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［摘要］　目的：建立肾移植术后患者尿液和外周血ＢＫ病毒（ＢＫＶ）感染负荷的实时荧光定量ＰＣＲ检测方法，并初步探讨其临

床应用价值。方法：构建含有ＢＫＶＶＰ１蛋白保守区核苷酸序列片段的质粒作为外参照品，采用ＴａｑＭａｎ荧光探针检测技术，

建立定量检测ＢＫＶＤＮＡ方法；并对１１２例肾移植术后患者，４０例正常体检者的尿液和外周血标本ＢＫＶ含量进行检测。结

果：本研究建立的ＢＫＶ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法灵敏度、特异度及重复性较好，定量ＰＣＲ方法最低检测下限为８×１０２

ｃｏｐｙ／ｍｌ，测量批内差异为０．５４％～３．７８％，批间差异为０．６２％～４．５８％。１１２例肾移植术后患者尿液和外周血ＢＫＶＤＮＡ的

检测阳性率分别为２７．７％和１１．６％，ＢＫＶＤＮＡ阳性者尿液和外周血ＢＫＶ中位数水平分别为８．２×１０４ｃｏｐｙ／ｍｌ和２．４×１０３

ｃｏｐｙ／ｍｌ。４０例正常人ＢＫＶ尿液和外周血阳性率为２．５％和０％；与正常体检者相比，肾移植术后患者尿液及外周血ＢＫＶ

ＤＮＡ阳性率及水平明显升高（Ｐ＜０．０１）。尿液ＢＫＶ阳性率较外周血明显升高（Ｐ＝０．０２），但尿液和外周血中ＢＫＶ含量无明

显相关性。结论：实时荧光定量ＰＣＲ检测肾移植患者术后ＢＫＶ感染方法简便、可靠、准确，为进一步研究ＢＫＶ感染与肾移

植术后移植物丢失的关系奠定了基础。
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［作者简介］　陆　明，博士生．Ｅｍａｉｌ：ｌｕｍｉｎｇ１９７５＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｙｏｕｈｕａ＠１２６．ｃｏｍ

　　近年来，ＢＫ病毒（ＢＫＶ）再激活在肾移植术后患者中引

起ＢＫＶ性肾病（ＢＫｖｉｒｕｓｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＢＫＮ）导致移植肾功

能减退甚至移植物丧失的现象已逐渐被人们所关注［１，２］，如

何早期监测到ＢＫＶ在体内的激活是防治ＢＫＮ的关键因素

之一。国外监测ＢＫＶ感染和ＢＫＮ的手段有脱落细胞学检

查、ＰＣＲ检测、电镜检查、移植肾穿刺活检等［３］；但目前国内

对于ＢＫＶ的监测研究刚刚起步，有关肾移植患者ＢＫＶ定量

检测的报道少见。本研究建立了针对ＢＫＶ的实时荧光定量

ＰＣＲ方法，对此方法进行评价，并检测１１２例肾移植术后患

者外周血和尿液中ＢＫＶＤＮＡ的含量，与正常人的ＢＫＶ水

平相比较。

１　材料和方法

１．１　研究对象　对１１２例因终末期肾病在第二军医大学长

征医院解放军器官移植研究所接受同种异体肾移植的患者
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进行了研究。其中男８２例，女３０例，年龄２５～６０岁，平均

年龄（４５．２±７．２）岁；移植术后时间为３～７２个月，平均

（９．２±８．２）个月，均为尸体供肾者。４０名正常健康志愿者均

为２００５年２月至２００５年８月间本院门诊健康体检者，其中

男３０例，女１０例，平均年龄（４６．１±６．４）岁，均填写知情同

意书并报伦理委员会批准。两组的年龄、性别构成均无显著

性差异。

１．２　标本收集与处理　采集上述２组研究对象晨尿５０ｍｌ
及外周血３ｍｌ，尿液标本以２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，其沉淀用

生理盐水洗涤后再次２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，二次沉淀溶解

于２００μｌ纯水中，使用体液病毒ＤＮＡ小量制备试剂盒（杭州

维特洁生化有限公司）按厂家提供的说明抽提标本ＤＮＡ，置

－２０℃保存待测。血液标本以ＥＤＴＡ抗凝，直接应用血液

ＤＮＡ中量制备试剂盒（杭州维特洁生化有限公司）按厂家提

供的说明抽提标本ＤＮＡ，置－２０℃保存待测。

１．３　引物与探针　ＰＣＲ引物（Ｐ１、Ｐ２）为ＢＫＶＶＰ１基因区

（ＧｅｎＢａｎｋＶ０１１０８）特异引物，拟扩增该区片段长９５ｂｐ，Ｐ１
（ｆｏｒｗａｒｄ）：５′ＡＧＴＧＧＡＴＧＧＧＣＡ ＧＣＣＴＡＴＧＴＡ３′
（２５１１２５３１ｎｔ）；Ｐ２（ｒｅｖｅｒｓｅ）：５′ＴＣＡ ＴＡＴ ＣＴＧ ＧＧＴ

ＣＣＣＣＴＧＧＡ３′（２６０５２５８６ｎｔ）；ＴａｑＭａｎ探针：５′ＡＧＧ

ＴＡＧＡＡＧＡＧＧＴＴＡＧＧＧＴＧＴＴＴＧＡＴＧＧＣＡＣＡＧ３′
（２５４６２５７８ｎｔ），５′端使用ＦＡＭ标记，３′端使用ＴＡＭＲＡ标

记。以上引物和探针用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件设计，并参考了

Ｌｅｕｎｇ等［４］的研究，经ＢＬＡＳＴ校对后证实为ＢＫＶ特异性序

列并为ＢＫＶ各型所共有，由上海生工生物工程公司合成。

１．４　外参照标准品的克隆及质量评价 　以化学合成的含

有拟扩增区的单链核苷酸片段（１０４ｂｐ，上海生工生物工程

公司）为模板，Ｐ１、Ｐ２为引物，高保真 ＰＣＲ扩增系统扩增

ＰＣＲ产物，应用割胶回收试剂盒回收、纯化扩增的ＰＣＲ产

物，与ｐＧＥＭＴ载体经Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，转化ＤＨ５α菌

株，在含Ｘｇａｌ、ＩＰＴＧ、氨苄青霉素的ＬＢ平板上筛选白色转

化子菌落，培养细菌后提取质粒ｐＧＥＭＢＫ，经ＰｓｔⅠ酶切电

泳和ＤＮＡ测序证实含有９５ｂｐ目的ＤＮＡ片段，配成不同浓

度作为标准品使用，并根据扩增曲线评价构建质粒的质量。

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＢＫＶ感染及其方法学评价

１．５．１　实时荧光定量ＰＣＲ试剂配制　使用ＥｘＴａｑＴＭＰＣＲ
试剂盒（大连宝生物公司），ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＵＴＰ各

２００μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ
２＋４ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ热启动聚合酶５Ｕ／

１００μｌ，Ｐ１、Ｐ２各４００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＭａｎ探针５０ｎｍｏｌ／Ｌ，用

试剂盒配备缓冲液配制。

１．５．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测肾移植患者术后ＢＫＶ感

染　在反应管中加入ＰＣＲ反应液４０μｌ，加入１０μｌ待测样品

提取液或系列浓度质粒标准品ｐＧＥＭＢＫ，低速离心后，置于

ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪扩增。扩增条件为：

５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环。

连续测定荧光强度，利用ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ 软件

（ＰＥ公司）分析检测结果。Ｃｔ值规定为ＰＣＲ扩增仪默认设

置，即１～１５个循环计算出的荧光信号的标准偏差的１０倍

值对应的循环数。

１．５．３　标准曲线的绘制以及质量控制　调整基线以试剂空

白和阴性管不出现阳性为准，一般基线在０．１～０．３之间，与

基线的交点的循环次数（Ｃｔ）值为纵坐标，ＢＫＶＤＮＡ浓度的对

数值为横坐标，制作标准曲线；同时对该方法的灵敏度、特异

性和稳定性进行研究；为增加数据的可信度，每次实验均设置

空白对照管，已知量靶序列的临界值对照管及阴性对照管。

１．５．４　肾移植患者术后ＢＫＶＤＮＡ含量的计算　利用待测

标本的Ｃｔ值，结合标准曲线求出相应的ＢＫＶＤＮＡ含量。

１．６　统计学处理　采用ＳＡＳ９．１．３软件，率的比较采用χ
２

检验，计量资料用ｔ检验和方差分析。

２　结　果

２．１　实时荧光定量ＰＣＲ方法学评价

２．１．１　标准品ｐＧＥＭＢＫ质量评价　质粒浓度１０４～１０８

ｃｏｐｙ／ｍｌ，扩增曲线与图１中粗横线所示荧光信号变化阈值

的交点处的横坐标为Ｃｔ值，扩增曲线呈ｓ型，对数扩增期明

显，Ｃｔ值间隔较均匀，表明所构建的质粒质量良好，符合标准

品要求（图１）。

图１　系列浓度标准品ｐＧＭＴＢＫ扩增曲线

Ｆｉｇ１　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｌｏｔｓｏｆｓｅｒｉａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐＧＭＴＢＫｓｔａｎｄａｒｄｓ
ＣｔｖａｌｕｅｓａｒｅｄｅｎｏｔｅｄｂｙＸａｘｉｓｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｊｕｎｃｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｔｈｒｅｓｈｏｌｄｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｄｂｙｔｈｅｔｈｉｃｋｌｉｎｅａｎｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅｓ．ＮＴＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

２．１．２　荧光定量ＰＣＲ扩增效果评价　每次检测均以１０４～

１０８ｃｏｐｙ／ｍｌ系列梯度浓度的标准品ｐＧＥＭＢＫ构建标准曲

线（图２），可见Ｃｔ值和浓度对数之间具有很好的相关性，所

有测定标准曲线的相关系数Ｒ２≥０．９７７４，标准曲线斜率在

－３．２３～－３．６８之间，说明该试验ＰＣＲ扩增效率良好，也证

实用Ｃｔ值进行定量的可信性。动态范围测定显示在１０３～

１０１０ｃｏｐｙ／ｍｌ之间标准曲线具有良好的相关性。

２．１．３　灵敏度　将１０２～１０３ｃｏｐｙ／ｍｌ的系列梯度浓度ｐＧ

ＭＴＢＫ同时测定１０次，观察扩增曲线生成情况，以阳性扩

增曲线生成率≥６０％作为检测下限，结果当ｐＧＭＴＢＫ（ｃｏｐ

ｙ／ｍｌ）为１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００时，

其阳性率分别为１００、１００、７０、５０、５０、４０、１０、０、１０、０，从而确

定８×１０２ｃｏｐｙ／ｍｌ为检测下限。

２．１．４　特异性 　ＨＢＶＤＮＡ（＋）、ＨＣＶＲＮＡ（＋）、ＥＢＶ

ＤＮＡ（＋）、巨细胞病毒抗体ＩｇＭ（＋）、ＴＢＤＮＡ（＋）者外周

血标本用本法检测均为阴性结果。
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图２　ｐＧＭＴＢＫ质粒起始浓度

对数值Ｃｔ值标准曲线

Ｆｉｇ２　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｓｔａｒｔｉｎｇｐＧＭＴＢＫａｍｏｕｎｔａｇａｉｎｓｔＣｔ

２．１．５　重复性　批内差异测定：选择３个浓度差别较大的

ＢＫＶ阳性患者尿液标本ＤＮＡ抽提液Ａ、Ｂ、Ｃ，每个浓度测定

１０管，共３０管，在同一次测定中完成，结果统计分析显示，测

定浓度对数值的变异系数（ＣＶ值）分别为０．５４％、１．６２％和

３．７８％，以绝对浓度（ｃｏｐｙ／ｍｌ）表示的ＣＶ 值分别为９．４７％、

１７．６％、２９．０％。批间差异测定：分别１０次测定上述对数浓度

值，得到的变异系数（ＣＶ值）分别为０．６２％、１．３４％和４．５８％，

以绝对浓度表示的ＣＶ值分别为１１．９％、１７．７％、３２．９％。

２．２　ＢＫＶ的定量结果　１１２名肾移植术后患者中，３１名肾

移植术后患者尿液中定量检测出ＢＫＶ，阳性率为２７．７％，

ＢＫＶ尿液负荷量为１．０２×１０３～３．４×１０７ｃｏｐｙ／ｍｌ（中位数

为８．２×１０４ｃｏｐｙ／ｍｌ）；１３名肾移植术后患者外周血中定量

检测出ＢＫＶ，阳性率为１１．６％，ＢＫＶ外周血负荷量为９．６×

１０２～１．４×１０５ｃｏｐｙ／ｍｌ（中位数２．４×１０３ｃｏｐｙ／ｍｌ）；其中１２
名患者尿液ＢＫＶ亦为阳性，１名为阴性。尿液ＢＫＶ阳性率

显著高于外周血（χ
２检验，Ｐ＝０．０２）。９２．３％（１２／１３例）外

周血ＢＫＶ阳性者尿液病毒负荷量＞５×１０３ｃｏｐｙ／ｍｌ，６８．４％
（１３／１９例）外周血ＢＫＶ阴性者尿液病毒负荷量＜５×１０３

ｃｏｐｙ／ｍｌ。外周血病毒负荷量和尿液病毒负荷量之间统计学

上无明显相关性（图３）。４０名健康者中有１例尿液中检测

到ＢＫＶ，量为０．９６×１０３ｃｏｐｙ／ｍｌ；外周血中均未检测出

ＢＫＶ。与正常人相比，肾移植术后组ＢＫＶＤＮＡ阳性率及水

平明显升高（Ｐ＜０．０１）。

图３　３２名ＢＫＶ阳性者外周血病毒
负荷量与尿液负荷量关系

Ｆｉｇ３　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｖｉｒｅｍｉａａｎｄ
ｖｉｒｕｒｉａｏｆ３２ＢＫＶｐｏｓｉｔｉｖｅｐａｔｉｅｎｔｓ

３　讨　论

　　ＢＫＶ为多瘤病毒家族（ｐｏｌｙｏｍａｖｉｒｕｓｅｓ）亚型之一，是一

种ＤＮＡ小颗粒病毒。健康人群有ＢＫＶ隐性感染史者较为

普遍，一般无明显临床症状。肾移植术后患者处于免疫抑制

状态时，潜伏于体内的ＢＫＶ再度激活并大量复制，导致部分

患者出现ＢＫＮ，引起移植肾功能严重损害，甚至移植肾丢

失［２］。早期诊断、处理ＢＫ病毒感染可以使移植物丢失的发

生率明显降低［２］。有国外研究［５］认为，ＰＣＲ定量检测外周血

中ＢＫＶＤＮＡ含量对ＢＫＮ诊断的阳性预测值可达７５％，是

预测ＢＫＮ的独立危险因子。

　　实时荧光定量ＰＣＲ检测方法建立的关键是外标准品的

制备。外参照标准品通常由以下几种方式获得：（１）直接化

学合成单链目的基因片段［６］，它的优点是纯度高、定量准确，

但受化学合成工艺的限制，通常只能合成１２０ｂｐ以下长度，

１２０ｂｐ以上者出现核苷酸错配的概率明显增高，而且化学合

成的是单链寡核苷酸链，极易挥发造成ＰＣＲ实验室污染出

现假阳性，或者是经过一段时间保存后会出现明显降解。

（２）利用设计的引物从可疑感染标本获得扩增片段并基因测

序验证［７］，它的优点是方法简单，对于本实验而言，需要设计

合适引物从大量标本ＤＮＡ抽提物中扩增所需要的野生型靶

基因片段，再将扩增的ＰＣＲ产物进行测序确认，工作量较

大，而且结果确认困难。（３）从纯化病毒株扩增片段，克隆入

载体，制备质粒作为标准品［８］，此方法获得的标准品质粒特

异性好，纯度较高，性质稳定，而且由于其相对分子质量一般

较大，不易造成污染出现假阳性；同时，质粒后期的大量制备

方便，价廉。但目前由于国内尚无纯化的ＢＫ病毒株保存，

直接应用第三种方法获得外标准品有困难，因此我们将第一

种和第三种方法结合起来，构建的质粒作为实验标准品具有

稳定性、重复性好，扩增效率高等特点。获得较为满意的效

果。

　　本研究所应用的ＴａｑＭａｎ探针，对目标序列有很高的特

异性，而且设计相对简单，定量准确，无须内参照，方法操作

简单、安全、自动化程度高而且可预防污染，可以做到绝对定

量［６］。通过方法学评价可以看出，本法具有很好的重复性、

特异性、较高的灵敏度（８×１０２ｃｏｐｙ／ｍｌ）和较宽的线性范围

（１０３～１０１０ｃｏｐｙ／ｍｌ）。

　　１１２例肾移植术后患者和４０例健康对照者的 ＢＫＶ

ＤＮＡ进行定量检测的结果发现，肾移植术后患者术后体液

中ＢＫＶ检出率明显高于健康对照者，尿液中ＢＫＶ检出率明

显高于外周血。有国外研究［９］报道ＰＣＲ检测外周血ＢＫＶ
的阳性率高于本方法，可能与其检测灵敏度较本方法高有关

（可达１００ｃｏｐｙ／ｍｌ），此外，用不同的ＤＮＡ抽提方法所导致

的病毒ＤＮＡ的得率差异也可能影响检测阳性率和定量。本

研究中有９２．３％（１２／１３例）外周血 ＢＫＶ 阳性者的尿液

ＢＫＶ浓度大于外周血浓度，但尿液病毒负荷量和外周血病

毒负荷量之间统计学上无明显相关性，而且还有１例患者外

周血中检出了ＢＫＶ而尿液中却未检出。国外亦有类似的报

告，有研究者认为这是ＢＫＶ在不同器官部位激活的结果，或

是因其他种属的多瘤病毒如ＪＣ病毒或ＳＶ４０病毒引起［１０］。
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笔者认为，除了上述原因外，还可能是由于ＢＫＶ在尿液中呈

间歇性排出，加上尿液量生理性变动较大所致，具体机制还

有待今后进一步进行ＢＫ病毒排泄动力学研究。因此，对于

尿液中病毒含量偏低而外周血浓度相对较高者，应在短期内

反复测定其尿液中ＢＫＶ含量，以求获得尿液中病毒较为“准

确”的含量。

　　因为肾移植患者尿液ＢＫＶ的检出率高于外周血，可以

考虑将尿液ＢＫＶＤＮＡ指标作为早期预警标志，但对于其预

警ＢＫＮ的阈值目前尚难确定，有待于今后的进一步研究。

　　总体上，本实验所建立的方法简便、准确、重复性好，有

望应用于临床，作为ＢＫＶ感染的无创监测手段。
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