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·基础研究·

鼻咽癌患者唾液和血清及外周血白细胞中

ＥＢＶＤＮＡ的定量检测
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　　摘　要：　目的　对鼻咽癌患者唾液、血清及外周血白细胞中的 ＥＢＶＤＮＡ进行检测，分析唾液、血
清、外周血白细胞中 ＥＢ病毒的 ＤＮＡ含量与鼻咽癌的相关性。方法　对 ４０例初诊鼻咽癌患者和 ５０例
正常人的唾液、血清及外周血白细胞中的 ＥＢＶＤＮＡ进行荧光聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）检测。结果　
ＥＢＶＤＮＡ在鼻咽癌患者血清中的检出率为 ６７．５％，显著高于正常人血清中的 ＥＢＶＤＮＡ检出率 ２％（χ２

＝４４．４８，Ｐ＜０．００１）；鼻咽癌患者的唾液、外周血白细胞 ＥＢＶＤＮＡ检出率与正常人相比，无显著性差
异；鼻咽癌患者和正常人的唾液 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与外周血白细胞 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数呈正相关性；鼻咽癌
患者血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与 ＴＮＭ分级有关，分级越晚含量越高。结论　ＥＢ病毒长期存在于多数人的
唾液中，也可存在于外周血 Ｂ淋巴细胞中。血清 ＥＢＶＤＮＡ检测在鼻咽癌的临床诊断中具有较高的敏感
性和特异性，有助于鼻咽癌的早期诊断；血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与 ＴＮＭ分级有关，可在分子水平对鼻咽
癌的 ＴＮＭ分级进行补充。

关　键　词：鼻咽癌；ＥＢ病毒脱氧核糖核酸；血清；唾液；外周血白细胞
中图分类号：Ｒ７３９．６３　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００７－１５２０（２０１２）０１－００２４－０４

ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓＤＮＡｉｎｓａｌｉｖａ，
ｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍ ａｎｄｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

ＺＨＡＮＧＬｉｗｅｉ，ＬＵＯＢｉｑｉａｎｇ，ＤＯＵＸｉａｏｑｉｎｇ，ｅｔａｌ．
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔＯｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋＳｕｒｇｅｒｙ，ＦｕｚｈｏｕＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｆｕｊｉａｎ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｕｚｈｏｕ３５００２５，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙａｎａｌｙｚｅＤＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ（ＥＢＶ）ｉｎｓａｌｉｖａ，ｂｌｏｏｄ
ｓｅｒｕｍ，ａｎｄｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓ（ＰＢＣｓ）ｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＮＰＣ）ｐａｔｉｅｎｔｓ，ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＥＢＶＤＮＡｌｅｖｅｌｓａｎｄＮＰＣ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥＢＶＤＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｓａｍｐｌｅｓｏｆｓａｌｉｖａ，ｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍａｎｄ
ＰＢＣｓｆｒｏｍ４０ｐｒｉｍａｒｙＮＰＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄ５０ｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ
（ＦＱＰＣＲ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＥＢＶＤＮＡｉｎｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍ ｆｒｏｍ ＮＰＣｓ（６７．５％）ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓ２％ （χ２ ＝４４．４８，Ｐ ＜０．００１）．ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆＥＢＶＤＮＡ
ｄｅｔｅｃｔｉｖｅｒａｔｅｓｉｎｔｈｅｓａｌｉｖａ，ＰＢＣｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＮＰＣｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．ＳａｌｉｖａＥＢＶ
ＤＮＡｌｅｖｅｌｗａｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＰＢＣｓＥＢＶＤＮＡｌｏａｄｉｎｂｏｔｈＮＰＣｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ．ＩｎＮＰＣｐａｔｉｅｎｔｓ，ｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍ
ＥＢＶＤＮＡｌｅｖｅｌｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｗｉｔｈｔｈｅａｄｖａｎｃｅｉｎＴＮＭ ｓｔａｇｅ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓｍａｙ
ｅｘｉｓｔｉｎｓａｌｉｖａａｎｄｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄＢｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｉｎｍｏｓｔｎｏｒｍａｌｐｅｏｐｌｅ．Ｗｉｔｈｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｔｈｅ
ｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍＥＢＶＤＮＡｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｍａｙｂｅｈｅｌｐｆｕｌｉｎｔｈｅｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＮＰＣ，ａｎｄａｌｓｏｆａｃｉｌｉｔａｔｅｔｈｅＴＮＭｓｔａｇｉｎｇ

·４２·



ｏｆＮＰＣｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｐｒａｃｔｉｃｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍ；ＥＢＶＤＮＡ；Ｓａｌｉｖａ；Ｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍ；Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌ

　　鼻咽癌 （ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是
来源于鼻咽黏膜上皮的恶性肿瘤，最常见于我

国南方。ＥＢ病毒是一种人类致瘤性 ＤＮＡ疱疹
病毒，与鼻咽癌的发生密切相关［１２］。几乎所有

的鼻咽癌组织中均可检测到 ＥＢ病毒的 ＤＮＡ。
近年来，有学者报道［３４］在鼻咽癌患者的血清或

血浆中能检测到 ＥＢ病毒的 ＤＮＡ，并且和正常
人之间有明显的差异。本研究应用荧光定量

ＰＣＲ方法检测鼻咽癌高发区福建地区的鼻咽
癌患者与正常人群唾液、血清、外周血白细胞

的 ＥＢ病毒 ＤＮＡ，分析唾液、血清、外周血白细
胞中 ＥＢ病毒的 ＤＮＡ含量与鼻咽癌的相关性。

１　材料与方法

１．１　研究对象
选取南京军区福州总医院病理确诊的初诊

鼻咽癌者４０例，其中男３５例，女５例；年龄
２２～７５岁，平均年龄 ４８．４岁。按照 ２００２年
国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）标准确定临床分期，其中
Ⅰ期 ２例、Ⅱ期 １１例、Ⅲ期 １３例、Ⅳ期 １４例；
根据肿瘤 ＴＮＭ分级，Ｔ１期 ６例、Ｔ２期 １７例、
Ｔ３期 ７例、Ｔ４期 １０例。同期选取 ５０名健康
志愿者做对照组，其中男 ３６例，女 １４例；年龄
１８～７５岁，平均 ４１．０２岁。所有研究对象均
知晓本次实验目的，经医院伦理委员会同意并

志愿参加本次检测。

１．２　标本收集
唾液收集时间段一般为上午 ９～１１时，鼻

咽癌患者唾液在治疗前收集。收集标本前

５ｍｉｎ用清水漱口，吐出一部分唾液。收集时患
者采取坐位，头前倾低位，张口，唾液在无刺激

的状态下自然分泌，从下唇流出。流出的混合

性全唾 液 用 无 菌 试 管 收 集，收 集 量 一 般 为

２～３ｍｌ，收集完后封口，立即送实验室，放入
－８０℃低温冰箱中待测。正常对照成员唾液
的收集与鼻咽癌患者唾液的收集方法相同。

１．３　ＥＢＶＤＮＡ检测
ＥＢＶ核酸扩增荧光检测试剂盒购自中山大

学达安基因股份有限公司，实时荧光定量 ＰＣＲ
仪为 ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００型。所扩增的目的基因来

自 ＥＢＶＤＮＡ的 ＢａｍＨＩＷ 片段。上、下游引物
分别为：５′ＧＴＡＧＡＡＧＧＣＣＡＴＴＴＴＴＣＣＡＣ３′和 ５′
ＴＴＴＣＴＡＣＧＴＧＡＣＴＣＣＴＡＧＣＣ３′。探针的序列 为
５′（ＦＡＭ）ＡＣＣＡＣＣＧＴＧＧＣＣＣＡＧＡＴＧＧ （ＴＡＭ
ＲＡ）３′。检测步骤、结果判断以及质量控制方
法按试剂盒说明。

１．４　统计学分析
用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件包进行统计分析。

两组样本相关性用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析；两
独立样本均数间的差异用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验；
多组独立样本均数间差异用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检
验。上述各检验均为非参数检验。样本率（或

构成比）的比较用卡方检验。

２　结果

２．１　鼻咽癌患者与对照组唾液中 ＥＢＶＤＮＡ
检出结果

鼻 咽 癌 患 者 唾 液 ＥＢＶＤＮＡ检 出 率 为
４７．５％（１９／４０），对照组唾液 ＥＢＶＤＮＡ检出
率为 ５４％（２７／５０）。两者唾液 ＥＢＶＤＮＡ检出
率比较，差异无统计学意义（χ２＝０．３７６，Ｐ ＝
０．５４０）。鼻咽癌患者唾液 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数和
对照组唾液 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数比较，差异无统
计学意义（Ｚ＝－０．９２９，Ｐ＝０．１７６）。
２．２　鼻咽癌患者与对照组血清中 ＥＢＶＤＮＡ
检出结果

鼻 咽 癌 患 者 血 清 ＥＢＶＤＮＡ检 出 率 为
６７．５％（２７／４０），对照组血清 ＥＢＶＤＮＡ检出
率为 ２％（１／５０），两者的检出率差异具有统计
学意义（χ２ ＝４４．４８，Ｐ ＜０．００１）。鼻咽癌患
者血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数（中位值为 １２３５拷
贝／ｍｌ）与对照组血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数（中位
值为 ０拷贝／ｍｌ）比较，差异具有统计学意义。
２．３　鼻咽癌患者与对照组外周血白细胞中
ＥＢＶＤＮＡ检出结果

鼻咽癌患者外周血白细胞 ＥＢＶＤＮＡ检出
率为 ２５％ （１０／４０），对 照 组 外 周 血 白 细 胞
ＥＢＶＤＮＡ检出率为 ２０％（１０／５０），两者的检
出率差异无统计学意义（χ２ ＝０．３２１，Ｐ＝
０．５７１）。鼻咽癌患者外周血白细胞 ＥＢＶＤＮＡ
·５２·
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拷贝数与对照组外周血白细胞 ＥＢＶＤＮＡ拷贝
数相比，差异无统计学意义（Ｚ ＝－０．３３５，Ｐ
＝０．３６９）。
２．４　鼻咽癌患者与对照组唾液、血清、外周血
白细胞 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数的相关性

鼻咽癌患者的唾液 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与外
周血白细胞ＥＢＶＤＮＡ拷贝数具有正相关性
（ｒ＝０．４４２，Ｐ＝０．００４）；鼻咽癌患者的血清
ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与唾液 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数无相
关性（ｒ＝０．０１６，Ｐ＝０．９２２）；鼻咽癌患者的
血清 ＥＢＶＤＮＡ 拷 贝 数 与 外 周 血 白 细 胞
ＥＢＶＤＮＡ拷贝数无相关性（ｒ＝０．２４８，Ｐ＝
０．１２３）；对照组唾液与外周血白细胞中的
ＥＢＶＤＮＡ拷贝数具有正相关性（ｒ＝０．３６４，Ｐ
＝０．００９）。
２．５　鼻咽癌患者唾液、血清、外周血白细胞中
ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与临床分期和ＴＮＭ分级的
关系

鼻咽癌患者治疗前血清 ＥＢＶＤＮＡ荧光定
量 ＰＣＲ检测，Ⅰ ＋Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期鼻咽癌患者治疗
前血 清 ＥＢＶＤＮＡ拷 贝 中 位 浓 度 分 别 为 ０、
１３５０、２６３５拷贝／ｍｌ；血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与
临床分期有关（χ２ ＝１２．１２４，Ｐ ＝０．００２），分
期越晚含量越高。鼻咽癌 Ｔ３＋Ｔ４级患者血清
ＥＢＶＤＮＡ拷贝中位浓度为 ２０４０拷贝／ｍｌ，显著
高于鼻咽癌患者 Ｔ１＋Ｔ２级患者血清 ＥＢＶＤＮＡ
拷贝中位浓度６４９．５拷贝／ｍｌ（Ｚ＝－２．５６１，Ｐ
＝０．００５）；鼻咽癌患者 Ｔ分级越高，血清 ＥＢＶ
ＤＮＡ拷贝数越多，差异具有统计学意义。

３　讨论

　　ＥＢ病毒是传染性单核细胞增多症的病
原，尤为重要的是它与鼻咽癌发生密切相关。

原发感染后，ＥＢ病毒在体内可终生存在。笔
者实验发现，正常人的唾液及外周血白细胞中

都可检测到 ＥＢＶＤＮＡ，且具有较高的检出率，
尤其是唾液中的检出率达到 ５４％。Ｋａｚｕｆｕｍｉ
等［５］研究中也发现了这一点。在大量鼻咽癌

癌旁上皮病变中观察到，正常上皮中未见 ＥＢ
病毒阳性细胞，含 ＥＢ病毒阳性细胞只出现在
上皮呈异型性改变灶和随后发生的原位癌灶

中［６］。韩安家等［７］发现鼻咽癌细胞中的 ＥＢ病
毒与正常 ＥＢ病毒携带者和 Ｂ９５８细胞株的

ＥＢ病毒不一样，绝大多数是 ３０ｂｐ缺失的ＬＭＰｌ
序列。说明鼻咽上皮细胞只有在先发生异型

性改变的前提下再感染 ＥＢ病毒的变异毒株，
ＥＢ病毒才在鼻咽上皮癌变中起作用。因此，
单纯的 ＥＢ病毒感染并不能认为是一种癌前状
态。笔者实验还发现鼻咽癌患者和对照组的

唾液 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与外周血白细胞 ＥＢＶ
ＤＮＡ拷贝数呈正相关性。ＥＢ病毒首先感染口
咽部 Ｂ淋巴细胞，在非鼻咽癌的活检切片中常
可见到浸润于鼻咽正常上皮细胞之间或上皮

下组织中的 ＥＢ病毒阳性 Ｂ淋巴细胞［８］。这些

ＥＢ病毒阳性 Ｂ淋巴细胞可游离出上皮组织，黏
附于上皮表层，排泄到唾液中，或者沿淋巴系统

进人血液循环。因此，在 ＥＢ病毒携带者的唾液
中可以检测到 ＥＢ病毒 ＤＮＡ，且其拷贝数与外周
血白细胞 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数呈正相关。

笔者发现鼻咽癌患者唾液、外周血白细胞

中的 ＥＢＶＤＮＡ检出率和拷贝数与正常人无显
著差异性。ＥＢ病毒与鼻咽癌密切相关，笔者
认为：① ＥＢ病毒感染存在溶解感染和潜伏感
染两种方式。溶解感染可释出病毒颗粒，进而

感染周边异型上皮细胞与 Ｂ淋巴细胞，将感染
扩大，但临床检测发现鼻咽癌患者癌组织中癌

细胞 内 的 ＥＢ病 毒 基 本 上 处 于 潜 伏 期［９１０］。

②从鼻咽癌患者相对正常鼻咽黏膜到癌旁再
到癌组织，潜伏感染的 ＥＢ病毒拷贝数呈数量
级递增。应用 ＥＢＥＲ１探针进行原位分子杂交
检测 ＥＢ病毒发现［１１］：鼻咽癌患者相对正常黏

膜上皮细胞未检测到 ＥＢＥＲ１的表达信号；在
癌旁的不典型增生细胞、异型细胞可检测到

ＥＢＥＲ１的表达信号，但明显较癌细胞的信号
弱。这一动态变化说明鼻咽癌组织中 ＥＢ病毒
主要潜伏感染于癌细胞，而不是淋巴细胞中。

因此，鼻咽癌患者唾液、外周血白细胞中的

ＥＢＶＤＮＡ检出率和拷贝数与对照组差异无统
计学意义。

笔者实验发现鼻咽癌患者血清中的 ＥＢＶ
ＤＮＡ检出率为 ６７．５％，与以往研究［１２］的检出

率相当，而正常人血清中的 ＥＢＶＤＮＡ检出率
只有 ２％，差异具有统计学意义（χ２ ＝４４．４８，
Ｐ＜０．０１），说明鼻咽癌患者体内的 ＥＢ病毒在
不断地释放入血。笔者进一步分析发现，鼻咽

癌患者的血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数与唾液 ＥＢＶ
ＤＮＡ拷贝数、外周血白细胞 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数
·６２·
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无相关性，说明血清中 ＥＢＶＤＮＡ可能属于肿
瘤源性的 ＤＮＡ片段。至于血清 ＥＢＶＤＮＡ是肿
瘤细胞自然繁殖后释放到血清的还是肿瘤细

胞被破坏消灭后释放到血清的尚不清楚。本

研究对鼻咽癌患者进行临床分期，分析发现Ⅰ
＋Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期鼻咽癌患者血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝
中位浓度分别为 ０、１３５０、２６３５拷贝／ｍｌ，血清
ＥＢＶＤＮＡ水平与临床分期有关，分期越晚含量
越高，与 Ｌｉｎ等［１３］报道相似，认为血清 ＥＢＶ
ＤＮＡ可在分子水平对鼻咽癌的 ＴＮＭ分级进行
补充。鼻咽癌患者原发癌灶 Ｔ１＋Ｔ２／Ｔ３＋Ｔ４
与血清 ＥＢＶＤＮＡ拷贝数存在显著差异性，与
其他研究［１４１５］结果一致。认为血清 ＥＢＶＤＮＡ
对鼻咽癌患者临床分期具有重要的临床意义，

可协助鼻咽癌患者进行临床诊断。

综上所述，ＥＢ病毒长期存在于多数人的唾
液中，也可存在于外周血 Ｂ淋巴细胞中，并不
能认为是一种癌前状态；只有在 ＥＢ病毒感染
发生异型改变的鼻咽上皮可视为癌前状态；血

清 ＥＢＶＤＮＡ检测在鼻咽癌的临床诊断中具有
较高的敏感性和特异性，有助于鼻咽癌的早期

诊断；鼻咽癌血清中的 ＥＢＶＤＮＡ可能属于肿
瘤源性的 ＤＮＡ片段，可在分子水平对鼻咽癌的
临床分期和肿瘤 ＴＮＭ分级进行补充。
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