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血液病患者外周血白细胞、血浆和血清中ＥＢ病毒ＤＮＡ定量分析
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　　摘　要：目的　比较血液病患者外周血白细胞、血浆和血清的ＥＢ病毒载量，探讨应用患者血清或者血浆检测ＥＢ病毒载量的

可行性。方法　采集１２５例血液病患者的静脉血，分别进行外周血白细胞、血浆和血清的分离，应用荧光定量ＰＣＲ技术检测三种

标本中病毒载量，以外周血白细胞ＥＢ病毒载量为金标准，血浆和血清检测结果与之比较，进行分析。结果　血浆和血清的ＥＢ病

毒载量与外周血白细胞病毒载量相比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　应用患者血浆或血清进行血液ＥＢＶＤＮＡ定量检

测，将成为代替外周血白细胞的一种可靠方法。
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　　ＥＢ病毒属疱疹病毒，是第１个与人类肿瘤发生有明确联

系的病毒。ＥＢ病毒感染非常普遍，主要侵犯机体的造血系统

和淋巴系统，如病毒相关嗜血细胞综合征、免疫功能受损的淋

巴瘤患者合并ＥＢ病毒感染后，病情的恶性发展以及移植后淋

巴组织增殖性疾病，恶性淋巴系统疾病等，都与ＥＢ病毒有密

切的联系［１６］。因此，定量检测和实时监测血液病患者体内ＥＢ

病毒核酸载量有重要意义。目前，临床实验室多数通过提取患

者外周血白细胞，应用荧光定量ＰＣＲ技术检测ＥＢ病毒载量，

但大多数血液病患者外周血白细胞数量和功能都存在显著异

常，会影响病毒载量的检测，因此，寻找一种可以替代外周血白

细胞的标本进行病毒载量检测十分重要。本文通过检测血液

病患者外周血白细胞、血浆和血清的ＥＢ病毒载量，进行对比

分析，探讨应用患者血清或者血浆检测 ＥＢ病毒载量的可

行性。

１　资料与方法

１．１一般资料　选自２０１１年８月至２０１２年１月在北京友谊医

院血液内科住院的患者，共１２５例，年龄在１２～４６岁，其中，嗜

血细胞综合征４２例，血液系统恶性肿瘤４０例，骨髓移植术后

１７例，异基因造血干细胞移植状态１６例，传染性单核细胞增

多症１０例。

１．２　仪器与试剂　ＡＢＩ７３００ＰＣＲ分析仪（美国 ＡＢＩ公司）。

ＥＢＶＤＮＡ检测试剂盒购自中山大学达安基因有限公司，Ｆｉ

ｃｏｌｌ淋巴细胞分离液购自上海易佰聚生物。

１．３　方法

１．３．１　标本制备　用一次性无菌真空采血管（分别为ＥＤＴＡ

类抗凝和分离胶促凝）抽取静脉血４ｍＬ，轻轻混匀。（１）外周

血单个核细胞分离：取ＥＤＴＡ类抗凝全血１ｍＬ置于灭菌离心

管中，加入生理盐水１ｍＬ轻摇混匀，取另一灭菌离心管，加入

１ｍＬ淋巴细胞分离液（Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液），将稀释好的全

血用加样器缓慢加入到加有淋巴细胞分离液的试管中（沿管壁

滴加，速度宜慢），应用水平离心机，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。

吸取白细胞层（从上往下的第２层），加入到１．５ｍＬ离心管

中。（２）血浆制备：取ＥＤＴＡ类抗凝全血１ｍＬ置于灭菌离心

管中３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，提取血浆。（３）血清制备：分离胶

促凝血３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，提取血清。

１．３．２　ＥＢ病毒核酸提取　制备好的外周血单个核细胞、血浆

和血清分别１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。去上清，沉淀加入５０

μＬ提取液充分混匀，１００℃恒温处理（１０±１）ｍｉｎ。１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液即为模板，留取备用。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ检测　ＰＣＲ反应总体系４５μＬ：ＰＣＲ反

应液４０μＬ，Ｔａｇ酶３．０μＬ，模板２．０μＬ。取ＰＣＲ反应管狀个

（狀＝标本数＋１管阴性质控品＋１管临界阳性质控品＋４管定

量标准品），分别加入处理好的标本、阴性质控品、阳性质控品

和定量标准品上清液各２μＬ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心数秒，放入仪器

样品槽。ＰＣＲ循环条件：９３℃２ｍｉｎ；９３℃４５ｓ，５５℃６０ｓ，１０

个循环；９３℃３０ｓ，５５℃４５ｓ，３０个循环。

１．４　结果判读　若增长曲线不呈Ｓ型或Ｃｔ值等于３０，则标

本的ＥＢＤＮＡ水平小于检测下限；若增长曲线呈Ｓ型且Ｃｔ值
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小于３０，则按以下方法判读。若仪器分析结果小于 ５×

１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ，则报告ＥＢＤＮＡ水平小于５×１０
３ｃｏｐｙ／ｍＬ；若仪

器分析结果位于５×１０３～５×１０
７ｃｏｐｙ／ｍＬ，则报告ＥＢＤＮＡ水

平的确切数值；若仪器分析结果大于５×１０７ｃｏｐｙ／ｍＬ，则将样

品提取的ＤＮＡ用阴性质控品稀释到线性范围后再检测。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分析，计量

资料采用ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ检验，不符合正态分布的数据

用（中位数±四分位数间距）表示，组间比较采用非参数秩和检

验；计数资料采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＢＶＤＮＡ载量检测结果　分别以外周血白细胞、血浆

和血清作为检测标本，１２５例血液病患者的外周血ＥＢ病毒载

量结果见表１。以外周血白细胞检测ＥＢＶＤＮＡ载量作为金

标准，血浆和血清检测值与之进行 ＷｉｌｃｏｘｏｎＳｉｇｎｅｄＲａｎｋｓ检

验，两者比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　３种方法检测ＥＢＶＤＮＡ载量结果比较（狓±狊）

项目 ＥＢＶＤＮＡ载量（ｃｏｐｙ／ｍＬ） 犣 犘

外周血白细胞 ２．５８×１０５±８．２×１０６ － －

血浆 １．５２×１０５±９．８×１０６ －１．５５３ ０．１２

血清 ２．２１×１０５±７．９×１０６ －０．６３１ ０．５２８

　　－：无数据。

２．２　３种方法检测ＥＢＶＤＮＡ阳性率及拷贝数数量级比较　

分别以外周血白细胞、血浆和血清作为检测标本，１２５例血液

病患者的外周血ＥＢ病毒ＤＮＡ阳性率及阳性标本的病毒载量

比较见表２。在所有检测阴性（低于检测下限）标本中，３种方

法检测结果均为阴性；在所有检测阳性标本中，３种方法检测

拷贝数数量级均一致，提示３种检测方法比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。

表２　　３种方法检测ＥＢＶＤＮＡ阳性率及拷贝数

　　　数量级比较（狀／狀）

项目 外周血白细胞 血浆 血清 χ
２ 犘

所有阴性标本 ６０／１２５ ６０／１２５ ６０／１２５ ０．０００１．０００

所有阳性标本 ６５／１２５ ６５／１２５ ６５／１２５ ０．０００１．０００

　１０８数量级 １４／１２５ １４／１２５ １４／１２５ ０．０００１．０００

　１０７数量级 ３／１２５ ３／１２５ ３／１２５ ０．０００１．０００

　１０６数量级 １２／１２５ １２／１２５ １２／１２５ ０．０００１．０００

　１０５数量级 ２６／１２５ ２６／１２５ ２６／１２５ ０．０００１．０００

　１０４数量级 １０／１２５ １０／１２５ １０／１２５ ０．０００１．０００

３　讨　　论

ＥＬＩＳＡ检测ＥＢＶ各项抗体是临床诊断ＥＢＶ感染的重要

指标之一，但它实际上是检测人体对ＥＢＶ感染的免疫反应状

态，无法检测病毒自身，也就无法更准确灵敏地反映ＥＢＶ感染

的情况。例如 ＥＢＶＶＣＡＩｇＭ 抗体的检测，仅在ＥＢＶ首次感

染急性期可见抗体滴度有明显升高，恢复期和无症状携带者抗

体滴度稳定在低水平，再次感染或免疫抑制患者往往不表现此

抗体的升高［７］。进行临床基因诊断的新型定量检测方法对长

期使用免疫抑制剂的移植患者或特异性感染患者，可依据病毒

荷载量的变化合理进行临床治疗，并可更加有效地评估患者的

治疗效果［８９］。

目前，临床上用于检测患者血液中病毒ＤＮＡ的标本有外

周血白细胞、血浆和血清，其中哪一种为最理想的检测标本，尚

未达成一致结论。外周血白细胞内ＥＢ病毒ＤＮＡ检测可以反

映现症感染，也可以反映ＥＢ病毒感染潜伏期（细胞未裂解前）

或者治愈后患者，以此为检测标本，可以提高阳性检出率［１０］，

但同时也给临床增加了干扰信息。血清或血浆检出的病毒多

为现症感染，具有较好的操作性、简便、易获取且不受患者白细

胞数量的影响，尤其适用于白细胞异常的患者，但不易发现潜

伏期感染患者。３种标本各有优缺点，应根据临床情况，选择

合适的标本进行检测。

本研究结果显示，以外周血白细胞检测ＥＢＶＤＮＡ载量作

为金标准，应用血清和血浆检测ＥＢＶＤＮＡ载量，两者比较差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。在所有检测阴性（低于检测下

限）标本中，３种方法检测结果均为阴性；在所有检测阳性标本

中，３种方法检测拷贝数数量级均一致，上述结果提示，３种方

法具有较好的一致性，可以应用患者血清或血浆代替外周血白

细胞，进行血液ＥＢＶＤＮＡ定量检测。
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