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联合检测巨细胞病毒感染在原位肝移植术后诊断的应用
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!!$摘!要%!目的!比较外周血巨细胞病毒"781#定量 .7'检测!7819::;% 抗原检测及组织病理学检查对原位肝移植术后

781感染诊断的价值& 方法!回顾分析 <% 例肝移植患者临床资料!统计三种检查结果!并结合文献进行讨论& 结果!三种方法检

查均显示!有 $= 例患者发生巨细胞病毒感染!$= 例均为无临床症状的巨细胞病毒感染& 经更昔洛韦治疗!$= 例全部治愈& 结论

外周血781定量.7'!7819::;% 抗原检测及组织病理学检查均能作为肝移植术后 781感染早期诊断的有效手段!781定量

.7'更敏感!7819::;% 抗原检测更特异!组织病理学检查则具有创伤性!三者的共同应用能够对781感染患者做出早期诊断并且

指导治疗& 更昔洛韦能够有效治疗781感染&
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!!人类巨细胞病毒"NH[2JKGM32̂DYRB!781#感染是肝

移植术后常见的合并症!它通过多种途径影响移植器

官和受者!增加移植受者的排斥和其他感染风险$$%

&

早期诊断患者781感染!对及时有效治疗+减少死亡

率+提高移植疗效具有重要的意义& 目前!检测 781

感染的主要方法有病毒培养+(S@/*法检测781特异

性@G8抗体+781定量.7'检测以及7819::;% 抗原

和组织病理学检测& 本研究通过检测肝移植患者手术

前后血中 781定量 .7'检测和 7819::;% 抗原以及

移植肝标本组织学检查中781抗原的表达!评价其对

781感染诊断的价值!探讨肝移植患者术后 781诊

断和防治方法&

=>资料与方法

$4$!临床资料

!!选取我院 "##6 年 > 月至 "#$# 年 $# 月肝移植受者 <% 例

"受体组#!男 5$ 例!女 $< 例!年龄 "$ b%< 岁!平均 <# 岁& 供

体组全部为健康献肝者& 供体组+受体组均无全身感染性疾

病!术前均未使用过抗病毒药物及免疫抑制剂治疗& 供体组献

肝前取血!供体肝移植前病理学检查& 受体组术前常规取血检

测781定量 .7'及 ::;% 抗原!术后 5# L 分别常规取血检测

781定量.7'及 ::;% 抗原及肝穿刺病理学检查&

$4"!仪器与方法

$4"4$!781荧光定量.7'检测!!使用美国 ?@-9'*Z荧光

定量.7'仪!781荧光定量.7'试剂盒由上海之江生物科技

有限公司提供& 选取人巨细胞病毒株9*Z$;6 基因组中编码即

刻早期转录调节蛋白的 @($ 基因的一高度保守的非编码区为

扩增靶区域!设计特异性引物及荧光探针!扩增片段长度为 =;

E:& 引 物 序 列* W% ,9),),*,,)))7,**7,*)7*95 ,! '% ,9

,7*7,*7,)7*)7,77,,95,& 探针序列*%,97*,77*7*,7,79

77)7,,*,77,95,& Z+*提取试剂盒购自华美生物工程公司&
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步骤*

!

按试剂盒说明书操作提取血清Z+*&

"

实时荧光定量

.7'扩增& 5> c d" JDF!6< c d" JDF!循环 $ 次'再按 65 c

d$% B!;# c d$ JDF!循环 <# 次'在 ;# c行单点荧光检测!反

应体系为 <#

#

3& 7819Z+*定量检测选用W*8通道& 按照质

控标准!结果以大于 $ d$#

5

N2:DKBeJS判定为阳性& 本试剂盒

的线性检测范围*$#

5

b$#

>

N2:DKBeJS&

$4"4"!7819::;% 抗原检测!!781?YD[K免疫荧光抗原血症

试剂盒为荷兰@f公司产品!781抗原阳性和阴性对照玻片由

试剂盒提供& 步骤*

!

分离白细胞& 取 (Z,*抗凝血 % JS!采

用右旋糖酐沉降法分离白细胞&

"

调整细胞浓度& 用磷酸盐

缓冲液".?/!:O>4<#调整细胞浓度为 $4% d$#

;

eJS&

$

制备

细胞涂片&

%

固定和破膜&

&

免疫荧光染色& 加抗 ::;% 混合

单克隆抗体"7$#e7$$!$g$## 稀释#!.?/洗涤晾干后加入W@,7

标记的羊抗小鼠@G)!置 5> c湿盒温育 5# JDF!.?/ 洗涤后镜

检&

'

读片和结果判断& 用荧光显微镜观察结果!在镜下观察

全部细胞!7819::;% 阳性细胞呈均匀的绿色+黄绿色!圆形+多

叶的核染色& 阳性结果判断*每 " d$#

%个白细胞中 7819::;%

阳性细胞数大于等于 $ 个$"%

&

$4"45!肝组织活检!!采用免疫组织化学 /.法& 组织切片

常规脱蜡至水洗!5h的过氧化氢处理 $# JDF 后!.?/ 洗 5 次!

每次 % JDF'切片入枸橼酸钠缓冲液!加热至 6% b$## c $#

JDF'.?/洗 5 次!每次 % JDF'滴加封闭液"$#h山羊血清#$%

JDF'加一抗 5> c $ b" C"阴性对照用 .?/ 代替一抗#'.?/ 洗

5 次!每次 % JDF'生物素标记二抗 5> c $% JDF'.?/洗 5 次!每

次 % JDF'过氧化物酶"O'.#标记链霉卵白素 $% JDF'.?/ 洗 5

次!每次 % JDF'Z*?显色 5 JDF'水洗!苏木精复染!封固&

$45!781感染的防治

!!预防和治疗781感染均采用静脉注射更昔洛韦"GMFNDN329

D̂Y#& 预防方案*静脉注射更昔洛韦!% JG-iG

9$

-L

9$

!每日 $

次!共 $4% 个月& 治疗方案*对于单纯781感染而无临床症状

者!静脉注射更昔洛韦!%4# b>4% JG-iG

9$

-L

9$

!每日 $ 次!共 5

个月'对于发生 781病的患者!静脉注射更昔洛韦!%4# b>4%

JG-iG

9$

-L

9$

!每日 " 次!至临床症状消失&

?>结果

"4$!肝移植患者术前检测结果

!!受体组均进行 (Z,*抗凝外周血 ::;% 抗原检测!781定

量.7'检测均为阴性!受体组肝活检标本免疫组化检测结果

$= 例为781阳性"图 $#!"> 例为阴性& 供体组 (Z,*抗凝外

周血 ::;% 抗原检测!781定量.7'检测及免疫组化结果均为

阴性&

"4"!肝移植患者术后检测结果

!!术后 5# L 定量 .7'检测结果为 $< 例 781阳性!其中

::;% 抗原检测 $# 例阳性"图 "#!$< 例均为肝活检免疫组织化

学染色阳性病例&

!!$< 例781感染患者经治疗后!外周血 7819Z+*变为阴

性& 其中 $# 例患者经更昔洛韦治疗 " 周后 7819Z+*转阴!<

例治疗 ; 周后7819Z+*转阴& 无781感染死亡病例&

图 =>移植肝免疫组化染色!肝细胞 :8@阳性表达呈棕黄色

"ABCDEE#

图 ?>外周血""FG 抗原免疫荧光染色!黄色为:8@阳性表达

" CDEE#

H>讨论

!!器官移植患者接受免疫抑制剂治疗后!781感染

发生率可增加 $ 倍$5%

!感染死亡率可达 "%h!是肝移

植术后患者死亡的重要原因之一!多发生于术后 " b;

个月& 而781肺炎最为严重!其病程短!进展快!易合

并细菌+真菌+原虫等混合感染& 急性呼吸窘迫综合征

"MNR[KYKB:DYM[2YHLDB[YKBBBHFLY2JK! *'Z/ # 是导致

781肺炎患者死亡的最直接原因!救治非常困难!一

旦进展为*'Z/!其救治成功率仅有 $#h

$"%

& 因此!如

何对肝移植术后肺部781感染进行有效地防治!已成

为目前提高肝移植人+肝存活率的主要问题之一&

!!病原学检测和组织学检测是 781感染诊断的必

备条件& 7819::;% 是在病毒复制早期出现的抗原!

在抗原阳性的多形核细胞中含量丰富& 与病毒分离比

较!通过检测 7819::;% 抗原血症来判断体内有无活

动性781感染的敏感性和特异性均在 6%h以上$<%

&

781有着广泛的嗜细胞性!特别是血管内皮细胞+外

周血白细胞等极易受到其侵袭& 在活动性 781感染

时!外周血中的白细胞以主动或被动的方式从血管内

皮细胞等获取大量的病毒抗原& 因此只要能在外周血

-$$%-
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中检出含有 7819::;% 抗原的白细胞!即可诊断为活

动性781感染!而且敏感性和特异性高& 7819::;%

阳性白细胞的数目还可以反映受者体内病毒的负荷!

能体现781感染的严重程度+抗病毒治疗效果以及感

染的预后$<%

& 一般用 " d$#

%个外周血白细胞中 781

阳性细胞数来定量!低+中和高水平的阳性细胞数分别

为小于 %+% b%# 和大于 %#& 7819::;% 检测的中等至

高水平病毒血症发生 781病的比例远远大于低水平

病毒血症& 可在出现症状前几天至 $ 周得到阳性结

果!利于早期诊断!提示其对 781良好的诊断价值&

根据781抗原血症水平可判断781感染的类型和时

期!预测781肺炎的发生和预后!指导治疗&

!!.7'用于检测临床多种标本中的 7819Z+*!所

要求的标本量很小!敏感性高!具有简便快速的特点&

外周血中的白细胞或血浆+血清均可用于781的.7'

检测& 近年来的研究认为!血浆和血清更适合用于活

动性O781感染的诊断!适合那些因白细胞过少难以

行抗原血症检测的病人!而且血清或血浆能长期冻存!

有利于回顾性诊断& 用常规 .7'检测 7819Z+*!具

有简便+快捷等特点& 但是由于扩增后的产物需电泳

检测!易造成交叉污染出现假阳性的结果& 本研究应

用实时定量 .7'"YKM39[DJKVRMF[D[M[D̂K.7'#!同常规

.7'相比!可以减少假阳性结果!同时可以较精确地

进行定量分析$%%

& 但是!同7819::;% 检测相比!仍有

部分假阳性出现!说明781定量 .7'的特异性较差&

尽管如此!781定量 .7'较早的诊断 781感染"中

位提前 64% L#!提高了检出率!可以弥补7819::;% 诊

断的不足& 同时781定量.7'中等至高拷贝数发生

781病的比例远远大于低拷贝数!亦较好地反映了

781感染的严重程度& 检测 7819Z+*有利于正确

诊断781感染!还可预测 781肺炎的发生和复发&

组织活检的免疫组化检测是对活体组织的病理检测!

病理诊断作为(金标准)准确性无庸置疑& 但由于需

组织穿刺!对病人具有一定的创伤& 三种常用检测方

法各有优势!综合使用更有利于临床诊断&

!!781感染是器官移植后的一个严重并发症& 一

旦781感染则终生携带$;%

& 移植术后出现 781感

染的高峰时间约在 " b= 周!其临床表现多样!一部分

病人没有临床症状!一些患者表现出 781肺炎$>%

!出

现肺间质的浸润!炎症& 但移植后患者有时病情复杂!

往往在病毒感染的同时合并有细菌感染& 因此!在临

床诊断上常有一定的困难& 同样!781肠炎和 781

肝炎亦存在诊断上的困难& 因而!早期有效地诊断

781感染对治疗是极其关键的&

!!781感染的治疗目前首选药物是更昔洛韦!又名

羟甲基无环鸟苷!是广谱抗病毒药物!对 781有较好

的抑制作用!其抑制 781的作用是阿昔洛韦的 "# b

$## 倍$=96%

& 目前许多移植中心均采用有目标的预防

性的使用更昔洛韦以减少移植术后的 781感染& 在

进行了充分及时的抗781感染治疗后!绝大部分患者

病毒血症转阴!症状消失& 抗病毒治疗应充分+足疗

程!不能因为病毒血症转阴而马上停止治疗&

!!综上所述!781定量.7'!7819::;% 抗原检测均

能作为肝移植受者781感染早期诊断的有效手段!二

者的检测结果基本一致& 781定量 .7'更敏感!但

存在一定的假阳性!7819::;% 抗原检测更特异!两者

同时使用能更有效地提高诊断水平!监控疾病的发生

发展'组织病理学作为诊断金标准毋庸置疑!但组织学

穿刺具有微小创伤性& 肝移植受者预防性使用更昔洛

韦可减少术后发生 781感染的风险& 对于已知供体

781阳性的患者!术后应尽早使用&

$参考文献%

$$% /DFGC +!.M[KYB2F ZS!)MH2_BiD,!K[M347H[2JKGM32̂DYRBMF[DGKFKJDM

LDYKN[KL :YK9KJ:[D̂K:Y2:CH3MaDB_D[C 2YM3̂KYBRB@414GMFNDN32̂DY\2Y

[CK:YK̂KF[D2F 2\NH[2JKGM32̂DYRBLDBKMBKDF 3D̂KY[YMFB:3MF[YKND:DKF[B*

MYMFL2JD̀KL! N2F[Y233KL [YDM3$&%4,YMFB:3MF[M[D2F!"###!>#"%#*>$>

A>""4

$"% 陈江华!茅幼英!何!强!等4术前巨细胞病毒感染对移植肾急性排

斥的影响$&%4中华肾脏病杂志!"##%!"$"<#*""5 A"";4

$5% &DYMBDYD[CMJ/!XCRF:YMiMF['!,KNCM_M[CMFM_MFFM+!K[M34,YKM[JKF[

2\BDJR3[MFK2RBMNR[KMF[DE2LH9JKLDM[KL YK]KN[D2F MFL MNR[KNK33R3MYYK9

]KN[D2F _D[C M3KJ[R R̀JME DF iDLFKH[YMFB:3MF[M[D2F*MNMBKYK:2Y[$&%4

,YMFB:3MF[.Y2N!"#$#!<""5#*6=> A6=64

$<% 张!勇!吕!毅!谢占涛!等4肝移植术后巨细胞病毒感染的诊断和

治疗$&%4西安交通大学学报"医学版#!"##6!5#";#*;=> A;==4

$%% 'MNRBKF S7!723̂DF '?!/23K̀X!K[M34*F[DE2LH9JKLDM[KL YK]KN[D2F NYD9

[KYDM

!

MF MLLD[D2F [2[CK?MF\\6> N3MBBD\DNM[D2F 2\YKFM3M332GYM\[YK]KN9

[D2F$&%4*J&,YMFB:3MF[!"##5!5";#*>#= A>$<4

$;% UDFB[2F Z&!?RBR[[D3'U4'MFL2JD̀KL N2F[Y233KL [YDM32\BKVRKF[DM3DF9
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