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  巨细胞病毒(CMV)感染是影响肾移植效果的最

常见的机会性感染之一。尽管目前有多种方法来检

测是否感染CMV,但由于近年来移植后CMV感染的

发病率和病死率呈上升趋势,因此快速检测CMV从

而采取有效的预防和治疗措施十分关键。本文就肾

移植术后CMV的检测方法进行综述。
1 肾移植术后CMV感染及诊断

  CMV 感染是肾移植术后最常见的并发症之

一[1]。CMV属疱疹病毒β亚科,成熟的病毒颗粒直

径为150~200
 

nm,为具有包膜的双链线性DNA病

毒,基因组全长为225~240
 

kb,其翻译后的产物超过

200种蛋白质[2]。这种病原体的感染在全世界范围内

具有很高的流行率。尽管在有免疫能力的宿主中感

染通常是无害的,但却是器官移植接受者发病和死亡

的主要原因。在不同的肾移植接受者中,有40%~
100%的患者发生主动感染[3]。CMV与肾移植后肺

炎、肝炎、视网膜炎及肾移植后急、慢性排斥反应的发

生有密切的联系[4]。
CMV感染会对外周T细胞数量和表型有明显影

响,与移植肾的功能相关[5]。肾移植后CMV感染可

导致直接损害和间接损害,直接损害包括CMV综合

征,具体表现为发热、乏力、肌痛、关节痛、厌食等,以
及入侵组织产生肺炎、肝炎、脑炎、视网膜炎、肾炎等;
间接损害包括细菌和(或)真菌的感染、移植肾的功能

和总体存活,比如间质性肾炎、肾动脉狭窄或血栓性

微血管病变及肾移植后急性排斥反应、慢性排斥反

应等[6]。
CMV

 

复制存在于组织、血液或其他体液中,与症

状无关,可通过核酸检测(NAT)、抗原检测和病毒培

养法来检测
 

CMV
 

的复制。根据所使用的方法,血液

中 的
 

CMV
 

复 制 可 以 称 为
 

CMV
 

DNAemia 或
 

RNAemia、CMV
 

抗原血症(抗原检测法)和
 

CMV
 

病

毒血症(培养法)[7]。CMV
 

感染的发病机制极为复

杂,CMV与免疫系统存在多种相互作用,这由多种机

制介导,包括病毒对人白细胞抗原表达、细胞因子产

生和黏附分子的影响。这些相互作用可以解释
 

CMV
 

感染继发细菌和真菌感染的风险增加,以及
 

CMV
 

感

染与急性和(或)慢性移植物抗宿主病(GVHD)的关

联[2]。器官移植术后检测
 

CMV
 

的实验室方法包括

分子测定、抗原血症检测、组织病理学、病毒培养和血

清学检测等[8]。目前,临床上常规的CMV检测多采

用酶联免疫吸附试验(ELISA)或间接免疫荧光试验
(IF)通过检测血清中的

 

IgG、IgM
 

抗体,并采用实时

荧光定量PCR检测移植术后CMV的感染。目前,临
床对于肾移植后CMV感染最主要的预防包括“先发

制人”的策略和预防策略两种方式。但是,对活动性

感染或疾病的有效治疗,以及采取“先发制人”的策略

都需要准确、早期的诊断,因此需要快速且准确的

CMV感染诊断方法[3]。
2 肾移植术后CMV的检测方法

2.1 病毒培养法 对于实体器官移植(SOT)接受

者,病毒培养法对CMV
 

感染的诊断具有高度特异

性[8]。此方法通过采集器官移植接受者的外周血白

细胞、血浆、支气管灌洗液、组织、脑脊液和尿液,将标

本接种于人成纤维细胞后,通过观察细胞的病理变化

来判断是否存在CMV感染。最初病毒培养法采用传

统组织试管培养(噬斑测定),由于试管培养费力,并
且可能需要数周才能进行病毒分离和检测,因此,其
在临床实践中的实用性有限[9];随后,使用壳瓶离心

培养技术对其进行了改进,缩短了周转时间(48
 

h)。
尽管病毒培养法对

 

CMV
 

感染的诊断具有高度特异

性,但与较敏感和快速的分子检测法相比,病毒培养

法由于灵敏度低和周转时间长而使用较少[8,10]。对于

尿液或口腔分泌物,由于对CMV的特异性较差(相对

于病毒脱落),病毒培养法不适用[1]。尤其对于肾移

植术后CMV感染患者,由于病毒培养时间长,不能对

早期CMV感染及时诊断,而且培养过程可能出现污

染,造成假阴性,这可能导致诊治不及时而影响肾移

植效果。
2.2 组织病理学检查 组织病理学检查仍然是诊断

组织浸润性
 

CMV
 

疾病的金标准[9,11]。细胞和细胞核

的增大及嗜碱性细胞质包裹体(又称为巨细胞)的存
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在表明CMV的存在[11],或者通过免疫组织化学染

色、原位杂交检测到细胞内病毒。但由于该方法需要

进行侵入性操作才能获得用于
 

CMV
 

诊断的组织标

本,因此,通过组织病理学检查诊断组织浸润性
 

CMV
 

疾病逐渐减少[8]。如果同种异体排斥反应是诊断考

虑因素,建议进行组织病理学检查。在临床上,很难

将CMV感染与同种异体排斥反应区分开,有时两种

情况并存,因此可能需要病理活检来诊断[11]。组织病

理学检查对于区分继发于
 

CMV
 

和同种异体移植排

斥的肾脏改变很有效[12]。当怀疑CMV感染但血液

中CMV核酸检测呈阴性时,需要进行组织病理学检

查,如在某些胃肠道CMV感染病例中[8,13]。重复组

织病理学检查证明,从受累器官(如胃肠道)清除

CMV感染在大多数情况下是不必要的,除非在最初

诊断时有严重的组织受累[8,14]。因此,由于是侵入性

操作,肾移植后患者通常情况下不必做组织病理学检

查,但当无法区分CMV感染和同种异体移植排斥的

肾脏改变,或者有严重组织受累时,此检查具有一定

意义。
 

2.3 血清学检测 血清学检测CMV
 

IgM 和IgG是

证明在有免疫能力的宿主中感染CMV的最常见检测

方法。常用的血清学方法有ELISA、IF、间接血凝试

验(IHA)、放射免疫试验(RIA)、免疫印迹(WB)等。
CMV

 

在感染过程中(急性或近期感染)早期诱导IgM
抗体的产生,随后则是

 

IgG抗体(既往或潜在的感

染)。但IgM抗体通常在感染后10~15
 

d才可检出,
不利于早期诊断,而且由于CMV在人群中隐性感染

率很高,约半数以上的健康成人血清CMV
 

IgG抗体

阳性,因此,CMV抗体IgM 和IgG的检测对于器官

移植后 CMV 感染的诊断均无临床价值[15]。但当

CMV
 

IgG的滴度升高4倍以上时,提示CMV活动性

感染[16]。器官移植后可使用
 

CMV
 

血清学测定
 

CMV
 

血清阴性
 

SOT
 

接受者的持续敏感性,尽管其预测能

力仅为中等[17]。在解释
 

SOT
 

后的
 

CMV
 

血清学结果

时,应考虑到移植期间或移植后接受血液制品(包括

静脉注射用免疫球蛋白)的患者,由于被动转移抗体

可能产生假阳性结果[8]。移植中CMV血清学检测可

用于供体和候选移植物的移植前筛选。供体和受体

的
 

CMV血清学检测有助于将器官移植后的
 

CMV
 

疾

病风险分为高风险(CMV
 

D+/R-)、中风险(CMV
 

D+/R+,CMV
 

D -/R +)和 低 风 险 (CMV
 

D-/R-)[11]。因此,CMV
 

IgM 抗体和IgG抗体检

测可以对供体和受体是否感染过CMV进行初筛,而
由于IgM出现延迟或IgG的普遍性,容易造成假阴性

结果,这些因素都限制了血清抗体检测在CMV感染

诊断过程中的作用。
 

2.4 抗原血症检测 机体感染
 

CMV后,可在外周

血白细胞中检测到
 

CMV抗原,称为CMV抗原血症。
抗原血症测定法是一种快速定量方法,可通过使用针

对
 

CMV
 

基质蛋白
 

pp65(UL83)的单克隆抗体直接对

血液标本中的多形核白细胞(PMN)进行免疫染色来

检测
 

CMV
 

抗原[9]。有研究表明,pp65
 

抗原血症在指

导先发治疗、快速敏感地诊断
 

CMV
 

疾病及指导治疗

反应方面与CMV
 

NAT法相当[8,18]。在病毒复制过

程中,会产生3种类型的抗原,即刻早期抗原(IEA),
早期抗原(EA)和晚期抗原(LA)[19]。IEA在感染后

 

1~3
 

h出现在被感染细胞的细胞核中,并在潜伏感染

期间持续存在。EA在感染后
 

3
 

h甚至在
 

DNA
 

合成

开始之前就出现在细胞质中。
 

LA是结构蛋白,仅在
 

DNA
 

合成后出现,因此与主动感染相关。pp65抗原

是早期抗原之一[19]。CMV
 

pp65抗原(6.5
 

kb)是病

毒的被膜蛋白,由位于CMV衣壳和包膜之间的磷酸

化蛋白构成,占病毒蛋白的15%,在CMV
 

DNA复制

前就有合成,在出现临床症状前2~10
 

d内可明显增

高,CMV
 

pp65抗原阳性提示体内活动性CMV复制

完成,是CMV活动性感染的早期标志性产物[20]。早

在1988年VAN
 

DER
 

等[21]建立了采用葡聚糖沉淀分

离白细胞、固定、间接免疫过氧化物酶染色的直接检

测肾移植接受者外周血白细胞中
 

CMV
 

抗原的方法,
并于之后进行了一系列改进。有研究提出使用流式

细胞术检测CMV
 

pp65抗原[22]。随后,ESSA等[23]

通过对CMV流式细胞仪检测与抗原血症检测比较发

现,流式细胞仪检测具有与抗原血症检测大致相同的

灵敏度。与荧光标记法相比,使用流式细胞仪进行细

胞计数结果更为准确,操作更加简单易行,还可以减

少因人为操作原因造成的荧光,导致出现假阴性[20]。
抗原血症检测的缺点在于需要在8

 

h内送检标本,否
则会影响检出率,而且对外周血白细胞数量有一定要

求,白细胞数量不足也会影响实验结果。但由于pp65
抗原在DNA合成之前就出现在细胞质中,与 NAT
法相比,更能早期诊断肾移植后CMV活动性感染,而
且也有很高的灵敏度和特异度。目前,越来越多的实

验室通过CMV抗原血症检测来指导肾移植术后抗病

毒治疗的时机及监测抗病毒药物的疗效,pp65抗原血

症检测对于肾移植后的 CMV 感染有较大的临床

意义。
2.5 细胞免疫测定 CMV感染可以导致机体的免

疫功能受到抑制,而T淋巴细胞是反映人体免疫状态

的重 要 指 标[20]。免 疫 监 测 通 过 测 定 非 特 异 性 和
 

CMV
 

特异性
 

T
 

细胞的数量和功能,可帮助SOT
 

后
 

CMV
 

风险分层和管理[8,24]。
 

非特异性指标,如绝对淋

巴细胞计数、CD4+
 

T细胞计数和非特异性T细胞免

疫反应与SOT后CMV疾病的风险相关[8,25]。器官

移植后,CMV特异性CD8+
 

T淋巴细胞的复苏被认

为是保护CMV复发的重要因素[20]。评估
 

CMV
 

特

异 性
 

T
 

细 胞 反 应,包 括 干 扰 素-γ
 

释 放 测 定
(IGRA)[26]、酶联免疫斑点测定法(ELISPOT)[27],以
及使用流式细胞术对干扰素-γ(或其他细胞因子)进
行细胞内细胞因子染色(ICS)等方法[8]。有研究强调

了细胞免疫测定在CMV风险评估中的潜在作用[8]。
总之,无论采用何种检测方法,缺乏足够的CMV特异

性CD4+和(或)CD8+
 

T细胞免疫与CMV疾病、治疗
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失败和CMV复发的较高风险相关。因此,可以通过

对肾移植后的患者细胞免疫进行监测,帮助肾移植后

CMV风险分层和管理,但对于早期检测CMV感染

的诊断有一定限制。
2.6 定量核酸检测技术(QNAT) QNAT是对血清

和白细胞中的CMV
 

DNA拷贝数进行定量分析,并通

过定量分析CMV
 

DNA的表达情况判断CMV感染

的状况[20]。由于其高灵敏度和高通量,用于血液中
 

CMV
 

DNA
 

的定量
 

PCR已成为首选的诊断测试方

法,广泛用于临床中CMV感染诊断,确定何时开始先

发性抗病毒治疗(PET),以及监测感染和(或)疾病进

程[1,28]。定量PCR法在非血液标本中的应用已取得

了重要进展,以诊断特定部位的
 

CMV疾病(如CMV
感染所致胃肠道疾病和肺炎)[28]。病毒载量增加率是

CMV疾病风险的重要标志,CMV病毒载量上升越

快,CMV疾病风险越高,CMV复制程度与临床疾病

的严重程度直接相关[8,11]。但是,CMV
 

QNAT的主

要缺点是缺乏适用于各种临床适应证的阈值。
 

虽然世

界卫生组织(WHO)校准国际标准的实施已明显改善

了各种检测方法中病毒载量的一致性程度,但跨
 

PCR
 

检测平台/检测方法的可变性问题仍然存在[8,28]。最

近的研究已经确定了
 

CMV定量PCR
 

分析的扩增子

大小和
 

DNA
 

提取方法会影响变异性,标品类型(如血

浆与全血与外周血单核细胞)也极大地影响了变异

性[28]。因此,建议移植中心与各自的临床实验室合

作,为各种临床应用定义和验证相关的中心特异性和

试验特异性病毒载量阈值[8]。数字
 

PCR
 

等较新的方

法学有望降低
 

CMV
 

DNA
 

的可变性,但尚未广泛使

用[29]。尽管CMV
 

NAT法是目前首选的肾移植后

CMV感染诊断的方法,但对于早期诊断CMV活动

性感染,该方法不如CMV抗原血症检测。
3 肾移植术后CMV检测的进展

3.1 核酸序列依赖扩增法(NASBA) NASBA是一

项以RNA模板进行等温扩增并能实时观测结果的检

测方法,目前该方法已广泛用于多种病原微生物的检

测。CMV可通过该方法检测到CMV
 

mRNA
 

pp67
 

的存在。mRNA
 

pp67
 

的存在表明病毒复制活跃,其
是CMV感染的标志[9]。但这种方法灵敏度较低且

RNA容易变异,相比抗原血症检测及QNAT使用逐

渐减少[9-10]。
3.2 杂交捕获技术 杂交捕获技术利用RNA

 

探针

与CMV 目的 DNA 杂交,靶标探针复合物(称 为
 

DNA-RNA杂合体)被杂合体特异的抗体捕获,然后

通过发光计测量所得信号(化学发光)。该测定法比

细胞培养测定法更灵敏,并且具有与抗原血症测定法

相似的敏感性和特异性[10]。对于移植后CMV的诊

断还需进一步研究。
3.3 测序 下一代测序技术(NGS)可以同时检测和

量化移植受者中的多种病毒,包括CMV,其结果与标

准 QNAT 相 当[30]。外 周 血 快 速 全 基 因 组 测 序
(rWGS)已 用 于 检 测 急 性 感 染 中 的 微 生 物 DNA。

rWGS
 

可能是一种检测CMV感染的快速、灵敏的方

法,能尽早检测CMV,并及时指导开始抗病毒治疗,
有助于改善患者的预后[31]。但该方法的不足在于成

本高,检测通量低,过程复杂。
3.4 基因芯片技术 标本DNA通过PCR扩增荧光

标记后,与固定在支持物上的寡核苷酸探针杂交,通
过检测荧光信号获得相关位点的基因型信息。该方

法灵敏度和准确度高,简便快速,对CMV的早期诊断

率有较大提升,但存在成本昂贵、技术复杂等问题。
3.5 成簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)技术

 CRISPR是当前极具潜力的研究领域之一,对于检

测移植后CMV感染有较大前景,该技术成本低、使用

方便、速度快,可实现频繁检测和早期诊断[32]。
4 小结与展望

  CMV与肾移植后肺炎、肝炎、视网膜炎及肾移植

后急、慢性排斥反应的发生有密切的联系,早期检测

CMV感染对于指导肾移植后CMV的更昔洛韦“先
发制人”疗法治疗具有关键作用,对改善移植肾功能、
提高肾移植接受者存活率有重要意义。病毒培养技

术由于耗时长,应用逐渐减少;血清学检测抗体出现

时间影响早期诊断;CMV抗原血症检测与QNAT具

有很高的灵敏度和特异度,是目前较常用的检测方

法,对于指导治疗肾移植后CMV感染有重要的临床

意义。新型检测方法(如CRISPR)有较大的应用前

景,有待进一步研究与验证。
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