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ＥＢ病毒ＤＮＡ定量检测在鼻咽癌临床分期中的诊断价值
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　　摘　要：目的　探讨ＥＢ病毒（ＥＢＶ）ＤＮＡ定量检测在鼻咽癌患者不同临床分期中的诊断价值。方法　选取广东省汕头大学

医学院附属粤北人民医院２０１３年３月至２０１５年１２月５００例病理诊断为鼻咽癌的患者作为研究组，同时选取２００例健康体检人

群作为对照组。２组同时采用荧光定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方法检测血浆ＥＢＶＤＮＡ的表达量，并对２组之间及临床ＴＮＭ分

期Ｉ、Ⅱ与Ⅲ、Ⅳ的结果进行比较；再将其分别与酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）方法检测的血清ＥＢＶ病毒壳抗原免疫球蛋白 Ａ

（ＶＣＡＩｇＡ）检测结果进行比较。结果　荧光定量ＰＣＲ方法检测ＥＢＶＤＮＡ表达量中，研究组阳性率７５．００％，对照组阳性率

９．００％，两者差异有统计学意义（犘＜０．０５）。鼻咽癌患者血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与临床ＴＮＭ分期呈正相关，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；鼻咽癌分期越晚，血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数越高。结论　血浆ＥＢＶＤＮＡ水平与鼻咽癌患者临床ＴＮＭ分期有显著相

关性，可作为评估鼻咽癌患者临床分期的１种辅助性分子生物指标，具有较高应用价值。
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　　大量研究证实，ＥＢ病毒（ＥＢＶ）与鼻咽癌关系密切
［１］。目

前，ＥＢＶ采用于临床的检验指标包括病毒壳抗原免疫球蛋白

Ａ（ＶＣＡＩｇＡ）、早期抗原免疫球蛋白Ａ（ＥＡＩｇＡ）、ＥＢＶ特异性

ＤＮＡ酶（ＥＢＶＤＮａｓｅ）抗体水平及血浆 ＥＢＶＤＮＡ 定量测

定［２３］。其中血浆 ＥＢＶＤＮＡ 定量测定是近年发展起来的

ＥＢＶ血清学标志物检测技术
［３］，但ＥＢＶＤＮＡ与鼻咽癌分期

尚不清楚。本研究对广东省汕头大学医学院附属粤北人民医

院（后简称粤北人民医院）２００例初治、３００例复诊的鼻咽癌患

者血浆ＥＢＶＤＮＡ定量测定结果进行分析，并探讨其在鼻咽癌

临床分期的诊断价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年３月至２０１５年１２月在粤北人

民医院病理确诊为鼻咽癌患者５００例作为研究组（初治２００

例、复诊３００例），年龄２３～７５岁；男３０７例，女１９３例。所有

的患者按照ＴＮＭ分期标准和世界卫生组织２００２标准进行分

型［４］，其中Ⅰ型８例（占总数１．６％），Ⅱ型３９例（占总数

７．８％），Ⅲ 型４５３例（占总数９０．６％）。５００例患者中Ｔ１ 期５２

例，Ｔ２ 期９３例，Ｔ３ 期２１８例，Ｔ４ 期１３７例；Ｎ０ 期１０４例，Ｎ１

期１６０例，Ｎ２ 期１９７例，Ｎ３ 期３９例；Ｍ０ 期４７１例，Ｍ１ 期２９

例。同期选取本院健康体检人群２００例作为对照组，年龄２５～

６５岁。本研究得到医院伦理委员会批准和受检者的知情

同意。

１．２　仪器与试剂　ＥＢＶＤＮＡ检测试剂盒购自达安基因股份

有限公司，采用ＴａｐＭａｎ荧光探针基因聚合酶链式反应（ＰＣＲ）

扩增法，检测方法参考试剂说明书。ＶＣＡＩｇＡ检测试剂盒购

自北京贝尔生物工程有限公司。

１．３　方法

１．３．１　ＤＮＡ提取　分别用促凝管和乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）
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抗凝管抽取患者静脉血２ｍＬ，全血经３０００ｒ／ｍｉｎ离心，分离

获得血清，－２０℃保存备用。根据试剂盒说明书操作进行

ＤＮＡ提取。ＥＢＶＤＮＡ定量测定均采用荧光定量ＰＣＲ法
［３］。

ＤＮＡ水平大于１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ判断为阳性
［４］，ＤＮＡ水平小

于或等于１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ判断为阴性。

１．３．２　ＥＢＶＶＣＡＩｇＡ检测（ＥＬＩＳＡ法）　采用ＥＬＩＳＡ方法

检测血清中ＶＣＡＩｇＡ，Ｃｕｔｏｆｆ值小于０．０８为阴性，大于或等

于０．０８且小于或等于０．８０为弱阳性（可疑），大于０．８０为阳

性。具体步骤：取出试剂盒置室温平衡３０ｍｉｎ，将２０×洗涤液

用蒸馏水做２０倍稀释。取出包被板，做好标记，留１个孔作空

白对照，将板条固定于板架上，剩余板条用不干胶密封并放入

密封袋中保存。阴性对照孔３个，阳性对照孔１个，各加入

１００μＬ对照血清。空白对照孔１个空置，其余每个孔加入１００

μＬ样品稀释液，每个孔加入待测样品１０μＬ，将反应板轻轻震

荡使样品混匀。用封板膜封板后，置３７℃温箱中反应３０ｍｉｎ。

温育后，吸干孔内液体，用洗涤液洗板５次，每次浸泡３０～６０

ｓ。每孔加入１００μＬ酶标工作液，空白孔除外。用封板膜封板

后，置３７℃温箱中反应３０ｍｉｎ。用洗涤液洗板５次，每次浸泡

３０～６０ｍｉｎ。每孔加入终止液５０μＬ，轻轻震荡混匀。酶标仪

４５０ｎｍ比色测量Ｃｕｔｏｆｆ值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析处

理。血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数及阳性率采用非参数检验方法

（ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ）和χ
２ 检验。比较不同Ｔ分期、Ｎ分期、Ｍ 分

期的 ＥＢＶＤＮＡ 拷贝数。以 犘＜０．０５表示差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　各组检测结果　研究组荧光定量ＰＣＲ方法的阳性率均

显著高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。研究组

ＥＬＩＳＡ方法的阳性率均显著高于对照组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。研究组荧光定量ＰＣＲ方法的阳性率高于ＥＬＩＳＡ

方法，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　ＩｇＡ抗体和ＥＢＶＤＮＡ在研究组和对照组

　　　阳性率比较（％）

组别 狀 ＶＣＡＩｇＡ阳性率 ＥＢＶＤＮＡ阳性率

研究组 ５００ ６０．００ ７５．００

对照组 ２００ １８．００ ９．００

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．２　ＥＢＶ阳性率与鼻咽癌患者临床分期的关系　５００例鼻咽

癌患者血浆ＥＢＶＤＮＡ定量测定ＥＢＶ阳性率为７８．５％（３９２／

５００），其中强阳性７２例（１４．４％），阳性２３０例（４６．０％），弱阳

性９０例（１８．０％）。比较不同Ｔ分期的ＥＢＶＤＮＡ拷贝数，差

异有统计学意义（χ
２＝３７．３１，犘＝０．０００），见表２。比较不同Ｎ

分期的ＥＢＶＤＮＡ拷贝数，差异有统计学意义（χ
２＝６１．７７，

犘＝０．０００），见表３。比较不同 Ｍ 分期的ＥＢＶＤＮＡ拷贝数，

差异有统计学意义（χ
２＝７１．８２，犘＝０．０００），见表４。

表２　　Ｔ分期与ＥＢＶＤＮＡ定量测定关系（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

Ｔ分期
ＥＢＶＤＮＡ

定量中位数

ＥＢＶＤＮＡ

定量四分位数间距 χ
２ 犘

Ｔ１期 ０ ４２００

Ｔ２期

Ｔ３期

６００

２３００

１３７００

１９５００
３７．３１０．０００

Ｔ４期 ７２００ ４２８００

表３　　Ｎ分期与ＥＢＶＤＮＡ定量测定关系（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

Ｎ分期
ＥＢＶＤＮＡ

定量中位数

ＥＢＶＤＮＡ

定量四分位数间距 χ
２ 犘

Ｎ０期 ０ ４５００

Ｎ１期

Ｎ２期

４００

４８００

７４００

３５０００
６１．７７０．０００

Ｎ３期 １３０００ ６５０００

表４　　Ｍ分期与ＥＢＶＤＮＡ定量测定关系（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

Ｍ分期
ＥＢＶＤＮＡ

定量中位数

ＥＢＶＤＮＡ

定量四分位数间距 χ
２ 犘

Ｍ０期

Ｍ１期

１４００

１３０００

１８５００

１３５０００
７１．８２０．０００

２．３　２种方法在不同临床分期检测结果的比较　在ＴＮＭ 分

期中，ＥＢＶＤＮＡ阳性率（９２．８０％）高于 ＶＣＡＩｇＡ（６９．４０％），

ＥＬＳＩＡ方法检测Ⅲ期和Ⅳ期鼻咽癌患者 ＶＣＡＩｇＡ阳性率分

别为６４．００％和８２．６０％，而ＰＣＲ方法检测Ⅲ期和Ⅳ期鼻咽癌

患者ＥＢＶＤＮＡ阳性率分别为９３．１０％和９４．００％，２种方法

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。此外，２种方法Ⅲ期、Ⅳ期

结果分别与Ⅰ期比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；２种方法

Ⅲ期、Ⅳ期结果分别与Ⅱ期比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。ＥＢＶＤＮＡ阳性率随着临床分期增高而增高，组间比

较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＶＣＡＩｇＡ阳性率在各临床分

期间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表５。

表５　　２种方法在不同临床分期检测结果的比较［狀（％）］

临床分期 狀 ＶＣＡＩｇＡ阳性 ＥＢＶＤＮＡ阳性

Ⅰ ５２ １２（２３．０７） ４６（８８．５０）

Ⅱ ９３ ６７（７２．００） ８５（９１．３０）

Ⅲ ２１８ １８０（８２．６０）△ ２０３（９３．１０）△

Ⅳ １３７ ８８（６４．００）△ １３０（９４．００）△

合计 ５００ ３４７（６９．４０） ４６４（９２．８０）

　　注：与Ⅰ期比较，犘＜０．０５；与Ⅱ期比较，△犘＜０．０５；与 ＶＣＡＩｇＡ

阳性比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

　　鼻咽癌是１种与ＥＢＶ密切相关的恶性肿瘤。目前临床应

用广泛的ＥＢＶ的血清标志物检测指标有 ＶＣＡＩｇＡ、ＥＡＩｇＡ、

ＥＢＶＤＮａｓｅ和血浆ＥＢＶＤＮＡ定量测定。前３种方法较早用

于临床，但单项检测均存在一定的局限性，联合检测有较高敏

感性和特异性，对鼻咽癌普查、早期诊断有临床意义［５６］。血浆

ＥＢＶＤＮＡ定量测定较晚用于临床，但对鼻咽癌的诊断及预后

预测有更大优势［７９］。

ＴＮＭ 分期指导下的个体化综合治疗已成为肿瘤治疗的

规范。由于核磁共振成像（ＭＲＩ）广泛用于临床及对鼻咽癌生

物学行为的不断了解，国内确立了基于 ＭＲＩ的鼻咽癌“中国

２００８ＴＮＭ分期”，不过目前关于鼻咽癌临床分期均缺乏分子

生物学指标。本研究５００例患者资料中，鼻咽癌患者血浆

ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与Ｔ分期显著相关（χ
２＝３７．３１，犘＝０．０００）。

随着Ｔ分期的进展，血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数越高，Ｔ３ 期、Ｔ４ 期

患者血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数显著高于Ｔ１ 期、Ｔ２ 期，其机制可

能是受ＥＢＶ感染机体内，血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数高低直接反

映了ＥＢＶ复制的活跃程度，随着原发灶的增大，血浆 ＥＢＶ

ＤＮＡ拷贝数随之增大
［１０］。笔者结果提示 Ｔ２ 与 Ｔ３ 期，Ｔ３ 与

·２６９２· 国际检验医学杂志２０１６年１１月第３７卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖ．２０１６，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２１



Ｔ４ 期组间差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ｚｈａｎｇ等
［１１］也证实

ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与Ｔ分期有显著正相关关系。

鼻咽癌患者在初诊时有６５．００％～８０．００％患者发现癌细

胞转移。本研究中鼻咽癌患者血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与 Ｎ分

期有显著相关性（χ
２＝６１．７７，犘＝０．０００），笔者认为随 Ｎ分期

的递增，患者血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数增高，Ｎ０分期ＥＢＶＤＮＡ

拷贝数最低，Ｎ３分期ＥＢＶＤＮＡ拷贝数最高。有学者报道血

浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与 Ｎ分期呈正相关关系，从另一个角度

说明血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数越高，淋巴转移越广泛。本研究发

现，鼻咽癌患者血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与 Ｍ 分期有显著相关

性（χ
２＝７１．８２，犘＝０．０００），研究结果显示 Ｍ１分期ＥＢＶＤＮＡ

拷贝数高于 Ｍ０分期（犘＜０．０５），其机制可能与血浆 ＥＢＶ

ＤＮＡ拷贝数与转移的肿瘤负荷有关，ＥＢＶＤＮＡ可能由肿瘤

细胞释放进入外周血，随着病情的进展，血浆中ＥＢＶＤＮＡ拷

贝数会相应增加，Ｚｈａｎｇ等
［１１］报道鼻咽癌远处转移患者血浆

ＥＢＶＤＮＡ拷贝数显著高于无远处转移者。

本研究评价荧光定量ＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ２种方法对鼻咽癌的

诊断价值。荧光定量ＰＣＲ具有常规ＰＣＲ的高敏感性，能克服

常规ＰＣＲ技术不能定量及易污染问题；此外，采用荧光探针，

可直接探测到ＰＣＲ扩增中荧光信号变化，实现实时荧光定量

检测。研究中发现，荧光定量ＰＣＲ方法测定ＥＢＶ感染阳性率

显著高于ＥＬＩＳＡ血清学方法，且阳性率随着鼻咽癌进展而增

加。近年来，有学者认为荧光定量ＰＣＲ法对鼻咽癌分期诊断

有较高的敏感性［１２］，可作为鼻咽癌预后评价指标之一，而

ＥＬＩＳＡ方法对鼻咽癌分期诊断敏感性较低。笔者研究显示，

ＥＬＩＳＡ方法检测ＥＢＶ感染阳性率显著低于荧光定量ＰＣＲ方

法且对分期并不敏感。ＥＬＩＳＡ方法作为医院免疫室常规检测

方法，与荧光定量ＰＣＲ方法比较价格相对低廉、无需特殊设

备，但操作较繁琐、主观性强，只适用于大规模人群筛查。

综上所述，血浆ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与鼻咽癌ＴＮＭ的临床

分期呈正相关，鼻咽癌 ＴＮＭ 分期越高，患者血浆ＥＢＶＤＮＡ

拷贝数越高。因此，血浆中ＥＢＶＤＮＡ拷贝数可在分子水平上

反映鼻咽癌患者的病情程度，对鼻咽癌的预后评价具有较大的

临床意义［１３］。
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