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快速诊断人巨细胞病毒活动性感染
钟 峰 ， 赵 俊 ， 张业擦 ， 姚 瑶 ，

王 明丽

摘要 目 的 建立实时荧光定量逆转录 ＰＣＲ
（ 
Ｒｅａ ｌ ｔ ｉｍｅＲＴ －的检出能够表 明病毒呈活动性感染状态

［
６

］

。 临床

ｑＰＣＲ ） 方法 ， 检测外周 血 中人 巨 细胞病毒 （
ＨＣＭＶ

） ＰＰ
６７ｍＲ －

研究
ｍ
表 明 ， 目 前对 ＨＣＭＶ 早期 活 动性感染 的诊

ＮＡ 的拷 贝数 ， 用于临床快速诊断 ＨＣＭＶ 活动性感染 。 方法断 ， 远不能达到临床需求 ，存在盲 目用药或药物毒性
采用 ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 测定 ％ 份癌症患 者外周血标本 中 的 ＨＣ －

反应发生等不 良反应 。 为了更好地预防和控制 ＨＣ －

Ｍ Ｖ
ＰＰ６７

ｍＲＮＡ 拷贝 数 ’ 并与 ＨＣＭＶＰＰ６５ｉａ原血症检测及
ＭＶ 活动性感染 ， 该研究 以 ＨＣＭＶｐｐ６７ｍＲＮＡ 为靶

ＨＣＭＶ ＠
者 中 ，

ＨＣＭＶ 病毒分离检测 阳性率 ３ ． ４９％  （
３ 例 ） ； 实时荧光

定量 ＲＴ －ＰＣＲ 检翻性率 ！ ７ ．鄕
（

１ ５ 例 ） ，
灵敏度为娜 ，

个更适用于临床需求 的科学检测方法 ， 为临床快速

特异性 为 ８５ ． ５４％ ；
ＨＣＭＶｐｐ６５ 抗 原 血 症 检测 阳 性 率 为

诊断与抗赫治疗騰提供科学依据 。

１ ０ ． ４７％
（
９ 例 ） ， 灵敏度为 ６６ ． ７％

， 特异度 为 ９ ２ ． ８％ 。 两 者ｊ材料与方法
比较差异有统计学意义 （

Ｐ＜ 〇 ． 〇５ ） 。 通过受试者工 作特征
^

（
Ｒ０Ｃ

） 曲线分析 ，

ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 检测 每 ２ｘ ｌ Ｏ

５

个外周血 白 细胞１ ． １ 细胞株与病毒株 人胚成纤维细胞株 由安徽

中 ＨＣＭＶ 拷 贝数的截断点值为 ２０ １ ．５
；此病毒拷 贝 数可作为医科大学微生物教研室 自 行制备 ，

ＰＣＲ 鉴定排除疱

诊断 Ｈ ＣＭＶ 活动性感染 的参考 阈值 。 结论 应用 ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ疹病毒污染 。

ＨＣＭＶＡＤ １ ６９ 毒株 由 复旦大学 医学

检测 ＨＣＭＶ 活动性感染 ， 灵敏度高 、特异性好 ； 并能够为抗院微生物教研室提供 ， 本实验室保存 。

病毒治疗供重要 的参考依据 。 １ ． ２ 病例资料 收集 ２０ １ ５ 年 １ 月 ５ 日
？ ２ 月 １ ３ 日

关键词 人 巨

＾

胞病 毒 ； ＰＰ
６７ｍＲＮＡ

； 实 时 突光 定 量 ＲＴ－

安徽医科大学第一附属医院老年科癌症患者外周血

＾１ ３^ ７ ３ ． ９标本 ８６ 份 ， 使用 ＥＤＴＡ －Ｋ２ 抗凝管收集患者静脉血

文献标志码 Ａ 文章编号 麵 １ ４９２
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，分别用于头时灭光疋里 ＰＣＲ 及 ＰＰ
６５ 抗 血症

检测和病毒分离 。

人巨细胞病毒 （
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ｙ
ｔｏｍｅ

ｇ
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， 
ＨＣＭＶ

）
１ ． ３ 实验试剂 与仪器 ＤＭＥＭ 培养基 、小牛血清

属疱疼病＿ 亚科 ， 为双链瞧織 。 在人群 巾感
（難 公司 ） ；

ｍＲＮＡ ｉ Ｓ。 ＢＷｄ娜试剂盒 、
＆

染普遍 ， 我 国人群感染率高达 ９０％ 以上
⑴

。
ＨＣＭＶ

ｍ ｅＳｃｒｉ
ｐ

ｔ

？
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ｇ
ｅｎ ｔＫｉ ｔｗ ｉ ｔｈｇ

ＤＮＡＥｒａ ｓｅ ｒ 逆转录

在原发性感染后会潜伏于人体组织 内并形麟身感
试剂盒 、 Ｐ

ＭＤ １ ８
—ＴＶｅ Ｃ ｔＯＴ（ 日本灿哪 公司 ） ；

ＨＣＭＶ

染
…

。 通常对触正常人无危害 ， 但对免疫功麵
脑 ６Ｔｒｕｂ ＜ ）Ｋ ｉ ｔ（ 荷兰 ＩＱ 公司 ） ；

ＤＮＡ 凝胶 回收试剂

下人群可造雌死性损伤
［
３ ４

」

。 研究
［
５

］

显示
， 在肿

冑和质粒小量提取试剂盒 （ 杭州 爱
＾５

生
＾
技术有

瘤组织 中检测到 ＨＣＭＶ 核酸及抗原 ，細 ＨＣＭＶ 感＿ 胃 ｝ ；
ＳＹＢＲ＆ｅｅｎ１Ｍａｓｈｉ Ｍ ＳＰＣ：Ｒ

染可能 与 肿 瘤 发 生 发 展 相 关 。
ＨＣＭＶＰＰ６７ 是 由

Ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔｃ

ｙ
ｃ ｌ ｅｒ４ ８０ 仪 （ 瑞士Ｒｏ ｃ ｈｅ 公司 ） 。

ＵＬ６５ 基因编码的－种病毒结构性皮层蛋 白 ， 是 ＨＣ －１ ， ４ＰＣＲ 引 物 ＆ ＧｅｎＢ ａｎｋ 中选择赫复制所必

ＭＶ 复制晚期表达 的基 因 产物 。 因此 ， ＰＰ
６７ｍＲＮＡ

需的在各株间具有高度保守性的 ＨＣＭ Ｖ 晚讓 因

（ ｐｐ６７ 基 因 ） 序列进行 引 物设计 ， 由 上海 Ｉｎｖ ｉ ｔ ｒｏ
ｇ
ｅｎ

則 １ ２ ２ ５ 接收 公 司 合 成 。 ＰＰ
６７

，

上 游 引 物 为 ５
＇

－ＡＡＡＡＧＡＧＡＣ －
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３ ， 下 游 引 物 为 ５－ＴＡＧＡＧＣＣＴ－

科学重大研究项 目 （ 编号 ：
ｋｊ２〇 １ ２ｚｄ〇 ８ ） ０八０入丁０八丁６八丁０ －

３

＇

， 扩增产物 为 ２〇２ 匕口 。 以 １１ （］
－
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， 下游 引 物 为 ５ ＾ＡＣＴＣＡＧＡＣＡＣＧＧＴ －

＠
ｑｑ ． ｃ ｏｍ
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３

＇

， 扩增产物为 ７ ３ ６ｂ
ｐ 。
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 （ ３  ）
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３ ２ ５
？

１ ．
５ 病毒分离 将第 ５￣ ７ 代 的 Ｈ Ｆ 细胞制成 １ｘ度 。 每个稀释度进行 ２ 次重复 ， 以平均 Ｃ ｔ 值为横坐

１ 〇
５

个／ｍｌ 细胞悬液接种于细胞瓶 ， 置 ５％Ｃ０
２
３ ７ｔ标 ，模板浓度 的对数为纵坐标 自 动生成标准曲线

温箱培养 。 抗凝血标本处理 ： 将抗凝管采集 的患 者 １ ． ８ 结果判定 病毒分离结 果着重在镜 下观察接

静脉血 ３ｍ ｌ 静置 Ｉｈ 后 ， 于 ４ｔ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心种标本后的 Ｈ Ｆ 细胞单层上在 ４ 周 内 有无 出 现 ＨＣ －

１ ０ｍ ｉ ｎ
， 取离心后得到 的 白细胞 ０ ．２ｍ ｌ 接种 至 已 长ＭＶ 特征性 Ｃ ＰＥ

； 对 Ｃ ＰＥ 阳性 者 ， 取样进行 ＰＣＫ
， 检

成单层的 Ｈ Ｆ 细胞 ，

３ ７ｔ 孵育 １ｈ
， 更换维持液 ， 置测 Ｈ ＣＭＶＵＵ ４４ 基 因 。 阳性 的 ＰＣＲ 产物经测序 比

５％Ｃ０
２ 孵育箱 ３ ７ 丈 培养 。 接种标本 的细胞每周对后 ， 方可确认 为病毒分离 阳性

；

Ｈ ＣＭＶ
Ｐ Ｐ

６５ 抗原

传代 １ 次 ， 每天通过倒置显微镜观察细胞有无 Ｃ ＰＥ
。血症检测 阳性结果 的认定 为 ， 在荧光显微镜下观察

１ ． ６ＨＣＭＶｐｐ
６５ 抗原血症 应用荷兰 ＩＱ 公 司 生到 ＨＣＭＶ

ＰＰ
６５ 阳性细胞 的细胞核呈均匀 的苹果绿

产的 ＨＣＭＶＢｒｉ ｔｅＴｕ ｒｂｏＫ ｉ ｔ
（
Ｌ １ ４０４ １

） 检测血标本 中突光 ， 以 ２ｘ １ ０
５

个多形核 白 细胞中 ｐｐ
６５ 抗原 阳性

白细胞 ＨＣＭ Ｖ
Ｐ Ｐ

６５ 抗原 。 试剂盒检测步骤 ： 使用裂细胞 ＞ １ 个为 阳性 ； 全血 Ｈ Ｃ ＭＶ 实时荧光定量 ＰＣ Ｒ

解液去除红细胞 ，

丨 〇〇〇ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 丨 ０ｍ ｉ ｎ 收集 白 细检测结果 以全血 ＨＣ ＭＶｍ Ｒ Ｎ Ａ 拷 贝 数 
＞ 最低检测

胞 ； 调整细胞数为 ２ｘ ｌ ＯＶｍ ｌ

， 制 备涂片 ； 固 定破膜 ；

限为 阳性 。

加入
一抗 Ｊ浮育 ６０ｍ ｉｎ

；
加 人二抗 ， 孵育 ３０ｍ ｉ ｎ

； 封 Ｉ ． ９ 统计 学处理 采用 ＳＰＳＳ 丨 ７ ． ０ 软件进行统计

片 ， 荧光显微镜下读片 ， 判读结果 。分析 ，计数 资 料进行 ｘ

２

检测 。 曲 线及最佳截

１ ． ７ 荧光定量 ＲＴ －ＰＣＲ 方法建立断点评估荧光定量 ＲＴ －ＰＣ Ｋ 诊断的 价值 ， 以 曲线下

１ ．

７ ． １标 准 品 的 构 建 采用 ｍ Ｒ ＮＡ ｉ ｓｏＲ ｌ ｏｏ ｔ 丨 抽提面积表不

试剂 盒 ，
从感 染 ＨＣＭＶＡＤ １ ６９ 株 的 细胞 内 提取 总２ 结果

Ｒ Ｎ Ａ
，
ＲＴ － ＰＣ Ｒ 扩增 并制 备 Ｐ Ｐ

６７ 基 因 的 目 的 片段 ，

扩增产物经过 回 收纯化后 与 Ｐ
Ｍ Ｄ １ ８

－Ｔ 载体连接成２ ． １ 病毒分离 ＣＰＥ 观察及分离株鉴定

重组质粒 ， 转 化到 大肠杆菌 ｒ ） Ｈ５ ａ 中 ， 挑取 阳性克２ ． １ ． 丨 细 胞 Ｃ ＰＫ 观察 镜下 观察在 ８ ６ 份接种 了

隆 ， 用 Ａ ｘ
ｙ
Ｐ ｒｅ

ｐ 小提质粒试剂 盒提质粒 ， 用 ＰＣ Ｒ 对临床标本 的细胞单层上 ， 发现病毒分离 阳性 的细胞

重组质粒进行鉴定 。 根据重组质粒的光密度 （
》
ｐ

ｔ ｉ

－ 明显变圆 、肿胀 、折光性增强 、 形态及排列不规则 、细

ｃａ ｌｄ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ

ｙ ，

（） ［ ）
） 值换算 出 重组质粒的拷 贝 数 ， 梯 度胞 内颗粒增 多 ， 呈典型的 巨细胞病毒特征性 ＣＰＥ 现

稀释后作为标准品 。

１ ．
７ ． ２荧 光 定量 ＲＴ －ＰＣＲ 反 应 条件 实时荧光定ｍ％ ｎ

量 ＰＣＲ 反应条件 （ 循环参数 ） ：

９ ５Ｔ５ｍ ｉ ｎ
；

９ ５ｔ１ ０

ｓ ，
６０ ｔ； ２〇 Ｓ ７ ２ ＾ ２０ ｓ

（
４０

｜Ｉ Ｊｆ ）
４０ ｔ： １ ０ｓ２０

总体 积 最适 反 应 体 系 为 ： 引 物 ０ ． ５ ｉ

ｘｍｏ ｌ Ｉｐ
ｉ

、

Ｓ Ｙ Ｂ ＥＲＧｒｅｅｎ １Ｍ ａ ｓ ｔｅ ｒ １ ０ ｜

ｊｌ Ｉ

、
Ｈ

２

０６
 （

ｘ ｌ

、
Ｄ ＮＡ模 板

２
．
０
 ＾

ｘ ｌ ａ 丨 《

１ ． ７ ． ３ 灵敏度及稳定性试验 以 制 备 的 知 、准品 为图 丨 临床标本在 Ｈ Ｆ 细胞上分离培养 ＣＰＥ 结果观察 Ｘ
Ｉ ００

模板 ， 进行 １ ０ 倍 系 列 梯 度 稀 释 ， 取 ８ 个 稀 释 度 的 Ａ
： 病 ＃分离阴性 ；

１！銷 分离阳性

ｍ Ｋ Ｎ Ａ 按反应条件和体系进行荧光定量 Ｋ
＇

Ｉ

’

－ ＰＣ Ｋ
， 以

不 同模板浓度 的扩增 曲线所在 的 Ｃ ｔ 值确定此方法２ ． １
．
２ 分 离 株 鉴 定 本 次 实验成功 分 离 出 ３ 例

的 灵敏度 ： 并 以批 内 每个稀释度的 ２ 个复孔进行平Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ 临床病毒 株 ＰＣ Ｒ 检测 阳性 产物 由 通用 生

行试验 。 物系 统 （ 安 徽 ） 有 限 公 司 对 分 离 的 病 毒 株 进 行

１ ．
７ ． ４ 特异性试验 分别对与 Ｈ ＣＭＶ 同种属 的其Ｕ Ｌ １ ４４ 基 因 鉴定 ， 测序结果经过 Ｂ ＬＡＳＴ 比 对 显示 ，

它疱疹病毒如 Ｈ ＳＶ Ｉ

、

ＨＳＶ２ 和 ＶＺＶ 进行 Ｒ Ｎ Ａ 抽提被测基因 片段序列 与 Ｇｅ ｎ Ｂａ ｎ ｋ 报道 Ｔｏｗｎ 株序列 匹

并作为模板 ， 并设立正常细胞对照及空 白 对照 ， 在相配达 ９ ８ ％
， 确 认 为 ＨＣ ．Ｍ Ｖ 临 床病 毒 分 离 株 见 图

｜

ｉ 

ｆ

ｊ 的反应体 系 和扩增参数条件下进行实时荧光定量２

ｍ
’

－ ＰＣ Ｒ
。 鉴定该方法的特异性 ２ ． ２ＨＣＭＶ

ｐｐ６５ 抗原血症检测 ８６ 份样本 中 ， 检

１ ． ７ ． ５ 标准 曲 线 的 制 备 将标准 品从 ４ ．０８ｘ １ ０７测 Ｈ ＣＭＶＰＰ６５ 抗 原 血症 阳 性 患 者 ９ 例 （ 阳 性 率

拷 Ｗ 数／
ｆ

ｉｌ ｌ 依 次 １ ０ 倍 系 列 稀 释 ， 共计 ７ 个浓 度梯 １ ０ ．４７％） ， 荧光显微镜下观察 Ｈ ＣＭ Ｖ
Ｐ Ｐ

６５ 阳性细胞
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？

從 ２０ １ ６Ｍ ａ ｒ
 ；

５ １
 （

３
 ）

核呈现出 均匀绿色荧光 （ 图 ３ Ｂ
） ， 阳性细胞数 ＞  １ ／２形上升 曲线 ， 模板在每两 个相邻 的稀释度之间 的 Ｃ ｔ

ｘ１ ０
５

外周血 白 细胞判为 阳性 ， 阳性标准 品对照 由 试值相差约 ３ 个单位 ， 实验检测模板最低含量限度 为

剂盒提供 （ 图 ３ Ａ
）Ｄ 红色荧光为伊文斯兰衬染细胞４０ ．８ 拷 贝 数 ／＞ １ 、 每个稀释度 重 复 的平行对照 Ｑ

激发出 的红光 ？ 值基本一致 ， 表明实验体系 的稳定性 良好 ， 见图 ４
。

５ ５ ０ ｒ

５ ０ ０ ■

 一 
＾ 

ｂｐＭ １２３４５６７８９ １ ０ １ １ １ ２ １ ３ １ ４ Ｇ４ ５ ０ －

■

－Ａ４ ０ ０ －

Ｉ

３ ５ － 。 ｒ

 ；
＇

８３ ０ ０－

§２ ５ ． ０ ■ ／

？２ ０ ． ０
－

Ｊ １ ５ ． ０ ｒ

Ｅ １ ０ ． ０
－

５ ． ０ －

一

，
一

，二乂
一

－＾一＾一＾ 一

，




 ｜
 ｜ ｜ ^

１ ２４６８ １ ０ １ ３ １ ６ １ ９ ２ ２ ２ ５ ２ ８ ３ １３ ４ ３ ７４０

Ｃｙｃ
ｌ ｅ ｓ

图 ４ 荧光定量 ＲＴ －ＰＣＲ 灵敏度 与稳定性试验扩增 曲 线

２ ． ３ ．
２ 特异性试验 检测所构建方法的特异性 ， 对

Ｉ ＩＣＭＶ
、

Ｉ Ｉ ＳＶ １
、
Ｉ ＩＳＶ２

、
ＶＺＶ

、正常细胞对照 的ＤＮＡ模

板进行荧光定量 ＫＴ －ＰＣ Ｒ
， 非靶 目 的 ｌ ）ＮＡ 对照组无

荧光曲线的增长 ， 只有 ＨＣＭＶ 病毒对照组 出 现 阳性

扩增 曲线 ，此结果显示该方法有 良好 的特异性见 图

５
０

Ｉ ｜

！   ｉ ！

１

１  ｜

ｉ

ｊ  ｜

｜
｜

］

，

｜ ｊ ｜

 １

１ ！ ，  ｊ

 ｊ
Ｉ

ｉ ｊ

ｊ１ ｜

５ ０
． ０

－

＿
４ ５ ． ０ －

３ ００ ３ １ ０ ３ ２０ ３ ３ ０ ３４ ０ ３ ５ ０  ３ ６０３ ７ ０ ３ ８０ ３ ９ ０４００４ １ ０４ ２ ０ ４ ３ ０４４０４ ５ ０
￣４ ０ ０ ＊

３ ５ ０－

％２ ５ ． ０ －

§２ ０ ０
－

图 ２ＨＣＭＶ 临床分离株鉴定 ｜ １ ５ Ｘ ）

．

Ａ
：

Ｈ Ｃ Ｍ Ｖ 病毒分离 ＰＣＲ 产物 电泳 图 ；

Ｂ
：

ＰＣＲ 产物测 序 图 ；
Ｍ

：｜
１ ０

； ；

＇

５ Ｕ
－

 ＞
？

ＤＮＡＭａ ｒｋ ｅ ｒ
；

丨

￣

１ ４
： 检测样本 （

３
、

丨 １ 样本为 ＰＣＲ 检测 阳性 ） 〇 ． 〇
－

 Ｉ Ｉ Ｉ


｜


｜


｜  ｜ ^

１ ２４ ６８ １ ０ １ ３ １ ６ １ ９ ２ ２ ２ ５ ２ ８ ３ １ ３ ４ ３ ７ ４ ０

Ｃ ｙｃ ｌ ｅ ｓ

■
图 ５ 荧光定量 ＲＴ －ＰＣＫ 检测特异性

２ ． ３ ． ３ 标准 曲 线 的 制 备 分删 １ 〇 倍系列稀释的

ｔ雜＆作浦板 ，賴髓 ｍ漏雜作为横坐标 、

以平均 ｃ ｔ 值为纵坐标 ， 生成出－条直线型 的标准 曲

线 ：方程为Ｆ
＝ ３ ． ９７ ／？ｇ （

Ｚ
）＋ ４２ ． ６５

，斜率为 ３ ． ９７０
，

图 ３ 荧 光显微镜观察 ＨＣＭＶｐ ｐ
ｆｉ５ 抗原血症 阳性细胞ｘ ４〇０扩增效率为 １ ． ７ ８６

， 见图 ６

Ａ
： 阳性标准品 ；

Ｂ
： 检测 阳性样本

３ ４

２ ． ３ＨＣＭＶ
ｐｐ６７ｍＲＮＡ荧光定量ＲＴ

－ ＰＣＲ方法｜
：

的建立 本次实验成功建立 了Ｈ ＣＭ Ｖｐ ｐ６７ｍ ＫＮ Ａ｜ ｜
：

荧光定量 ＲＴ －ＰＣＲ 方法 ， 构建 了ＨＣＭ Ｖ 的 阳性标准
｜

｜

：

品 ， 制作 了标准 曲 线 ， 扩增效率达到 １ ． ７ ８６
， 反应灵 丨

敏度达到 ４ ． ０ ８ｘ１ ０ｃ ｏ
ｐ

ｉ ｅ ｓ／
｜

ｊｌ １
，对于 已构建的 阳性样 Ｆ

、
？

本为特异性扩增 ， 而阴性对照物无特异性扩增 ， 组 内 Ｌ ｏ
ｇ 

Ｃｏ ｎ ｃ ｅｎ ｔ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ

与组间重夏性 良好 。

 图 ６ 荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 灵敏度实验标准 曲 线

２ ． ３ ． １灵敏度及稳定性试验 实时荧光定量 ｉ ｒ ｒ
－

ＰＣＲ 检测 ＨＣＭＶ
Ｐ Ｐ

６７ｍＲＮＡ 扩增 曲线 ， 呈典型 的 Ｓ２ ． ４ＨＣＭＶｐｐ６７ｍＲＮＡ 荧 光定量 ＰＣＲ 与 ｐｐ６５
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；

５ １
（
３

）
？

３ ２ ７
？

抗原血症检测结果 比较 对 ８６ 份患者全血进行检 （
］ Ｅ

） 、早期 （
Ｅ

） 和晚期 （
Ｌ

） 基因 ， 活动性感染 的重要

测 ，

ＨＣＭＶ
ＰＰ

６７ｍＲＮＡ 荧光定量 ＰＣＲ 阳性为 １ ５ 例 ，标志就是晚期基 因 的 出 现 。 目 前 ＰＰ
６５ 抗原血症检

阳性率 丨 ７ ．４４％
ｐＨＣＭＶＰ Ｐ６５ 抗原血症检测 阳性 ９测被广泛认为是 ＨＣＭＶ 活动性感染的

“

金标准
”

例 ， 阳性率 １ ０ ． ４７％ 。 这两种方法所得结果符合率但是这种方法也存在一些缺点 ： 实验工作量多 ，耗时

为 ９０ ．７０％ 。 两种检测方法结果之间进行统计学处长 ， 观察结果需要专业熟练的技术人员 ， 技术不能够

理 ，应用校正 Ｘ

２

检验公式 ， 即 Ｈ ＣＭＶＰ Ｐ６７ｍＲＮＡ 荧标准化 ， 精确 的 临 床确诊参考 阈值仍然没有 确 定 。

光定量 ＰＣＲ 检测 阳性率与 Ｐ Ｐ
６５ 抗原血症检测 阳性ＨＣＭ Ｖ

Ｐ Ｐ
６７ｍＲ ＮＡ 是病毒复制 晚期表达 的基因 ， 文

率相 比 ， 差 异 有 统计 学 意 义 （ Ｘ

２

＝３ ０ ． ３ ０８
，Ｐ＜献

［

９
］

报道 ｐＰ
６７ｍＲＮＡ 检测 与 ＩＥ 基 因 比较 ， 前者能

〇 ．０ １
） 。 够更好地反映 ＨＣＭＶ 在体内活动性感染 。

２ ． ５ＨＣＭＶ
ｐｐ

６７ｍＲＮＡ 荧光定量 ＲＴ －ＰＣＲ 检测本研究对 ８ ６ 份癌症患者外周血 白 细胞样本进

结果与病毒分离的 比较 病毒分离 阳性样本 （
３ 例 ）行检测 。 以荧光定量 ＲＴ －ＰＣＲ 和 ＨＣＭＶＰＰ６５ 抗原

中 ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 检测全为 阳性 ，

ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 检测 阴性样本血症检测结果相 比较 ，

二者符合率为 ９０ ．７０％ 。 通

（
７ ］ 例 ） 中病毒分离未见 阳性 。

ＲＴ －

ｑ
ＰＣＲ 检测方法过 ＲＯＣ 曲线分析 ， 荧光定量 ＲＴ － ＰＣＲ 检测 的 ｃｕ ｔ ｏ ｆｆ

灵敏 度 为 １ ００％
， 特异性 为 ８ ５ ．５４％

， 阳 性 预 测 值值为 ２０ １ ． ５ 拷 贝 数／２ｘ１ ０
５

ＰＢＬｓ
， 对 应 灵 敏 度 为

（
ＰＰＶ

）
０ ． ２０

， 阴性预测 值 （
ＮＰＶ

） １ ． ００
， 差异有统计７ ３ ． ３ ３ ％ ， 特异度为 ７２ ．２６％＾ 但是 由 于标本数量过

学意义 （ Ｘ

２

＝ ９ ．３７２ ＇ ＜ ０ ． ０５
） 。少及检测方法有待进一步优化 ， 实验数据有待进一

２ ． ６ＨＣＭＶ 荧光定 量 ＲＴ －ＰＣＲ 最佳诊 断 阈 值 的步提高 。

确定 以灵敏度为纵坐标 ， 误诊率 （
１

－特异度 ） 为横恶性肿瘤现 已成为我 国人 口死亡的主要原因之

坐标 ， 在 ＳＰＳＳ １ ７ ． ０ 软件上作 Ｒ０Ｃ 曲线并计算 曲线
一

， 现主要治疗手段有手术 、 化疗和放疗 ， 而在杀死

下面积 。
ＨＣＭＶ 荧光定量 ＲＴ －ＰＣＲ 检测方法的 Ｒ０Ｃ癌细胞的 同时也会杀死大量正常细胞 ， 导致肿瘤患

曲线下面积为 〇 ．８ ２３
， 准确性较好 。 以 Ｙｏｕｄｅｎ 指数者免疫功能大大降低 ，并 由 此诱导 ＨＣＭＶ 再激活而

接近 １ 时对应 的 数值为 ｃｕ ｔｏ ｆｆ 值 ，
得 到 ｃ ｕ ｌ ｏｆｆ 值为导致活动性感染 。 与此 同 时 ，

ＨＣＭＶ 活动性感染对

２０ １ ． ５ 拷 贝 数／２ｘ １ ０
５

ＰＢＬ Ｓ
， 提示此方法检测 的 ｃ ｕ ｔ

－肿瘤细胞周期的影响 、参与肿瘤细胞 的凋亡及调节

ｏｆｆ 值可作 为 临床诊断 ＨＣＭＶ 活 动性感染 的 指标 。肿瘤细胞的免疫逃逸 ， 对肿瘤 的发展起到重要 的作

见图 ７
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