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摘 要:目的 回顾性分析417例初诊鼻咽癌患者的血浆EB病毒(EBV)-DNA检测结果,评估血浆EBV-DNA水平对

鼻咽癌的辅助诊断价值以及与TNM分期的关系。方法 以2013年8月—2015年8月间在中山市人民医院肿瘤科住

院的初诊鼻咽癌患者417例为研究对象,同时选取95例鼻咽炎症及健康人群211例为对照,抽取外周血分离血浆,提取

EBV-DNA,采用定量PCR方法测定EBV-DNA水平。分析初诊鼻咽癌的EBV-DNA阳性检出率及其与TNM分期的关

系。结果 初诊鼻咽癌患者EBV-DNA总阳性检出率为82.97%。临床早期(Ⅰ期+Ⅱ期)EBV-DNA阳性检出率只有

61.00%,临床中晚期(Ⅲ期+Ⅳ期)可达到89.91%。Ⅰ期+Ⅱ期EBV-DNA含量低于Ⅲ期+Ⅳ期(P<0.01)。T1期、

T2期与T3期、T4期比较,EBV-DNA含量差异也具有统计学意义(P<0.01)。N0期、N1期和 N2期之间EBV-DNA
中位值并无明显差异,而前三者中位值则显著低于N3期中位值(P<0.05)。M0期和 M1期的EBV-DNA中位值之间

差异有统计学意义(P<0.05)。结论 血浆EBV-DNA水平与鼻咽癌临床分期密切相关,可作为鼻咽癌诊断和临床分

期的分子指标。
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  Abstract: Objective ToretrospectivelyanalyzeplasmaEBV-DNAin417patientswithnewlydiagnosed
nasopharyngealcarcinoma(NPC)andtoevaluatethevalueofplasmaEBV-DNAforsupplementarydiagnosisof
nasopharyngealcarcinomaandtherelationshipbetweenEBV-DNAandTNMstaging. Methods Atotalof
417newlydiagnosedNPCpatientshospitalizedatZhongshanPeople’sHospitalfromAugust2013toAugust
2015wereenrolledinthisstudy.Atthesametime,95casesofnasopharyngealinflammationand211healthy
individualswereselectedascontrols.Peripheralbloodwasdrawnforisolatingplasma,andEBV-DNAwasex-
tracted.ThelevelofEBV-DNAwasdeterminedbyquantitativePCR.Ananalysisofdetectionrateofpositive-
EBV-DNAinnewlydiagnosednasopharyngealcarcinomaanditsrelationshipwithTNMstagingwasdone. 
Results Thetotaldetectionrateofpositive-EBV-DNAinpatientswithnewlydiagnosednasopharyngealcarci-
nomawas82.97%.Thedetectionrateofpositive-EBV-DNAofclinicalearlystage(stageⅠ+stageⅡ)naso-
pharyngealcarcinomawasonly61.00%,whilethedetectionrateofpositive-EBV-DNAofclinicalmoderatelate
stage(stageⅢ+stageⅣ)nasopharyngealcarcinomareachedto89.91%.ThecontentofEBV-DNAatstagesⅠ
andⅡ wassignificantlylowerthanthatatstagesⅢandⅣ (P<0.01).ComparedthecontentofEBV-DNA
atstagesT1andT2withthatatstagesT3andT4,therewerestatisticallysignificantdifferences(P<0.01).
TherewasnosignificantdifferenceinEBV-DNAmedianvalueamongstagesN0,N1andN2,whilethemedian
valueofthefirstthreestagesweresignificantlylowerthanthatofstageN3(P<0.05).Comparisonofthe
EBV-DNAmedianvaluebetweenstageM0andstageM1showedthattherewasalsostatisticaldifference(P<
0.05). Conclusion PlasmaEBV-DNAleveliscloselyrelatedtoclinicalstagingofnasopharyngealcarcinoma
andcanbeusedasamolecularmarkerfordiagnosisandclinicalstagingofnasopharyngealcarcinoma.
  Keywords: nasopharyngealneoplasms;EBV-DNA;TNMstaging
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  鼻咽癌(nasopharyngealcarcinoma,NPC)是高发

于中国南方及东南亚部分地区的常见恶性肿瘤,其中

流经广西、广东的西江流域是全球鼻咽癌高发区(发病

率为10~30/100,000人年)[1]。中山地区地处西江流

域下游,发病率居广东前列[2]。鼻咽癌主要影响20~
65岁青壮年,是严重威胁华南高发区居民生命健康的

重大公共卫生问题[3]。循环游离DNA在各类疾病、
尤其是恶性肿瘤的研究中逐渐受到重视[4]。对鼻咽癌

而言,上世纪末研究人员在血液循环中检测到游离的

EB病毒(EBV)-DNA片段,为鼻咽癌的分子诊断提供

了新的、有重要价值的工具,直到今日仍是临床研究的

热点。我们运用荧光定量PCR方法检测中山地区

417例初诊鼻咽癌患者的血浆游离EBV-DNA水平,
结合临床特征进行分析,以期揭示本地区初诊鼻咽癌

患者血浆EBV-DNA特点,并评价此方法的临床应用

价值,为鼻咽癌的临床诊治及预后提供重要参考依据。

1 资料和方法

1.1 研究对象 研究对象为2013年8月—2015年8
月广东省中山市人民医院收治的417例初诊鼻咽癌患

者,经病理学检查证实均为非角化性鼻咽癌(排除极少

数的角化性癌),TNM 分期依据鼻咽癌2008分期标

准[5],纳入 NPC组。另设对照组1为鼻咽炎症患者

95例,其中鼻咽黏膜慢性炎41例、慢性鼻窦炎20例、
鼻咽炎性息肉16例、慢性鼻炎11例、慢性咽炎4例、
鼻中隔偏曲3例;对照组2为中山某镇区参加鼻咽癌

筛查的健康人群211名。收集研究对象抗凝血(2ml/
例),分离血浆后置于-80℃保存。

1.2 仪器与试剂 血浆DNA抽提试剂(煮沸法,广
州达安基因公司);定量PCR试剂、阳性定量参考品、
阴性质控品(广州达安基因公司委托生产);EBV强阳

性质控品、EBV临界阳性质控品(广州市邦德盛生物

科技有限公司);EBV-DNA引物为香港大学微生物系

馈赠;美国ABI7500型实时荧光定量PCR系统[Life
Tech(appliedbiosystems)];超净工作台(苏州安泰);
高速低温离心机,恒温金属浴(珠海黑马);医用冰箱

(德国西门子)。

1.3 检测指标 提取研究对象血浆标本获得血浆游

离DNA,实验步骤严格按照广州达安基因EBV-DNA
核酸定量试剂盒的操作规程,检测结果以Ct值≤40,
且有明显S型扩增曲线者判定为阳性。

1.4 实验方法

1.4.1 血浆游离DNA提取和纯化 保存于-80℃
的血浆样本实验前平衡至常温;取已消毒的1.5ml
EP离心管,各管分别加入30μl样本血浆、阳性定量

参考品、阴性质控品、EBV强阳性质控品、EBV临界

阳性质控品;各管再加入70μlDNA提取液,用振荡

器剧烈混匀15s,瞬时离心数秒;将EP管置于100℃
恒温金属浴10min,再以12000r/m离心5min;取上

清10μl点样,盖上试管盖,8000r/m 离心数秒后上

机。

1.4.2 引物及探针的设计与合成 本实验引物和探

针序列由香港大学微生物系提供[6],委托广州达安基

因公 司 合 成 并 优 化。上 游 引 物 序 列:W-120F(5′-
GGTCGCCCAGTCCTACCA-3′);下游引物序列:W-
205R(5′-GCTTACCACCTCCTCTTCTTGCT-3′);探
针序列:5′-(FAM)CCAAGAACCCAGACGAGTC-
CGTAGAAGG(TAMRA)-3′。

1.4.3 反应循环参数的设置 反应条件为50℃2
min,再95℃10min,95℃15s,最后60℃1min,
共50个循环。反应结束后,用计算机将样本和标准曲

线对比,计算出待测样本中的EBV-DNA拷贝数。

1.4.4 定量标准曲线的建立 用稀释成不同浓度的

阳性质控品在 ABI-7500型扩增仪上进行扩增反应。

PCR反应过程中,每个循环实时检测一次产物量,反
应结束时,得出PCR扩增的动力学曲线及荧光定量标

准曲线[7]。

1.4.5 血浆 EBV-DNA 含量的计算 血浆 EBV-
DNA拷贝数C=Q×(VDNA/VPCR)×(1/Vext),
其中C为待测血浆中EBV-DNA的浓度(copies/ml),

Q代表PCR扩增后计算机检测的原始DNA拷贝数,

VDNA代表抽提得到的DNA稀释液体积,VPCR为

用于PCR扩增的DNA体积,Vext代表抽提DNA所

用的血浆体积[8]。检测极限为100copies/ml,大于该

值为阳性。

1.5 统计学方法 采用SPSS19.0统计软件进行分

析,计数资料用中位值 M(P25,P75)表示,计数资料用

百分数表示,对变量进行正态性检验(D检验),非正态

分布资料使用秩和检验(Mann-WhitneyU检验);检
验水准α=0.05。

2 结果

2.1 初诊鼻咽癌患者一般临床资料特点 初诊鼻咽

癌患者417例,其中男性305例,女性112例,年龄范

围17~83岁,平均48.3岁;对照组1(鼻咽炎症患者)

95例,其中男性70例,女性25例,年龄范围22~76
岁,平均47.8岁;对照组2(参与鼻咽癌筛查的健康人

群)211例,其中男152例,女59例,年龄范围25~71
岁,平均46.6岁。本地区初诊鼻咽癌患者就诊年龄虽

不呈正态分布(P <0.05),但从图1中可观察到,高
峰年龄位于40~60岁,其中最高值集中于45~50岁,
且男性明显多于女性,表明鼻咽癌对本地区中壮年劳

动力的威胁程度更高(见表1)。从病理类型来看,中
山地区绝大多数鼻咽癌患者为未分化型非角化性癌,
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因此本研究对象未包含占比极少的角化性癌患者。从

临床分期来看,Ⅰ和Ⅱ期初诊患者仅占全部人数的

23.98%,绝大多数患者就诊时候已经处于临床Ⅲ或Ⅳ
期(T、N分期也多处于中后期),甚至已经发生远处转

移,这些都是预后不佳的提示(见表1)。

图1 初诊鼻咽癌患者年龄分布特点

2.2 血浆EBV-DNA的诊断价值 从表2中可以观

察到,417例初诊鼻咽癌患者的血浆EBV-DNA总的

阳性检出率为82.97%(346/417)。对于临床早期(Ⅰ
期+Ⅱ期),其阳性检出率仅为61.00%;而对于临床

中晚期 (Ⅲ 期 + Ⅳ 期)患 者,其 阳 性 检 出 率 接 近

89.91%。具体从四个不同临床分期的结果来看,随着

表1 鼻咽癌患者及对照组的临床资料特征

特征参数 鼻咽癌患者
非鼻咽癌对照

鼻咽炎症患者 健康对照者

数量 417 95 211
年龄均值(最小,最大)/岁 48.3(17,83) 47.8(22,76) 46.6(25,71)
性别

 男性 305 70 152
 女性 112 25 59
EBV-DNA含量

 <100copies/ml 71 94 209
 >100copies/ml 346 1 2
临床分期

 Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ/Ⅳ 18/82/225/92
T分期

 T1/T2/T3/T4 85/104/158/70
N分期

 N0/N1/N2/N3 43/157/199/18
M分期

 M0/M1 402/15

临床分期增加,血浆EBV-DNA的阳性检出率逐渐提

高。而同样的趋势也可以在T、N、M 分期中观察到。
此外EBV-DNA的特异度可达99.02%,这意味着只

有1%左右的受检者有误诊可能。而阳性预测值可达

99.14%;阴性预测值则较低,只有80.75%,提示其阴

性结果可能会导致较高的漏诊率。

表2 初诊鼻咽癌患者EBV-DNA阳性检出率

诊断准确性
鼻咽癌占比(%)
(数量/总数)

95%CI
对照占比(%)
(数量/总数)

95%CI

灵敏度

 Ⅰ期 38.89(7/18) 16.37~61.41
 Ⅱ期 65.85(54/82) 55.59~76.11
 Ⅲ期 88.00(198/225) 83.75~92.25
 Ⅳ期 94.57(87/92) 89.94~99.20
 Ⅰ期+Ⅱ期 61.00(61/100) 51.44~70.56
 Ⅲ期+Ⅳ期 89.91(285/317) 86.59~93.23
 Ⅰ期+Ⅱ期+Ⅲ期+Ⅳ期 82.97(346/417) 79.36~86.58
特异度 99.02(303/306) 97.92~100.00
阳性预测值PPV 99.14(346/349) 98.17~100.00
阴性预测值NPV 80.75(303/374) 77.05~84.99
 T1期 61.18(52/85) 50.82~71.54
 T2期 85.58(89/104) 78.83~92.33
 T3期 88.61(140/158) 83.66~93.56
 T4期 92.86(65/70) 86.83~98.89
 N0期 60.47(26/43) 45.86~75.08
 N1期 77.56(121/156) 71.01~84.11
 N2期 90.50(181/200) 86.44~94.56
 N3期 100.00(18/18) -
 M0期 82.34(331/402) 78.61~86.07
 M1期 100.00(15/15) -
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2.3 各临床分期EBV-DNA结果比较 将临床早期

(Ⅰ期+Ⅱ期)和晚期(Ⅲ期+Ⅳ期)患者的EBV-DNA
含量比较,其中位值分别为101(0,1542)copies/ml和

5789(733,53950)copies/ml,差异具有统计学意义(P
<0.01)。将T1期和T2期与T3期和T4期比较,其
中位值分别为742(0,6370)copies/ml和7945(953,
58850)copies/ml,差 异 也 具 有 统 计 学 意 义(P <
0.01)。而对于N分期而言,N0期、N1期和 N2期之

间EBV-DNA含量差异无统计学意义(P >0.05),
而三者中位值2240(101,22900)copies/ml与 N3中

位值28250(3187,259500)copies/ml差异有统计学意

义(P<0.05)。对于 M 分期而言,M0期和 M1的中

位值 分 别 为2375(101,22900)copies/ml和27800
(2880,151000)copies/ml,差异有统计学意义(P <
0.05)。

图2 不同临床分期和TNM分期患者的EBV-DNA比较

3 讨论

目前鼻咽癌的发生机制并不明确,以早发现、早诊

断以及早治疗为主的肿瘤二级预防策略仍是提高鼻咽

癌患者生存率、改善生存质量的最有效途径。从本研

究结果来看,中山地区初诊鼻咽癌患者大多数就诊时

已处于临床Ⅲ或Ⅳ期,错过了最佳治疗期,这对于其预

后是不良因素,因此鼻咽癌的早期筛查和早期诊治工

作将成为本地区未来鼻咽癌防治的重点工作。此外,
本地区初诊患者的年龄分布接近正态分布,多数患者

为40~60岁的男性,尤其以45~50岁为最多,反映出

鼻咽癌对中壮年劳动力人群构成极大威胁,这与很多

其他种类恶性肿瘤随年龄增加而发病率增加不同。另

一方面,这也提示本地区中壮年人群应重视和加强健

康体检,尽早发现和早期治疗疾病,以获得较好的治疗

效果和预后。
早在20世纪40年代,研究发现某些疾病状态下,

机体血液循环中的游离DNA水平明显高于健康人。
此后不断有学者在不同的肿瘤、炎症等疾病中证实循

环DNA 与 疾 病 的 关 系[9]。20世 纪 末 Mutirangura
等[10]首先采用巢式PCR在鼻咽癌患者血清中扩增出

EBV-DNA条带。随后香港学者LoYM 等[11]采用荧

光定量 PCR 扩 增 到 EBV-DNA 片 段,从 此 开 始 了

EBV-DNA在科研和临床中的广泛应用。目前,已有

研究探讨EBV-DNA在鼻咽癌诊断中的价值。国内曹

素梅等[12]报道EBV-DNA检测在初诊鼻咽癌患者中

的阳性率为84.0%,健康对照组为9.30%。邓蕾[13]

检测鼻咽癌患者白细胞及鼻咽分泌物中EBV-DNA含

量,认为鼻咽分泌物检测更有意义。ChanKC等[7]用

FQ-PCR检测鼻咽癌患者血浆EBV-DNA的敏感度和

特异度分别为96%和93%。
在本回顾性研究中,我们检测了中山地区417例

初诊鼻咽癌患者EBV-DNA水平,其总体阳性检出率

为82.97%。这个结果与国内有些报道一致,而有些

研究阳性检出率甚至高达95%以上。造成差异的原

因主要有:首先是提取循环游离 DNA 的方法不同。
很多研究采用离心柱提法,将血浆DNA富集,因而能

增加阳性检出率,但其DNA抽提成本高,制约了其在

临床上的应用,尤其是在基层医院的开展。其次是采

用的血浆量不同。如果加大血浆量,可提高 EBV-
DNA得率,增加检出概率。最后不同的荧光定量PCR
引物和探针检测效能也会导致检测的差异。本研究样

本均来自临床检测样本,所使用的DNA抽提方法为

DNA提取液(主要成分:Tris-HCl、TritonX-100、NP-
40及Chelex-100等)与血浆混合,然后100℃煮沸,主
要是考虑到检测成本与检测效能的平衡。关于血浆用

量,我们仅采用30μl,下一步可考虑加大血浆量以提

高DNA阳性检出率。由于临床病例血浆采集难度

大,因此在较少的血浆量以及较低的成本的情况下,能
得到相对准确、高效的检测结果,这是本方法的优势之

一。另一方面,虽然灵敏度不是很高,但本方法的特异

度很高,非鼻咽癌的阳性检出率不到2%,这意味着绝

大多数受检者不会受到误诊。而若能够结合检测成本

低的EBV血清学抗体检测,则有可能进一步提高阳性

检出率,这也是我们下一步的研究方向。
进一步的分析发现,不同临床分期下EBV-DNA

阳性率有差别,随着临床分期增加,EBV-DNA的阳性

率也会增加,并且在T、N、M 分期中也发现了相同的

趋势,提示EBV-DNA的检出与T、N及 M 分期均密

切相关。通过回顾性研究,我们发现 EBV-DNA的临

床应用,确实为鼻咽癌的辅助诊断提供了非常好的工

具。但是另一方面,目前早期(临床Ⅰ+Ⅱ期)鼻咽癌
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的灵敏度只有60%左右,对于这部分患者,EBV-DNA
的检测结果很难在其病情监测及预后评估中产生积极

影响,因此必须进一步研究提高临床诊断效能的方法,
尤其是早期鼻咽癌的诊断,从而更好地服务于临床。
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