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基于ddPCR技术分析EB病毒载量特征及与qPCR技术的比较研究

王心仪,周 娟,刘 颖,应斌武△

(四川大学华西医院实验医学科,四川成都
 

610041)

  摘 要:目的 解决临床工作中应用实时荧光定量PCR(qPCR)方法检测EB病毒(EBV)载量与临床诊断

不符的问题,探讨微滴式数字PCR(ddPCR)和qPCR方法检测EBV载量的能力并为临床提供可能的解决方

案。方法 收集510例疑似EBV感染相关疾病患者血浆标本,采用ddPCR和qPCR两种方法测定同一血浆标

本的EBV-DNA载量。结果 EBV感染人群中,EBV-DNA载量较其他地区低,载量中位数仅360
 

copies/mL,
其中初诊未治鼻咽癌患者中位病毒载量为4

 

590
 

copies/mL,治疗后鼻咽癌患者中位病毒载量下降为430
 

copies/mL,免疫力低下者中位病毒载量为130
 

copies/mL,而淋巴瘤患者中位病毒载量为840
 

copies/mL;

qPCR检测EBV感染以400
 

copies/mL为界值,高于400
 

copies/mL时,ddPCR与qPCR的EBV-DNA测定水

平值呈中度相关(r=0.533,P<0.05),低于400
 

copies/mL时,ddPCR与qPCR的EBV-DNA测定水平值呈弱

相关(r=0.299
 

5,P<0.05);以ddPCR为标准,qPCR检测EBV-DNA的灵敏度仅为0.317,以ddPCR检测结

果为标准,构建qPCR的受试者工作特征曲线下面积为0.871,此时临界值(qPCR)为10
 

copies/mL,灵敏度为

0.824,特异度为0.780。结论 采用ddPCR方法或优化qPCR的临界值去检测EBV-DNA载量更能为临床诊

断EBV感染提供有利支持。
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Abstract:Objective To

 

solve
 

the
 

problem
 

that
 

the
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR(qPCR)is
 

not
 

suitable
 

for
 

the
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

EBV
 

in
 

clinical
 

work,and
 

to
 

explore
 

the
 

ability
 

of
 

droplet
 

digital
 

PCR
(ddPCR)and

 

qPCR
 

to
 

detect
 

EBV
 

load
 

and
 

provide
 

a
 

possible
 

solution
 

for
 

the
 

clinical
 

work.Methods The
 

plasma
 

samples
 

of
 

510
 

patients
 

suspected
 

of
 

Epstein-Barr
 

virus
 

(EBV)
 

infection
 

were
 

collected
 

and
 

the
 

EBV-
DNA

 

load
 

of
 

the
 

same
 

plasma
 

sample
 

was
 

measured
 

by
 

ddPCR
 

and
 

qPCR.Results Among
 

EBV-infected
 

pop-
ulations,the

 

EBV-DNA
 

load
 

was
 

lower
 

than
 

in
 

other
 

regions,and
 

the
 

median
 

load
 

was
 

only
 

360
 

copies/mL.
The

 

median
 

viral
 

load
 

of
 

patients
 

with
 

newly
 

diagnosed
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

was
 

4
 

590
 

copies/mL.After
 

treatment,the
 

median
 

viral
 

load
 

in
 

patients
 

with
 

pharyngeal
 

cancer
 

was
 

430
 

copies/mL.The
 

median
 

viral
 

load
 

in
 

patients
 

with
 

low
 

immunity
 

was
 

130
 

copies/mL,and
 

the
 

median
 

viral
 

load
 

in
 

patients
 

with
 

lymphoma
 

was
 

840
 

copies/mL.The
 

limit
 

value
 

of
 

EBV
 

infection
 

detected
 

by
 

qPCR
 

was
 

400
 

copies/mL.Above
 

400
 

copies/mL,ddPCR
 

and
 

qPCR
 

EBV-DNA
 

levels
 

were
 

moderately
 

correlated(r=0.533,P<0.05),which
 

was
 

lower
 

than
 

400
 

copies/mL,the
 

correlation
 

between
 

ddPCR
 

and
 

qPCR
 

EBV-DNA
 

levels
 

were
 

weakly
 

correlated
(r=0.299

 

5,P<0.05);
 

The
 

results
 

were
 

based
 

on
 

ddPCR,and
 

the
 

sensitivity
 

of
 

qPCR
 

to
 

detect
 

EBV-DNA
 

was
 

only
 

0.317.Based
 

on
 

the
 

results
 

of
 

ddPCR,the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

for
 

qPCR
 

was
 

con-
structed

 

and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

was
 

0.871,the
 

cut-off
 

value(qPCR)was
 

10
 

copies/mL,the
 

sensitivity
 

was
 

0.824,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.780.Conclusion Detecting
 

EBV-DNA
 

load
 

using
 

ddPCR
 

method
 

or
 

opti-
mizing

 

the
 

cut-off
 

value
 

of
 

qPCR
 

can
 

provide
 

favorable
 

support
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

EBV
 

infection.
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digital
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  EB病毒(EBV)是一种线性双链DNA病毒,成人

感染率高达90%,存在于人类B淋巴细胞内,通过血

液循环造成全身性感染[1],大量病毒通过诱导细胞增

殖、抑制细胞分化及凋亡,导致各种增生性疾病[2]。
病毒感染可累及多个器官,疾病症状的多样化易造成

漏诊、误诊,给临床诊断带来一定困难。传统的血清

学方法可判断人体是否近期或曾经感染过EBV,但检

测结果不能反映EBV的活动状况。目前核酸载量测

定是诊断EBV感染相关疾病最常用的实验室诊断方

法[3],通常使用实时荧光定量PCR(qPCR)方法检测

EBV-DNA用于确认EBV的感染。而基于EBV感

染后疾病分布特点,根据各疾病发病率的不同,其
EBV-DNA载量也不同[4],但在西南地区常出现实验

室结果和临床诊断不符的情况,导致qPCR检测结果

对临床诊断支持能力不足,推测西南地区EBV-DNA
载量有其自身特征。目前微滴式数字PCR(ddPCR)
方法的灵敏度高和绝对定量的能力在分子诊断方面

具有巨大的潜力,作为一种绝对定量的方法[5],可作

为检测EBV-DNA载量的金标准。
故本研究旨在解决临床工作中用qPCR方法检

测EBV载量与临床诊断不符的问题,一方面可以准

确反映西南地区的 EBV 载量特点,另一方面比较

ddPCR 和 qPCR 方 法 检 测 EBV 载 量 的 能 力,以
ddPCR为标准,评价qPCR的性能,并为临床提供可

能的解决方案。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2017年9-12月四川大学华

西医院510例疑似EBV感染的患者血浆标本。510
例患者中,免疫功能不全者201例;淋巴瘤128例;未
治疗的鼻咽癌38例;治疗后的鼻咽癌143例。本研

究经医院伦理委员会批准。

1.2 仪器与试剂 qPCR采用EBV载量定量试剂

盒,购自中国湖南圣湘生物科技有限公司;ddPCR使

用全 自 动 PCR 仪,购 自 美 国 Bio-Rad公 司,型 号

QX200。

1.3 方法

1.3.1 标本收集 纳入高度怀疑EBV感染的510
例1

 

mL标本血浆,在4
  

℃低温条件下,12
 

000
 

r/min
离心10

 

min后弃沉淀吸取上清液,分装标记保存至

-80
 

℃冰箱中备用。

1.3.2 ddPCR检测EBV核酸载量 按照DNA提

取试剂盒具体说明书进行DNA的提取,在罗氏Q480
仪器 上 进 行 PCR 扩 增,循 环 条 件 包 括 在 95

  

℃
 

10
 

min;
 

94
  

℃
 

30
 

s
 

40个循环;56
  

℃
 

60
 

s;98
  

℃
 

10
 

min。扩增后,将PCR板转移至Bio-Rad
 

QX200
进行检测,并通过Quanta-Soft软件获得数据。

1.3.3 qPCR检测EBV核酸载量 qPCR检测扩增

BamHI-W片段,用已知EBV-DNA
 

水平的标准阳性

对照品制备标准曲线;提取血浆EBV-DNA具体按照

说明书进行,将待测标本严格按照说明书进行PCR
扩增。按照试剂盒说明:EBV-DNA定量以400

 

cop-
ies/mL为界值判断结果。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行统计分

析,计量资料正态分布以x±s表示,非正态分布以中

位数(M)表示,计数资料以率(%)表示。采用χ2 检验

和Person相关检验进行比较,设置检验水准α=0.05,
采用χ2 检验进行两组间阳性率的比较,P<0.05表示

差异有统计学意义。计算受试者工作特征曲线(ROC
曲线)下的面积(AUC)来评价qPCR的诊断效能。
2 结  果

2.1 疑似EB感染患者的EBV载量特征分析 510
例疑似EBV感染病例中,男性302例,女性208例。
基于ddPCR检测结果,男性阳性率为68.5%,女性阳

性率为61.5%,差异无统计学意义(χ2=2.681,P>
0.05)。患者平均年龄(45±16)岁,随着年龄上升,阳
性率升高,差异有统计学意义(P<0.05)。初诊未治

鼻咽癌患者中,阳性率最高为(81.6%),其次依序为

治疗后鼻咽癌(73.4%),免疫功能不全者(72.6%),
淋巴瘤患者(68.0%),各病例组之间感染率比较,差
异有统计学意义(χ2=11.235,P<0.05)。对EBV
病毒载量进行分析,发现EBV总的感染者病毒载量

中位数为360
 

copies/mL,其中初诊未治鼻咽癌患者

中位病毒载量最高,为4
 

590
 

copies/mL,治疗后鼻咽

癌患者中位病毒载量下降为430
 

copies/mL,免疫力

低下者中位病毒载量为130
 

copies/mL,而淋巴瘤患

者中位病毒载量840
 

copies/mL。见表1。
表1  510例疑似感染者EBV分布情况

项目 n
M

(copies/mL)
阳性率

[n(%)]
χ2 P

性别 2.681 >0.05

 男 302 288 207(68.5)

 女 208 192 128(61.5)

年龄 3.291 <
 

0.05

 年龄≤46岁 249 206 171(68.7)

 年龄>46岁 261 244 198(75.9)

疾病组 11.236 <0.05

 免疫功能不全 201 130 146(72.6)

 淋巴瘤 128 840 87(68.0)

 初诊未治鼻咽癌 38 4
 

590 31(81.6)

 治疗后鼻咽癌 143 430 105(73.4)

2.2 两种检测方法定性结果比较 qPCR和ddPCR
分别 检 测 同 一 血 浆 标 本,以400

 

copies/mL
 

作 为

qPCR的临界值时,与ddPCR结果做比较,结果显示

用qPCR检测的大多数EBV阳性患者(252/369)被
漏检。通过回顾qPCR反应曲线,发现252个漏检标
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本中,有231个有典型的S型扩增曲线。见表2。
表2  两种检测方法定性结果比较(n)

项目
ddPCR

阴性 阳性
合计

qPCR

 阴性 137 252 389

 阳性 4 117 121

总计 141 369 510

2.3 qPCR和ddPCR阳性检测结果相关性分析 按

照试剂盒qPCR 的临界值,分析qPCR 结果≥400
 

copies/mL时,与ddPCR结果相关性呈中度相关(r=
0.533,P<0.05)。qPCR结果<400

 

copies/mL时,
与ddPCR结果相关性呈弱相关(r=0.299

 

5,P<
0.05)。见图1。

  注:A表示qPCR结果≥400
 

copies/mL时,与ddPCR的相关性;B
表示qPCR结果<400

 

copies/mL,与ddPCR的相关性。

图1  qPCR和ddPCR阳性检测结果相关性分析

2.4 基于ddPCR结果尝试优化qPCR的临界值 
以ddPCR检测结果为基准,根据ROC曲线每一点对

应的灵敏度和特异度,选择适合的灵敏度和特异度,
绘制ROC曲线,AUC=0.871。此时,得到在qPCR
方法中EBV-DNA对应的临界值(qPCR)=10

 

cop-
ies/mL,灵敏度为0.824,特异度为0.780。利用优化

后的临界值,重新判定EB阴性、阳性,在510例标本

中,qPCR方法的灵敏度由0.317提高至0.943,且假

阴性得到大幅度降低,从0.683降为0.057。见图2、
表3。

图2  qPCR的ROC曲线

表3  两种检测方法定性结果比较(n)

项目
ddPCR

阴性 阳性
合计

qPCR

 阴性 88 21 109

 阳性 53 348 401

总计 141 369 510

3 讨  论

EBV感染对人体免疫功能影响甚大,与机体许多

疾病发生机制相关,且EBV是第1个被证实与癌症

发生相关的病毒,由EBV感染导致的胃癌、鼻咽癌等

癌症患者死亡逐年增加[6-7]。而EBV-DNA载量检测

不仅是EBV感染存在的直接证据,也可评估服用免

疫抑制剂治疗自身免疫性疾病或监测移植后患者的

治疗效果,或辅助诊断淋巴瘤和鼻咽癌及判断预后,
因此早期发现EBV感染对阻止恶性疾病进程有至关

重要的意义。但实际工作中,成人EBV感染的病理

表现复杂,早期诊断较为困难。且临床实践中EBV-
DNA载量大多非常低,qPCR方法灵敏度难以满足临

床需求,作为EBV筛检指标漏检率高,可能为临床诊

断带来困扰。故本研究采用了ddPCR和qPCR两种

方法同时检测510例血浆标本病毒DNA载量,探讨

不同地区各疾病组之间病毒载量间差异性,最终为西

南地区EB感染临床诊断与实验室结果不符的问题提

供解决思路。
本研究基于EBV的上述特点用ddPCR方法检

测了EBV感染相关疾病免疫功能不全者、淋巴瘤患

者、初诊未治鼻咽癌患者及治疗后鼻咽癌患者血浆中

EBV-DNA水平。510例疑似EBV感染者的EBV中

位数载量为360
 

copies/mL,与其他低发区相比,宁夏

地区EBV感染者EBV-DNA载量为5.01×103
 

cop-
ies/mL[8],山西地区EBV感染的病毒中位数载量为

3
 

356
 

copies/mL[9],西 南 地 区 EBV 感 染 者 EBV-
DNA载量远远低于其他低发区,结果显示EBV-DNA
载量高低与低发区无关。其中初诊未治鼻咽癌患者

中位病毒载量为4
 

590
 

copies/mL,治疗后鼻咽癌患者

中位病毒载量下降为430
 

copies/mL,免疫力低下者

中位病毒载量为130
 

copies/mL,而淋巴瘤患者中位

病毒载量为840
 

copies/mL,杨雀飞等[10]研究得出鼻

咽癌患者EBV-DNA载量为4
 

250
 

copies/mL;喻晶

等[11]研究得出,鼻咽癌患者EBV-DNA载量为1.1×
106

 

copies/mL,淋巴瘤患者EBV-DNA数值为6.9×
103

 

copies/mL,自身免疫疾病患者EBV-DNA数值为

630
 

copies/mL,将西南地区各疾病组与高发区EBV-
DNA载量相比,显示西南地区EBV感染各疾病组的

EBV-DNA载量均低,且疾病组载量规律相同。国内

外文献对于EBV阳性检测率报道在70%~90%,中
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位拷贝数为103~104
 

copies/mL[12-14],将不同地区结

果对 比 发 现,本 院 检 测 出 的 EBV-DNA 水 平 明 显

较低。
实验室使用试剂盒临界值:400

 

copies/mL定性

EBV感染。qPCR检测EBV感染以400
 

copies/mL
为界 值,≥400

 

copies/mL 时,ddPCR 与 qPCR 的

EBV-DNA测定水平值呈中度相关(r=0.533,P<
0.05),<400

 

copies/mL时ddPCR与qPCR的EBV-
DNA 测 定 水 平 值 度 呈 弱 相 关(r=0.299

 

5,P<
0.05)。此结果证明载量在400

 

copies/mL以下不能

准确检测,有漏检情况,此临界值不能满足EBV-DNA
低载量水平的检测,也证明了目前临床qPCR检测手

段无法准确为临床在EBV感染提供有效的证据,但
由于目前国际上还没有采用统一的检测标准,无法确

立统一的临界值作为阳性参考值,这可能会影响检测

中的灵敏度和特异度[15],所以西南地区低水平的

EBV-DNA的检测可能需要更为灵敏的方法去检测。

qPCR方法是目前临床EBV-DNA常用的筛检方

式,qPCR要求目的基因拷贝数相对较高,对目的基因

做出相对定量分析[16],本研究中,ddPCR和qPCR两

种方法的定性结果比较后发现,qPCR漏检率高达

68.3%,在漏检的252例标本中,231例标本有明显扩

增曲线,推断患者有 EBV 感染,说 明 在 西 南 地 区

qPCR方法筛检低水平载量的EBV-DNA,情况不理

想,因而需要寻找更为灵敏的方法去检测。近来,
ddPCR发展迅速,用ddPCR检测血浆能实现对EBV-
DNA的绝对定量,ddPCR由Bio-Rad公司于2011年

推出[17],该技术在传统的PCR扩增前对样品进行微

滴化处理,而后进行PCR扩增,根据泊松分布原理及

阳性微滴的个数与比例,可得出靶分子的起始拷贝数

或水平,是一种核酸分子绝对定量技术,其检测敏感

性高达0.001%,而ddPCR不仅兼具qPCR优点,无
需建立标准曲线,更不受扩增效率的影响,有研究利

用逆转录和ddPCR技术灵敏度高和精确性强的特点

测定甲流病毒中的去离子颗粒[18-19],而有许多研究证

实ddPCR可作为EBV-DNA检测的金标准,即可实

现对EBV-DNA的绝对定量,尤其是微量标本的绝对

定量[20],TAKUYA[21]根 据 ddPCR 检 测 EBV 的

BamH1-W片段拷贝数计算EBV-DNA载量,并设定

EBV-DNA载量的截止值。
根据目前状况,可针对临床实验室普遍使用的

EBV-DNA 检 测 的 qPCR 法 进 行 优 化,适 当 提 高

qPCR方法的灵敏度,优化其临界值,降低其漏检率,
高度有效地筛检EBV 感染,更好地指导临床诊断。
但在此研究中,尝试对qPCR进行优化,以ddPCR结

果为金标准,绘制qPCR的ROC曲线,AUC
 

0.871,
找到新的临界值(qPCR)=10

 

copies/mL,灵敏度

82.4%,特异度78.0%。用新的临界值进行验证,结

果显示对于极低EBV-DNA载量,qPCR存在假阳性

可能,且假阳性为37.5%,在这个临界值下,检验效能

虽得到大幅度提高,但特异度降低,所以还是寻找灵

敏度更高的方法更为可靠,比如ddPCR。
4 结  论

西南地区临床实践中EBV载量大多非常低,常
规qPCR方法灵敏度难以满足临床需求,采用ddPCR
方法检测EBV-DNA载量能为临床诊断EBV感染提

供更有利的支持。
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