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壹、中文摘要

自民國七十一年開始，肺癌一直是台灣女性和男性癌症的第一和第

二大瘡症死亡原因。已知拍菸是導致肺癌的最重要原因，歇美國家

的肺癌有 90% 以上可用抽菸來解釋。但是台灣地區則有一半的肺

癌無法以拍菸來解釋，尤其台灣女性肺癌患者有 90% 以上是不抽

菸者。由本研究室先前研究發現，王王PV 16118 成染和不拍菸台灣女

性肺癌形成有關 (Cheng et 泣， 200 1) 0 最近又發現，在肺癌病患肺

腫瘤組織切片上的血球抹片上可刻得 HPVDNA 0 本研究擬探討台

灣女性肺癌患者 HPV 的戚染路徑，以及評估血液循環中之血球中

HPVDNA 存在，是否可做為罹患肺癌之危險指標。因此本研究還

取 149 位肺痞患者及 175 位非癌症的成人，以 nested-PCR 分析血

球中 E王PV 的成染率，發現肺癌患者血球中 HPV 16118 成染率均高

於非癌症患者 (HPV 話， 52.4% vs. 12.6%, P < 0.0001; HPV 悶，

30.9% vs. 5.1 %, P < 0.0001) 。由多變項統計分析的結果顯示，參與

肺癌之危險因子中，以同時成染 HPV 16118 者比未成染者罹患肺癌

之危險性高 38.52 倍(P = 0.0004) 。而在 E王PV 16 及 HPV18 單獨成

染方面，成染者比未成染者分別有 6.51 倍 (P < 0.0001)及 9.23 倍(P

< 0.0001)罹患肺癌之危險性。由此顯示血球中有 HPV 16118 DNA 

的成染可做為罹患肺癌的危險指標。為了進一步了解肺腫瘤組織中



之 E王PV 的成染路徑?由先前研究已知王王PV 會成染於血球，且子宮

頸是 HPV 的主要標的器官，因此假設女性肺癌患者肺臟組織中

HPV' 可能是由子宮頸成染，再經由血液循環而成染至肺組織。本

研究收集 149 位肺癌患者血液檢體中，有 70 位肺癌患者同時收集

到外科手術取得之肺腫瘤組織，以 nested-PCR 分析其 HPV 的成染

率，發現有 70% (49 of70) 的肺癌患者其血球及肺組織都有 HPV 16 

的成染，其間具有統計上的相關性 (P = 0.001) (P<0.05 即具有統

計上的相關性)。其中僅有 5 1.4% 的肺痞患者血球及肺腫瘤組織之

HPV 18 成染有一致性，但卻未達到統計土之相關性 (P = 0.096) 。

由以上結果推測， HPV 16 較 E王PV 18 有可能經由血球成染至肺

臟。本研究至今懂技集到 59 位女性肺癌患者中的 15 位患者之子宮

頸抹片能與血球中 HPV 的成染做一比較，結果發現有 86.7% 的女

性肺癌患者之血球及子宮頸抹片 HPV 成染具有相關性佇立

0.022) 。其中沒有任何一個子宮頸抹丹檢體偵測到 HPV18 成染。

因此女性肺癌患者血球中 HPV 16 的成染，可能是經由子宮頸而成

染至血球。由本研究之結果推測，台灣女性肺癌患者肺腫瘤組織中

的 HPV 的成染，有可能是由子宮頸而是主染至血球，然、後經由血

液循環，而成染至肺組織。綜合以上研究結果，本研究發現血球中

E王PV 成染不僅可做為台灣權患肺痞之危險指標，同時又發現肺組

2 



織中 E王PV 的戚染可能經由血液循環而是長染肺臟，尤其是 HPV 16 。

3 



貳、文獻綜論

一、肺癌之流行病學與致瘖機轉

1.肺癌之流行病學

根據世界衛生組織分類，原發性肺癌可分為二大類:小細胞癌

(small celllung cancer, SCLC) 和非小細胞癌 (non-small cell 

lung cancer, NSCLC)兩類，其中非小細胞癌再分為鱗狀上皮細

胞癌 (squamous cell carcinomas) 、腺癌(adenocarcinomas )及

大細胞癌(large cel1 carcinomas) 等三種 (Scheffuer et 泣，

1998) 。在臨床上，約有 95%的小細胞癌發生於大支氣管，在

全部肺癌中估了 20% 。當罹患小細胞肺癌峙，困在癌症初期即

具有廣泛的擴散活性，容易擴散到其他器官，不易以外科手術

方式治療，多以化學藥物合併放射線治療為主。另外約有 80%

肺癌病患屬於非小細胞癌，此類肺癌則大多以外科手術治療。

但以現有的診斷方式，要在早期發現此類肺癌仍相當困難。且

可接受手術治療的病倒不到 20% ，即使可以接受闊刀的非小細

胞肺癌之病例，其街後復發率還是相當的高。

據衛生署 90 年死亡統計資料指出，惡性腫瘤為商人十大主要死

4 



國之冠，其中又以肺瘖為首，尤其是由民國七十一年閱始肺癌

一直是女性的首要死函。而在男性方面，肺癌為第二大死因 (Fig.

1) (Department ofHealth ' 2001) 。在台灣， 1955 年統計顯示男性

與女性中，每十萬人口茵罹患肺3鹿死亡分別為 2.67 人和1.25

人，但自 2001 年後，男、女性肺癌的死亡率分別為每十萬人口

中有 40.28 人與 17.91 人，在這四十五年之筒，暴增了十四倍到

十五倍 (Department ofHealth , 2001)' 是惡性腫瘤所造成之死亡

數中增加速度最為顯著的一種癌症。 1980 年台灣流行病學調查

發現男性的肺癌死亡率已逐漸趨緩，但女性的肺癌死亡率卻仍

大幅上升，依據衛生統計報導，每年約有 1200-1300 位台灣婦

女死於肺癌。近年來，女性肺痞死亡率增加的幅度顯著高於男

性。 1987 年起美國女性肺癌的死亡率已超越乳癌成為美國女性

痞症死回首位 (Emster et al., 1994) 。在台灣地區，自 1982 年以

來，肺癌一直是台灣女性癌症的第一大死亡原因。在上海、香

港、新加坡等地，女性肺癌死亡率也是高居第一位。雖然抽菸

被認為是引起肺癌的主要原筒，但華人婦女有低比率人口抽

菸，卻相對高比例人口罹患肺癌。可能有其他的潛存致病因素

值得探討。因此研究台灣地區肺癌發生，尤其是女性肺癌之致

病西子和肺癌形成機轉是當前非常重要之課題。

5 



2. 與肺癌形成有關之環境因子

一般認為抽菸是引起肺癌的最主要因子，在西方國家男女性肺癌

患者抽菸比率分別約百分之九十及百分之七十 (Koo et 泣，

1990) ，因此對於高抽菸率的國家，拍菸可以用來解釋肺癌形成。

但台灣肺癌病患拍菸男、女性比率分別為百分之六十與百分之

四，即台灣女性肺癌患者多不抽菸。因此多數台灣女性肺癌患者

無法以拍菸來解釋。在不抽菸之族群中女性肺痞發生率比男性

高，且好發腺癌的趨勢並不隨著不同氏族而有不同 0 年紀較輕而

得到肺癌的人的病函，在不同地區可能有所差異。在歐美，通常

是抽菸量大的人會提早發病。而在亞洲國家，早年發病之患者反

而很少抽菸。可能有另外的危險因子，促使這些患者提早發病。

流行病學研究指出，中國女性肺癌發生與其烹調的方式、烹調的

餐數、烹調峙的油煙大小及烹調用油都有閱 (Gao et al., 1987) 。

而長期暴露於烹調油煙的廚師罹患呼吸道癌症的機率亦較其他

癌症為高 (Dubrow et al., 1984) 。另外，本實驗室過去從煎魚油煙

萃取混合物中分析到含有 BaP的成分，且以煎魚油煌處王理里肺腺癌

細胞 CL-刁3 後，可以液態層析質譜f儀義分析到 BPDE巳-N2.乞.圖圓圖.圖.dG 鍵結物

的存在 (Yange仗ta址1.叮， 2000的)。此外，已有許多研究發現，二手菸與

肺癌形成有關。 Adlkofer et al., (2001) 的研究指出二手菸的成分

6 



大致和主動咬入之香菸成分相似，但由燃燒溫度較低，因此許多

致癌物之濃度甚至比主動吸入之濃度還高，因此二手菸引起之細

胞毒性及致突變性亦較主動吸入之香菸高。在香港及中國大陸上

海地盔的研究報告發現丈夫拍菸之不抽菸婦女，其肺癌發生之危

險性與暴露二手菸無直接的相關 (Koo et al., 1985; Gao et al., 

1987) 。但 Chen et al. (1 990) 調查分析卻發現台北地區民眾肺癌發

生與暴露二手菸有關。因此，在台灣地區之二手菸和肺癌發生雖

然有相闕，但二手菸與台灣女性肺癌的相關性，仍需進一步研

究。除了抽菸、油煙及二手菸之外，與肺癌形成有關的廚子還包

括職業暴露(金礦工人、煉鋼礦工人、製造殺蟲劑及洗羊的消毒

水工人)、放射線物質(錯礦、氯氣)、空氣污梁、營養因素(維生

素的及肺部疾病(肺結核) (陳建仁， 1997) 。因此，以現有診斷方

式，要早期發現肺癌仍相當困難，但是肺癌的早期發現對於肺癌

預後情況具有關鍵性的影響，由此以分子醫學技術'建立早期肺

癌的診斷指標，是重要之研究課題。

在肺癌致癌機轉方面 'Benz。但)pyrene (BaP) 是香菸中主要的致癌

物，屬於多環芳香經類化合物 (polycyclic aromatic hydrocarbons, 

PAHs) ，會與 DNA 共價結合形成 DNA 鍵結物，而造成 p53 基

因 G:C→T:A 的突變。另外香菸含有 N-nÏtrosamine-4-
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(methylnitrosamino) 仕 -(3-pyridyl)-1-butanone 亦會攻擊 DNA 形

成 DNA鍵結物，造成 p53 基因 G:C→T:A 的突變 (Greenblatt et al可

1994) 0 DNA鍵結物已被認為是造成基因突變，而引起癌症發生

的主要化學致癌機轉 (Dipple et al., 1987) 。除了抽菸外，環境污染

物之暴露可能也會參與肺組織中 DNA 鍵結物之形成。 DNA 鍵結

物常會造成鹼基在配對待發生錯誤而導致基因突變，而致癌基因

或抑癌基因發生突變，經常是導致細胞癌化而引起腫瘤發生的重

要原因。由本研究室先前研究發現，肺癌患者之 DNA 鍵結物含

量顯著高於非癌症患者，且不抽菸女性肺癌患者確實有較高之

DNA 鍵結物含量 (Cheng et 泣， 2000) 。

3. 肺癌形成之分子機轉

在腫瘤的形成過程中， p53 抑癌基因是最常發生基因突變或蛋白

表現異常的基目。 P53 抑痞基因位於染色體 17p13.1 的位置，全

長為 20-尬，含有 11 個 exon' 可轉譯出 393 個氛基酸，及 53-kDa

的核蛋白。 P53 蛋白的功能，可促進一些基目的表現，例如

GADD45 (Kastan et 泣， 1992 ; Lu et al., 1993) 、 p21 WAFI (E1-Deiry et 

al., 1993) 、 cyclin G (Okamoto et al., 1994) 、 Bax (Miyashita et al., 

1995) 和 mdm2 (B前ak et al., 1993) ，而這些基因皆參與細胞週期
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(cell cycle)及細胞凋亡 (apoptosis) 。當 DNA 受到傷害時 p53 基

因會被活化，使細胞過期停留在 G1 期，以便進行 DNA 之修復

作用;但若 DNA 傷害過大而無法修復時， p53 便會促使細胞走

向凋亡(apoptosis )。在先前已討論拍菸與 p53 蛋白去活化之關

餘，另一方面，已知有些病毒類或非病毒類的蛋白與 p53 結合，

會造成 p53 蛋白失去功能。例如: 70 kDa heat shock protein 、

Mdm2 、 SV40 病毒的 large T 細胞抗原、 adenovirus 2 及 5 的 E1b

蛋白及 HPV 病毒的 E6 oncoprotein 等，這些蛋白是透過與 p53 蛋

白結合，使其失去調控細胞遇期的功能，或是透過的iquitin

proteasomal pathway 將 p53 蛋白水解，進而影響 p53 調控細胞

週期的功能，

p16-Rb 路徑也是與癌症形成有關的調控路徑。 p16 基因是位於染

色體內21 的位置 (Serrano et al., 1996) ，會因為 p16 基因敢動子

。romotor)的甲基化而不活化 (reviews in Zöchbauer-Müller et a1., 

2001) 0 p16 蛋白包含了 156 個胺基酸序列，其主要功能是和

cyclin-dependent kinase 4 及 6 (CDK 4, CDK6) 結合抑制其功能

(Hirai et al., 1996) 0 CDK4 及 CDK6 必須與 cyclin D 結合，才具有

將 Rb 蛋白磷駿化之活性。而此路徑另一個主角為 Rb 蛋白，位於

染色麓的q14.11 的位置，可轉譯出一個 105-kDa 的蛋白 (Ewen et 
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al., 1994) 。當 Rb 蛋白被磷酸化後將無法與 E2F 基因結合，因而

E2F 會被釋放出來，而使細胞繼續生長。由此若細胞中的 cyclin

Dl 大量表現，且 p16 失去功能時，細胞就會不斷增生而形成腫

瘤 (Cordon-Cardo et al., 1997) 。在大部分的肺癌研究中，發現肺痞

組織上的 p16 蛋白或 Rb 蛋白其中之一是不活化的，卻未曾發現

p16 蛋白及 Rb 蛋白河時不活化的情形 (reviewed in 

Zöchbauer-Müller et 泣， 2002) 。有些病毒蛋白會直接影響 Rb 蛋白

的活性。包括 SV物的 large T antigen 及 HPV 的 E7 蛋白，兩

者均是透過與 Rb 結合，而使 E2F 被釋放出來，進而造成細胞的

增生。

二、人類乳突瘤病毒與其成染路徑

1.人類乳突瘤病毒 (Human papillomavirus, HPV) 

人類乳突瘤病毒為一雙股 DNA 病毒，其環狀病毒基囡體全長為

7600品。00 b阱，會成染層狀上皮細胞。可從皮膚表層及黏膜表層

分離出。不同型的人類乳突瘤病毒，其分型主要是依據 E6，五7 及

口的基因序列有大於 10% 的不舟， &p定義為不同型 'DNA 序列

差異在 2-10% 之間，貝IJ稱為次型 (subtype) ; DNA 序列差異小於
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2% '則稱為變異種 (variant) (Van Ranst et al.，)。目前已發現的人

類乳突瘤病毒約有一百種以上 (Chan et al., 1995 ; Hart et al., 

2001) 。其中以致癌能力可區分高危險型及低危險型。高危險型

E王PV 16118 易使病;性發展成惡性腫瘤，相反的，低危險型 HPV 6/11 

會誘發良性的生蘊道撓和惡性腫瘤發生較無關。其基固體可分為

三個區域 (Fig. 2) : long control region (LCR) 、 early region 及 late

reglOn 。而 early region 是轉譯出調節性蛋白(五1 、 E2 、 E4 、 E5 、

E6 、 E7)' late region 主要是轉譯出結構性蛋白 (L1 、 L2) 。分別

簡介如下:

1. 1 早期基因 (early gene) 

(l )E1 調節蛋白，功能主要是與病毒本身的複製有關 o E1 可活化

helicase 及 ATPase 並鍵結到 LCR (long control region) 中的複製起

點，促使病毒開始複製蛋白 (Piccini et al., 1995) 。日亦可和細胞

DNA 的聚合嗨 α 結合，來起始病毒的複製 (Bonne-Andreac et al可

1995) 。

(2) E2 調節蛋白，會影響病毒的轉錄及複製。在人類子宮頸角質細

胞中，人類乳突瘤病毒第十六型及第十八型其 E2 蛋白的功能是

一個轉錄活化子 (Bouvard et al., 1994 ; Cripe et 泣， 1987 ; Phe1ps et 
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al., 1987) 0 E2 蛋白經由與 E6尼7 promotor 之 TATAbox 附近的

記2 binding site 鍵結，而抑制 E61E7 基目的表現 (Zur Hausen et 

al.， 1994) 。在子宮頸癌組織及由子宮頸癌分離出的細胞株其 HPV

通常有 E2 基因序列的刪除，使白無法抑制 E6厄7 基因表現，

而造成 E61E7 大量表現，進而使人類細胞轉型 (Schwarz et 

al.， 1985) 。此外 El 、 E2 的刪除與病毒 DNA 敲入 (integration) 宿

主基因群有闕，比自美入作用較常發生於高危險型的人類乳突瘤病

毒。目前利用 PCR 、 southem blot 及 restriction-site PCR (RS PCR) 

研究 HPV 病毒的最入情形，發現 HPV 病毒會從 El 或凹的

位置斷裂，而段入人類的染色體，使 E2 基因無法表現進而無法

抑制 E6 及 E7 基因表現，使得宿主細胞不斷的複製增生

(Cullen et al., 1991 ; Thorland et al., 2000) 。

(3) 到調節蛋白，位於病毒基因嫂的 early region '但在病毒複製

晚期才會表現，會累積於成崇人類、乳突瘤病毒的高度分化細胞

(Palevfsky et al., 1991) 。近來研究發現，即蛋白會破壞正常細胞

的角素，影響正常細胞的分化 (Doorbar J et al., 1991 )。

(4) 的調節蛋白，是一個斥水性蛋白。在 bovine papillomavirus 研

究中發現'的蛋白會和許多穿藤蛋白結合，形成複合物;像是表
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皮生長扇子受體(epidennal growth factor receptor) 、血小板生長因

子戶受體 (platelet-derived growth factor ß receptor) 、刺激群落生

長因子-1 受體( colony-stimulating factor-l receptor) .而王王PV 16 

日蛋白亦可和 ATPase 結合。此外，的具有微弱的細胞轉型能

力，會誘導 proteinkinase C 及 membrane-bound protein kinase 的

活化。除此之外， E5 蛋白的功能還不走很清楚。ur Hausen et 泣，

2000) 。

(5) E6 調節蛋白，全長有 150 個胺基酸序列，含有兩個 zinc-finger 

motif' 會和 E6AP 結合而降解 p53 '進而起始抗凋亡反應 (Wemess

et al.,1990) ，亦會降解其他的 proapoptotic 蛋白，例如 Bak 及 Bc1-2

家族(Thomas et al., 1998 ; Thomas et al., 1999) 0 E6 亦可活化終端

晦 (telomerase) ，這也許和染色體 3p 及 10 P 基因座的刪除有關

(Klingelhutz et al.， 1996) 。此外， E6 蛋白會藉由 ubiquitin

proteasome pathway 進行 p53 蛋白水解 (Fig. 3) ，此系統作用過程

主要可以分為兩步聰 (Ciechanover et 泣， 1994; Jentsch et al., 1995; 

Hochstrasser et al叮 1996; Smith et al., 1996) 0 首先， ubiquitin 在有

ATP 存在下，經由活化 C 端 glysine 和 p53 蛋白的 lysine 胺基酸形

成共價鍵結。之後 ubiquitin 可作為受質，再接上 ubiquit妞，形成

polyubiquitin chain '比過程稱之 ubiquitination 。在第二步中，接有

13 



polyubiquitin chain 的 p53 蛋白，可被蛋白水解酵素 (26S

proteasome) 辨識而被水解，在水解完成後中利用 deubiquitin

enzyme 將 polyubiquitin chain 分解為 mono-ubiquitin 供細胞回收

重複利用。

高危險型 HPVE6 蛋白主要是利用的iquitin proteasome pathway 

將 p53 蛋白水解。在無 HPVDNA 存在的細胞中， mdm2 會透

過的iquitin proteasome pathway 來降解 p53 (Honda et 泣，

1997) 。然而，有病毒成染時， mdm2 透過的iquitin proteasome 

pathway 降解 p53 的路徑會被抑制。最近的研究也指出，在

E王PV-positive 的癌細胞中，若 p53 完全被 E6 降解，其 mdm2

pathway 是完全不活化的 (Hengstermann et 泣， 2001) 。此結果顯示

當細胞正常功能被抑制峙， E6 可以降解 p鈞。 E6 不僅利用 p53

不穩定來抑制其活化，亦可利用其他路徑來抑制 p53 ; E6 會干擾

p53 和其他 DNA 的結合，也會和轉錄活化子 p300/CBP 作用來

抑制 p53 、 NF-KB 的敢動子 (promotor) 。又有研究發琨在 HPVE6

蛋白 C 端含有 PDZ-binding motif (XT/SXV) ，全長為 80 -90 胺基

酸序列，可和極細胞 (polar cell)表面的特殊構造結合形成離子通

道、訊息傳遞稱及附著分子 (reviews in Kim et al., 1997) 。

(6) 的調節蛋白為含有 98 個胺基酸之病毒核蛋白，可被 casem
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kinase II (CKII) 磷酸化。目前已發現 E7 可和 Rb 、 p107 、 p130 、

histone deacetylase (HDAC) 、 AP-1 轉錄鹿子、 cyclins 、

cyclin-dependent kinases (cdks) 及 cdk 抑制劑結合。最重要的功能

是它可以和 pRb 及 Rb-related pocked protein (p 107 及 p130 )結

合 (Dyson et al., 1989 ; Dyson et al., 1992) ，藉由將 pRb 磷酸化使

轉錄活化子 E2F 釋出，活化細胞增殖基因的轉錄作用 (Fig.3)

(Bagchi et 泣， 1990; Bandara et al., 1991)' 但 E7-Rb 的結合在 E7 造

成不死化的作用中是非必須的 (Jewers et al叮 1992) 。在最近的研究

中發現， E7 不須經由 pRb 的結合，可直接和五2F 結合而造成細

胞轉型 (Hwang et al., 2002) 。在正常細胞中， E2F 的轉錄活性是

受 cyclin /cdk 磷酸化 pRb 來調節 O 因此?在細胞週期中， cyclin 

E 、 cyclinA 及 cdc25A 的活化，使 E2F 起始轉錄活性是造成細胞

轉型的原因之一。

E7 蛋白另一個功能是抑制 cyclin dependent kinase 的抑制子

(inhibitor) ，包括 p21 CIP-l 及 p27K1P- 1
0 p21 CIP-l 及 p27K1P- 1 蛋白的正

常功能是抑制 cyclin 及 cdk 的活性。因此，若 E7 蛋白抑制

p21 CIP-l 及 p27K1P- 1 ，則 Cyclin 及 cdk 會持續磷竣化 Rb' 使 E2F

起始轉錄活性 (Funk et al., 1997 ; Jones et al., 1997 ; Zerfass-Thome 

et 泣， 1996 ; )。的亦可與干擾素調節蛋白 p48 結合，抑制干擾素
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訊息傳遞的路徑 (Bamard et al., 1999) 。由先前研究發現，在有 E7

表現的正常細胞中， Mdm2 無法和 p53 結合，使 p53 表現量增加

及半衰期變短，推測可能房、茵是 E2F 活化 p14此F去抑制 Mdm2 降

解 p53 (Bates et al., 1998) 。有趣地，在 Seaveyet 泣， (1 999)的研究

中發現， E7 不會使 p14組F增加，且在缺乏 ARF 的老鼠胚胎纖維

母細胞中， E7 可使 p53 穩定。結果顯示 E7 可能有不同的機制去

穩定 p53 (reviews in Münger et 泣， 2001) 。

1.2 晚期基因(late gene) 

Ll 及 L2 基因序列在人類、乳突瘤病毒各基因型之中有高度的相似

性 (Bemard et 祉， 1994a) ，是一結構性蛋白，在病毒合成時， Ll 

及 L2 蛋白會進到細胞核內進行病毒組合 (assembly) (Zhou et 

al., 1991) 。所以， L1 及 L2 只在高度分化的角質細胞中才會表現，

而被稱為晚期基因。

1.3 Long control region (LCR) 

LCR 全長約有 800-900 bps '又稱為上游調節臣，並未包含任何基

函，但內藏 DNA 的複製起點，並且是重要的轉錄調節區

(Mendelsohn et al., 1995) 。
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2.人類乳突瘤病毒成染路徑

人類乳突瘤病毒可能經由性行為及非性行為路徑來傳染。在性行

為傳染方面，已有研究發現年齡較輕就發生性行為者、發生性行

為的次數、性伴侶人數多及性伴侶有生殖道死者，有較高危險成

染人類乳突瘤病毒 (Franco et 泣， 1995 ; Kenney et al., ; Lenner et 

al., ; Wheeler et al., 1993) 。在非性行為傳染方面，皮膚的軟花形成

可能是由皮膚接觸而傳染，其次為若皮膚受傷，人類乳突瘤病毒

易由傷口進入而成染 (Shan et al., 1990)。若產婦其生建道有人類乳

突瘤病毒成染，會經由垂直傳染給嬰兒，其嬰兒出生後，可能會

產生呼吸道乳突瘤(Rice et al., 1999) 。又有研究發現，若使用口服

避孕藥會增加人類乳突瘤病毒成染的危險 (Franceschi et 泣，

1983) 。人類乳突瘤病毒亦可能經由診療器而成染;在診療生殖道

有人類乳突瘤病毒戚染的病息的器其中，其人類乳突瘤病毒 DNA

的檢測率為:手術手套 (50%) 、 biopsy forceps (37%) 及 cryoprobe

tips (23%) ;用 Savlon 前劑消毒 biopsy forceps 及用 90% 酒精處

理 cryoprobe tips 後，人類乳突瘤病毒 DNA 的檢測率仍可測到

l.6% 及 4.5% (Ferenczy et al., 2000) 。又有研究發現頭頸部癌症、

膀抗癌、食道癌、支氣管癌、直腸癌及肺癌之腫瘤組織中有 HPV

DNA存在，這些器官中的 E王PV 是從什麼傳染路徑而來，是值得
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研究之課題。

三、人類乳突瘤病毒在人類腫瘤之研究

1.人類乳突瘤病毒與人類腫瘤形成之相關性

目前有關王王PV 與人類癌症形成之研究，大多來自於子宮頸癒方面

的研究。因為有極高比例的子宮頸癌患者有 HPV 的感染，尤其是

高危險型之 E王PV 16 及時 (Zur Hausen, 1991) 。而在台灣地區子宮

頸癌患者， HPVDNA 分佈與大多數地區一樣，主要是以 HPV 16 

為主 (Liawetal.， 1995; Chenetal., 1993)' 但有研究發現台灣子宮

頸癌患者HPV52及 HPV58 成染率和 HPV 16 一樣高 (Huang et al., 

1997) 。此外，在其他癌症也發現有 HPV 成染，例如膀就癌(成染

率為 0% "-' 52.8%) 、食道癌 (5.8% '"'-' 60%) 、支氣管癌 (0% ,...., 

1 1.8%) 、頭頸癌。% "-' 91 %)、口腔癌 (48.9% ,...., 50%) 、喉癌

(25% '"'-' 35.7%) 、直腸癌 (0% ,...., 84%) (Table 1) ，甚至肺癌亦都

發現有 HPV 的成染，但這些癌症的形成與 HPV 之間的相關性

仍有待釐清。在子宮頸抹片中細胞表現正常之婦女有 6-46% 不

等的 E王PV 成染率 (Ekalaksananan et al., 2001 ; Zielinski et 泣，

2001 ; Torroella-Kouri et al., 1998 ; Bauer et 泣， 1991) ，而此成染率

在性行為活躍的時期會達到顛峰，之後 HPV 忌染率便隨年齡增加
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而降低 (Bauer et al., 1993) 。在台灣流行病學的研究中也發現

(Table 2) ，子宮頸抹片中細胞表現正常的婦女其 HPV 的成染率從

0% - 21 % (Taso et al., 1994 ; Liaw et al叮 1995 ; Pao et al., 1997 ; Sun 

et 泣， 2002)不等，且主要以 HPV 16 為主，而在子宮頸癌組織的

HPV ~長染率由 3 1.9% - 86.7% (Chen et al., 1993 ; Tseng et 此， 1996 ; 

Hsu et al., 1997 ; Lee et al., 1997 ; Shyu et al., 2001) 。雖然子宮頸與

HPV ~長染之相關性如此密切，但仍有 10%的子宮頸瘖患者並沒有

間V 的成染。

2. 人類乳突瘤病毒與肺癌形成之相關性

過去有研究發現高危險性的 HPV16 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) 。除了子宮頸癌之外，在膀就癌、食道癌、支氣管癌，

甚至肺癌亦都發現有 HPV 的成祟。有關肺癌與 HPV 成染相關

性之研究已有一些國家報告過。例如美國(成染率為 5.9%)

(Bohlmeyer et al., 1998) ，日本刊%ω80%) (Szabo et a1., 1995; 

Hirayasu et al., 1996 ; Nakazato et al., 1997 ; Tsuhako et al., 1998 ; 

Iwamasa et 泣， 2000; Miyagi et 泣， 2001) 、芬鵑 (9.2%) (Syrjanen et 

al., 1989 ; Nouva et al., 1995; Soini et al., 1996) 、德國 (0%)

19 



(Shamanin et al., 1994; Weit et 泣， 1996) 、法國 (2.7%-16%) (Thomas 

et 泣，1995 ; Clavel et 泣， 2000) 、波蘭(10%) (Miasko et 泣，

2001) 、希臘 (39.4%) (Papadopoulo et al ., 1998)及中國大陸

(1 2%-50%) (Xing et al, 1993 ; Liu et al., 1994 ; Da et al., 1996)等。

他們報告之成染率由。- 80% 不等，其結果整理於 Table 3 中。

在美國、德國、土耳其及法國等國家的報告均指出在肺組織中的

E王PV 成染率相當低，甚至偵測不到 (Bohlmeyer et al., 1998; Weit et 

al叮 1996 ; Thomas et al., 1995 ; Kaya et 泣， 2001) 。但在日本琉球卻

有高達 80% 的戚染率，且 HPV 成染的患者之存活率卻高於未成

染者(Iwamasa et 泣， 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 的成染 (Hirayasu et al., 1996) 。亦有

研究指出肺腺癌及肺鱗狀上皮細胞癌均可沒仔IJ HPV 的成染，且其

成染率亦相當接近，肺腺癌 9% '而肺鱗狀上皮細胞癌 10%

(Kinoshita et al., 1995) 0 Thomas et al. (1 998) 的研究發現，在鱗狀

上皮癌及腺細胞癌混合的肺癌志者 'HPV 的成染率竟高達 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 的成染與肺癌之相關性，似乎與人種和地域的

差別有關。本實驗室亦發現在肺腫瘤組織上有 HPV 16118 DNA 存

在，推論 HPV 16118 成染和台灣女性肺癌形成有關 (Cheng et 此，
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2001) 。因此，本研究擬探討血液循環中 HPV 的成柴率及 HPV 可

能的成染路徑，以了解 E王PV 成染在肺癌形成所扮演的角色。
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參、研究動機

肺癌是台灣癌症死闊的第一位，且有逐年增加的趨勢。由流

行病學上的研究指出，在西方囡家中，如歇洲及美國，抽菸為導

致肺癌的主要原因。然而，在台灣大部分的女性肺癌患者都是不

拈菸者，因此可能有其悅，因子參與不抽菸者肺癌的形成。由本研

究室先前研究發現，肺癌病患的組織上的 HPV 成染率較高(比非肺

癌組織) ，且其 p53 蛋白不表現，但突變率比其他研究低，和子宮

頸癌的致癌機轉相似。因此，推測 HPV 16118 成染可能和台灣不

抽菸女性肺癌形成有關 (Cheng et 泣， 2001) 。因為子宮頸是 E王PV

16118 主要成染的器官，而血流是肺組織及子宮頸唯一主要連結通

道，在子宮頸癌的研究亦發現週邊血液淋巴球可測得 HPVDNA

(Pao et 泣， 1991) ;在本實驗室先前研究中也發現，在肺癌病忠肺腫

瘤組織切片上的淋巴球及血球抹片上可測得 E王PVDNA' 因此，推

論肺組織中的 E王PV 成染可能源於子宮頸，經由血液循環成染至肺

組織。另一方面，在肺癌患者血球之 HPVDNA 偵測可能可用來

當作肺癌診斷的新標記。因此，在肺癌患者的血液循環中偵瀾 HPV

在臨床上是重要的。

本研究擬探討在肺癌病人的血球中 HPVDNA 的偵測，是否

可用來當作危險詩估工具的可能性，及肺組織中 HPV 之可能成染
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路徑。經由偵測肺癌病患及非癌症控制組之週邊血球 HPV 的成染

率，來評估在肺癌致癌機轉上 HPV ~主染的臨床意義。又籍由偵測

冉一病人之血球及腫瘤組織檢體與血球及子宮頸抹片檢體中 HPV

成染的情形，以了解其成染路徑。
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肆、材料與方法

一、檢體收集

本研究是採取病例對照研究(case圓control study) 。所選取 149 位肺癌患

者血液檢體來源、分別為: 75 位血液檢體及其中的位女性肺癌患者之

子宮頸抹片檢體由中山醫學大學的設醫院提供; 74 位血液檢體及其

中 70 位肺癌患者之肺組織檢體由台中榮民總醫院所提供。患者資料

列於 Table 5 。而 175 位非癌症控制組由一大型體檢(彰化縣、芳苑鄉衛

生所)所得，基本資料列於 Table 6 。

材料與藥品

1.DNA 萃取

GenoMaker Kit 購自台灣真興公司， NaOAc (sodium citrate) 購自

德國 Merck 公司 'Phenol， chloroform, ethanol 則購自台灣皓峰公司。

2. 血液及子宮頸抹丹檢艘中 HPVDNA 之測定

DyNAzyme TM II DNA polymerase 購自美國 Bio-Labs 公司。另外

dNTP 及 pnmer 購自美國 GibcoBRL 公司。

3. 血球 RNA 萃取及 HPVE6 mRNA 之測定

RareRNAKit 購自台灣真興公司， RNasin 購自美麗 GibcoBRL 公
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司， DNase， MgC泣， isopropanol, DEPC (diethyl pyrocarbonate), DTT 

(DL-Dithiothreitol) 購自美國 Sigma 公司。 SDS， EDTA, NaOH, 

NaOAc 購自美國 Sigma 公司。 DyNAzyme TM II DNA polymerase 

購自美國 Bio闢Labs 公司。另外 'dNTP及 pnmer購自美國 GibcoBRL

公司。

三、實驗方法

1.肺癌患者血球之 DNA 萃取

在 2 甜的全血中加入 6ml 的 lX 紅血球 lysis buffer (whole blood : 

lX lysis buffer 口 1 :3) ，混合均勻後，置於冰上 30 分鐘後，將紅血

球水解，以 3 ，000rpm 離心的分鐘，離心後倒掉上清液。以 lXPBS

重複洗三次。剩下的白色沉澱物即為白血球，利用比方法將白血

球分離出來。取 1 啞的 GenoMaker 將白色沉澱物沖散，置於室

溫 30 分鐘，使白血球水解。之後分成 2 管，各 500 ul '以傳統的

phenollchloroform 法除去蛋白質。先加入 500 ul 的

phenol/chloroform (24: 1) 充分混合使蛋白變性，以口，OOOIpm 離心

的分鐘，取上清液再加入到 μ1 3M NaOAc (pH 5.2)及 1 ml 的

100%;水酒精於-20
0

C 冰箱作用 30 分鐘，籍以將 DNA 沉澱出。以

12,000 rpm 離心 20 分鐘後倒掉上清液，並加入 500 財的 75%酒精
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洗去殘留之鹽類， 12,000 rpm 離心 20 分鐘後倒掉上清液，並以真

空抽乾殘餘的水分，所得之白色沉澱物即為 DNAo 將況，澱出泉之

DNA 以無菌水溶解並以紫外線光譜儀測定 DNA 在 260nm 和 280

m 的吸光值，其 A2601A280 比值應在1.6 到1.8 之間。若比值小於

1.6 則表示蛋白含量過高，應再以 proteinase K 處理後重複上述萃

取步驟;若比值大於1.8 財表示RNA含量過高，則應再以 RNase 處

理後重複上述萃取步驟。DNA 的濃度以下列的公式計算 :DNA(時

/ml) =屯的 x50 x稀釋倍數。 DNA 萃取完成後，;容成濃度為 1 時 /μl

置於-20
o

C 冰箱保存，以用於 E王PVDNA 的檢測。

2. 肺癌患者腫瘤組織樣本之 DNA 萃取

將 50個 100mg 的肺腫瘤組織加入少量液態氮並加以研磨後，加入

500 凶的 lysis buffer (1 0mM Tris-HCl, pH 8.0, O.lM NaCl, 25mM 

EDTA 及 0.5% SDS) 將組織完全水解，再加入 5μ1 proteinase K 

(1 Omg/ml)於 56
0

C作用 12值 18 小時，之後以傳統的 phenol/chloroform

法除去蛋白質。首先加入 500μl 的 phenol/ chloroform / isoamyl 

alcohol (25:24:1)充分混合使蛋白變性，以 12，000 rpm 離心的分

鐘，取上清液再加入 500f.ll chloroform / isoamyl alcohol (24:1) 洗去

殘餘之 phenol '充分混合後以口，000 rpm 離心的分鐘，取上清液

26 



加入 50 JlI 3M NaOAc (pH 5 .2)及 1 ml 的 100%冰酒精於-80
0

C ~本

箱作用 30 分鐘，籍以將 DNA 沉澱出。其後步驟同於血液 DNA 萃

取。細胞 DNA 萃取直接加入 lysis buffer 及 5μ1 proteinase K 

(lOmg/ml) ，於 56
0

C作用 12-18 小時，其後步驟同於組織 DNA 萃

取。

3. 女性肺癌患者子宮頸抹片之 DNA 萃取

請婦產科醫師採集抹丹檢體後，將 cervix swabs 泡於無菌 lXPBS

溶液中，使子宮頸細胞落至 1XPBS 溶液中，將含有子宮頸細胞的

PBS 溶液離心 300。中m ' 15 分鐘後，倒掉上清液後，取其細胞沉

澱物萃取 DNA' 其後步驟向於血液檢體 DNA 萃取。

4. 血球及肺腫瘤組織 HPVDNA 之測定

HPVDNA 的測定先以 MY09 及 MY11 為引子(primer)進行 PCR

反應檢定是否有 HPV 成染，再以具分型特異性的 pnmer 進行第二

次 PCR 反應來辨別成染 HPV 的種類， pnmer 的序列如下(McNicol

et al, 1999) : 

Consensus primer 
MY09 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 
MYll CGTCCMARRGGAWACTGATC (448-454 bp) 
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Type-specific primer 
16.UP TACTAACTTTAAGGAGTACC 
16.DN GTGTATGTTTTTGACAAGCAATT (223 bp) 
18.UP CCAAATTTAAGCAGTATAGC 
18.DN TTGTACAAAACGATATGTATCCA (193 bp) 

ß-actin primer 
UP CAGGGCGTGATGGTGGGCA 
DN CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC (253 bp) 

第一次 PCR 反應為 DNA1μglμ1 、 0.5mMdNTP 、 5μ1 10xreaction 

buffer ' 2.5 U Taq polymorase 及 0.5 mM primer '最後以減菌水將

體積補到 50μ1 0 PCR 反應步驕依序為 denaturing: 940C 1 分鐘，

annealing: 55 0C 2 分鐘，及 elongation : 72
0

C 1 分鐘，此循環重複 35

次，最後以 72
0

C反應 10 分鐘。取出 5μl 第一次反應產物，作為第

二次 PCR 反應的模板，以各型特定的 pnmer 進行第二次 PCR 反

應 'PCR 反應條件為 denaturing: 94
0

C 40 秒， annealing: 54
0

C40 秒，

及 elongation : 72 0C 1 分鐘，此循環重複 35 次，最後以 72
0

C 反應

10 分鐘。反應後取 10~1 PCR 終產物以 2% agarose 電泳膠進行分

析，並以 SiHa 細胞株當做 HPV 16 的陽性對照組;以 HeLa 細胞

當做 HPV 18 的陽性對照組，以蒸餾水當作陰性對照、組。並於每個

檢體進行ß-actin PCR 反應來當做內部對照。

5. 肺癌怠者血球之 RNA 萃取及純化

將 2ml 的全血加入6甜的 1X 紅血球 lysis buffer (whole blood : 1X 
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i砂ys郎is b加uf能f跆b如e缸位r吋:坊3均) ，混合均勻後，置於冰上 30 分鐘後，將紅血球7j(.

解，以 3 ，000rpm 離心的分鐘，離心後倒掉上清液。剩下的白色

沉澱物即為白血球，取 1 ml 的 Rare RNA buffer 將白色沉澱物沖

散，置於室溫 30 分鐘，待白血球水解後加入 300~1 氯仿

( chloroform) 混合均勻，以 12，000 rpm 離心的分鐘後取上清液，

再加入 500~1 isopropanol 於室溫反應的分鐘以便沈澱 RNA' 之

後以 12，000 rpm 離心 15 分鐘後除去上清液，將沈澱物以 75%酒精

去除殘留的鹽類，再離心留下 RNA 沈澱物，溶於 50μ! 經通 DEPC

處理的 H20 (DPEC-H20) 中。細胞之 RNA 萃取方法同上。RNA

純化的方法為將溶於 50μ1 DEPCH20 的 RNA' 加入 10~1100 mM 

MgC12/1M DTT ' 0.1 ~l RNasin (25-50U) , 0.1 戶1 DNase 1 

(6.94mg/ml) , 40~1 DEPC H20 於 3TC反應 30 分鐘以去除多餘的

DNA 後，以 5 mM EDTA , 750 mM sodium acetate , 0.1 % SDS ，終

止 DNase 1 的反應。再以 phenol / chloroform 萃取去除蛋白，口，000

rpm 離心的分鐘後取上清液，加入 500μ1 isopropanol 於室溫反應、

15 分鐘以沈澱 RNA' 以 12 ，000rpm 離心的分鐘倒掉上清液，以

75%酒精洗去殘留的盤類，之後離心留下 RNA 沈澱物溶於 50~1

DEPC-H20 中。在用於 Rl三PCR 分析前，先以 denaturing agarose gel 

膠體電泳確定 18S 及 28S r時紙是否存在，以確保 RNA 的品質。
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以紫外線光譜儀測定 RNA 在波長 260nm 和 280nm 的吸光佳，

其 A26ofA280 比值應在1.7 到1.9 之間 o RNA 的濃度以下列的公式

計算: RNA ((g Iml ) = A 260 X 40 x 稀釋倍數。

6. 反轉錄聚合時連鎖反應(RT-PCR)

取 5μgRNA 以 1 0 pmole/~ll random primer '於 70
V

C反應 10 分鐘，

使 random primer 接合到 RNA模板上，再加入 4μl 反轉錄酵素反

應 buffer 、 1μ10.IMDTT 及 1μ110mM dNTP 在 42
0

C作用 2 分鐘後，

再加入 1μl 反轉錄酵素 (reverse transcriptase) ，在 42
0

C 作舟 l 小

時，合成 cDNA 用作 PCR 分析用。 HPVE6 mRNA 之測定採用的

方法是 nested-PC良， pnmer 的序列女臼下(Pao et al., 1997) : 

E王PV 16 

Extemal primer 

sense : GAACTGCAATGTTTCAGGACC 
antisense : CGTGTTCTTGATGATCTGC 

Intemal primer 

sense : CAATGTTTCAGGACCCACAGG 
antisense : GCAACAAGACATACATCGACCG 

HPV 18 

Extemal primer 

30 

445 bp 

422 bp 



sense : GCTACCTGATCTGTGCAC 
antisense : TGCGTCGTTGGAGTCGTT 

Intemal primer 

sense : CAGTATACCCCATGCTGCATG 

422 bp 

antisense : CGGTTTCTGGCACCGCAGGCACC 160 bp 

先用 extemal primer 作第一次 PCR' PCR 反應如下: cDNA2μ1 、

0.5mM dNTP 、 5μ1 10 x reaction buffer 、 2.5 U Taq polymerase 及 0.5

mM primer' 最後以減菌水將體積補到 50μ1 0 PCR 反應步驗為

denaturing: 94
0

C 30 秒， annealing: 60
0

C 30 秒，及 elongation : 72
0

C 

30 秒，此循環重複 20 次，最後以 72
0

C 反應 10 分鐘。第二次 PCR

則取第一次的 PCR 產物 1μi 以同樣的方法用 intemal primer 取代，

此循環重複上述步驟 30 次。並以 GAPDH 當作一內部對照(intemal

control)。

7. 定序分析

將 PCR 產物以 GENECLEAN III Kit (BIO 101 , USA)純化出來。首

先加入 3xPCR 產物體積的 NaI' 放於 55
0

C作用的分鐘。再加入

5抖的 EZ-GLASSMILK Suspension '在室溫作用的分鐘。將

EZ-GLASSMILK 與 DNA 的複合物，離心 5 秒鐘，然後用 800抖

的 NEWWASH buffer 洗 2 次。將其乾燥後，溶於 12抖的滅菌水，

將 sample 離心 30 秒後，將上清液取到另一新的 microtube 中。先

31 



確定純化後 DNA 的品質後，用 Applied Biosystems 310 自動定序

儀來定序。

8. 統計分析

本研究之統計是以 SPSS 統計軟體進行 HPV 16118 成染的統計分

析。以卡方檢定(χ2-test)方法分析 HPV 16118 成染與臨床因子的相

關性及不同檢體其 HPV ~長染的相關性。又以多變項邏輯式迴歸方

式分析 HPV 16/18 成染與罹患肺痞之危險性評估。

32 



伍、結果

一、以 nested-PCR 偵測 HPV 16/18 DNA 之可信度實驗

由於重疊式 PCR (nested-PCR)方法需經過兩次 PCR 增幅基因產

物，較易有偽陽性，為了確認 PCR 增幅時所周引子的專一性， 也

以 SiHa 細胞 (HPV 16 positive) DNA 為模板，以 HPV 18 引子進行

PCR 增幅，並以 HeLa 細胞 (HPV 18 positive) DNA 為模板，以

HPV 16 引子進行 PCR 增桶，以了解 PCR 的 annealing 過程中間，

對 HPV 16 (1 8) 具有專一性的引子，不會接上含有 HPV 18 (HPV 

16)的序列，而獲得 PCR 產物。由 Fig.4 結果得知 HPV1至引子只

在 SiHa 細胞及成染 E王PV 泌的血球 DNA 增幅出一 223 bp 的片

段，而 HPV 18 引子在 HeLa 細胞及成染 HPV 18 的血球 DNA 增幅

出一 193 坤的片段，並利用戶-actin (253 bp)當作一內部對照(intemal

control) 。結果發現各引子對不同形式之 HPV 具有專一性。為了進

一步建兔實驗上的誤差，將 PCR 分析所得的產物以 DNA 自動定

序儀定序，以確定所得之 PCR 產物是否是所要偵測之 E王PVDNA

片段，結果如 Fig.5 所示， HPV 16118 PCR 產物的 DNA 序列是正

確的。因此經由兩次之確認，本研究以重疊式 PCR 所得之 HPV

16118 的結果是可信賴的。
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二、肺癌患者與非癌症控制組血球中高危險型 HPV1反捏成染之比較

由先前研究發現，台灣肺癌患者肺腫瘤組織中有 HPV 成染

(Cheng et 泣， 2001) ，且在肺癌患者血球抹片上亦發現 E王PV 成染於

血球 (Fig.6) 。因此本研究進一步想了解台灣肺癌患者與非癌症控

制組血球中 HPV 的成禁率。本研究分析 149 位肺癌患者及 175 位

非癌症控制組之血球中 HPVDNA 的成染情形。肺癌患者與非痞症

控制組之年齡及性別差異均無統計上的意義，但在拍菸習慣上卻有

統計上的相關性，癌症患者與非癌症控制組之抽菸比例 5鉤0% (75 of 

149仍)及 39%(6ω8 of 1口75仿)(σP=吋0.0的38 ， Table 7η) 。本研究以巢疊式 PCR

(扣ne臼st臼ed.圓宇-

示。由 nested-PCR 及 ISPCR 分析結呆顯示，在台灣肺癌患者血球

中確實可測得 HPVDNA 存在。且發現肺癌患者血球中有高危險型

HPV 16 及王智V 闊的成染， Ja 染率分別為 52j)% (78 of 149)及

30.9% (46 of 149) ，都顯著高於非癌症之控制組之 HPV 16118 的偵，

測頻率 (P < 0.001)' 即非癌症控制組之 HPV 16118 的偵測頻率分別

為 12.6% (22 of 175)和 5.1% (9 of 175) (Table 8) 。由以上結果得知，

肺癌患者血球中 E王PV 16/18 成染均高於非痞症控制組。

34 



三、血球中高危險型 HPV 成染與臨床因子的相關性

當進一步分析 E王PV 16 及 E王PV 18 DNA 之偵測與肺癌患者之年

齡、性射、抽菸習慣、腫瘤形式及腫瘤分期之相關性時發現 'HPV

峙的成染頻率與患者之性別、腫瘤形式和腫瘤期別都有統計上的

相關性，而 HPV 凹的成染僅與年齡有關 (Table 9) 。這結果顯示女

性、肺腺痞和晚期之肺癌患者之 HPV 16 之成染頻率較男性、鱗狀

上皮細胞癌和早期之肺癌患者為高。但僅有年齡高於 67 歲的患者

有 HPV 凹的成染率較年齡較低者高 (P = 0.001)。而 HPV16 成染

與年齡不具有統計上的意義 (HPV 16 : <67 歲 45.2% '這67 歲

50.60/0 ; P=0.588) 0 由以上的實驗結果得知，女性肺癌患者似乎比 F

男性肺癌患者容易成染 HPV' 且 HPV 峙的成染率比 HPV 18 高。

在腫瘤期別與腫瘤形式的分析也發現，晚期肺癌患者與肺腺癌患

者之 HPV 16 成染率比早期肺癌患者與肺鱗狀上皮細胞癌患者高。

非癌症控制組 HPV 成染與年齡、性別及抽菸習慣的統計分析結

果，僅發現目V 16 感染與年齡具有相關性。有鵑徊于忱的

非癌症控制組用V 16 成染率較年齡較車主豆豆(即V 16 : <67 歲

19.5% '全67 歲 6.5% ; P=0.009' Table 10) 。
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四、王王PV 成染做為肺癌的危險生物指標之多變項統計分析

由上述的實驗結果得知，肺癌患者血液循環中 HPV 16/18 成染高

於非痞症控制組。茵此進一步利馬多變頃線性回歸統計分析血球

中 HPV 16/18 成染、年齡、性別及抽菸習慣等因子是否可做為罹

患肺癌之危險因子?經統計分析發現月時成染 HPV16 及 HPV1在

罹患肺癌的危險性，竟高達 38.52 倍，其 95% 的信賴這 5.15-288.17

(P = 0.0004) ，具有顯著統計意義行的le 11) 。另外，在 E王PV 16 或

HPV 18 單獨成染方面，發現 HPV 16 戚染比未戚染 HPV16 的人有

6.51 倍的危險罹忠肺癌，其 95%的信賴區間為 3.73-1 1.38 (P< 

0.0001) 。而 HPV 18 成染有 9.24 倍的危險罹患肺癌，其 950/0的信

賴亞間為 4.25-20.04 (P < 0.0001) 0 Table 6 的結果顯示抽菸者比非

抽煜者有 2.08 倍罹患肺癌的危險性，其 95% 的信賴區問為

1.05-4.11 (P=0.0351) 。由以上結果得知，同時成染 HPV 16 及 HPV

、

18 比單獨成染 HPV 16 或 HPV 18 有較高的危險性。由多變項之分

析結呆顯示，血球中有 HPV 16/18 DNA 的成染可用來做為權怠肺

癌的危險生物指標。

五、肺癌患者肺組織中 HPV 的傳染路徑

為了了解台灣肺癌患者肺組織中 E王PV 的成染路徑，是否是經由血
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液循環中的血球而來，本研究收集 149 位肺癌患者血液檢體中有

70 位肺癌患者，同時收集到外科手術取得之肺腫瘤組織，向樣利

用 nested-PCR 偵測這 70 位肺癌患者血球及肺腫瘤組織的 HPV

16/18 成染情形。結果發現 70位肺癌患者血球中 HPV 16 及 HPV18

是主染率分別為 50% (35 of70) 及 35.70/0 (25 of 70) , 70 位肺癌患者

肺腫瘤組織中 E王PV 16 及 HPV18 成染率分別為 42.9% (30 of 70) 

及 18.6% (1 3 of70) 。由以上結果顯示，血球中的 HPV 成染率比肺r

腫瘤組織高。進一步分析血球與肺腫瘤組織之 HPV 16118 成染的

相關性時發現，在 35位血球中有 HPV 16 成染的肺癌患者有 62.9%

(220f35)在肺腫瘤組織中可測到 HPV 16DNA' 而 35 位血球中沒

有 HPV16 成染的肺癌患者有 77.1 % (27 of35) 在肺腫瘤組織中未

成染 HPV 16 。因此共有 70% (49 of 70) 的肺癌患者其血球及肺組

織之 HPV16 成染具有一致性，具有統計上的意義 (P=0.001 ， Table 

12, Fig. 6) 。我們發現 8 位男性，同時未發生轉移的肺痞忠者，僅

在肺腫瘤組織中發現 HPV 的成染，但血球中卻未發現。因此推

淚?男、女性肺癌，皂者的成染路徑可能有所不同。 25 位血球中 HPV

18 成染的肺癌患者有 8% (2 of25)在肺腫瘤組織中可偵測到，而

的位血球中沒有 HPV 18 成染的肺癌患者有 75.6% (34 of 45) ，在

肺腫瘤組織中未成染 E王PV 18 。統計結果發現，僅有 5 1.4% 的肺
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癌患者之 HPV18 成染在血球及肺腫瘤組織之 HPV 成染具有一致

性，但未達到統計意義 (P = 0.096, Table 6, Fig. 7) 。由以上結果推

測 E王PV 16 較王智V 18 有可能經白血球成染至肺臟。

為了了解血球中的 HPV 16/1 8 是否是經由子宮頸而成染，本研究至

今僅收集到 59 位女性肺癌患者中的 15 位患者之子宮頸抹片，同樣

以 nested翱PCR 偵測子宮頸細胞成染 HPV 的情形，再和血球中 HPV

的成染率比較其相關性。唸果發現的位有血液及子宮頸抹丹檢體

的女性肺癌患者， 12 位血球 HPV 16 成染的女性肺，癌患者有 9 1.7%

(11 of 12)之子宮頸抹片有 HPV 16 成染，僅有一位患者未成染 HPV

16 。而 3 位血球中沒有 HPV 16 成染的女性肺癌患者有兩位(66.7%)

之子宮頸抹片未成染 HPV 16 。因此有 86.7% 的女性肺癌患者之血

球及子宮頸抹片 HPV 成染具有一致性，具有統計土的意義佇立

0.022, Table 13, Fig. 8) 。另外，本研究發現的個子宮頸抹丹檢艘中

沒有任何一個檢體偵測到 HPV 18 成染。由以上結果發現， HPV 16 

成染在血球及子宮頸抹片中具有一致性。因此女性肺癌患者血球中

HPV 16 成染，可能是經由子宮頸而成染至血球。由以上結果推

測，女性肺癌患者肺腫瘤組織中的 HPV 16 成染，可能是經由子

宮頸，而是長染至血球，繼而經由血液循環再成染至肺臟組織。
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六、肺瘖患者血球中高危險型 HPVDNA 及五6mRNA 表現的相關性

為確定 nested-PCR 偵測 E王PV 16118 DNA 的正確性，我們進一步製

備 62 位肺癌患者之血球 mRNA' 以了解 HPVE6 mRNA 的表現

與 HPVDNA 的偵測結果是否一致。利用 HPV 16/18 E6 引子分別

增幅出 422 bp 及 160 bp 的片段，並利用 GAPDH 作內部對照 (Fig.

9) 。結果發現在 54 位血球中有 HPV 16DNA 成染的肺癌患者中有

72.2 % (39 of54) E6 mRNA 有表現，而 8 位沒有 HPV16DNA 成染

的肺癌患者都沒有偵測到 E6 mRNA 的表現，而在 HPV 18 E6 

mRNA 的分析上也有相似的結果 (Table 14) 。這結果可以再次增加

前述 E王PVDNA 偵測之實驗的可信度。
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陵、討論

一、血液循環中 E王PV 的成染

本研究所選取的檢體為血液檢體，可分成血清、血漿及血球細胞

來分析。目前利用血液檢體來偵測 HPV ~長染的研究，大多是偵測

血清中的 HPV 抗體，而 HPVDNA 在子宮頸癌 (20%) 及頭頸癌

(0%) 病人的血清中偵測到比例極低 (Liu et al., 2001 ; Capone et 泣，

2000) 0 Dong et al., (2002) 研究顯示無論子宮頸癌病患 (6.9%)其健

康成人(1.7%)的血漿中都可偵測到少量的 HPVE7DNA 0 與血清

中的抗體偵測率相較之下，在血清及血漿中的 HPVDNA 偵測比

例卻相對較低，推測可能是只能偵測到自細胞發生壞痘 (necro早is)

或凋亡 (apoptosis) 而游離於細胞外的 HPV 。而在先前研究發

現，同時偵測子宮頸癌病人其子宮頸細胞、血球及血清中 E王PV

DNA' 子宮頸細胞(100%)無疑地比血球 (52.0%) 及血清 (8%)

中的王智V 檢出率來的高，但血球的 HPV 檢出率比血清高 (Pao et 

al., 1991) 。有許多研究亦發現 E王PVDNA 或mRNA 在血球中可測

到 0% - 92 .3% (Table 4) 。且在 Karas et 泣， (1 997)的研究發現，在

性病濕、花(Condyloma acuminate)的病社處四V 成染率(58.3%) 比

血液循環中 (9 1.7%)低。而本研究同樣忠發現血球中 E王PV 成染率
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比肺腫瘤組織高。因此早期偵測血球中是否有 HPV 成染，或許較

易做為肺癌之早期診斷的輔助指標，在臨床上或許能協助肺癌的

早期診斷。

本研究的 149 位肺癌患者之血球中 E王PV 16118 成染率，分別為

52.4%及 30.9% ;與本研究室先前之研究發現 141 個肺腫瘤組織

中 E王PV 16/18 成染率分別為 35.5%及 4 1. 1% '有較高的偵測率

(Cheng et 泣， 2001) 。在血球中目V 16 之成染率遠高於 HPV 18 的

成染率，但在肺腫瘤組織卻發現 E王PV 18 成染率比 HPV 16 來的

高。因此推測 HPV 成染可能經由身體的各個器官，包括口腔、生

鐘道、垂直成染或皮膚傷口成染，而散播至血液循環，在經由血

球成染至各內臟器官。在子宮頸痞的研究發現 'HPV 16 的成染率

遠高於 HPV 18 (Bosch et al., 1995) 。口腔瘖亦有相同情況。但血球

中必須有較高之 E王PV 的病毒量，或是 HPV 16 及時的組織趨向不

同，才有機會成染至肺組織。這還需要進一步偵測 HPVDNA 的

copy number '以了解是否是血球中有較高之 HPVDNA 的 copy

number 才可能成染至肺組織。因此血球中能偵測到較高之HPV 的

成染，並不表示有能力成染至肺組織。而在非癌症控制組之比較，

發現血球中 HPV 16118 的成染率 (HPV 16: HPV 悶= 12.6%: 

5.1%)低於肺組織中的感染率(間V 16: HPV 18 =“ .0%: 
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11.7%) ，且肺組織 HPV 18 成染率比血液中高 6%。因此推測 HPV

18 對肺組織可能有特異的組織趨向。另一方面，血球及肺腫瘤組

織中 HPV 成染率有比差異，可能是因為兩群患者其臨床鹿子具有

差異性，分析兩群患者之臨床因子發現 (Table 15) ，在樣本數、年

齡、性別、抽菸習慣及腫瘤形式的差異不大，僅在腫瘤期別上有

差異，先前研究的族群並不含有第四期的患者，而本研究有將近

一半的肺癌患者是第四期患者 (42.9%) ，有可能因肺癌晚期兔疫力

下降，使血球中的 HPV 16 成染率增加。

二、比較不同偵測 HPV 的方法

目前常用來偵測 HPV 的方法包括南方墨點法 (southem blot) 、房、

千立雜交法 (in situ hybridization:ISH) 、 Dot blot 、 PCR (polymerase 

chain reaction)及酵素免疫結合吸的法 (ELISA) 。在臨床上的檢

查，大多是用 ELISA 的方式來偵測血清中的抗麓，其主要偵測對

象為針對王王PV 的 L1 、 L2 、 E6 及 E7 蛋白的抗麓，用來顯示

過去 HPV 的曾經成染或現行成染 (Galloway et al., 1992) 。因為

HPV 的分型主要是依據 DNA 的相似性，但目前血清學的分析只

能偵測少數幾型來作特異的分型，其他分型無法用血清學分析來

區分，且無法斷定病人體內是否有正王PV 病毒繼續存在。 Southem
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blot 及的虹的實驗方法並不經由增幅的步驟，而是直接偵測檢體

或細胞中的 HPVDNA 。雖然此兩種實驗方法有較高的特異性，

但其敏成度比 PCR 來得差，例如 Southem blot 的實驗方法需要大

量的 DNA(>10μg) 。由於 PCR 的實驗是經過增幅的步驟，所以僅

需少量的 DNA '有很高的敏成度及特異性，其敏成度比其他，未

經由增幅的方法高二至三倍 (Schiffman et al., 1995) 。且 PCR 的方

法快速、筒單且較便宜。目前常用來偵淚~ HPVDNA 的引子包括

位於 HPV 基因上的 late region (L 1 consensus,L 1 specific) 、 early

region (E6，E7) 及 URR (Long control region)等三種。在先前比較

正常及不正常的子宮頸抹片中 HPV 的感染率的研究中，發現偵測

的、 E7 及師基目的引子的檢測率低於偵測 Ll 基因的手!子，

推測可能是在生獲道腫瘤中 HPV 早期基因易發生變異，或因

HPV 基因發生嶽入，而影響巨6 、 E7 基因檢測率的準確性 (Tiemey

et al., 1993) 。因此本研究室選擇..L.Lconsensus 來做 PCR 的引子。

在過去有關 HPV 的偵測方法包括 nested中CR'ISH 及 southem blot 

等，由於不同實驗方法之敏是主度差異極大，因此所測得的成染率

亦有所差異。即使以相同方法偵測 HPVDNA' 因為檢體取得及準

備方式不同，亦會使得研究結果不盡相同。本研究室之前的研究

以 nested-PCR 及 ISH 兩種方法偵測肺腫瘤組之中 HPV16 及 HPV
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闊的成染率，發現兩種方法具有很好的一致性 (HPV 16 : 73.30/0 ; 

HPV 18 : 85.8%) (Cheng et al., 2001) 。由於本研究所採用的檢體為

血球，血球內戶牙含的 HPV 病毒 DNA 的 copy number 可能不及腫

瘤組織內所合，因此本研究選擇以敏是長度較高的 nested-PCR 來偵

測血球中的 E王PVDNA' 以期可準確偵測每一檢體是否有 E王PV 的

感染。

三、血球中 HPV 16 成奈與腫瘤形式及腫瘤期別之相關性

由 HPV 成染與臨床廚子分析中發現 'HPV 而是說染與腫瘤形式及

腫瘤期別有顯著的差異。本研究發現在肺腺癌患者之血球中，可

以測到 HPV 16/18 DNA 且其成染率分別為 55.6% 及 32.2% '與

本研究室之請研究肺腫瘤組織中 HPV成染 (Cheng et 泣， 2001) 做

一比較，發現兩種檢體均以肺腺癌有較高之 HPV 成染率。雖有肺

癌研究指出肺鱗狀上皮細胞痞組織中有高達 79% 的志者有 HPV

的成染 (Hirayasu et al., 1996) 0 但 Miyagi et al. (2000) 的研究發現

HPV 在肺鱗狀上皮細胞癌的成染率有逐年下降的趨勢，由 1993 年

的 79% 下降至 1998 年的 24% 0 Kinoshita et 泣， (1 995)的研究報告

指出在肺腺癌中也可以測到 HPV DNA 的存在，且成染率與肺鱗

狀土皮細胞癌相當接近(肺腺瘤， 9%;肺鱗狀上皮細胞癌， 10%) , 
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Thomas 等人的研究結果發現在肺腺癌及鱗狀上皮痞混合的肺癌

患者 HPV 的成染率高達 78.3% '且在其鄰近之腺癌細胞及鱗狀土

皮癌細胞均可測到 HPV (Tsuhako et al., 1998) 0 在子宮頸癌方面，

Tenti et al可(1 998) 的研究也發現子宮頸腺癌志者有 70% 成染

HPV 16/18 '比子宮頸鱗狀上皮細胞癌成染率高。但在過去的子宮

頸癌研究中發現， 80% 以上的鱗狀上皮細胞癌有王王PV 成染，在腺

細胞癌中也有 50% 的感染率(Nagai et al., 2001 ; Iwamasa et al., 

2001 ; Hirayasu et al., 1996 ; Madeleine et 泣， 2001 )。在本研究室的

研究皆發現肺腺癌志者 E王PV 成染率比肺鱗狀上皮細胞癌患者

高。也可能是由於肺腫瘤組織中可以測到 HPV 戚染者大部分是女

性患者，而這些女性肺癌息者中有超過 70% 是肺腺癌所致。然

而， HPV 16118 成染在肺腺癌形成過程扮演的角色，仍需進一步

研究。

在腫瘤期別分析中發現，晚期的肺癌患者 HPV~ 染率比早期肺、

癌患者高，這可能與肺癌末期之免疫力下降有闕，晚期之肺癌患

者在治療時除外科手術外常合併化學治療。而這些抗癌藥劑亦會

使細胞之兔疫力下降，西此可能增加 HPV 的成染。
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四、肺癌患者 HPV 成染之可能路徑

過去有關肺癌與 HPV ~主染的研究發現，在美國、法國及德國的肺

癌病患肺腫瘤組之中的 HPV 成染率相當低，甚至沒有成染(Maisko

et al., 2001 ; Clavel et al., 2000; Bohlmeyer et al., 1998; Yousem et al., 

1992 ; Thomas et al., 1995) 。但在挪威、日本及本實驗室的研究發

現，肺痞患者之肺腫瘤組織有較高之成染率，且在挪威及日本這

兩個國家之女性肺癌患者有 80% 有子宮頸病變病史。而本實驗室

先前研究的女性肺癌患者大部分不具有子宮頸病變的病史，但其

肺腫瘤組織仍有高達 40% 的 HPV 成染率。雖然目前本研究僅收

集到的位女性肺癌患者的子宮頸抹片檢禮，經細胞室的細胞學檢

查發現其子宮頸抹片檢查皆正常，但同時採集的子宮頸細胞卻可

偵測到 80% 有 HPV ~長染。因此子宮頸即使沒有發生病變亦可能

有 HPV 的成染。由 Kjaer 等人 (2001) 的研究發現， 97 位未發生

性行為的女性其子宮頸 HPV 成染率為 1.5% '經兩年後，有的位

女性發生過性行為，其子宮頸 HPV ~長染率提高至 35.4% 0 過去許

多流行病學的研究均指出，高危險型 HPV 是藉由性行為傳染

(Thomas et 泣， 2001 ;眠jaer et 泣， 2001 ; Buchanan et 泣， 2001) 。另

外，有研究分析高危險型及低危險型 HPV 在學生族群之成染途徑

時發現，高危險型之 E王PV 之豆豆染與性行為有闕，但低危險型則無
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關。 Thomas 等人 (2001) 發現從事性工作之女性，有較高之高危

險型 HPV 成染率。 Olatunbosun 等人 (2001)發現曾經或現在正成

染 HPV 者有 53% (24/45) 可在其精子中測到 HPVDNA 的存在，

而沒有成染 HPV 之控制組之精子中 HPV 的成染率僅有 8% 。因此

男性可能藉由性行為將 HPV 成染給女性。由於本研究之肺癌患者

全部是已婚者，因此推測台灣女性肺癌患者之子宮頸成染高危險

型 HPV 16/1 8 可能主要經由性行為成染，而散播至血液，繼而經

血球籍血液循環成染肺臟組織。

近幾年研究發現 'HPV 亦和其他許多人類癌症有闕，例如子宮頸

癌、頭頸癌、喉癌、食道癌、膀就癌和結直腸癌等。在頭頸癌中，

HPV 豆豆染率由 9% - 91% 不等(Table 1) 。在正常人之口腔中 HPV

的成染率由 1-60% 不等(Mckaig et al., 1998) 。因此 HPV 易成染黏

朕細胞，所以容易成染子宮頸及口腔，造成子宮頸痞及頭頭癌。

但膀就、結直腸、肺癌中的 HPV 又是如何成染呢?在本研究室

另外研究已發現 HPV 會成染血球(取自本實驗室鄭雅文博士的

實驗結果) ，因此推論內臟器官中的 HPV 可能是自於子宮頸、口腔

或呼吸道之成染，再經由血液循環中的血球而成染。
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五、血液循環中 HPV 成染與肺癌之相關性

在本研究的 HPV 18 單獨裁染與肺癌危險性之分析中發現，抽菸者

的肺癌罹患危險性是非抽菸者的 2.08 倍，比較抽菸者與非抽菸者

是主染高危險型 HPV 罹患肺癌的危險性時發現，不抽菸者成染 HPV

16 罹患肺癌的危險性是未成呆 E王PV 16 的 9.24倍(95% CI = 4-19.衍，

P < 0.0001) ，成染 HPV 18 罹患肺癌的危險性是未成染 E王PV 18 的

6.18 倍 (95% CI = 2 .40-的.紗， P = 0.0002) 。在抽菸者中，成染 HPV

16 罹患肺癌的危險性是未成染 HPV 16 的 4.06 倍 (95% CI = 

1. 79-9.泊， P=0.0008) ，成染 HPV 18 罹患肺瘤的危險性是未成染

E王PV 18 的 20.18 倍 (95 %% CI = 4.38-92.92, P=O.OOOI) 。顯然抽菸

會協力增強 E王PV 18 成染引起肺癌之危險性。過去研究發現，在抽

菸婦女的子宮頸分泌物中有高量的香煙成分(Schiffinan et al., 

1987) ，其造成子宮頭細胞突變的活性與肺臟組織相似(Phillips and 

Nishe, 1993) ，且在動物模式中發現，受 HPV 18 轉型的人類包皮

角質細胞暴露於 N-methyl-N-nitrosourea 和

12-0-tetradecanoylphorbol-13 acetate 之後，將細胞打入裸鼠中，可

誘發腫瘤形成 (Garrett et al. , 1993) 。因此，推論香菸及 HPV 為共

向致病因子。
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每喝喝

先前研究腫瘤生物標記都專注於分析和癌症有關的基因改變

(genetic altemation) ;像是致癌基茵 (oncogene) 、腫瘤抑制基因

(tumor suppressor gene)及微小衛星序列 (microsatellite DNA 

sequence) (Gocke et 泣， 2000 ; Kopreski et 泣，2000) 。目前已有研究

發現和腫瘤有關的基因標記，例女口 p53 '但這些標記僅與腫瘤發

生率相關，卻不一定會引起腫瘤形成。以上之分析皆利用過邊血

液來當做研究對象其原因是基於檢體取得方便。目前已有研究發

現血液循環中的病毒 DNA 可做為腫瘤的生物標記，例如與鼻咽癌

發生有關的 EB 病毒，和子宮頸癌形成有關的 HPV 。有研究利用

定量 PCR (real-time quantitative PCR)可測得大於 90%的鼻回國癌病

人其血漿中有 EB 病毒 (Epstein-Barr virus) ，此研究結果在診斷及

監測鼻口自癌上被證明是完全可靠的 (Lo et a1., 1999 & 2000) 。而在

子宮頸癌患者的血清及血漿中卻僅發現少量 E王PVDNA' 但在血球

的 HPV 成染率則有 32.0% - 92 .3% (Table 4) (Liu et al., 2001 ; 

Capone et 此， 2000 ; Dong et al., 2002) 。但上述之研究是萃取血蓋

亞NA 來偵測，並沒有足夠的證據證實 E封V存在於血球中。本研

究室則更進一步利用原位技術- ISPCR藍藍班里VDNA確囊存本

於血球(取自本實驗室鄭雅文博士的實驗結果) ，且本研究利用

nested-PCR 偵測 149 位肺癌患者及 175 位非癌症控制組血球中

49 



HPV 的成染率，發現同時成染 E王PV 16 及 HPV18 罹患肺癌的危險

性高達 38.52 倍。因此血球申 HPV 感染在肺瘖之預防上可當做重

要的指標。

去﹒、￡去主~
r 、 'l~-\...I Vm.l 

由本研究結果得知，肺癌患者比非痞症控制組血球中 E王PV ~染

率高，且同時成染 E王PV 16/18 者罹患肺癌的危險性比未成染者高

38.52 倍，因此血球中 HPV J.氫染在肺癌之預防上可當做重要的指

標。且由 nested-PCR 及 ISPCR 結果發現， HPV 成染於血球細

胞。且在女性肺癌患者子宮頸抹片亦發現 E王PV 16 成奈，自此推

論女性肺癌患者肺腫瘤組織 HPV 16 成染，是由於子宮頸成染

HPV 時，而散播至血液循環，再經由血球成染肺組織。
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捌、表與閻

Table 1. Summary of HPV infection rates in various tumors by different detection techniques. 

Tumors Patients no. Positive % Methods Patients Group References 

Bronchial carcínoma 34 4 1l.8 PCR China Zhang et al., 1995 

Bronchial carcinoma 38 。 。 ISH,PCR German Welt et al., 1997 

Bronchial carcinoma 185 5 2.7 Hybrid Capture II assay France Clavel et al., 2000 

Esophageal carcinoma 72 15 20.8 SB Japan Shibagaki et al., 1995 

Esophageal carcinoma 123 37 30 .1 ISH Japan Takahashi et al., 1998 

Esophageal carcinoma 34 9 26.4 PCR German Donna et a1., 1999 

29 10 34.5 PCR China 

Esophageal carcinoma 75 17 22.7 PCR Japan Kawaguchi et 泣， 2000

Esophageal carcinoma 103 6 5.8 ISH Fíland Chang et al., 2000 

101 17 16.8 PCR 

Esophageal carcinoma 206 82 39.8 ISH China Tao et al., 2001 

206 124 60 .2 PCR 

Bladder cancer 65 34 52.8 PCR China Yu et al., 1993 

Bladder cancer 46 23 50.0 PCR Italy Agliano et al., 1994 

Bladder cancer 55 。 。 PCR UK Boucher et al., 1996 

Bladder cancer 42 2 4.8 PCR Turkey Tekin et al., 1999 

Bladder cancer 43 17 39.5 ISH Italy De et al., 1999 

Bladder cancer 187 16 8.5 PCR Canada Simoneau et al., 1999 

Bladder cancer 52 19 36.5 NISH China Yu et al., 1999 

Bladder cancer 50 23 46.0 ISH Egypt Khaled et al., 2001 

Bladder cancer 16 。 。 ISH Nether1ands Westeriend et al., 2001 

Blad吐er cancer 91 。 。 ISH South Africa Sur et al., 2001 

Head and neck cancer 98 23 23 PCR Japan Mineta et al., 1998 
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Table 1. Continued. 

τumors Patients no. Positive % 孔1ethods Patients Group References 

Head and neck cancer 74 12 16.2 PCR Japan Nishioka et al., 1999 

Head and neck cancer 154 20 13 NPCR Greece Gorgoulis et al., 1999 

Head and neck cancer 253 62 25 PCR USA Gillison et al., 2000 

Head and neck cancer 53 48 91 NPCR Greece Bouda et al., 2000 

Head and neck cancer 23 10 43.5 Hybrid Capture II Assay Japan Makowskaet 祉， 2001

Head and neck cancer 160 15 9 PCR Europe Morket 祉， 2001

OSCC 28 14 50 PCR UK Elamin et al., 1998 

OSCC 45 22 48.9 PCR China Minauaer et 此， 2001

Laryngeal cancer 44 11 25 PCR USA Smith et 泣， 2000

Laryngeal cancer 42 15 35.7 PCR Italy Almadori et 泣， 2001

Colorectal cancer 50 。 。 PCR USA Shah et al., 1992 

Colorectal carcinomas 107 48 44.9 PCR,SB Taiwan Cheng et al., 1995 

Coloretal Adenomas 109 31 28 PCR,SB Taiwan Cheng et al., 1995 

Colorretal cancer 19 16 84 PCR Taiwan Lee et 2001 

The abbreviations used in this table are: 

OSCC:oral squamous cell carcinoma 

PCR:polymerase chain reaction 

的曰:in situ hybridization 

NISH:non-isotope in situ hybridization 

SB:southern blot 
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Table 2. Summary of HPV prevalence in Pap smears from Taiwanese women with different diseases. 

Case no. Positive % 
Cervical cancer 

43 31 72 
45 24 53.3 

40 28 70 

69 22 31.9 

85 52 61.2 

30 21 70 
15 l3 86.7 
35 18 51.4 

C卦4 日， III and 
Cervìcal cancer 

48 92 
CINI 

40 54 
Condyloma 

15 12 80 

The abbreviations used in this table are: 

PCR:polymerase chain reaction 

ISPCR:in situ PCR 

SB:southem blot 

Control no. 

80 

12 

12 

261 

289 

Postive % Method References 

PCR Chen et al., 1993 

ISH Tseng et al., 1996 

PCR Hsu et al., 1997 

PCR Lee et al., 1997 

ISPCR Shyu et al.,200 1 
17 21 Hybrìde II capture assay Sun et al.,2002 

。 。 PCR Pao et al.,1997 

。 。 PCR Pao et al.,1 999 

9 PCR Liaw et al., 1995 

36 12.5 SB Tsao et al., 1994 
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Table 3. Su口llllary of1王PV DNA detection in lung cancer 企om different 

studies by different detection techniques. 

Study Detetion Patient Positive (0/0) References 

locations methods no. 

Filand ISH 131 12 9.2 Syrjanen et 泣， 1989 

France ISH 43 7 16 Bejui-Thivolet et al., 1990 

Beijing PCR 49 7 14.2 Xing et al., 1993 

Gerrnany PCR 85 。 。 Shamanin et al., 1994 

Japan PCR 47 。 。 Szabo etal ., 1994 

Beijing PCR 49 7 14.2 Liu et al., 1994 
ISH 49 5 10.2 

Japan PCR 36 3 8 Kinoshita et al., 1995 

Japan PCR 8 12.5 Sagawa et al., 1995 

UK PCR 66 6 9.1 AI-Ghamdi et al., 1995 

Beijin PCR 34 4 12 Zhang et al., 1995 

France PCR 31 5 16 Thomas et al., 1995 

Filand ISH 22 8 36 Nuorva et al., 1995 

Beijing PCR 40 20 50 Da et al., 1996 

Finland PCR 43 13 30 Soini et al可 1996

Okinawa PCR 79 Hirayasu et al., 1996 
NISH 53 

Niigata PCR 30 
NISH 20 

France PCR 28 4 14.3 Thomas et al., 1996 
Gerrnany PCR,ISH 38 。 。 Weit et al., 1996 

Okinawa PCR 79 Nakazato et 泣， 1997

USA PCR 34 2 5.9 Bohlmeyer et al., 1998 

Greece ISH 29 11 39.4 Papadopoulo et al., 1998 
Okinawa NIS缸，PCR 23 18 78.3 Tsuhako et al., 1998 
France Hybrid 185 5 2.7 Clavel et al., 2000 

Capture II assay 

Okinawa PCR 41 25 80 Iwamasa et al., 2000 
Poland PCR 40 4 10 Miasko et al., 2001 
Okinawa PCR,NISH 59 29 49.2 Miyagi et al叮 2001

Taiwan PCR,NISH 141 77 54.6 Cheng et a1., 2001 
Turkey NISH 26 3 11.5 Kayaet 泣， 2001

The abbreviations used in this table are: PCR:polymerase chain reaction 

ISH:in situ hybridization NISH:nonisotpoe in situ hybridization 
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Table 4. Summary ofHPV prevalence in peripheral blood from different studies. 

Case no. Samples Positive (N) % Methods Locations References 

Cervical cancer 

25 blood cell 8 32.0 PCR-DNA Taiwan Pao et al., 1991 

15 blood cell 12 92.3 PCR個E6mRNA Taiwan Pao et al., 1997 

Healthy donor 

42 blood cell 。 。 PCR凶DNA England Jalal et al., 1992 

Condyloma Acurcinata 

12 blood cell 11 91.7 PCR-DNA Poland Karas et al., 1998 

Common warts 

6 blood cell 。 。 PCR-DNA Poland Karas et al., 1998 

Healthy donor 

12 blood cell 。 。 PCR-DNA Poland Karas et al叮 1998

Cervical cancer 

60 serum 12 20 PCR-DNA HongKong Liu et al., 2001 

HNSCC 

65 serum 。 。 PCR-DNA USA Capone et al., 2000 
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Table 4. Continued. 

Case no. Samples Positive % Methods Locations References 

Cervical cancer 

175 plasrna 11 6.9 PCR-DNA USA Dong et al., 2002 

Carcinorna in situ 

57 plasrna 1.8 PCR-DNA USA Dong et al., 2002 

Healthy donor 

60 plasrna 1.7 PCR-DNA USA Dong et al., 2002 

The abbreviations used in this table are: 

HNSCC: head and neck squarnous cell carcinorna 

PCR:polyrnerase chain reaction 
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Table 5. Characteristics and clinical parameters oflung cancer patients 
enrolled in this study. 

Characteristics Lung cancer patients % 

Total no. of patients 
Age (mean 士 SD)

<67 
;三 67

Range 
Gender 

Female 
孔1ale

Smoking status 
No 
Yes 

Tumortype 
AD 
SQ 

Tumor stage 

II 
III 
IV 

149 
63.68士12.20

73 
76 

32-89 

49.00 
51.00 

59 
90 

39.60 
60.40 

4
.
弓
d

勻
/
勻
/

49.66 
50.34 

90 
59 

60.40 
39.60 

6544 
勻
中

1
i
4
.
f
o

17.45 
10.07 
29.53 
42.95 

AD : Adenocarcinoma 
SQ : Squamous cell carcinoma 
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Table 6. Characteristics of noncancer controls enrolled in this study. 

Characteristi cs 

Total no. of patients 
Age (mean 士 SD)

<67 
美三 67

Range 
Gender 

Female 
h在ale

Smoking status 
No 
Yes 

Noncancer controls 

175 
65.73土9.65

82 

76 

93 
38-92 

79 
96 

107 
68 

% 

46.86 
53.14 

45.14 
54.86 

61.14 
38.86 



Tab1e 7. Comparison of the characteristics between case and control 
subjects. 

Lung cancer cases Noncancer controls 
Parameter (n = 149) (n=175) P 

Age (mean 士 SD) 64.68士12 .20 65.73士9.65 0.388 

Gender 
Female 59 79 
Male 90 96 0.3 14 

Smoking status 
No 77 107 
Yes 75 68 0.038 

Tumortype 
AD 90 
SQ 59 

Tumor stage 

1, II 41 

III, IV 108 

The difference of age between lung cancer cases and noncancer controls 
was ca1culated by Wi1coxon rank sums test. The other status differences 
were ca1culated by l test. 
AD: Adenocarcinoma, SQ: Squamous cell carcinoma 
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Table 8. Comparison between the HPV prevalences in peripheral blood 
samples of lung cancer patients and noncancer controls. 

HPVtype 

E王PV 16 

Positive 

Negative 

HPV 18 

Positive 

Negative 

Lung cancer cases 
(n = 149) (%) 

78 (52 .4) 

71 (47.7) 

46 (30.9) 

103 (69.1) 

X 2 test was used for statistical analysis. 

78 

Noncancer controls 
(n=175)(%) 

22 (1 2.6) 

153 (87.4) 

9(5.1) 

166 (94.9) 

P 

<0.001 

<0.001 

ζ 曳

e 



Table 9. Relationships between HPV DNA detected in peripher泣 blood 企om

lung cancer patients and clinico-pathological parameters. 

rA e 
"4a 

•• 

oe -mhm nm T
E
A

、
1

CF 

E王PV 16 HPV 18 

Positive Negative Positive Negative 
(n=71) (%) (n=78) (%) (n=46) (%) (n=103) (%) P 

Age (n=149) 
<67 (n=73) 

迋 67 (n=76) 

P 
Gender (n=149) 

Female (n=59) 
Male (n=90) 
P 

33 (45.2) 40 (54.8) 12 (1 6.4) 61 (83.6) 0.715 

38 (50.6) 38 (49.4) 34 (42.4) 42 (57.6) 0.166 

0.558 0.001 

34 (57.6) 25 (42 .4) 15 (25 .4) 44 (74.6) 0.042 
37(41. 1) 53(58.9) 31 (34.4) 59 (65.6) 0.571 

0.048 0.244 
Smoking status (n=149) 

No (n=74) 40(54.1) 34(45.9) 29 (28 .4) 61 (7 1.6) 0.737 
Yes (n=75) 31 (41. 3) 44 (58.7) 25 (33.3) 50 (66.7) 0.068 
P 0.120 0.513 

Tumortype (n-149) 
AD (n=90) 50 (55.6) 40 (44.4) 29 (32.2) 61 (67.8) 0.026 
SQ (n=59) 21 (35.6) 38 (64.4) 17 (28.8) 42 (71.2) 0.528 
P 0.017 0.660 

Tumor stage (n= 149) 
I 、立 (n=41) 12 (29.3) 29 (70.7) 11 (26.8) 30 (73.2) 0.865 
盟、 IV (n=108) 59 (54.6) 49 (45 .4) 35 (32 .4) 86 (67.6) 0.109 

P 0.006 0.510 

χ2 test was used for statistical analysis. 
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Table 10. HPV DNA detected in peripheral blood 企om noncancer controls 
with different of age, gender and smoking status. 

HPV 16 E王PV 18 

Parameter 
Positive Negative Positive Negative 

(n=22) (%)(n=153) (%) (n=9) (%) (n=166) (%) P 

、
E

，
/

I
F
'
，

1
/

句
3

529 
句
f
o
o
z

---n 
一-
n
i

丸

，n
、
i
t
7
，

/
t

勻
川
!
后
U

心
叫
咱
這
一
P

16 (1 9.5) 66 (80.5) 5 (6.1) 77 (93.9) 0.855 

6 (6.5) 87 (93.5) 4 (4.3) 89 (95.7) 0.591 

0.009 0.391 

Gender (n=175) 
Female (n=79) 
Male (n=96) 
P 

7 (8.9) 72 (9 1.1) 
15 (15.6) 81 (84.4) 

0.179 

3 (3.8) 76 (96.2) 0.582 
6 (6.2) 90 (93.8) 0.919 

0.322 

Smoking status (n=175) 
No (n=107) 12 (1 1.2) 95 (88.8) 
Yes (n=68) 10 (1 4.7) 58 (85.3) 
P 0.497 

7(6.5) 100(93.5) 0.331 
2 (2.9) 36 (52.9) 0.351 

0.554 

80 



Table 11. Multivariate logistic regression analysis of the risk of HPV prevalence in peripheral blood, age, gender, and 
smoki均 status ofh時 cancer paite過

Variables Group unfavorable/Favorable OR(95%CI) P 

HPV 話， 18 +1翱 38.52 (5 .1 5輛288.17) 0.0004 

Age 這671<67 0.72 (0 .45- 1.16) 0.1 808 

Gender Male/Female 1.03 (0 .3 1-2.00) 0.9318 

Smoking status Yes亦有。 1.54 (0.81-2.96) 0.1898 

1. The OR oflung cancer incidence for HPV 16 DNA alone in peripheral blood was 6.51 (95% CI 3.73-1 1.38) 
2. The ORs of lung cancer incidence for HPV 18 DNA alone in per句heral blood and smoking status were 9.23 (95% CI 

4.25-20.04) and 2.08 (95% CI 1.05-4.11), respectively. 
3. The medium of age of patients was 67 years old. 
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Table 12. Correlation ofthe 1王PV infection between peripheral blood and 
lung tumors in lung cancer patients. 

HPV DNA in blood 
(n = 70) 

HPVDNA 
in tumors (n = 70) Positive Negative P 

HPV 16 (n = 35) (%) (n = 35) (%) 

Positive (n = 30) 22 (62.9) 8 (22.9) 

Negative (n = 40) 13 (37.1) 27 (77.1) 0.001 

HPV 18 (n = 25) (%) (n = 45) (%) 

Positive (n = 13) 2 (8) 11 (24.4) 

Negative (n = 57) 23 (92) 34 (75.6) 0.093 

X 2 test was used for statistical analysis. 
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Table 13. Correlation of the HPV infection between peripheral blood 
and Pap smear in lung cancer patients. 

E王PV DNA in blood 
(n = 15) 

HPVDNAin 
Pap smear (n = 15) Positive Negative 

HPV 16 (n = 12) (%) (n=3)(%) 

Positive (n = 12) 11 (9 1.7) 1 (33.3) 

Negative (n = 3) 1 (8.3) 2 (66.7) 

P 

0.022 

HPV 18 (n = 3) (%) (n = 12) (%) 

Positive (n = 0) 、
‘E
F
'

A
υ
 

/-t 
h
υ
 

、
‘
，
/

AV 
J
a
s
z、

A
υ
 

Negative (n = 15) 3 (1 00) 12 (1 00) ND 

χ2 test was used for statistical analysis. 

ND: not determined 
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Table 14. Correlation ofthe 1王PV DNA and E6 mRNA in lung cancer 
patíents. 

HPVDNA 
(n = 62) 

HPV E6 mRNA(n = 62) Positive Negative P 

HPV 16 (n = 54) (%) (n = 8) (%) 

Positive (n = 39) 39 (72.2) 、
、
‘
'
，
'
，

A
υ
 

J' 
•• 

電
、
、

AU 

Negative (n = 23) 15 (27.8) 8 (1 00) <0.001 

HPV 18 (n = 12) (%) (n = 50) (%) 

Positive (n = 0) 、
‘E
'
/

AV /tk AU 
、
塾
，
/

A
υ
 

/sat 
A
υ
 

Negative (n = 62) 12 (100) 50 (1 00) ND 

X 2 test was used for statistical analysis. 

ND: not determined 
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Table 15. The differences in characteristics of study subjects in present and 
previous study. 

Characteristi cs Present Study (%) Previous Study (%) 

Total no. of patients 149 141 
Age (mean 士 SD) 63.68士12.20 63.02土9.61

Gender 
Female 59 (39.6) 45 (31.9) 
Male 90 (60.4) 96 (68.1) 

Smoking status 
No 74 (49.7) 78 (55 .3) 
Yes 75 (50.3) 63 (44.7) 

Tumortype 
AD 90 (60.4) 83 (58.9) 
SQ 59 (39.6) 58 (41.1) 

Tumor stage 
26 (1 7.5) 46 (32.6) 

II 15 (1 0.1) 42 (29.8) 
III 44 (29.5) 53 (37.6) 
IV 64 (42.9) 

AD : Adenocarcinoma 
SQ : Squamous cel1 carcinoma 
Sample type in this study: peripheral blood 
Sample type in the previous study: lung tumor tissue 
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(A)HPV 16 

(B)HPV 18 

扣一 \ 

f 曰:做叫.吟詩;其紋路詩詞語• 
• 斗志主-已山川\ι 之三.. 三三心三-三三三三I言I

M N 12345 678 

‘一 223 bp 

等一 193 bp 

‘一- 253 bp 

Fig. 4. Representatives of positive and negative HPV 16 (A) and 1王PV 18 倍)

DNA detected by nested-PCR in peripheral blood of lung cancer patients 
(Lanes 3-8). M, 100-bp ladder DNA marker. Lane 1, positive control; DNA of 
SiHa (Lane 1) or HeLa (Lane 2) cellline served as positive control for HPV 
16 an往時， repectively. N, negative control, the DNA template was repJaced by 
distilled water. ß-actin served as an intemal control with an expected size of 
253 bp. r-
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(A) HPV16 

(B)HPV18 

Fig. 5. Aportion ofHPV 16/1 8 DNAsequence analyzed by an autosequencer. 
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Fig. 6. Representatives ofnegative and positive ISPCR resu1ts for HPV 16/1 8 
DNA detection in blood cells. (A) a negative con甘仗， (B) CaSki cells (HPV 16 
positive), (C) blood cells- of a HPV呵positive lung cancer patient (200x), (D) 
blood cells of a HPV“ positive lung cancer patient (400x) (Dr. Cheng Ya-Wen, 
personal communication). 
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(A)HPV 16 in peripheral blood 
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(B)HPV 18 垣 peripheral blood 
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(C)HPV 16 in Iung tissue 

M N P 12345 

(D)HPV 18 姐 lung tÌssue 

MN P 12345 

等一 223 bp 

.- ß-actin 

嚕一 193 bp 

.- ß-actin 

等一 223 bp 

.- ß-actin 

193 bp 

ß-actin 

Fig. 7. Representatives ofpositive and negative HPV 16 (A,C) and HPV 18 
(B,D) DNA detected by nesteιPCR in peripheral bl∞往拍d lung tissue of lung 
cancer patients (Lanes 1-5). M, 100-bp ladder DNA marker. P, positive 
control ;DNA of SiHa or HeLa cellline served as positive control for 1王PV 16 
an往時， repectively. N , negative control, the DNA template was distilled 
water.ß-actin served as intemal control with an expected size of253 bp. 
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(A)HPV 16 血 blood

每一 223 bp 

鸝體盤盤轟轟轟鸝 +- ß-actin 

MN P 12345 

(B)HPV 18 in blood 

等一 193 bp 

+一 β-actin
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(C)HPV 16 in Pap smear 

每一 223 bp 

+一科actin

M N P 12345 

(D)HPV 18 垣 Pap smear 

等一 193 bp 

等一。-actin

M N P 12345 

Fig. 8. Representatives of positive and negative HPV 16 (A,C) and HPV 18 
(B,D) DNA detected by nesteιPCR in peripheral blood and Pap smear of 
female lung cancer patients (Lanes 1 開5). M, 100個bp ladder DNA marker. P, 
positive control ;DNA of SiHa or HeLa cellline served as positive control for 
HPV 16 and 18 , repectively. N , negative control, the DNA template was 
distilled water.βactin served as a intemal control with an expected size 253 bp. 
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(A)王玉PV 16E6 mRNA 

等一 422 bp 

+- GAPDH 

M N P 12345 

(B)HPV 18 E6 mRNA 

+- 160 bp 

哼一 GAPDH

M N P 12345 

Fig. 9. Representatives ofpositive and negative HPV 16 E6 mRNA(A) and 
HPV 18 E6 mRNA(B) detected by nested-PCR in peripheral blood oflung 
cancer patients (Lanes 1-5). M, 100闖bp ladder DNA marker. P, positive 
control ;cDNA of SiHa and HeLa cellline were served as positive cO!1trol for 
HPV 16 and HPV 18 E6 血RNA， repectively. N , negative control, the mRNA 
template was distilled water.GAPDH serves as internal con甘01 with an 
expected size of 452 bp. 
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玖、英文摘要

Lung cancer, with the incidence rate increasing at a steady rate eveηr 
year, is the leading cause of cancer death in Taiwan. Although cigarette 
smoking has been believed to be the major factors involved in lung 
carcinogenesis, most of female lung cancer patients in Taiwan were 
non-smokers. In our previous study, by looking at the prevalence rate of 
human papillomavirus (HPV), a powerful inactivator of p53 and close 
alliance to cervical cancer, in lung cancer patients, we have already 
revealed the association ofhuman papillomavirus 16/18 infection with 
lung cancer among non-smoking Taiwanese women (Cheng et al., 2001). 
In this study, we wanted to further study the transmission route ofHPV 
and assessed the feasibility of HPV DNA detection in the peripheral blood 
cells serving as a novel marker for lung cancer diagnosis. Nested PCR was 
employed to detect the presence of 1王PV viral DNA in peripheral blood 
cells of 149 lung cancer patients and 175 normal control subjects and the 
results showed that the prevalence rate ofHPV 16 and HPV 18 in the 
peripheral blood cells of lung cancer patients was significant1y higher that 
of control subjects (for HPV 話， 52.4% vs. 12.6%, P<0.0001; for 1王PV 悶，

30.9% vs. 5.1%, P<0.0001). Multivariate logistic regression analysis 
showed that individuals with HPV 16118 co-infection had a OR of38.52 of 
lung cancer compared to that of those with no HPV infection. The ORs of 
presence ofHPV 16 and 18 DNA in peripheral blood cells oflung cancer 
patients were as high as 6.51 (95% CI 3.73-1 1.38; P<O.OOOI) and 9.23 
(95% CI 4.25-20.04; P<0.0001), respectively, compared to 2.08 (95% CI 
1.05-4.11; P=0.0351) ofsmoking status. These results indicate that, not 
only for nonsmoking but also for smoking patients, the presence ofHPV 
type 16/1 8 DNA in the peripheral blood cells may serve as a convenient 
risk biomarker of lung cancer. In another study, we already employed 
ISPCR (In situ PCR) to detect the presence ofHPV DNA and the results 
showed that HPV DNA is indeed detectable in blood cells. Since the major 
infected target of HPV 16118 is cervix and bloodstream is the only 
connection between lung tissue and cervix, we therefore hypothesized that 
E王PV 16/18 Ínfection detected in lung cancer tissues may be originated at 
cervix and then spread to lung tissue via bloodstream. We employed 
nested-PCR to simultaneously detect the presence ofHPV in peripheral 
blood cells and lung tumor tissues of 70 1 
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showed that there is a approximately 70 % concordance between HPV 16 
DNA detection in peripheral blood cells and lung cancer tissue of lung 
cancer patients. However, the correlation, which was reached a statistical 
significance in the case of HPV 16 佇立0.001)， was not observed in the 
case ofHPV 18 (P=0.096). We also employed nested-PCR to 
simultaneously detect the presence ofHPV in peripheral blood cells and 
pap smears of 15 female lung cancer patients. The results showed that the 
concordance ofHPV 16 DNA being detected in peripheral blood cells and 
pap smear of lung cancer patients was approximately 86.7 %. The 
correlation in the case of 1王PV 16 was statistically significant (P=0.022). 
In conclusion, our present data clearly revealed a higher prevalence of 
HPV 16118 DNA in the peripheral blood cells of lung cancer patients and 
may act as a risk biomarker of lung cancer. Furthermore, HPV 16 infection 
in peripheral blood cells may originate from cervix, and then spread to 
lung tissue via bloodstream. 
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