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■背景资料
人乳头瘤病毒(HP
V)是双链DNA病
毒, 与多种恶性肿
瘤相关, 包括食管
癌、口腔癌和肺
癌等. 然而, HPV
在恶性肿瘤中的
发病机制仍存在
争议.
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Abstract
AIM: To detect human papillomavirus (HPV) in 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) in 
Xinjiang Kazakh patients by universal primer-
mediated nested PCR to investigate the relation-
ship between HPV infection and ESCC. 

METHODS: DNA was isolated from ESCC and 
healthy esophageal mucosal specimens from Xin-
jiang Kazakh adults and used to amplify HPV us-
ing universal primers HPV MY09/11 and HPV-
specific primers HPV G5+/6+ by nested PCR. 
The rate of HPV infection was then calculated.

RESULTS: The rate of HPV infection was 
66.67% in the ESCC group and 12.12% in the 
healthy control group.

CONCLUSION: HPV infection may be involved 
in the development of ESCC in Xinjiang Kazakh 
adults. Universal primer-mediated nested PCR 
is a convenient and reliable method for detection 
of HPV-DNA.
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摘要

目的: 应用通用引物巢式PCR技术检测新疆哈
萨克族食管鳞癌人乳头瘤病毒(HPV)的感染率, 
并探讨HPV与新疆哈萨克族食管鳞癌的关系. 

方法: 提取新疆哈萨克族食管鳞癌及正常食
管组织的DNA, 应用通用引物HPV MY09/11
及HPV G5+/6+进行巢式PCR, 检测新疆哈萨
克族食管鳞癌中HPV的感染率. 

■同行评议者
任浩, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室
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■研发前沿
HPV已经是导致
食管癌发病率高
的一个重要的病
因 学 因 素 ,  更 多
研究证明HPV存
在于食管鳞癌的
早期发生过程中, 
有望成为食管癌
早期诊断的分子
生物学指标之一.

结果: 巢式PCR法扩增后检测到食管鳞癌中
HPV感染率为66.67%, 正常对照组为12.12%, 
两者差异有统计学意义(P <0.05). 

结论: 本实验结果表明HPV可能是新疆哈萨
克族食管癌发生的一个重要病因学因素, 结合
通用引物巢式PCR法可以更加方便可靠的检
测HPV-DNA. 

关键词: 哈萨克族食管鳞癌; 人乳头瘤病毒; 巢式

PCR法 
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0  引言

人乳头瘤病毒(human papilloma virus, HPV)是
双链DNA病毒[1], 与多种恶性肿瘤相关, 包括食

管癌、口腔癌和肺癌等[2]. 然而, HPV在恶性肿

瘤中的发病机制仍存在争议. 自1944年Syrjanen
首次报道了HPV与食管鳞癌的关系后[3,4], 大量

研究揭示HPV已经是导致食管癌发病率高的一

个重要的病因学因素[5-8], 更多研究证明HPV存

在于食管鳞癌的早期发生过程中, 有望成为食

管癌早期诊断的分子生物学指标之一. 新疆哈

萨克族是我国食管癌的高发民族, 已有研究提

示H P V16在哈萨克族食管癌中的感染率达到

40%[9]. 然而, HPV在食管癌中的报道至今仍存在

争议, 在0-100%之间均有一些报道[10], 原因可能

是检测感染率的方法不同引起的. 本次研究首

次应用巢式PCR法检测新疆哈萨克族食管癌中

HPV的感染率, 对新疆哈萨克族感染HPV的阳

性率进行初步筛查, 以期发现HPV与新疆哈萨

克族食管癌高发的关系, 并为后期进行哈萨克

族食管癌HPV基因芯片的检测做好准备工作. 

1  材料和方法

1.1 材料 本实验采用1∶1病例对照, 共收集132
例食管组织作为研究对象, 来自本课题组新疆

伊犁哈萨克族聚集地-新源县现场, 及新疆伊犁

哈萨克族自治州友谊医院、兵团农四师医院和

新源县人民医院于2009-2011年收集的标本. 所
有病例均未作任何化学、放射治疗, 66例食管

癌组织均经病理组织学确诊为鳞状细胞癌, 其
中男37例, 女29例, 平均年龄56(45-67)岁. 收集

66例未患食管癌的哈萨克族正常食管组织作为

对照组, 其中男41例, 女25例, 年龄30-68岁, 平均

年龄49岁. DNA提取试剂盒购自QIAGEN公司; 
内参β-actin引物、G5+/6+及MY09/11均由上海

生物工程有限公司合成; PCR试剂购自北京天

根生化科技有限公司; PCR扩增仪T-G ra-dient 
Thermoblock型(Biometra, 德国); GelDoc凝胶成

像分析仪(Bio-Rad, 美国). 
1.2 方法 
1.2.1 DNA的提取: 采用美国QIAGEN DNA Micro 
Kit试剂盒, 具体步骤: 将重量约为2-3 mg的食管

黏膜置于1.5 mL EP管; 加入180 μL的ATL缓冲

液和20 μL的蛋白酶K, 振荡混匀15 s后, 置于

56 ℃水浴锅里过夜; 次日加入200 μL的AL缓冲

液, 振荡混匀15 s; 加入200 μL酒精, 振荡15 s后
室温静置5 min; 将所有液体转移到离心柱里, 以
8 000 r/min离心1 min; 加入500 μL AW1缓冲液, 以
8 000 r/min离心1 min; 加入500 μL AW2缓冲液, 
以8 000 r/min离心1 min; 以14 000 r/min离心3 min
后将离心柱置于1.5 μL的EP管; 加入30 μL的AE
缓冲液后离心. 所有DNA均经过分光光度计进行

浓度及纯度测量, A 260/A 280在1.7-2.1之间, DNA浓

度平均在100 μg/L, 均为合格样本. 提取DNA. 
1.2.2 内参检测DNA: 内参β-actin引物序列为上

游: ctccatcctggcctcgctgt, 下游: rgctgtcaccttcaccgttcc, 
扩增片段为268 bp. 反应条件为: 94 ℃ 5 min预变

性, 94 ℃ 30 s→58 ℃ 45 s→72 ℃ 45 s, 35个循环, 
72 ℃延伸10 min. 应用内参行PCR.
1.2.3 巢式PCR法: 此法采用两种HPV通用引物分

别为: G5+/6+和MY09/11, 引物具体序列见表1. 
所有PCR体系均采用25 μL的反应体系. 试验采

用宫颈癌阳性标本作为对照, 调整PCR反应条

件. PCR方法: 首先采用MY09/11进行首次PCR, 
10×Reaction Buffer 2.5 μL, dNTP 2.5 μL(200 
mmol/L), 引物1 μL(0.15 mmol/L), Taq酶0.5 μL, 
DNA 2.5 μL(平均50 μg/L); ddH2O 16 μL. 反应

条件为: 94 ℃ 5 min预变性, 94 ℃ 30 s→57 ℃ 
30 s→72 ℃ 45 s, 35个循环, 72 ℃延伸10 min. 
再将扩增产物作为模板 ,  用G5+/6+进行巢式

PCR, 反应条件为: 94 ℃ 5 min预变性, 94 ℃ 30 s
→58 ℃ 30 s→72 ℃ 45 s, 35个循环, 72 ℃延伸

10 min. 取出3 μL PCR反应产物, 用2%琼脂糖电

泳, 5×Loading Buffer进行染色, 紫外线灯下分

析结果. 用MY09/11进行首次PCR. 用G5+/6+进
行巢式PCR. 

统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行处

理. 阳性率的比较采用χ2检验, 检验水准α = 0.05.
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2  结果

对提取的组织DNA的完整性进行电泳检测如图1, 
PCR检测内参表达结果如图2.
2.1 食管癌组HPV感染率与性别关系 食管鳞癌

中HPV感染率无性别差异(表2). 
2.2 食管癌组及正常对照组经通用引物巢式PCR
后两组HPV感染率比较 用MY09/11进行首次

PCR并结合G5+/6+进行巢式PCR的结果如图3, 4. 
行巢式PCR后可检测到食管癌组HPV感染率为

66.67%, 对照组为12.12%. 根据表的χ2检验, 可
得到P <0.05, 表明新疆哈萨克族食管癌感染HPV
的阳性率明显高于正常对照组, 两者阳性率差

异具有统计学意义(表3). 

3  讨论

HPV是一类双链闭合环状DNA病毒, 基因组约

为8 000 bp[11], HPV DNA基因组按其功能分为

3个编码区: (1)早期基因编码参与病毒DNA复

制、转录及细胞转化的蛋白; (2)晚期基因编码

病毒结构蛋白; (3)上游调节区位于E区和L区之

间, 包含启动子等调控元件, 与病毒DNA复制转

录的调控有关[12]. 现已经明确基因组全序列有80
多种DNA病毒分型[13]. 其中15种高危致病亚型包

括HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 
68, 73和82[14,15], 与多种良恶性肿瘤有关[16], 例如

宫颈癌、肺癌、头颈部癌、消化系肿瘤等. 目
前已有证实HPV16和HPV18病毒分型与食管癌

相关. 但是, 关于新疆食管癌高发民族-哈萨克族

感染HPV的相关研究, 目前知之甚少. 
本实验应用通用引物MY09/11行PCR后, 食

管癌组HPV感染率仅为7.58%, 正常对照组均为

阴性, 阳性率偏低. 再次应用通用引物GP5+/6+
进行巢式PCR时就能出现明显的扩增产物, 食
管癌组和对照组HPV感染率分别为66.67%和

12.12%, 两组阳性率均明显增高. 表明巢式PCR
法明显提高了灵敏度, 说明PGMY/GP方法是

灵敏而可靠的 [17].  阳性率提高的原因是因为

MY09/11和GP5+/6+是从HPV-L1区中选择保守

序列设计合成通用引物, 该引物与6, 11, 16, 18, 
33型有互补序列, 可扩增其他型别的HPV[18]. 本
实验应用2种通用引物巢式PCR法一次检测包括

HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 52, 53, 
56和58共15个病毒型别, 初步筛查了新疆哈萨克

族食管鳞癌的HPV感染率. 此外, 本次研究发现新

疆哈萨克族食管鳞癌与HPV的关系, 根据实验结

表  1  引物序列

     引物                      5'-3'序列 基因位置     长度(bp) 扩增大小(bp)        

HPV/MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATCa       L1         20        398

HPV/MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGGa       20       398

HPV/G5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC       L1         23        150

HPV/G6+ GAA AAATAAACTGTAAATCATATTC       25       150

a: M = A+C; R = A+G; W = A+T; X = G+C. 

表  2  性别分布

     性别  n 阳性 阴性 阳性率(%) χ2值   P值

男性 37  28    9   64.86

女性 29  24    5   64.96 0.12 >0.05

总数 66  52  14   66.67

表  3  食管癌组和正常对照组HPV感染率

     分组 阳性 阴性 阳性率(%)  χ2值    P值

食管癌组  44  22    66.67

正常组    8  58    12.12 41.12  <0.05

■创新盘点
本实验应用通用
引物巢式PCR法
初步筛查了新疆
哈萨克族食管鳞
癌的HPV感染率
并发现新疆哈萨
克族食管鳞癌与
HPV的关系.

300 bp
200 bp
100 bp

M    1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13

图  2  内参行PCR电泳图片. M: Marker1, 分子量约为268 bp; 

1-12: 阳性标本; 13: 阴性标本.

图  1  1%琼脂糖凝胶电泳检测食管组织DNA. 8: 阴性对照; 

1-7, 9-11提取成功. 

1    2    3    4    5    6    7   8     9    10   11
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果哈萨克族食管癌HPV感染率无男女性别差异. 
本次实验结果显示新疆哈萨克族食管癌中

HPV的感染率为66.67%, 与端木忠等[19]的汉族

食管癌HPV感染率38.3%相比较高. 本实验结

果与国内外相关实验不符的原因, 考虑存在以

下3方面因素: (1)HPV感染可能存在种族差异; 
(2)HPV在正常人群消化系中都有一定的感染率, 
具有自限性, 大部分感染是暂时的. 当机体的防

御机制改变或者宿主的基因发生突变时, HPV
感染可发生恶性转化. 而新疆哈萨克族生存环

境较差, 饮食单一, 缺乏叶酸、维生素等营养物

质, 又好食烫、咸奶茶, 结合肿瘤的发生是由多

种因素共同作用形成[20], 故考虑新疆哈萨克族

食管癌中HPV的高感染率可能由于抑癌基因的

失活、癌基因的激活等因素共同作用导致; (3)
本次实验结果HPV感染率高可能为检测方法不

同导致的, 本实验应用通用引物巢式PCR法一次

可检测15种病毒型别在食管癌中感染率, 较单

独设计15种病毒型别的引物检测HPV感染率更

加方便、可靠, 当然, 此方法的不足之处是无法

明确每个阳性标本中具体感染哪一种病毒分型, 
或者是同时感染哪几种病毒分型. 

总之, HPV感染是新疆哈萨克族食管鳞癌发

生的重要危险因素之一, HPV可能是新疆哈萨

克族食管癌发生的一个重要病因学因素. 本次

实验筛选出食管鳞癌组感染HPV的阳性标本后, 

后续将针对阳性标本进行含有23种型别探针的

基因芯片的检查, 以期发现与新疆哈萨克族食

管癌发生密切相关的特异性HPV高危致病亚型, 
为食管癌的分子生物学机制提供理论基础. 
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