, 5, 

6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 17, 18 及 X chromosome。嵌入頻率較高者有 Chromosome 1, 2, 5, 6, 

14 及 X chromosome，且嵌入之位置大多在 EcoRI 序列，佔 57.1% 以上，以上初步結果



 13

顯示 HPV 嵌入宿主 DNA 之位置似乎有些特異性，與過去在 cervical cancer 之研究結果

有些不同。而在部分 HPV 有感染及未感染之肺癌患者之 genome-wide LOH 分析。初步

結果顯示 HPV 感染之肺腫瘤中在 18p11.2、18q12.1、19p13.2、21q22.11、22q12.3 及 Xp11.4

這些位置比沒有 HPV 感染者有較高發生 LOH 之頻率，這些初步結果未來將與

genome-wide LOH 之完整研究結果做比較，以釐清 HPV 感染參與台灣女肺腺癌形成之

主要致腫瘤路徑。 

此外，HPV 嵌入宿主染色體後會使其致癌蛋白 E6 或 E7 表現，當 HPV 16E6 或 E7 致癌

蛋白表現時會抑制細胞週期調控因子如：p53, p21, Rb 及 p27 等基因的表現進而使其無法

抑制其下游基因的表現，當其下游基因如 cyclin E/CDK2, Cyclin D/CDK2 或 cdc25 等活

化後細胞便會不斷增生，而此時則容易造成 centrosome 的改變或有絲分裂發生錯誤而導

致染色體不穩定(White et al., 1994; Hasida et al., 1991; Stefan et al., 2002; Gatza et al., 2005; 

Dufensing et al., 2007)。而本研究室的研究結果也發現 HPV 感染的肺癌患者肺腫瘤組織

中約有四分之ㄧ可測得 HPV 16/18 E6 致癌蛋白的表現，且 HPV 16/18 E6 致癌蛋白與抑

癌蛋白 p53 的表現呈負相關，且在 HPV 16/18 E6 表現 p53 蛋白不表現者其下游基因 p21

及 mdm2 mRNA 的表現量也相對較低，而此結果也在本研究室建立的具有 HPV 感染的

肺癌細胞株中得到驗證(Cheng et al., 2007)。因此推測 HPV 感染肺組織後可能經由嵌入宿

主染色體或表現其 E6 致癌蛋白而使染色體發生不穩定而參與肺癌的形成。 

10. 病毒感染與基因體甲基化的相關性 

近年來有許多研究指出致癌病毒除產生致癌蛋白外，亦發現可能會藉由造成宿主細胞抑

癌基因起動區的過度甲基化而使宿主細胞之抑癌基因無法進行轉錄作用進而使抑癌蛋

白無法產生而導致宿主細胞癌化，如：在 HBV 或 HCV 感染之肝癌患者之腫瘤組織中

p16 、RASFF1A 及 Estrogen receptor 基因甲基化發生的頻率遠高於 HBV 或 HCV 未感

染之肝癌患者 (Shen et al., 2002; Schagdarsurengin et al., 2003; Yang et al., 2003; Zhong et 

al., 2003)；在 EBV 感染之胃腫瘤組織中 p14、p15、p16、TIMP3、E-cadherin 及 DAPK

等抑癌基因發生甲基化的頻率均遠高於 EBV 未感染之胃腫瘤組織 (Chong et al., 2003)；
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將 SV40T 抗原轉染到人類正常肺上皮細胞(NHBE cell) 中也發現 SV40 可藉由增加甲基

轉移酶DNMT3b 的表現而使 FHIT TSLC1 RASSF1A 等抑癌基因甲基化進而抑制其表現

而促使細胞的癌化 (Soejina et al., 2003)。在子宮頸鱗狀上皮細胞癌的研究中也發現腫瘤

組織中之抑癌基因 RASSF1A 基因的甲基化與 HPV 感染有關 (Cohen et al., 2003)。而本

研究室最近的研究結果亦發現在 HPV 感染的肺癌患者之肺腫瘤組織中 p16 及 RASSF1A

抑癌基因甲基化的發生頻率遠高於沒有 HPV 感染之肺癌患者 (Wu et al., 2005)，因此推

測 HPV 感染亦可能經由使 BRCA1、 BRCA2、XRCC1 及 XRCC5 等基因發生甲基化而

抑制其活性，進而造成基因體的不穩定。 

有研究指出僅有高危險型 HPV 的感染，並無法誘發人類腫瘤形成，必須同時有致癌物

暴露，當無法及時修復時，會堆積大量之 DNA 鍵結物，而引起抑癌或致癌基因發生突

變，導致肺癌形成。因此大膽推測台灣不抽菸女性肺癌患者，有高含量之 DNA 鍵結物

堆積，又有高頻率之 HPV16/18 感染，可能會經由促進染色體不穩定 (chromosomal 

instability, CIN) 發生之頻率增加導致肺癌形成。因此提出本三年研究計畫，期望能釐清

環境汙染物暴露以及 HPV 感染的交互影響，是否會促進染色體不穩定之發生，而造成

不抽菸者發生肺癌？ 

本計畫的研究成果將有助於瞭解環境汙染物暴露和 HPV 感染之交互作用，是否會經由

增加染色體不穩定頻率而參與不抽菸者肺癌的形成，尤其是台灣不抽菸婦女的肺癌形

成。當然最重要的是能找到參與不抽菸者肺癌形成之可能致腫瘤基因和路徑，以做為未

來預防與臨床治療的重要參考。 
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二、 方法 

1. HPV 感染及未感染肺腺癌細胞株之培養:  

由肺癌患者胸水中所建立的 HPV 感染及未感染肺腺癌細胞株是以含 10%FBS 的

RPMI1640 培養基於 5% CO2 的 37℃培養箱中進行培養，每隔 5 代及針對其 HPV

感染情形及 karyotype 進行分析，直至目前為止共培養 162 代，其 HPV 感染情形及

karyotype 與細胞株剛建立時的狀態並無發生改變，因此本研究將以這些 HPV 感染

及未感染肺腺癌細胞株進行研究。 

2. HPV 16 E6 基因剔除細胞株之建立方式如下:  

將兩條互補之HPV16/18 E6/E7干擾引子接合至 pcDNA3.1 / Myc-HisA(-) / HU6的質

體上，轉植入 Competent Bacterial Cells 中培養後抽取載體 DNA 後以 DOTAP 轉染

至 HPV 16 positive 的 TL-1, TL-2 及 TL3 3 株 HPV 16E6 表現量不同的肺腺癌細胞株

中，並轉染至子宮頸癌細胞株 SiHa 及 HeLa 細胞當成正控制組，加入含有 G418 的

培養基以挑選穩定表現上述基因的細胞。 

3. HPV 16E6 基因轉染細胞株之建立: 

利用 PCR 反應合成 HPV16 E6 之全長基因，將此片段純化後與載體進行 ligation。

將 ligation 後的產物送入 JM109 competent cells，培養後萃取載體 DNA 以 DNA 定

序儀確認接入基因之方向性及序列之正確性。將上述載體以 DOTAP 轉染至 HPV 未

感染的 TL-4-TL15 肺腺癌細胞株，並轉染至沒有 HPV 感染之子宮頸癌細胞株 C33A

中及肺癌細胞株 A549 細胞作為控制組，加入含有 G418 的培養基以挑選穩定表現

上述基因的細胞。 

4. Micronuclei 分析: 以 Fluorescent in situ hybridization 方法進行 

micronuclei 被認為可用來當作發生基因體不穩定的生物指標，進行步驟如下:以螢光

標的的 centrosome-negative及 centrosome-positive probe 與細胞進行雜交並以螢光顯

微鏡觀察結果，結果以統計 1000 個 binucleated cell 的結果作統計。 
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5. 以 MSP-PCR 進行 hMLH1、hMLH2、XRCC1、XRCC3 、XRCC5、 BRCA1 及 

BRCA2 基因轉錄起始區甲基化分析 

將細胞以傳統 phenol / chloroform 方式萃取 DNA，以便進行 MS-PCR 及 DNA 定序。本

研究利用 Methylation-Specific PCR ( MSP )的方法來檢測各基因啟動區的甲基化情

形。MSP 的實驗原理是運用 Sodium bisulfite 化學修飾(chemical modification)的能力，

將 DNA 上的 cytosine 轉變成 uracil。假如 cytosine 原本即具有甲基化(5-methylcytosine)

的狀態時，Sodium bisulfite 則無法將其轉變成 uracil 而依然保持 cytosine 的型式，之

後再使用 primer 將甲基化的 DNA 序列擴大 (amplification)，進一步確認其為甲基化

(methylated) DNA。此外並設計另一組 primer，針對原本即無甲基化而由 cytosine 轉變

成 uracil 的 DNA，進行 DNA 序列擴大，而得知其為未甲基化 (unmethylated)的 DNA 

(Herman et al., 1996)。Bisulfite modification：取 6 μg (濃度 1 μg / μl ) tumor DNA 加入 4 

μg calf thymus DNA (Carrier DNA)、15 μl 二次水及 25 μl 0.4N NaOH (最終濃度 0.2 N) 

混和均勻後，置於熱循環機反應 37℃ 10 分鐘。取出，加入 30 μl 10mM Hydroquinone

與 520 μl 3M pH 5.0 的 sodium bisulfite 混和均勻，置於乾浴加熱器(dry bath) 50℃ 16

個小時。接著用 Wizard DNA Clearn-Up System 純化 DNA， 並以此 DNA 進行 PCR

反應， PCR 產物經 2 % agarose gel 電泳後，再以 ethidium bromide 浸泡約 10-20 分鐘，

再用紫外光數位顯像儀拍照電泳的結果。再確定產物後，以 GENECLEAN III KIT ( BIO 

101, USA ) 將產物純化出來，並採 DyeDeoxy Terminator 方法，以 ABI 3100 自動定序

儀分析。 

6. 以 real-time RT-PCR 偵測 hMLH1、hMLH2、XRCC1、XRCC3 、XRCC5、 BRCA1

及 BRCA2 基因表現 

real-time RT-PCR 步驟如下：將細胞收下後，加入 1 ml TRIzol 於室溫反應水解細胞，

待細胞完全水解後加入氯仿（chloroform）混合均勻後離心，取上清液加入於室溫反

應 15 分鐘後，將 RNA 沉澱出來，再以 75%酒精去除殘留的鹽類與 isopropanol，經

離心留下 RNA 沉澱物，將 RNA 溶於 DEPC H2O。取 5μg RNA 以 oligo dT 為 primer，

於 72℃反應 10 分鐘，使 oligo dT 接合到 RNA 模板上，再加入 4μl 反轉錄酵素反應
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buffer、1μl 0.1M DTT 及 1μl 10 mM dNTP 在 42℃作用 2 分鐘後，再加入 1μl 反轉錄

酵素（Reverse transcriptase），在 42℃作用 1 小時，合成 cDNA 用做 PCR 分析用。RNA

經反轉錄作用後，利用 SYBRN GREEN Kit 進行 PCR，藉以量化標的基因表現情形。 

7. 以西方墨點法偵測 hMLH1、hMLH2、XRCC1、XRCC3 、XRCC5、 BRCA1 及 

BRCA2 蛋白表現 

  將細胞以 protein lysis buffer 水解後，定量蛋白濃度。取 20 μg 蛋白以 12.5% 

polyacrylamide gel 進行蛋白電泳，電泳完成後，進行蛋白轉移，將蛋白轉移至 PVDF 

membrane 上，放入脫脂牛奶中，置於室溫緩慢搖動一小時，將牛奶倒掉加入預測蛋

白之一次抗體室溫反應一小時，然後以含 0.1% Tween 20 的 5% 的脫脂牛奶清洗三

次，之後加入二次抗體 (anti-mouse 或 anti-rabbit IgG)，室溫反應一小時，重複清洗

步驟，最後加入 ECL 反應 2 分鐘，再以 X 光片曝光後，以 Densitometer 分析定量 

(Krutovskikh et al., 1994)。 

8. 以tissue array 分析BPDE-like DNA 鍵結物, HPV16 E6蛋白, hMLH1、hMLH2、

XRCC1、XRCC3 、XRCC5、 BRCA1及 BRCA2在HPV感染之肺癌組織中的表現情

形: 組織陣列tissue array 及免疫組織化學染色法 immunohistochemistry  

將由台中榮民總醫院胸腔外科，彰化基督教醫院胸腔外科及中山醫學大學附設醫院病

理科所取得之肺癌組織先以 nested-PCR分析是否有 HPV16的感染，並請病理部提供蠟

塊及切片進行 HPV 16E6 蛋白表現分析，並將 HPV 16E6 蛋白及不表現者區分後以組織

擷取針將相對位置的蠟塊取下後製備 tissue array用，過去以傳統方式一片一片染色

耗費大量人力，財力與時間，若能製備成 tissue array 將可大大節省不必要的浪費，

因此本研究室以成功的建立 tissue array 的包埋技術，將 600 例肺癌檢體依抽菸與否、

性別、腫瘤形式及期別等製成 10 塊 tissue assay 蠟快後做去連結處理，以利後續分

析用。免疫組織化學染色法步驟如下: 將蠟塊切成厚度為 2.5μm的組織切片置於二甲

苯 (Xylene) 中，使組織完全脫蠟。再以高至低不同濃度酒精使組織覆水。將組織切

片浸泡在 3%H2O2於避免組織中之 peroxidase 干擾最後的呈色結果。接著放入 0.01M 

citrate buffer (pH=6.0) 中，以微波加熱，再將組織切片浸泡於 1x PBS緩衝液中。
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以欲測蛋白之一次抗體稀釋後在室溫下作用 1小時。以 1x PBS 緩衝溶液洗 3次，每次

5分鐘。加入 biotinylated二次抗體，於室溫作用 10分鐘，再以 1x PBS緩衝溶液洗

3次後，加入 streptavidin，於室溫作用 10分鐘，再以 1x PBS緩衝溶液洗 3次後，

DAB呈色 10分鐘。呈色後以 haematoxylin (MERCK)做背景染色，染色結果之判讀，是

經由 3個以上人士(至少包括一位臨床病理科醫師) 依照 DAB於組織切片呈色之範圍，

來判斷其蛋白表現情形。若是所有腫瘤細胞的核都沒有染到，以 (-) 表示。>1% 的腫

瘤細胞有表現以
〃+〃表示。 

9. 以競爭性 ELISA 分析肺腫瘤組織中的 BPDE-like DNA 鍵結物含量 

以競爭性 ELISA 分析肺腫瘤組織中的 BPDE-like DNA 鍵結物含量並與免疫染色之

BPDE-like DNA 鍵結物含量結果做比較，希望能建立一套量化標準，日後將可所短分

析時間及檢體的使用量。ELISA 分析及免疫組織化學染色分析所用的 BPDE-Ab 為本研

究室與長庚謝玲玲教授合作所建立(Cheng et al., 2001)。步驟如下:先將 BPDE-DNA 以

3 ng/100 μl PBS 的濃度加到 96 well plate 中在 37℃反應 8 小時後以 PBS 洗去殘餘的鹽

類後放置於 4℃冰箱保存備用。將已鍵結 BPDE-DNA 之 96 孔 plate，以 300 μl PBS 緩

衝液清洗三次，加入 100 μl 含 1% FBS 之 PBS 於 37℃反應 1 小時以去除非特異性之結

合反應，以 250 μl PBS 緩衝液清洗三次，加入 100 μl 含 1:5×105 稀釋之 BPDE-Ab 及待

測 DNA 混合之混合液於 37℃反應 1 小時，以 300 μl PBS 緩衝液清洗三次，加入 100 μl 

1:1 ×103 稀釋之 anti-rabbit IgG-AP 於 37℃反應 1 小時，以 300 μl PBS 緩衝液清洗三次，

加入 100 μl PNPP solution 於室溫反應 15 分鐘(10mg/20ml 1M diethanolamine, pH 8.6)，

加入 25 μl 3N NaOH 以終止反應。以 OD 405/630nm 測吸光值，吸光值應介於 0.4-1 之

間，每次實驗應以不同濃度之 BPDE-DNA 為標準品做一校正曲線，每次實驗之校正曲

線誤差必須小於±10%，待測樣本也以三次獨立實驗求得平均值及標準差。 

10. 染色體不穩定分析: 以 Genome-wide 分析 

將檢體依 adduct high/HPV E6+、adduct high/HPV E6-、adduct low/HPV E6+及 adduct 

low/HPV E6- 4 組，並利用雷射細胞擷取儀分別擷取腫瘤及非腫瘤部位的檢體，以 396 

個 genome-wide marker 全面篩檢方式找出發生基因體不穩定的位置，並將 4 組結果做
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比較。步驟如下: 將細胞挑至含有 50 μl lysis buffer (10 mM Tris buffer, pH 8.0, 100 mM 

NaCl, 0.5% SDS, 25 mM EDTA, pH 8.0)的 microtube 中，再加入 1mg/ml 的 proteinase K 5 

μl，置於 56℃作用 18～24 個小時，直至組織完全水解為止。以等體積的

phenol/choloroform/isoamyl alcohol (25:24:1)萃取後，以 100％冰酒精將 DNA 沉澱出來，

將沉澱出來的 DNA 溶於 10 μl 的滅菌水中用於 genome-wide LOH 分析 (Thorland et al., 

2000)。Genome-wide LOH 基因型檢測是利用以藍 (FAM)、綠 (VIC)、黃 (NED) 三種

螢光標定的引子(primer) 進行聚合酵素鏈鎖反應 (polymerase chain reaction, PCR)。引子

組包括 400 個微衛星標記 (microsatellite marker)，購自 Applied Biosystems 公司，進行

全基因體(genome-wide)的檢測。400 個微衛星標記平均分佈於人類 22 對染色體及 X 染

色體中，其平均分佈間距 9.2cM(centimorgan)，異合性頻率平均值約 0.79。實驗將以

鄰近正常肺組織的 DNA 利用聚合酵素連鎖反應( PCR ) 所得的產物經軟體分析後，若

含有兩種不同長度的片段，則表示此個案在此標記(marker)位置是異型合子 

(heterozygote)，也就是情報個案(informative case)。反之，若只有一種長度的產物則屬

於同型合子(homozygote)，也就是非情報個案(non-informative case)。個案判斷為異型合

子者，以其鄰近正常肺組織 DNA PCR 產物為基準，依下列公式計算： 

                            Height of normal allele two 

                            Height of normal allele one 

                            Height of tumor allele two 

                            Height of tumor allele one 

算出結果若小於或等於 0.49 或是大於或等於 2.04，即判斷腫瘤檢體 DNA 異合性基因

座缺失。 

 

11. 細胞週期分析 

以 siRNA或基因轉染改變標的基因在細胞中的表現後處理後收取細胞，以 70% EtOH

於 4℃反應 18 小時，以 PBS 清洗後離心，RNase 處理後以 PI 染色，並以流式細胞

儀分析細胞週期。 
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12. 致腫瘤能力的改變:以soft agar assay方式分析 

將 siRNA 或基因轉染改變標的基因的細胞 5000 個種於含有 1% base agar 及 0.35% 

top agar 的培養基中培養 14-21 天，並以顯微鏡觀持查並測量其 colony 大小及數量。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 21

三、 結果與討論 

本研究主要希望釐清暴露環境汙染物及 HPV 感染交互影響，是否會促進CIN之發生？

因此利用本研究室自行由肺癌患者之胸水，建立培養出來的具有HPV16 E6及沒有 HPV 

感染的肺腺癌細胞株進行研究 (Cheng et al., 2007)。如Figure 1所示，在建立之有HPV16 

E6感染的肺腺癌細胞株中確實可測得HPV 16E6及E7致癌蛋白的表現，其所調控之p53及

Rb蛋白的表現亦受到抑制，且p53下游基因p21及mdm2的表現亦受到抑制，而在此細胞

(TL-1, TL-2及TL-3)抑制HPV16 E6則可回復p53及其下游基因p21及mdm2的表現，而在

HPV未感染之肺癌細胞株(TL-4至TL-15) 則測不到HPV 16E6及E7致癌蛋白的表現，因此

本研究分別以TL-1至TL-15進行後續實驗。 

為進一步了解以低劑量B[a]P長期處理後，HPV感染及未感染之肺癌細胞株之micronuclei

的發生頻率是否不同，因此本研究進一步以0.01μMB[a]P分別處理TL-1至TL-15肺癌細胞

株並以 FISH方法偵測 micronuclei，結果如Figure 2及Figure 3所示。結果發現以低劑量

B[a]P處理14天後，HPV感染之TL-1, TL-2及TL-3細胞之micronuclei的發生頻率顯著高於

HPV未感染之肺癌細胞株(TL-4至TL-15)。為進一步證明肺癌細胞對B[a]P的化學感受性與

HPV有關，本嚴就分別在HPV感染的TL-1, TL-2及TL-3細胞中以siRNA抑制其HPV16致癌

基因的表現，結果發現當HPV16致癌基因的表現被抑制，其經低劑量B[a]P長期處理後產

生micronuclei的發生率亦顯著降低 (Figure 4)。反之，若在HPV未感染之肺癌細胞株(TL-4

至TL-15)中轉染HPV 16致癌基因，其經低劑量B[a]P長期處理後產生micronuclei的發生率

亦顯著增加 (Figure 5) ，因此推測HPV感染之肺癌細胞株在低劑量B[a]P長期處理後較易

產生染色體不穩定 (chromosomal instability, CIN)。許多體外實驗顯示人類乳突瘤病毒嵌

入宿主的基因後，會促使HPV E6、E7 的表現，進而誘使細胞的變態轉型作用 (Durst et al., 

1991)。此外嵌入狀態之HPV具有持續性，游離狀態的HPV病毒則會隨著培養細胞子代代

數的增加而逐漸減少 (Joen et al., 1995)。在體內實驗的結果亦指出HPV嵌入的狀態會隨

病程的惡化而逐漸增加 (Das et al., 1992)。如果是良性壞死，HPV是以episomal DNA 形

式存在，當發展至入侵性癌症時，則嵌入宿主DNA 中(Widebrauk et al., 1993)。不論是
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HPV16 或是HPV18 均有嵌入的狀況(Cullen et al., 1991)。就嵌入位置而言，有些研究指

出，HPV容易在染色體的側翼(fragile site)、致癌基因(oncogene)、以及染色體斷裂處(cancer 

chromosome breakpoints) 附近發生嵌入(Cannizzaro et al., 1988)。最近的研究也指出HPV 

DNA 的嵌入亦造成宿主細胞基因的不穩定(Dufensing et al., 2007)。 

為進一步了解染色體不穩定 (chromosomal instability, CIN) 是否是經由抑制 hMLH1、

hMLH2、XRCC1、XRCC3、XRCC5、BRCA1和 BRCA2 等基因的表現所致，本研究進

一步以 real-time RT-PCR 和 Western blotting分析這些DNA修補基因的 mRNA 及其蛋

白之表現，如Figure 6所示，經低劑量B[a]P處理7天、14天及21天後，僅XRCC3及XRCC5

在HPV感染及未感染HPV之肺癌細胞株間的表現有差異，在HPV感染之肺癌細胞株中，

其XRCC3及XRCC5的基因及蛋白表現隨處理天數增加而減少，而在HPV未感染之TL-4

細胞則無此現象。因此HPV感染之肺癌細胞株對於低劑量B[a]P長期處理有較高頻率的

CIN可能與其XRCC3及XRCC5的基因及蛋白表現受到抑制有關。為進一步了解XRCC3

及XRCC5蛋白在肺腫瘤組織的表現情形，本研究進一步利用本研究室已建立好的肺癌組

織陣列切片進行免疫組織化學染色(Immunohistochemistry) 分析 B[a]P-DNA 鍵結物含

量、HPV16 E6、XRCC3及XRCC5基因之蛋白表現的相關性。由以上之所得結果將肺癌

患者分為 adduct high/HPV E6+、adduct high/HPV E6-、adduct low/HPV E6+及adduct 

low/HPV E6- 等四組，並與XRCC3及XRCC5修補基因的表現做一比較，結果發現XRCC3

蛋白在adduct high/HPV E6+組的表現率顯著低於adduct high/HPV E6-、adduct low/HPV 

E6+及adduct low/HPV E6- 三組 (p<0.0001; Table 1)，而在adduct low/HPV E6+組的

XRCC3蛋白表現又低於adduct high/HPV E6-及adduct low/HPV E6- 兩組，由此顯示HPV

對於XRCC3蛋白表現的影響顯著高於DNA adducts。而在XRCC5與B[a]P-DNA 鍵結物含

量及HPV16 E6的相關性分析結果與XRCC3結果相似(p=0.001; Table 2)。因此HPV感染之

肺癌細胞株對於低劑量B[a]P長期處理有較高頻率的CIN與其XRCC3及XRCC5的基因及

蛋白表現受到抑制所致。Chen 等人 (2009)研究發現HPV16E6可藉由抑制p53蛋白或藉由

與其他蛋白結合而抑制其下游調控之DNA修補基因CHK1的表現而使細胞無法移除
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BPDE DNA鍵結物 (Chen et al., 2009)。Kadaja等人(2009)的研究也發現高危險型HPV可藉

由抑制DNA修補基因的表現而使細胞受到致癌物暴露時增加其染色體的不穩定而導致

細胞癌化 (Kadaja et al., 2009)。而本研究室過去的研究亦發現HPV感染者約有四分之ㄧ

可測得HPV 16/18 E6致癌蛋白的表現，且HPV 16/18 E6致癌蛋白與抑癌蛋白p53的表現呈

負相關 (Cheng et al., 2007)。因此，HPV感染之肺癌細胞株其XRCC3及XRCC5的基因及

蛋白表現受到抑制可能與p53表現受抑制有關 

本計畫進一步以Genomic-wide全面篩檢 adduct high/HPV E6+、adduct high/HPV E6-、

adduct low/HPV E6+及adduct low/HPV E6- 等四組肺癌患者之基因體發生異質性缺失

(loss of heterozygosity, LOH)的位置，並希望能經由發生LOH位置，找到並確定主要參與

之已知與未知之TSGs。首先利用400個微衛星標記 (microsatellite marker) 對adduct 

high/HPV E6+、adduct high/HPV E6-、adduct low/HPV E6+及adduct low/HPV E6- 等四組

等四組各10位肺腺癌患者之腫瘤組織進行LOH分析，本研究利用雷射細胞擷取儀取得腫

瘤細胞萃取其DNA並以患者之週邊淋巴球DNA為控制組，進行基因不穩定分析。在分析

完400個微衛星標記後其中有4個位置與本研究過去利用RS-PCR分析HPV嵌入宿主染色

體所得之分析結果一致，包括 6q27, 8q24.22, 18p11.2, 及Xp11.4。過去在子宮頸癌的研

究指出，HPV容易在染色體的側翼(fragile site)、致癌基因(oncogene)、以及染色體斷裂處

(cancer chromosome breakpoints) 附近發生嵌入(Cannizzro et al., 1988) 進而引起抑癌基因

不活化或是致癌基因的過度活化。在抽菸的肺癌及HPV相關的子宮頸癌研究中均發現

FHIT 基因的異質性缺失(LOH)。因此推測抑癌基因FHIT的LOH可能參與了與抽菸有關

的肺腫瘤及與HPV感染有關的子宮頸癌形成。而本研究室過去的研究亦發現在HPV16感

染的女性肺癌患者相較於未感染者有較高的FHIT LOH (46% v.s 18%) (Wang et al., 

2005)，因此推測不抽菸女性肺癌患者感染HPV可能透過促使FHIT基因發生異質性缺失而

參與肺腫瘤的形成。 

本研究進一步利用上述找到的位置，包括在子宮頸癌的研究中發現與HPV感染有關的

myc基因及hTERT基因做進一步分析，共分析135為肺癌患者之肺腫瘤組織中的hTERT 
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mRNA表現與HPV感染之相關性，結果如Table 3 所示，hTERT mRNA在HPV16感染及

HPV16或18感染者其hTERT mRNA表現量顯著高於為感染者，但單獨只有HPV18感染者

則無此現象 (HPV 16, p<0.0001; HPV 18, P=0.1; HPV16 or 18, P=0.001)。進一步以HPV感

染及未感染之肺癌細胞株分析其機轉，在western blot及CHIP的分析結果得知HPV可能藉

由增加c-myc蛋白的表現進而使其結合到hTERT基因promter的能力增加而正調控hTERT

基因的表現(Figure 7)。過去的研究顯示p53基因會抑制c-myc基因的轉錄調控而使細胞週

期停止在G1期(Xu et al., 2000)，本研究室過去研究發現肺腫瘤組織中可測得HPV 16/18 

E6致癌蛋白的表現，且HPV 16/18 E6致癌蛋白與抑癌蛋白p53的表現呈負相關 (Cheng et 

al., 2007)。而在本研究結果亦發現環境汙染物與HPV的交互作會造成基因體不穩定而活

化c-myc的表現進而促使其活化hTERT而造成肺細胞的腫瘤化，因此，c-myc基因在HPV

造成的肺腫瘤化過程可能扮演重要角色。 

本計畫的研究成果發現環境汙染物暴露和HPV感染之交互作用，會經由抑制XRCC3及

XRCC5修補基因的表現而增加染色體不穩定頻率，並進而導致hTERT及c-myc基因的活

化而參與不抽菸者肺癌的形成，尤其是台灣不抽菸婦女的肺癌形成。 
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表 

Table 1. XRCC3 protein expression in tumor tissues of lung cancer patients with different 

HPV infection and DNA adducts levels status. 

DNA adduct levels/HPV infection      XRCC3 protein expression          p value 

                              _____________________________ 

                                Negative (%)     Positive (%) 

 High/+ (n=20) 16 (80.0) 4 (20.0) 

 High/- (n=45) 11 (24.4) 34 (75.6) 

 Low/+ (n=10) 7 (70.0) 3 (30.0) 

 Low/- (n=25) 14 (56.0) 11 (44.0) <0.0001 
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Table 2. XRCC5 protein expression in tumor tissues of lung cancer patients with different 

HPV infection and DNA adducts levels status. 

DNA adduct levels/HPV infection      XRCC5 protein expression          p value 

                              _____________________________ 

                                Negative (%)     Positive (%) 

 High/+ (n=20) 15 (75.0) 5 (25.0) 

 High/- (n=45) 12 (26.6) 33 (73.4) 

 Low/+ (n=10) 7 (70.0) 3 (30.0) 

 Low/- (n=25) 14 (56.0) 11 (44.0) 0.001 
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Table 3. Association of HPV 16/18 E6 protein with hTERT mRNA levels in lung tumors. 

 

E6                  hTERT mRNA (Ct/104)           p value 

HPV 16  

 Negative (n = 96) 309.86 ± 915.37 

 Positive (n = 39) 931.99 ± 1084.50 <0.0001 

HPV 18 

 Negative (n = 97) 370.21 ± 633.70 

 Positive (n = 38) 794.30 ± 1138.27 0.100 

HPV 16 or 18 

 Negative (n = 72) 227.76 ± 434.52 

 Positive (n = 63) 788.81 ± 1042.79 0.001 
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圖 

 

 

Figure 1. A, detection of HPV16 E6 and p53 protein expression in lung adenocarcinoma cell 

lines established from pleural effusion. Cervical cancer Caski cells were used as positive 

control and ß-actin was used as internal control. B, correlation between HPV E6 status and 

p53 protein expression in established lung adenocarcinoma cell lines. The 

immunoprecipitation results with E6 antibodies followed by immunoblotting of p53 protein 

were shown in p53/HPV16 E6. Caski cells were used as positive control. C, HPV16 E6 and 

p53 protein expression in HPV16 E6–knockdown TL-1 cells. SiHa cells were used as 

positive control and h-actin was used as internal control. D, mdm2 and p21 mRNA 

expression in HPV16 E6 siRNA–transfected cervical cancer cell line SiHa (data not shown) 

and lung cancer cell line TL-1 compared with parental control. 
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Fig. 2. Micronuclei were detected in HPV-positive lung cancer cells after Bap exposure. 
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Fig. 3. The micronuclei number induced by B[a]P in HPV-infected lung cancer cells were 

frequently than in non-infected lung cancer cells. The micronuclei were detected by FISH. 
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Fig. 4. The numbers of micronuclei were reduced after HPV 16 E6 knockdown. The 

micronuclei were detected by FISH. 
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Fig. 5. The numbers of micronuclei were increased after HPV 16 E6 transfected. The 

micronuclei were detected by FISH. 
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Fig. 6. DNA repair protein expression in HPV+ and HPV- lung cancer cells after treated with 

low dose B[a]P for 7, 14, and 21 days detected by western blot. 
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Fig. 7. (A) HPV16 E6, c-Myc, and Sp-1 protein expressions in HPV 16-infected TL-1 lung 

cancer cells. SiHa cervical cancer cells were used as a positive control, and A549 and TL-4 

lung cancer cells were used as HPV non-infected controls. β-actin protein was as a protein 

loading control. (B) HPV 16 E6 of TL-1 lung cancer cells were knocked down by E6 RNAi. 

c-Myc, Sp1, and HPV 16 E6 protein in E6 knockdown TL-1 cells were evaluated by western 

blotting to verify the efficiency of RNAi for E6 as compared with TL-1 parental cells. (C) 

hTERT mRNA levels in E6 knockdown TL-1 cells evaluated by real-time RT-PCR were 

compared with that of TL-1 parental cells. (D) Binding activity of c-Myc and Sp-1 to the 

hTERT promoter evaluated by CHIP analysis in HPV-positive (TL-1) and HPV-negative 

(TL-4) cells. Chromatin was isolated and immunoprecipitated with an antibody specific for 

c-Myc and Sp-1. SiHa cells were used as a positive control. P: parental control, N: negative 

control, and SiE6: the cells were transfected with E6 RNAi. 
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