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背景：鼻咽癌（NPC）与 EB 病毒（EBV）密切相关。本文作

者曾表明 EB 病毒的直接早期基因 BRLF1，经常在鼻咽癌肿

瘤中表达。同时在用放射性免疫沉淀试验检测鼻咽癌血清时

发现，针对 BRLF1 基因产品 Rta 的免疫球蛋白 G（IgG）抗

体显著升高。为了简化和定量检测的方便，我们选择了酶联

免疫吸附法（ELISA）来进行研究。  
 
方法：使用免疫沉降法进一步确定了抗原域值。两个谷胱甘

肽-S-转移酶（GST）重组 Rta 片段（R150–GST 和 R185-GST
被用作 ELISA 试验的抗原。用于检测抗体直接作用于 Rta 的

血清标本来自 51 例鼻咽癌患者，115 例非鼻咽癌疾病的患者

和 47 例健康志愿者。 
 
结果：在鼻咽癌病人中，74.5％对 R150-GST 显示了阳性 IgG
反应，62.7％对 R185-GST 显示了阳性 IgG 反应，80.4 ％对两

个片段显示了阳性反应。与此相反，只有 8.5％的健康志愿者

和 13.0％的对照组病人有阳性反应。当使用混合了两个重组

Rta 蛋白作为包被抗原时，相对应的阳性反应率在 NPC 病人

中是 82.3％，健康志愿者为 10.6 ％，和对照病人组 14.8％。

值得注意的是，51.0 ％的鼻咽癌血清对免疫球蛋白 A（IgA）

呈阳性反应，而对照病人组并没有显示出明显的反应。使用

Rta 蛋白的 IgG 反应检测鼻咽癌和传统的诊断血清标志物 EB
病毒早期抗原及病毒衣壳抗原的 IgA 反应检测鼻咽结果相关

联。 
 
结论：用于检测 IgG 抗体直接针对重组 Rta 蛋白的 ELISA 法

简单、可靠，是筛选和诊断鼻咽癌病人的有效血清参数。 
 
《Cancer》 癌症 2001; 92:1872-80  © 2001 年美国癌症学会 
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Epstein-Barr 病毒（EBV）的是一个无所

不在的γ-单纯疱疹病毒。90 ％以上的人口已

被感染并终身携带。EB 病毒基因组是一个含

有 172，000 碱基对（bp）的编码超过 100 个
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基因的双链 DNA，其中包括至少 10 个潜伏

基因和 80 多个裂解基因。EB 病毒与广泛的

恶性肿瘤的淋巴细胞和上皮细胞密切有关，

如 Burkitt 淋巴瘤，T 细胞淋巴瘤，霍奇金

病，胃癌和鼻咽癌（NPC）。已确定 EB 病

毒是导致鼻咽癌的 直接病因。100％的未分

化型鼻咽癌患者检测出 EB 病毒基因 1。鼻咽

癌和 EB 病毒病因之间的联系 初建立在血

清学证据之上。与相应的对照组相比，在鼻

咽癌患者中，针对 EB 病毒早期抗原（EA）

和病毒衣壳抗原（ VCA ）免疫球蛋白

（IgA）抗体的血清滴度明显大得多 2。这些

血清学试验已证明具有诊断及预警价值 3,4。

不管在那片地域，在几乎每一个鼻咽癌恶性

上皮细胞中都证实了 EB 病毒基因的存在
5,6。病毒 DNA 的单克隆性表明，恶性化是从

被 EB 病毒感染的一个祖细胞的克隆表达开

始的 7。人们已普遍接受，鼻咽癌患者的 EB
病毒感染是主要的诱因，并在肿瘤细胞中一

直能检测到潜伏期基因的 mRNA（EBNA-1, 
LMP1, LMP2,和 EBER）1,8。大多数以往的研

究都集中在鼻咽癌中的 EB 病毒潜伏抗原可

能有致癌性。然而，越来越多的证据表明，

EB 病毒在鼻咽癌中发生裂解感染时就能诱发

这一肿瘤。这些证据包括从肿瘤细胞中分离

出感染的 EB 病毒 9，EB 病毒基因组的线性

形式的存在 7，从鼻咽癌病人的无细胞的血

浆中检测出 EB 病毒 DNA，说明出大量病毒

被释放到血液中 10。 近，我们通过逆转录

聚合酶链反应（RT-PCR ）证明了裂解的 EB
病毒基因 BRLF1（对 EB 病毒裂解周期开始

至关重要即刻早期基因之一）经常在鼻咽癌

活检组织中表达。此外，在鼻咽癌病人中也

发现针对 BRLF1 转录激活子（Rta）的免疫

球蛋白 G（IgG）抗体，这表明了 BRLF1 在

蛋白层面的表达 11。 

鼻咽癌是鼻咽恶性肿瘤 常见的形式，

每年有超过 8 万个新病例 12。在鼻咽癌病人

中也经常观察 EB 病毒潜伏和裂解抗原的体

液免疫反应。都已经看到经常在鼻咽癌病

人。虽然 EB 病毒特异性的 IgA 和 IgG 抗体

没有多大治疗功效，但他们突出的血清学特

点已大量应用在鼻咽癌患者的诊断和预警

上。传统上使用间接免疫荧光法（IFA）来

检测针对 EA 和 VCA 的 IgA 抗体。这种方法

操作复杂，技术要求高。 近，利用各种病

毒重组抗原的血清学试验已经发展起来。这

些抗原包括 EB 病毒编码的碱性酶 DNase，
DNA 聚合酶，胸苷激酶 13，核苷酸还原酶
14，膜抗原 15，转录激活子 Zta16，和潜伏抗

原 EBNA117。然而，不同的实验室所作的血

清试验的敏感性和特异性并不一致 13,18,19。

迄今为止，传统的 IFA 用于检测针对 EA 和

VCA 的 IgA 抗体仍然是 可靠的鼻咽癌血清

学标的物 19。目前早期鼻咽癌患者经过放

疗，5 年生存率可达 70-80％，而晚期患者生

存率下降到 20-40％3。因此，发展一种更加

敏感和方便的检测筛查方法将对高危人群大

有裨益。 
通过免疫沉淀法，我们以前已证明鼻咽

癌病人体内 Rta 蛋白的 IgG 抗体比健康对照

组有显著增加 11。在本项研究中，我们进一

步探讨建立在 ELISA 方法上的 Rta 特异抗体

对鼻咽癌的诊断价值。在 ELISA 试验中我们

使用了在 Rta 中有抗体结合区域的两个重组

蛋白作为抗原。鼻咽癌的和对照组的血清都

进行了测试，结果表明，鼻咽癌中针对 Rta
蛋白的 IgG 抗体滴度显著高于对照组。这种

ELISA 测试敏感、特异，可能成为 NPC 有效

的诊断和筛查参数。 

 
材料与方法 
 
鼻咽癌和对照血清 

血清样本取自新加坡国立大学医院和新

加坡中央医院耳鼻喉科的未经治疗的病人。

每个病人都已在知情同意书上签字。51 例病

例来自病理组织上证实的未分化鼻咽癌。对

照组的病人包括 115 个病理组织上确认的非

鼻咽癌但有症状的患者，他们的症状包括，

鼻出血，耳鸣，眩晕，中耳炎，鼻窦炎，和

血管舒缩性鼻炎。此外，还包括了 47 例健康

志愿者。所有血清在零下 20 摄氏度存放，直

到使用。 
 
质粒的构建 

载有 450bp C-末端片段BRLF1的质粒

pKT-R150C（图1）是从pKT-R222C11中通过
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聚合酶链反应法（PCR）亚克隆得来的11。所

用引物是5’ATCCCATGGAATTCCCGTGGG 
CCAACCGG-3’ (sense), and 5’TGCTCTAGA 
CTAAAATAAGCTGGTGTCAAAAATAG-3’ 
(anti-sense)  Nco I和Xba I限制性内切酶被引

到引物中，扩增片段被克隆在Nco I-Xba I 消
化的pKT载体里面。在tac启动子r的控制下，

由异丙基-β-D-硫代半乳糖苷引入，两个额外

的BRLF1内部截断R150I和R185I分别被亚克

隆 在 pGEX–5X-3 表 达 载 体 （ Amersham 
Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ）中

（图1）。pGEX-R150I含有一个450-bp大小

的BRLF1基因内侧片段，是从pKT-R222C质

粒11用Pvu II 和 Nde I切下来的，包括核苷酸

1153–1603。去掉DNA聚合酶Klenow片段的

两末端后嵌入Sma I线性化的质粒pGEX-5X-3 
(图1)。质粒 pGEX-R185I是从pKT-R435C 质
粒11 亚克隆的555bp大小的BRLF1内侧主干嵌

入 pGEX-5X-3 质粒造成的（图1）。Pvu II-
Apa I-消化修饰的Klenow 片段进一步克隆到

Sma I-线性化的 pGEX-5X-3质粒中。两个嵌

入的片断由上游密码子启动克隆形成带有的 
谷胱甘肽-s-转移酶 (GST) 的融合蛋白，并经

测序证实。  
 

 
 
图1. 质粒构建。BRLF1 ORF818bp的立即早期基因

BRLF1全长开放阅读框架。质粒pKT-R150C由pKT-
R222C亚克隆用于体外转录和转译。pGEX-R150I和
pGEX-R185I都含有BRLF1的内侧干性部分，在细菌

表达并生成两个重组谷胱甘肽-s-转移酶 (GST) 的融

合蛋白：R150-GST和R185-GST。 
 
体外转录，转译和免疫沉降 

按照制造商的说明和前面描述的程序11，

在 [35S]蛋氨酸存在的情况下，质粒 pKT-
R150C 被 转 录 和 转 译 系 统 （ TnT ）

（Promega，Madison，WI）在体外转录和转

译，以便生成一个150氨基酸，C-末端Rta蛋
白质，R150C。通过无损检测线性质粒pKT - 

R222，蛋白R150I经TnT反应由Nde线性化质

粒pKT-R222而获得（图1）。免疫沉降试验

则按照曾发表过的步骤进行11。 
 
重组R150–GST和R185-GST融合蛋白的表达

和纯化 
将pGEX-R150I，pGEX-R185I，和pGEX-

5X–3分别转化入大肠杆菌BL21（DE3）细胞

（Amersham Pharmacia Biotech Inc.）。重组

克隆放入20毫升Luria-Bertani（LB）浆液和

100微克/毫升氨苄西林中37°C过夜生长。一

升新鲜LB介质与过夜的培养菌按1：100稀释

后接种，并在30℃条件下强力摇荡孵育直到

光学密度水平从600纳米（OD）600达到0.6-
0.8。然后添加 IPTG（Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA）是 终浓度为0.1mM，培养三

小时。除非特别注明，随后的所有步骤都在4
℃进行。在X4000 g速率下离心10分钟后收获

细胞，并在100毫升裂解液（磷酸盐缓冲液含

1％Triton X-100和1mM 苯甲磺酰氟）中再悬

浮，并经超声破碎。在X12000 g速率下离心

15分钟后收集上清液，再加入1毫升经由磷酸

盐缓冲液平衡后的50％谷胱甘肽琼脂糖凝胶

4B 研 磨 液 （ Amersham Pharmacia Biotech 
Inc.）。经过30分钟室温下的不断旋转孵化

后，将配液装入一次性分离柱体（Bio-Rad 
Laboratories），用10毫升裂解液洗3次。通过

室温下10分钟孵育，用1-3毫升洗脱缓冲液

（50mM三盐酸，pH值8.0，和10mM减少的

谷 胱 甘 肽 ； Aldrich Chemical Company, 
Milwaukee, WI）洗脱重组GST融合蛋白和免

GST蛋白。使用Bio-Rad蛋白检测试剂盒

（Bio-Rad Laboratories）提供的微孔板流程

测定蛋白浓度。洗脱等分试样存放在-20摄氏

度，直到使用。 
 
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳和蛋白

质印迹分析 
为分析蛋白的表达，须通过在溶液中煮

沸5分钟将各收集的样本转性。溶液中含有2
％十二烷基硫酸钠（SDS）；1％β-巯基乙

醇；50mM的三盐酸，pH值为6.8；10％的甘

油；和0.3 ％溴酚蓝。然后对重复SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（PAGE）凝胶（10 ％聚丙

烯酰胺）分离。经过电泳，其中一个凝胶用

考马斯亮蓝染色，其他凝胶则移送到硝酸纤

维素膜（Stratagene, Cedal Creek, TX）上进行
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半 干 电 泳 转 移 细 胞 （ Bio-Rad 
Laboratories）。加入阻断缓冲液（5％脱脂牛

奶，20mM三盐酸，150mM氯化钠，和0.1%
吐温20，pH值7.6），4°C过夜并平缓搅拌来

培养剥离膜，然后与1:10000稀释羊抗-GST多
克 隆 抗 体 （ Amersham Pharmacia Biotech 
Inc.）在室温下搅拌一小时来反应。加入

1:10000稀释的辣根过氧化物酶（HRP）标记

的兔抗羊免疫球蛋白（Dako A/S, Glostrup, 
Denmark）并培养1小时。使用发光蛋白印迹

检 测 系 统 （ Amersham, Buckinghamshire, 
United Kingdom）在X光胶片上曝光来检测信

号。 
为确认重组Rta片段抗原，使用我们在以

往试验中已确定的4个IgG-Rta阳性血清样品

和4个阴性血清样品来进行蛋白质印迹分析。

把混合在一起的R150-GST，R185-GST，和

免GST加载到一个单一预备孔中，使用SDS-
PAGE来分离。经过电子转让和拦截，将剥

离膜切成条，每个条分别与1:1000稀释的血

清样品反应。列入抗GST抗体（1:10,000稀
释）作为对照。使用1:1000稀释的HRP共轭

兔F（ab’）2抗人IgG（Dako A/S）或1:10000
稀释兔抗羊球蛋白作为次要抗体。其余检测

程序与上文所述一样。 
 

 
图2. 免疫沉降法确定Rta C-端抗原区域。（a）由Nde
线性化的pKT-R222C质粒（见图1，C道）在[35S]蛋
氨 酸 TnT 系 统 生 成 含 150 氨 基 酸 Rta 内 侧 干

（R150I）。在8个IgG-Rta阳性的血样中，7个R150I
呈阳性，一个阴性，这与以前使用R222C为抗原的

实验相同11。（b）pKT-150C质粒在体外转译生成含

150个氨基酸的Rta C-端干型（R150C）（C道）。在

上述a所使用的血清样本中，可以检测出识别这个区

域的IgG抗体。仅有四个血清（列1、3、4和5）显示

这种蛋白的反应（列1-8）。列M：分子量标记物

（单位：kD)。 
 
ELISA 

分开使用或合并纯化的 R150-GST 和

R185-GST 来 包 被 96 孔 聚 苯 乙 烯 微 量 板

（Immuno II；Dynatech，South Wundhanm，

ME），每孔100微升并在室温下孵化过夜

（16-18小时）。在pH值为9.6的碳酸盐缓冲

液中预稀释成终浓度为1微克/毫升，并用针

对标准IgG-Rta阳性血清的滴定法测定 佳浓

度。使用PBS辅以0.05 ％吐温20（PBST）来

洗涤微量板5次，再使用100微升/每孔的含有

1 ％牛血清白蛋白（ Sigma ， St. Louis ，
MO），3％正常山羊血清，1％脱脂牛奶的

三基稀释液在室温下1小时来阻塞非特异性结

合位点。再清洗板5次，然后加入100微升在

三基稀释液中的稀释血清（1:50）。微量板

在37℃孵育1小时之后，用PBST清洗6次。在

每个孔中加入100微升的1:500稀释的HRP标
记的兔F（ab’）2抗人IgG或1:500稀释兔抗人

IgA（Dako A/S）并在37°C培育30分钟。用

PBST清洗板子6次，然后按0.5毫克/毫升的比

例将酶基邻苯二胺（Sigma）溶解于0.1M的

含 过 氧 化 氢 的 柠 檬 酸 / 磷 酸 盐 缓 冲 液

（pH5.5）中，再将溶液以100微升/孔来形成

比色反应。在黑暗中经过15分钟37°C的培养

后，加入50微升/孔的4N硫酸来停止反应。使

用620纳米范围过滤器在490纳米处测量OD。

每个测试列入IgG-Rta阳性和阴性对照血清。

所有的测试都进行重试。R150-GST和R185-
GST的抗体反应的截断点是在OD值0.20，两

者相结合的蛋白为0.33，而IgA0.12。 
 
IFA 

如前所述使用IFA检测直接针对EB病毒

EA和VCA的IgA抗体20。 
 
统计分析 

ELISA OD差异表明组间比较是用未配对

双尾student t 检验进行。使用卡方检验来比

较NPC患者和两个对照组的重组Rta蛋白抗体

检测阳性率。使用Spearman (斯皮尔曼)秩和

检验来比较抗重组Rta蛋白的抗体和抗EA或

VCA的IgA免疫滴度之间ELISA OD值的线性

相关性。 
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结果 
 
确定在Rta C-末端的抗原区域 

我们以前介绍对鼻咽癌血清IgG抗体反应

的抗原区域位于RtaC-末端的三分之二处。为

进一步确定在222-氨基酸C-末端内的抗原区

域，我们将这个区域划分成两个重叠片段，

每个含有150氨基酸（图1，2）。内部截断

R150I是线性pKT-R222C质粒的TnT产品，而

线性pKT-R222C质粒在TnT反应前已在原插

入的三分之二处被Nde I切割过（图1，2a，
列C）。通过亚克隆相应的BRLF1开放阅读

框架到T7启动聚合酶pKT载体内来生成C-末
端R150C，然后是在[35S]蛋氨酸存在的情况

下的体外TnT系统（图2b，列C）。这两种放

射标记的重叠蛋白作为抗原，被用在使用以

前已检查的8个血清样本的免疫沉降中。结果

表明，对内部R150I蛋白的血清反应模式是与

原来R222C片段一样的：7个阳性反应和一个

阴性反应（图2A，列1-8）。与之相反，在图

2a列2，7和8的对沉降R222C呈阳性反应的血

清，没能沉降R150C片段（图2b）。很明

显，在R222C区域，能与NPC血清反应抗体

相结合的主要抗原表位位于R150I片段；因

此，该片段在后来的实验中被用于开发

ELISA。 
 

 
图3. SDS-PAGE和免疫印迹法对Rta-GST重组蛋白的

表达和纯化的分析。（a）考马斯亮蓝染色的

10%SDS-PAGE凝胶。（b）抗-GST抗体的免疫印迹

分析。质粒pGEX-R150I, pGEX-R185I和pGEX-5X-3
分别转移到BL21（DE3）细胞中。用0.1mM的异丙

基-β-D-硫代半乳糖苷LB溶液表达GST重组蛋白

R150-GST, R185-GST和GST单体。列1和2示在引起

表达前后的细胞裂解液的上清液提取物。重组蛋白

经过谷胱甘肽琼脂糖4B基质亲和层析纯化（列3）。

列M：分子量标记物（单位：kD)。 
 
重组蛋白 R150-GST 和 R185-GST 的表达和

纯化 
编码 R185I 和 R150I 的 BRLF1 开放阅读

结构被分别克隆到 pGEX-5X-3 表达载体。然

后在大肠杆菌中进行 GST 融合蛋白表达。图

3 表明，45 分子量的 R150-GST 和 49.2 分子

量的 R185-GST，也就是来自从 27 分子量

GST 的融合到 18 分子量的 R150I 或 22.2 分

子量的 R185I，被细胞裂解物上清液来检

测，而只有 27 分子量的 GST 蛋白从载体转

化细胞中生成。使用谷胱甘肽琼脂糖凝胶 4B
基质的亲和层析能纯化重组蛋白。两个 GST
融合蛋白在纯化后能每升培养液产出 4-6 毫

克。使用 IgG-Rta 阳性和阴性血清的蛋白质

印迹分析能确定重组蛋白的抗原性。图 4 表

明，R150-GST，R185-GST 和免 GST 蛋白的

混合物被 SDS–PAGE 分离，并作为对照被抗

GST 抗体检测出来（图 4，列 C）。所有四

个 IgG-Rta 阳性血清不需要与 GST 蛋白相互

作用就能分辨这两个重组蛋白（图 4，列 1-
4），而所有四个 IgG-Rta 阴性血清未能在蛋

白质印迹分析中生成任何阳性信号（图 4，
列 5-8）。结果表明，因为它们的代表抗原

性而且没有与人体血清中 GST 的交叉反应，

重组 Rta-GST 融合蛋白可作为 ELISA 试剂的

抗原来检测针对 Rta 的特异抗体。  
 

 
图 4. 免疫印迹分析确认 GST 重组 Rta 蛋白（R150-
GST 和 R185-GST）具有抗原性。使用 10 ％聚丙烯

酰胺凝胶和移送到硝酸纤维素膜将 R150-GST, 
R185-GST 和游离的 GST 分开。抗-GST 的抗体能

与三个含 GST 的蛋白发生反应（列 1-4）。而四个

IgG-Rta 阴性的血清与这三个蛋白没有反应（列 5-
8 ） 。 列 M ： 分 子 量 标 记 物 （ 单 位 ： kD) 。
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图 5. ELISA 检测两个重组 Rta 蛋白片段(R150-GST and R185-GST)IgG 抗体反应。阴影部分显示阴性样品区，

IgG-R150 and IgG-R185 的 OD 值小于 0.20 (a) 51 例 NPC 患者血清中有 38 例为 IgG-R150 阳性，32 例为 IgG-

R185 阳性，41 例对两者中的任一个反应阳性 (80.4%). IgG-R150 平均 OD 值是 1.07± 0.92； IgG-R185f 是

0.61±0.70 (P . 0.05)。 (b) IgG-R150 或 IgG-R185 在 115 例对照组病人血清中 15 例呈阳性 (13.0%), 13 

例 R150-GST 有反应，4 例对 R185-GST 有反应。(c) 47 例正常人血清中仅 4 例呈 IgG-R150 阳性，1 例 R185-

GST 阳性。显然 NPC 患者的 Rta 抗体阳性率显著地高于对照组血清 (P , 0.01)。 
 

表1 ELISA检测重组R150和R185-GST融合蛋白在NPC病人和对照组血清中的抗体 

 
 
ELISA 检测针对 Rta 的抗体 

为检测针对 Rta 的抗体，重组蛋白按 100
纳克/孔的比例包被在 96 孔板上，根据棋盘

滴定法血清稀释为 1:50（数据未显示）。首

先，确定是针对单个或两个 Rta 重组片段的

不同的抗体反应，然后将 R150-GST 或 
R185-GST 被分开包被到 96 孔微量板，用

ELISA 检测血清样品中的相应的 IgG 抗体

（IgG-R150 或 IgG-R185）。接着检测 51 例

NPC 患者，115 例对照组患者和 47 例健康志

愿者的血清：结果显示在图 5 和表 1。ELISA 
OD 值大于 0.20 的定义为阳性，图 5 阴影区

表明两种蛋白血清阴性。NPC 患者中，38 例

IgG-R150（74.5％）为阳性，32 例 IgG-R185
（62.7 ％为阳性）。平均 OD 值（±标准偏

差）分别为 IgG-R150 值 1.07±0.92， IgG-
R185 值 0.61±0.70（图 5a，表 1）。41 个血

清（80.4％）对两个重组蛋白中任一个有阳

性反应，其中 29 个血清（70.7％）对这两个

蛋白都呈阳性反应。与此相反，115 个对照

患者的血清中只有 15 个（13.0％）对这两个

Rta 片段中任一个有阳性反应（图 5b，表

1），其中 13 个样品对 IgG-R150 呈阳性

（11.3％），4 个样品对 IgG–R185 呈阳性

（3.4％）。同样，在 47 例健康志愿者血清

中，只有 4 个样本对 R150-GST 有阳性反应

（8.5％），其中一人还 R185–GST 阳性（图

5c，表 1）。NPC 血清的的阳性率明显高于

对照血清（P〈0.01）。这些结果表明，与对

照组和志愿者相比，NPC 患者确实有一个更

高的针对 Rta 的 IgG 反应，而将 R150-GST
和 R185-GST 可以简化测试同时保持其灵敏

度。 
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图 6 ELISA 检测两个 GST 重组融合蛋白 IgG 抗体

(IgG-R1501185) 在 NPC 病人组、对照组和健康志愿

者血样中的表达。用 R150-GST 和 R185-GST 混合物

作为抗原包被酶标板。虚线代表判定临界 OD 值

(0.33)。 

 
下一步，我们把两个蛋白包被到 ELISA

板上作为抗原来确定血清对 R150-GST 和

R185-GST 蛋白混合物的反应。使用与前面

同样的血清标本来检测针对混合重组 Rta 蛋

白（定义为 IgG-R150+185 ）的 IgG 抗体：实验

结果显示在图 6 和表 1。在这项测试中

ELISA 截断点的 OD 值被定在 0.33。51 个

NPC 血清中 42 个（82.3％）对合并 Rta 蛋白

有阳性反应， OD 平均 ± 标准偏差值为

1.41±0.92（表 1）。与此相反，47 个健康志

愿者中只有 5 个（10.6％）和 115 个对照组

中的 17 个（14.8％）对 IgG-R150+185 呈阳性

（P<0.01），两组平均 OD 值分别为 0.15 和

0.22（P<0.01；表 1）。在血清样本中检测了

针对 R150-GST 和 R185-GST 合并蛋白的 IgA
抗体的存在（定义为 IgA-R150+185）。51 个

NPC 血清中 26 个（51.0％）对 IgA-R150+185

呈阳性反应（截止点，0.12），但对照组合

健康组都没有显示任何一例阳性 IgA 抗 Rta
反应（P<0.01；表 1）。 

 
图7. 免疫球蛋白G抗体(IgG-R1501185)和免疫球蛋

白A抗体 (IgA-R1501185)对两个GST重组蛋白ELISA

反应与 IgA-EA, 或IgA-VCA在NPC血清中滴度的相关

性。(a) IgG-R1501185 与 IgA-EA比较(b) IgG-

R150-185与IgA-VCA的比较. (c) IgA-R150-185与 

IgA-EA的比较.(d) IgA-R150-185与IgA-VCA的比

较。四对比较的结果均为正相关。 

 

针对EB病毒裂解基因的IgA抗体产品，

EA和VCA是目前使用的诊断NPC的血清参

数。我们使用IFA检测了51个NPC血清和115
个对照血清中IgA抗体滴度对EA和VCA的反

应，结果总结在表 1。与 IgG-R150+185 相比

（P>0.05），84.3％的鼻咽癌患者IgA-EA呈

阳性，但只有1.7％的对照血清阳性，显著低

于同组的 IgG-R150+185 阳性率（P<0.01）。

96.1％的鼻咽癌患者IgA-VCA呈阳性，明显

高于IgG-R150+185（P<0.01），而对照组阳性

率为31.3％，显著高于R150+185。R150+185和

IgA-EA的ELISA OD值的相关性为（相关系

数[ r ] = 0.575；P<0.01），而R150+185和IgA-
VCA为（[r]=0.326；P<0.05）（图7）。IgA-
R150+185 与 IgA-EA 正 相 关 （ [r]=0.678 ；

P<0.01 ） ， 也 与 IgA-VCA 正 相 关

（[r]=0.414；P<0.01；图7）。 
 
 

 
讨论 
 

我们在先前的研究中已经证明鼻咽癌

患者血清中对抗EBV立即早期基因产物Rta蛋
白的IgG抗体水平比较正常对照人有显著性的

增高，这一发现提示测定血清Rta蛋白的IgG
抗体可以发展成为NPC的诊断参数13。在体

外转录实验中，放射性标记的Rta可以用作免

疫沉降法检测。但这种方法效率又低又昂

贵，免疫沉降法本身操作复杂，难于定量化
13。因此本研究的目的是发展一个ELISA方法

检测抗Rta抗体的技术。 
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在222氨基酸内Rta的抗原区定位在C-端
的两个抗体结合区：R150I和R150C。所有能

识别R222C的血清也能与内侧的主干型R150I
发生反应，但只有部分血清能与位于C-端的

主干型R150C发生反应。根据这些结果，

R150I可作为R222C的替代部，而Rta的另一

个片段，R185I能够结合抗体，这个作用在以

前的文章中也曾描述过13。由大肠杆菌产生

的重组融合蛋白具有Rta的抗原性，这也和以

前的报道相吻合21，22。本研究的结果也证明

融合蛋白的GST段在血清中不发生任何反

应，因此没有把它从重组的蛋白片段中去

掉。 
纯化的R150-GST和R185-GST用来包被

ELISA酶标板用于检测特异性的抗Rta抗体。

为了进一步鉴别这两个抗原识别的抗体的性

能，使用ELISA方法分别对针对R150-GST和
R185-GST的IgG抗体进行检测。结果显示IgG
抗体对两个蛋白质都有反应而且强烈。所以

联合使用这两个Rta蛋白片段检测抗体会增加

ELISA方法的敏感度。在本研究对NPC血清

样本所作的检测中，IgG-R150+185检出阳性

率为82.3%，在健康志愿者中阳性率仅为

10.6%，在患有其他疾病的对照组病人中阳

性率为14.8%。对IgA抗体的检测发现，NPC
血清样本中 IgA-R150+185 检出阳性率为

51.0%，而健康志愿者和患有其他疾病的对

照组病人中阳性率为0。 
传统的血清学检测NPC使用IgA-EA和

IgA-VCA，因为他们具有相对较高的灵敏度

和特异性，但是所用的IFA方法很不方便。

曾经做出很大努力设法使用简便的ELISA技

术代替IFA技术，但都失败了，因为不能达

到相应的灵敏度和特异性18,19。而用Rta蛋白

为抗原使用ELISA方法就总能在NPC检测到

相应的抗体13。与EA和VCA相似，Rta在EBV
裂解期复制表达，对抗体的反应应该有相似

的表现。本文的实验结果不但证实了这一设

想，而且揭示两种方法有很好的相关性。虽

然IgG-R150+185对NPC检测的灵敏度与IgA-
EA相当，但其特异性较低，因而在诊断鼻咽

癌应用上 IgG-R150+185似乎不能完全代替

IgA-EA。然而重要的是虽然大多数NPC血清

对EA和Rta的反应相当，但仍有12%的血清仅

对其中一种起反应，这说明IgG-R150+185和
IgA-EA两种指标有互补性。因此在NPC的血

清学诊断方面，使用ELISA方法更为方便和

可靠，并且联合检测IgG-R150+185和IgA-EA
会更有利。还有就是为了NPC的筛查和临床

诊断，临床实验室需要检测大量的血清，本

文介绍的ELISA方法能大大减轻工作量。无

论如何，对阳性结果的解释要十分的谨慎。

后，IgG-R150+185在监测NPC病人的治疗

效果方面的有效性还有待进一步的研究。 
本研究的初步结果显示，在EBV Rta蛋

白中的多个抗原区和对各区的液态免疫反应

是明显的和互补的。使用ELISA方法，无论

是单独测定血清中IgG-R150+185水平还是联

合测定IgG-R150+185和IgA-EA，都是有助于

鼻咽癌诊断的有效的血清学检测指标。
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