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Abstract
AIM: To detect the infection rate of three high-
risk human papillomavirus (HPV) DNA gene 
subtypes (HPV18, 31 and 45E7) in Xinjiang 
Kazakh esophageal carcinoma and their 

association with esophageal carcinoma. 

METHODS: We detected HPV18, 31 and 45E7 
infections in 316 Kazakh esophageal carcinoma 
cases by polymerase chain reaction (PCR), and 
validated them by sequencing PCR products 
randomly selected from the 316 samples.

RESULTS: The positive rate of HPV18, 31 and 
45E7 in Kazakh esophageal carcinoma was 25.3% 
(80/316), 14.2% (45/316) and 7.3% (23/316), 
respectively. Genotype distribution had no cor-
relation with age or gender; however, there was 
a significant difference between moderate-to-
low-differentiation esophagus squamous cell 
carcinoma and high-differentiation esophagus 
squamous cell carcinoma with HPV18 infection 
(29.6% vs 17.7%, χ2 = 5.398, P < 0.05).

CONCLUSION: HPV18E7 infection may be 
important for the development of esophageal 
carcinoma and be associated with the degree of 
differentiation of Kazakh esophageal carcinoma. 
HPV31 and 45 are not important high-risk fac-
tors in the development of Kazakh esophageal 
carcinomas in Xinjiang province.

Key Words: Human papillomavirus; Esophageal car-
cinoma; Polymerase chain reaction; Kazakh
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摘要
目的: 探讨人乳头状病毒(HPV)18, 31, 45E7 3
个高危基因亚型在新疆哈萨克族(哈族)食管
癌中的感染率及其相关性. 

方法: 采用聚合酶链反应(PCR)技术检测HPV-
18, 31, 45E7基因在316例哈族食管癌中的感
染情况. 并随机抽取PCR产物进行测序来验证
PCR结果. 

结果: HPV18, 31和45E7基因亚型在食管癌中
阳性率分别为25.3%(80/316), 14.2%(45/316)和
7.3%(23/316), 其基因型分布与年龄、性别均

®

■背景资料
位于我国北部的
新疆哈萨克族(哈
族)是食管癌的高
发民族 ,  近年来 , 
与食管癌病因学
相关的致病因素
之一-微生物因素
特别是人乳头状
瘤病毒 (HPV)与
食管癌的相关性
逐渐引起人们的
重视 ,  目前对新
疆哈族食管癌与
HPV感染相关性
的研究较少. 
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无关. HPV31, 45E7基因阳性率在组织病理学
分级上无统计学意义. HPV18基因型分布在中
低分化食管鳞状细胞癌中的检出率明显高于
高分化食管鳞癌(29.6% vs  17.7%, χ2 = 5.398, 
P<0.05).

结论: HPV18型是新疆哈族食管癌的主要高
危亚型之一, 其基因型分布与食管癌分化程度
有关; HPV31, 45亚型可能不是新疆哈族食管
癌最主要的高危亚型.

关键词: 人乳头状瘤病毒; 食管癌; 聚合酶链式反
应; 哈萨克族
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0  引言

食管癌是常见的十大恶性肿瘤之一, 其发病率

有地理区域及民族、种族差异, 中国亦属于食

管癌高发国家. 位于中国北部的新疆哈萨克族

(哈族)是食管癌的高发民族, 其食管癌死亡率

达155.9/106, 高于我国平均水平15.23/106 [1]. 人
乳头状瘤病毒(HPV)经研究被认为是宫颈癌的

高危因素, 近年来又有研究者[2-3]提出HPV可能

是食管癌病因学的重要因素之一. 但其致瘤机

制尚未完全阐明. 不同的研究表明食管癌HPV
感染具有区域性 ,  民族差异性 ,  且感染率差

异很大. 据报道[2]HPV16, 18, 31, 45基因型是宫

颈癌的主要高危亚型中的4个, 我们实验室前期

曾检测HPV16型在新疆哈族食管癌中的感染率

(41%), 本研究采用PCR技术对新疆哈萨克族食

管癌患者HPV18, 31, 45感染情况进行检测和分

析.探讨HPV18, 31, 45亚型在哈族食管癌中所处

地位及与哈族食管癌病因学的相关性.

1  材料和方法

1.1 材料 1980/2005年收集的新疆维吾尔自治

区人民医院、伊犁州友谊医院、新华医院、

伊犁州奎屯医院的哈萨克族食管癌手术切除

的石蜡组织标本316例, 男188例, 女128例, 患病

年龄35-79(平均53)岁, 经40 g/L甲醛固定、石蜡

包埋, 做常规病理组织学诊断存档蜡块. 4 μm厚

蜡块1张做HE染色, 5-10 μm厚10张抽提DNA. 含
HPV18, 31, 45全长的质粒分别由德国癌症研究中

心Dr. zur Hausen博士, 美国马里兰州Digene公司

Attila Lorincz教授, 德国海德堡大学Ethel-Michele 

de Villers博士惠赠. 大肠杆菌菌株DH5α由本室

保存、提供. BioRadicyclePCR仪、BioRad凝胶

呈像仪、电泳仪等; 引物及PCR试剂均购自上海

Sangon公司. 引物序列参照文献[4], 引物由上海生

工生物工程公司合成, 引物序列如表1.
1.2 方法 所有食管癌均做常规HE染色, 由2名病

理学专家对HE染色切片进行组织学观察和复诊

并分型. 食管癌病理诊断标准参照《肿瘤病理学

分类》[5], 经光镜观察所有病例均为食管鳞状上

皮细胞癌(ESCC), 按WHO肿瘤组织学标准进行分

类: 高分化鳞癌113例, 中、低分化鳞癌203例.
1.2.1 DNA的制备 石蜡组织DNA的制备[6], 5-10
片5 µm厚石蜡包埋组织切片先经二甲苯、37℃
脱蜡3次, 每次3-4 h; 然后梯度酒精水化(1000 mL/L
乙醇30 min, 950 mL/L乙醇30 min, 750 mL/L乙
醇30 min, 1×PBS 10 min顺序水化). 再置于通

风厨内, 室温下过夜晾干. 采用直接裂解法制备

DNA: 根据标本量多少, 加入适量裂解液, 通常病

理标本加入500 µL, 再加入相应量的蛋白酶K(20 
g/L), 至终浓度为100 mg/L, 55℃震荡消化过夜

(中间可拿出混匀数次有助于消化彻底), 至消化

液清亮. 95℃, 10 min灭活蛋白酶K, 10 000 g室温

离心15 min，-20℃保存. 用DH5α进行细菌的转

化, 摇菌, 运用质粒抽提试剂盒提取HPV18, 31, 
45全长质粒DNA. 
1.2.2 P C R方法检测食管癌组织中β-g l o b i n, 
HPV18, 31, 45E7基因DNA 以β-globin的PCR作为

内对照, 检测DNA的质和量, 剔除β-globin PCR
结果阴性或弱阳性标本, 对质和量符合要求的

标本进一步行HPV PCR检测. 每一反应均设

阳性对照和阴性对照、空白对照 ;  阳性对照

以含HPV18, 31, 45全长质粒DNA为模板, 阴
性对照不加模板, 空白对照以水为模板; PCR
分别采用25 µ L, 40 µ L反应体系: β-g l o b i n
反应体系(25 µL): 10×PCR Buffe r 2.5 µL, 
MgCl2 1.5 µL, 10 mmol dNTP 0.5 µL, 25 µmol 
Primer For 0.8 µL, 25 µmol Primer Rev 0.8 µL, 
Taq DNA polymerase 0.3 µL, Template DNA 
2 µL, ddH2O 16.6 µL. HPV18, 31, 45反应体系

(40 µL): 10×PCR Buffer 4 µL, MgCl2 3.5 µL, 
10 mmol dNTP 0.8 µL, 25 µmol Primer For 
0.8 µL, 25 µmol Primer Rev 0.8 µL, Taq DNA 
polymerase 0.4 µL, Template DNA 2 µL, ddH2O 
27.7 µL. 将上述各成分加入0.2 mL的96孔PCR
反应排管中, 然后在PCR扩增仪上行如下反应: 
β-globin体系为94℃预变性5 min, 94℃变性30 
s, 60℃复性45 s, 72℃延伸60 s, 共35个循环, 然

■研发前沿
食管癌病因及发
病学机制至今尚
未完全阐明, 目前
认为这是相关环
境因素和遗传因
素共同作用的结
果 .  食管癌的病
因可归结为致癌
物活化或解毒作
用、DNA修复能
力、HPV感染和
其他已知或未知
因素产生的联合
作用. 国内外研究
结果表明高危型
HPV 感染与高发
区食管癌发生关
系密切.
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后72℃再延伸10 min. HPV18, 31, 45体系: 95℃
预变性2 min, 94℃变性40 s, 退火温度分别为

57℃, 57.2℃, 57.5℃复性40 s, 72℃延伸40 s, 
共40个循环, 然后72℃再延伸10 min. 取20 µL 
PCR产物于30 g/L琼脂糖凝胶、150 V电泳(0.5
×TBE), 25 min后在紫外线凝胶成像仪下观察

结果并拍照. PCR产物由上海基康生物技术公

司克隆、纯化并测序, 结果经BLAST基因服务

站进行同源性分析. 
统计学处理 用SPSS11.5软件进行χ2检验法.

2  结果

β-globin DNA和HPV18, 31, 45E7基因的DNA
样品经PCR扩增后分别产生210 bp目的片段和

104 bp, 100 bp, 97 bp产物(图1A-D). 经测序确

证是HPV18, 31, 45基因(图2A-C). HPV18, 31, 
45E7基因在哈族食管鳞癌病例中的检出率分

别为25.3%, 14.2%, 7.3%, 说明HPV18E7与哈族

食管鳞癌可能具有一定的相关性, HPV31, 45在
哈族食管鳞癌中具有一定的检出率, 但并不是

最主要的高危亚型. HPV18, 31, 45E7基因型分

布与年龄、性别均无关(P >0.05, 表2), HPV31, 
45E7基因阳性率在组织病理学分级上P 值分

别为0.169, 0.056均大于(P >0.05), 无统计学意

义, HPV18E7基因阳性率在中低分化鳞癌组中

(29.6%)明显高于高分化鳞癌组(17.7%), 差异有

统计学意义(P <0.05), 提示HPV18E7基因与食管

癌组织病理分极有相关性.

3  讨论

近年来, 随着对HPV研究的逐步深入, HPV与

人类一些肿瘤发生的关系日益受到关注, 据报

导H P V在宫颈癌、肛周癌、口腔癌等肿瘤的

发生、发展过程中起着重要作用[7-8]. 自1982年
Syrjanen发现在40%(24/60)的食管癌中组织学

形态改变与生殖道湿疣改变非常相似, 随后他

用免疫组化法检测出HPV与食管癌的发病有关, 
此后, 研究者采用不同的方法对食管癌中的HPV 
DNA进行检测, 但不同国家、不同地区、不同

民族甚至不同实验组检测阳性率均有较大差别

(0%-67%)[9-16].
HPV是一组体积较小的双链DNA病毒, 根

据其是否致癌分为高危型和低危型两种. 低危

型如HPV6, 11型, 高危型如HPV16, 18, 31, 45等
型. HPV16, 18型是子宫颈鳞状上皮细胞癌的

最主要的两个高危亚型, 其次是HPV31, 45, 33
等, HPV因其严重的危害性而日益成为国内外

学者研究的重点. 近年来研究表明HPV16, 18型
也是食管鳞癌的主要高危亚型[17-21], 在食管鳞

癌中以HPV16型为主; HPV18是仅次于HPV16
的高危型, 在HPV18恶性转化中, 起关键作用的

是其E6和E7基因. 一般认为HPV DNA在良性和

癌前病变中以游离形式存在, 而在恶性肿瘤中

整合于细胞基因中, 下游区域E6和E7整合入宿

主细胞后参与细胞的增殖与转化, E7基因可通

过与Rb家族相互作用使细胞周期失控, DNA大

量合成并丧失DNA复制的保真度; E6则通过结

合并降解P53, 阻止DNA的修复或阻止细胞进入

程序性死亡. 多数文献报导E6, E7的PCR结果符

合性很好, 二者检测的敏感性差异也不大[22]. Lu 
et al [23]利用PCR技术对41例新疆哈族食管癌石

蜡标本检测了H P V16E6基因感染状况, 测得

H P V16E6基因阳性检出率为52.9%(55/104), 
提示新疆哈萨克族食管癌的发生与H P V感染

具有相关性. 目前尚无对新疆哈萨克族食管癌

HPV16、18E7基因及HPV31, 45等亚型的感染

率的报道, 我们前期曾检测了HPV16在哈族食

管癌中感染率(41%), 因此, 本实验组选择研究

HPV18, 31, 45E7这3个高危亚型在新疆哈族食

管癌中的检出率，探讨HPV18, 31, 45E7基因与

新疆哈族食管癌病因学的相关性. Li et al [24]报

导HPV18在河南安阳食管癌高发地区阳性率为

表  1  实验所用引物序列

     
   引物名称                                                                      引物序列                                                            扩增长度

   HPV18E7 For                          5'-AAG AAA ACG ATG AAA TAG ATG GA-3'                           
104 bp

   HPV18E7Rev                          5'-GGC TTC ACA CTT ACA ACA CA-3'                       

   HPV31E7 For                          5'-GGG CTC ATT TGG AAT CGT GTG-3'                                  
100 bp

   HPV31E7Rev                          5'-AAC CAT TGC ATC CCG TCC CC-3'

   HPV45E7 For                          5'-CCG ACG AGC CGA ACC ACA G-3'                                      
97 bp

   HPV45E7Rev                          5'-TCT AAG GTC CTC TGC CGA GC-3'

   β-globin For                           5'-CAG ACA CCA TGG TGC ACC TGA C-3'                              
210 bp

   β-globin Rev                          5'-CCA ATA GGC AGA GAG AGT CAG TG -3'

■创新盘点
目前尚无对新疆
哈萨克族食管癌
HPV16, 18E7基因
及HPV31, 45等亚
型的感染率的报
导 ,  本实验组选
择研究H P V 1 8 ,  
3 1 , 4 5 E 7这 3个
高 危 亚 型 在 新
疆 哈 族 食 管 癌
中的检出率 ,  探
讨H P V 1 8 ,  3 1 ,  
4 5 E 7基因与新
疆哈族食管癌病
因学的相关性 .
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17%, 并且发现大多HPV18阳性的样本同时伴有

HPV16阳性, 分析其OR值, 得出HPV18与食管

癌发病有关, 并且当HPV16, 18合并感染时提高

了细胞病变的风险. 因此, 虽然HPV18在食管癌

中感染率低, 但一旦感染可加强HPV16的致癌作

用, 提示这两种类型HPV在致癌功能上存在协同

互补作用. 我们的结果(25.3%)与此较一致, 说明

HPV18可能是引起新疆哈萨克族食管癌高发的

原因之一, HPV31, 45在哈族食管癌中的检出率

分别为14.2%, 7.3%, 说明HPV31, 45可能不是引

起哈族食管癌高发的主要高危亚型. 本研究发现

HPV18, 31, 45基因型的分布与食管癌患者的性

别、年龄无关, 但在组织分化程度上, 中低分化

食管鳞癌组织中HPV18E7基因检出率明显高于

高分化组(P <0.05), 提示HPV18E7基因与哈萨克

族食管癌的发生密切相关. 
我们采用104 bp的短片段来扩增HPV18E7

基因 ,  是基于石蜡组织由于甲醛固定及年代

久, DNA降解多且提取出的DNA多为碎裂的

片段[25-26], 若用来扩增较大的目的片段有一定

■应用要点
本研究为新疆哈
族食管癌病因学
的研究奠定基础.

图  2  HPVE7基因测序图. A: HPV18E7; B: HPV31E7; C: HPV45E7. 

C
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图  1  β-globin和HPV基因DNA的PCR电泳图. A: β-globin; B: HPV18E7; C: HPV31E7; D: HPV45E7. A1: β-globin阳性对照; 
A2-7: β-globin片段; A8: 阴性对照. B-D1: 阳性对照;  B-D2, 5: 阴性样品; B-D3, 4, 6: 阳性样品; B-D7: 阴性对照. M: DNA 
Marker 501 bp pUC19 DNA/MspI.
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困难, 易出现假阴性结果. Kar l sen e t a l [27]研

究认为, 对于石蜡组织, 甲醛固定造成一种拮

抗效应, 导致较长(>200 b p)片段扩增受到抑

制 ,  而选择扩增较短的目的片段则避免了以

上不足 .  本实验中采用直接裂解法制备石蜡

组织D N A, 既避免了在提取过程中步骤多而

增加DNA污染的机会, 又因为无酚-氯仿提纯

而减少了DNA的损失. 此种方法提取的DNA
完全适用于病毒的检测, 据报道采用常规PCR
方法 ,  可检测到直接裂解法制备的样本D N A
中10-100拷贝的HPV病毒[28-30]. 但能否用于基

因多态性等方面的检测有待于进一步的验证.
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■名词解释
HPV, 即人类乳头
状瘤病毒(Human 
papil lomavirus, 
HPV)是一组体积
较小的双链DNA
病毒, 共有200多
种类型 .  乳头瘤
基因区包括 3个
功能分明的区域. 
按病毒与临床的
相关性可将HPV
分为高危型和低
危型 ,  高危型如
HPV16、18等, 与
宫颈癌、食管癌
等肿瘤密切相关; 
低危型如HPV6、
11等, 与尖锐湿疣
等良性疾病相关.

表  2  HPVE7基因型在食管癌中的阳性分布（n ，% ，P ）

                                                     
n

                   HPV18E7              
P    

                HPV31E7         
     P      

              HPV45E7              
P

                                                                        n             %                                  n             %                                n            % 

年龄              35-55               187            41        21.9       0.095          27         8.5                          15        4.7        0.540
                     >55                  129            39        30.2                           18        14.0       0.903            8        6.2

性别              男                     188            47        25          0.875           29        15.4                           14        7.4        0.889
                     女                     128            33        25.8                           26        20.3      0.261          9         7.0

分化程度       高分化              113            20        17.7         0.020           1 2         10.6                           4               3.5       0.056
                     中-低分化         203            60        29.6a                          33     16.3        0.169           19         9.4

表  2  HPVE7基因型在食管癌中的阳性分布

aP<0.05 vs  高分化.
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