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EB 病毒 Rta 优势表位抗原的克隆表达及在应用 ELISA 
诊断鼻咽癌中的价值
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摘 要：目的　制备高活性 EB 病毒立即早期蛋白 Rta 优势表位抗原，并初步评价该抗原在鼻咽癌（nasopharyngeal 
carcinoma, NPC）诊断中的价值。方法　分析 Rta 氨基酸序列，选取抗原优势表位 Rta（301~440aa），合成目的基因，

连接 pBVGST-6His 载体，构建重组 pBV-Rta 表达质粒，进行诱导表达获得纯化抗原。采用间接 ELISA 初步评价优势表

位抗原在鼻咽癌诊断中的价值，以纯化的 pBV-Rta 优势表位抗原为包被抗原，抗人 IgA，IgG 和 IgM 为二抗，检测由烟

台毓璜顶医院提供的 50 例经临床病理确诊的 NPC 患者血清样本和 90 例健康体检者血清样本。结果　获得了高效原核

表达的 pBV-Rta 优势表位抗原 (301~440aa)，经过小样本验证，确定 pBV-Rta 具有良好的抗原活性和特异度。放大样本

进行检测，基于 Rta 优势表位抗原的 Rta-IgG 间接 ELISA 方法检测灵敏度和特异度分别为 73.08% 和 95.79%。Rta-IgG
检测的 AUC 值为 0.860。结论　Rta 优势表位抗原 pBV-Rta 是优选的可以用于 Rta-IgG 检测的抗原，利用该抗原所建立

的间接 ELISA 检测方法可以很好地区分鼻咽癌患者和健康对照。
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Abstract: Objective　To prepare the dominant epitope antigen of Rta of Epstein Barr virus (EBV) immediate early protein, and 
evaluate its value in the diagnosis of nasopharyngeal carcinoma(NPC). Methods　The amino acid sequence of Rta was analyzed, 
and the dominant epitope antigen of Rta (301~440aa) was selected to synthesize the target gene. An expression-construct for Rta 
(301~440aa) was engineered by inserting the corresponding DNA into a pBVGST-6His plasmid. The recombinant pBV-Rta 
expression plasmid was induced expression to obtain the purified antigen.The value of the dominant epitope antigen in the 
diagnosis of NPC was preliminarily evaluated by indirect ELISA. The purified pBV-Rta dominant epitope antigen was used as 
the encapsulated antigen, and the anti-human IgA, IgG and IgM were used as the secondary antibody. The sensitivitiy and 
specificitiy of pBV-Rta were detected in serum of 50 NPC patients confirmed by clinicopathology and 90 healthy patients tested 
by Yantai Yuhuangting Hospital. Results　The domonant epitope antigen (301~440aa) of pBV-Rta was highly prokaryotic 
expressedin E. coli. After small sample verification, it was determined that pBV-Rta had good antigenic activity and specificity. 
The sensitivitiy and specificitiyof Rta-IgG were 73.08% and 95.79%, respectively, by indirect ELISA based on Rta domonant 
epitope antigen,and the AUC value of Rta-IgG was 0.860. Conclusion　The Rta dominant epitope antigen pBV-Rta  is the 
preferred antigen that can be used for Rta-IgG detection. The indirect ELISA detection methods of Rta-IgG established using Rta 
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dominant epitope antigen can be used to distinguish NPC patients from healthy controls.
Keywords: epstein-barr virus; Rta; dominant epitope antigen; nasopharyngeal carcinoma

EB 病毒（epstein-barr virus，EBV）是能普遍

感染人类且与多种恶性肿瘤发病有密切关系的 DNA 
疱疹病毒 [1]。EBV 相关的恶性肿瘤包括 Burkitt 淋

巴瘤、移植后 B 细胞淋巴增殖性疾病、T 细胞淋巴瘤、

NK 细胞淋巴增殖性疾病和 NK 细胞淋巴瘤 / 白血

病、鼻咽癌、胃腺癌、平滑肌肉瘤等。国际癌症研

究中心 1999 年致癌因子的分类标准中明确将 EB 病

毒列为第 1 类致癌物，尤其是鼻咽癌（nasopharyngeal 
carcinoma，NPC）。NPC 是第一个被发现与 EB 病

毒感染密切相关的人类癌症 [2-3]。NPC 在世界大部

分地区发病率不到 1/10 万，但是约 80% 的鼻咽癌

病例在中国，尤其是广东省，发病率高达（15~50）

/10 万，每年最少有 80 000 例新患者，死亡率达

（10~13）/10 万，成为一种区域性的高发肿瘤，因

此我国已经将鼻咽癌列为重点预防和治疗的恶性肿

瘤之一 [4]。

鼻咽癌患者一般平均在症状出现前三年血清 EB
抗体水平呈持续升高或保持高滴度，这一血清学特

征有助于鼻咽癌患者进行早期筛查和诊断 [5]。EBV
感染后在不同的周期产生不同的抗原，立即早期蛋

白 Rta 是病毒由潜伏期到裂解期转变时，由立即早

期基因 BRLF1 编码的 605 个氨基酸产物，是 EBV
由潜伏期转向裂解期的关键性调控因子，它能引

起一系列的裂解早期基因的相继表达，最终引发

EBV 裂解感染 [6]。2012 年卫生部临床检验中心新

增 EBV Rta 蛋白抗体 IgG 检测项目，用于辅助鼻咽

癌的早期诊断。但是，目前获得批准的 Rta-IgG 抗

体检测试剂较少，难以满足临床需求。为此，本研

究首先利用生物学软件分析 Rta 氨基酸序列的 B 细

胞表位分布及疏水性，选取含有优势表位的抗原区

段；然后进行克隆表达并初步评价了其在鼻咽癌诊

断中的价值，以期能够为 Rta-IgG 抗体检测试剂研

制提供关键原料抗原。

1　材料与方法

1.1　研究对象　50 例经临床病理确诊的 NPC 患者

血清样本和 90 例健康体检者血清样本由烟台毓璜

顶医院提供，保存于 -80℃备用。

1.2　仪器与试剂　核酸蛋白检测仪（上海骥辉科学

分析仪器有限公司），酶标仪（Thermo 公司），

pBVGST-6His 载体质粒为由艾维可生物科技有限公

司构建并保存，T4 DNA 连接酶（TaKaRa 公司），

PrimeSTAR HS DNA 聚 合 酶（TaKaRa 公 司 ），

DNA 限制内切酶（Promega 公司），HRP 标记的

二抗（Bethyl 公司）。

1.3　方法

1.3.1　Rta 抗原表位分析及优势表位抗原区段的确

定：从 Genebank 下载 EB 病毒 Rta 蛋白的氨基酸序

列，采用 BIOSUN 生物信息学软件分析 Rta 蛋白氨

基酸序列，利用 B 细胞表位分析功能，确定优势表

位区段。采用 Godenkey 软件基因密码子优化功能，

分析 Rta 优势表位抗原区段编码基因，根据密码子

的简并性，采用大肠埃希菌优势密码子替换稀有密

码子，并降低 GC 含量，最终确定 Rta 目的基因。

1.3.2　Rta 优势表位抗原基因克隆与表达：Rta 目

的基因的合成及序列测定由中美泰和生物技术有限

公司完成。Xho Ⅰ和 Xba Ⅰ双酶切 Rta 目的基因及

pBVGST- 质粒，经连接转化构建重组 pBV-Rta。测

序后，将含有正确目的基因的大肠埃希菌菌株进行

诱导表达。

1.3.3　抗原纯化及制备：收集诱导后的菌体，超声

破碎，从表达菌中提取包涵体，收集粗提的包涵

体进行 Ni 柱纯化。首先用平衡缓冲液（25mmol/L 
Tris-HCl，0.1%β- 巯基乙醇，6mol/L 脲，pH8.5）

平衡 Ni 柱，将粗提的包涵体变性后过 Ni 柱，然后

用含 25mmol/L 和 250mmol/L 咪唑的洗脱液进行洗

脱，SDS-PAGE 鉴定目的蛋白所在的洗脱峰。

1.3.4　间接 ELISA 法建立及抗原活性鉴定：纯化

的 Rta 优势表位区段抗原 pBV-Rta 用碳酸盐缓冲液

稀释，浓度为 2.5μg/ml，每孔 100μl，4℃过夜；

用洗液洗板 2 次，200 μl/ 孔；110 μl/ 孔封闭液室

温封闭 6 h；用洗液洗板 5 次，200 μl/ 孔；每孔加

入 100 μl 样品稀释液后，分别加入 10μl 待测血清，

室温孵育 30 min，洗板 5 次，拍干；分别加入 100 
μl/ 孔 HRP 标记的抗人 IgG，IgA 和 IgM，室温孵

育 20min；用洗液洗板 5 次，200 μl/ 孔，拍干；

加新鲜配制的底物溶液，100 μl/ 孔，室温避光孵

育 10 min；加入 50 μl/ 孔 2 mol/L H2SO4 终止反应；

A630nm/A450nm 双波长读取吸光度 A 值。

1.4　统计学分析　运用 GraphPad Prism 5 软件对检

测结果进行 t 检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义，

绘制 ROC 曲线，以约登指数最大判断 Cut off 值（临

界值），≥ Cut off 值判定为阳性，<Cut off 值判定

为阴性，并计算灵敏度与特异度。

2　结果

2.1　Rta 抗原表位分析及优势表位目的基因的确

定　BIOSUN 生物信息学软件分析 Rta 蛋白氨基酸

序列，见图 1。选取抗原性最好的 301~440aa 区段

作为 Rta 优势表位抗原区段。采用 Godenkey 软件

分析 Rta 优势表位抗原区段编码基因，发现其中含

有 25 个大肠埃希氏菌表达系统稀有密码子，所占
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比例为 17.86%。同时 Rta 优势表位抗原编码基因的

GC 含量较高为 61.67%，局部区段高达 80% 以上，

影响基因的合成与扩增。因此，根据密码子简并性

原则对其进行优化，将稀有密码子变换为适宜在大

肠埃希菌表达的优势密码子，并适当降低 GC 含量

至 58.09%，且不再含有局部高 GC 含量区域。

图 1　EB 病毒 Rta 蛋白的 B 细胞表位分析

2.2　Rta 优势表位抗原表达、纯化与鉴定　测序正

确的重组质粒 pBV-Rta 转化于大肠埃希菌诱导表

达，Rta 优势表位抗原为包涵体表达，Ni 柱纯化后

获得纯化抗原，经 SDS-PAGE 电泳鉴定，结果显示

Rta 优势表位抗原相对分子量约为 33kDa，见图 2。

M.Marker；1. 纯化抗原

图 2　Rta 优势表位抗原 SDS-PAGE 电泳鉴定

2.3　Rta 优势表位抗原活性初步评价　随机选取 10
份临床病理确诊的 NPC 患者血清样本和 10 例健康

体检者血清样本，通过间接 ELISA 法对其进行检测，

结果见表 1。
表 1　　　　Rta 优势表位抗原活性初步评价

抗体 IgG IgA IgM

阳性检出 7/10 6/10 0/10

阴性检出 10/10 10/10 10/10

Rta 优势表位抗原在抗体检测中具有非常优异

的特异性，10 例健康体检者血清样本均检测为阴性。

IgG 抗体检测优于 IgA 抗体检测，可以区分 NPC 患

者和健康对照。IgM 抗体检测 NPC 患者和健康对

照均为阴性，无法进行区分。

2.4　NPC 患者血清中 Rta-IgG 抗体检测　通过间接

ELISA 法对 50 例经临床病理确诊的 NPC 患者血清

样本和 90 例健康体检者血清样本进行抗 Rta-IgG 抗

体检测，见图 3。NPC 患者血清中抗 Rta-IgG 水平

显著高于健康对照组（P<0.001）。根据 ROC 曲线，

抗 Rta-IgG 诊 断 NPC 的 AUC 值 为 0.860。 以 约 登

指数最大时的 A450nm=0.246 为临界值，抗 Rta-IgG 对

NPC 检测的灵敏度为 73.08%，特异度为 95.79%。

P>0.001

A 4
50

nm

A 为散点图；B 为 ROC 曲线图，其中 AUC 值为曲线下面积

图 3　Rta 优势表位抗原血清学检测性能

3　讨论

由于 EBV 感染与鼻咽癌密切相关，与健康成

人比较，鼻咽癌患者血清中各种 EBV 抗体水平普

遍较高，并且在鼻咽癌临床症状出现之前即可检

出。但是根据我国流行病学资料，几乎所有 40 岁

以上的人群均感染过 EBV，80% 以上的健康成人

是 EBV 携带者。因此用于鼻咽癌筛查和鉴别诊

断的体外诊断试剂需具备高特异性，同时多靶标

联合检测在保证特异性基础上提高检出率也是业

内共识 [7-8]。近年研究表明，联合检测 Rta-IgG，

VCA-IgA 和 EBNA1-IgA 三种抗体能够明显提高

临床对 NPC 患者的早期筛查与诊断效能，具有重

要的临床应用价值 [9]。

由 EB 病毒 BRLF1 编码的 Rta 蛋白属于立即

早期蛋白，当 EBV 从潜伏感染转变为裂解感染时
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首先启动 Rta 表达，然后引发一系列级联反应，

促使病毒从潜伏状态进入增殖状态。由于 Rta 表

达早，且是 EBV 进入裂解复制状态必需的激活元

件，所以检测 Rta 抗体有助于早期发现 NPC 患者。

为了自主研发高检测性能的 Rta 抗体检测试剂，本

研究选取 Rta 优势表位 301~440aa，与先前研究认

为 Rat 蛋白的表位主要位于蛋白的羧基端 2/3 部分

（179~605aa）相一致 [6,10]。该优势表位区段与自主

构建的 pBVGST-6His 进行连接，成功构建了原核

表达质粒 pBV-Rta，诱导后其为包涵体表达，Ni 柱

纯化得到高纯度的 pBV-Rta 抗原。pBVGST-6His 载

体以 pBV220 载体为骨架，融合了 GST 标签使得目

的蛋白更容易表达，同时增加了 His 标签，使得目

的蛋白更容易纯化。此外，由于 pBV220 是热诱导

表达载体，在抗原规模化生产时还可以降低成本。

经过小样本验证，确定本研究制备的 Rta 优势

表位抗原对 IgG 和 IgA 抗体具有高检测性能，尤其

是 IgG，可以很好地区分 NPC 患者与健康对照血

清样本。Rta 蛋白血清抗体主要有 IgG 和 IgA，IgA
抗体能反映病毒近期感染的情况，但 IgG 抗体的半

衰期比 IgA 抗体更长，为保证足够的灵敏度对于周

期时间较短的立即早期蛋白应选择 IgG 抗体，故目

前临床上常采用 Rta-IgG 抗体作为筛查指标，且一

致认为血清 Rta-IgG 抗体是较为适合 NPC 初期筛查

及诊断的指标之一 [11-13]。

FENG 等 [13] 研究获得两种原核表达的 Rta 重

组 融 合 蛋 白 质， 即 BRLF1-185I（187~356aa） 和

BRLF1-150I（384~534aa）两个片段，并将两种融

合蛋白混合作为抗原，以间接 ELISA 的方法，分别

检测了 51 例鼻咽癌病人和 47 例正常对照组血清样

品中 Rta-IgG，灵敏度为 82.3%，特异度为 85.2%。

本研究仅选取一个优势表位区段 301~440aa，Rta-
IgG 检 测 方 法 灵 敏 度 和 特 异 度 分 别 为 73.08% 和

95.97%，诊断性能高，特异度显著优于文献报道，

这可能是由于该段区域为优势表位区段抗原，含有

高活性抗原表位，另一方面又去除了与人类蛋白质

高度同源的区域 [14]，因而具有更高的特异度。

本研究制备的 Rta 优势表位抗原产量高、纯度

高、活性好、特异度高，基于 Rta 优势表位抗原建

立的 Rta-IgG 间接酶联免疫检测方法具有很好的检

测性能，为自主研发高质量 Rta-IgG 抗体检测试剂

奠定了基础。
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