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HPV 16E6、HLA—DR9与新疆哈萨克族人群
食管癌交互作用的1：2病例对照研究

廖佩花秦江梅曾同霞李锋蔡金凤何玲

【摘要】 目的探讨人乳头瘤病毒(HPv)16E6感染、人类白细胞抗原(阳jA)．DR9免疫相关

基因对新疆哈萨克族人群食管癌的影响及相互关系。方法采用1：2配比的病例对照研究方法，

收集63例哈萨克族食管癌患者，按同性别、同民族、年龄相差≤5岁且居住同一地区等选取对照

126例，运用序列特异性聚合酶链反应(PCR．SSP)，检测HPVl6E6的感染率及HLA-DR9等位基因

阳性率。交互作用采用分层分析的方法。结果HPVl6E6感染和HLA．DR9等位基因阳性均为

哈萨克族食管癌的危险因素，OR值分别为2．67(95％c，：1．38～5．17)和3．83(95％c，：1．48，9．96)。在

食管癌组中HLA．DR9等位基因阳性组HPVl6E6感染率为69．2％，明显高于HLA．DR9等位基因

阴性组的28．O％(z2=7．57，P=O．006)，OR=5．79(95％c，：1．53～21．87)，对照组中，HLA．DR9等位

基因阳性和阴性组的HPVl6E6感染率分别22．2％和16．2％，差异无统计学意义(X2-----O．22，P=

0．643)。交互作用提示：HPVl6E6及HLA-DR9等位基因存在交互作用，其危险性高于各单独作用

之和。结论HPVl6E6感染及HLA．DR9等位基凶阳性与哈萨克族人群食管癌发生密切相关，两

者在食管上皮细胞恶性转化的过程中起到协同作用，共同促进食管癌的发生和发展。
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【Abstract】 objective To evaluate the role and the association between HPVl6E6 infection

and HLA．DR9 immune．associated gene to esophageal cancer(EC)in Kazakh of Xiniiang．China．

Methods A l：2 matched case·control study Was conducted witll 63 cases of EC and 126 controls

involved．The controls were matched by sex．nationality。area of residence and age within 5一year
difference．HPVl6E6 and HLA—DR9 allele were identified by PCR．SSP．Interaction Was performed to

identify risk factors．Results HPVl6E6 infection and HLA．DR9 allele positive status were the risk

factors for EC．witll DR values as 2．67(95％C／：1．38-5．17)and 3．83(95％C／：1．48-9．96)respectively．

The rate of HPVl 6E6 infection in individuals with HLA-DR9 allele Was different from the ones who

were HLA．DR9 allele free(3(2=7．57，P=0．006)，witll f)R value as 5．79(95％C7：1．53—21．87)．In the

controls．the rates of HPVl6E6 infection were 22．2％and 16．2％among individuals with HLA—DR9

allele atatus as positive or negative，and without statistically significant difference．Interaction

analysis showed there Was all interaction of HPVl6E6 wi吐l HLA-DR9 and were higher than the sum

of the two factors presented individually．Conclusion In our study．we found that the HLA．DR9

allele and HPVl6E6 infection had a function of synergy in the process of malignant transformation of

esophageal epithelial cells，and iointly promoting the occurrence and development of EC．

【Key words】 Esophageal callcer；Human papillomavirus；Human leukocyte antigen；Case-
control study；Kazakh
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发生发展密切相关，其中HPVl6的感染率要高于

HPVl8t1’2。。本课题组前期研究发现HPVl6、18在哈

萨克族人群食管癌病例的检出率分别为41．4％和

25．3％【3】。高危型HPV E6、E7是最有效的病毒癌蛋

白，可能是食管癌发生的危险因素之一[4】。对新疆

哈萨克族食管癌的研究发现b]，HPVl6E6、E7基因
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与食管癌病理组织学分级的生物学行为密切相关，

本课题组前期研究发现HPVl6E7与哈萨克族食管

鳞癌有关¨1。研究发现，免疫相关基因与HPV感染

机体后的病毒清除过程有关。人类白细胞抗原

(HLA)是迄今发现具有最高度多态性的系统，决定

着人类的遗传多态性。研究表明HLA．DRBl"0901

(HLA—DR9)等位基因是湖北省汉族食管癌易感基

因哺1，而其与HPV相关食管癌的相互关系未见报

道。本研究收集新疆哈萨克族食管癌高发区食管癌

病例和对照的流行病学资料、静脉血及食管黏膜组

织，采用PCR-SSP技术，从HPVl6E6感染以及

HLA—DR9基因相互作用的角度探讨其与新疆哈萨

克族食管癌的关系。

对象与方法

1．研究对象：2005年3月至2008年10月在新疆

北部哈萨克族聚集地区的6所医院共收集哈萨克族

新发食管癌病例63例(均经组织病理学确诊为食管

鳞癌)，对照来源于同一所医院门诊胃镜检查非食管

疾病患者和食管癌高发区正常人群，其组织标本均

经病理学确诊，排除食管疾病。对照的匹配条件：与

病例同民族、同性别、年龄相差不超过5岁、居住同

一地区。病例和对照均签署知情同意书。

2．研究方法：静脉采血3 ml，乙二胺四乙酸二钠

盐．K2(EDTA—K2)抗凝，分装，一80℃低温保存。食

管癌病例取石蜡包埋组织，对照取正常食管黏膜组

织，新鲜组织一80℃低温保存备用。基因组DNA抽

提分三组：①血样中DNA提取采用上海生物工程基

因组小量抽提试剂盒II；②新鲜食管黏膜组织DNA

提取采用酚一氯仿一异戊醇法；③石蜡包埋组织DNA

提取采用"Iris一饱和酚法。所有抽提的DNA均经琼

脂糖凝胶电泳及13．globin PCR法验证。引物及PCR

反应试剂均购自大连宝生物公司。HPVl6E6 PCR反

应总体积25 pl，基因组DNA 2¨l，引物(20 pmol／pJ)

各0．8¨l，dNTP 2．0 gl、Taq酶(5 U／gI)0．2 gl，10×

PCR bufier(含Mf+)2．5 1．tl。PCR扩增条件为：94℃

预变性5 min，940C 45 s、58℃45 s、720C 45 S，共35

个循环，最后72℃延伸10 min。HLA．DR9 PCR反

应总体积25 pl，基凶组DNA2“1，引物(20 pmol／lal)

各0．8 lxl，dNTP 2．0¨l、Taq酶(5 U／Itl)0．2 gl，10×

PCR buffer(含Mf+)2．5 p．1。PCR扩增条件为：94℃

预变性5 min，94℃30 s、620c 45 s、720C 45 s，共35

个循环，最后72℃延伸10 min。PCR扩增所使用的

引物序列：HPVl6E6(268 bp)：5’一GAC CCA GAA

AGT TAC CAC AG-3 7．5’一CAC AAC GG’r TTG

TTGTATTG一3’；HLA—DR9(193 bp)：5’一AGAGCT

TCA CAG TGC AGC GG一3 7。5 7．GGA CGG AGC

GGG TGC GGTATC．3’。

3．统计学分析：采用EpiData软件建库，用

SPSS 13．0软件进行分析，以f检验确定HPVl6E6及

HLA．DR9等位基冈在病例组和对照组中的分布，

计算回归系数估计值、标准误(＆)、P值、OR值及

95％CI。计算HPVl6E6及HLA．DR9等位基因与食

管癌关系的公式¨]：

砌的期望值：E(砌)=—}(m+n4)，

，12的方差：Var(n2)=‘}(n2+ru)

n。的期望值：E(n。)=÷(m+m)，
／7,．的方差：Var(n。)=÷(m+m)

f=生V些at(n2畿)蒜半，。R=蹦(2n^一
+v打(m)

’ ⋯一
，+m)

结 果

1．一般情况：调查对象中食管癌组63例(男性

39例，女性24例)，对照组126例(男性78例，女性48

例)。病例组平均年龄56．75岁±10．26岁，对照组

54．73岁±lO．02岁，两组差异无统计学意义(t=1．30，

P=O．20)。病例组和对照组性别、年龄分布均衡。

2．HPVl6E6感染与哈萨克族食管癌的关系：

食管癌组HPVl6E6感染率为36．5％(23／63)，对照

组感染率为16．7％(21／126)，两组差异有统计学意

义(#=9．26，P=O．002)。

HPVl6E6阳性以“+”表示，阴性以“一”表示，

1：2配对，每个对子有3人，1个病例，2个对照，三

者暴露情况可能有6种组合：+++、++一

(或+一+)、+一一、一++、一+一(或一一+)、⋯，经1：
2配对资料的)c2检验，差异有统计学意义(r=8．45，

P<O．05)，HPVl6E6感染增加哈萨克族患食管癌的

风险，OR=2．67(95％口：1．38～5．17)，见表l。

表1 HPVl6E6与新疆哈萨克族人群食管癌的关系

3．HLA．DR9基因阳性与哈萨克族食管癌的关

系：食管癌组HLA。DR9等位基因阳性率为20．6％
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(13／63)，对照组阳性率为7．1％(9／126)。两组差异

有统计学意义(f=7．43，P=O．006)。

HLA．DR9等位基因阳性以“+”表示，阴性以

“一”表示，食管癌病例组和对照组HLA—DR9等位基

因阳性率差异有统计学意义(x2=7．61，P<0．05)，

HLA．DR9等位基因阳性与哈萨克族食管癌的发生

有关，OR=3．83(95％CI：1．48—9．96)。见表2。

表2 HLA-DR9等位基因与新疆哈萨克族人群
食管癌的关系

4．HPVl6E6与HLA—DR9的关系：由表3可知，

食管癌病例组中，HPVl6E6感染率在HLA．DR9等

位基因阳性组和阴性组分别为69．2％和28．0％，两组

差异有统计学意义(x2-----7．57，P=0．006)，OR=5．79

(95％CI：1．53～21．87)；对照组中，HPVl6E6感染率

在两组中的差异无统计学意义。

表3 HPVl6E6与HLA．DR9的关系

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比(％)

5．HPVl6E6与HLA—DR9的交互作用分析：以

HPVl6E6阴性、HLA-DR9等位基因阴性为对照，

HPVl6E6阳性、HLA．DR9等位基冈阴性的个体发

生食管癌的风险为2．00(0．91～4．42)，HPVl6E6阴

性、HLA．DR9等位基因阳性的个体发生食管癌的风

险为1．56(0．43～5．56)，与对照组相比差异均无统计

学意义；HPVl6E6、HLA—DR9等位基因两者均为阳

性的个体发生食管癌的风险为12．25(2．53～59．42)，

其危险性远高于两者单独作用之和，两因素具有协

同作用(表4)。

讨 论

分子生物学和流行病学已证实HPVl6在宫颈

癌的发生中具有重要作用，但与食管癌的关系不明

确。高危型HPV E6和E7基因主要涉及细胞转化，

表4 HPVl 6E6、HLA．DR9等位基因与食管癌。
相关性的交互作用分析

HPVl6E6 HLA-DR9病馓对照例数f值P值0R值(95％cJ3
一 一 36 98 一 一 1．00

+ 一 14 19 3．06 0．08 2．oo(o．91～4．42)

一 +4 7 0．46 0．50 1．56(0．43～5．56)

+ -I- 9 2 14．34 O．00 12．25(2．53～59．42)

当HPV的DNA整合到宿主细胞核内基因组中，激

活调节病毒生长的E6和E7基因片段，使其无限转

录，从而导致癌变的发生n】。许春雷等¨1采用免疫

组化法对食管癌的研究表明，HPVl6E6、E7蛋白在

食管癌组织中的表达要高于正常食管黏膜组织

(P<0．05)，推测二者可能是食管癌发生、发展的重

要因素之一。邹塞英等陋1采用PCR及免疫组化技术

对104例食管鳞癌进行HPVE6蛋白的检测，发现

HPVl6E6在食管鳞癌的发生发展中有重要的作

用。本研究通过PCR．SSP技术检测食管癌病例及

对照组中HPVl6E6的感染率，结果发现63例食管

癌中HPVl6E6感染者有23例(36．5％)，高于对照组

的感染率16．7％(P=0．002)，HPVl6E6感染的个体

发生食管癌的风险是HPVl6E6阴性个体的2．67倍

(95％C，：1．38—5．17)。

HLA分为I、Ⅱ和Ⅲ类基因区，其中HLA一Ⅱ类

基冈区主要包括DR、DQ和DP三个亚区。由HLA一

Ⅱ类基冈编码的分子所表达的抗原称为HLA．II类

抗原。Ⅱ类抗原表达于成熟B细胞、抗原递呈细胞

(APC)及活化细胞表面，将加工过的、来源于内源性

或外源性肽类抗原呈递至cD4+T辅助细胞，参与机

体对抗原的免疫应答反应。HLA．DR9是HLA．DR

区的一个等位基因，研究表明哺J1，其与多种免疫性

相关疾病有关，但其具体的作用机制尚不清楚。有

关HLA．DR9等位基因与食管癌的相关性，国内外仅

有林军等№1的研究报道。本研究采用PCR-SSP技术

通过对食管癌病例及对照组HLA．DR9的检测，结果

显示食管癌组HLA．DR9阳性率为20．6％(13／63)，高

于对照组阳性率7．1％(9／126)(P=0．006)，OR=3．83

(95％c，：1．48～9．96)，此结果与林军等№1的研究结果

一致。

有关HLA与HPV相关肿瘤的研究近年来报道

多见，但大多数集中于对宫颈疾病的研究。Bontkes

等【1州在对宫颈癌前病变的研究中发现HLA DRBI*07

可增加个体感染HPV的危险性。De Araujo Souza

和Villa【l¨的研究也提示：HLA．Ⅱ类等位基因多态性

影响HPV感染后的清除与持续状态。在食管癌的
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研究中也有类似的发现，河南省安阳地区食管癌高

发区的研究显示，HPV阳性组HLA．DQBl*04等位

基因频率高于HPv阴性组，提示HLA—DQBl*04

是HPV感染的高危因素¨引。Cao等n副研究显示

HLA一1I类基因区的LMP7／TAP2基因多态性与安阳

地区HPV相关食管癌有关，并推测宿主的某些免疫

相关基因将影响宿主对HPV病毒的清除，而导致细

胞恶性转化。本研究结果显示：在食管癌组中，

HPVl6E6感染率在HLA—DR9等位基因阳性组为

69．2％，高于HLA—DR9等位基因阴性组28．0％(P=

0．006)；在对照组中，HPVl6E6感染率在HLA—DR9

等位基因阳性和阴性两组中的差异无统计学意义

(P--0．643)，结合HPVl6E6与HLA．DR9等位基因

交互作用分析，HPVl6E6、HLA．DR9等位基因两者

均为阳性的个体发生食管癌的的危险性为两因素

均为阴性者的12．25倍(95％CI：2．53～59．42)，其共

同作用远大于两因素单独作用之和[单独HLA．DR9

等位基因阳性的个体发生食管癌的风险为1．56

(95％c，：0．43～5．56)，单独HPVl6E6阳性的个体发

生食管癌的风险为2．00(95％CI：0．91—4．42)]，推测

HLA-DR9的存在，使外源性抗原HPVl6E6在抗原

递增的过程中所形成的HLA．抗原肽复合物无法被

T细胞识别，从而使HPVl6E6抗原逃脱机体的免疫

监视，并持续存在于宿主上皮细胞，随上皮细胞而

分化和复制，参与对机体的致癌过程。但HPV与

遗传易感的共同致癌机制仍需进一步深入研究，为

食管癌的防治提供确切的生物学依据。
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