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绵阳地区食管鳞癌患者人乳头瘤病毒感染及基因型别分析

谢　东，罗一富（四川省绵阳市盐亭县人民医院检验科　６２１６００）

　　【摘要】　目的　了解绵阳地区食管鳞癌感染与人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）的关系，探讨 ＨＰＶ在食管癌病因学中的

作用。方法　收集食管组织标本１６６例（试验组为食管癌患者活检标本１１４例，对照组为食管良性疾病活检标本

５２例），提取组织标本ＤＮＡ，采用表面等离子谐振法，检测组织标本 ＨＰＶ感染情况及感染 ＨＰＶ基因型别。结果　

１１４例食管癌组ＨＰＶ检出率为４０．４％，对照组ＨＰＶ检出率为５．８％，ＨＰＶ感染基因型从高到底依次为１６、１８、５８、

６、３１、３３、３５、５１、１１型，食管鳞癌感染 ＨＰＶ主要的基因型为１６（２３／１１４）、１８（１０／１１４）型，在食管鳞癌 ＨＰＶ阳性病

例中混合感染１０例占２１．７％，１６型混合感染７例占１５．２％（７／４６），１８型混合感染３例占６．５２％。结论　绵阳地

区食管癌活检组织中有 ＨＰＶ存在，ＨＰＶ感染可能和绵阳地区食管癌的发生存在相关，可能是本地区食管鳞癌发

病的危险因素之一。
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　　食管癌是人类消化道常见肿瘤，其发生、发展涉及多因素、

多阶段的复杂过程，但具体发病机制尚不明确［１２］。人乳头瘤

病毒（ＨＰＶ）是一类主要寄生于鳞状上皮层的ＤＮＡ病毒，是第

１个被确定为致瘤的病毒
［３］。有关 ＨＰＶ感染与食管鳞癌发生

相关的研究正成为热点，本研究旨在调查绵阳地区食管鳞癌中

的 ＨＰＶ感染状况及具体基因型别，探讨本地区 ＨＰＶ感染与

食管鳞癌发生是否相关。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择本院２０１０～２０１３年食管癌住院患者

１１４例作为试验组，其中男７１例，女４３例，年龄４３～７１岁，中

位年龄５８岁。病例纳入标准：（１）病例资料记录完整，且全部

经病理组织学确诊为鳞状细胞性食管癌，其中高分化鳞癌３８

例，中分化鳞癌４７例，低分化鳞癌２９例；（２）初治患者，术前未

接受任何化疗或放疗；（３）无合并其他部位的肿瘤。另选同期

食管良性疾病患者５２例作为对照组，其中男２８例，女２４例，

年龄３８～６８岁，中位年龄５３岁。食管黏膜大致正常２７例，反

流性食管炎１６例，食管息肉９例。所有组织标本常规１０％甲

醛固定，石蜡包埋。两组患者的性别、年龄等一般资料比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　试剂与仪器　ＨＰＶ基因分型检测试剂盒（表面等离子谐

振法），Ｗ２６００型生物传感芯片阅读仪均为北京金菩嘉医疗科

技有限公司产品；石蜡组织标本 ＤＮＡ 提取试剂盒 ＴａＫａＲａ

Ｄｅｘｐａｔ为大连宝生物公司产品。

１．３　方法

１．３．１　组织切片ＤＮＡ提取　石蜡包埋组织常规切片，厚度

１０μｍ，取切片３枚放入１．５ｍＬ微量管，使用ＴａＫａＲａ组织标

本ＤＮＡ提取试剂盒提取组织切片ＤＮＡ，试验过程严格按照试

剂盒说明书执行。

１．３．２　ＨＰＶ检测及基因分型　采用金菩嘉 ＨＰＶ基因分型

检测试剂盒（表面等离子谐振法，ＳＰＲ）检测２４种ＨＰＶ基因型

（高危型１６种：１６，１８，３１，３３，３５，３９，４５，５１，５２，５３，５６，５８，５９，

６６，６８，８１；低危型８种：６，１１，４０，４２，４３，４４，５４，７０）：提取的组

织切片ＤＮＡ使用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增 ＨＰＶ基因片段，

然后将ＰＣＲ产物与杂交液按一定比例混合后，注入ＳＰＲ生物

传感芯片阅读仪（Ｗ２６００型），使其流过表面包被有２４种ＨＰＶ

基因型特异性探针的ＳＰＲ生物传感芯片，与芯片表面 ＨＰＶ基

因型特异探针反应，芯片阅读仪检测芯片上的杂交信号，数据

通过软件分析后可直接判断结果，从而同时对 ＨＰＶ的２４种

基因型进行检测。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，符合偏态分布的数据，率的比较使用χ
２ 检

验，相关分析使用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　对照组和试验组患者 ＨＰＶ感染率比较　试验组患者

ＨＰＶ检出率（４０．４％）明显高于对照组（５．８％），差异有统计学
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意义（犘＜０．０１），见表１。

表１　对照组和试验组患者 ＨＰＶ检出率比较（狀或％）

组别 狀 阳性 阴性 阳性率

对照组 ５２ ３ ４９ ５．８

试验组 １１４ ４６ ６８ ４０．４

２．２　不同分化程度食管癌 ＨＰＶ感染率的比较　食管鳞癌中

ＨＰＶ感染的阳性率在不同病理分级中的比较，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。见表２。

表２　ＨＰＶ感染与食管癌病理分级的关系（狀或％）

病理分级 狀 阳性 阴性 阳性率

高分化 ３７ １３ ２４ ３５．１

中分化 ４８ ２２ ２６ ４５．８

低分化 ２９ １１ １８ ３７．９

２．３　研究对象中 ＨＰＶ基因分型检测结果　对１１４例食管鳞

癌和５２例对照共计１６６份组织标本进行了 ＨＰＶ基因分型检

测，结果显示：ＨＰＶ感染基因型从高到底依次为１６、１８、５８、６、

３１、３３、３５、５１、１１型，食管鳞癌感染 ＨＰＶ主要的基因型为１６

（２３／１１４）、１８（１０／１１４）型，在食管鳞癌 ＨＰＶ阳性病例中混合

感染１０例占２１．７％，１６型混合感染７例占１５．２％（７／４６），１８

型混合感染３例占６．５２％。

３　讨　　论

食管癌是人类消化道常见肿瘤，现有研究认为食管癌的发

生和发展是一个涉及多因素、多阶段的复杂过程［４］，其确切的

病因及发病机制尚不明了，１９８２年Ｓｙｒｊａｎｅｎ对６０例食管癌进

行组织形态学观察，发现约４０％的食管扁平细胞癌病例中有

ＨＰＶ感染的特征性改变———湿疣状损伤，并且用免疫组织化

学的方法证实了１例食管鳞癌中有 ＨＰＶ抗原的存在，提出食

管癌可能与 ＨＰＶ感染有关，推测 ＨＰＶ可能是该癌症的危险

因子，自此关于 ＨＰＶ与食道癌疾病相关性的研究逐渐成为热

点［５８］。

ＨＰＶ是一类主要寄生于鳞状上皮层的小分子 ＤＮＡ病

毒，是第１个被确定为致肿瘤的病毒因素，ＨＰＶ与宫颈癌的密

切关系已经得到验证，ＨＰＶ在食管癌以及其他肿瘤中的作用

尚存在争议，但来自我国广东、河北等食管癌高发区的检测结

果先后证实了这些地区的食管癌患者中存在相当普遍的 ＨＰＶ

病毒感染。不同国家与地区研究报道的食管癌中 ＨＰＶ的检

出率差异极大，从０％～７０％不等，在探讨食管癌中 ＨＰＶ检出

率的巨大差异时，除了地理因素、环境因素及种族差异的影响

外，所采用检测方法的敏感性、特异性及不同的方法学操作也

不容忽视。在本研究中，采用ＰＣＲ与表面等离子谐振芯片核

酸杂交相结合的方法首次对绵阳地区１１４例食管鳞癌和５２例

食管良性疾病患者共计１６６份组织标本进行了 ＨＰＶ检测，

ＳＰＲ是利用在金属膜／液面界面，由光的全反射引起的物理光

学现象来分析分子间相互作用的技术，其无需任何放射性或荧

光物质标记样品，能保持分子活性，并可避免由于标记问题产

生的结果偏差，能实时、动态地监测生物分子相互作用的全过

程，具有高特异性和高灵敏度，且重复性好。在１１４例食管癌

中检出 ＨＰＶ阳性４６例，检出率为４０．４％，明显高于对照组的

检出率５．８％（３／５２），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。提示在

绵阳地区 ＨＰＶ的感染，同食管鳞癌发病存在相关，ＨＰＶ感染

可能是本地区食管鳞癌发病的危险因素。

随着对 ＨＰＶ研究的不断深入，人们认识到一些特定的

ＨＰＶ型别与人体特定部位的病变有关，且不同疾病可由同一

种或多种 ＨＰＶ型别引起
［１０］。目前已发现的 ＨＰＶ类别超过

２００种，其中１２０多种基因型被鉴定，约４０余种基因型可感染

生殖道等黏膜上皮组织，根据其致癌性大小则可分为低危型

（如 ＨＰＶ６、１１、４２、４３等）和高危型（如 ＨＰＶ１６、１８、５８、３５

等），低危型主要引起表皮细胞良性增生，而高危型 ＨＰＶ则与

生殖道、皮肤、头和颈部以及喉部等的鳞状细胞恶变有关［９１０］。

在 ＨＰＶ与宫颈癌的众多研究中表明，ＨＰＶ在不同地区感染

率和分型均有明显的差异，对 ＨＰＶ进行分型研究具有重要意

义。本研究对绵阳地区食管鳞癌患者组织标本进行 ＨＰＶ检

测的同时进行了 ＨＰＶ基因分型，结果显示：本组标本中 ＨＰＶ

感染基因型从高到底依次为１６、１８、５８、６、３１、３３、３５、５１、１１型，

食管鳞癌感染 ＨＰＶ主要的基因型为１６（２３／１１４，２０．２％）、１８

（１０／１１４，８．８％）型，在食管鳞癌 ＨＰＶ阳性病例中混合感染１０

例（２１．７％），１６型混合感染７例（１５．２％），１８型混合感染３例

（６．５２％），感染的主要亚型及感染方式与国际癌症研究协会报

道相符合，ＨＰＶ１６／１８亚型可能为本地区 ＨＰＶ相关食管鳞癌

发病的主要危险因素及主要的致瘤因素。ＨＰＶ虽然与食管鳞

状上皮恶化具一定相关性，但在本研究中其与食管癌的病理分

级不存在相关（犘＞０．０５）。

绵阳地区并不是传统意义上的食管癌高发区，但随着生活

习惯、生存环境等等的改变，本地区食管癌的发病率及病死率

已成上升态势，本研究提示 ＨＰＶ感染可能和绵阳地区食管癌

的发生存在相关，可能是本地区食管鳞癌发病的危险因素之

一，但尚不能反映整个地区食管癌中 ＨＰＶ的感染情况，最终

确定本地区 ＨＰＶ感染与食管癌的关系，还需要进行大量的实

验室基础研究和流行病资料调查，对大规模健康人群及典型人

群进行长期追踪随访，以期从环境、基因、病毒等多方面探讨

ＨＰＶ感染与食管鳞癌发生、发展的具体联系。
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用新波生物ＡＴ２０００时间分辨免疫荧光分析仪及配套原厂试

剂盒进行ＥＬＩＳＡ检测
［５］。

１．３　检测结果判定　ＥＬＩＳＡ判断标准为 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｓＡｇ、

ＨＢｅＡｇ的结果均为患者的血清标本 Ａ值／阴性对照，平均 Ａ

值小于２．１可判断为阴性，平均 Ａ值大于或等于２．１可判断

为阳性；ＨＢｅＡｂ（ＣＯＶ）＝ （阳性对照平均ＯＤ值＋阴性对照平

均Ａ值）／２，ＣＯＶ≤Ａ值为阴性，ＣＯＶ＞Ａ值为阳性。ＨＢｃＡｂ

判定按照１∶２０的比例将血清稀释，ＣＯＶ＝０．５×阴性对照平

均Ａ值，标本ＣＯＶ≤Ａ值为阴性，标本ＣＯＶ＞Ａ值为阳性。

ＴＲＦＩＡ法判断标准为 ＨＢｓＡｂ参考值０～１０ｍＩＵ／ｎｄ，ＨＢｓＡｇ

的参考值为０～０．５ｎｇ／ｍＬ，ＨＢｅＡｇ参考值０～０．０３ｎｃｕ／ｍＬ，

ＨＢｃＡｂ参考值０～０．１ｎｃｕ／ｍＬ，ＨＢｅＡｂ参考值０～１．５ｎｃｕ／

ｍＬ，超过以上参考值即可诊断为阳性。一致性的强弱程度按

照Ｋｏｃｈ和Ｌａｎｄｉｓ以κ系数的大小划分区段来判断，极差为

κ＜０，微弱为０≤κ≤０．２；弱为０．２＜κ≤０．４；中度为０．４＜κ≤

０．６；高度为０．６＜κ≤０．８；极强为０．８＜κ≤１．０。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行处理，计数

资料以率表示，比较采用χ
２ 检验，用μ检验排除抽样误差的影

响。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

采用 ＴＲＦＩＡ 方法检测 ＨＢＶ 血清标志物 ＨＢｓＡｇ、ＨＢ

ｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ的阳性率为４７．１％、４１．１％、

４４．４％、５８．９％、４８．９％，采用ＥＬＩＳＡ法检测的阳性率分别为

４８．３％、４２．２％、４２．２％、５７．８％、５２．２％，两组阳性率差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；κ值范围为０．６８～０．８３，其中ＨＢｓＡｂ最

高而 ＨＢｅＡｂ最低，μ值范围为８．９７～１７．９８，其中 ＨＢｓＡｂ最

高而 ＨＢｅＡｂ最低。两种方法检测５个指标的效率表现出极

强或高度一致性，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见表１。

表１　ＥＬＩＳＡ和ＴＲＦＩＡ两种方法检测 ＨＢＶ血清

　标志物的结果比较情况

ＨＢＶ血清标志物 ＴＲＦＩＡ
ＥＬＩＳＡ

阳性 阴性
κ μ 一致性

ＨＢｓＡｂ 阳性 ６８ ６ ０．８３ １７．９８ 极强

阴性 ８ ９８

ＨＢｓＡｇ 阳性 ７８ ４ ０．６９ １４．１８ 高度

阴性 ６ ８６

ＨＢｅＡｇ 阳性 ６８ １２ ０．７６ １４．８９ 高度

阴性 ８ ９２

ＨＢｃＡｂ 阳性 ８４ ４ ０．７２ １２．８６ 高度

阴性 １０ ８２

ＨＢｅＡｂ 阳性 ９６ １０ ０．６８ ８．９７ 高度

阴性 ８ ６６

３　讨　　论

有关资料表明，全球现在已有约３亿人患有乙肝，我国大

约有０．９３亿人携带 ＨＢＶ
［６］。慢性肝炎患者主要临床表现为

疲乏、肝区不适、肝大、食欲减退、面色暗黄、蜘蛛痣等；重性肝

炎的主要临床表现为黄疸迅速加深、肝脏进行性缩小、患者计

算能力下降、精神异常、嗜睡，出现少尿、无尿、血尿等现象。

临床实验室检测 ＨＢＶ血清标志物的方法很多，其中以

ＥＬＩＳＡ最为常见，ＴＲＦＩＡ 也逐渐应用与临床，本研究采用

ＥＬＩＳＡ和 ＴＲＦＩＡ 两种方法检测 ＨＢｓＡｂ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ、

ＨＢｃＡｂ、ＨＢｅＡｂ５项指标，通过检测结果可发现 ＴＲＦＩＡ 和

ＥＬＩＳＡ两种方法检测５种 ＨＢＶ血清标志物的结果阳性率表

现出极强或高度一致性，其中两种方法检测血清 ＨＢｓＡｂ指标

表现为极强一致性，其他４项指标表现为高度一致。虽然两种

方法间未发现明显差异，但ＥＬＩＳＡ在检测 ＨＢｓＡｇ指标上出现

６例漏检，说明此方法的敏感性稍低，所以临床在诊断可能发

生病毒变异或处于病毒复制期的患者应结合ＤＮＡ、ＨＢＶ和

ＹＭＤＤ的基因检测结果进行综合分析，以利于明确诊断
［７８］。

总之，在应用 ＴＲＦＩＡ、ＥＬ１ＳＡ对乙肝血清标志物进行检

测时，其结果会保持高度的一致性，这便于结果互认。
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