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拷贝数变异测序与ＱＰＣＲ检测巨细胞病毒
感染一致性的比较
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【摘要】　目的　比较拷贝数变异测序（ＣＮＶｓｅｑ）与ＱＰＣＲ在测定先天性巨细胞病毒（ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，
ＣＭＶ）感染方面是否存在一致性。方法　选取自２０２０年至２０２２年以来在海南省海南医学院第一附属
医院产前诊断中心就诊过的９位患者的羊水进行两种检测技术的对比检测，合并患者的临床资料，进行
总结。结果　ＣＮＶｓｅｑ与ＱＰＣＲ均提示１例患者ＣＭＶ感染阳性，且为同一例；８例检测样本ＣＮＶｓｅｑ
和ＱＰＣＲ结果显示均为阴性，表明其妊娠异常可能并非感染ＣＭＶ导致，且检测结果呈现阴性并不能
完全排除感染ＣＭＶ。结论　ＣＮＶｓｅｑ与ＱＰＣＲ在测定先天性ＣＭＶ感染方面可能存在一致性。
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　　巨细胞病毒（ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）感染越 来越受到人们的广泛关注和重视。ＣＭＶ是目前全
球最常见、危害最大且不容易被重视的新生儿先天
性感染的病原体，同时也是造成新生儿中枢神经性
耳聋和神经发育迟缓的主要原因之一。全球新生儿
先天性ＣＭＶ感染的流行率总体为０．２％～２％。新
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生儿发生先天性ＣＭＶ感染后，大约有１５％～２０％
的孩子将会出现永久性的生理缺陷，给他们的家人
和社会带来了较大的疾病负担［１］。定量ＰＣＲ（Ｑ
ＰＣＲ）是目前ＣＭＶ病毒血症首选的诊断技术，但其
方法存在试剂敏感性以及特异性的问题。而拷贝数
变异测序（ＣＮＶｓｅｑ）可以直接检测送检样本的
ＤＮＡ片段，无需考虑敏感性和特异性的问题，是现
阶段临床上用于检测ＣＭＶ的新方法。本文主要目
的是比较拷贝数变异测序与ＱＰＣＲ在测定先天性
巨细胞病毒（ＣＭＶ）感染方面是否存在一致性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０２０年６月至２０２２年６月
在海南省海南医学院第一附属医院产前诊断中心就
诊的患者９例，见表１，纳入标准［２］：①超声提示胎
儿发育异常；②具有羊水穿刺指征；③资料信息详尽
者。本研究通过医院的科研伦理审查，批件号为
ＨＹＬＬ２０２１２４８。

表１　样本数据及其临床表现症状
患者
编号

年龄
（岁） 临床表现

０１ ３２ 胎儿水肿
０２ ３０ 胎儿持续性右脐静脉
０３ ３４ 胎儿颅脑及面部异常声像，考虑无叶全前脑畸形
０４ ４１ 胎儿左肾缺如
０５ ３５ 高龄，胎儿双手多指畸形
０６ ２９ＮＴ增厚
０７ ３６ 曾有一胎脊柱裂畸形
０８ ２８ 胎儿ＮＴ增厚３．４ｍｍ
０９ ３１ 胎儿右锁骨下动脉迷走

１．２　仪器试剂　①仪器：荧光定量ＰＣＲ仪（厂商
名：美国ＡＢＩ公司。型号：７５００）；②试剂：人巨细胞
病毒核酸定量检测试剂盒（购自圣湘生物科技股份
有限公司）、ＭａｇＰｕｒｅＢｌｏｏｄ＆ＤＮＡＫｉｔ试剂盒（购
自Ｍａｇｅｎ公司）、人巨细胞病毒核酸检测试剂盒（购
自之江生物股份有限公司）。
１．３　方法　前瞻性收集患者的临床资料和羊水样
本。临床资料包括其影像学检查结果和实验室检查
结果；将收集好的羊水样本送往海南主健细胞分子
遗传医学检验中心进行ＱＰＣＲ对ＣＭＶ感染的检
测，记录检测结果，收集实验数据。本次研究所有实

验均外包完成。
１．３．１　ＱＰＣＲ检验　①样本准备：取羊水１ｍｌ于
１．５ｍｌ的无菌离心管中，离心取沉淀即为标本；标本
１２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，沉淀加５０μｌ的ＤＮＡ提取液
打匀；１０℃保温１０ｍｉｎ；１２０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，取上
清液，核对样本编号；将提取的样本置于－２０℃保存
备用。②参考品稀释和处理：将阳性定量参考品
（２×１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ）６０００ｒｐｍ离心数秒，标示数为
１０８；另取４支灭菌新０．５ｍｌ离心管，分别加入９０μｌ
稀释液，依次标数１０７～１０４；吸取１０８管１０μｌ至１０７
管，用加样器反复混匀后换新吸头取１０μｌ至１０６
管，依此方法依次稀释至１０４管；吸取５个（２×１０８
～２×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ）的阳性定量参考品梯度和阴性
质控品各４０μｌ，分别加４０μｌＤＮＡ提取液打匀，以下
步骤同样本处理，上清液待用于ＰＣＲ扩增。③ＰＣＲ
扩增：取ＨＣＭＶＰＣＲ反应管若干，分别加入处理后
上清液各２μｌ，６０００ｒｐｍ离心１ｍｉｎ；将各反应管放入
定量ＰＣＲ仪器的样品槽内，按对应顺序设置阴性质
控品、阳性定量质控参考品梯度（设置为１０８～
１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍｌ）以及未知标本，并设置样品名称、标
记荧光基因种类；循环条件：预变性（９４℃，５ｍｉｎ），
然后按变性（９４℃，１５ｓ）、退火及延伸和荧光采集
（５７℃，３０ｓ）进行４５个循环［３］。

表２　引物序列表
靶向基因 引物序列
ＨＣＭＶ
ｍＲＮＡ

５’……ＣＣＡＡＧＣＧＧＣＣＴＣＴＧＡＴＡＡＣＣＡＡＧ……３’
３’……ＣＡＧＣＡＣＣＡＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＣＴ……５’

１．３．２　ＣＮＶｓｅｑ检验　使用Ｍａｇｅｎ公司
ＭａｇＰｕｒｅＢｌｏｏｄ＆ＤＮＡＫｉｔ试剂盒进行ＤＮＡ提
取。将５０ｎｇ基因组ＤＮＡ酶切打断为２００～３００ｂｐ
小片段，经片段分选后进行末端修复。使用Ｔ４连
接酶连接测序接头，并进行７个周期的ｐｒｅＰＣＲ反
应。ＰＣＲ产物经磁珠纯化后，使用ＱｕｂｉｔｄｓＤＮＡ
ＨＳＡｓｓａｙ试剂盒测定文库浓度。将文库使用
ＭＧＩＳＥＱ２０００测序仪，进行单端５０ｂｐ测序。下机
数据质控标准为：①ｕｎｉｑｕｅｒｅａｄｓ＞２０Ｍ；②ＧＣ含
量３８％～４４％；③重复率≤１０％；④比对率＞
９５％。测序数据生物信息学分析使用文献［４］中报道
的方法进行。具体地，唯一比对序列（使用
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ＧＲＣｈ３７／ｈｇ１９参考基因组）被划分为连续滑动的
窗口，长度为５０ｋｂ。计算每个窗口的覆盖度，经
ＧＣ含量校正后使用背景人群信息标准化。通过计
算每条染色体的平均拷贝率检测染色体非整倍体，
通过计算拷贝率与正常拷贝率差异计算嵌合水平。
ＣＮＶ区域拷贝比阈值设置为＞１．１或＜０．９。根
据美国医学遗传学会（ＡｍｅｒｉｃａｎＣｏｌｌｅｇｅｏｆ
ＭｅｄｉｃａｌＧｅｎｅｔｉｃｓ，ＡＣＭＧ）关于ＣＮＶｓ［５］的解读指
南，对发现的ＣＮＶｓ开展致病性评估。变异分为致
病变异、可能致病变异、意义不确定的变异、可能良
性变异和良性变异。本研究仅反馈致病和可能致病
性变异结果。病原体检测生物信息学分析前排除人
源测序数据。测序数据使用ＫｎｅａｄＤａｔａ（数据库版
本ｈｇ３７ｄｅｃ＿ｖ０．１）处理，并排除人源的序列。使用
两种宏基因组学工具，即Ｍｅｔａｐｈａｎ２［６］和
Ｋｒａｋｅｎ［７］，构建病原体检测的生物信息学流程。
Ｍｅｔａｐｈａｎ２利用一个独特的物种特异性标记
（ｍａｒｋｅｒｓ）的数据库来检测物种，首先使用ｂｏｗｔｉｅ２
将非人源数据映射到它的数据库（版本ｍｐａ＿ｖ３０＿
ＣＨＯＣＯＰｈｌＡｎ＿２０１９０１），然后使用ｍｅｔａｐｈａｎ命令
进行相对丰度计算。Ｋｒａｋｅｎ采用ｋｍｅｒｓ精确比对
进行分类，在标准Ｋｒａｋｅｎ数据库（包含古菌、细菌、
病毒、真菌、植物和人类６个子数据库）中引入了原
生动物子数据库，构建了一个包含３５ｂｐ、１００ｂｐ和
１５０ｂｐ长度的ｋｍｅｒｓ的定制Ｋｒａｋｅｎ数据库。通
过ｂｒａｋｅｎ命令计算各物种的丰度。选择
Ｍｅｔａｐｈｌａｎ２与Ｋｒａｋｅｎ检出重叠的物种进行进一步
分析，以排除假阳性结果。对检出阳性的ＣＭＶ病
原体进行核酸检测。ＣＭＶ核酸检测使用之江生物
试剂盒，按照试剂盒说明书进行验证。

２　结果

本次共选取９例患者羊水，运用ＣＮＶｓｅｑ和
ＱＰＣＲ检测其羊水中是否感染ＣＭＶ，其中一例患
者两种检测方法下均为ＣＭＶ感染阳性，其余８例
患者的ＣＭＶ感染结果皆为阴性。其中，０１号胎儿
水肿，有３次流产病史而送检，未检测出非整倍体变
异、符合性染色体连锁遗传及常染色体显性遗传方
式的疾病，疑似致病变异和目标区域单亲二倍体变

异；检测出巨细胞病毒载量为４３９３８２．２８拷贝／ｍｌ；
同时检测出２ｐ２５．３ｐ２５．３区域长约５４２．４３ｋｂ的重
复及１０ｐ１３ｐ１３区域重复，长约１３５．５３ｋｂ。０３号由
于胎儿颅脑及面部异常声像，考虑无叶全前脑畸形
送检，检出１３号染色体重复（１３ｐ１３ｑ３４区域，长约
１１５．１７Ｍｂ）及１１ｑ２４．３ｑ２４．３区域约１４２．８７ｋｂ的
重复（拷贝数：３），其中１３ｐ１３ｑ３４区域重复与１３三
体综合征有关，１１ｑ２４．３ｑ２４．３区域为临床意义未明
变异。０５号由于高龄，胎儿双手多指畸形送检，检
出１６ｑ２４．１ｑ２４．１区域约１４３．１７ｋｂ的拷贝数杂合
缺失（拷贝数：１）为临床意义未明变异，未检出非整
倍体或符合性染色体连锁遗传及常染色体显性遗传
方式的致病、疑似致病变异。０６号由于诊断ＮＴ增
厚送检，检出１ｑ４１ｑ４１区域约１４１．８２ｋｂ的重复（拷
贝数：３）及８ｑ１１．２３ｑ１１．２３区域约２８１．６９ｋｂ的重复
（拷贝数：３）均为临床意义未明变异，未检出非整倍
体或符合性染色体连锁遗传及常染色体显性遗传方
式的致病、疑似致病变异。０８号由于胎儿ＮＴ增厚
３．４ｍｍ，宫外孕一次，停育一次送检检出１４ｑ３１．１ｑ３１．１
区域约１４８．７７ｋｂ的缺失（拷贝数：１），为临床意义
未明变异，未检出非整倍体或符合性染色体连锁遗
传及常染色体显性遗传方式的致病、疑似致病变异。
０９号由于胎儿右锁骨下动脉迷走送检，检出３ｐ２１．１ｐ
２１．１区域约４６１．１４Ｋｂ的重复（拷贝数：３）及
１６ｐ１１．２ｐ１１．２区域约１．８６Ｍｂ的缺失（拷贝数：１），
均为临床意义未明变异，未检出非整倍体或符合性
染色体连锁遗传及常染色体显性遗传方式的致病、
疑似致病变异。０２、０４、０７号ＣＮＶｓｅｑ检测均未检
出非整倍体或符合性染色体连锁遗传及常染色体显
性遗传方式的致病、疑似致病变异，也未检出临床意
义未明的１００ｋｂ以上的微缺失或微重复变异。

本次采样对象共９名，其中有１名患者ＣＭＶ
感染为阳性，且其ＣＮＶｓｅｑ检测结果与ＰＣＲ检测
结果一致（见表３）。

３　讨论

ＣＭＶ属于疱疹病毒科和乙组疱疹亚科，是胎
儿宫内感染的常见病原体之一，可以通过母婴垂直
传播，引起胎儿宫内感染，是造成胎儿先天畸形、流
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产、早产、生长受限甚至死胎，以及出生后神经、肝、
脾、肾等多器官功能障碍的重要原因之一［８］。发达

国家将其列为导致先天性感染最高级别的病毒［９］。

表３　羊水样本ＣＮＶｓｅｑ及ＱＰＣＲ技术检测ＣＭＶ结果比较
编号 ＣＮＶＳｅｑ结果

ＣＭＶＤＮＡ 染色体非整倍体 １００Ｋｂ以上缺失 １００Ｋｂ以上重复
ＭＶＤＮＡ的
ＱＰＣＲ结果

１ 阳性 未检出 未检出 ２ｐ２５．３ｐ２５．３、１０ｐ１３ｐ１３ 阳性
２ 阴性 未检出 未检出 未检出 阴性
３ 阴性 １３号染色体 未检出 １３ｐ１３ｑ３４、１１ｑ２４．３ｑ２４．３ 阴性
４ 阴性 未检出 未检出 未检出 阴性
５ 阴性 未检出 １６ｑ２４．１ｑ２４．１ 未检出 阴性
６ 阴性 未检出 未检出 １ｑ４１ｑ４１、８ｑ１１．２３ｑ１１．２３ 阴性
７ 阴性 未检出 未检出 未检出 阴性
８ 阴性 未检出 １４ｑ３１．１ｑ３１．１ 未检出 阴性
９ 阴性 未检出 １６ｐ１１．２ｐ１１．２ ３ｐ２１．１ｐ２１．１ 阴性

　　研究表明根据研究人群及选择的样本不同，主
要采用免疫学和分子生物学方法对ＣＭＶ进行血清
学抗体和ＤＮＡ检测来进行筛查和诊断，尤其是
ＣＭＶＩｇＭ抗体作为病毒近期感染的标志被广泛应
用于人群流行病学调查和感染的临床辅助诊
断［１０１１］。孕妇血清学检测是目前巨细胞病毒感染筛
查的首选方法，血液、尿液、宫颈分泌物等标本的巨
细胞病毒ＤＮＡ检测（ＰＣＲ法）常用于感染的诊
断［１２］。ＩｇＧ和ＩｇＭ抗体同时阳性时，ＩｇＧ抗体亲和
力检测结果可辅助临床判断是否为近期原发感染。
巨细胞病毒特异性ＩｇＧ抗体研究显示，如ＩｇＧ抗体
检测表现为高亲和力，则可排除近１８～２０周内的原
发感染［１３１４］，ＩｇＭ阳性和ＩｇＧ低亲和力表示原发感
染发生在近３个月，敏感度和特异度均大于
９０％［１５１６］。在孕龄２周前取孕妇外周血或尿液运用
ＱＰＣＲ检测其内的ＣＭＶＤＮＡ，若检出有ＣＭＶ的
ＤＮＡ片段，即可诊断为孕妇宫内ＣＭＶ感染［１７］。

ＣＮＶｓｅｑ检测可对样本中的每一段基因进行
测序，不依赖对病原体的预测和假设，几乎可以检测
样本中所有的ＤＮＡ或ＲＮＡ序列，可对病原体的感
染类型进行无偏倚筛查［１８］。基因组变异是较大的
基因组ＤＮＡ片段（≥１ｋｂ），在个体之间具有可变
的拷贝数，人类基因组的很大一部分是拷贝数可变
的。包含基因的ＣＮＶ可能会改变基因剂量、破坏
基因或扰乱它们的表达水平，并且已知会导致许多
疾病［１９］。如本次的病例０３号，通过检测可以详细
的定位有变化的基因片段，而此改变的片段也提示

出了可能出现的具体疾病。
ＣＮＶｓｅｑ检测的方法还可以避开传统方法（培

养法、血清法和ＰＣＲ法）的局限性，若测序达到一
定的通量可更准确地反映病原体生存的真实状态。
快速地检测出已知病原体，还可以发现许多未知病
原体［２０］。遗传变异的范围从单核苷酸变异（ＳＮＰ）
到大的染色体病（非整倍性）。在此范围内，缺失、插
入和重复的长度超过１ｋｂ（使用深度覆盖下一代测
序时有时为５００ｂｐ）的核苷酸片段被称为拷贝数变
异（ＣＮＶ）［２１］。通过中等密度单核苷酸多态性评估
患者样本中的ＣＮＶ阵列和低覆盖度大规模并行
ＣＮＶｓｅｑ测序，配对测序用于确认选定的ＣＮＶ缺
失断点［２２］。本次送检的９个羊水样本不但ＣＮＶ
ｓｅｑ检测结果与ＱＰＣＲ结果一致，并且其中还发现
５个出现了临床意义未明的变异（见表３）。

研究表明孕妇的外周血液中也存在着胎儿部分
的游离ＤＮＡ片段，这些游离的ＤＮＡ片段普遍较
短，但是其绝对含量会随着孕周的增长而逐渐增加，
分娩后母体内属于胎儿的部分ＤＮＡ片段迅速消
失。而在孕妇外周血胎儿ＤＮＡ片段绝对含量较高
的时候，则为无创获取胎儿遗传信息提供了很大的
可操作性［２３］。ＣＮＶｓｅｑ作为一种高通量、高分辨
率、无需培养的先进技术，可以为无创获取胎儿遗传
信息进行产前诊断提供更多的可尝试机会。本实验
中因受检孕妇已经有羊水穿刺指征，且在本人认同
及同意后行羊水穿刺对胎儿遗传信息的检测，但并
不代表ＣＮＶｓｅｑ对胎儿遗传信息的检测样本只能
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局限于羊水，其他含有胎儿遗传信息片段的样本，依
靠染色体捕获等获取ＤＮＡ的技术，均有无创进行
ＣＮＶｓｅｑ检测的可能性。

综上所述，随着检测技术的发展，拷贝数变异测
序的优越性越来越突出，不但与ＱＰＣＲ的检测结
果一致并且检测更具有精确性，能检测到基因层面
的变异。综合上述研究结果，我们认为ＣＮＶｓｅｑ可
能对ＣＭＶ感染的临床诊断具有一定的应用价值，
同时可为ＣＭＶ感染的一站式产前诊断平台的构建
提供相应的临床依据；但后续需继续扩大样本量，同
时亦需要在多个产前诊断中心开展前瞻性随机对照
研究，为妊娠期巨细胞病毒感染的诊断提供依据，更
好地应用于产前诊断领域。
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