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’’"摘要#’2I病毒属于人类疱疹病毒&与一些恶性肿瘤密切相关’ 2I病毒载量检测目前在临床中得到
广泛应用&但是由于不同标本的类型,引物或探针,核酸的提取技术,使用的仪器,标准品和标准曲线,使用和
报告的检测单位等影响&从而影响实验室间的比对’ 该文就这些影响 2I病毒载量检测因素的标准化进行
综述’
’’"关键词#’2I病毒%’标准化%’载量
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’’全世界超过 -(a的人感染有 2I病毒#2HBQ95:$I4AAP5$
ASB&2Ij$&这种疱疹病毒与一些恶性肿瘤密切相关&特别是
淋巴细胞源性和上皮细胞源性的恶性肿瘤(.&*) ’ 虽然其致瘤
机制未得到阐明&但是 2Ij仍被作为有效诊断和监测 2Ij
相关肿瘤的标志物’ 血清或血浆病毒载量是指每毫升血清
或血浆中病毒拷贝数&一般来说病毒 CX#水平与病毒含量
一致&所以病毒载量和病毒CX#水平意义相同&可以通过测
定病毒基因组来测定病毒载量’ 近年来&自从在 2I病毒相
关肿瘤患者的血清或血浆中检测到游离的 2I病毒 CX#
#2HBQ95:$I4AAP5ASBCX#&2Ij$CX#$后&相应的分子生物学定
量检测方法就得到了很快的发展和应用’ 但是这类检测技
术存在着一定缺陷&操作过程标准化的缺失使得质量保证体
系没有良好地实施&同时由于不同的 2Ij相关肿瘤有着不
同的临床和生物学特点&使得这类检测技术真正广泛应用到
临床&还需要处理好影响病毒载量检测的几个因素’

C:标本

对于 2Ij$CX#来源的认识&主要是来自对鼻咽癌患者
血浆的研究’ 用CX#酶和超速离心的方法处理未分化鼻咽

癌患者的血浆&结果证实游离 2Ij$CX#不是作为病毒颗粒
的组份而是以/裸0分子片段存在&这说明了从潜伏状态被激
活后&2Ij不是作为完整的病毒颗粒释放&而是作为一个肿
瘤细胞凋亡过程释放出来的(&&@) ’ 正因为这样&所以许多学
者和检测者选择血浆作为测定的标本’ 但是由于忽略了细
胞相关病毒的存在和不可控的细胞裂解带来的复制或病毒

CX#载量的高估&所以血浆也可能是监测 2Ij$CX#的不良
临床标本(0) ’ 选择外周血单核细胞,血清,组织,全血,脑脊
液,唾液甚至尿等(/ b.*)作为检测的标本&存在的问题是不同
类型的标本&不同类型的疾病&2Ij$CX#检测到的含量并不
一样&相互之间没有可比性&这不利于结果的判断’ 有报道
鼻咽癌患者外周血白细胞可检测出 2Ij$CX#&且其阳性与
病人治疗后是否复发,转移及生存率密切相关(.&) &后来的研
究却否认了这种观点(.@) ’ 对于全血标本&我们还必须注意
如何延长保存期或者合适地存放&以避免 2Ij$CX#从细胞
中逃出造成血清或血浆的假阳性’ 有人认为肝素全血结合
了所有可能锚住2Ij的血细胞成份和最能反映患者血循环
系统中病毒的负荷&从而推荐其作为最佳的扩增标本(0) ’ 不
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同的标本有诸多的影响因素&因而针对相同的 2Ij相关疾
病&统一选择出比较合适的扩增标本类型&有利于结果判断
和对比’ 几种2Ij相关疾病&其病毒载量检测的标本选择
总结如表 .(.0) ’

表 .’2Ij相关疾病病毒载量检测的最佳标本

’疾’病
病毒载量检测的标本

血浆或血清 单核细胞 全血

传染性单核细胞增多症 可取的 不推荐 不推荐

移植后淋巴增生性疾病 有争议的 可取的 较佳的

何杰金淋巴瘤 可取的 不推荐 XC

慢性激活2Ij感染 用于预后的预测 不推荐 XC

鼻咽癌 可取的 不推荐 XC

’注"XC为没有或者较少资料报道的

E:扩增片段

目前虽然实时定量 YgD方法很优越&但是仍有一个问
题未能解决&那就是选择哪一个 2Ij基因片段扩增可以反
映标本中2Ij基因组的真正数目呢4 大多研究学者一般选
择I43!K$d区片段作为扩增片段(./ b.+) &但是这一区域的片
段是随机重复多次的&所以它也不能确切地反映在每个标本
中2Ij基因组真正的数目’ 而比较恰当的办法&还是选用
能够代表2Ij基因组单一拷贝的基因片段&比如潜伏膜蛋
白 .,潜伏膜蛋白 *,核抗原 . 或聚合酶 . 等(.- b**) ’ 在这些研
究中&结果都提示选择这些片段有较高的精确性和特异性&
结果之间的比较更加规范化’ 尤其是相对于其他片段&聚合
酶 . 片段分析的方法最为准确(**) ’ 但是不同的2Ij相关肿
瘤有不同的2Ij基因表达模式&这不利于扩增片段的选择&
从而有人建议使用组成循环 2Ij$CX#的短 CX#片段作为
引物(@&*&) ’ 目前市场上有商业的引物和探针出售&比如罗氏
分子诊断学公司的潜伏膜蛋白 * 片段&德国 r54<9:和 I5;4?$
Q5P4诊断学公司,意大利 #3H6539L5?46公司的核抗原 . 片段
等(*@ b*)) ’ 这些商业试剂盒的推广&将促进2Ij$CX#检测的
规范化,标准化&增强实验室之间结果的比对’

.:技术方法

选择合适的扩增片段&也要选择合适的扩增方法&不同
的扩增技术方法&由于方法的检测线性范围,扩增效率,精确
度,操作要求和所需要的仪器都不同&那么得到的扩增数据
结果也不同’ 早期的定性YgD或者半定量YgD检测范围较
窄&精确度较低(&) &现在基本不使用’ 竞争定量 YgD在扩增
效率差异方面&虽然可以确定 * 到 @ 倍的2I病毒载量&但是
这种方法比较耗时&技术要求高&步骤多&因而未能广泛应
用(*+) ’ 实时定量YgD是通过荧光测定实时动态查看到扩增
产物的拷贝数&以其反应迅速,精确性高,不易被污染和同时
可以测试多个样本的优点取代了其他定量的 YgD方法&被
广泛应用于检测2Ij载量’ 在实验室间进行实时定量 YgD
对比时&发现虽然有相似的结果趋势&但是还是存在一些误
差(*-) ’ 因此&需要探讨出实时定量 YgD比较统一的标准化

操作规程’ 各种技术方法的优缺点总结如表 *(.0) ’
表 *’2I病毒载量检测的技术方法

’方’法
特点

敏感性 速率 处理 定量
缺点

半定量YgD 高 中等 中等 较差 准确性较差

竞争定量YgD 高 中等 中等 好 耗时,费力

实时定量YgD 高 快速 容易 好 仪器贵重

G:扩增仪

目前用于临床基因检测的扩增仪有很多品牌&其中比较
常用的是罗氏和#IK公司的’ 每个品牌有好几种型号的扩
增仪&型号不一样的扩增仪功能不同&扩增的效率也不一样’
多中心进行罗氏 .F( 与#IK)0((,#IK)-(( 测试比较&结果显
示线性范围,斜率,截距都不一样&虽然采用了共同的标准
品&减少了一些跨区域的差异&但是国际间和实验室间的差
异仍然是存在的(*-) ’ 不同扩增仪之间存在差异&同种扩增
仪由于采用不同的扩增体系,标准物或方法也存在差异’ 在
罗氏同一型号扩增仪上分别设计不同的三个扩增方案&结果
显示变异系数在2I病毒高载量标本中为 @a b+a&在病毒
中等载量标本中为 .0a b*(a&在最低病毒载量检测水平标
本中达到 **a b@)a(*@) ’ 由于受到许多因素的影响&比如
扩增标本来源,扩增片段的选择,扩增方案等&扩增的效率难
以一致&所以很难去确定哪一种品牌的扩增仪或哪一种型号
的扩增仪可以作为标准的扩增仪’

J:核酸提取

核酸进行定量分析&要求从标本中提取 2Ij$CX#的效
率和纯度尽量高’ 定量结果是否准确&合适的病毒核酸抽提
方法也起着至关重要的作用’ 临床标本来源各异&没有一种
万能的抽提方法适合所有类型的标本’ 目前2Ij$CX#的提
取试剂有各自实验室配制的有机溶剂&也有商品试剂盒&用
得比较多的品牌是 r54<9:(.)&*.) ’ 这种方法简单&用时少&提
取的病毒载量比有机溶剂提取的高&但是对于提取病毒基因
的过程中造成的损失或抑制鲜有研究报道(*.) ’ 相同的标本
和试剂盒&因采用不用的提取方法而其重复性有差异(-) ’ 对
于各自实验室配制的有机溶剂&由于溶剂的质量,操作的要
求等因素的影响&提取的效率会有较大偏差’ 通过使用统一
的商品化试剂盒&按照其提供的说明书操作&在一定程度上
来说&可以减少差异’ 而核酸提取效率的监控可以通过加入
阳性对照序列或者扩增内源性的管家基因来实现’ 由于使
用了内参品&得到的定量结果为相对定量&这比绝对定量的
精确性更高,重复性更好’

K:标准品和标准曲线

实时定量扩增技术质量保证最为重要的一个因素是标

准品的使用&通过标准品建立起来的标准曲线去判断扩增的
结果’ 绝大多数对病毒进行实时定量的方法都是有赖于标
准品的使用&定量结果的准确性很大程度上取决于标准品的
准确性’ 对于目前应用的商品化试剂盒而言&在不同次试验
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中&标准品浓度与荧光信号阈值循环的相关系数一般有很高
的一致性’ 因此&使用标准品&不仅可以保证每次试验结果
数据的精确性,准确性&而且也可以使各实验室间的结果具
有可比性’ 用于制作标准曲线的标准品构建有两种方法&一
种是直接以病毒颗粒或提纯的保守片段作为标准品&另一种
则是以含待测目的片段构建的质粒作为标准品’ 用不同的
细胞系或者片段克隆质粒来绘制 2Ij载量标准曲线&是目
前2Ij载量定量测定的一个局限性’ 较多研究采用的标准
曲线是用X4346R4细胞系计算出来的&这种细胞系每个细胞
中含有两个整合的 2Ij基因组(.)&*.) ’ 也有其他的研究者&
采用的是D4N5,I-0$+,Y&!D. 细胞系(0&*()或者核抗原 . 克隆
的质粒(&() ’ 国内的学者大多采用的是 I43!K$d片段的克
隆质粒来绘制标准曲线(.@&&.) ’ 相较之于病毒标准品&质粒标
准品的最大优点是简便易行&但是大量数据表明&系列稀释
度的质粒标准品并不能在全部线性范围内都与病毒核酸物

质保持一致的性质&也没有涵盖待测标本可能出现的全部浓
度范围’ 细胞和质粒的 CX#可以有不同的提取和扩增效
率&所以用不同来源的定标物来绘制标准曲线可能会产生不
可比的结果’ 对于用哪一种细胞系或克隆质粒来做金标准&
目前还没有统一的说法’ 现在也有一些国际公司或机构提
供商品化的标准品&方便于每次实验的标定或进行实验室间
的质量评比’ 因此&通过使用国际的公认标准品去标准化定
量的2Ij$CX#测定&是非常有必要的’

N:结果判断

病毒载量的最终定量是以某种标准来报告的&但是目前
2I病毒载量检测结果的报告单位不尽相同&有拷贝M毫升,
拷贝M毫克CX#,拷贝M十万白细胞(*-&&*&&&) ’ 国际上虽然制定
有标准的国际计量单位&但这报告单位差异可能是由于标本
来源的不同造成的’ 但是针对于同种来源的标本&必须统一
规范使用结果报告单位’ 不同患者,不同的发病阶段和不同
的疾病类型&相同数值的 2Ij载量可能表示不同的临床意
义’ 比如鼻咽癌,传染性单核细胞增多症,移植后淋巴细胞
增生性疾病,伯基特淋巴瘤等&相同的扩增数值在这些疾病
中代表的临床意义肯定会不一样&在一种疾病中可能只是弱
阳性&而在另一种疾病中已经是强阳性了&因为这与 2Ij在
相关疾病中含量不同&或针对某一疾病其检测的敏感性和特
异性所选取的临界值不同有关’ 因此&在不同疾病中&不能
用相同的数值作为阳性结果判断标准&而应在同种疾病同种
来源的标本中选择合适的数值作为结果判断的依据’

P:结语

虽然2I病毒载量检测已经应用于临床&但是对标本的
类型,不同的引物或探针,核酸的提取技术,使用的仪器,标
准品和标准曲线,使用和报告的检测单位等都没有形成国际
共识&从而使实验结果难于进行比对’ 采用国际标准&结合
优化的方法学&包括统一使用商业化的试剂和标本准备或预
处理的自动化系统&为定量检测的发展起到重要作用&同时
极大地便利于分子生物学定量检测技术的推广’ 但目前由
于缺少国际标准&对于2I病毒载量检测的规范化,标准化还

需要进一步探讨’
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