
性拷贝值范围１５５１６．４００～２４６４１０．８９０，远高于无鳞状上皮

细胞内病变者高危人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性

拷贝值范围４０．５３０～２０６９．０２０。宫颈上皮感染 ＨＰＶ病毒后

不一定都引起上皮细胞的异常，高危ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的阳

性一定要引起足够的注意。宫颈癌术后高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７

ｍＲＮＡ的阳性也要重视，以防其复发。

总之高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ在预防宫颈癌发生方面作

为检测指标具有临床意义。
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·检验技术与方法·

其他微生物及酸碱前处理对诺卡菌分离培养的影响

李术惠１，王晓燕１，曲本祥２，李晓军１，胡志红２

（１．威海市传染病医院检验科，山东威海２６４２００；２．威海市中医院，山东威海２６４２００）

　　摘　要：目的　研究快速生长的其他微生物以及酸碱前处理方法对诺卡菌分离培养的影响情况。方法　将大肠埃希菌标准

菌株ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌标准菌株ＡＴＣＣ２５９２３与大致等量的星形诺卡菌经研磨、振荡混匀后分别制成混合菌液；先直

接接种血平板，然后分别经３％的 ＨＣｌ、４％的ＮａＯＨ以及用 Ｎ乙酰Ｌ半胱氨酸ＮａＯＨ消化液（ＮＡＬＣＮａＯＨ）前处理后再接种

培养，观察记录结果。结果　混合菌液在血平板上培养２４ｈ后，大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌均大量生长，菌落可达０．５ｍｍ；但

培养４８ｈ后，才可见到少量几个针尖样的诺卡菌菌落。混合菌液经３％的 ＨＣｌ或４％的ＮａＯＨ前处理后，培养７ｄ仍无菌生长；

经ＮＡＬＣＮａＯＨ法前处理再培养后，仅有诺卡菌生长。结论　标本中混有其他快速生长的微生物时，诺卡菌的培养会受到抑制、

掩盖，不易检出。３％的 ＨＣｌ、４％的ＮａＯＨ均可杀灭诺卡菌；而用ＮＡＬＣＮａＯＨ消化液前处理杂菌污染的标本时，则有助于诺卡

菌的选择检出。

关键词：星形诺卡菌；　培养；　前处理
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　　诺卡菌广泛存在于自然界中，对人有致病的主要是星形诺

卡菌和巴西诺卡菌［１］。诺卡菌病是由诺卡菌引起的一种急性、

亚急性感染性疾病；其多发生于长期应用皮质类激素、免疫抑

制剂及广谱抗菌药物的患者［２３］。近年来，有关诺卡菌病的报

道越来越多，以肺诺卡菌病为多见［４］；该病临床表现及影象学

检查无特异性，易漏诊误诊；病原学检查是诊断该病的重要依

据。本研究旨在了解其他快速生长的微生物以及酸、碱等前处

理方法对诺卡菌分离培养的影响，并探讨从混合标本中分离诺

卡菌的实用方法，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　试验菌株　２株星形诺卡菌从临床肺结核疑似患者的痰

液标本中分离获得；另１株星形诺卡菌及大肠埃希菌标准菌株

ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌标准菌株ＡＴＣＣ２５９２３均来为于

山东省临床检验中心发放的全省室间质评用菌株。

１．２　培养基　改良中性罗氏培养基（ＬＪ培养基）由山东省胸

科医院汉光国际感染性疾病研究中心按文献［５］配制并提供；

血平板为济南百博生物公司产品。

１．３　方法

１．３．１　标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２、ＡＴＣＣ２５９２３对诺卡菌生长的

影响　选取血平板上培养４ｄ、直径约为０．５ｍｍ大小的３个

星形诺卡菌菌落；再选取同等大小的３个 ＡＴＣＣ２５９２２菌落，

在盛有２ｍＬ生理盐水的无菌试管内壁研磨后、旋涡式振荡混

匀，制成 ＡＴＣＣ２９５２２与诺卡菌的混悬液。用同样方法获得

ＡＴＣＣ２５９２３与诺卡菌的混悬液２ｍＬ。然后，各取２０μＬ分别

分区划线接种于血平板上，３５℃培养进行观察。

１．３．２　不同前处理液对诺卡菌的筛选效果及生长的影响　将

用上述方法获得的ＡＴＣＣ２５９２２、ＡＴＣＣ２５９２３与星形诺卡菌的

混合菌液，分别用等量的前处理液如 ４％ＮａＯＨ 作用 ２０

ｍｉｎ
［５］、３％ ＨＣｌ作用２０ｍｉｎ

［６］，用 Ｎ乙酰Ｌ半胱氨酸ＮａＯＨ

消化液（ＮＡＬＣＮａＯＨ）前处理
［５］后；再按文献［５］的要求加入

ＰＢＳ缓冲液混匀离心１５ｍｉｎ，倒掉上清液后各取０．１ｍＬ沉渣

分别接种于血平板及ＬＪ培养基上，３５℃培养进行观察。

２　结　　果

２．１　大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌对诺卡菌生长影响的观察

　大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２９５２２与诺卡菌混悬液接种于血平板上

培养２４ｈ后，可见大量直径０．５ｍｍ左右的大肠埃希菌单个菌

落；４８ｈ后才可见到少数几个针尖样的诺卡菌菌落散布于

ＡＴＣＣ２５９２２菌落间；培养７２ｈ，有的诺卡菌菌落直径才能达到

０．５ｍｍ左右。ＡＴＣＣ２５９２３与诺卡菌混悬液在血平板上的生

长情况类似。

２．２　不同前处理液对诺卡菌的筛选效果及生长的影响　

ＡＴＣＣ２５９２２、ＡＴＣＣ２５９２３与星形诺卡菌的混悬液，经３％的

ＨＣｌ及４％的 ＮａＯＨ 前处理后，在血平板、ＬＪ培养基上培养

至７ｄ，均无菌落生长。经 ＮＡＬＣＮａＯＨ前处理后，在血平板

及ＬＪ培养基上，４８ｈ后即可见诺卡菌菌落生长，７２ｈ后可达

０．５ｍｍ左右；而ＡＴＣＣ２５９２２、ＡＴＣＣ２５９２３菌株均不生长。

３　讨　　论

实验结果显示，星形诺卡菌生长缓慢，在血平板上培养４８

ｈ仅见针尖样小菌落；若与其他快速生长的微生物如大肠埃希

菌、葡萄球菌混合存在时，诺卡菌的生长受到了明显的抑制和

掩盖，不易检出、不易被发现。故延长培养时间［７］，使用选择性

方法有助于该菌的发现。含３％ ＨＣｌ或４％ ＮａＯＨ消化液对

星形诺卡菌有杀灭作用；但经ＮＡＬＣＮａＯＨ法前处理后，诺卡

菌在血平板及 ＬＪ培养基上均能生长良好，表明其仅对

·６０７· 国际检验医学杂志２０１３年３月第３４卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．６



ＮＡＬＣＮａＯＨ前处理法具有耐受性。

综上所述，当痰液等被杂菌污染的标本直接接种在非选择

性培养基上时，由于其中常常会有大量的正常菌群等，致使不

易检出可能存在的诺卡菌［８９］。因此，对于可疑为肺诺卡菌病

的患者，若能将痰标本经 ＮＡＬＣＮａＯＨ 法消化处理后再接

种［１０］，将有利于诺卡菌的检出。
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·检验技术与方法·

单纯疱疹病毒核酸分型诊断方法的建立

支丽霞１，赵云生２，江秀娟３

（１．兰州市第二人民医院检验科，甘肃兰州７３００４６；２．甘肃省定西市红十字会中心血站，

甘肃定西７４３０００；３甘肃省肿瘤医院检验科，甘肃兰州７３００５０）

　　摘　要：目的　应用荧光定量聚合酶链式反应（ＦＱＰＣＲ）技术，建立一种快速、灵敏度高、特异性强且可以定量分型检测单纯

疱疹病毒（ＨＳＶ）的方法。方法　根据单纯疱疹病毒糖蛋白Ｂ基因序列设计引物和探针，建立 ＨＳＶ１、２型检测的方法；构建标准

品进行定量分析，测试方法的灵敏度；检测相关的其它临床分离菌株和样本，测试方法的特异性。结果　检测 ＨＳＶ１、２的自建标

准品，检测下限分别可以到达３００ｃｏｐｙ／ｍＬ和４００ｃｏｐｙ／ｍＬ，且标准曲线的相关系数均大于０．９９８。通过检测参考菌株和临床标

本，证明具有１００％的特异度；且可以对 ＨＳＶ１、２分型。结论　本方法是一种快速、灵敏且准确的 ＨＳＶ分型检测方法，具有重要

的临床使用价值。

关键词：单纯疱疹病毒属；　核酸分型；　ＰＣＲ
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　　单纯疱疹病毒（ＨＳＶ）是人类病毒性疾病中常见的病原体

之一，根据抗原性不同，可分为 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２两种血清型。

两种血清型的临床表现不同，ＨＳＶ１主要引起腰部以上，如眼、

口、唇的皮肤黏膜以及中枢神经系统的感染，ＨＳＶ２主要引起

生殖器部位的皮肤黏膜及新生儿感染，并与女性外阴癌和宫颈

癌的发生有关。ＨＳＶ两种亚型感染的预后和处理方法不同，

因此对 ＨＳＶ感染进行早期诊断和分型具有重要的临床意义

和流行病学意义［１３］。目前对单纯疱疹病毒性疾病的实验室诊

断主要以免疫学方法为主，检测的灵敏度和准确度不够理想。

而荧光定量ＰＣＲ技术是目前较先进的分子生物学技术，具有

特异性强、灵敏度高且稳定性好等优点，另外荧光ＰＣＲ仪可以

同时检测５种不同波长的荧光信号，可用于 ＨＳＶ的核酸分型

鉴定［４７］。本研究拟利用多色实时荧光定量ＰＣＲ技术在同一

反应体系中建立一种对 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２型核酸分型准确、特

异、简便的鉴别诊断方法。

１　材料与方法

１．１　菌株与临床标本　标准菌株单纯疱疹病毒１型 ＡＴＣＣ

ＶＲ１４９３和单纯疱疹病毒 ２ 型 ＡＴＣＣ ＶＲ５４０ 购自美国

ＡＴＣＣ公司。实验室分离菌株单纯疱疹病毒１型（４株）、单纯

疱疹病毒２型（１０株）、淋球菌（３株）、沙眼衣原体（２株）、解脲

脲原体（２株）、白色念珠菌（１株）、巨细胞病毒（１株）、人乳头

瘤病毒阳性标本（ＨＰＶ６、１１、１６和１８型各２例）、杜克雷氏杆

菌（１株）、阴道毛滴虫阳性标本（２株）和６０例生殖器疱疹标本

均由兰州市第二人民医院检验科提供。

１．２　试剂与仪器　ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ和ａｒｔｕｓＨＳＶ１／２

ＰＣＲＫｉｔＣＥ（德国Ｑｉａｇｅｎ公司产品）；ｐＭＤ１８Ｔ载体（ＴＡＫＡ

ＲＡ公司产品）；ＷｉｚａｒｄＰｌｕｓＳＶ ＭｉｎｉｐｒｅｐｓＤＮＡ纯化试剂盒

（Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品）；ＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品）；ＤＵ７３０核酸蛋白分析仪（贝

克曼公司产品）；ＡＢＩ９７００ＰＣＲ 扩增仪及 ＡＢＩ７５００ 荧光定量

ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司产品）。

１．３　方法

１．３．１　引物与探针设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ中提供的 ＨＳＶ糖蛋

白Ｂ基因序列分别设计特异性检测 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２的引物和

探针。以 ＨＳＶ１的糖蛋白 Ｂ基因（序列号：ＡＦ３１１７４０．１）和

ＨＳＶ２的糖蛋白 Ｂ基因（序列号：ＡＦ２９５５２８）为模板，使用

ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０软件设计引物和探针。最后将设计好的引

物和探针序列在 ＮＣＢＩ数据库中进行Ｂｌａｓｔ比对，确定 ＨＳＶ１

或 ＨＳＶ２引物和探针的保守性。ＨＳＶ１：上游引物 ＨＳ１Ｆ为

５′ＡＡＧＧＴＣＡＣＣＧＡＣＡＴＧＧＴＣＡＴＧ３′，下游引物ＨＳ１Ｒ

为５′ＴＣＡＣＣＧＴＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＡＡＣＴ３′，探针 ＨＳ１Ｐ

为５′ＦＡＭＡＡＧＣＧＣＣＧＣＡＲ（Ｒ＝Ａ／Ｇ）ＣＡＣＣＡＡＣＴＡ

ＣＡＣＣＢＨＱ１３′；ＨＳＶ２：上游引物 ＨＳ２Ｆ为５′ＡＣＧＧＡＡ

ＣＡＣＡＡＧ ＧＣＣ ＡＧＡ ＡＡ３′，下游引物 ＨＳ２Ｒ 为５′ＡＧＣ

ＧＧＡＧＡＧＴＡＣＣＴＧ ＧＣＴ ＴＴＧ３′，探针 ＨＳ２Ｐ：５′ＨＥＸ

ＣＡＡＣＡＴＧＧＴＴＣＴＧＣＧＣＡＡＧＣＧＣＢＨＱ１３′。引物和探
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