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　　［摘要］　目的　建立简便有效的样本处理方法，提高实时荧光定量ＰＣＲ法检测尿液中ＢＫ病毒载量的敏感性和准确性。
方法　任意选择２４例ＢＫ病毒阳性样本，每一样本进行４种不同的处理：原尿、原尿病毒ＤＮＡ提纯、１１０稀释尿液、１１００
稀释尿液，实时荧光定量ＰＣＲ法检测各组样本ＢＫ病毒载量，所测数据用ＳＰＳＳ１１．０进行统计学分析。结果　４种不同的处
理方法对实时荧光定量ＰＣＲ法检测尿液中ＢＫ病毒载量有明显的影响：原尿阴性３例，病毒载量在４组中的最低值占６６．７％；

１１００稀释尿阴性２例，病毒载量在４组中的最高值占７９．２％，但中位值和１１０稀释组差异无统计学意义；ＤＮＡ纯化组与

１１０稀释尿液病毒检出率相当，均为１００％，但ＤＮＡ纯化组目标基因的流失量较明显。结论　在临床尿液中ＢＫ病毒载量
检测时，１１０稀释尿在实时荧光定量ＰＣＲ检测ＢＫ病毒时ＤＮＡ损失小，效率高，且处理过程简便、成本低，是一种较好的尿

样本处理方法。
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　　实时定量ＰＣＲ检测尿液中多瘤病毒成员之一ＢＫ病毒

（ＢＫＶ）的拷贝浓度，是诊断和监控肾移植后ＢＫＶ相关肾病

和造血干细胞移植后ＢＫＶ相关出血性膀胱炎的主要手段之

一［１４］。但ＰＣＲ方法过于敏感，易受多种因素的影响，尤其是

样本中多种物质的影响。人类尿液成分复杂，存在ＰＣＲ天然

抑制物，因此，对样本进行预处理，降低尿液对ＰＣＲ的抑制作

用，对于提高病毒的检出率十分重要。多数研究在检测尿中

ＢＫ病毒时，采用预先提取目标基因ＢＫＶＤＮＡ后进行ＰＣＲ
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定量检测 ［２６］。但该方法成本高，操作烦琐，费时费力，不利

于大样本检测，而且在操作过程中可能造成病毒ＤＮＡ部分

丢失，影响检测的准确度。国内有学者建议用稀释尿液法减

轻抑制物对ＰＣＲ的抑制作用［７］，但没有大样本量的数据支

持和具体分析。本研究对２４例检测阳性的样本进行 ＤＮＡ
提纯和尿液稀释等处理，比较不同处理方法对实时荧光定量

ＰＣＲ检测ＢＫＶ的敏感性和准确性的影响，从而选出简便优

化的样本处理方法，为临床检验提供有价值的实验参考依

据。

１　材料和方法

１．１　样本的采集　收集广州暨南大学附属第一医院造血干

细胞移植患者术后新鲜中段尿，经０．０２％叠氮钠防腐处理后

４℃保存。先以１１０稀释尿液为样本经实时荧光定量ＰＣＲ
检测，任意选取２４例阳性样本作为研究对象。同时收集１０
例健康成人晨尿进行相同处理作为正常对照。

１．２　样本的处理和分组　尿样本收集于２ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管

中，低速离心５ｍｉｎ去除悬浮的固体成分，即为原尿液。每一

样本采用４种方法进行处理并采用自身配对分为相应的４
组：（１）原尿液组：直接以原尿液为检测样本；（２）尿液病毒

ＤＮＡ提纯组：应用ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ ＶｉｒａｌＲＮＡ／ＤＮＡＫｉｔｓ试剂盒

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），按照操作说明书提取 ２００μｌ原尿液病毒

ＤＮＡ，２０℃保存；（３）１１０稀释原尿组：取１０μｌ原尿样本

用双蒸水稀释；（４）１１００稀释原尿组：取１０μｌ原尿样本用

双蒸水稀释。

１．３　标准品及标准曲线的制备　根据文献［５］提供的方法，目

标序列位于ＢＫＶ壳蛋白ＶＰ１基因内（ＧｅｎＢａｎｋＪ０２０３８，碱基序

列５′３′为４３２２４５６７），先以上游引物５′ＡＣＡＧＣＡＡＡＧＣＡＧ

ＧＣＡＡＧ３′和下游引物５′ＧＧＴＧＣＣＡＡＣＣＴＡ ＴＧＧＡＡＣ

ＡＧ３′（引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成）通过普通ＰＣＲ扩增目标片

段，ＰＣＲ的反应体系３０μｌ，包括５μｌ检测样本（原尿液）、３μｌ

１０×ＰＢＳ液，３３３ｎｍｏｌ／Ｌ引物、５０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，２ＵＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶。反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ后，９４℃２０ｓ、

５３℃２０ｓ、７２℃１ｍｉｎ３０个循环。ＰＣＲ产物在含溴乙啶的琼

脂糖凝胶上电泳进行鉴定，片段大小为２４６ｂｐ，将阳性样本的

ＰＣＲ产物纯化后与ｐＭＤ１８Ｔ质粒用ＤＮＡ连接试剂盒（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ）连 接，构 建 重 组 质 粒 ｐＭＤ１８ＢＫ。将 重 组 质 粒

ｐＭＤ１８ＢＫ转化入大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞内，筛选阳性克

隆，扩增，提取重组质粒。测序结果显示与目的片段序列一致，

作为标准品。将ｐＭＤ１８ＢＫ标准品按１０倍浓度梯度稀释为

１０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、１０拷贝／μｌ后制作实时定量ＰＣＲ标

准曲线。

１．４　样本检测　用Ｃｈｒｏｍｏ４荧光定量ＰＣＲ仪（ＢＩＯＲＡＤ，

ＵＳＡ）检测样本病毒的载量。引物及荧光探针均由Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司合成，序列［５］如下：上游引物５′ＴＣＴ ＡＴＴ ＡＣＴ

ＡＡＡＣＡＣＡＧＣＴＴＡＣＴ３′（碱基序列定位：４３４２４３５６

ｎｔ）、下游引物：５′ＧＧＴＧＣＣＡＡＣＣＴＡＴＧＧＡＡＣＡＧ３′
（碱基序列定位：４５４８４５６７ｎｔ）及荧光探针５′ＴＧＧＡＡＡ

ＧＴＣＴＴＴＡＧＧＧＴＣＴＴＣＴＡＣＣＴＴ３′（碱基序列定位：

４３８７４４１３ｎｔ；５′端使用 ＦＡＭ 标记，３′端使用 ＴＡＭＲＡ 标

记）。扩增产物片段大小为２２６ｂｐ。

　　总反应体系为２５μｌ，应用Ｐｌａｔｉｕｍ ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

ＳｕｐｅｒＭｉｘＵＤＧ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），包括２×ＳｕｐｅｒＭｉｘ１２．５

μｌ，终浓度为０．４ｍｍｏｌ／Ｌ 的上、下游引物，终浓度为４

ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＣｌ２，终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的探针及２μｌ样

本。在５０℃２ｍｉｎ热启动，９４℃预变性３ｍｉｎ后，９４℃３０ｓ、

６０℃１ｍｉｎ共４５个循环进行扩增。

　　以未加入样本的检测体系为阴性对照，病毒质粒为阳性

对照。每份样本设２个复孔，测得２个Ｃｔ值及相应的目的基

因拷贝浓度，计算均值输入数据库进行统计学分析。

１．５　重复性检测　用标准品１０６、１０４、１０３拷贝／μｌ分别在同

一批次中做６个复孔，根据所测得Ｃｔ值计算组内变异系数

（ＣＶ），另外分别于不同批次重复６次检测所得数据计算组间

变异系数。

１．６　灵敏度检测　将ｐＭＤ１８ＢＫ稀释成１０、５、１、０．５、０．１
拷贝／μｌ），同时检测１０次，以阳性扩增曲线生成率≥６０％为

检测下限，检测本方法的灵敏度。

１．７　特异性检测　以阴性尿液为对照，另将部分阳性扩增

产物电泳分析、测序检测本方法的特异性。

１．８　统计学处理　经实时荧光定量ＰＣＲ检测获得４组数

据，为每份样本分别进行４种预处理后相应的病毒载量，故

属自身配对比较实验。采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件按非正态

分布资料的非参数检验进行数据分析，中位数比较采用

Ｆｒｉｅｄｍａｎ和Ｋｅｎｄａｌｌ’ｓＷ 秩和检验，两组间比较采用 Ｗｉｌｃ

ｏｘｏｎ秩和检验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　标准曲线的制备　采用ＰＣＲ产物提纯目的基因转入

ｐＭＤ１８Ｔ质粒作为标准品，１０倍梯度稀释７等级经ｃｈｒｏｍｏ４
实时荧光ＰＣＲ检测，扩增曲线见图１Ａ，标准曲线见图１Ｂ，Ｃｔ
值和目的基因拷贝浓度的相关性良好（ｒ２＝０．９９４）。

２．２　重复性检测　１０６、１０４、１０３拷贝／μｌ标准品组内变异系

数为１．６１％～２．５６％，组间变异系数为２．２６％～２．８２％，均

小于５％，表明该方法重复性较好。

２．３　灵敏度　ｐＭＤ１８ＢＫ质粒浓度为１０、５、１、０．５、０．１拷

贝／μｌ时，其阳性扩增曲线生成率分别为 １００％、１００％、

６０％、３０％、０，以６０％为检测下限，确定本方法灵敏度为１拷

贝／μｌ。

２．４　特异性　不同预处理后１０例正常对照样本检测结果

均为阴性。阳性扩增产物片段大小一致，随机抽取１例测

序，结果与目标基因序列一致，说明本方法特异性良好。

２．５　样本检测结果　对每份尿液样本进行不同的预处理后

进行定量测定，获得４组数据（表１）。结果显示，１１０稀释

样本和ＤＮＡ纯化组病毒检出率一致，均为１００％，原尿液和

１１００稀释的样本出现阴性结果，分别有３例和２例未检出

病毒。１０例正常对照样本经不同预处理后检测均为阴性。

　　４种不同样本处理方法对实时荧光定量ＰＣＲ检测病毒

拷贝浓度的影响显著，原尿组、ＤＮＡ纯化组、１１０稀释组、

１１００稀释组的中位值分别为８．２６３×１０５、３．００３×１０６、

７．８３８×１０６、１．１８３×１０７ 拷贝／ｍｌ，１１００稀释的样本不仅中
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位值最高，而且在４组中出现同一样本病毒载量最高值最

多，共１９例，占７９．２％，原尿组的中位值最低，且在４组中出

现同一样本病毒载量最低值最多，共１６例，占６６．７％。各组

中位值的比较显示：除 ＤＮＡ纯化组／原尿组和１１０稀释

组／１１００稀释组无统计学差异（Ｐ＞０．０５）外，其他各组之间

两两比较均有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

　　病毒拷贝浓度低的样本，在原尿液中被检出率低；在１

１００稀释的样本中也可能漏检。在原尿液中第１５编号的样

本病毒浓度未被测出，但在１１０和１１００稀释样本中病毒

浓度却很高，达到百万级，在ＤＮＡ纯化组中也达到十万级水

平。这些现象可能与尿液对ＰＣＲ的抑制作用以及尿液被过

度稀释有关。

图１　实时定量ＰＣＲ检测１０倍梯度稀释的ｐＭＤ１８ＢＫ质粒时的反应曲线（Ａ）和标准曲线（Ｂ）

Ｆｉｇ１　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｌｏｔｓ（Ａ）ａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ（Ｂ）ｏｆｐＭＤ１８ＢＫｐｌａｓｍｉｄｉｎｇｅｏｍｅｔｒｉｃｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｉｏｎａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

表１　经不同方法预处理后检测所得样本中ＢＫ病毒载量

Ｔａｂ１　ＶｉｒａｌｌｏａｄｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｉｎｅｖｅｒｙｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｅｓ

ＳａｍｐｌｅＮｏ．
Ｖｉｒａｌｌｏａｄ（ｃｏｐｙ／ｍｌ）

Ｕｎｐｒｏｃｅｓｓｅｄｕｒｉｎｅ ＥｘｔｒａｃｔｅｄｖｉｒａｌＤＮＡ １１０ｄｉｌｕｔｅｄｕｒｉｎｅ １１００ｄｉｌｕｔｅｄｕｒｉｎｅ
１ ５．７７２×１０６ ５．２００×１０６ １．２４９×１０７ １．６８６×１０７

２ １．１１５×１０１ ４．３３６×１０１ ２．７６８×１０２ 
３ ２．２３５×１０６ １．１２８×１０６ ８．７１８×１０６ １．０５１×１０７

４ ８．９７２×１０５ １．０３９×１０６ ６．１５６×１０６ ７．３１１×１０６

５ １．００５×１０５ ４．３７２×１０６ １．９５６×１０６ ９．２２３×１０６

６ ５．７７５×１０４ １．０１１×１０７ ５．９４５×１０６ ６．１３９×１０６

７  １．０３５×１０２ ４．３７０×１０２ ３．９１６×１０３

８ ４．００３×１０５ ２．７８２×１０６ ７．６１４×１０６ ７．７５１×１０６

９ ４．８３６×１０５ １．２２１×１０６ ６．７３５×１０６ ４．３７９×１０６

１０ ３．３１２×１０３ １．６４５×１０６ ２．５４１×１０６ ７．２５６×１０６

１１  １．４４１×１０１ ４．３３４×１０２ ５．００４×１０３

１２ ２．１２１×１０６ ６．３６４×１０６ １．４４２×１０７ １．３１５×１０７

１３ ２．４１０×１０６ ３．０１４×１０５ ８．６２６×１０６ ７．１９５×１０６

１４ ３．０６３×１０６ ３．６１４×１０６ １．７３５×１０７ １．７５６×１０７

１５  ３．３７２×１０６ ５．２８４×１０７ ５．６５４×１０７

１６ ４．５５１×１０６ ３．９９６×１０６ ９．８７６×１０６ ２．６５９×１０７

１７ ３．２５１×１０６ ７．９１２×１０５ ６．３２０×１０６ ２．１０６×１０７

１８ ８．６４４×１０６ ３．８６０×１０６ １．４５７×１０７ １．６３３×１０８

１９ ２．４４０×１０７ ９．２１６×１０６ ３．００１×１０７ ２．１４５×１０８

２０ １．０３０×１０６ ７．１００×１０６ ８．０６２×１０６ １．９４２×１０７

２１ ７．５５５×１０５ ４．８４６×１０５ ６．０８０×１０６ ４．７３３×１０７

２２ ３．４３１×１０６ ４．７０６×１０６ １．６６１×１０７ ３．６０１×１０７

２３ ６．１９９×１０５ ３．２２４×１０６ ８．７２９×１０６ ２．６３１×１０７

２４ ３．１６９×１００ ２．６４２×１０３ １．１５２×１０３ 

３　讨　论

　　实时荧光定量ＰＣＲ是目前准确、定量检测临床样本中

的病原体的主要技术，但样本中存在的ＰＣＲ抑制物可能影

响检测结果的准确性和精确性［８］，如粪便样本中的胆盐、多

聚糖，血液样本中的亚铁血红素、血红蛋白、ＩｇＧ，尿液中尿

酸、尿素等都具有抑制ＰＣＲ的作用。应对ＰＣＲ检测样本进

行预处理，以减少ＰＣＲ抑制物对检验结果的影响作用。

　　尿液的成分复杂、多变，不仅存在个体差异，而且饮食、

身体状况等多种因素均可以影响其成分组成和含量的变化。
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因此用实时荧光定量ＰＣＲ检测尿中病原体时，对样本进行

预先处理，减少尿液中的ＰＣＲ抑制物的影响，对于提高检测

结果的稳定和可比性尤为重要。本实验中直接检测原尿液

样本，ＢＫ病毒的检测效率明显受到影响，不仅零值最多，低

值也在４组中占了６６．７％（１６／２４）。

　　多数文献在检测尿中ＢＫ病毒时，采用预先提取目标基

因ＤＮＡ，后进行ＰＣＲ定量检测。本实验的结果显示，３例样

本在原尿组中没有检测到病毒，而在其他３种方法的处理组

中可以检测到；２例在１１００稀释组中未检测到病毒的样本，

在另外３组中阳性。可见在病毒阳性检测率上ＤＮＡ纯化组

和１１０稀释组具备优势。但在ＤＮＡ纯化组中，样本中ＢＫ
病毒载量明显低于１１０稀释组和１１００稀释组，可能是病

毒ＤＮＡ在纯化过程中有部分丢失所致。

　　适度的稀释尿样本有助于提高检测效率和减少ＢＫ病毒

基因损失，如本实验中１１０稀释尿在实时荧光定量ＰＣＲ检

测ＢＫ病毒时ＤＮＡ损失小，效率高；但过度稀释，如本实验

中１１００稀释，虽然可能更大程度减轻尿液中ＰＣＲ抑制物

的作用，但因部分病毒拷贝浓度低的样本，稀释后病毒含量

过低，有出现假阴性的可能。

　　通过分析比较，结果显示１１０稀释尿样本作为实时荧

光定量ＰＣＲ的模板检测ＢＫ病毒，不仅检测效率高，而且目

标基因的损耗少，可作为相关疾病监控尿液中ＢＫ病毒的样

本处理方法。而且处理方法操作简单，成本低，尤其适合大

样本检测。
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·书　讯·

《实用肺功能临床解读手册》已出版

　　该书由赵立军、李强主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０９６１６，１６开，定价：３９．００元。

　　内容简介：该书为肺功能检查详尽的实用手册，包括：与呼吸相关的基础知识，肺功能测定设备的相关内容，临床各科如何

能从肺功能测定中获益，尤其是各种手术前进行肺功能测定的重要作用。医务人员学会解读肺功能检查报告并应用于临床诊

治，是一个需要学习和训练的过程。本书按临床工作的思路及肺功能检查的顺序，层层递进，深入浅出，结合临床实例进行阐

述，层次分明，言简意赅。书后还提供了大量的典型临床病例分析，可以起到强化训练、增强学习效果的目的。该书为临床各

科医生尤其是内科医生的案头参考书，也可供内科研究生、进修生深入学习时使用。

　　该书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｏｍ


