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"摘要#

!

目的
!

探讨儿童脑炎与鼻病毒的关系以及
R5d&

多重基因表达遗传分析系统在病毒性脑炎患儿脑脊

液人类鼻病毒检测方面的应用价值$方法
!

选择
+"#+

年
#

!

#+

月因发热抽搐等症状就诊于汕头大学医学院第二

附属医院儿科重症监护室的患儿脑脊液
#!"

份!应用
R5d&

遗传分析系统对脑脊液标本进行包括人类鼻病毒在内

的常见呼吸道病毒筛查!巢式
[0,

聚合酶链反应"

&J[

#扩增鼻病毒阳性标本!并对扩增产物进行核酸序列测定和同

源性比对$结果
!

R5d&

遗传分析系统共检测出
$

份鼻病毒阳性标本!经巢式
[0,&J[

扩增%核酸序列测定和同源

性比对!结果为鼻病毒
J

型
!

份!与
R53Y93̂

数据库参考序列同源性为
-)(/O

!

-/(.O

$鼻病毒
*

型和
Y

型各
#

份!与参考序列同源性分别为
-$("O

和
--("O

$结论
!

鼻病毒是引起儿童脑炎的病原之一!

R5d&

遗传分析系统为

病毒性脑炎的病原学研究提供快速高通量的检测$

"关键词#
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鼻病毒&

!

病毒性脑炎&
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儿童&
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病毒性脑炎病因复杂#目前已知可引起脑炎的病毒有
#."

多种#但仍有
!/O

!

/)O

的中枢神经系统感染性病原不明)

#

*

+

人类鼻病毒$

K[T

%属于小核糖核酸病毒科肠道病毒属#是一

组单正链的小分子
[U*

病毒#是成年人和儿童呼吸道感染最

常见的病原#有研究发现
K[T

与婴幼儿的热性惊厥发作有

关)

+

*

+

R5d&

多重基因表达遗传分析系统结合多重聚合酶链

反应$

&J[

%技术和毛细管电泳技术#可以同时检测多达
.)

个

基因的表达丰度#具有较高的检测灵敏度和特异性#目前已成

功应用于细菌氨基糖苷类耐药基因检测,呼吸道病毒和脑炎相

关虫媒病毒的检测等领域)

.,)

*

+本文旨在探讨
K[T

作为病毒

性脑炎病原的意义以及
R5d&

遗传分析系统在病毒性脑炎患

儿脑脊液中
K[T

检测方面的应用价值#现报道如下+

$

!

资料与方法

$($

!

标本来源
!

选择
+"#+

年
#

!

#+

月因发热抽搐等症状就

诊于汕头大学医学院第二附属医院儿科重症监护室的
#!"

份

患儿脑脊液标本#患儿均于入院
+!

!

'+:

内行侧卧位腰椎穿

刺#选择
M!,M)

或
M.,M!

间隙穿刺#留取脑脊液
)FM

#其中
.

!

!FM

送常规生化检验,细菌培养,新型隐球菌培养及抗酸杆菌

-

/+/#

-

检验医学与临床
+"#)

年
'

月第
#+

卷第
#.

期
!

M9>P5DJ=23

!

SA=

B

+"#)

!

T1=(#+

!

U1(#.

"

基金项目!广东省深圳市科技计划项目资助$

+"#+"+#)/

%(广东省深圳市福田区卫生公益性科研项目资助$

]0 %̀+"#+.#

%+

!!

作者简介!王琼#女#研究生#主管技师#研究方向为微生物及分子诊断检验+

!

#

!

通讯作者#

V,F92=

!

:A>2

B

A3#/"

#

#$.(;1F

+



涂片等检查#剩余的装入无菌试管并做好标记#置于
_/"c

冰

箱中待检+同时收集患儿的临床资料+

$(/

!

病毒核酸提取
!

病毒
\U*

"

[U*

提取试剂盒$

V96

B

&A<5

T2<9=\U*

"

[U*W27

%购于北京全式金生物技术公司#核酸提

取严格按照说明书操作#提取核酸置于
_/"c

冰箱保存备用+

$('

!

R5d&

多重遗传分析系统进行多种呼吸道病毒检测
!

呼

吸道病毒多重检测试剂盒购于宁波海尔施基因科技有限公司#

对常见呼吸道病毒$流感
*

,

Y

型#副流感
#

,

+

,

.

型#腺病毒#

K[T

#人呼吸道合胞病毒#人冠状病毒#人偏肺病毒#人博卡病

毒%进行多重
&J[

检测+病毒核酸的扩增程序包括反转录反

应和
&J[

反应#反应总体积均为
#"

&

M

+反转录反应体系!

K

+

G!()

&

M

#

)h[0YACC5<+("

&

M

#

[56T[0

E

<2F5<F2a#("

&

M

#

[545<657<936;<2

E

7965"()

&

M

#核酸标本
+

&

M

(反转录反应

条件!

!/c#F23

#

!+c$"F23

#

-)c)F23

+

&J[

反应体系!

#"h[0YACC5<#("

&

M

#

+)FF1=

"

FM P

8

J=

+

+

&

M

#

[56T&J[

E

<2F5<F2a#("

&

M

#

%1=A7213d#("

&

M

#

09

@

\U*&1=

B

F5<965

"(.)

&

M

#反转录产物
!($)

&

M

(

&J[

反应条件!

-!c#F23

#

-!

c."6

#

$"c."6

#

'"c."6

#

.)

个循环(

'"c#F23

+各病

毒扩增核酸片段大小信息见表
#

+其中
:A[U*

和
:A\U*

为

质控核酸提取过程中
[U*

和
\U*

完整性的内参照#

I3J13,

7<1=

为质控
[0

和
&J[

反应过程的内参照+多重扩增产物进

行毛细管电泳!按
#-

&

M

的甲酰胺$

%M%

%

Z

内标
P9<̂5<

$

\U*

标准品
%%,!""

%$

#""i#

%的比例配制上样试剂#加入
#

&

M&J[

产物#放入
R531F5M9>0PR5d&

遗传分析仪中进行毛细管电

泳#使用默认的分析参数$

\5C9A=7R5d&*39=

B

626&9<9F575<

%

对毛细管电泳结果进行片段分析+电泳的试剂和仪器购自美

国贝克曼公司+

$(1

!

巢式
[0,&J[

扩增
K[T

!

针对
K[T

的
)Ne0[

和

T&!

"

T&+

区设计巢式引物#对经
R5d&

检测的
K[T

阳性标

本再进行巢式
[0,&J[

扩增#引物序列和扩增片段大小见表

+

+引物由
I3427<1

8

53

$上海%生物公司合成#

[0,&J[

和
&J[

扩增采用德国
L29

8

53

公司的
G35675

E

[0,&J[W27

及
K17,

%79<09

@

P9675<P2aW27

+采用
#O

琼脂糖凝胶电泳分析扩增

产物#凝胶成像分析系统观察结果+

[0,&J[

反应体系!

K

+

G

)(-)

&

M

#

)h[0,&J[YACC5<+

&

M

#

G35%75

E

[0,&J[V3b

B

F5

P2a"(!

&

M

#

DU0&P2a"(!

&

M

#

[U*

酶抑制剂
"(")

&

M

#外巢

上游引物
"(#

&

M

#外巢下游引物
"(#

&

M

#核酸标本
#("

&

M

(引

物工作浓度为
#"

&

F1=

"

M

(

[0,&J[

反应条件!

)"c."F23

#

-)

c#)F23

(

-!c!)6

#

)/c!)6

#

'+c#F23

#

.)

个循环(

'+c

#"F23

+

&J[

反应体系!

K

+

G##

&

M

#

K17%79<09

@

P9675<P2a

#+()

&

M

#内巢上游引物
"()

&

M

#内巢下游引物
"()

&

M

#

[0,

&J[

产物
"()

&

M

(引物工作浓度为
#"

&

F1=

"

M

(

&J[

反应条

件!

-)c#)F23

(

-!c."6

#

)'c."6

#

'+c#F23

#

.)

个循

环(

'+c#"F23

+

$(2

!

K[T

巢式
[0,&J[

扩增片段序列测定及同源性比对
!

巢式
[0,&J[

及
&J[

扩增后的
K[T

阳性产物交
I3427<1

8

53

$上海%生物公司进行核酸序列测定#所得序列输入美国国家生

物技术信息中心$

UJYI

%的
R53Y93̂

数据库#用
YM*%0

进行

同源性比对+

$()

!

应用荧光定量
&J[

对
K[T

阳性标本进行常见
#"

种脑

炎病毒检测#总肠道病毒,肠道病毒
'#

型,柯萨奇病毒
*#$

试

剂盒购于上海之江科技股份有限公司(乙型脑炎病毒,单纯疱

疹病毒,风疹病毒,

VY

病毒,人巨细胞病毒试剂盒购于广州华

银医药科技有限公司(腮腺炎病毒,麻疹病毒试剂盒购于北京

金豪制药股份有限公司+均严格按照说明书操作+

/

!

结
!!

果

/($

!

R5d&

多重呼吸道病毒检测结果
!

#!"

份患儿脑脊液标

本中#共检测出
K[T

阳性标本
$

份#其他呼吸道病毒均未检

出+

R5d&

毛细管电泳结果见图
#

+阴性标本电泳图中出现
.

个内质控峰#而
K[T

阳性标本中除外
.

个质控峰#在核酸片

段大小为
#$"($/37

处出现特异的
K[T

阳性峰+

表
#

!

各病毒扩增核酸片段大小信息

目的基因"内参 片段长度$

37

%

人
[U*

内参
#+'

甲型流感病毒
#.-

腺病毒
#!.

副流感病毒
#

型
#)#

人博卡病毒
#)$

K[T #$"

人冠状病毒
# #/+

乙型流感病毒
+"'

副流感病毒
.

型
+#.

副流感病毒
+

型
++)

人偏肺病毒
+.$

呼吸道合胞病毒
+!$

人
\U*

内参
+/#

人冠状病毒
+ +-#

反应内参
.++

!!

注!

*

为阴性标本检测结果(

Y

为
K[T

阳性标本检测结果(横坐

标显示核酸片段大小$

37

%#纵坐标显示荧光信号强度+

图
#

!

R5d&

多重呼吸道检测结果

-

-+/#

-

检验医学与临床
+"#)

年
'

月第
#+

卷第
#.

期
!

M9>P5DJ=23

!

SA=

B

+"#)

!

T1=(#+

!

U1(#.



表
+

!

巢式
[0,&J[

扩增引物

靶点 引物序列$

)N

!

.N

% 片段大小$

>

E

%

)Ne0[

]1A7

!

[1A7

!

J**RJ*J00J0Rg`J

JJJ*JRR*J*JJJ***R0*R

.-"

]23

!

[23

!

JR00*gJJRJ**R[gRJJ0*J

00*RJJ[J*00J*RR[RR

+#/

T&!

"

T&+

]1A7

!

[1A7

!

JJRRJJJJ0R**0RgRRJ0**

RJ*0JIRRg*[g00JJ*JJ*JJ*UJJ

$$"

]23

!

[23

!

*JJ[*J0*J000RRR0R0JJR0R0J`

RRK*[g00JJ*PJ*JJ*UJJ

)..

!!

注!

]1A7

为外巢上游引物(

[1A7

为外巢下游引物(

]23

为内巢上游引物(

[23

为内巢下游引物+

/(/

!

K[T

巢式
[0,&J[

扩增结果
!

对
$

份
R5d&

检测
K[T

阳性标本应用巢式
[0,&J[

扩增
K[T)Ne0[

区
+#/>

E

和

T&!

"

T&+

区
)..>

E

的基因片段#其中
#

份标本在两个区域均

扩增出阳性条带#

!

份仅在
T&!

"

T&+

区扩增出阳性条带#

#

份

仅在
)Ne0[

区扩增出阳性条带#扩增产物凝胶电泳结果如图

+

所示+

!!

注!

*

为
)Ne0[

基因片段扩增产物电泳图(

Y

为
T&!

"

T&+

基因

片段扩增产物电泳图(

P

为
P9<̂5<

#

Z

为阳性对照#

_

为阴性对照+

图
+
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K[T

巢式
[0,&J[

扩增产物凝胶电泳图

图
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K[T

阳性株
T&!

'

T&+

区部分核酸片段测序结果

/('

!

核酸序列测定和同源性比对结果
!

K[T

的
&J[

产物

T&!

"

T&+

区部分核酸片段测序结果如图
.

所示#所得序列经

与
R53Y93̂

中参考序列进行
YM*%0

比对#结果
!

株为
K[T,

J

型#其中
.

株与香港株
KL!!!-#)

同源性为
-)(/O

!

-$(!O

#

#

株与香港株
KL!!!/++

同源性为
-/(.O

#而该株与

其它
.

株
K[T,J

型的同源性为
'!(.O

!

')('O

(另外
#

株为

K[T,*

型#与湖南长沙株
W]-'"/$#

同源性为
-$("O

#

#

株为

K[T,Y

型#与澳大利亚株
W]!--.-+

同源性为
--("O

+
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!

脑炎病毒荧光定量
&J[

检测结果
!

对
K[T

阳性标本

进行包括总肠道病毒,肠道病毒
'#

型,柯萨奇病毒
*#$

,乙型

脑炎病毒,单纯疱疹病毒,风疹病毒,

VY

病毒等
#"

种常见脑炎

病毒进行荧光定量
&J[

检测#结果
$

份标本均为阴性+

'

!

讨
!!

论

病毒性脑炎是由各种病毒侵犯脑实质引起的炎症#常伴有

脑功能紊乱+由于儿童的免疫系统和血脑屏障发育尚未成熟#

病毒性脑炎好发于儿童+该病有可能损害中枢神经系统#预后

不佳#病死率较高#部分存活者可有不同程度的神经系统后遗

症+世界范围内已知可引起脑炎的病毒有
#."

多种)

#

*

#因为计

划免疫接种的不断广泛和深入#常见的脑炎病毒种类不断发生

变化#肠道病毒,疱疹病毒是目前我国儿童病毒性脑炎的最主

要病原)

$

*

+随着更多的分子生物学技术被应用于病毒性脑炎

的病原检测#有越来越多的呼吸道病毒也被证实与脑炎相关+

KA93

8

等)

'

*对
.+-/

例咽拭子为腺病毒阳性的患儿进行临床

资料分析时发现#

#"-

例$

.(.O

%患儿合并有中枢神经系统症

状#提示中枢系统功能障碍可能是腺病毒感染的严重并发症+

有研究发现#部分流感患儿可合并急性脑病#遗留不同程度的

神经系统后遗症)

/

*

+

%j3;:5b,01<<537

等)

-

*从
#

例
.

个月大婴

儿的脑脊液中检测出甲型流感病毒
K#U#

#证明该病毒与婴幼

儿脑炎相关+

02613,J:9F>5==93

等)

#"

*在对
#

例患有脑干脑炎

的
'

岁男孩的脑脊液进行
&J[

分析中检出呼吸道合胞病毒#

证实呼吸道合胞病毒与脑炎相关+为探讨儿童脑炎与呼吸道

病毒的相关性#本文应用
R5d&

多重遗传分析系统对
#!"

份发

热抽搐患儿脑脊液标本进行呼吸道病毒多重检测#共检出
$

份

K[T

阳性标本#进一步经巢式
[0,&J[

扩增及测序验证#其

中
!

份为
K[T,J

型#

#

份
K[T,*

型#

#

份
K[T,Y

型+

$

份脑

脊液标本经
#"

种常见脑炎病毒荧光定量
&J[

检测#结果均为

阴性+这
$

例患儿的平均年龄为
#/()

个月#其中
)

例年龄小

于
.

岁#

#

例
-

岁+本次研究提示
K[T

是引起儿童病毒性脑

炎的病原之一#

.

岁以下婴幼儿更容易罹患
K[T

脑炎+本研

究
$

例
K[T

阳性病例仅有
.

例$

)"O

%临床诊断为病毒性脑

炎#提示临床上在无病原学依据的情况下易出现误诊漏诊+

K[T

不但是引起儿童上呼吸道感染的最常见病因#而且

能够引起肺炎,细支气管炎和哮喘急性发作+

K[T

目前已有

血清型达
#)#

个#基因型分为
*

型,

Y

型和新近发现的
J

型#

K[T,J

型感染的临床表现各地报道不同#香港和澳大利亚的

研究主要表现为细支气管炎#喘息及哮喘加重#而来自美国的

报道主要为流感样症状#我国学者的报道主要以急性上呼吸道

感染和支气管肺炎为主)

##

*

+本次研究中
K[T.

种基因型均

-

"./#

-

检验医学与临床
+"#)

年
'

月第
#+

卷第
#.

期
!

M9>P5DJ=23

!

SA=

B

+"#)

!

T1=(#+

!

U1(#.



可引起儿童病毒性脑炎#但以
K[T,J

型为主#

!

株
K[T,J

型

的同源性为
'!(.O

!

')('O

#存在较大的遗传变异性+

R531F5M9>0PR5d&

多重基因表达遗传分析系统是一种

全新的基因表达谱定量分析平台#它将多重
&J[

和毛细管电

泳技术相结合#采用通用引物$上游通用引物标记荧光%和特异

性嵌合引物相结合的方法#使嵌合引物和通用引物保持适当的

比例#由通用引物引导整个体系的扩增#克服了各靶基因扩增

效率不一致造成的扩增偏爱性#使反应体系中各模板的扩增效

率趋于一致#有效减少多重
&J[

出现假阴性结果的概率#从而

实现多重
&J[

产物定量检测的目的#同时通过毛细管电泳可

以直接显示出产物片段长度及相应荧光信号值大小#直观判断

检测结果+该系统不依赖于特殊反应载体#只需常规
[0,&J[

试剂,上游荧光标记通用引物和毛细管分离胶等常规试剂和消

耗品#使检测成本大为降低+从核酸提取,逆转录反应,

&J[

反应到毛细管电泳#整个检测过程可在
/:

内完成+本次研究

应用该系统对脑脊液标本进行
#+

个常见呼吸道病毒筛查#检

测到的
K[T

阳性标本经巢式
[0,&J[

及测序确证为
K[T

感染#提示
R5d&

多重基因表达遗传分析系统作为一种快速和

高通量的检测手段#能够为病毒性脑炎的呼吸道病毒病原学研

究提供有力支持+
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