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．病毒病诊断与治疗．

鼻咽癌EB病毒Rta／IgG抗体检测的诊断价值

郑裕明，蔡永林，成积儒，李军，莫永坤，高健全，董智荣，钟青燕

【摘要】 目的 通过检测血清中的EB病毒Rto／lgG抗体，评价其在鼻咽癌诊断上的价值。

方法 收集21l例未经治疗的鼻咽癌患者，413例对照组(包括203例相似症状的非鼻咽癌病例和210

例健康体检者)的血清，用酶联免疫吸附法(EusA)检测Rta／IgG抗体。应用受试者工作特征(ROC)曲

线对结果进行分析评价。结果鼻咽癌组的Rta／IgG抗体rA值中位数明显高于对照组(P<O．001)。

Rta／IgG抗体检测诊断鼻咽癌的ROC曲线下面积为0．933，最佳截断点时敏感度为90．5％。特异度为

90．1％。结论 采用ELISA方法检测血清中Rta／IgG抗体可以作为检测EB病毒的一个新指标，并可

作为鼻咽癌诊断的重要标志物之一。

【主题词】鼻咽肿瘤；疱疹病毒4型，人；抗体，肿瘤
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【Abstract】 OHeetive This study was aimed to investigate the clinical value of Epstein—Barr virng(EBV)

Rta，IsG in the diagnosis of nampharyngeal carcinoma(NPC)．Methods Serum samples derived from 21 1

untreated patients with NPC．413 subjects including 203 IIOU·NPC ENT patients and 210 healthy volunteers聃

control were examined for the presence of antibodies directed against Rta／IgG by using enzyme-linked

immnunosorbent assay(ELISA)．Receiver operating characteristic(ROC)cui'、，e was applied to perform methodical

evaluation of this tumor marker．Results The rA value median of Rta／IgG in NPC group Wag significantly hi g}Ier
than one in control group(P<0．001)．The哪a under ROC was O．933．The sensitivity and specificity of this
mm'ker were 90．5％and 90．1％，respectively，when the best cutoff value was defined．Conclusion Rta／tgG

detected with ELISA method is a new target of EBV，and may be one of important marker for NPC diagnosis．

【Key words】 Nasopharyngeal neoplasms；Herpesvirus 4，human； Antibodies，neoplasms

Epstein．Barr(EB)病毒属7疱疹病毒，全球接近

95％的成人感染该病毒，但一般并不发病。只有病

毒由潜伏期被激活进入裂解周期，才与多种恶性肿

瘤的发生高度相关。其中鼻咽癌与EB病毒关系最

为密切，通过对肿瘤上皮细胞中的病毒基因组与抗

原的检测证实了二者的密切相关性¨卫J。EB病毒的

立即早期基因BRLFl与BZLFl表达的Rta与Zta蛋

白是EB病毒进入裂解期的关键蛋白b1。Feng等Hjl

对Rta蛋白的研究提示，它可作为早期EB病毒复制

的监测指标，并在鼻咽癌患者体内可检测出高水平
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的Rta／lgG抗体，从而为鼻咽癌、B淋巴细胞瘤等与

EB病毒关系密切的疾病早期诊断提供了可能性。

本研究旨在采用ELISA方法检测人血清中的Rta／

IgG抗体，评价这一标志物在鼻咽癌诊断上的价值。

1对象与方法

1．1 标本来源收集2006年11月至2008年11月

在梧州市红十字会医院肿瘤科住院的未经治疗鼻咽

癌患者211例，所有患者均经鼻咽活检病理检查确

诊，病理类型以非角化性癌为主(2001211，占

94．8％)。其中男性156例，女性55例；年龄22—83

岁，平均48．4岁；按照福州92分期法，I期4例，Ⅱ

期25例，Ⅲ期74例，IVa期96例，IVb期12例。对

照组413例包括非鼻咽癌的其他相似症状病例203

例(如鼻出血、耳鸣、眩晕、耳炎、鼻炎或其他头颈部

肿瘤等)，以及210例健康体检者；其中男性245例，
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女性168例，年龄6—82岁，平均加．8岁。抽取每个

研究对象4 IIll外周血，分离血清置于一70。C冷冻保

存。

1．2实验方法Rta／lgG抗体检测试剂盒由同听生

物技术(北京)有限公司提供。使用Rta蛋白抗原性

最强的两个片段GST—R185I和GST—R150I的等比混

合物作为诊断抗原，采用间接ELISA方法检测人血

清中RuI如。每份标本做2孔。血清按1：9稀释后

每孔加100扯l，37qC温育30 min；充分清洗后每孑L加

100阻辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgG抗体，37℃

温育30 min；充分清洗后加入TMB底物100山，37 oC

显色10 min；加入2 mol／L H：s04 100 m终止反应。

酶标仪450 nm波长读出每孔吸光度(A)值。取每个

标本双孔的平均值为该标本的A值，标本的A值除

以该反应板阳性对照的A值即为该样品的相对A

值(rA值)，具体按照Chengc副等的方法进行。

211例鼻咽癌患者同时应用本实验室建立的免

疫酶法检测EB病毒VCA／igA抗体，滴度≥1：10判

为阳性。

1．3统计学方法应用SPSS 13．0软件对变量进行

正态性检验，率的比较采用卡方检验，组间抗体rA

值比较采用成组设计两样本比较的秩和检验，检验

水准口=0．05。应用MedCalc 9．5软件，采用受试者

工作特征(ROC)曲线确定Rta／IgG抗体检测的临界

值，计算相应的敏感度、特异度、阳性似然比、阴性似

然比及约登指数等评价指标。

2结果

两组的抗体rA值分布情况见表1。经正态性

检验(Koimogorov．Smirnov test)，两组数据均属非正态

分布(z=1．678，3．770；P=O．007，0．000)。

表l 鼻咽癌组和对照组的Rta／IgG抗体以值分布情况

lhb．1 The distribution of rh value of Rla／1sG in NPC and control

‘两组抗体r^值比较经MⅫ．Whit|ley秩和检验，差异有统计学

意义(z=17．708，P=O．000)

‘The sigaificant aitfeteaee w∞f“．rad in antibody以vahes be怖two
groupa by Mann．Whitneyteat(：=17．708．P=O．000)

图1显示，Rta／IgG抗体检测诊断鼻咽癌的ROC

曲线下面积为0．933(95％可信区间o．910—0．951)，

有统计学意义(==35．002，P：O．0001)。

鬟

圈1蹦I函抗体检测诊断鼻咽癌的ROC曲线
Fig．1 11Ie ROC of detection of Rta，IgG in NPC diagnosis

根据ROC曲线，以约登指数最大为原则，确定

Rta／IgG抗体科值的临界值为O．49。计算Rta／I$

抗体检测诊断鼻咽癌的敏感度为90．5％(95％可信

区间85．7％一94．1％)，特异度为90．1％(95％可信

区间86．8％一92．8％)，阳性似然比为9．12、阴性似

然比为0．11，约登指数为0．81。以O．49为临界值的

两组Rta／IgG抗体水平散点分布情况见图2。

围2鼻咽癌组与对照组的Rta，IgG抗体r^值分布

(临界值=0．49)

隐．2 The distribution of rA value of n叫IgG in NPc

and eotdrol while cutoff value w∞0．49

鼻咽癌组VCA／IgA抗体阳性率为98．1％(207／

211)，与Rta／IgG抗体阳性率(90．5％)比较，差异有

统计学意义(z2：11．310，P=0．001)。4例VCA／

IgA抗体阴性患者的Rta／IgG抗体均为阳性。
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3讨论

EB病毒是一种普遍存在于人类的疱疹病毒，人

感染后形成终身潜伏性感染。EB病毒至少编码60

种病毒蛋白，病毒组分复杂，筛选合适的病毒蛋白组

分作为血清学试验的抗原基质对提高试剂的灵敏度

和特异性十分重要。BRLFl基因是EB病毒的立即

早期基因之一，在EB病毒由潜伏周期向裂解周期

转换的过程中发挥重要作用。BRLFl位于EB病毒

基因组ORF50，103 366～105 183，长度为1818 bp，编

码转录激活蛋白Rta。Rta蛋白可以激活多种病毒

基因的启动子，如BMLFl、BARFl、BALF5等，从而在

B淋巴细胞以及上皮细胞中有效的激活EB病毒进

入裂解复制状态。因此BRLFl基因表达的Rta蛋白

是EB病毒进入裂解复制状态必需的激活元件。同

时，Rta蛋白对宿主细胞生长增殖具有调控作用，可

能对肿瘤的发生发展起到了一定的影响。用RT．

PCR的方法对主要的EB病毒裂解基因在鼻咽部活

检组织(包括肿瘤组织和正常组织)当中的表达情况

进行研究，发现在鼻咽癌样本和对照中BZLFI、

BALF2和BCLFl均能检出，只有BRLFl在鼻咽癌样

本中检测出，而正常组织中未能检出H3。这一结果

暗示了BRLFl基因在鼻咽癌发生发展中的重要作

用。

本研究所使用的试剂是筛选BRLFl基因中抗

原决定簇丰富且抗原性高、与人类蛋白质没有同源

性的区域，即BRLFl．185I和BRLFl．150I两个片段，

并用分子克隆的方法构建出融合的原核表达载体；

通过大肠埃希菌进行表达制备，使用亲和层析与

HPLC-分子筛两种纯化方法联合纯化，获得GST-

R185I和GST．R150I两种重组融合蛋白质；将两种融

合蛋白混合作为抗原，建立人血清中Rta／IgG的

ELISA检测方法b J。

本研究实验结果显示，鼻咽癌组的Rta／IgG抗体

一值中位数明显高于对照组。Rta／IgG抗体检测诊

断鼻咽癌的准确性(ROC曲线下面积)为93．3％，敏

感度为90．5％，特异度为90．I％，表明其有良好的

诊断价值，与任军等n1应用Rtac2／3蛋白为抗原用于

鼻咽癌患者检测的结果相似。与传统的免疫酶法

VCA／IgA抗体检测相比，Rta／IgG的灵敏度稍低，但4

例VCAngA抗体阴性患者的Rta／IgG抗体均为阳性，

显示这两种方法间存在互补性。

因此，采用间接ELISA方法检测血清中Rta／IsG

抗体可以作为检测EB病毒的一个新指标，用于鼻

咽癌的诊断和筛检可能提高诊断的准确性，并能为

临床诊治提供更多的信息。
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