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$摘 要% 背景与目的# 近年来随着分子生物学的发展! 提供了多项 78 病毒
%79&:%#$;8+** <#*)&$ 相关的检测指标 ( 本研究通过同时检测 78 病毒 =.>;?@>)

7>;?@>)78=;特异性 AB> 酶 "78=;AB+&%$抗体 )78 病毒 AB>"78=;AB>$!评价

联合检测对诊断鼻咽癌的价值( 方法# 收集 45C 例治疗前的鼻咽癌患者和 D5 例
健康成人的血清和血浆! 应用免疫酶染色法检测血清 =.>;?@>)7>;?@>& 用正丁

酸与巴豆油激发 E+F# 细胞方法检测 78=;AB+&% 抗体 & 用实时荧光定量聚合酶

链反应 "*%+,;:#G% -,)(*%&/%$/% H)+$:#:+:#<% I.E!EJ;I.E$分析血浆 78=;AB>!评

估其在诊断鼻咽癌中的价值 ( 结果 # 单项检测时对鼻咽癌患者诊断的敏感性

和特异性分别为’=.>;?@> 2KLKM)32NOP!7>;?@> DOL1M)2QLDM!78=;AB+&% 抗体
D5LRM )21L3M !78=;AB> 53L3M )33L0M ( 联合检测的敏感性和特异性分别为

23L3M 和 3QL0M( =.>;?@>)7>;?@> 阳性率与临床分期无关"!﹥1L1O$!各临床分
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罗耀凌!等! 联合检测 "# 病毒相关抗体和抗原对诊断鼻咽癌的价值

鼻咽癌 !$%&’()%*+$,-%. /%*/0$’1%" 234#的发
生与 "5 病毒!"(&6-0$75%** 80*9&" "58$感染密切
相关 %:&"研究发现绝大多数患者血清和血浆中存在
抗 "58 抗体和 "587;2< %=>?&"且这些抗体抗原的
出现往往发生在临床肿瘤之前’ 近年来随着分子
生物学的发展" 特别是实时荧光定量聚合酶链反
应 (*-%.7601- @.9’*-&/-$/- A9%$606%60B- (’.+1-*%&-
/)%0$ *-%/60’$" CD734C$技术的应用"丰富了 "58
相关抗体和抗原的检测指标" 成为探索鼻咽癌临
床诊治非常重要的非侵入性检测指标’ 国内外已
有很多关于单个指标的检测报道 %E>F&"但单个指标
的检测对诊断鼻咽癌的敏感度和准确度均不甚理

想"且由于鼻咽癌病变隐蔽"易漏诊)误诊"不易早
期诊断" 因此国内外都在寻找一种有效的诊断方
法" 联合检测 "58 84<7G,<)"<7G,<)"587;2%&-
抗体)"587;2< 的报道少见" 本研究同时检测这
四项指标"旨在探讨其在鼻咽癌诊断和病程评估)
临床分期中的价值*

! 资料与方法

!"! 血清!浆"标本
收集 =HIJ 年 ? 月至 =IIK 年 L= 月在中山大学

肿瘤防治中心经病理确诊的治疗前鼻咽癌 LJI
例"其中男性 LLJ 例"女性 MM 例"患者年龄 =INKO
岁"中位年龄 MF 岁+按 PQR 分类标准"未分化型
非角化癌 LMF 例"分化型非角化癌 ? 例"低分化鳞
状细胞癌 J 例*按照鼻咽癌 SF= 福州分期标准进行
临床分期"!期 O 例,"期 =K 例)#期 K= 例)$期
?E 例’另选取 KJ 例来源于本院体检中心的健康成
人作为对照组’ 分别抽取鼻咽癌患者治疗前和对
照人群的静脉血"离心分离血清和血浆!";T< 抗
凝$"冰箱保存!=NOU$’
!"# 主要试剂及仪器

84<7G,< 和 "<7G,< 检测试剂盒购自中山生

物工程公司!产品号 T8HV:$’ ;2< 提取试剂盒购
自 北 京 TG<2W"2 5GRT"4Q 公 司 ! 目 录 号
;3XHM$’ "5 病毒引物及探针序列购自上海基康生
物技术有限公司’C%Y0 细胞购自中国科学院上海生
科院细胞资源中心’ Z[7J?HH 液闪仪为美国贝克曼
库尔特公司产品’ KFHH 型实时荧光定量 34C 仪及
34C 扩增结果自动分析软件 [;[!8-*&0’$V\]$均为
美国 <5G 公司产品’
!"$ 检测方法

!:$84<7G,<)"<7G,< 用免疫酶染色法检测 "
严格按试剂说明书操作 " 血清样本从 :^:] 开始
倍比稀释到 :^: =O]’ 阳性细胞数达 :?_以上的
稀释倍数为该样本的抗体阳性滴度’ 84<7G,<!
:^M])"<7G,<!:^:] 为阳性’ !=$"587;2%&- 抗体
检测按陈海峰等 %:]&报道的方法"以正丁酸与巴豆
油激发的 C%Y0 细胞获得 ;2< 酶抗原 "检测血清
;2< 酶抗体水平即抗酶率 ’ 抗酶率‘!:a待测血
清 43b 值 c 正 常 新 鲜 血 清 43b 值 $ dLII_ ’
"587;2%&- 抗酶率 e EI_为阳性 ’ !E$ 血浆
"587;2< 检测应用荧光定量 34C 原理" 用血浆
;2< 提取试剂盒提取 ;2<" 在 <5GKFII 型实时
荧光定量 34C 仪 " 对 "587;2< 的 !"#QL7P 区
域 !W-$5%$f 序列号 8]L???$ 进行扩增及检测’
阳性模板由 "58 !"#QL7P 片段质粒克隆制成 "
并 梯 度 稀 释 成 =gFO hLIO)=!FO hLIK)=!FO hLIJ)
=!FOhLI?)=!FOhLIM)=!FOhLIE 和 =!FOhLI=拷贝 i 1Z"
每次 34C 反应各梯度阳性模板均与样本同时进
行扩增"以绘制阳性标准曲线对样本定量’ 每次
34C 反应均同时做多管阴性对照和空白对照 ’
34C 扩增结果用自动分析软件 [;[!8-*&0’$=!I$
进行分析’血浆 "587;2< 定量结果按公式换算-
4‘Dh!8;2< i 834C$h!L i 8"jT$" 其中 4 为待测血浆
"587;2< 浓度 !拷贝 i 1Z$"D 为 34C 反应得到
的 "587;2< 浓度 "8;2< 为血浆抽提得到的 ;2<
最终稀释量 "834C 为加入反应体系的点样量 "8"jT

为抽提 ;2< 所用血浆体积’ ;2< 水平eLhLIE 拷

贝 i 1Z 判断为阳性’
!"% 统计学方法
用 [3[[LI\I 统计学软件包进行统计分析 "

敏感度‘鼻咽癌组的阳性例数 i鼻咽癌组的总例
数hLII_’ 特异度‘健康成人组的阴性例数 i健康
成人组的总例数hLII_’ 阳性率的比较用卡方检
验" 多组独立样本均数间差异用 k*9&f%.7P%..0& 检
验’ $lI\I? 为有统计学意义’

期中 "587;2%&- 抗体阳性率 )"587;2< 水平与阳性率的
差异有统计学意义 !$lI\I?$’ 结论 #84<7G,<)"<7G,<)

"587;2%&- 和 "587;2< 单项检测时 84<7G,< 敏感性最
高 ""<7G,< 特异性最好+ 四项指标联合检测可提高鼻咽癌
诊断的敏感性和准确度’ "587;2%&- 抗体)"587;2< 有助
于评估鼻咽癌病程和协助判断临床分期’

关键词 #鼻咽肿瘤 + 诊断 + "587特异性 ;2< 酶抗体 + "5
病毒 ;2<+ 实时荧光定量聚合酶链反应
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! 结 果

!"# $% 病毒四项检测指标对鼻咽癌的诊断价值
!" 例健康对照中四项指标检测结果阳性的例

数分别为!#$%&’(% ) 例"*%&’(% + 例"*,#&-./01
抗体 ! 例"*,#&-.% 2 例# 四项指标中至少一项

检测结果为阳性者 34 例$ 从表 3 可见"单独应用
一项指标检测鼻咽癌患者时" 以 #$%&’(% 的敏感
度最高%25657&" *%&’(% 的特异性最高%2+6!7&$
联合四项检测时 " 敏感度和准确度分别提高到
2)6)7%89) : 3"5&和 2+637%;;; : ;<"&#而特异度变
化不大$

’=>1?
#$%&’(%
*%&’(%
*,#&-./01 /=@ABC>D
*,#&-.%
$CEBA=/@AC=

F1=0A@AGA@D %7&

2565%8++ : 8"5&

!965%8;5 : 8"5&

!"6<%8;; : 8"5&

")6)%885 : 8"5&

2)6)%89) : 8"5&

FH1IAJAIA@D %7&

)269%") : !"&

2+6!%!; : !"&

256)%"2 : !"&

))6;%"! : !"&

)+6;%"+ : !"&

%IIKL/ID %7&

)26)%;8; : ;<"&

)86+%82; : ;<"&

)562%828 : ;<"&

!965%8!! : ;<"&

2+68%;;; : ;<"&

MC0A@AG1 HL1>AI@AG1 G/NK1 %7&

2+6!%8++ : 894&

2"6)%845 : 84+&

2+6"%844 : 842&

246+%885 : 882&

2462%89) : 8!5&

.1(/@AG1 HL1>AI@AG1 G/NK1 %7&

)865%") : )+&

"+6<%!4 : 884&

"+69%"2 : 85!&

9!6<%"! : 88!&

2!65%"+ : ""&

表 ! "# 病毒四项检测指标对鼻咽癌的诊断价值
$%&’( ! )*%+,-./*0 1%’2(. -3 /4( 3-25 "6./(*,7#%55 1*52. !"#8" 9(/(0/*-, *,9(:(. 3-5

,%.-64%5;,+(%’ 0%50*,-<% !=>?"

!&! 不同临床分期患者的 $% 病毒四项检测结果
的比较

由表 4 可见"!’"’#’$期病例中 #$%&’(%
和 *%&’(% 阳性率之间的差异无统计学意义 %!O
5659&$ *,#&-./01 抗体阳性率在!期与"’#’$

期#"期与$期间差异均有统计学意义%!P5659&$
*,#&-.% 阳性率在!期 ’"期与#’$期之间差
异均有统计学意义%!P5658&$ 临床分期越晚"*,#&
-.% 水平 %拷贝数 &越高 %QLK0R/N&S/NNA0 检验 "!T
56559&$

U.V 0@/(1
!
"
#
$

$/010
)

;!
!;
9<

#$%&’(% %7&

)!69 %! : )&

2;6"%;9 : ;!&

)!69%"< : !;&

2;69%+2 : 9<&

*%&’(% %7&

9565 %+ : )&

""6!%3) : ;!&

!<6"%9< : !;&

)+62%+9 : 9<&

*,#&-./01 /=@ABC>D %7&

3;69 %3 : )&

"<65%3! : ;!&

!26;%9! : !;&

))6!%+! : 9<&

*,#&-.% %7&

;965 %; : )&

+)63%3< : ;!&

!<6"%9< : !;&

!26;%+; : 9<&

V1>A/= *,#&-.% N1G1N %ICHA10 : EW&

3 +"5
;) +55
!2 <95

3<! 555

表 @ 不同临床分期鼻咽癌患者的 "A 病毒四项检测指标的阳性率和 "A87)=B 中位水平
$%&’( @ $4( 6-.*/*1( 5%/(. -3 3-25 "A8 9(/(0/*-, *,9(:(. %,9 /4( <(9*%, ’(1(’ -3 "A87)=B *,

=>? 6%/*(,/. %/ 9*33(5(,/ 0’*,*0%’ ./%+(.

’ 讨 论

鼻咽癌是中国南方人群常见的恶性肿瘤 "虽
然其具体发病机制目前仍然不明" 但大量研究认
为 *,# 与鼻咽癌的发生发展密切相关"用带 *,#
基因的 X/YA 细胞经激活后抗原表达谱来看" 其中
至少含有 *%&-’*%&X’*,# 相关的 -.% 酶 ’-.%
多聚酶’胸腺激酶等$ 绝大多数鼻咽癌患者血清中
有抗 *,# 各种抗原的抗体存在" 鼻咽癌的血清学
诊断应朝着多项指标联合应用的方向探索 (;"<)$ 近
年来陆续有报道指出 (+"9)"鼻咽癌患者血浆中存在
可以检测到的肿瘤来源的 *,#&-.%"且含量变化
与肿瘤病情’疗效’复发’转移相关$
本研究同时检测 *,# 相关抗原和抗体" 评价

该四项检测对鼻咽癌诊断的价值"我们发现"单项
检测中 "#$%&’(%’*%&’(%’*,#&-./01 抗体 ’*,#&
-.% 敏感度分别为!25657’!9657’!"6<7和")6)7"
与以往的报道 (<"""!)相一致"以 #$%&’(% 的敏感度
最高 "*%&’(% 的特异性最好 "与张昌卿等 (<)报道

的结果一致$ 而当四项指标联合检测时"敏感度可
达 2)6)7"准确度提高到 2+637"而特异性无明显
降低$ 我们认为抗体的形成是针对 *,# 编码的抗
原"鼻咽癌组织中的 *,# 可以进入血循环中"既然
在血循环中可以检测到 *,# 的 -.%"反映出血清
也同时出现了 *,# 编码的抗原$从理论上讲"联合
应用这四项指标进行检测可以同时反映出 *,# 在
体内的抗体和抗原水平" 因此可以明显提高血清
学检测在鼻咽癌筛查和诊断中的价值$ 本组病例

罗耀凌!等6 联合检测 *, 病毒相关抗体和抗原对诊断鼻咽癌的价值!"
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只有 ! 例全阴性!余下病例若是有一项检出阴性!
其余三项至少一项都能检出阳性! 也说明联合检
测有互补作用!能提高其诊断价值!早期发现鼻咽
癌!特别是在初次活检阴性而 "#$ 检测阳性患者!
更应高度警惕!必要时进行多次活检!以免误诊和
漏诊"
临床分期是影响鼻咽癌预后的主要因素!尽管

$%&’()&#"&’()& 已用于鼻咽癌筛查和辅助诊断!
但尚无证据证明其是判断临床分期#疗效及复发的
可靠指标"原因主要是在于该两种抗体在人体内的
半衰期较长! 即使体内 "#$ 清除后仍有较长时间
维持在较高的浓度" 本研究结果也显示!$%&’()&
在各期阳性率无明显差异!而 "&’()& 虽有差异!但
无统计学意义!也充分说明上述观点"本研究证实!
临床分期越晚!鼻咽癌患者血浆 "#$’*+, 中位水
平和阳性率越高!"-$’*+./0 抗体阳性率也随着临
床分期升高而增加" 这些结果均显示!血浆中 "-$
游离 *+, 含量与鼻咽癌分期相一致! 很好地反映
了鼻咽癌临床特征!其血浆含量与患者体内肿瘤负
荷呈正相关!血浆 "-$’*+, 可能是由肿瘤细胞释
放入外周血的结果!因而随着病情的进展!血浆中
"-$’*+, 含量也会出现相应的增加" "-$’*+./0
的出现 ! 提示了 "-$ 处于病毒的增殖周期 !其
在受染机体内含量高低 ! 直接反映了病毒复制
的活跃程度 ! 随着病灶的增大和浸润范围的增
大 !"-$’*+./0 的表达亦相应增多 " 我们认为
"-$’*+,#"-$’*+./0 抗体对患者临床分期有重
要意义!能很好反映肿瘤消长!有助于评估鼻咽癌
患者病程和有望成为分期系统的分子指标 $1!2%"
综上所述! 我们认为联合检测各项指标有互

补作用!可提高鼻咽癌的诊断效率!提高准确度!
减少误诊和漏诊率" "-$’*+, #"-$’特异性 *+,
酶抗体是反映肿瘤消长情况灵敏可靠的指标!可
用于鼻咽癌诊断 # 评估鼻咽癌病程和协助判断
3+4 临床分期" 有报道这两项指标在治疗前后动
态检测!对鼻咽癌的疗效#预后#转移和复发的判

断均有重要意义! 并有助于阐明 "-$ 在鼻咽癌发
生发展中的机制 $5!66%"
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