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造血干细胞移植中人巨细胞病毒检测：荧光定量聚合酶链反应的早期诊断价值 
 
刘   川1，邹叶青1，石庆芝2 (南昌大学第二附属医院，1分子医学实验室，2血液科，江西省南昌市  330006) 

 
文章亮点： 
1 人巨细胞病毒属疱疹病毒 B 亚科，在中国人群中的感染率相当高(80%-100%)，正常人感染人巨细胞病毒

后，病毒以一种潜伏整和状态存在，无临床症状。造血干细胞移植后由于大量应用免疫抑制剂使机体抵抗力

降低，潜伏病毒再激活，可引起活动性人巨细胞病毒感染。 
2 采用实时荧光定量聚合酶链反应方法动态监测造血干细胞移植受者血浆人巨细胞病毒 DNA 载量，快速筛选

出早期活动性人巨细胞病毒感染者，进而指导临床用药，可以预防和减少人巨细胞病毒病的发生，提高造血

干细胞移植受者的成活率。 
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干细胞；移植；造血干细胞移植；人巨细胞病毒；实时荧光定量 PCR 
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摘要 
背景：动态监测造血干细胞移植受者血浆人巨细胞病毒载量，快速筛选出早期活动性人巨细胞病毒感染者，

进而指导临床用药，提高造血干细胞移植的成活率。 
目的：探讨荧光定量聚合酶链反应对造血干细胞移植患者人巨细胞病毒活动性感染的早期诊断价值。 
方法：收集 41 例造血干细胞移植患者共 656 份血标本，应用实时荧光定量 PCR 方法动态监测血浆人巨细胞

病毒 DNA 载量，并与 60 例健康体检者血浆人巨细胞病毒 DNA 载量对比分析。 
结果与结论：656 份血标本中 96 份阳性，病毒载量介于 5.0×102-1.0×107 IU/mL 之间。治疗有效者人巨细胞

病毒 DNA 迅速转阴，治疗耐药者持续阳性，12 例连续阳性者 2 例死于巨细胞病毒活动性感染。实时荧光定

量 PCR 方法检测人巨细胞病毒 DNA 适用于造血干细胞移植后巨细胞病毒活动性感染的早期诊断。 
 
刘川，邹叶青，石庆芝. 造血干细胞移植中人巨细胞病毒检测：荧光定量聚合酶链反应的早期诊断价值[J].中
国组织工程研究，2014，18(28):4563-4567. 
 
Human cytomegalovirus detection in hematopoietic stem cell transplantation: value of 
fluorescence quantitative PCR in the early diagnosis   
 
Liu Chuan1, Zou Ye-qing1, Shi Qing-zhi2 (1Laboratory of Molecular Medicine, 2Department of Hematology, 
the Second Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330006, Jiangxi Province, China) 
 
Abstract 
BACKGROUND: To improve the survival rate of transplanted hematopoietic stem cells, dynamic monitoring of 
plasma content of human cytomegalovirus (HCMV) and rapid screening of early active HCMV infection in 
hematopoietic stem cell tranplantation recipients, thus to guide the clinical medication, is preferred. 
OBJECTIVE: To evaluate the usefulness of fluorescence quantitative PCR assay for early detection of HCMV 
activation after hematopoietic stem cell transplantation.  
METHODS: Real-time fluorescence quantitative PCR assay was applied for HCMV monitoring in 656 blood 
samples from 41 hematopoietic stem cell tranplantation recipients and 60 control blood samples. 
RESULTS AND CONCLUSION: In 656 blood samples, 96 samples were positive, and the HCMV DNA copies 
ranged from 5.0×102 to 1.0×107 IU/mL. Timely initiation of therapy resulted in the rapid clearance of 
DNA-viraemia but it recurrenced in short time by drug-resistent. Two cases from 12 postive recipients died from 
HCMV infection. The quantitative detection of HCMV DNA by real-time PCR is a rapid method for monitoring 
HCMV infection and the early diagnosis in patients after hematopoietic stem cell transplantation. 
 
Subject headings: hematopoietic stem cell transplantation; cytomegalovirus; cytomegalovirus infections; 
polymerase chain reaction
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0  引言  Introduction 
人巨细胞病毒(HCMV)在人群中的感染率很高，发达国

家约为60%，在发展中国家或者某些特殊人群中，感染率

超过95%[1]。造血干细胞移植成为近年来治疗血液病、自

身免疫性疾病等的有效手段，但由于移植前的预处理使用

了大量化疗和放疗，致使患者免疫力极度低下，体内潜伏

的人巨细胞病毒复燃或经输血及供者干细胞而感染[2]。人

巨细胞病毒感染是造血干细胞移植受者早期的主要感染并

发症及死亡原因，既往因人巨细胞病毒导致的间质性肺炎

病死率高达80%以上。人巨细胞病毒感染可使造血功能重

建延迟，抑制造血细胞增殖和分化，导致移植物不能存   
活[3]。人巨细胞病毒活动性感染能够诱导急性移植物抗宿

主病发生，同样移植物抗宿主病也会伴随人巨细胞病毒感

染增加。Cantoni等[4]认为，巨细胞病毒感染和移植物抗宿

主病作为异基因造血干细胞移植后重要并发症，二者有明

确的联系。目前认为，移植后人巨细胞病毒感染的发生不

仅与移植后免疫功能低下及免疫重建缓慢有关，可能更重

要的是与人巨细胞病毒感染时受者免疫功能异常有关[5]。 
实时荧光定量PCR检测血液中人巨细胞病毒-DNA载

量，能提示人巨细胞病毒激活且体内病毒负荷大小，所以

它能预测人巨细胞病毒疾病的发生并指导干预性治疗。实

时荧光定量PCR通过检测人巨细胞病毒-DNA水平，监测

病毒活跃程度，观察抗病毒治疗的效果有重要意义。研究

资料表明，在人巨细胞病毒疾病发生之前，及时使用抗病

毒药物治疗，可以有效控制病毒感染，预防和减少人巨细

胞病毒疾病的发生，降低移植受者的死亡率[6]。Torres等[7]

建议如血浆中人巨细胞病毒DNA>4×106 IU/mL，即可诊断

为活动性感染。Leruez-Ville等 [8]采用荧光定量PCR法和

pp65抗原法同时对50例骨髓移植患者558份血标本进行检

测，结果pp65检测出现17次阳性，荧光定量PCR法出现24
次阳性，荧光定量PCR法平均比抗原检测法提前8 d出现阳

性。可见荧光定量PCR法比抗原检测敏感，更利于早期检

测人巨细胞病毒感染。因此，人巨细胞病毒动态监测对人

巨细胞病毒疾病的早期诊断及抗病毒治疗，降低移植受者

的死亡率极为重要。本研究采用实时荧光定量聚合酶链反

应(real-time PCR)方法对41例造血干细胞移植患者外周血

浆人巨细胞病毒DNA进行动态定量监测，探讨定量PCR法

对人巨细胞病毒活动性感染的诊断价值及对临床用药的指

导意义。 
 
1  对象和方法  Subjects and methods  

设计：人巨细胞病毒-DNA载量检测。 
时间及地点：于2012年1至12月在南昌大学第二附属

院医学分子实验室完成。 
对象：南昌大学第二附属医院血液科收治的异基因外

周血造血干细胞移植患者41例，男23例，女18例，年龄5-63
岁，中位年龄37.6岁。其中急性髓系白血病8例(M11例，

M2a 3例，M2b1例，M4a1例，M4b1例，M5b1例)，急性淋巴

细胞白血病10例(ALL-L1 4例，ALL-L2 6例)，慢性髓系白血

病16例(慢性期7例，加速期9例)，骨髓增生异常综合征7
例。41例患者中非血缘异基因造血干细胞移植12例，血缘

异基因造血干细胞移植29例；HLA高分辨配型不全相合9
例，HLA全相合移植32例。 

诊断标准：参考《血液病诊断及疗效标准(第3版)》[9]。 
纳入标准：①移植类型均为异基因外周血造血干细胞

移植。②常规进行移植后巨细胞病毒监测，直至停用全部

免疫抑制剂。③供、受者均签署知情同意书，研究过程符

合《医疗机构管理条例》。 
另选择60名健康体检人群为对照组，各项体检指标均

无明显异常，男35例，女25例，年龄3-61岁，中位年龄35.8
岁。 

方法： 

预处理方案：20例患者应用经典的Bu-Cy作为预处理方

案：马利兰3.2 mg/(kg•d)×4 d联合环磷酰胺60 mg/(kg•d)×  
2 d；另21例采用Cy-TBI方案：具体为总剂量达12 Gy的全

身照射分6次给予联合环磷酰胺 60 mg/(kg•d)×2 d；其中

所有非血缘移植患者在预处理中加用抗胸腺细胞球蛋白

(ATG)5 mg/(kg•d)×4 d。 
造血干细胞动员、采集、回输：41例供者接受重组人

粒细胞集落刺激因子注射液 (国产，商品名：吉赛欣 )     
8-10 μg/(kg•d)，连续5 d皮下注射，于第5天股静脉置管，

每次使用细胞分离机循环10 000-14 000 mL，终产量    
200 mL，共采集2次；移植患者回输单核细胞数量为

(8.15-22.5)× 108/kg。 
移植物抗宿主病预防：全部采用短程甲氨喋呤加环孢

素及霉酚酸酯方案。 
感染预防：移植前巨细胞病毒-DNA定量阴性的患者预

处理前给予1周口服阿昔洛韦0.2 g/次。移植中及移植后：

所有患者均应用阿昔洛韦口服0.2 g/次，3次/d或静脉阿昔

洛韦5 mg/kg，每8 h 1次进行巨细胞病毒感染预防。移植

中血制品均用辐照仪25 Gy照射，并采用巨细胞病毒学检

测阴性的血制品。 
植活标准：所有患者于回输造血干细胞+1 d，予重组

人粒细胞集落因子150 μg/d皮下注射促进造血，并每日监

测外周血象。连续3 d不再使用细胞集落刺激因子时，中性

细胞数量绝对值>0.5×109 L-1的第1天为粒细胞植活时间，

在不进行血小板输注的情况下，血小板计数连续7 d> 
20×109 L-1表示血小板植活。造血干细胞回输+30 d，所有

患者复查骨髓，骨髓象为增生活跃或明显活跃，并送短串

联重复序列(STR)检查，不同血型患者转变为供者血型为

移植成功。 
收集血标本：41例患者于造血干细胞移植后每周采集

2次抗凝静脉血(周一和周四)，连续抽取8周，共计656份血

标本，进行人巨细胞病毒DNA检测。 
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60名健康体检者分别采集抗凝静脉血1份，进行人巨

细胞病毒DNA检测。 
DNA提取：无菌操作采集患者EDTA抗凝静脉血2 mL，

使用淋巴细胞分离液分离外周血单个核细胞，然后直接加

DNA提取液50 μL充分混匀，沸水浴10 min，12 000 r/min
离心5 min，取上清液直接用于PCR或-20 ℃冻存备用。 

人巨细胞病毒DNA定量：使用中山大学达安基因有限

责任公司提供的人巨细胞病毒荧光定量试剂盒，用

ABI-7500扩增仪进行实时荧光定量PCR，其扩增条件为：

93 ℃预变性2 min，93 ℃变性45 s，55 ℃退火60 s，10
个循环；93 ℃变性30 s，55 ℃退火45 s，30个循环。试

剂盒提供的阳性标准品(104-107)以及阴性对照同时扩增，

得出所测样本中的核酸载量值，用IU/mL表示。每次试验

中，阴性对照的Ct值(循环阈值)不显示任何数值，检测下

限为5.0×102 IU/mL。 
主要观察指标：41例造血干细胞移植患者共656份血

标本的人巨细胞病毒DNA载量，并与60例健康体检者血浆

人巨细胞病毒DNA载量对比分析。 
统计学分析：统计分析由经过培训的第二作者完成。

采用SPSS 17.0 软件进行统计学分析，计量资料以x
_

±s表
示，组间均值比较采用t 检验，P < 0.05为差异有显著性意

义。 
 

2  结果  Results  
2.1  造血重建及植入情况  41例患者均获造血重建。中性

粒细胞植活的中位时间为+11(+10至+16) d，血小板植活的

中位时间为+17(+15至+24)d。所有患者均于移植后+30 d
行骨髓穿刺检查，骨髓象为增生活跃或明显活跃，STR检

测结果为完全供者嵌合。不同血型适时转变为供者血型。

移植后+30 d，41例达完全缓解标准，+365 d 32例均达到

完全缓解标准。 
2.2  实时荧光定量PCR检测结果  Real-time PCR共检测

41例造血干细胞移植患者656份血标本，其中12例共96份标

本阳性，人巨细胞病毒载量介于5.0×102-1.0×107 IU/mL之
间。对照组2份标本阳性，人巨细胞病毒载量介于5.0×102- 

1.0×103 IU/mL之间。移植组平均为(4.69±1.54)×105 IU/mL，  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
对照组平均为(11.6±2.21)×102 IU/mL。移植组与对照组均

值比较采用t 检验，P < 0.01(t=2.087)，差异有显著性意义

(表1)。 
2.3  人巨细胞病毒DNA检测与人巨细胞病毒感染的治疗  
Real-time PCR共检出12例患者阳性，人巨细胞病毒载量

在5.0×102-1.0×107 IU/mL之间，其中7例患者表现为连续

PCR阳性，伴DNA拷贝数逐渐升高，给予更昔洛韦治疗，

患者均在一两周后DNA转阴，但仍有5例患者停药两三周

后复发。其中5号患者共复发4次，第4次复发时表现为对

更昔洛韦耐药，DNA不能转阴，很快死亡；16号患者第3
次复发改为磷甲酸钠后DNA转阴，3，9，18，26，31号患

者表现为非连续人巨细胞病毒DNA阳性，人巨细胞病毒载

量未超过1.0×104 IU/mL，给予阿昔洛韦预防治疗，5例患

者均未发展为人巨细胞病毒疾病(表2)。 
 
3  讨论  Discussion 

造血干细胞移植重建造血和免疫功能，是恶性血液病

的重要治疗手段，近年来已经广泛应用于临床。人巨细胞

病毒属于疱疹病毒科，是一种特异性的DNA病毒，为已知

人类疱疹病毒中最大的一组病毒[10]。造血干细胞移植后应

用免疫抑制剂使机体抵抗力下降，潜伏病毒重新激活，引

起人巨细胞病毒活动性感染[11-15]。人巨细胞病毒感染可导

致间质性肺炎、人巨细胞病毒性肠炎、人巨细胞病毒性肝

炎、人巨细胞病毒性脑炎等，是导致患者死亡的主要原因

之一[16-19]。Ruiz-Camps等[20]报道，在移植后的第1年里有

超过一半的患者会有人巨细胞病毒原发感染或再激活的实

验室证据。所以，建立敏感的人巨细胞病毒检测方法，及

时应用抗病毒治疗，对于预防和减少人巨细胞病毒病的发

生、降低移植受者的死亡率具有重要意义。 
人巨细胞病毒的检测方法有病毒培养、病毒血清学检

测、标志物的检测等。病毒分离法是诊断巨细胞病毒的金

标准，但由于巨细胞病毒生长缓慢、培养时间长，不能满

表 1  移植组和对照组血液标本人巨细胞病毒 DNA 检测结果 
Table 1  Human cytomegalovirus-DNA test results in the blood 
samples of transplantation and control groups     

人巨细胞病毒载量(IU/mL) 移植组(份) 对照组(份) 

0 -5.0×102 

5.0×102-1.0×103 

1.0×103-1.0×104 

1.0×104-1.0×105 

1.0×105-1.0×106 

1.0×106-1.0×107 

560 
9 
47 
26 
6 
8 

58 
2 
0 
0 
0 
0 

合计 656 60 

表 2  移植组 12 例患者共 96 份标本人巨细胞病毒 DNA 阳性检测情况

Table 2  Twelve cases (96 specimens) of positive human 
cytomegalovirus-DNA   

患者

编号 
人巨细胞病毒 
载量(IU/mL) 

人巨细胞病 
毒动态监测 

复发 
次数 

人巨细胞 
病毒病 

治疗转归  

2 
3 
5 
6 
9 
13 
16 
18 
21 
26 
31 
37 

1.0×105-1.0×106 

5.0×102-1.0×104 

1.0×105-1.0×106 

1.0×104-1.0×105 

5.0×102-1.0×103 

1.0×103-1.0×107 

5.0×102-1.0×104 

5.0×102-1.0×103 

1.0×104-1.0×107 

5.0×102-1.0×103 

5.0×102-1.0×103 

1.0×103-1.0×104

连续阳性 
间断阳性 
连续阳性 
连续阳性 
间断阳性 
连续阳性 
连续阳性 
间断阳性 
连续阳性 
间断阳性 
间断阳性 
连续阳性 

2 
0 
4 
0 
0 
0 
3 
0 
3 
0 
0 
1 

间质性肺炎

无 
间质性肺炎

间质性肺炎

无 
间质性肺炎

肝炎 
无 
肠炎 
无 
无 
无 

持续转阴

持续转阴

死亡 
持续转阴

持续转阴

持续转阴

持续转阴

持续转阴

死亡 
持续转阴

持续转阴

持续转阴
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足临床早期检测的需要[21]。血清学检测灵敏度不高，抗体

出现时间晚，一般在临床症状出现2周后才阳性，而且即使

阳性也只能为人巨细胞病毒感染提供间接证据[22]。目前人

巨细胞病毒标志物的检测中应用比较广泛的是人巨细胞病

毒pp65抗原与人巨细胞病毒-DNA的检测。 
Bhatia 等 [23] 研究示 pp65 抗原检测的灵敏度为

89.18%，特异性为100%，因而pp65抗原的检测可早期诊

断人巨细胞病毒感染，同时还可用于监测抗病毒治疗的效

果。而PCR定量技术测定人巨细胞病毒-DNA相比pp65抗
原检测更灵敏，重复性更好[24-25]。 

人巨细胞病毒监测指导下的抢先治疗，能有效降低人

巨细胞病毒感染的发生[26-28]，Real-time PCR等敏感监测技

术具有较高预测价值[29]。本研究采用Real-time PCR法诊

断人巨细胞病毒感染，共检出12例患者人巨细胞病毒阳性，

7例患者为持续阳性，表现为DNA拷贝数持续递增，6例发

展为人巨细胞病毒病；另有5例患者表现为间断性PCR阳

性，DNA拷贝数均未超过1.0×104 IU/mL，给予阿昔洛韦治

疗，患者均未发展到人巨细胞病毒病，并最终人巨细胞病

毒持续转阴。本组患者人巨细胞病毒病的发生率为14.6%，

略低于文献报道，可能与早期治疗有关[30-32]。 
更昔洛韦作为DNA聚合酶的抑制剂，在体内能够抑制

病毒DNA的复制，达到抗病毒感染的效果[33-42]。本研究临

床疗效显示，除5号患者第4次复发表现为对更昔洛韦耐药，

人巨细胞病毒-DNA未能转阴，其余患者均在更昔洛韦治疗

一两周后，DNA拷贝数降至5.0×102 IU/mL以下，提示更昔

洛韦治疗有效。本组患者于预处理方案期间，常规应用阿

昔洛韦预防移植后人巨细胞病毒感染，从而降低了人巨细

胞病毒感染的发生率，相同的结果在许多研究中也得到证

实[43-45]。 
综上所述，Real-time PCR方法具有敏感性高，快速、

定量准确，适用于造血干细胞植患者人巨细胞病毒活动性

感染的早期诊断，并可指导临床用药。通过监测患者人巨

细胞病毒-DNA，发现阳性予早期干预性治疗，使人巨细胞

病毒转阴，同时尽量减少易发生人巨细胞病毒病的高危因

素，从而减少人巨细胞病毒感染的发生，尤其随着HLA不
相合移植工作的广泛开展，移植物抗宿主病发生率逐渐增

高，有必要延长移植后人巨细胞病毒的监测和随访时间，

及时给予预防性或抢先治疗来减少人巨细胞病毒病发生的

风险。 
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