
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

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０６．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０６０７０７０２

　　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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针由宝生物工程（大连）有限公司合成。

１．３．２　ＤＮＡ提取　菌株直接取２００μＬ培养物用于ＤＮＡ提

取；临床标本处理方法为：往样本收集管中加入２ｍＬ无菌生

理盐水，充分震荡洗涤棉拭子，然后将拭子靠管壁挤干丢弃，取

２００μＬ液体用于 ＤＮＡ提取。所有菌株和临床标本均采用

ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ按照产品说明书提取ＤＮＡ。

１．３．３　标准品的构建　ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２标准株扩增的ＰＣＲ

产物分别连接到ｐＭＤ１８Ｔ载体上，测序正确的质粒分别作为

ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２的标准品。构建成功的载体使用ＤＮＡ纯化

试剂盒进行纯化后，再采用ＤＵ７３０核酸蛋白分析仪测定质粒

的浓度，换算成拷贝数后，作为阳性标准品制作标准曲线。

１．３．４　反应体系的优化　反应体系的优化是在ＴａｑＭａｎ通用

ＰＣＲ反应体系基础上进行的，所有引物终浓度选择０．２μｍｏｌ／

Ｌ至０．４μｍｏｌ／Ｌ范围内优化，所有探针终浓度选择０．１μｍｏｌ／

Ｌ至０．３μｍｏｌ／Ｌ范围内优化。ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２模板使用构建

的质粒标准品，包括 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２独立的和混合的两种类

型的模板，浓度选择１０００００拷贝／反应体系和１０００拷贝／反

应体系两个梯度。

１．３．５　反应条件的选择　本研究采用两步法进行反应条件的

优化，其中主要是优化延伸加退火步骤的温度和时间，有３种

组合供选择：６０℃，５０ｓ；５８℃，６０ｓ和６０℃，６０ｓ。

２　结　　果

２．１　最佳反应体系建立　最终确定的反应体系中各成分的终

浓度为：ＨＳ１Ｆ和 ＨＳ１Ｒ各０．３μｍｏｌ／Ｌ，ＨＳ２Ｆ和 ＨＳ２Ｒ各

０．２μｍｏｌ／Ｌ，ＨＳ１Ｐ为０．１μｍｏｌ／Ｌ，ＨＳ２Ｐ为０．２μｍｏｌ／Ｌ。最

终确定的反应条件为：９４℃，预变性１０ｍｉｎ；４５个循环包括：９４

℃，１５ｓ和６０℃，５０ｓ。

２．２　特异性　本试剂检测单纯疱疹病毒１型 ＡＴＣＣＶＲ

１４９３、单纯疱疹病毒２型ＡＴＣＣＶＲ５４０、单纯疱疹病毒１型（４

株）和单纯疱疹病毒２型（１０株）均为阳性，且可以对两者分

型；参考菌株淋球菌、沙眼衣原体、解脲脲原体、白色念珠菌、巨

细胞病毒、人乳头瘤病毒阳性标本、杜克雷氏杆菌、阴道毛滴虫

阳性标本均为阴性。说明引物和探针的特异性好。

２．３　灵敏度及标准曲线　ＨＳＶ１的质粒标准品从３００００００

拷贝／ｍＬ按１０倍梯度稀释至３００ｃｏｐｙ／ｍＬ，均可以检出；

ＨＳＶ２的质粒标准品从４００００００ｃｏｐｙ／ｍＬ按１０倍梯度稀释

至４００ｃｏｐｙ／ｍＬ，均可以检出；而且 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２同一梯度

的模板在同一管中进行扩增的。该方法对 ＨＳＶ１的检测范围

在３００００ｃｏｐｙ／ｍＬ到３００ｃｏｐｙ／ｍＬ之间，且灵敏度达到３拷

贝／反应体系；该方法对 ＨＳＶ２的检测范围在４００００ｃｏｐｙ／ｍＬ

到４００ｃｏｐｙ／ｍＬ之间，且灵敏度达到４拷贝／反应体系；相互间

不影响彼此的扩增。选择 ＨＳＶ１的５个浓度梯度的模板制作

的标准曲线，相关系数狉２ 为０．９９８９；选择 ＨＳＶ２的４个浓度

梯度的模板制作的标准曲线，相关系数狉２ 为０．９９８１；说明该

方法对 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２定量检测的标准曲线的线性较好。

ＨＳＶ１的标准曲线的斜率为－３．９８，ＨＳＶ２的标准曲线的斜率

为－４．０８，斜率接近，说明两者的扩增效率基本一致。

２．４　６０例临床样本的测试　对６０例生殖器疱疹临床标本同

时使用本试剂和ａｒｔｕｓＨＳＶ１／２ＰＣＲＫｉｔＣＥ（德国 ＱＩＡＧＥＮ

公司产品）进行检测，对比检测结果表明两种试剂的阳性符合

率为１００％，两种试剂的阴性符合率也为１００％，所以，两种试

剂检测结果完全相符合。６０例样本中，ＨＳＶ阴性的标本９例

（占１５％），ＨＳＶ１阳性的３例（占５％），ＨＳＶ２阳性的８０％，未

检测到 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２同时感染的样本。对３例 ＨＳＶ１阳性

的ＰＣＲ产物和随机抽取了１０例 ＨＳＶ２阳性的ＰＣＲ产物送往

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ上海公司进行测序，测序结果和 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＨＳＶ

相关序列同源性大于９９％，证明检测结果正确。

３　讨　　论

病毒细胞分离培养是实验室诊断 ＨＳＶ感染最为敏感的

方法，且可以对分离株分型鉴定，但该方法对实验条件要求严

格，且成本高、操作繁琐、实验周期长，在临床应用有很大的局

限性，不易开展。ＨＳＶ的血清学试验主要检测存在于血清中

的 ＨＳＶ抗原或特异性抗体，常用方法为ＥＬＩＳＡ、间接免疫荧

光法和胶体金方法等。ＥＬＩＳＡ检测 ＨＳＶ抗原具有方便、快

速、特异性较强等特点，对疱疹皮损的 ＨＳＶ抗原检出率较高，

但疱疹后期皮损的 ＨＳＶ抗原检出率较低。而血清 ＨＳＶ特异

性ＩｇＭ 和ＩｇＧ抗体需要在感染后一定的时间产生，有可能出

现假阳性或假阴性，同时 ＨＳＶ感染所造成的临床症状各有不

同，可能会产生误诊和误治［８９］。ＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ检测单纯疱疹

病毒，两方法特异性完全一致，ＰＣＲ检测阳性率高，比ＥＬＩＳＡ

敏感近２０倍
［１０］。目前，国家食品药品监督管理局批准上市的

单纯疱疹病毒荧光ＰＣＲ检测试剂盒有７个，其中检测 ＨＳＶ１

的有１个，检测 ＨＳＶ２的有６个，但未有 ＨＳＶ１、２同时检测或

分型检测的荧光 ＰＣＲ 试剂盒得到批准上市，现有研究对

ＨＳＶ１、２的ＰＣＲ分型检测方法大多在２个反应管中进行，本

研究在同一反应管中利用多色荧光定量 ＰＣＲ技术建立的

ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２核酸分型诊断方法使实验操作更为简便。通

过检测标准菌株和临床标本，具有１００％的特异度；通过检测

ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２的自建标准品，灵敏度分别可以到达３００ｃｏｐ

ｙ／ｍＬ和４００ｃｏｐｙ／ｍＬ，且标准曲线的相关系数均大于０．９９８；

整个实验过程在１个半小时内完成，不但可以对ＨＳＶ定量，而

且可以对 ＨＳＶ１和 ＨＳＶ２分型，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。
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