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#摘要$

!

目的
!

寻找更为准确$经济$实用的生殖器疱疹病毒感染的检测方法%方法
!

取根据病史及典型的临

床症状表现的生殖器疱疹疑似病例患者标本
:"

例!分别采用病毒培养$荧光定量聚合酶链反应"

*l73<R

#及酶联

免疫吸附试验"

W;8)+

#

1

种方法进行实验室检测!比较各种方法检测的阳性率%结果
!

病毒培养阳性
1"

例!阳性

率
%"9"_

&

*l73<R

检测阳性
1!

例!阳性率
%09"_

&

W;8)+

检测阳性
1#

例!阳性率
%!9"_

!经
%

# 检验!三者差异无

统计学意义"

%

#

["9%/

!

!

&

"9":

#%水疱和脓疱标本的阳性率分别为
/!9%_

和
0191_

!明显高于其他来源标本的阳

性率%结论
!

1

种检测方法对临床疑似生殖器疱疹患者的检测阳性率差异无统计学意义"

!

&

"9":

#%相对另外两

种检测方法!

W;8)+

因其便宜$实用的优点而适用于临床推广应用%水疱和脓疱标本阳性率明显高于其他类型标

本的阳性率!对临床疑似病例的实验诊断!标本以采集水疱和脓疱液为佳%
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单纯疱疹病毒$

,)V

%包括
,)V7$

和
,)V7#

两个血清型#

,)V

感染引起疱疹性口腔炎,眼炎,脑炎及生殖器炎等诸多临

床表现*

$

+

)而生殖器疱疹是临床最常见的一种性传播疾病#具

有反复发作及癌变特性#对患者的身心健康构成严重威胁*

#7!

+

)

引起生殖器疱疹的主要病毒类型为
,)V7#

#约占
/"_

*

:

+

#

,)V7$

和混合型只占很少的一部分)本文主要研究的是检测

,)V7#

感染)该病的诊断主要依据临床表现#结合实验室检

测)目前#

,)V7#

的实验室诊断方法主要有病毒分离培养,聚

合酶链反应$

3<R

%,酶联免疫吸附试验$

W;8)+

%及血清抗体检

测等方法)其中#病毒分离培养为/金标准0)但病毒培养操作

难度大#时间周期长$一般需要
!

$

>L

%#条件要求严格#很难在

临床推广)而荧光定量
3<R

$

*l73<R

%检测结果特异性和敏

感性都高#但费用昂贵)作者采用
1

种检测方法对
:"

例生殖

器疱疹临床标本进行检测并对比分析#以帮助找到一种适合于

临床实验广泛应用的有效检测
,)V7#

的方法)

$

!

资料与方法

$9$

!

标本采集
!

临床疑似生殖器疱疹患者
:"

例均来自
#"$!

年
0

月至
#"$:

年
#

月珠江医院皮肤科门诊就诊患者#其中男

1>

例#女
$1

例(年龄
$/

$

:%

岁)具有临床症状的患者先暴露

皮损部位#采集疱液,脓疱液或溃疡面痂面皮屑(无临床症状的

患者#男性采集前
#D

内未排尿#尿道口内
$

$

1-M

取材#女性

宫颈口内
$

$

1-M

取材)

$9/

!

病毒分离培养

$9/9$

!

细胞培养
!

培养病毒细胞采用
+:!/

$肺腺癌细胞%#来

自
&D?+M?BF-EG&

.5

?<NACNB?<6AA?-CF6G

$

+&<<

%)

+:!/

使

用含
$"_

胎牛血清$

,

.

-A6G?

公司%的低糖
'(W(

培养液$美

国
8GQFCB6

O

?G

公司%#置于
1>i

,

:_<̂

#

的培养箱中培养#胰

酶消化#转至
#!

孔细胞培养板#培养至单层)

$9/9/

!

临床标本接种
!

将病毒运送液摇匀#取
"9#M;

经处

理标本接种于细胞培养基中#在
1>i

,

:_<̂

#

的培养箱中培

养
$D

#以便病毒吸附#然后加入
#M;

含
#_

胎牛血清的完全

培养基#

1%i

,

:_<̂

#

的培养并观察细胞形态改变)

$9/9'

!

细胞观察
!

将培养物反复冻融
1

次#取
"9#M;

培养

物接种到新
,W37#

细胞管中#经培养后#将
,W37#

细胞管用

吸管吹打下来#以
#""h

O

离心
$"MFG

#弃上清液#将沉淀混悬

液加入
$""M;

,

5

,>9#

的
32)

中#取
#:M;

滴于载玻片上#

并涂成
$-M

圆膜#干燥后#丙酮固定
$"MFG

#用
,)V

单克隆抗

体$达科生物技术有限生物公司%染色#荧光显微镜观察)

-

#0$1

-

检验医学与临床
#"$:

年
$$

月第
$#

卷第
#$

期
!

;EI(?L<AFG

!

U6Q?MI?B#"$:

!

V6A9$#

!

U69#$



$9'

!
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检测

$9'9$

!

'U+

模板制备
!

试剂购自达安基因股份有限公司)

用无菌生理盐水洗脱拭子的分泌物或疱液)

$""""h

O

离心

$"MFG

#弃上清液#沉淀加
:"

"

;'U+

提取液#

$"" i

干浴
$"

MFG

#

$""""h

O

离心
:MFG

#取
:

"

;

上清液作
3<R

扩增模板)

$9'9/

!

引物设计
!

设计引物序列为
3$

!

:j7+44+4&44<&7

44<4<4+<<71j

(

3#

!

:j7+&<<44&<<&&4+&44+<471j

)

取
:

"

;

模板提取液加入到
,)V7#

反应管中#各反应管放入

;84,&<d<;WR

型
3<R

仪中#扩增
/1i#MFG

后
/1i:H

#

:>i!:H

#

!"

个循环后再
1>i$H

)循环结束后#自动读取定

量结果值)

$91

!

W;8)+

检测
!

W;8)+

试剂盒购自
'+̀ ^

公司)恢复至

室温#取
#""

"

;

标本液加入
/%

孔聚乙烯酸标板各反应孔#另

取阴阳性对照各
#""

"

;

加入反应孔)各孔加酶结合物
:"

"

;

#

1>i

孵育
/"MFG

#洗涤
!

次#加底物
+

,

2

各
$""

"

;

#振荡

1"MFG

#加硫酸终止液
$""

"

;

#

!:"GM

酶标仪测
+

值#

+

&

<̂ Y"9"$:

为阳性#表示有疱疹病毒感染)

$92

!

统计学处理
!

采用
)3))$/9"

进行统计分析#计数资料

采用百分率表示#组间比较采用
%

# 检验#以
*

["9":

为检验水

准#

!

$

"9":

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

在
:"

例标本中#经病毒培养法检测#

1"

例阳性#阳性率

%"9"_

)

*l73<R

检测阳性
1!

例#阳性率
%09"_

)

W;8)+

检

测阳性
1#

例#阳性率
%!9"_

)

1

组检测方法阳性检出率差异

无统计学意义$

%

#

["9%/

#

3

&

"9":

%)

从取材的结果类型来看#水疱和脓疱标本检出的阳性率较

高#分别为
/!9%_

和
0191_

#明显高于其他取材类型的标本阳

性率$糜烂
1090_

#痂面
#"9"_

#拭子
$%9%_

%)见表
$

)

表
$

!

:"

例临床标本的病毒培养"

*l73<R

和
W;8)+

!!!

的检测结果

标本类型
&

病毒培养

*

&

$

_

%+

*l73<R

*

&

$

_

%+

W;8)+

*

&

$

_

%+

平均$

_

%

水疱
#: #1

$

/#9"

%

#!

$

/%9"

%

#!

$

/%9"

%

/!9%

脓疱
! 1

$

>:9"

%

!

$

0"9"

%

1

$

>:9"

%

0191

糜烂
% #

$

1191

%

1

$

:"9"

%

#

$

119"

%

1090

痂面
: $

$

#"9"

%

$

$

#"9"

%

$

$

#"9"

%

#"9"

拭子
$" $

$

$"9"

%

#

$

#"9"

%

#

$

#"9"

%

$%9%

合计
:" 1"

$

%"9"

%

1!

$

%09"

%

1#

$

%!9"

%

%!9"

'

!

讨
!!

论

生殖器疱疹是由
,)V

感染泌尿生殖器及肛门周围皮肤

黏膜而引起的一种慢性,复发性,难治愈的性病#该病临床表现

多样#多发且具有致癌,致畸性)近年研究发现#生殖器疱疹患

者较健康人更易感染
,8V

*

%7>

+

)临床上典型病例可以根据病

史和临床表现诊断#但很多病例临床表现不典型或处于亚临床

感染状态#一些病例合并其他感染#如梅毒,尖锐湿疣及念珠菌

等*

0

+

#因此实验室检测对于生殖器疱疹的诊断非常必要)随着

医学分子生物学的发展#生殖器疱疹实验室诊断方法亦有了很

大发展#病毒培养法,抗原检测法,

*l73<R

及抗体检测法等相

继应用于
,)V

感染的检测*

/7$"

+

)目前#病毒的分离培养法是

国际公认的诊断生殖器疱疹的金标准#但操作复杂费时,技术

要求高#并且分离培养的成功率与标本采集,标本中活病毒数

量以及标本的运送和保存等多种因素有关*

$$

+

#难以成为检测

,)V7#

的临床常规方法)随着检测技术的进步#

*l73<R

逐

渐取代传统的
3<R

检测法)

*l73<R

由于多使用了一条与模

板互补配对的核酸探针#因此比传统
3<R

法具有更高敏感性

和特异性*

$#

+

#同时减少了假阳性的概率)但
*l73<R

所需检

测仪器价格昂贵#实验场所要求必须达到国家规定的
3<R

实

验室条件#且实验操作人员必须经严格的岗前培训并具有相应

的资质)而
W;8)+

方法具有方便,快速及费用低等有点#且实

验条件要求不高)国外研究证实#

W;8)+

$

'+̀ ^

试剂盒%检测

疱疹病毒抗原有较高的敏感性和特异性*

$1

+

)在本研究中#作

者发现
1

种检测方法对
,)V7#

的检测结果差异无统计学意义

$

!

&

"9":

%#提示用相对简单的
W;8)+

代替其他两种方法检

测
,)V7#

的可行性)本试验中#还发现不同的标本来源#检测

结果差异有统计学意义$

!

$

"9":

%#其中水疱和脓疱的标本阳

性率明显高于其他类型的标本#提示水疱和脓疱中病毒的活力

最强或处于病毒复制期#而其他类型标本中的活力明显减弱甚

至消失)提示实验室检测生殖器疱疹#标本的采集最好为水疱

或脓疱的疱液)
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样品是同一批样品#但是比较胶法染色$图
$

%,预染样品法染

色$图
#

%及两者相结合的染色方法$图
1

%#发现
1

种方法显示

的核酸分子的大小不完全一致)这可能是样品加入染料后#影

响了样品的迁移速率#以致不能准确地判断
'U+

条带的

大小)
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W2

因其在核酸电泳中有着条带边缘清晰,背景低,灵敏度

高的优点#曾经是实验室用于检测核酸的常规染料)但由于

W2

是一种强诱变剂并具有一定的致癌性而逐渐减少使用)

4?G?KFGL?B

是近几年推出的新型荧光核酸染料#属于花青类染

料#毒性低#使用安全#可有效保护操作者和环境)

4?G?KFGL?B

与核酸结合后的最大吸收峰为
!/"GM

#与染料结合的核酸在

紫外线下呈现绿色荧光)但该染料同样能引起有机体突变#在

使用时要采取适当的保护措施*

!7%

+

)有报道表明#新型荧光核

酸染料在成本,灵敏度,安全性方面都具有较大优势#适合实验

室的常规核酸检测#可以作为
W2

的替代品*

>

+

)但是#不同的

染色方式下#检测效果有很大差异#通过比较图
$

$

1

可以看

出#使用胶染法染色
4?G?KFGL?B

对
$""

$

#"""I

5

的核酸分子#

其显色效果条带清晰#平直#边缘整齐(预染样品法和两者相结

合的染色方法都会导致核酸条带模糊拖尾及
'U+ (+R̀

分

辨率不高的现象)这个结果与刘阳等*

0

+的研究结果是一致的#

不论是对于
W2

还是新型核酸染料#使用胶染法的灵敏度较

高)此外#在实验过程中还发现#当
4?G?KFGL?B

在上样前与

'U+

混匀后再电泳时#

'U+

片段的电泳迁移率会有一定程度

的降低#因此#不能用于准确地判断
'U+

条带的大小#只适用

于简单的电泳试验#如胶回收,简单
3<R

产物分析等)上述结

果提示#对于
3<R

产物而言#条带大小的不同可能是
3<R

产

物的大小不同或同一
3<R

产物的染料浓度不同所致*

07$"

+

)

综上所述#

4?G?KFGL?B

是花青素类的染料#安全,环保#灵

敏度高#对琼脂糖凝胶中的
'U+

"

RU+

进行染色#可以作为

W2

的替代品用于实验室的常规检测(在实验条件相同的情况

下#使用胶染法进行染色可以得到清晰整齐的染色条带#与预

染样品法及胶染法
Y

预染样品法相比较#是比较理想的染色方

式#而且可以减少电泳中
4?G?KFGL?B

对核酸迁移率的影响)
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