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血液肿瘤患者血浆
Z[

病毒和巨细胞病毒定量检测的临床价值"

王海滨!张冬青!司英丽!赵
!

娇

"中国人民解放军总医院第一附属医院检验科!北京
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摘
!

要"目的
!

采用实时荧光定量聚合酶链反应"

OP)

#测定血液肿瘤患者血浆中
Z[

病毒"

Z[W

#和巨细胞

病毒"

P.W

#

R23

水平!探讨血浆
Z[WR23

和
P.WR23

定量测定的临床意义$方法
!

采用实时荧光定量

OP)

检测
,-&

例血液肿瘤患者血液中
Z[WR23

和
P.WR23

载量$结果
!

,-&

例血液患者中
Z[WR23

检

测阳性率为
;%4;T

!

P.W

检测阳性率为
;-4:T

!动态监测病毒
R23

拷贝数为
;&

,

&

;&

%

G0

=B

(

"+

$接受外周

造血干细胞移植的患者
;,'

例!其中
Z[W

检测阳性率为
,-4'T

!

P.W

检测阳性率为
<&45T

$血液肿瘤患者

进行抗病毒治疗后!均在
%

&

;<$

后转阴$结论
!

实时荧光定量
OP)

动态检测血液肿瘤患者
Z[WR23

和

P.WR23

水平对于
Z[W

和
P.W

感染患者的疗效判断具有重要临床意义$
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Z[

病毒$

Z[W

%是对人类有致癌潜能的一种
)

疱

疹病毒#主要侵袭人
[

淋巴细胞(免疫学'流行病学

及分子生物学等方面研究表明#

Z[W

感染与鼻咽癌'

骨髓增生异常综合征 $

.R!

%'非霍奇金淋巴瘤

$

2*+

%'霍奇金淋巴瘤$

*+

%'伯基特淋巴瘤等多种肿

瘤的发生'发展密切相关)

;

*

(巨细胞病毒$

P.W

%感染

可累及消化道'中枢神经系统和肺等多种器官#在血

液肿瘤移植患者中#

P.W

的感染率高达
(,T

&

<5T

#

病死率可达
%5T

&

:&T

)

,9(

*

(因此#准确'快速诊断

Z[W

和
P.W

感染的方法在早期诊断和治疗中起到

日益重要的作用(本研究应用实时荧光定量聚合酶链

反应$

OP)

%对血液肿瘤患者血浆中
Z[WR23

和
P.W

R23

的水平变化进行观察#以探讨病毒水平的动态变

化与患者病毒感染的预防'诊断与治疗的关系(

$

!

资料与方法

$4$

!

一般资料
!

收集
,&;5

年
;

月至
,&;%

年
'

月本

院诊治的
,-&

例血液肿瘤患者(患者年龄
(

&

-5

岁#

中位年龄
<;

岁#其中男
;';

例'中位年龄
<&

岁$

(

&

%-

岁%#女
;;:

例'中位年龄
<'

岁$

(

&

-5

岁%(临床

诊断为
2*+-;

例$

,-4:T

%#

*+,%

例$

:4%T

%#急性

+

,5-,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!
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!
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!
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淋巴细胞白血病$

3++

%

(,

例$

;;4<T

%#急性髓细胞白

血病$

3.+

%

<-

例$

;%4;T

%#再生障碍性贫血$

33

%

<(

例$

;54<T

%#多发性骨髓瘤$

..

%

,(

例$

-4,T

%#

.R!

,'

例$

:4(T

%(所有患者经骨髓细胞形态学'细胞遗

传学和免疫学确诊#符合.血液病诊断疗效与标

准/

)

<

*

(其中进行外周造血干细胞移植的患者
;,'

例#患者中位年龄
((

岁$

(

&

%%

岁%#其中男
-;

例'中

位年龄
(,

岁$

5

&

%%

岁%#女
<5

例'中位年龄
((

岁

$

(

&

%;

岁%&临床诊断为
2*+;5

例$

;;4:T

%#

3++

,&

例$

;54:T

%#

3.+(;

例$

,<4'T

%#

33 (-

例

$

(&4;T

%#

..<

例$

(4,T

%#

.R!;-

例$

;<4(T

%(

$4/

!

标本处理
!

抽取患者静脉血
,"+

#应用乙二胺

四乙酸二钾抗凝#血液标本
(5&&>

"

"A1

离心
5"A1

后

取血浆#置于
<U

保存#

,<E

内检测完毕(

$4'

!

实时荧光定量
OP)

!

取
;&&

%

+

血浆加入等量

的
R23

浓缩液充分混匀#

;,&&&>

"

"A1

离心
;&"A1

后弃上清液#沉淀中加入
5&

%

+R23

提取液充分混

匀#

;&&U

恒温处理
;&"A1

#

;,&&&>

"

"A1

离心
5"A1

后取上清液备用(

Z[W

和
P.W

核酸定量检测试剂

盒$

OP)

荧光法%均购自中山大学达安基因股份有限

公司(应用实时荧光定量
OP)

技术检测血浆中病毒

R23

拷贝数#

OP)

反应体系严格按照产品说明书进

行(应用
)0GE?

公司
+A

K

EDP

B

G@?>

*

<-&

实时荧光定

量
OP)

仪进行检测#

OP)

反应条件为
:(U

#

,"A1

&

:(U

#

<5/

#

55U

#

'&/

#循环
;&

次&

:(U

#

(&/

#

55U

#

<5/

#循环
(&

次#采集点选择在
55U

#

<5/

#反应体系

为
<5

%

+

(每次
OP)

反应均设置
<

个标准品$拷贝数

数量级为
;&

%

'

;&

'

'

;&

5

'

;&

<

#用于制作标准曲线#以

Z[W

为例#图
;

%#根据试剂盒说明书病毒
R23

拷贝

数
'

5&&G0

=B

"

"+

定义为阳性结果(

!!

注!

3

为
<

个标准品病毒
R23

的
OP)

扩增曲线&

[

为病毒
R23

的
OP)

扩增标准曲线

图
;

!!

Z[W

病毒
R23

的
OP)

标准扩增曲线

$41

!

统计学处理
!

采用
!O!!;:4&

统计软件进行统

计分析#计数资料以率表示#组间比较采用
!

, 检验#

以
!

$

&4&5

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/4$

!

血液肿瘤患者血浆
Z[W

和
P.W

检测阳性率分

布
!

,-&

例血液肿瘤患者中
Z[W

检测阳性的患者
<-

例#阳性率为
;%4;T

#

P.W

检测阳性的患者
5(

例#阳

性率为
;-4:T

#动态监测病毒
R23

拷贝数为
;&

,

&

;&

%

G0

=B

"

"+

#

Z[W

和
P.W

检测同时阳性者
,5

例#

阳性率为
-4:T

(其中
33

患者中
Z[W

和
P.W

检

测阳性率分别为
,%4:T

和
(%4,T

#见表
;

(

表
;

!!

血液肿瘤患者的
Z[W

&

P.W

感染情况'

'

#

T

$(

疾病类型
' Z[W P.W

2*+ -; ;<

$

;%4(

%

'

$

%4<

%

*+ ,% (

$

;;4;

%

;

$

(4%

%

3++ (, %

$

,;4:

%

;&

$

(;4,

%

3.+ <- -

$

;'4%

%

;5

$

(;4,

%

33 <( ;,

$

,%4:

%

;'

$

(%4,

%

.. ,( &

$

&4&

%

;

$

<4(

%

.R! ,' <

$

;54<

%

<

$

;54<

%

合计
,-& <-

$

;%4;

%

5(

$

;-4:

%

/4/

!

血液肿瘤患者中接受移植者的病毒感染情况
!

血液病患者中接受骨髓或外周造血干细胞移植的患

者
;,'

例#其中
Z[W

检测阳性的患者
('

例#阳性率

为
,-4'T

#

Z[W

感染拷贝数为
&

&

5_;&

,

G0

=B

"

"+

#

Z[W

感染拷贝数最高为
;4-;_;&

'

G0

=B

"

"+

&

P.W

检测阳性的患者
5;

例#阳性率为
<&45T

#

P.W

感染

拷贝数为
&

&

5_;&

,

G0

=B

"

"+

#

P.W

感染拷贝数最高

为
'4(&_;&

<

G0

=B

"

"+

(

Z[W

和
P.W

检测同时阳性

者
,5

例#阳性率为
;:4-T

(

/4'

!

接受移植者的临床特征及病毒感染情况
!

;,'

例接受移植患者中共有
('

例$

,-4'T

%发生
Z[W

血

症#其中男性患者
Z[W

感染率稍高于女性患者

$

(&4:T;<4,<4<T

#

!

'

&4&5

%#

3++

患者感染率稍高

于其他疾病患者$

!

'

&4&5

%#异体移植发生
Z[W

血症

的感染率为
((4(T

#自体移植患者并无
Z[W

感染(

所有患者中共有
5;

例$

<&45T

%发生
P.W

血症#其中

男性患者
P.W

感染率稍高于女性患者$

<<4<T;<4

((4(T

#

!

'

&4&5

%#

3++

患者感染率稍高于其他疾病

患者$

!

'

&4&5

%#异体移植发生
P.W

血症的感染率

为
<%4,T

#自体移植患者并无
P.W

感染(血液肿瘤

患者接受移植者中
;(

例患者
Z[W

的
OP)

检测连续

呈阳性#

('

例患者
P.W

的
OP)

检测连续呈阳性#给

予更昔洛韦'阿昔洛韦'膦甲酸钠等抗病毒治疗#病毒

感染进展为病毒性肺炎'脑炎'肠炎等疾病时#进行联

合抗病毒治疗#同时增加免疫球蛋白以提高患者机体

免疫力#患者均在抗病毒治疗
%

&

;<$

后转阴(其中

+

(5-,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!

204;:



有
;

例进行异基因造血干细胞移植后
5'$

出现
Z[W

拷贝数升高#有
;

例进行异基因造血干细胞移植后
-5

$

后出现
Z[W

拷贝数升高#同时出现了移植后淋巴细

胞增殖性疾病$

O6+R

%#发生率为
;45:T

$

,

"

;,'

%(

;,'

例血液肿瘤患者中共
5

例发生死亡#

,

例患者为

多重感染导致败血症及呼吸衰竭#

,

例患者为重度移

植物抗宿主病#

;

例患者出现移植后原发疾病复发(

随访患者#本研究还发生的
,

例移植后
O6+R

#发生率

为
;45:T

(见表
,

(

表
,

!!

;,'

例造血干细胞移植患者的临床特征及

!!!

病毒感染情况'

'

#

T

$(

临床特征
' Z[W

$

'\('

%

P.W

$

'\5;

%

性别

!

男
-; ,5

$

(&4:

%

('

$

<<4<

%

!

女
<5 ;;

$

,<4<

%

;5

$

((4(

%

原发疾病

!

33 (- ;(

$

(<4,

%

;%

$

<<4%

%

!

3.+ (; -

$

,54-

%

;5

$

<-4<

%

!

3++ ,& :

$

<54&

%

;;

$

554&

%

!

.R! ;- ,

$

;;4;

%

<

$

,,4,

%

!

2*+ ;5 <

$

,'4%

%

<

$

,'4%

%

!

.. < &

$

&4&

%

&

$

&4&

%

移植类型

!

自体移植
;- &

$

&4&

%

&

$

&4&

%

!

异体移植
;&- ('

$

((4(

%

5;

$

<%4,

%

并发疾病

!

肺部感染
5: ,&

$

((4:

%

,(

$

(:4&

%

!

移植物抗宿主病
(& ;;

$

('4%

%

;5

$

5&4&

%

!

肝功能不全
(- ;5

$

(:45

%

;-

$

<%4<

%

疾病转归

!

死亡
5 (

$

'&4&

%

(

$

'&4&

%

!!

注!死亡者中有
;

例既有
Z[W

感染又有
P.W

感染

'

!

讨
!!

论

!!

血液恶性肿瘤的发病率在世界范围内逐年递增#

严重危害人类健康#随着临床诊疗水平的提高#造血

干细胞移植目前逐渐成为治疗血液疾病的有效手段#

使血液肿瘤患者造血系统和免疫系统重建#但是移植

后的并发症是影响移植成败的关键因素(由于免疫

重建缓慢及免疫抑制剂的应用等原因#使血液肿瘤患

者容易发生经输血及供者干细胞病毒感染#以及体内

潜伏的病毒复燃)

59'

*

#其中
Z[W

和
P.W

感染是威胁

患者临床疗效和生存的重要并发症之一(

Z[W

和

P.W

的传统血清学检测虽然简便快速#但是敏感性

较差#无法提供患者现症感染的临床资料#应用实时

荧光定量
OP)

技术检测血浆
Z[W R23

和
P.W

R23

#比常规
OP)

技术灵敏度更高#能够更为精确地

反映患者
Z[W

和
P.W

感染的状态)

%

*

(

据报道
Z[W

人群易感性高#成人
Z[W

血清学阳

性率超过
:5T

)

-

*

#而成人血清
P.W

阳性率几乎为

;&&T

#即大部分人都存在既往感染(移植后与
Z[W

感染相关的
O6+R

是少见但是致命的并发症)

:

*

#单倍

体移植患者移植后发生
O6+R

的危险性较高(本研

究分析发现#移植后
Z[W

的感染率为
,-4'T

#男性患

者
Z[W

感染率稍高于女性患者#

33

感染率高于其他

疾病患者#其中
O6+R

的发生率为
;45:T

#较文献

)

;&

*报道低(

P.W

感染可以累及肝'肺'消化道等#

P.W

相关间质性肺炎早期诊断和治疗#可显著降低

其病死率(本研究发现#移植后
P.W

的感染率为

<&45T

#男性患者
P.W

感染率稍高于女性患者#在

P.W

感染的患者中出现
(

例间质性肺炎#

33

感染率

高于其他疾病患者(动态监测患者病毒
R23

拷贝数

为
;&

,

&

;&

%

G0

=B

"

"+

#在所有患者中#

Z[W

和
P.W

检测同时阳性者为
,5

例#阳性率为
;:4-T

(对

O6+R

高风险人群应警惕
Z[W

感染的发生#在应用

免疫抑制剂加量前应密切监测
Z[WR23

载量#建议

定期复查
Z[W

病毒载量#以及密切观察相关的临床

表现(本研究发生的
,

例
O6+R

#由于临床早期识别#

并进行及时干预#减少免疫抑制剂用量#应用抗病毒

药物#患者预后良好(

综上所述#通过实时荧光定量
OP)

检测血液肿

瘤患者血浆
Z[W R23

和
P.W R23

水平有助于

Z[W

和
P.W

感染的早期诊断和疗效判断#其检测灵

敏度高#稳定性强(造血干细胞移植后患者移植前后

病毒的预防及感染后的抗病毒治疗是非常必要而且

有效的#使病毒载量降低并最终转阴#从而可以降低

病死率(因此#血浆
Z[WR23

和
P.WR23

检测具

有重要的临床意义(

参考文献

)

;

*

.]6X)327])33X

#

OY)26*323b3!Z). d

#

6*Z3.9

[YY2+Z)!3

#

?D#@4R23A1/?>H"0F

=

#DA?1D/JADE1#/0

=

E#>

B

19

K

?#@G#>GA10"#Z

=

/D?A19I#>>MA>H/

)

`

*

4P@A1P#1G?>)?/

#

,&;(

#

<

$

(

%!

''59'':4

)

,

*

X2373bX̀

#

2Y7]P*X.

#

b])3]P*Xb

#

?D#@4ZFF?GD0F

G

B

D0"?

K

#@0MA>H/>?#GDAM#DA0101>?@#

=

/?#FD?>#@@0

K

?1?AGE?"#9

D0

=

0A?DAG/D?"G?@@D>#1/

=

@#1D#DA01A1

=

?$A#D>AG#GHD?@?HL?"A#

)

`

*

4[A0@[@00$.#>>0J6>#1/

=

@#1D

#

,&;'

#

,,

$

,

%!

(&&9(&'4

)

(

*

)YdZ)7

#

7]YR

#

+ZZ .

#

?D#@4P

B

D0"?

K

#@0MA>H/A19

F?GDA01A1

=

?$A#D>AGE?"#D0

=

0A?DAG/D?"G?@@D>#1/

=

@#1D#9

DA01

!

>A/LF#GD0>/F0>

=

>A"#>

B

A1F?GDA01#1$G#/?/0F>?GH>9

>?1D#1$@#D?A1F?GDA01#D#/A1

K

@?G?1D?>

)

`

*

4[A0@[@00$

.#>>0J6>#1/

=

@#1D

#

,&;'

#

,,

$

%

%!

;,%59;,-(4

)

<

* 张之南#沈悌
4

血液病诊断及疗效标准)

.

*

4(

版
4

北京!科

学出版社#

,&&%

!

,(,9,(54

)

5

* 叶晓佩#徐维#杨岩#等
4

成人骨髓移植中
Z[

病毒'

P.W

及
[b

病毒感染情况分析)

`

*

4

大连医科大学学报#

,&;%

#

(:

$

;

%!

(<9<&4

$下转第
,-5-

页%

+

<5-,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!

204;:



少'生理功能下降(这种下降首先反映在精子形态

上)

;,

*

#而精子形态又与精卵结合'顶体反应'精子穿卵

等功能息息相关#同时精子形态正常与否在一定程度

上也反映了精子染色质浓缩程度和
R23

片段化水

平#从而对胚胎发育及辅助受孕起到一定的预测作

用)

;(

*

(另外#随着年龄的增长#男性精液内氧自由基

明显增多#当氧自由基过多超过了机体抗氧化能力或

抗氧化能力遭到破坏时#可直接氧化
R23

碱基或通

过脂质过氧化产物$

.R3

%与
R23

共价键结合#造成

R23

链损伤或断裂#这种伤害表观可能体现在精子

功能与形态上)

;<

*

(

P*Z2

等)

'

*研究认为#随着年龄

的增长#精子形态正常率下降趋势明显#尾部缺陷显

著增加&而该研究者的另一个交叉研究中则未发现年

龄增加对精子形态产生明显的影响#并认为可能是因

为研究群体比较年轻的原因)

5

*

(一篇包含
,&

篇相关

文献#研究对象年龄为
(&

&

5&

岁的
.?D#

分析认为#

年龄的增加影响男性精子形态正常的比例)

;5

*

(本研

究结果发现#

'

(&

&

<&

岁年龄组精子形态正常率最

高'头部畸形率最低#与
(&

岁以下组和
<&

岁以上组

相比#差异有统计学意义$

!

$

&4&5

%&而
6eX

在
<&

岁

以上组最高(可能是精子形态参数在
'

(&

&

<&

岁年

龄段到达最佳#此后随着年龄的增加#呈下降趋势(

综上所述#季节和年龄因素均可能影响温州地区

男性精子的形态正常率#在男性生育力评估和不育的

诊断中应考虑这两方面的因素(
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