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病毒实验室检测技术研究进展
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关键词#疱疹病毒
)

型!人#

"
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"
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聚合酶链反应
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37

病毒$

?

#

"@?;!5B6AAS;AJ"

#

37T

&又称人类疱疹病毒
)

型#可引起传染性单核细胞增多症#并与鼻咽癌$

1-_

&(伯基特

$

7JAV;@@

&淋巴瘤(霍奇金淋巴瘤及多发性硬化症的发生关系密

切*

%5&

+

'因此#检测
37T

可作为相关疾病的辅助诊断'

37T

实验室检测方法包括病毒分离和鉴定(免疫学检测以及核酸检

测等'现将
37T

实验室检测技术研究进展综述如下'

A

"

培养法

37T

培养是将标本直接接种人新鲜的脐带血淋巴细胞或

7

细胞#培养
)

周#如果出现大量的转化淋巴细胞#则提示病毒

培养阳性#可通过免疫荧光技术或其他检测手段检测转化淋巴

细胞中的
37T

核抗原$

3712

&进行鉴定'由于
37T

分离鉴

定耗时长而且需要特殊的组织培养条件#因而不适宜常规检测

所采用'目前
37T

培养主要应用于对
37T

感染的发病机制(

预防(治疗的体外研究*

'5)

+

'

:D@DM

等*

E

+使用人类扁桃体的淋

巴组织建立
37T

感染模型并观察到
37T

在最初阶段的感染

和扩散#此项研究已应用于当地的病理分析和筛选新型抗病毒

药物'

B

"

免疫学检测技术

37T

感染的个体不论是否发生恶性肿瘤均可产生一系列

抗体'临床上主要检测血清中
37T

感染产生的相应抗体'

B(A

"

免疫荧光法$

;QQJ!DRCJDA?"K?!K?6""6

O

#

9Y2

&

"

9Y2

以

37T

激活的
7,E5+

细胞或
.6

I

;

细胞涂片#经显色剂显色后用

荧光显微镜观察结果'

9Y2

较早应用于检测
37T

并具有较高

的特异性和敏感性#被视为检测
37T

特异性抗体的-金标

准.

*

H5$

+

#常被作为参考方法*

+

+

'

9Y2

需要细胞培养#因具有操

作繁琐(表达的病毒抗原无法定量(需要荧光显微镜观察(结果

的判断带有主观性等缺点#使其在临床上的应用受到限制'

B(B

"

免疫组化技术
"

免疫组化技术又称免疫组化法或免疫酶

法#是以带有
37T

基因组的淋巴母细胞株
7,E5+

细胞或
.6

I

;

细胞涂片#经显色剂显色后用普通显微镜观察结果'该方法常

用于检测血清中
37T

的抗
37T

壳抗原$

T_2

&

59

N

2

或抗早期

抗原$

32

&

59

N

:

'有研究表明免疫酶法具有较高的特异性和敏

感性*

,5%%

+

#目前仍是检测
37T

理想的方法#但由于该方法不同

的抗原需分别制备相应的酶标抗体进行检测#比较麻烦#而且

需在显微镜下逐一判断#结果带有一定的主观性#影响了检测

方法的特异性和敏感性'因此#临床未广泛应用'

C

"

389/2

法

389/2

法可根据不同的检测目的设计出多种类型'将

37T

抗原联接到固相载体上#样品中待检抗体与之结合成固

相抗原
5

受检抗体复合物#再用酶标二抗体$针对受检抗体的抗

体&与固相免疫复合物中的抗体结合#形成固相抗原
5

受检抗

体
5

酶标二抗复合物#测定加底物后的显色程度#确定待检

37T

相应抗体含量'目前对
37T

抗原研究较多的是
T_2

(

32

和
3712

(潜伏膜蛋白$

8X-

&(

37T

编码的早期核糖核酸

$

373.

&等'

37T

感染人体后均可产生一系列抗体#检测
37T

各项抗体是诊断
37T

感染的重要指标之一'早期用于

389/2

法检测的抗原主要为亲和层析纯化的天然抗原#由于

干扰因素较多#敏感性和特异性均不理想'随着基因重组技术

的发展#使得在原核和真核表达系统中大量表达纯化
37T

蛋

白成为可能#多种
37T

抗原已被表达纯化#使
389/2

法诊断

相关疾病的价值大大提高'通过
389/2

法检测诊断
1-_

获

得较好结果的抗原有
N#

C&E

(

32

(

c37.2

(

3712%

(

4̂

激酶(

012

聚合酶(核糖核酸还原酶等#其中
T_2

N#

C&E

编码是敏

感性最高的基因片段#并具有极强的免疫原性'盛平等*

%&

+选

用
N#

C&E

制成重组
728Y)

蛋白#用于
389/2

法检测
1-_

患

者血清中
9

N

2

抗体#结果特异性和敏感性分别为
+%(*G

和
,)(

*G

'目前测定
37T

抗体所用抗原主要为基因重组抗原#重组

抗原通常用大肠埃希菌或酵母菌来制备#因此#难免会带有该

菌本身的蛋白而影响检测结果'

Y6KM;ADM

等*

%'

+采用
3712%

和
T_25-%+

制成人工合成多肽#建立新的
389/2

法用于诊断

1-_

#

3712%59

N

2

诊断
1-_

的敏感性为
+H(&G

#特异性为

,&(*G

%

T_25-%+59

N

2

诊断
1-_

的敏感性为
+)(%G

#特异性

为
,*('G

%如果将两段人工合成肽混合包被#检测
1-_

的敏

感性达
,E(%G

#特异性可达
,*(HG

%他们用
3712%5-%+5

389/2

法检测
%E%

例
1-_

患者和
%,,

例
37T

携带者#同时用

325389/2

法进行确证测试#结果其敏感性由
+E()G

提高到

,H($G

#特异性由
,*(%G

提高到
,+(*G

*

%)

+

'由于人工合成多

肽抗原没有细菌蛋白混杂#且相对分子质量小#结构简单#从而

避免了交叉反应的可能#使结果的准确性得到提高'

D

"

37T

的基因诊断技术

37T012

的相对分子质量为
+%EF%*

$

%

%%*EF%*

+

#基

因组全序列平均
%$&VB

#由
E

种重复序列单位即内部重复序

列(末端重复序列和
E

种特异的间隔性序列构成'主要表达的

基因有先导蛋白基因$

8-

基因&(

3712

基因(终末蛋白基因

$

4-

基因&和
8X-

基因'潜伏基因编码
H

种
371

$

3712%

(

&

(

'6

(

'B

(

2'K

和
8-

&和
'

种
8X-

$

8X-%

(

&6

(

&B

&及在各种潜伏

感染中均表达
37T

编码的小
.12

$

373.

&#其中
3712%

(

8X-%

(

8X-&

及
373.

等基因与癌变有关*

%E

+

'根据
37T

特

异性基因序列设计引物进行基因检测'

D(A

"

原位杂交技术
"

37T

原位杂交技术是将
37T012

或

.12

杂交到与其互补的核苷酸序列探针上#清除掉未被杂交

的探针#留下的探针通过标记的自显像或色谱分析而被确定'

临床上常用
373.5%

作为探针#该探针是一段能与
37T

编码

的小
Q.12

特异性结合的碱基序列#其可探查经甲醛固定(石

蜡包埋的
1-_

标本#因此#用
373.5%

作探针能在肿瘤细胞原

位检测
37T

的存在'原位杂交所用的探针可用地高辛(荧光

物质或放射性物质进行标记'

9@D

等*

%H

+采用荧光物质标记

373.

探针#建立一种新型的
373.

荧光原位杂交定量分析

,
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法#定量检测
37T

感染的外周淋巴#用实时荧光定量聚合酶链

反应$

A?6C5@;Q?-_.

&确证#结果显著相关#该方法可用于移植

后
37T

感染的定量分析'原位杂交既可确定病毒的存在情

况#还可区别感染的细胞种类#是检测
37T

最为敏感的指标'

然而操作比较繁锁#探针价格略贵#不利于临床推广'

D(B

"

-_.

"

-_.

是体外酶促合成特异
012

片段的一种技

术#当存在模板
012

(底物(上下游引物和耐热
012

聚合酶时

经多次-变性
5

复性
5

延伸反应.的循环过程#模板
012

可得到

大量扩增'检测
37T

需选择特异性高的靶基因'

37T-_.

有常规
-_.

(巢式
-_.

(多重
-_.

(逆转录
-_.

和实时
-_.

等'常规
-_.

只需要设计一对相应的引物#扩增后需进行凝

胶电泳鉴定#故操作比较繁琐#同时扩增产物极易受到污染造

成假阳性'巢式
-_.

先用一对外引物进行第
%

轮
-_.

#然后

再使用第
%

对引物扩增的
012

序列内部的一对引物再次扩

增#因其采用两对引物进行两轮扩增#因此#敏感性和特异性均

有所增强#优点是减少扩增产物的污染#缺点是增加了每次试

验的复杂性'多重
-_.

是在同一个反应管中用多对引物同时

扩增几条
012

片段'

X6@"JP6

等*

%$

+采用
37T

特异性
4

细胞

抗原受体$

4_.

&基因#建立标准化引物系统$

79[X305&

&多重

-_.

#分析
4_.

基因重排#对
H

例
37T

感染的噬血细胞性淋

巴$

37T5]8]

&患儿进行检测#结果在所有患者中均发现

4_.

$

(

.

的单克隆峰'

79[X305&

多重
-_.

可应用于
37T5

]8]

患者的治疗观察'逆转录
-_.

是提取组织或细胞中的

总
.12

#以其为模板进行
-_.

扩增#从而获得目的基因或检

测基因表达'伊强等*

%+

+从
7,E5+

细胞扩增
37T7c8Y%1

基

因的
K012

片段#为下一步进行重组
37T7c8Y%1

的表达及

其在
1-_

诊断应用中的研究奠定了基础'但逆转录
-_.

的

产物需要凝胶电泳进行鉴定#操作比较繁琐#临床上不常使用'

随着检测技术的进步#近年来出现了
A?6C5@;Q?-_.

'

A?6C5

@;Q?-_.

是在
-_.

反应体系中加入荧光基团#利用对荧光信

号积累的实时检测来监测整个
-_.

进程#最后通过标准曲线

对扩增产物进行定量分析'

A?6C5@;Q?-_.

需要加入荧光物质

作为监测信号'常用于检测
37T

的荧光物质有荧光探针和荧

光染料$

/e7.:A??!9

&两种'

;̂QJA6

等*

%,

+用
37T76Q]

'

2

片段左向的第
E

个阅读框编码$

728YE

&作为引物#采用荧

光探针#首先建立检测
37T

的
A?6C5@;Q?-_.

#对
37T

感染患

者外周单个核细胞的病毒载量进行检测#结果敏感性和特异性

分别为
+E(*G

和
,'(*G

'

86

O

等*

&*

+采用
/e7.:A??!9

作为

扩增产物累积的荧光标记#选取
37T

的
375%

$

3712%

&和

76Q]

'

片段
]

向右开放阅读框
%

$

7].Y%

&作为引物#建立

两个独立的
A?6C5@;Q?-_.

#并共用一条量化标准曲线'所建

立的方法敏感(特异#并成功地应用于检测诊断与
37T

有关的

疾病'金欣等*

&%

+和黎庆梅等*

&&

+应用
A?6C5@;Q?-_.

检测血液

中
37T012

载量后亦认为该方法准确(快速#在确诊
37T

感

染相关性疾病中具有重要的作用'

A?6C5@;Q?-_.

不仅实现了

对
012

"

.12

模板的定量#而且采用完全闭管荧光检测#不需

要电泳确证#自动化程度高#降低了
-_.

产物污染造成的假阳

性#因而在一定程度上具有较高的灵敏度和特异性'但
A?6C5

@;Q?-_.

需要专门和相对昂贵的实时激光扫描设备#目前尚

未有规范化的
37TA?6C5@;Q?-_.

的标准#尚需进一步完善'

综上所述#实验室检测
37T

的方法很多#培养法耗时而且

需要特殊的组织培养条件%

9Y2

和免疫组化法需要荧光显微镜

和普通显微镜#操作繁锁%原位杂交法需要昂贵的探针#以上几

种方法在临床上虽然有较好的评价#也常被作为参考方法#但

自动化操作程度低#不能在临床上广泛应用'

-_.

快速#敏感

性和特异性高#特别是
A?6C5@;Q?-_.

实现了从定性到定量的

飞跃#可用于早期诊断和监测患者预后#具有广阔的应用前景'

但目前还需要昂贵设备#检测费用高#限制其在基层医院实验

室的应用'近年来
389/2

法诊断
37T

的敏感性和特异性不

断提高#操作简单(快速#试验结果应用酶标仪读数#准确性高#

自动化操作程度高#在临床得到广泛应用'
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