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文章亮点：为提高肾移植后 BK 病毒相关性肾病的诊断率，对于肾移植患者，可同时进行尿液和外周血标本实时荧

光定量 PCR检测，尿液巴氏染色检测，移植肾病理穿刺病理组织学及免疫组化检测。 

关键词：移植肾肾病；肾移植；BK病毒；巴氏染色；实时荧光定量 PCR；病理学 

缩略语：BK病毒相关性肾病；BK Virus associated nephropathy，BKVAN 

 

摘要 

背景：联合检测对于早期诊断 BK病毒相关性肾病有着重要意义，目前研究较少。 

目的：探讨肾移植后联合检测诊断 BK病毒相关性肾病的方法，并初步分析其临床应用价值。 

方法：留取 84例肾移植患者的尿液和外周血标本，进行 BK病毒感染负荷的实时荧光定量 PCR和尿液巴氏染色检

测，同时进行移植肾病理穿刺病理组织学及免疫组化检测，用于早期诊断 BK病毒相关性肾病。 

结果与结论：2 例患者诊断为 BK 病毒相关性肾病，占移植肾活检病例的 2.5%。2 例患者证实 BK 病毒相关性肾病

后予以免疫抑制剂减量，肾功能明显好转。结果显示以上方法联合检测可提高 BK病毒相关性肾病的诊断率，简便、

可靠、准确，为进一步研究 BK病毒感染与肾移植后移植物丢失的关系奠定了基础。 

 
 
Early diagnosis of BK virus associated nephropathy after renal transplantation 

 

Han Yong, Cai Ming, Qian Ye-yong, Wang Xin-ying, Huang Hai-yan, Xu Xiao-guang, Xiao Li, Zhou Wen-qiang, 
Feng Kai, Shi Bing-yi 

 
Abstract 

BACKGROUND: Combination detection has clinical values in the early diagnosis of BK virus associated nephropathy 
(BKVAN) after renal transplantation. But the studies on it are rare.  

OBJECTIVE: To establish the combination detection method for BKVAN after renal transplantation, and to discuss the 
pathological features and clinical characteristics of BKVAN. 

METHODS: Peripheral blood and urine samples of 84 renal transplantation recipients were selected. A variety of methods 
were used in this study that comprised the quantitative real-time PCR method of detecting BK viral load in both urine and 
serum samples, the Papanicolaou staining for urine bait cells, pathologically biopsy and immunohistochemistry approach 
for renal biopsy tissues. All the methods were used for the early diagnosis of BKVAN.   

RSSULTS AND CONCLUSION: Two patients were diagnosed with BKVAN, accounting for 2.5% of the renal allograft 
participants. The renal function of the two confirmed BKVAN patients improved significantly following the reduction of 
immunosuppressive agents. The combined detection methods can improve the diagnosis of BKVAN with higher accuracy, 
feasibility and paved the way for further research about the relationship between the BKV pathogen infection and the loss 
of renal allografts. 
 
Han Y, Cai M, Qian YY, Wang XY, Huang HY, Xu XG, Xiao L, Zhou WQ, Feng K, Shi BY. Early diagnosis of BK virus 
associated nephropathy after renal transplantation.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(53): 9916-9920.     
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0  引言 

 

近年来，BK病毒再激活在肾移植术后患者

中 引 起 BK 病 毒 相 关 性 肾 病 (BK virus 

associated nephropathy，BKVAN)导致移植肾

功能减退甚至移植物丧失的现象已逐渐被人们

所关注[1-3]，如何早期监测到BK病毒在体内的激

活是防治BKVAN的关键因素之一。国外监测BK

病毒感染和BKVAN 的手段有脱落细胞学检

查、PCR检测、电镜检查、移植肾穿刺活检    

等[4-5]；但目前国内对于BK病毒的监测研究刚刚

起步，有关肾移植患者BK病毒定量检测的报道

少见。本研究建立了针对BK病毒进行联合检测

移植术后患者尿液和外周血BK病毒感染负荷

的实时荧光定量PCR，尿液巴氏染色，移植肾

穿刺活检组织学SV-40大T抗原免疫组化染色，

探讨其临床应用价值。 

 

1  对象和方法 

 

设计：回顾性病例分析。 

时间及地点：2007年12月至2010年9月在

解放军309医院全军器官移植中心完成。 

对象：选择本院接受同种异体肾移植术并于

术后行移植肾穿刺活检患者84例，男57例，女27

例，年龄25-60岁，平均38.8岁。移植肾穿刺活

检指征是受者在移植后出现血肌酐升高、尿量减

少、移植肾质地变硬和彩超检查提示移植肾血管

阻力升高等。穿刺前常规检查出、凝血时间，血

小板计数，肝及肾功能等，同时行移植肾彩超检

查。移植肾穿刺操作过程符合《医疗机构管理条

例》的相关规定。 

诊断标准：①活检组织标本中肾小球数量达

到6只或以上。②病历资料完整。③活检标本均

依据Banff国际移植肾活检诊断和分级体系予

以诊断和评分。 

纳入标准：①肾移植后行移植肾穿刺活检

者。②患者及家属同意后签订穿刺治疗志愿书。 

排除标准：①肾移植后发生肺部感染及病重

者。②患者及家属不同意签订穿刺治疗志愿书 

方法： 

病理组织活检的免疫组织化学检测：抗体购自

福州迈新生物技术开发有限公司。组织切片常规

脱蜡至水洗；体积分数为3%的过氧化氢处理   

10 min后，PBS洗3次，每次5 min；切片入枸橼

酸钠缓冲液，加热至95-100 ℃ 10 min；PBS

洗3次，每次5 min；滴加封闭液(体积分数为10%

山羊血清)15 min；加一抗37 ℃ 1.0-2.0 h(阴性

对照用PBS代替一抗)；PBS洗3次，每次5 min；

生物素标记二抗37 ℃ 15 min；PBS洗3次，每

次5 min；过氧化物酶(HRP)标记链霉卵白素   

15 min；PBS洗3次，每次5 min；DAB显色3 min；

水洗，苏木精复染，封固。 

尿沉渣脱落细胞学巴氏染色检测：取50 mL晨尿

置于离心管中，3 000 r/min的速度离心10 min，

小心倒去上清液，吸取尿沉渣置于载玻片上，均

匀涂片，小心烘干，体积分数为95%乙醇固定   

5 min，流水冲洗片刻，苏木精染液染色5 min，

流水冲洗片刻，1%盐酸乙醇溶液浸1次后立即

用流水冲洗5 min，体积分数为95%乙醇脱水     

2 min，巴氏染液染色10 min，体积分数为95%

乙醇脱水1 min，无水乙醇脱水1 min，中性树胶

封固后在显微镜下观察。 

BK定量PCR：使用美国BIO-RAD 荧光定量

PCR仪，采用煮沸裂解法处理样本与提取核酸。

血液样本：取100 μL血清或血浆样本与50 μL浓

缩液混匀，13 000 r/min离心10 min后去除上清，

加入25 μL裂解液混匀沉淀，100 ℃煮沸10 min，

离心10 min，上清即为纯化的病毒核酸。尿液样

本：取1 000 μL尿液样本，13 000 r/min离心    

10 min后去除上清，加入50 μL裂解液混匀沉淀，

100 ℃煮沸10 min，离心10 min，上清即为纯化

的病毒核酸。引物与探针的设计：针对BK病毒

基因组设计特异性引物BKV-F和BKV-R，与

Taqman荧光探针BKV-P。Taqman荧光探针

BKV-P的5’端标记的荧光基团是6-羧基荧光素

(FAM)，3’端标记的淬灭基团是黑洞淬灭剂1 

(BHQ1)。 

其中，PCR反应液的组成为：10×反应缓冲

液2.5 μL，BKV-F (10 μmol/L) 0.5 μL，BKV-    

R (10 μmol/L) 0.25 μL，BKV-P (10 μmol/L)  

0.5 μL，dNTP 2.0 μL，最后用无菌超纯水将反

应体系补至19.8 μL。PCR反应的反应条件为：

92-95 ℃，3-5 min； 92-95 ℃，10-15 s；92-   

95 ℃，55-65 ℃，10-35 s，40个循环；优选
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为：94 ℃，4 min； 94℃，15 s；94℃，60 ℃，35 s，

40个循环。PCR反应设置阴性质控组和将重组质粒稀释

成4个梯度5×108-5×1011 copies/L，分别作为试剂盒的

BK病毒定量标准品Ⅰ-Ⅳ。BK病毒定量标准品Ⅰ-Ⅳ组，

其中阴性质控组的待测模板为纯水，BK病毒定量标准品

Ⅰ-Ⅳ的待测模板分别为BK病毒定量标准品Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ。荧光定量PCR仪检测反应结果：如果检测通道没有

出现S型扩增曲线，判为BK病毒阴性；如果检测通道出

现S型扩增曲线，利用BK病毒定量标准品检测所生成的

标准曲线计算待测样本的浓度。线性范围为

2×106-2×1011 copies/L。最低检出限为2×106 copies/L。 

 

2  结果 

 

BKVAN的诊断标准包括：病理组织学见肾小管上皮

细胞核内病毒包涵体，包涵体通常是无定形的，嗜碱性

毛玻璃样，见图1；免疫组化SV-40染色，肾小管胞浆棕

黄色颗粒为阳性表达，见图2；尿沉渣涂片巴氏染色法

检测发现诱饵细胞，见图3；半巢式引物对BK病毒肾病

患者血浆内BK病毒DNA进行的定性PCR检测大于

2×106 copies/L，见图4。84例患者中有2例患者诊断为

BKVAN，占移植肾活检病例的2.5%，2例患者证实

BKVAN后予以免疫抑制剂减量，肾功能明显好转。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

患者1，男，46岁，血型O型，因发现血肌酐升高7

年，规律透析1年接受肾移植术，手术顺利，术后患者

恢复良好。免疫抑制方案：术前给予吗替麦考酚酯1 g

口服，术中应用甲泼尼龙琥珀酸钠1 000 mg静脉滴注，

术后500 mg连用3 d，应用他克莫司+霉酚酸酯+泼尼松

方案，术后第3天患者肠道功能恢复。肾移植后3个月，

肌酐升高，移植肾穿刺活检。病理诊断：免疫组织化学

染色：BK(病毒)(+)考虑为移植肾轻度急性药物毒性损

伤，另请结合临床考虑BK病毒性肾损伤;尿沉渣涂片巴

氏染色法检测发现诱饵细胞；BK病毒实时荧光定量

PCR临床检测阳性。治疗：予以他克莫司减量，肌酐恢

复至正常。 

患者2，女，42岁，血型O型，因发现血肌酐升高7

年，规律透析1年行肾移植术，手术顺利，术后患者恢

复良好。免疫抑制方案：术前给予吗替麦考酚酯1 g口

服，术中应用甲泼尼龙琥珀酸钠1 000 mg 静脉滴注，

术后500 mg连用3 d，应用他克莫司+霉酚酸酯+泼尼松

Figure 1  Viral inclusions within the tubular epithelial cells 
(Hematoxylin-eosin staining, ×400) 

    图 1  显示肾小管上皮细胞核内病毒包涵体(苏木精-伊红染
色，×400) 

Figure 2  Immunohistochemical staining of BK virus showed 
the positive expression of renal tubular cytoplasmic 
brown granules  

   图 2  BK病毒免疫组化染色，肾小管胞浆棕黄色颗粒为阳性
表达(免疫组化染色，×400) 

Figure 3  Papanicolaou staining of exfoliated cells in urine 
showed the typical Decory cell morphology and 
significantly enlarged nuclei, the nucleus were 
located in the cytoplasmic side of the cells in the 
appearance of ground glass change (×400) 

    图 3  尿脱落细胞巴氏染色，具有典型的 Decory细胞形态，
细胞核增大明显， 胞核位于胞浆一侧，细胞外观呈毛
玻璃样改变(巴氏染色，×400) 

Figure 4  BK virus positive clinical detection of real-time PCR,
the standard curve was in normal distribution 

    图 4  显示 2例患者BK病毒实时荧光定量PCR临床检测阳
性，标准曲线正态分布 
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方案，术后第3天患者肠道功能恢复。术后4个月入院，

患者一般情况尚可，有轻微憋气不适，活动后明显，无

发热、咳嗽、咳痰等特殊症状不适。查体见患者血压平

稳，体温正常，双肺呼吸音稍粗，未闻及明显干湿性罗

音，心律规整，腹部无异常体征，移植肾区无压痛。行

移植肾穿刺。病理结果：免疫组织化学染色：BK(病毒)(+)

考虑BK病毒性肾损伤，分析请结合临床; 尿沉渣涂片巴

氏染色法检测发现诱饵细胞；BK病毒实时荧光定量

PCR临床检测阳性。治疗：根据病史及胸部CT检查，

患者诊断肺部感染明确，考虑真菌感染并伴随BK病毒性

损伤，给予抗细菌及抗囊虫预防性治疗，停用他克莫司

及霉酚酸酯。患者病情经积极治疗后逐步好转，复查肺

部CT，肺部情况较前逐渐改善好转，现体温未再出现发

热，无咳嗽、咳痰及胸闷、气短等症状发生。 

 

3  讨论 

 

多瘤病毒是在1953年由Gross在研究白血病时所

发现，因为这种病毒能在很多部位造成硬的肿瘤故命名

为多瘤病毒，是已知最小的致癌病毒之一。目前普遍公

认存在3种多瘤病毒：BK病毒、JC病毒和猿空泡形成病

毒40，BK病毒为多瘤病毒家族亚型之一，是一种DNA 

小颗粒病毒[6-8]。健康人群有BK病毒隐性感染史者较为

普遍，一般无明显临床症状。 

在肾移植受者中证实BK多瘤病毒感染已经有30年

历史，发现第1例导致肾移植术后输尿管狭窄的BK病毒

感染是在1971年。但近五六年来BK病毒才被认为是一

种能够引起同种移植肾失功或丢失的诱发因素。多瘤病

毒引起疾病的病理生理机制还没有完全被揭示，但是最

近的研究显示病毒的突变可能增加了致病性。肾移植术

后患者处于免疫抑制状态时，潜伏于体内的BK病毒再度

激活并大量复制，导致部分患者出现BKVAN，引起移植

肾功能严重损害，甚至移植肾丢失[9]。早期诊断、处理

BK病毒感染可以使移植物丢失的发生率明显降低[10-12]。 

BK病毒肾病的发病率近年有所增加，这是因为新的

免疫抑制方案比以前的方案更加强有力，而且进一步地

损害了T细胞介导的免疫功能。一些研究者认为以他克

莫司或者吗替麦考酚酯为基础的免疫抑制方案会引起

BK病毒感染的增加。HLA错配率高的肾移植后BK病毒

感染率升高。10%-60%的肾移植受者会出现BK病毒感

染，这通常会出现在肾移植后3个月以内，持续时间一

般很短暂，也可能持续数周甚至数月。通常会引起进行

性的移植物功能减退而不伴随显著的全身症状。45%的

患者会出现移植物失功。接受一个BK病毒血清学阳性的

供者的肾脏可能会增加受者出现感染的机会，血清学阴

性的受者接受血清学阳性供者的器官时风险很大[13-15]。  

BK病毒尿症会在肾移植受者中引起输尿管溃疡或

狭窄，发生率大约是5%[16]。那个最初感染该病毒的名

字首字母是B.K.的患者就曾出现输尿管狭窄。BK病毒感

染引起输尿管狭窄的病理生理机制还不是很明了[17]。在

BK病毒肾病的特征性组织病理变化变得明显之前，在肾

活检标本中会有持续数周到数月的难以解释的炎症性

病变。与这些非特异性病变相一致，在血中可以检测出

BK病毒DNA。 

BK病毒移植肾肾病的组织学特征包括肾小管上皮

细胞核内病毒包涵体，肾小管细胞的灶性坏死以及大量

的炎性细胞浸润，常常含有大量的浆细胞。包涵体通常

是无定形的，嗜碱性毛玻璃样。BK病毒肾病的诊断方法

包括：①肾活检标本的特征性病理变化。②免疫组化和

利用特异的BK病毒DNA探针进行原位杂交在肾活检标

本中检出BK病毒。③尿样经组织化学染色后的显微镜下

观察。④利用半巢式引物对BK病毒肾病患者血浆内BK

病毒DNA进行的定性PCR检测。这几种检测方法的联合

使用会显著增强检测敏感率，特异性，对疾病预测准确

率达到100%[18]。  

在肾功能恶化之前检测到BK病毒的患者有一半最

终会出现BK病毒肾病。BK病毒肾病的处理是肾移植临

床的一个棘手问题。BK病毒感染常常会伴随着排斥，而

且BK病毒肾病所造成的间质性肾炎很难与急性排斥鉴

别，这两种病变常相互重叠。抗排斥治疗常常会促进病

毒的复制，病毒引起的免疫激活或者降低免疫抑制治疗

则会促进排斥反应。对免疫抑制方案进行调整的时机非

常关键[19-21]。这种情况类似于在有效的抗病毒药物出现

之前肾移植患者面临巨细胞病毒感染时的困境。目前还

没有多瘤病毒感染的特效处理方法。有报告认为胞嘧啶

核苷类似物西多福韦(cidofovir)在由于BK病毒感染而并

发出血性膀胱炎的骨髓移植受者中治疗有效，其中的一

个患者同时还伴发巨细胞病毒感染[22]。这个药物的肾脏

毒性可能会限制其在肾移植受者中的应用。在肾移植受

者中发现多瘤病毒感染已经至少有30年的历史。但是只

是在过去的五六年中BK病毒才被证明会引起肾病并导

致移植肾功能减退和丢失[23-24]。 

目前已经开发出很多基础的检测方法。BKVAN预后较

差。联合检测可提高BKVAN的诊断率，简便、可靠、准确，

为进一步研究BK病毒感染与肾移植术后移植物丢失的关

系奠定了基础，对患者的治疗具有重要的指导意义。 
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