
·综  述·

EB病毒相关淋巴瘤检测技术的研究进展*

欧倬君
 

综述,
 

向 瑜△
 

审校

重庆医科大学附属第一医院检验科,重庆
 

400016

  摘 要:EB
 

病毒(EBV)在全球范围内感染率极高,早期为无症状潜伏感染,与多种淋巴瘤及淋巴组织增殖

性疾病的发生发展密切相关。此类疾病兼具了病毒感染和血液淋巴系统受累的特点,临床表现复杂,预后不

良,为疾病的诊断与治疗方案的选择带来了困难。早检出、早干预对EBV相关疾病的预防与治疗至关重要。
传统的检测方法面临病毒漏检以及EBV相关淋巴瘤复杂的遗传学诊断的难题,急需新的检测技术对疾病进行

辅助诊断。该文主要围绕常见的EBV相关淋巴瘤的临床特征和相应检测技术的研究进展进行综述。
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Abstract:Epstein-Barr

 

virus(EBV)
 

has
 

a
 

high
 

prevalence
 

of
 

infection
 

worldwide,with
 

early
 

onset
 

of
 

a-
symptomatic

 

latent
 

infection,and
 

has
 

been
 

shown
 

to
 

be
 

closely
 

associated
 

with
 

the
 

development
 

of
 

many
 

lym-
phomas

 

and
 

lymphoproliferative
 

disorders.These
 

diseases
 

are
 

characterized
 

by
 

both
 

viral
 

infection
 

and
 

involve-
ment

 

of
 

the
 

blood
 

and
 

lymphatic
 

system,with
 

complex
 

clinical
 

manifestations
 

and
 

poor
 

prognosis,which
 

pose
 

problems
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

selection
 

of
 

treatment
 

options.Early
 

detection
 

and
 

intervention
 

are
 

essential
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

EBV-related
 

diseases.However,traditional
 

detection
 

methods
 

face
 

the
 

diffi-
culties

 

of
 

viral
 

leakage
 

and
 

the
 

complex
 

genetic
 

features
 

of
 

EBV-associated
 

lymphomas,and
 

there
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

for
 

new
 

detection
 

techniques
 

to
 

assist
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

the
 

disease.This
 

article
 

mainly
 

focuses
 

on
 

the
 

clinical
 

features
 

of
 

common
 

EBV-associated
 

lymphomas
 

and
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

the
 

corresponding
 

detec-
tion

 

technologies.
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  EB病毒(EBV)属于疱疹病毒科嗜淋巴细胞病毒

属γ亚科,是一种具有包膜结构的双链线状DNA病

毒,于1964年首次从Burkitt淋巴瘤中分离出,其直

径为150~200
 

nm,约有18万个碱基对,编码80~
100种蛋白,是最早被发现与人类肿瘤相关的病毒[1]。

EBV主要传播途径为唾液传播,通过病毒糖蛋白与细

胞受体间的相互作用感染口腔上皮细胞,侵犯记忆B
淋巴细胞后在人体内建立起终身潜伏感染。潜伏期

的EBV阳性B淋巴细胞可重新激活进入生命周期,
称为病毒再激活[2]。多数病毒携带者不会表现出临

床症状。这种看似无症状的感染掩盖了EBV真实的

致病潜能,一旦病毒-宿主间的平衡受到干扰,可导致

多种疾病的发生。EBV已被证实与多种淋巴瘤的发

生密切相关[3-5]。

1 概  述

1.1 EBV相关淋巴瘤的特征 淋巴瘤是一种以淋巴

细胞或淋巴前体细胞恶性增生为特征的淋巴系统疾

病。EBV感染可导致霍奇金淋巴瘤(HL)、弥漫大B
细胞淋巴瘤(DLBCL)、NK/T细胞淋巴瘤(NKTCL)、
伯基特淋巴瘤(BL)、浆母细胞瘤(PBL)等淋巴瘤的发

生[6]。根据潜伏基因的表达定义了不同的EBV潜伏

感染模式(0、Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型)。EBV相关淋巴瘤各自的细胞

起源、与EBV的相关性以及相应的遗传特征,见表1。

1.2 EBV相关淋巴瘤发病机制 目前,EBV相关淋

巴瘤的发病机制还未完全明确。有研究指出,EBV可

能是通过“hit
 

and
 

run”的机制诱导淋巴瘤的发生[7]。
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该机制强调瞬时获得完整或不完整的病毒基因组可

能诱导宿主细胞发生恶性转化,导致肿瘤的发生发

展。但随着时间的推移,为逃避免疫系统的清除,病
毒的基因组可完全或部分的丢失,此前累积的宿主细

胞表观遗传改变则成为肿瘤发展的驱动力。EBV所

表达的病毒蛋白和RNA能干扰细胞的增殖调控和

DNA修复,重组DNA活动的激活又使病毒基因组发

生继发性丢失。

EBV以潜伏性感染和裂解性感染两种状态存在,
潜伏感染是所有EBV相关淋巴瘤患病的共同特征。

EBV表达的一系列基因产物是淋巴瘤发生的重要因

素[4,8-9]。(1)潜伏膜蛋白(LMP)-1可模拟CD40受体

功能,诱导NF-κB的p65亚基与人端粒酶逆转录酶结

合,导致肿瘤细胞发生永生化;还可激活磷脂酰肌醇

3/蛋白激酶B
 

(PI3K/AKT)信号通路,参与趋化因子

5介导的肿瘤血管生成,促进肿瘤恶化。(2)EBV核

抗原(EBNA)1招募DNA甲基转移酶和组蛋白去乙

酰化酶等表观遗传修饰酶到达启动子区域,使其发生

甲基化或组蛋白去乙酰化,影响宿主细胞的表观遗传

修饰,抑制抑癌基因的表达。(3)EBV编码的小RNA
降低宿主细胞表面的主要组织相容性复合体类分子

的表达,避免感染细胞被细胞毒性T淋巴细胞识别和

杀伤;还能影响巨噬细胞极化,为淋巴瘤创造有利的

免疫微环境。

EBV基因组及其病毒产物能通过多种途径补偿

基因突变功能,为肿瘤的生长存活提供所需的必要信

号,导致EBV阳性淋巴瘤与EBV阴性淋巴瘤的基因

改变有所差异,呈现出不同的分子特征。

表1  EBV相关淋巴瘤的特征

淋巴瘤
细胞

来源

潜伏感

染类型

EBV
相关性(%)

蛋白

表达种类
基因改变

信号

通路

BL地方性散发

性
生发中心 Ⅰ型 10~80 EBV核抗原(EBNA)1

免疫球蛋白基因重排,细胞周期蛋白
 

D3,B细胞

淋巴瘤(Bcl)-6,MYC,CD10
PI3K/AKT

HL 生发后中心 Ⅱ型 30
EBNA1,潜伏膜蛋白

(LMPs)1,2
 

转录因子3,肿瘤坏死因子α诱导蛋白3,β-2
 

微

球蛋白
 

核因子-κB
 

(NF-κB),

Janus
 

激酶(JAK)-信

号转导和转录激活因

子
 

(STAT)

DLBCL 生发后中心 Ⅲ型 5~15
EBNA1,-2,-3A,-

3B,-3C,LMPs-1

髓样分化因子
 

88,Ras同源基因家族蛋白A,

MYC,CD79B
NF-κB,JAK/STAT

NKTCL T/NK细胞 Ⅱ型 100 EBNA1,LMPs-1,-2
    

PR
 

结构域锌指蛋白
 

1,DEAD盒解旋酶3X,叉

头框蛋白O3,含E3泛素蛋白连接酶1的HECT
结构域和锚蛋白重复序列,STAT3

促分裂素原活化蛋白

激 酶(MAPKs),NF-

κB,
 

JAK/STAT

PBL 浆母细胞 Ⅱ型 60
EBNA-1,LMPs-1,-

2A,-2B

干扰素调节因子
 

4,细胞因子信号抑制因子1,

JAK2,STAT3

MAPKs,JAK/STAT,

Wnt/β-catenin,

NOTCH

2 EBV相关感染淋巴瘤的检测技术

目前淋巴瘤的诊断较大程度依赖于淋巴组织活

检进行染色切片组织学形态分析和免疫组化;对于

EBV载量的检测多采用实时荧光定量PCR(qPCR)
技术,EBV感染的血清学检测多采用酶联免疫吸附试

验(ELISA)。常 规 的 检 测 技 术 如 荧 光 原 位 杂 交

(FISH)可对部分基因重排和染色体变异进行分析,
但对于复杂的基因重排或源自癌基因的盒式插入(如
混杂重排配体、位于染色体远端的 MYC重排等)目前

的检测技术难以达到。根据“hit
 

and
 

run”假说所提出

的EBV“一过性”致瘤作用,利用现有的检测技术如

qPCR、ELISA尚不能对潜在的病毒感染、病毒与肿瘤

之间的交互关系进行辅助性诊断。近年来分子诊断

的迅速发展,多种创新技术,如流式细胞分析、数字

PCR、高通量测序等在淋巴瘤检测中崭露头角,为

EBV相关淋巴瘤的检测提供了新方案。

2.1 流式细胞术

2.1.1 传统流式细胞术 流式细胞术(FCM)问世于

20世纪70年代,随着技术的进展,在肿瘤疾病诊断、
免疫功能监测、治疗靶点筛查等方面得到了极大的运

用。FCM对液流中排成单列的细胞或其他生物微

粒,可利用光散射、光吸收、荧光标记等原理快速测定

细胞DNA含量、体积、膜受体和表面抗原等重要参

数,进而对细胞进行特异性分选和分析[10]。多参数流

式(MP-FCM)通过不同荧光的抗体对细胞抗原进行

标记,进一步提高了传统流式的敏感度,8~10色的

MP-FCM在血液疾病检测中成为主流[11]。
不同EBV感染状态的淋巴瘤患者的淋巴细胞亚

群呈现出差异。利用FCM对淋巴细胞亚群分析可对

EBV相关淋巴瘤患者的复发转移、生存预后进行评
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估。研究者发现在NKTCL中,相较于EBV
 

DNA阴

性患者,EBV
 

DNA阳性患者的CD4+T细胞比例更

高,CD19+B 数量可 作 为 DLBCL 的 预 后 指 标[12],

CD8+T细胞 表 达 出 更 高 水 平 的 多 种 表 面 抑 制 性

受体[13]。
此外,流式细胞术也用于淋巴瘤的自身抗体检

测。MUSSOLIN等[14]发现FCM 能有效检测间变性

大细胞淋巴瘤患者体内的酪氨酸激酶抗体,抗体的高

滴度与低复发风险相关。但相较于FCM在淋巴细胞

分选中的高灵敏度和高特异度,自身抗体检测仍面临

干扰多、早期滴度低的挑战,高特异性、易于检测的新

抗体还有待进一步发掘以及临床验证。

2.1.2 质谱流式细胞术(MC) MC将传统流式快

速检测与质谱分析高分辨率的优势相结合,能检测超

过40种标志物。MC利用金属同位素代替荧光基团

对抗体进行标记,并通过电感耦合等离子体质谱离子

化,基于质量-电荷比分离细胞,对于低浓度蛋白的检

测更灵敏,具有多参数、高通量、干扰小等优点,进一

步满足了对单细胞异质性研究的需求,有望成为血液

肿瘤检测的新技术[15]。

FERREIRA等[16]利用 MC对EBV
 

DNA血症的

实体器官移植受者进行检测,研究自限性EBV
 

DNA
血症(SLD)和慢性EBV

 

DNA血症(CD)两组患者的

免疫反应,发现CD组中分泌IFN-γ的EBV特异性

CD4+T细胞、CD11c+细胞显著低于SLD组,提示先

天免疫和适应性免疫的交互作用对调节SLD血症至

关重要。组织成像质谱流式是将组织质谱成像和单

细胞质谱流式功能相结合而诞生的新技术,能够在对

组织切片进行多参数分析的同时保留样本的空间位

置信息,对于肿瘤细胞微环境和组织结构的研究更具

优势[17]。

2.2 数字PCR(dPCR)

2.2.1 微滴式dPCR(ddPCR) dPCR于1999年由

VOGELSTEIN和KINZLER提出,2012年后快速发

展并商品化。dPCR将样本分割成微小液滴进行独立

反应,每个反应室内只含有或近似含有一单位的

DNA分子,利用泊松分布原理,以“终点信号的有或

无”为判断依据对目标DNA序列进行检测。根据反

应原理和反应单元的不同,dPCR可分为ddPCR和芯

片式dPCR[18]。dPCR 不再依赖标准曲线,能计算

DNA序列的绝对拷贝数,具有绝对定量、抗干扰能力

强的优点,为淋巴瘤诊断分型、最小残留病灶(MRD)
检测、预 后 评 估 等 多 个 方 面 提 供 了 检 测 技 术 支

撑[18-19]。

EBV
 

DNA作为EBV相关淋巴瘤辅助诊断的指

标之一,与淋巴瘤发生、残留、转移的风险相关。有研

究者利用ddPCR解决目前qPCR检测EBV
 

DNA的

灵敏度较低、实验室结果的可比性和重复性较差的局

限性,对中国西南片区疑似 EBV 感染的患者采用

ddPCR与qPCR同步检测EBV
 

DNA,发现西南地区

临床 实 践 中 EBV 载 量 较 低,以 ddPCR 为 标 准 的

qPCR 在 评 估 中 存 在 68.3% 的 漏 检 率[20],采 用

ddPCR更能为临床诊断EBV感染提供有利支持。
此外,有研究表明 microRNA是优于EBV

 

DNA
的辅助诊断指标。microRNA来源于凋亡的肿瘤细

胞,可作为病毒致癌基因诱导宿主细胞基因突变和表

观遗传改变导致淋巴瘤的发生,具有相对稳定,不易

降解的特点,与循环DNA相比,直观地反映肿瘤的存

活活性。MUNDO等[21]发现在常规方法(如qPCR-
DNA)检测EBV阴性的淋巴瘤的样本中,也有一定比

例的肿瘤细胞能够通过高灵敏度的ddPCR检测到

EBV编码的 microRNA。采用ddPCR检测 microR-
NA灵敏度更高,可发现潜在的病毒感染,进一步支持

了EBV可能在淋巴瘤的发病机制中发挥广泛作用的

观点。

2.2.2 多重ddPCR 多重ddPCR的出现推动了

dPCR技 术 的 进 步。基 于 ddPCR 的 原 理,多 重

ddPCR对多种浓度探针和荧光基团进行组合,能同时

检测每个独立反应单元中至少4个目标序列的基因

突变,已成功运用于病毒基因或包膜的检测,避免了

因引物或探针不匹配所导致的假阴性结果[22]。研究

者利用该技术在瘤组织和血液标本中均成功定量检

测出DLBCL中热点区域的体细胞突变,实验结果与

高通量测序相比有较高的一致性[23],展现了其不受标

本类型限制、高通量、高精确性等优点。

2.3 基因测序技术

2.3.1 第二代测序技术(NGS) 2005年
 

Life
 

Sci-
ences公司推出的超高通量基因组测序系统Genome

 

Sequencer
 

20
 

System,标 志 着 NGS 时 代 的 到 来。

NGS的主要步骤包括DNA
 

片段化、文库构建和文库

与载体交联扩增,并引入了可逆终止末端,实现了边

合成边测序。NGS可同时测序数百万个DNA片段,
实现了跨转录组区域变异的检测,可广泛分析淋巴瘤

基因,识别特异基因重排、单核苷酸多态性和表观遗

传特征,有助于诊断和预后评估[24]。NGS分为全外

显子组测序(WES)、全基因组测序(WGS)、靶向测序

(TRS)。

WES利用探针或引物捕获基因组中所有外显子

区域,经过富集后对外显子进行高通量测序,有利于

低频突变的检出。WES成本较 WGS更低、数据量更

小,适用于遗传表型异质性疾病的诊断。WITTE
等[25]通过 WES对PBL患者的体细胞突变和拷贝数

变异进行分析,发现其突变谱相较于DLBCL具有显

著特异性,并鉴定出神经营养因子酪氨酸受体激酶3
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等新型突变基因;EBV阳性患者基因表达谱显示出抗

原呈递和细胞周期调控异常,与细胞代谢和免疫逃逸

密切相关,可能影响免疫治疗反映,为PBL病理生物

学的独立性和分子分型提供了理论依据。WES对于

解释免疫表型和关键的治疗决策的选择至关重要。

WGS是对整个基因组进行分析,包含内含子和

基因间的区域,能发现非编码区变异,偏差更小,对特

殊基因区域如 GC 富 集 区、重 复 序 列 的 检 测 优 于

WES,更适用于疑难病例、发现罕见或未知遗传变异。

PANEA等[26]采用 WGS描述了BL亚型的全基因图

谱,确定了72个BL驱动基因,几乎每个驱动基因都

发生了编码和非编码突变,且EBV感染者基因突变

更多,突出了 WGS对识别驱动基因的重要性。

TRS是一种针对特定基因区域进行高深度测序

的技术,在较短时间内即可辅助疾病的诊治。TRS可

分为基于引物PCR扩增的扩增子测序和基于探针杂

交的杂交捕获测序[27]。相较于扩增子测序,杂交捕获

测序检测范围更广、灵活度更高,对样本DNA输入量

要求较低,更适用于对复杂或大规模基因的检测。

PETROVA-DRUS等[28]利用杂交捕获测序对400多

个与血液肿瘤相关的基因进行检测,首次发现在甲醛

固定石蜡包埋(FFPE)和新鲜组织中均能检测出非靶

向的EBV 衍生 DNA,与形态学有较好相关性。此

外,FFPE靶向测序利用邻近连接技术,能检测核内物

理邻近的DNA片段之间的相互作用,进一步加强了

对染色体结构变异的检测,解决了FFPE制作过程中

DNA片段化影响基因重排检测的问题[29]。
由于检测周期较长、成本较高等缺陷限制了NGS

的大规 模 应 用,难 以 用 于 患 者 病 情 的 动 态 评 估。

dPCR对DNA和RNA的检测错误率低,更加快速经

济,但又依赖于靶标的设计。二者结合的新方案更能

发挥各自的优势,为淋巴瘤 MRD监测提供新策略:

NGS用于突变基因的初步发掘,dPCR用于后续的验

证和监测。

2.3.2 单细胞测序(SCS)技术 SCS区别于传统测

序,对一群细胞批量测序得到平均基因表达水平,能
在单细胞水平上对基因组、转录组、表观遗传等进行

分析,揭示细胞种群差异和细胞进化的关系[30]。SCS
可分为单细胞基因组

 

DNA
 

测序和单细胞转录组
 

RNA
 

测序
 

(scRNA-seq)[31]。
肿瘤细胞的异质性是淋巴瘤患者出现耐药的重

要原因之一,化疗后新突变或克隆进化的出现可导致

患者病情复发和不良预后。研究者利用scRNA-seq
对淋巴瘤细针穿刺样本和外周血样本分析发现血液

和肿瘤样本中存在不同的免疫细胞群体,且治疗前后

的免疫细胞频率和表型在治疗部位、远处肿瘤及外周

血中均出现差异[32],scRNA-seq能辅助患者治疗方案

的评估。SCS还有助于发现EBV相关淋巴瘤患者特

殊的免疫微环境,推动免疫治疗的发展。LI等[33]利

用NKTCL 及 其 匹 配 的 外 周 血 单 个 核 细 胞 进 行

scRNA-seq,表达LMP-1的恶性NK细胞亚群分泌大

量的二肽基肽酶-4,有着更强的抑制T细胞免疫应答

的能力,EBV编码基因的高转录和低浸润肿瘤相关巨

噬细胞是预后良好的指标。

SCS和伴随的数据分析方法在过去十年得到了

快速发展,与其他组学联合的新技术如基因组与转录

组联合、转录组与代谢标记联合、转录组与蛋白组联

合的出现为EBV相关淋巴瘤诊疗模式的探索提供了

更多的可能[34]。

2.3.3 第三代测序技术(3GS) 3GS相较于NGS具

有读长更长(最长可达10
 

kbp)、对参考基因组依赖更

小的优点,能准确对病毒基因整合位点、癌细胞克隆、
宿主基因结构变异进行分析,为研究病毒致病基因提

供了新方法。单分子实时测序(SMRT)和纳米孔单

分子测序技术(ONT)是目前3GS的主流[35]。
有研究利用SMRT发现了急性髓性白血病新的

祖细胞群体,高核糖体蛋白基因水平与患者较差的预

后相关[36]。利用ONT对病毒基因组测序,灵敏度更

高、成本更低且无需重建单倍型,显示了ONT在病毒

检测领域的显著优势[37]。

3GS在液体活检领域强大的测序能力,对病毒与

血液恶性肿瘤的检测具有前景,但目前其在临床运用

中性能数据的研究报道相对有限,3GS的临床价值还

需更多的验证。

EBV相关淋巴瘤的精准诊断需整合多种分子检

测技术,各方法在临床适用性上各具优缺点:(1)FCM
凭借普及度高、耗时短及多参数分析的优势,多用于

肿瘤细胞初筛和疗效动态监测,但其荧光光谱重叠、
低丰度蛋白检测能力有限及空间信息缺失等局限可

能影响复杂样本解析。(2)dPCR以绝对定量、多目标

检测及受PCR抑制剂干扰小见长,在EBV
 

DNA载

量监测和特定肿瘤基因变异快速检测中具有独特价

值,但缺乏标准化流程和罕见变异检测短板亟待改

进。(3)MC采用金属同位素标记显著降低光谱干扰,
凭借单细胞分辨率和高灵敏度,在肿瘤免疫微环境解

析及免疫治疗靶点筛选中作用突出,然而高成本和无

法实时分选细胞进行下游分析的特性限制了其推广。
(4)WGS可全面识别未知或罕见驱动突变,适用于基

因组复杂或表型不典型患者的诊断,但高成本、复杂

的数据处理和解读要求对临床应用构成挑战。(5)

WES通过深度测序提升低频突变检测灵敏度,在遗

传异质性疾病诊断中优势显著,但外显子外区域的检

测盲区可能遗漏重要非编码区变异。(6)TRS凭借高

特异性、短周期和低成本,成为大规模基因筛查和疾
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病亚型分类的首选,但其对预设靶点的依赖性可能导

致未选区域变异的遗漏。(7)SCS通过解析细胞异质

性,结合多组学分析在肿瘤微环境研究、治疗靶点探索

及疫苗研发中展现独特潜力,但技术复杂性、扩增偏差

和基因丢失风险仍需进一步优化。

3 总结与展望

EBV在全球范围内普遍易感,具有强大的致病潜

力。感染者通常为无症状潜伏感染,难以即时对病毒

进行治疗干预,早期筛查十分重要。EBV病毒基因表

达模式和细胞遗传变化之间存在复杂的相互作用,具
体的致病机制尚不完全清楚。EBV相关淋巴瘤临床

表现复杂,部分患者缺乏典型特征,不同类型与病毒

的相关性不尽相同,且严重程度差异较大,易出现漏

诊误诊。目前临床对于淋巴瘤的治疗更多聚焦于肿

瘤本身,EBV阳性淋巴瘤的特定治疗选择仍然有限,
导致部分患者的疗效欠佳。传统的检测手段存在病

毒漏检的风险且难以满足当前个性化诊疗的要求,而

dPCR、MC、NGS、SCS等新兴分子诊断技术展现出了

优势,逐渐得到了认可与应用。但各项检测技术均有

其特定的适用范围,技术间的相互补充有助于更精准

地识别EBV相关淋巴瘤的特征,能在多样的应用背

景下满足临床需求;同时各种新型生物标志物的出现

拓宽了检测的广度和深度,与高效精准的检测方法相

结合更有利于病毒的筛查,对于表型较差、缺乏免疫

标志物的患者也更具意义。多学科、多领域如与生物

信息学、肿瘤免疫学、基因组学、人工智能的交叉融合

进一步推动了对疾病的探索。无论何种手段,技术标

准化不可忽视,实验室间结果的一致性和重复性是实

现准确诊断和技术普及的关键。
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