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摘要:目的 探讨肾移植受者 BK 病毒感染的诊断方法、监测指标。方法 采集 234 例肾移植受者的血、尿样本,行 BKV 尿

沉渣细胞学计数与实时荧光定量 PCR 检测方法。结果 234 例受者的尿 Decoy细胞、BK 病毒尿症与病毒血症的阳性率

分别为 33.3 %、33.3%和 16.2%。尿 Decoy细胞阳性者 Decoy细胞中位数水平为 6 个 /10HPF, BKV DNA 阳性者尿液和

外周血 BKV中位数水平分别为 7.62×103 copy/ml和 7.61×103 copy/ml。尿液 BKV阳性率较外周血明显升高( P=0.000)。尿

液 Decoy细胞计数与尿液 BKV 含量相关(γ=0.59, P=0.000),但尿液和外周血中 BKV 含量无明显相关性(P=0.14)。结论

肾移植受者易发生 BKV 再活化 , 定量尿沉渣细胞学检测简单、易行、敏感 , 可以做为 BKV 活化的指标 , 间接反映肾脏

病理情况 ,也可检测血、尿 BKV DNA 了解病毒活化情况、筛查 BKV 相关的移植肾肾病。
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Abstract: Objective To explore the clinical diagnosis of BK virus (BKV) infection in renal transplant recipients. Methods

Urine and peripheral blood samples were taken from 234 renal transplant recipients for BKV detection with cytological test

and real-time PCR. Results The occurrence rate of urine decoy cells, BKV viruria and viremia in these patients was 33.3 %,

33.3% and 16.2%, respectively, and the median level of urine decoy cells was 6/10 HPF, with the median level of urine and

peripheral blood BKV of 7.62×103 copy/ml and 7.61×103 copy/ml, respectively. The positivity rate of BKV in the urine

samples were significantly higher than that in peripheral blood samples (P=0.000). The amount of decoy cells was related to

BKV load in the urine samples (γ=0.59, P=0.000), but the BKV load in the urine samples was not related to that in peripheral

blood samples (P=0.14). Conclusions Renal transplantation is associated with increased BKV shedding, indicating the

necessity of BKV monitoring in renal transplant recipients with urine cytology, which is convenient and sensitive and indicates

renal histological changes indirectly. Urine and peripheral blood BKV DNA detection is of value in identifying BKV

activation to prevent irreversible graft damage of BKV-associated nephropathy.
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BK 病毒 ( BKV)是目前已知的能引起人类感染

的 3 种多瘤病毒 (Polyomaviruses) 的一种。原发性

BKV 感染发生在 4~5 岁时 , BKV 血清阳性率在 5~9

岁时达 91%,感染后将永久存在于肾脏、泌尿道和淋

巴组织中、免疫正常人群无症状 , 当免疫力受到抑制

时病毒可激活致病 [1, 2]。肾移植术后持续性 BKV感染

是引起同种移植肾失功或丢失的重要诱发因素。

BKV 相关性肾病( BKVAN)在肾移植受者人群中发

病率约 5%,有的中心甚至报道达 8%,在这些发病人

群中约有 50%~70%发生移植物功能丢失 [3, 4]。人们已

认识到 BKVAN 已成为影响肾移植患者远期疗效和

移植肾远期功能的重要因素。

1 对象与方法

1.1临床资料

选取 1998年 11月至 2007年 4月在本院移植中

心进行肾移植的受者 234 例 , 其中男性 161 例

(68.8% ) ,女性 73 例 (31.2% ), 年龄 3~71 岁 , 平均

(40.4±11.9)岁。检测距离手术间隔平均为 16个月。活

体供肾 22例。

1.2检测指标

1.2.1尿沉渣细胞形态学检测 ①方法:取受者新鲜中

段晨尿 10 ml ,置于无菌管中, 1500 r/min离心 5 min。

取沉淀细胞涂片, 相差显微镜分别于 100 倍、400 倍

下观察 , 同时 Papanicolaou 染色后制片 , 分别于 100

倍、400倍光镜下观察。②诊断标准: Decoy细胞阳性
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定义为:脱落的肾小管上皮细胞胞核明显增大 , 不规

则的细胞外形与肿瘤细胞相似,肿大的细胞核由嗜碱

性的包涵体组成。③根据 Nickeleit等 [5]将核内的包涵

体形态分为 4型:Ⅰ型为无定形嗜碱性毛玻璃样物或

凝胶样;Ⅱ型为嗜伊红颗粒 , 外周有一不完整的晕似

枭眼;Ⅲ型为无光晕的光滑颗粒 ;Ⅳ型为囊状物伴有

细胞核显著增大、染色质浓集不规则。④Decoy细胞

计数采用的定量标准 [6] :计数 10 个高倍视野的阳性

细胞个数 , 并分为 : 阴性 ; 少量 ( 1~5/10 个高倍视野

[HPF] ;中量(5~10/10HPF) ;大量(>10/10HPF)。

1.2.2血、尿样本的病毒学检测 ①标本收集与处理:

采血 2 ml存于 EDTA抗凝管, 同时无菌管取新鲜中

段尿 20 ml, 提取 30μl BKV DNA (上海生工病毒抽

提试剂盒),置- 20 ℃保存待测。②引物 :实时荧光定

量 PCR 引物( P1、P2) 为 BKV VP1 基因区( GenBank

V01108)特异引物,拟扩增该区片段长 95 bp , P1(for-

ward): 5'-AGTGGATGGGCAGCCTATGTA-3' (2511-

2531 nt); P2 (reverse): 5'- TCATATCTGGGTCCCCT

GGA-3'(2605-2586 nt)。③TaqMan探针: 5'-AGGTAG

AAGAGGTTAGGGTGTTTGATGGCACAG-3' (2546-

2578 nt), 5' 端使用 FAM 标记 , 3' 端使用 TAMRA 标

记。以上引物和探针用 Primer Express 软件设计 , 并

参考了 Leung 等 [7]的研究 , 经 BLAST 校对后证实为

BKV特异性序列并为 BKV各型所共有,由大连宝生

物公司合成。④外参照标准品的克隆:以 P1、P2为引

物, 应用高保真 PCR 扩增系统从可疑感染标本获得

扩增片段并基因测序验证(大连宝生物公司) ,应用割

胶回收试剂盒回收、纯化扩增的 PCR 产物 , 与 19-T

Simple Vector(大连宝生物公司 )连接 , 转化 GM109

菌株 , 在含 X-gal、IPTG、氨苄青霉素的 LB 平板上筛

选白色转化子菌落, 培养细菌后提取质粒 pMD-BK

(QIAGEN Plasmid Mini Kit, Qiagen), 经 DNA 测序

(大连宝生物公司) 证实含有 95bp 目的 DNA 片段 ,

配成不同浓度作为标准品使用。⑤实时荧光定量

PCR 反应体系: 使用 Premix Ex TaqTM PCR 试剂盒

(大连宝生物公司),在反应管中加入 PCR反应液 20μl,

其中 P1、P2 各 200 nmol/l, TaqMan 探针 50 nmol/l, 4

μl待测样品提取液或系列浓度质粒标准品 pMD-BK,

低速离心后,置于 DNA Engine OpticonTM连续荧光检

测 PCR 仪扩增(MJ research TM公司)。扩增条件为:

50℃2 min, 95℃ 10 s ; 95 ℃ 10 s, 60 ℃ 31 s, 40 个循

环。连续测定荧光强度,利用 Opticon MonitorTM软件

分析检测结果。Ct 值规定为 PCR 扩增仪默认设置 ,

即 1~15 个循环计算出的荧光信号的标准偏差的 10

倍值对应的循环数。每次检测均以 103~108 copy/ml

系列梯度浓度的标准品 pMD-BK 构建标准曲线 , 可

见 Ct值和浓度对数之间具有很好的相关性, 所有测

定标准曲线的相关系数 R2≥0.99 。动态范围测定显

示在 103~1010 copy/ml 之间标准曲线具有良好的相关

性。

1.3统计学方法

采用 SPSS 13.0软件进行统计分析。符合正态分

布的计量资料以均数±标准差表示 , 不符合正态分布

的计量资料以中位数和四分位数间距表示。计数资料

主要采用 Pearson 卡方检验或 Fisher's 精确检验 , 相

关性分析采用 Spearman相关分析。P<0. 05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1尿沉渣细胞计数及形态学检测结果

Papanicolaou 染色后制片观察 , 78 例(33.3%) 受

者的尿沉渣细胞可检测到阳性 Decoy细胞。Decoy细

胞阳性者 , 细胞计数在 1~65/10 HPF, 中位数水平为

6/10HPF。若按照等级分类,少量者 38例(占 48.7%) ,

中量者 30 例 (占 38.5%) , 大量者 10 例 (占 12.8%)。

发现受者尿 Decoy细胞阳性的中位时间为 7.5月。其

中 I 型者占大多数 71 例 (占 91.0%) , II 型 2 例 (占

2.6%) ,Ⅲ型 2例(占 2.6%) ,Ⅳ型 3例(占 3.8%)。

相差显微镜也可很容易的观察到 Decoy细胞(图

1)。与 Papanicolaou 染色所观察的相似:肿大的细胞

核由嗜碱性的包涵体组成,周围围绕着毛玻璃或凝胶

样的染色质 ,有时核内包涵体呈小囊样改变 , 或者仅

围绕一圈光晕和染色质成簇状 [8]。

如果尿中存在多量病毒感染细胞,则经常同时存

在移行上皮、肾小管上皮或管型及大量炎细胞。

2.2尿、血中 BKVDNA定量检测结果

78例(33.3%)受者尿 BKVDNA阳性(病毒尿症) ,

载量在 1.15×103~6.00×1011 copy/ml 之间 , 尿液 BKV

DNA阳性者病毒中位数水平为 7.62×103 copy /ml。38

例(16.2%) 受者在血液中检测到 BKV DNA(病毒血

症), 载量在 1.30×103~6.06×105 copy/ml 之间 , 血液

BKV DNA 阳性者病毒中位数水平为 7.61×103

copy/ml。发生病毒尿症的中位时间为 6.1月,发生病

毒血症的中位时间为 4.9月。

2.3 尿 Decoy细胞计数、尿 BKVDNA 含量及血 BKV

DNA含量之间关系

尿液 Decoy 细胞阳性率与尿液 BKV 阳性率的

差异无统计学意义( P>0.05) ,两种诊断方法的吻合度

有统计学意义(κ=0.67, P=0.000)。 尿液 BKV阳性率

较外周血明显升高( P= 0.000)。尿液 Decoy细胞计数

与尿液 BKV 含量相关( r=0.59, P=0.000)。但尿液和

外周血中 BKV含量无明显相关性(P=0.14)。
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本组最终确诊 1 例 BKVAN,该患者免疫抑制方

案为 FK506+MMF+强的松, 肾移植后 4 个月出现肾

功能减退血肌酐由正常升高至 170 μmol/L, 检测尿

沉渣 Decoy 细胞 65/10 HPF, 尿液 BKV 含量 6.00×

1011 copy/ml,血浆 BKV含量 5.29×104 copy/ml。移植

肾穿刺病理示 4/16 个肾小球硬化, 未见明显的细胞

浸润 , 局灶性肾小管上皮细胞核 BK-T 抗原染色阳

性,肾小管炎,局灶性肾小管细胞萎缩,肾间质炎症细

胞浸润 , 小动脉未见血管炎及玻璃样变性。根据

Hirsch等 [9]病理分期,该患者属 BKVAN B期。

3 讨论

有资料显示 , 肾移植受者尿 Decoy细胞阳性率

为 29.4%~40.0%, 病毒尿症发生率为 13.0%~34.7%,

而病毒血症为 5.0%~ 21.0%[10]。本组与上述研究结果

基本相符。

Decoy细胞是诊断 BKVAN很重要的线索。研究

发现 , 尿 Decoy细胞阳性对诊断 BKVAN 的敏感性

为 100%,特异性为 71% [11]。Decoy细胞的出现标志

着病毒的激活与复制 , 代表着疾病的初始阶段 , 但据

此还不能直接诊断 BKVAN,如予干预尚可逆转疾病

的发展。定量计数每 10 个高倍视野下 decoy细胞的

数量,可以增加诊断的特异性 [12]。Nickeleit等发现,在

疾病发生的初期 Decoy 细胞会周期性的少量排出 ,

已经确诊 BKVAN 的病人中会有大量典型的 Decoy

细胞排出 , 而且 Decoy细胞的大量排出往往发生在

组织学可以确诊之前 , 为早期诊断提供线索。

Drachenberg 等研究发现 [6] , 在发病的病人中尿沉渣

中受感染的细胞数量同病理标本中受感染的细胞数

量成正比( P=0.0001)。对于病理分期为 B的患者其尿

中存在大量感染细胞及多量炎性细胞 [13]。随着疾病的

发展肾间质纤维化( C期) ,尿中受感染的细胞数量逐

渐减少。尿中 Decoy细胞的阳性预测价值是 90%,阴

性预测价值是 99%。我们采用定量计数尿中 Decoy

细胞的方法 , 发现其与尿液 BKV 含量成正相关 , 两

种诊断方法的吻合度有统计学意义。我们确诊的这位

患者,其尿液中存在大量受感染细胞,及炎性细胞,病

理分期属 BKVAN B 期 , 尿液标本的阳性发现与

BKVAN 表现一致。因此我们认为 , 通过观察 Decoy

细胞形态可间接了解肾小管上皮细胞的形态学特点,

通过计数并结合尿液中 BK 病毒负荷量可以了解疾

病进展过程。二者结合有重要的临床意义。

监测血浆中 BK病毒负荷量,可作为调整免疫抑

制剂维持用量,维持治疗时间是否合适的一项指标[14]。

图 1 各种形态的 Decoy细胞

Fig.1 Examples of different type of decoy cells showing chromatin migration toward

the nuclear membrane (Papanicolaou staining, original magnification:×400)

A: Type I decoy cells with enlarged nuclei occupied by irregular basophilic inclusion bodies surrounded

by chromatin that confer a ground-glass or gelatinous appearance; B: A type II cell with a nuclear

inclusion body surrounded by a clear halo ("bird's eye" appearance ); C: Type III cells in which the nuclear

inclusion bodies are some smooth granules without halo; D: A type IV cell, in which the nuclear inclusion

bodies are vesicular; E: Necro-inflammatory background in a urine sample containing many BKV-infected

cells (original magnification. ×100); F: Two typical tubular cells (decoy cells) containing polyomavirus

inclusion bosies with enlarged nuclei and gelatinous appearance under phase-contrast microscope (original

magnification:×400)
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本研究中尿液 BKV 检出率高于外周血检出率 , 可以

考虑将尿液 BKV DNA指标作为早期预警标志。但尿

液病毒负荷量和外周血病毒负荷量之间统计学上无

明显相关性 , 而且还有 10 例患者外周血中检出了

BKV而尿液中却未检出。国外亦有类似的报告,有研

究者认为这是 BKV 在不同器官部位激活的结果 , 或

是因其他种属的多瘤病毒如 JC 病毒或 SV40 病毒引

起 [15]。作者认为, 除了上述原因外, 还可能是由于

BKV在尿液中呈间歇性排出, 加上尿液量生理性变

动较大所致。因此,对于尿液中病毒含量偏低而外周

血浓度相对较高者 , 应在短期内反复测定其尿液中

BKV含量,以求获得尿液中病毒较为“准确”的含量。

总体上 , 肾移植受者易发生 BKV 再活化 , BKV

感染一旦发展为间质性肾病常常是不可逆的,因此早

期诊断和治疗避免远期移植失败具有临床意义。尿沉

渣细胞学检测简单、易行、敏感 ,可以做为 BKV 活化

的指标 , 间接反映肾脏病理情况。也可检测血、尿

BKV DNA了解病毒活化情况。应用相差显微镜常规

检测尿沉渣中的 decoy细胞 ,结合检测血浆中 BK 病

毒的 DNA 负荷 ,是临床上简便经济的监测高危患者

的无创方法, 并且可以为活体组织检测提供依据,对

预防间质性肾病和评价治疗效果等方面具有重要意

义。
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