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尿液与血液病毒载量在肾移植受者 BK 

病毒性肾病诊断中的应用 

范宇 石炳毅 钱叶勇 解俊杰 王新颖 

【摘要】 目的 对比尿液和血液样本 BK病毒 DNA载量检测在肾移植受者 BK病毒性肾病诊 

断中的应用价值。方法 2011年 2月至 2012年 1月间接受同种异体肾移植的受者 88例 ，应用实时 

荧光定量聚合酶链反应法对其血液和尿液样本定期进行 BK病毒 DNA载量检测；对具备指征的移植 

受者行移植肾组织活检，通过免疫组织化学法明确 BK病毒性 肾病(BKVN)诊断。结果 88例中病 

毒尿症者 35例(39．8 )，病毒血症者 18例(20．5 )，病理学明确诊断为 BKVN者 5例(5．7 )。统 

计学分析显示 ，BKVN患者尿液和血液样本中的BK病毒 DNA载量均显著高于非 BKVN患者(P< 

0．05)。尿液样本预测 BKVN发生的敏感性为 100 ，特异性为57．7~A(P=0．003)；血液样本预测 

BKVN发生的敏感性为 100 ，特异性为82．9 (P=0．0002)。将尿液 BK病毒 DNA≥10 拷贝／ml 

和血液病毒 DNA≥10 拷贝／ml做为预测诊断 BKVN发生的阳性指标时，尿液阳性指标的阳性预测 

值为26．3 ，阴性预测值为95．7 ；血液阳性指标的阳性预测值为83．3 ，阴性预测值为98．8％。结 

论 血液 BK病毒 DNA载量≥10 拷贝／ml，可作为辅助诊断 BKVN发生的阳性指标 ，而尿液 BKV 

DNA载量监测可作为 BKV感染的筛查。 
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[Abstract] Objective To compare the applied value of BK virus DNA load detection in urine 

and plasma for diagnosis BK virus nephropathy (BKVN) in rena1 transDlantation recipients． 

Method In 88 renal transplantation recipients receiving renal allograft from February 201 1 to January 

2012 in our institute．BK virus DNA load in urine and plasma was detected by using real-time PCR。 

and renal biopsy was performed on the recipients with gradual deterioration of the graft function or the 

loads of BKV replication being very high． The diagnosis of BKVN was confirmed by using 

immunohistochemistry．Results Of 88 recipients，there were 35 cases(39．8 )of viruria，18 cases 

(20．5 )of viremia and 5 cases(5．7 )of BKVN．The median BKV DNA load in both urine and 

plasma in BKVN recipients was significantly higher than in non-BKVN recipients(P< 0．05)． The 

viruria sensitivity and specificity for BKVN were 100 and 57．3 (P =0．03)，and the viremia 

sensitivity and specificity for BKVN was 100 and 82．9 (P=0．0002)，respectively．W e regraded 

viralload至10 eopies／mL in plasma or≥10 copies／mL in urine as the best discriminant cut-off value 

to predict the disease and to identify patients at risk of developing BKVAN．The positive cut-off value 

of urine’s positive predictive value(PPV+)was 26．3％ and negative predictive vaule(PPV一)was 

95．7 ，and the positive cut-off value of plasma’s positive predictive value(PPV+)was 83．3 and 

negative predictive vaule(PPV一)was 98．8 ．Conclusion The viralload≥10 copies／mL in plasma 

can be used as the best discriminant cut-off value to predict the disease and to identify patients at risk 

of developing BKVAN．but the cut-off value of urine should be only used for screening BKV infection． 
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肾移植术后 BK病毒性肾病(BKVN)由BK病 

毒(BKV)感染所致，是导致移植肾功能损害甚至功 

能丧失的重要原因之一Ⅲ1l。据文献报道，肾移植术 

后约有 5 ～8 的受者会发生 BKVN，其中超过半 
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数会最终导致移植肾功能丧失。目前对于已发生的 

BKVN尚无有效的治疗方法，监测并控制 BKV在 

体内的复制和激活是防治 BKVN的主要手段。明 

确 BKV感染的方法主要通过聚合酶链反应(PCR) 

技术，对尿液或血液样本中的BKV DNA扩增并进 

行检测。实时荧光定量 PCR可对 BKV DNA载量 

进行定量检测，进而区分 BKV的感染程度并明确 

诊断 BKVN的阳性指标。肾移植术后对 BKV进行 

定期监测能够有效提高 BKVN的诊断率已得到公 

认l2 ]。然而，单独检或者同时监测尿液样本和血液 

样本，以及监测 时间点等问题尚未完全规范统 
一 [4 ]

。 本研究针对以上问题，对在我院接受肾移植 

的受者定期检测尿液和血液样本的 BKV DNA载 

量，对比分析两类样本 BKV检测对防治 BKVN的 

临床价值，现报告如下。 

资料与方法 

一

、研究对象的选择与一般资料 

2011年 2月至 2012年 1月间，根据人组标 

选择在我研究所接受同种异体肾移植的受者作为研 

究对象。入选标准：(1)接受同种异体肾移植的受 

者，年龄为 18～6()岁；(2)愿意接受尸体供肾或有 

HLA错配的亲属供肾；(3)术后常规应用钙调磷酸 

酶抑制剂 +抗代谢类药物 +皮质激素为主的三联免 

疫抑制方案；(4)所有入选对象均在肾移植手术前签 

署知情同意书，并获得伦理委员会批准，自愿并且能 

够参加术后随访研究的全过程。排除标准：(1)未在 

我研究所定期复查或受者死亡与失随访者；(2)移植 

后 6个月内由于其他原因移植肾功能丧失者；(3)已 

参加其他的临床试验研究者。根据研究纳入标准， 

共纳入研究对象 88例，其中男性 58例(65．9 )，女 

性 3()例(34．1 )，患者年龄为(42．6±6．9)岁。患 

者的原发病为慢性肾小球肾炎 68例(77．3 )，多囊 

肾6例(6．8 )，终末期糖尿病肾病 4例(4．5 )，其 

他病因 1(】例(11．4％o)。术前接受血液透析者 75例 

(85．2 0 o)，接受腹膜透析者 9例(10．3 )，未接受透 

析治疗者 4例(4．5 )。术前供、受者 ABO血型均 

相同，所有受者群体反应性抗体<10 。供肾来源 

于尸体 62例(70．5 )，活体供肾 26例 (29．5 )。 

肾移植后受者平均随访 12个月(6~15个月)。 

二、样本的采集时间和处理方法 

分别于移植术后第 1、3、6、9、12个月收集研究 

对象的尿液和外周血样本。若发现阳性结果，将收 

集样本检测间隔时间改为 1个月，直至连续 2次检 

测结果转为阴性。若病理活检发现 BKVN或连续 

BKV DNA检测结果呈显著升高趋势(以数量级> 

10。为标准)，则检测间隔时间改为 1次／周，或根据 

临床需要(药物浓度及血肌酐变化等)随时收集样 

本 。 

尿液样本采集及 BKV DNA的提取步骤：留中 

段晨尿约20 ml，密封送检。将样本送检管振荡 

15 S，彻底混匀，取待测样本1 ml至1．5 ml离心管 

中，15000×g离心 10 min，弃去上清液，加入 BKV 

裂解液50 l，吹洗 5次并振荡15 s将沉淀充分打散， 

100℃条件下温育 10 min，15000×g再次离心 1() 

min，后取上清液，即纯化的DNA溶液。 

血浆样本采集及 BKV DNA的提取步骤：抽取 

研究对象静脉血 3～5 ml，室温下 230×g离心 5 

min，分离出的血清转移到1．5 ml灭菌离心管中备 

用。取待测样本 100 l至1．5 ml离心管 中，加入 

BKV浓缩液5() l，振荡15 s混匀，15000×g离心 10 

min后去上清液，保留沉淀，再次加入 BKV裂解液 

25 l，吹洗 5次并振荡15 s将沉淀充分打散，100℃ 

条件下温育 10 min，15000 X g再次离心 10 min，后 

取上清液，即纯化的 DNA溶液。 

三、尿液和血液样本 BKV DNA载量的检测 

采用实 时 荧光 定 量 PCR 法。引 物 为 5’。 

AGAACTGCTCCTCAATGGATG一3’，5’一AGCT 

GCCCCTGGACACTCT 3’。Taqman荧光探针为 

TGCTCTTGAAGCATATGAAGATGGCCCCA， 

5’端用 6一羧基荧光素标记，3’端标记的淬灭基团是 

黑洞淬灭剂 1。PCR反应体系包括 10 X反应缓冲 

液2．5 1，引物0．5 1和0．25 l，探针0．5 1，脱氧核 

糖核苷酸2．0 l，无菌超纯水19．8 l。扩增条件为 

94℃，4 min；94℃，15 s；60℃，35 S，共 4()个循环。 

结果分析利用 Opticon Monitor3软件分析检测结 

果，以标准品 10 ～10 拷贝／ml绘制标准曲线，标准 

曲线的相关系数R ≥()．99，检测结果≥1() 拷贝／ml 

时为阳性。此反应与 JC病毒、EB病毒、巨细胞病 

毒、丙型肝炎病毒、乙型肝炎病毒等病毒无交叉反 

应。 

四、移植肾穿刺及病理学诊断 

BKVN特异性诊断的金标准仍是肾组织活检， 

主要应用 免疫组 织化学 法 [猿猴 空泡 病毒 4() 

(SV40)或大 T抗原染色]明确移植肾组织中 BKV 

存在。研究对象 BKVN的诊断均通过病理学明确 
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诊断。 

当研究对象出现以下情况时，建议进行移植肾 

穿刺病理学检查明确病因。穿刺标准：(1)移植后受 

者出现持续的不明原因的血清肌酐升高者；(2)发生 

急性排斥 ，经过治疗后血清肌酐未恢复至基线水平 

者；(3)移植肾功能恢复延迟者；(4)移植后 1～2个 

月肾功能未恢复至预期水平者；(5)新出现的蛋白尿 

或不明原因的尿蛋白／尿肌酐≥3．0 g／g或24 h尿蛋 

白≥3．0 g者；(6)新 出现 的尿液或者血液样本中 

BKV DNA载量阳性 (BKV DNA载量>1 X 10 拷 

贝／m1)，且伴血肌酐上升者(较术后最低肌酐值升 

高>1O )。 

所有穿刺活检术均在 B型超声引导下(6号穿 

刺针)进行，活检样本用甲醛固定后送病理学检查。 

普通病理学切片应用 HE、过碘酸雪夫、Masson染 

色，普通光镜下观察移植 肾病理改变，诊断依照 

Banff 2007标准进行分级。采用鼠抗 SV40T抗原 

(德国Merck公司，Cat．No．DP02)试剂盒，对石蜡 

包埋的肾组织进行免疫组织化学染色，如果移植肾 

组织中肾小管上皮细胞核 内着色阳性，即可确诊 

BKVN 。 

五、统计学分析 

数据录入和资料整理应用 Excel软件 (2010 

版)，统计学分析应用 SPSS统计软件(16．0K)，图 

形绘制应用 GraphPad Prism软件(5版)。正态分 

布的计量资料以均数 ±标准差( ±s)表示 ，非正态 

分布的计量资料以中位数表示。计量资料的统计主 

要采用 ／检验及非参数检验；计数资料主要采用秩 

和检验、卡方检验、Logistic回归和相关分析。P< 

0．05为差异有统计学意义。 

结 果 

一

、受者 BKVN的发生情况 

受者尿液 BKV DNA阳性(病毒尿症)者为 35 

例，占39．8 (35／88)；血液 BKV DNA(病毒血症) 

者为 18例，占20．5 (18／88)，此类病毒血症者的尿 

液样本 BKV DNA均为阳性。根据病理学活检标 

准，共对32例受者进行移植肾穿刺活检，最终经病 

理学明确诊断 BKVN者为 5例，占5．7 (5／88)，病 

理学确诊者的尿液和血液样本 BKV DNA均为阳 

性 。 

二、BKV DNA载量预测BKV感染趋势及影响 

BKVN进展的分析 

研究共收集样本 724份，其中尿液样本 396份， 

外周血液样本 328份。 

尿液样本中，阳性样本数为 119份(30．1 )，阴 

性样本数为 277份(69．9 )。其中，病理学确诊为 

BKVN者的阳性样本为 20份(16．8 )，非确诊为 

BKVN者的阳性样本为 99份(83．2 9／6)。将 BKV 

DNA载量行对数转换后得出，BKVN受者尿液 

BKV DNA载量为(7．07±0．38)log 0拷贝／ml，非 

BKVN受者 BKV DNA载量为(5．59±0．16)log㈤ 

拷贝／ml，两者相 比较，差异有统计学 意义 (P= 

0．0002，图 1)。 
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图 1 BKVN与非 BKVN肾移植受者尿液 BKV DNA 

载量的比较 

血液样本中，阳性样本数为 49份(14．9 9／6)，阴 

性样本数为 279份(85．1 )。其中，病理学确诊为 

BKVN者的阳性样本为 18份(36．7 )，非确诊为 

BKVN者的阳性样本为 31份(63．3 )。同样进行 

对数转换后，BKVN受者血液 BKV DNA载量为 

(5．04±0．15)log1o拷贝／ml，非 BKVN受者血液 

BKV DNA载量为(4．08±0．10)log㈤拷贝／ml，二 

者相比较，差异有统计学意义(P<0．0001，图2)。 
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图 2 BKVN与非 BKVN肾移植受者血液 BKV DNA 

载量的比较 

进行 ROC曲线分析，结果应用尿液 BKV DNA 

载量指标预测 BKVN发生的敏感性为 100 ，特异 

性为57．7 (P=0．003，图 3)；应用血液 BKV DNA 

载量指标预测 BKVN发生的敏感性为 100 ，特异 
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性为82．9 (P =0．002，图 4)。 

1．特异性 (％) 

图 3 病毒尿症受者 BKV DNA载量预测 BKVN的 

ROC曲线 

1．特异性 (％) 

图4 病毒血症受者 BKV DNA载量预测 BKVN的 

ROC曲线 

根据上述结果，将尿液 BKV DNA载量预测 

BKVN发生 的阳性指标定为 10 拷贝／ml，血浆 

BKV DNA载量定为 10 拷贝／ml，计算得出尿液阳 

性阈值 的 阳性预测值 为26．3 ，阴性 预测值为 

95．7 ，而血浆阳性阈值的阳性预测值为83．3 ，阴 

性预测值为98．8 。 

讨 论 

BKV隶属于多瘤病毒，是导致肾移植术后移植 

物肾病的重要危险因素之一l6_8_。自上世纪九十年 

代开始，随着肾移植手术的广泛开展，由BKV感染 

导致移植物功能受损，严重者进展为 BKVN而导致 

移植物功能丧失的病例报道显著增多。BKV感染 

进展的研究和 BKVN的防治成为肾移植领域的新 

兴热点话题L9 。 

当前对 BKVN 尚缺乏有效的治疗手段，监测 

BKV的激活和复制是防治 BKVN最重要的临床干 

预措施。而深入了解肾移植术后 BKV感染的流行 

病学规律则成为监控其感染的前期条件。综合国内 

外文献报道，我院设计了开放性前瞻性的临床观察 

研究，对肾移植早期的受者进行规律 BKV感染筛 

查，监测尿液和血液样本的病毒载量，同时对符合标 

准的移植受者行穿刺活检病理学检查，明确 BKVN 

诊断。为期 1年的研究结果显示，我院移植术后早 

期BK病毒尿症、病毒血症和BKVN的发生率分别 

为39．8 、20．5 9／6和5．7 9／6，与 国 内外 报道 相类 

似_1 。病毒血症经常继病毒尿症出现几周后出 

现，而 BKVN则会进一步继病毒血症出现。本研究 

发现，所有 BKVN受者尿液和血液 BKV检测均为 

阳性，而所有病毒血症受者的尿液检测病毒也均为 

阳性，病毒尿症、病毒血症以及 BKVN的发生时间 

及波动趋势可见三者是一个连续且感染程度逐渐加 

重的阶段性过程，由此可以证实早期发现病毒尿症 

或者病毒血症并及时采取干预措施对预防和阻止 

BKVN的发生发展是最有效的方案。 

然而，全球各地的专业学会组织和研究中心在 

监测 BKV时对样本的选取说法不一。2009年美国 

国家移植感染协会在其发布的指南中认为对 BK病 

毒尿症进行监测能够有效提高 BKVN 的诊断 

率l_1̈ 。而同年的“肾脏疾病，改善全球预后”指南 

中则推荐肾移植术后早期患者应该进行 BKV血浆 

PCR检测_4]。直接对病毒血症的监测似乎得到更 

多研究者的支持，即提高对 BKVN的防治仅需筛查 

病毒血症而不是病毒尿症。基于这些文献讨论，本 

研究对移植受者筛查 BKV感染同时检测尿液和血 

液样本，比较两种样本预测和诊断 BKVN的临床价 

值。最终的结果显示，血液样本的敏感性和特异性 

均高于尿液样本，尤其在特异性方面，血液样本显著 

高于尿样本。 

从 BKV载量值角度分析，本研究结果同样也 

可以看到，在 BKVN受者中，无论尿液还是血液中 

BKV的复制都是非常活跃的。统计学分析可得出， 

BKVN受者尿液和血液中 BKV DNA载量平均值 

均显著高于非 BKVN受者。我们将上述两项平均 

值做为病毒尿症和病毒血症 的阳性指标，通过对 

BKVN预测和诊断的统计学分析后可以看出，血液 

阳性指标的确定在预测和诊断 BKVN的价值高于 

尿液阳性指标，尤其是阳性预测值方面，血阳性指标 

显著高于尿阳性指标。结合国外文献报道，目前绝 

大多数指南以及研究机构普遍接受的界定 BKV阳 

性血症的指标是血浆 BKV载量大于 1() 拷贝／ml。 

该指标是 2006年 Hirsch等人发布的，他们的研究 

结果显示血浆 BKV载量大于 10 拷贝／ml与 93 9／6 

的特异性 BKVN相关l_】 。由此可见，本研究界定 

的病毒血症阳性指标与国际指南相一致，提示该指 

RANGO
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标完全适合我国肾移植术后 BK病毒血症的受者， 

即当病毒血症受者达到或超过该阳性指标时，提示 

可能已发生 BKVN，可进一步行穿刺活检病理学诊 

断或者直接进行降低免疫抑制药物等临床干预治 

疗。若同时伴有肾功能异常变化，则根据此阳性指 

标明确 BKVN的诊断价值更大。 

本研究虽然没有将 BKV DNA载量的经济成 

本进行统计分析，但不难看出，对血和尿液样本进行 

同时监测是不符合临床实际的，既增加了实验室工 

作量又增加了受者的复查费用。根据本研究结果， 

可以看出病毒血症的检测对 BKVN的预测和诊断 

更加准确，临床价值较高，因此在血、尿样本检测费 

用相等的情况下，我们建议常规监测病毒血症的发 

生即可有效的诊断并防治 BKVN发生发展，而病毒 

尿症的监测可以在不适合进行连续或者频繁病毒血 

症监测的受者(譬如部分儿童受者)中进行，也可视 

为对 BKV感染筛查和诊断 BKVN的辅助手段。 

因条件所限，本研究移植术后受者 BKV的监 

测间隔除术后第 1个月外，其余监测点为每3个月 

1次，由于时间间隔较长，并不能精确地总结 BKV 

感染和 BKVN的发生发展规律，因此确定 BK病毒 

血症的监测时间点仍需更大规模的样本量以及更密 

切的载量检测方能确认，这也正是我们进一步研究 

的方向。 
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