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　　摘　要：目的　探讨中山大学附属肿瘤医院研制的病毒壳抗原（ＶＣＡ）＋早期抗原（ＥＡ）多肽片段联合包被聚苯乙烯微孔板

酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）方法对血液中ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ病毒（ＥＢＶ）免疫球蛋白Ａ（ＩｇＡ）的检测效果，并将其与进口筛选试剂盒进

行比较，最终对ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ试剂盒性能进行评价。方法　收集鼻咽癌患者血清８６例，健康人群血清

１００例，用ＥＬＩＳＡ检测血清中ＩｇＡ的ＯＤ值，观察该方法的最低检测限、线性范围、精密度、回收率，同时采用进口的ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ

病毒持续表达核抗原（ＥＢＮＡ１）＋ＶＣＡｐ１８抗原包被ＥＬＩＳＡ方法进行检测，观察其临床性能。结果　ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合

包被ＥＬＩＳＡ方法最低检测限为（０．００３４±０．００２６），血清稀释１００倍数（及以上），其水平与吸光度呈线性关系，阴性标本、弱阳性

标本、阳性标本ＩｇＡ水平的日内变异系数为３．９７％、９．７６％、９．２３％，日间变异变异系数分别为７．５６％、１０．２０％、７．６７％。ＶＣＡ＋

ＥＡ多肽片段联合包被试剂盒与ＥＢＮＡ１＋ＶＣＡｐ１８抗原包被试剂盒比较，相关系数为０．９２６６；检测鼻咽癌敏感性为８８．９０％，特

异性为７７．８０％，阳性预测值为８０．００％，阴性预测值为８７．５０％。结论　ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合检测鼻咽癌有较高敏感性，重

复性较好，阴性结果预测较可靠，可作为临床筛查鼻咽癌的新方法。
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　　鼻咽癌是我国南方常见恶性肿瘤，广东为高发区。其发

生、发展与ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒ病毒（ＥＢＶ）感染密切相关
［１］。检测血

清中ＥＢＶ的某些抗体水平已成为早期诊断鼻咽癌的１种有效

手段。目前用于检测鼻咽癌的血清抗体有多种，包括有ＥＢＶ

持续表达核抗原（ＥＢＮＡ１）产生的 ＥＢＮＡ１－免疫球蛋白 Ａ

（ＩｇＡ）、ＥＢＮＡｌ免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ），ＢａｍＨ１Ｚ转录因子Ｚｔａ产

生的ＺｔａＩｇＡ、ＺｔａＩｇＧ和病毒壳抗原（ＶＣＡ）产生的ＶＣＡＩｇＡ、

ＶＣＡｐ１８ＩｇＡ、ＶＣＡｐ１８ＩｇＧ、ｇｐ１２５ＩｇＡ，早 期 抗 原 （ＥＡ）

ＩｇＡ
［２］，ＥＢＶ特异性 ＤＮＡ酶（ＥＢＶＤＮａｓｅ）抗体，ＺＥＢＲＡＩｇＧ

及近年来新发现的胸苷激酶（ＴＫ）抗体等。而检测血清中抗体

方法则包括 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ、高效液相色谱（ＨＰＬＣ），酶联免疫吸

附测定（ＥＬＩＳＡ），免疫酶染色法（ＩＥＡ），光化学发光法等。临

床常用ＥＬＩＳＡ检测患者血清抗体水平。早期诊断鼻咽癌，除

检测血清抗体水平外，还可检测血清潜伏蛋白ＬＭＰ１、小分子

ＲＮＡ
［３］。不过，早期诊断方法虽多，但大多准确度、特异性不

高，其他则方法复杂、操作繁琐、进口试剂昂贵，不利于临床实

际运用，尤其是卫生设施条件较差的社区卫生医疗机构。因

此，需要寻求１种成熟简单、价格低廉的方法。现就中山大学

附属肿瘤医院研究的ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方

法报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康人群血液标本１００例，收集广东省龙川

县人民医院血库献血者；阳性血液标本８６例，收集自中山大学

附属肿瘤医院经由鼻咽镜和（或）病理诊断为鼻咽癌患者。收

集后分装，－２０℃下保存，避免反复冻融。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　采用ＴｈｅｒｍｏＬａｂｓｙｓｔｅｍｓＭＫ３酶标仪和郑州

博赛生物工程有限责任公司生产的ＢｉｏｃｅｌｌＡＷ１洗板机，上海

跃进医疗器械厂生产的ＸＭＴ１５２Ａ型３７℃温育箱。

１．２．２　试剂　由中山大学附属肿瘤医院中心实验室提供磷酸

盐吐温缓冲液（ＰＢＳＴ）、血清和兔抗人抗体稀释液（１％的ＰＢＳ

Ｔｗｅｅｎ２０，０．１％的牛血清清蛋白，聚乙二醇辛基苯基醚），辣
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根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记兔抗人ＩｇＡ及ＶＣＡ＋ＥＡ 多肽片段

联合包被酶标板。北京现代高达生物技术有限公司生产的

ＴＭＢ（３，３′，５，５′四甲基联苯胺）显色液 Ａ、Ｂ和０．３ｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２ＳＯ４ 终止液（批号为２００９０２００１）。ＥＢＮＡ１＋ＶＣＡｐ１８进口

ＩｇＡ检测试剂盒购自爱尔兰 ＶｒｉｊｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｅｉｔＭｅｄｉｃａｌＣｅｎｔｅｒ。

１．３　方法　将１∶１００稀释血清１００μＬ加入ＶＣＡ＋ＥＡ多肽

片段联合包被ＥＬＩＳＡ酶标板反应孔内，３７℃温育１ｈ，洗涤后

加酶标兔抗人ＩｇＡ１００μＬ，３７℃温育１ｈ，洗涤后加显色液

ＴＭＢＡ、Ｂ液后暗室显色１０ｍｉｎ，加终止液，在４５０ｎｍ主波长

和６３０ｎｍ副波长测定ＯＤ值。

１．４　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１３．０处理数据。计量

资料采用（狓±狊）表示，以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　最低检测限试验　分析 ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合包被

ＥＬＩＳＡ方法最低检测限，对２０次零标准液进行测定，用其吸

光度（狓±２狊）表示
［４］，结果为（０．００３４±０．００２６）。

２．２　线性试验和线性范围　取混合血清标本，分别做５点倍

比稀释（未稀释、１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６）。测得平均ＯＤ值分

别为１．１７６、０．７２３、０．５８７、０．３１６、０．２５４，样品稀释度与测定值

呈线性关系，得其直线回归方程犢＝０．９５４５犡＋０．２４１８，狉＝

０．９７０９，见图１。通过对血清和稀释液比依次为０∶１、１∶

２５０、１∶２００、１∶１５０、１∶１００、１０∶９０、３０∶７０、６０∶４０、８０∶１０、

１∶０等不同水平的系列标准品进行测定，每点各测２次，算得

平均 ＯＤ 值分别为：０．４６３、０．４５６、０．５１４、１．１９４、０．７３４、

０．６６６５、０．４８８５、０．３６６、０．４９９５、０．０１１，将吸光度与稀释度绘

制成标准曲线，见图２。数据采用最小二乘法原理，采用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，得到在血清稀释１００倍（及以上）时

血清ＩｇＡ水平与吸光度呈线性关系。

图１　　线性试验水平吸光度曲线

图２　　线性范围试验水平吸光度曲线

２．３　精密度试验　选取阴性、弱阳性、阳性３例血清标本分别

在１ｄ内重复测试２０次，得到日内变异系数分别为３．９７％、

９．７６％、９．２３％，见表１。将这３例标本分装在（－２０）℃冰箱

保存，每天１次，连续５ｄ检测这３例标本，得到日间变异系数

为７．５６％、１０．２０％、７．６７％，见表２
［５］。

表１　　日内变异系数测试结果

标本分类 ＯＤ值 日内变异系数（％）

阴性标本 ０．１２２±０．００５ ３．９７

弱阳性标本 ０．５４３±０．０５２ ９．７６

阳性标本 １．７４５±０．１６１ ９．２３

表２　　日间变异变异系数测试结果

标本分类
ＯＤ值

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

平均ＯＤ值

（狓±狊）

日间变异

系数（％）

阴性标本 ０．１２０ ０．１３１ ０．１１９０．１０６０．１１６ ０．１１８±０．００９ ７．５６

弱阳性标本 ０．５４５ ０．４９４ ０．５３４０．５９４０．６４２ ０．５６１±０．０５７ １０．２０

阳性标本 １．７６３ １．９３２ １．７２２１．６０１１．６２２ １．７２８±０．１３２ ７．６７

２．４　回收试验　取高ＯＤ值和低ＯＤ值标本各一例制成混合

血清标本，测得混合血清ＩｇＡ的ＯＤ值为０．３９２
［５］，而ＩｇＡ标

准溶液的ＯＤ值为１．０２，作４点回收：第１点，混合血清＋等体

积稀释液；第２点，混合血清＋等体积原倍标准液；第３点，混

合血清＋（１∶２）倍稀释等体积标准液；第４点，混合血清＋

（１∶４）倍稀释等体积标准液。使其理论ＯＤ值分别为０．１９６，

０．７０６，０．４５１，０．３２３５。测定值分别为０．１９８，０．７１，０．４６，

０．３０５，得到ＩｇＡ回收率分别为１００．７８％，１０３．５２％，８５．４９％，

平均为９６．６％。

２．５　对比试验　随机选取正常和异常血清标本各７２例（共

１４４例），分别采用ＥＢＮＡ１＋ＥＢＶＣＡｐ１８联合包被ＥＬＩＳＡ微

孔板和ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ微孔板，检测标

本血清中ＩｇＡ水平的ＯＤ值，并将２种方法的测定结果进行比

较，得到线性方程犢＝０．９１４２犡，和狉＝０．９５９６。２种方法测定

的ＯＤ值经统计软件ＳＰＳＳ１３．０计算整理、比较结果
［６］，见

表３。将数据分为ＮＰＣ患者和健康人群２组制作箱图，结果

表明，２种方法中鼻咽癌患者和健康人群的中位数差距比较显

著，阴、阳性判断可靠性较好；２组中位数上下２５％不相交，可

认为ＶＣＡ＋ＥＡ 多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方法可用于疾病

诊断。

表３　　２种方法ＯＤ值比较（狓±狊）

标本分类 狀
ＥＢＮ１和

ＥＢＶＣＡｐ１８

ＶＣＡ＋ＥＡ

多肽片段
犘

阳性标本 ７０ １．０５±０．６２ ０．９７±０．５７ ０．４２

阴性标本 ７０ ０．１３±０．１５ ０．１６±０．１８ ０．３１

总体标本 １４０ ０．５９±０．６４ ０．５７±０．５８ ０．７３

　　注：与同方法阴性标本测定值比较，犘＜０．０５。

２．６　２种方法临床性能比较　随机选取正常和异常血清标本

各７２例（共１４４例），分别采用ＥＢＮＡ１＋ＥＢＶＣＡｐ１８联合包

被ＥＬＩＳＡ微孔板和ＶＣＡ＋ＥＡ 多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ微

孔板检测。结果采用ＳＰＳＳ１３．０软件分析。绘制受试者工作

特征曲线（ＲＯＣ曲线），通过曲线下面积（ＡＵＣ）计算Ｃｕｔｏｆｆ值

及２种方法的敏感性、特异性。ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合包被

ＥＬＩＳＡ方法Ｃｕｔｏｆｆ值为０．２４２，敏感性为８８．９０％，特异性为

７７．８０％。ＥＢＮＡ１＋ＥＢＶＣＡｐ１８联合包被ＥＬＩＳＡ方法Ｃｕｔ

ｏｆｆ值为０．２１５，敏感性为８８．９０％，特异性为８０．６０％
［７］。

ＥＢＮ１＋ＥＢＶＣＡｐ１８联合包被 ＥＬＩＳＡ 方法的阳性预测值

（ＰＰＶ）为８３．１２％，阴性预测值（ＮＰＶ）为８８．６０％。ＶＣＡ＋ＥＡ

多肽片段联合包被 ＥＬＩＳＡ方法的ＰＰＶ为８０．００％，ＮＰＶ为

８７．５０％。见表４。

表４　　２种方法临床性能比较（％）

方法分类 狀 敏感性 特异性 ＰＰＶ ＮＰＶ

ＥＢＮ１＋ＥＢＶＣＡｐ１８ ２４ ８８．９０ ８０．６０ ８３．１２ ８８．６０

ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段 ２４ ８８．９０ ７７．８０ ８０．００ ８７．５０

３　讨　　论

　　ＥＢＶ是１种嗜Ｂ细胞的人类疱疹病毒，主要侵犯Ｂ细胞，

对人体Ｂ淋巴细胞亲和力高。人类受ＥＢＶ感染十分普遍，但
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仅有极少数个体发生恶性肿瘤，且ＥＢＶ感染个体不论有否发

生恶性肿瘤均可产生一系列抗体［８］。ＥＢＶ与鼻咽癌关系密

切，目前常规采用的ＥＢＶ血清学检查项目 ＶＣＡＩｇＡ和ＥＡ

ＩｇＡ仍是鼻咽癌患者临床筛查、辅助诊断及疗效判断的观察指

标。而血浆中的ＤＮＡ测定在临床分型和鼻咽癌疗效检测方

面比ＶＣＡＩｇＡ和ＥＡＩｇＡ更有价值，特异性和敏感性更高
［９］。

但是，单纯定性地测定血浆中的ＤＮＡ意义不大，半定量测定

ＤＮＡ需要昂贵的仪器和试剂，对实验室要求高。所以，需要在

免疫学上寻找ＥＢＶ特异性抗原及其抗体的不同检测方法，降

低成本，提高临床性能。

通过对ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方法的研究

试验，发现该方法最低检测限与检测系统有关，如包括微孔板

孔差、酶标仪稳定性、电压低噪音等。血清ＩｇＡ水平与吸光度

线性相关高度相关，线性相关系数达０．９７０９，血清测定线性范

围在稀释１００倍（及以上）时有较好线性，表明该方法临床采用

可行，所需标本量不大。精密度试验显示，ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片

段联合包被ＥＬＩＳＡ方法的日内变异系数虽在可接受范围内，

但日间变异系数存在大于１０％的情况，表明其稳定性还需进

一步改进及论证。回收试验结果表明，ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联

合包被ＥＬＩＳＡ方法准确度可靠，平均回收率达９６．６％。

分别采用ＥＢＮＡ１＋ＥＢＶＣＡｐ１８联合包被 ＥＬＩＳＡ微孔

板和ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ微孔板检测１４０例

标本，结果相关系数为０．９２６６，狋检验显示２种方法差异无统

计学意义（犘＞０．０５），具有可替代性。箱图表明，２种方法中鼻

咽癌患者和健康人群的中位数差距比较显著，阴、阳性判断可

靠性较好；２组中位数上下２５％不相交，可认为 ＶＣＡ＋ＥＡ 多

肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方法可用于疾病诊断。

从临床效能ＲＯＣ曲线分析，ＥＢＮＡ１＋ＥＢＶＣＡｐ１８联合

包被ＥＬＩＳＡ方法Ｃｕｔｏｆｆ值（０．２１５）小于ＶＣＡ＋ＥＡ多肽片段

联合包被 ＥＬＩＳＡ 方法 （０．２４２），２ 种方法的敏感性均为

８８．９０％，表明２种方法诊断能力相当；特异性方面，ＶＣＡ＋ＥＡ

多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方法（７７．８０％）小于ＥＢＮＡ１＋ＥＢ

ＶＣＡｐ１８联合包被ＥＬＩＳＡ方法（８０．６０％），提示前者鉴别未

患ＮＰＣ能力稍弱。ＶＣＡ＋ＥＡ 多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方

法ＰＰＶ、ＮＰＶ都高于８０％，表明其鉴别能力较好。ＶＣＡ＋ＥＡ

多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方法的４个指标均小于ＥＢＮＡ１＋

ＥＢＶＣＡｐ１８联合包被ＥＬＩＳＡ方法，表明前者与后者存在一

定差距；且其低于Ｆａｃｈｉｒｏｈ等
［１０］报道的数据，表明其还有改进

的空间。从探索新方法检测血清中ＩｇＡ水平上看，ＶＣＡ＋ＥＡ

多肽片段联合包被ＥＬＩＳＡ方法的敏感性和 ＮＰＶ已经可以满

足临床疾病筛查。

ＥＬＩＳＡ发展已久，已成为一项成熟检测工艺，其检测血液

中的抗原（抗体）相对比较开放，只要包被不同抗原（抗体）和提

供酶标二抗，就可检测标本中相应抗体（抗原），并可尝试用不

同的抗原检测病毒血清抗体［１１］，以寻求临床早期诊断和疾病

疗效监测的最佳监测条件。ＶＣＡ＋ＥＡ 多肽片段联合包被

ＥＬＩＳＡ方法作为一种改进方法，可称为提高医疗技术水平的１

种新途径。
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