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  摘 要:目的 比较分析造血干细胞移植术后患者血浆和外周血单个核细胞(PBMCs)中人巨细胞病毒核

酸(CMV-DNA)的载量及其变化趋势,旨在探讨CMV-DNA检测中标本的合理选择。方法 采用回顾性分析,
纳入48例造血干细胞移植术后患者,采用实时荧光定量PCR法,每周检测1次CMV-DNA,连续监测9周。比

较432份标本的血浆和外周血单个核细胞中CMV-DNA载量,并分析其变化趋势。结果 432份标本中,40份

标本在两种标本类型中呈现出不一致的定性检测结果,其中血浆阳性而PBMCs阴性标本5份,血浆阴性而

PBMCs阳性标本35份,两种标本类型中病毒检出率差异有统计学意义(χ2=292.376,P<0.001)。血浆和

PBMCs的CMV-DNA载量分别为[0(0,2
 

265)]copy/mL和[443(0,33
 

100)]copy/mL,PBMCs中的病毒拷贝

数高于血浆中病毒拷贝数(P<0.001)。Spearman相关性分析显示,血浆和PBMCs中CMV-DNA载量呈正相

关(r=0.890,P<0.001)。在病毒载量的上升阶段,-4和-3周时,血浆标本中分别有9份和7份标本病毒拷

贝数低于检测下限,而PBMCs中,仅有1份标本病毒拷贝数低于检测下限,提示PBMCs具有更好的敏感性,可
以在早期监测到CMV感染情况。在病毒载量下降阶段,+2、+3和+4周时,血浆标本中分别有2份、9份和

12份标本病毒拷贝数低于检测下限,而PBMCs中,分别有1份、2份和2份标本病毒拷贝数低于检测下限,提

示在疾病恢复期,血浆中病毒载量下降更明显,能更早地反映疾病的转归。结论 对于CMV感染的诊断与监

测,不同标本类型中CMV-DNA载量呈现出疾病病程差异性和患者个体差异性,临床上应根据疾病的病程和患

者的具体情况合理选择标本类型。
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  人巨细胞病毒(CMV)属疱疹病毒科,可引起人类
巨细胞病毒感染[1]。在大多数免疫功能正常个体中
呈无症状感染,而当机体免疫缺陷或免疫系统处于抑
制状态时,CMV可侵入肺、肝、肾、唾液腺等腺体,以
及多核白细胞和淋巴细胞,可长期或间隙地从唾液、
乳汁、尿液、精液、子宫分泌物等多处排出病毒,导致
严重感染和较高的病死率。此外,CMV感染还见于
胎儿、婴幼儿和孕妇,孕妇感染可导致胎儿先天畸
形[2]。因此,快速准确地定量检测CMV核酸(CMV-
DNA)尤为重要。荧光定量PCR法具有高灵敏度和
高特异度等优点,是目前用于CMV-DNA定量检测
的主要方法[3-4]。临床上,用于检测的标本种类较多,
包含血浆、外周血单个核细胞(PBMCs)、全血和组织
等。但是,哪一种标本类型更适合于CMV感染的诊
断和监测,以及不同标本类型的临床意义,都有待进
一步探讨。本研究以造血干细胞移植术(HSCT)后患
者为研究对象,探讨CMV-DNA检测中标本类型的
合理选择。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究采用回顾性分析,收集2023
年9月至2024年2月在首都医科大学附属北京友谊
医院行 CMV-DNA 检测的 HSCT 术后患者,共48
例,每周检测1次CMV-DNA,连续监测9周,共432

份外周血标本。患者中男26例,女22例;年龄15~
54岁。
1.2 仪器与试剂 本研究采用全自动荧光定量PCR
仪(上海宏石,型号SLAN-96P)进行荧光定量PCR分
析。CMV-DNA测定试剂盒(荧光PCR法,货号:Z-
0D-0022-02AT-100)购自上海之江生物科技股份有限
公司。Ficoll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EDTA-K2 抗凝真空采血管抽
取静脉血4

 

mL,轻轻混匀。(1)PBMCs分离:取抗凝
全血1

 

mL置于灭菌离心管中,加入生理盐水1
 

mL
轻摇混匀。取另一灭菌离心管,加入3

 

mL
 

Ficoll淋
巴细胞分离液,将稀释好的全血用加样器缓慢加入加
有淋巴 细 胞 分 离 液 的 试 管 中,应 用 水 平 离 心 机,
1

 

000×g离心20
 

min。吸取白细胞层,加入到1.5
 

mL离心管中。(2)血浆制备:取抗凝全血1
 

mL置于
灭菌离心管中3

 

000
 

r/min离心5
 

min,提取血浆。
1.3.2 CMV核酸提取 制备好的PBMCs

 

12
 

000
 

r/min离心5
 

min,去上清液,沉淀加入50
 

μL
 

DNA
提取液,充 分 混 匀,100

 

℃恒 温 处 理(10±1)min。
12

 

000
 

r/min离心5
 

min,上清液即为模板,留取备
用。吸取50

 

μL血浆,加入50
 

μL提取液,充分混匀,
100

 

℃恒温处理(10±1)min。12
 

000
 

r/min离心
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min,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40

 

μL:PCR反应液36
 

μL,Tag酶0.4
 

μL,模板4.0
 

μL。
取PCR反应管n个(n=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4

 

μL,8
 

000
 

r/min离心数秒,放入仪器样品
槽。PCR循环条件:37

 

℃
 

2
 

min;94
 

℃
 

2
 

min;93
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

60
 

s,40个循环。
1.3.4 结果判读 若检测数值<250

 

copy/mL,则标
本的CMV-DNA载量低于检测下限;若检测数值<103

 

copy/mL,结果为阳性,定量数值仅供参考;若检测数值
为103~107

 

copy/mL,则报告CMV-DNA载量的确切
数值;若检测数值>107

 

copy/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。
1.3.5 血浆和PBMCs中CMV-DNA动态变化趋势分
析 分别检测48例患者血浆CMV-DNA载量峰值前
后各4周的CMV-DNA载量,共计9个时间节点。
1.4 统计学处理 采用PASW

 

Statistics27软件进
行数据分析。计数资料以频数或百分率表示,组间比
较采用χ2 检验。计量资料采用Kolmogorov-Smirnov
检验,非正态分布的计量资料以 M(P25,P75)表示,组
间比较采用 Wilcoxon符号秩检验。采用Spearman相
关性分析血浆和PBMCs中CMV-DNA载量的相关性。
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 血 浆 和 PBMCs中 CMV-DNA 定 性 结 果 比
较 432份检测标本中,40份标本两种标本类型定性
结果不一致,见表1。其中血浆阳性而PBMCs阴性
标本5份,分别来源于2例 HSCT术后PBMCs数量
低于0.1×109/L的患者,考虑其PBMCs中 CMV-
DNA为假阴性,应以血浆结果作为参考。血浆阴性而

PBMCs阳性标本35份,其PBMCs中CMV-DNA载量
在6.60×102~6.88×104 范围内。两种标本类型定性
结果的符合率为90.74%,两种标本类型中病毒检出率
差异有统计学意义(χ2=292.376,P<0.001)。
2.2 血浆和PBMCs中CMV-DNA定量检测结果比
较 432份标本中,血浆和PBMCs的CMV-DNA载
量分别为[0(0,2

 

265)]copy/mL和[443(0,33
 

100)]
copy/mL,PBMCs中CMV-DNA载量高于血浆(Z=

-18.449,P<0.001)。Spearman相关性分析结果显
示,血浆和PBMCs中CMV-DNA载量呈正相关(r=
0.890,P<0.001)。见图1。
2.3 血浆和PBMCs中CMV-DNA动态变化趋势分
析 在CMV-DNA载量上升和下降阶段,PBMCs中

CMV-DNA载量均显著高于血浆中CMV-DNA载量
(P 均<0.001),见表2。血浆和PBMCs中 CMV-
DNA载量上升和下降趋势及达峰时间基本一致,见
图2。25例CMV感染患者中,-2周、-1周、峰值和

+1周,所有血浆和PBMCs标本CMV-DNA载量均
为阳性。在CMV-DNA载量的上升阶段,-4和-3
周时,血浆标本中分别有9份和7份标本CMV-DNA
载量低于检测下限,而PBMCs中,仅有1/25份标本

CMV-DNA载量低于检测下限。在病毒载量下降阶
段,+2、+3和+4周时,血浆标本中分别有2份、9份
和12份标本CMV-DNA载量低于检测下限,而PB-
MCs中,分别有1份、2份和2份标本CMV-DNA载
量低于检测下限。

在CMV-DNA载量下降阶段,+1周时,血浆和

PBMCs中 CMV-DNA 载 量 分 别 下 降 92.79% 和

68.77%,+2周时,血浆和PBMCs中CMV-DNA载
量分别下降97.72%和97.44%,第1周时,血浆中

CMV-DNA载量下降显著高于PBMCs中。见图2D。
表1  血浆和PBMCs中CMV-DNA定性结果比较

标本类型 血浆(+) 血浆(-) 合计

PBMCs(+) 180 35 215
PBMCs(-) 5 212 217
合计 185 247 432

  注:+为阳性,-为阴性。

图1  血浆和PBMCs中CMV-DNA定量结果分析

表2  不同时间节点血浆和PBMCs中CMV-DNA载量比较[M(P25,P75)]
项目 血浆 PBMCs Z P
周数(周)

 -4 651(0,958) 4
 

750(2
 

220,8
 

495) -18.449 <0.001
 -3 1

 

060(0,1
 

565) 8
 

790(4
 

780,38
 

500) -18.455 <0.001
 -2 4

 

210(1
 

690,9
 

295) 53
 

400(8
 

235,108
 

000) -18.455 <0.001
 -1 5

 

910(4
 

005,25
 

650) 207
 

000(65
 

700,525
 

500) -18.455 <0.001
峰值 74

 

800(18
 

650,259
 

500) 767
 

000(329
 

500,893
 

000) -18.455 <0.001
 +1 8

 

720(3
 

895,19
 

500) 180
 

000(79
 

550,671
 

000) -18.455 <0.001
 +2 3

 

260(1
 

210,4
 

690) 15
 

100(7
 

045,63
 

750) -18.455 <0.001
 +3 540(0,1

 

115) 4
 

330(1
 

275,17
 

650) -17.676 <0.001
 +4 0(0,433) 1

 

190(665,4
 

430) -18.455 <0.001
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  注:A为不同时间节点血浆中CMV-DNA载量;B为不同时间点PBMCs中CMV-DNA载量;C为不同时间点血浆和PBMCs中CMV-DNA载

量比较;D为不同时间点血浆和PBMCs中CMV-DNA载量与峰值比值。
图2  不同时间节点血浆和PBMCs中CMV-DNA载量动态变化趋势分析

3 讨  论
人群在初次感染CMV后,通常表现为无症状潜

伏感染状态,而当患者免疫功能低下,如应用免疫抑

制剂等时,病毒会再次活化而导致严重感染。据研究
报道,在HSCT后的患者中,CMV感染所致病死率较
高,仅次于移植物抗宿主细胞病[2,5]。CMV感染早期
临床症状不易被发现,诊断常需要依赖于临床实验室

检测手段。目前,临床上常用的免疫学检测方法包括

CMV免疫球蛋白G(IgG)抗体检测、CMV免疫球蛋

白 M(IgM)抗体检测等,但该方法受患者免疫功能、
用药情况等影响,存在较高的假阴性率和假阳性率,
且多用于评估移植前供者与受者的病毒携带状况,而
非早期诊断[6]。基于荧光定量 PCR 技术的 CMV-
DNA定量检测是测定病毒拷贝数最直接、最可靠的
方法,可以早期诊断CMV感染,并对感染患者的病毒
载量进行连续监测,提供临床指导意义。

临床上,用于CMV-DNA检测的标本类型包括
血清、血浆、PBMCs和全血等,不同的标本类型会导

致检测结果存在较大的差异,且具有不同的临床意
义。本研究中,共纳入48例HSCT后患者,连续监测

9周CMV-DNA载量,共得到432个检测数值。本研

究对两种标本类型中CMV-DNA载量进行了定性分
析、定量分析和动态变化趋势分析。定性结果显示,
有40份标本两种标本类型呈现出不一致的结果。其
中血浆阳性而PBMCs阴性标本5份,分别来源于2
例 HSCT 后 的 患 者,其 PBMCs数 量 低 于 0.1×
109/L,进行PBMCs分离时,白膜层较薄,考虑其PB-

MCs数量过少,CMV-DNA为假阴性结果。此类标
本可以考虑增加采血量来弥补PBMCs数量少的问
题,但是增加采血量的同时也会给患者带来困扰,建
议以血浆结果作为参考。血浆阴性而PBMCs阳性标
本共有35份,PBMCs中CMV-DNA载量在102~104

 

copy/mL,呈低水平复制,可见当CMV-DNA载量较
低时,PBMCs检测具有更高的灵敏度。CMV感染人

体后,在纤维细胞中增殖,细胞核内出现嗜酸性包涵
体,机体的细胞免疫功能对CMV感染的发生和发展

起着重要作用。当病毒低水平复制时,血浆中没有足
够量的病毒核酸被检测出,可能出现PBMCs呈阳性,
而血浆呈阴性的情况。血浆中检测到较高载量的病
毒可以代表细胞或组织释放的游离CMV-DNA[7-8]。
本研究定量结果显示,PBMCs中CMV-DNA载量显
著高于血浆,约是血浆中CMV-DNA载量的10~100
倍,相关性分析显示二者呈正相关。该结果与LIS-
BOA等[9]的研究结果一致,在两种类型的标本中,
CMV-DNA载量存在显著相关性。有学者报道,实体
器官移植和 HSCT后的患者全血中CMV-DNA载量
的中位数较血浆中高10倍[10-11]。

此外,本研究还发现,血浆和PBMCs中 CMV-
DNA载量上升和下降趋势及达峰时间基本一致。由

于CMV具有高度的细胞相关性,因此,在PBMCs和
血浆两种标本类型中,同一时间点呈现出不一致的病
毒载量。本研究中的各个时间点,血浆中CMV-DNA
载量显著低于 PBMCs中 CMV-DNA 载量。25例

CMV感染病例中,病毒载量峰值前后1~2周,由于
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病毒载量较高,血浆和 PBMCs所有标本中 CMV-
DNA载量均为阳性。在病毒载量上升的初始阶段和
下降阶段,由于部分标本病毒载量较低,呈现PBMCs
检测结果阳性而血浆检测结果为阴性的情况,提示在
病毒复制期,与血浆标本比较,PBMCs标本具有更高
的灵敏度,可以在早期监测到病毒的感染情况,而在
疾病恢复期,血浆中病毒载量下降更明显,能更早地
反映疾病的转归。

本研究中,为了分析CMV载量的变化规律,将两
种标本类型中CMV-DNA载量相对于峰值进行了标
准化。在病毒载量下降阶段,+1周时,血浆中CMV-
DNA载量下降了92.79%,显著高于PBMCs,提示在
病毒清除早期阶段,监测血浆中病毒载量能够较早地
反映出疾病的转归和治疗的有效性。+2周时,血浆
和PBMCs中CMV-DNA载量下降均达到97.00%以
上,提示在疾病恢复期,病毒载量在前两周下降明显。

 

PBMCs作为外周血中重要的抗原呈递细胞,在
许多病毒相关疾病的发生和发展中发挥着非常重要
的作用。在病毒的潜伏阶段对PBMCs中的病毒核酸
进行检测可以对疾病进行早期的诊断和发展评估。
当病毒在PBMCs中增殖,必然会造成细胞的损伤裂
解,病毒释放入血液,此时对血浆进行检测具有非常
重要的意义[12-14]。本研究也印证了PBMCs是病毒的
重要载体,其内部的病毒核酸要比释放到血浆中的病
毒载量更高。但由于其操作程序复杂,且受白细胞数
量影响较大,一定程度限制了骨髓移植术后早期白细
胞缺乏或使用抗病毒药物导致白细胞数量低时的检
测,导致可能出现假阴性结果[15-16]。因此血浆及PB-
MCs标本类型相结合,两种标本类型同时检测可以有
效地避免漏检和误检,更好地提高检出率,为临床诊
断提供更有力的依据。

对于CMV感染的诊断与监测,不同标本类型中

CMV-DNA载量呈现出疾病病程差异性和患者个体
差异性,哪 种 疾 病 应 该 采 用 哪 种 标 本 类 型,以 及

CMV-DNA定量检测在不同疾病中具有诊断意义的
最佳截断值都尚在探讨中,这还需要临床医生与检验
科人员进一步沟通合作,根据疾病的病程和患者的具
体情况合理选择标本类型。
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