
针对局部问题改善技术和方法的同时，蛋白质芯片的构建也应

重视各个环节的配合，以实现芯片整体性能的优化。
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人巨细胞病毒实验室诊断进展

夏　宇 综述，张　波△审校

（第三军医大学西南医院全军检验医学专科中心，重庆４０００３８）

　　关键词：人巨细胞病毒；　感染；　检测；　诊断
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　　人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）是一种双螺旋ＤＮＡ病毒，属于疱

疹病毒科乙组疱疹亚科，是疱疹病毒家族中的重要成员之一。

ＨＣＭＶ在世界范围内广泛传播，感染大多数人口，病毒长期潜

伏于宿主细胞，呈隐性感染。当妇女妊娠时，造成胎儿宫内感
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染，导致流产、早产、死胎或胎儿先天畸形［１］；当骨髓移植，肝、

肾、心脏等器官移植患者免疫功能受损时，潜伏病毒被激活、增

值而发生严重感染，将导致患者器官移植失败甚至死亡［２３］。

新近研究表明，巨细胞病毒感染还与某些心血管疾病和癌症的

发生密切相关［４５］。由此可见，巨细胞病毒感染已对人类健康

造成极大的威胁，故对 ＨＣＭＶ感染的早期诊断显得尤为重

要，目前确诊 ＨＣＭＶ感染主要依靠实验室检测。该综述中，

主要对 ＨＣＭＶ的实验室检测方法及其进展作一简要介绍。

１　病毒分离培养法

ＨＣＭＶ的高隐性感染率和活动性感染患者无典型的临床

症状，给 ＨＣＭＶ感染的临床诊断带来很大困难。目前，仍将

病毒分离培养法作为诊断 ＨＣＭＶ感染的“金标准”
［６］。有研

究表明 ＨＣＭＶ在体内主要感染内皮细胞和上皮细胞
［７］，人胚

肺纤维母细胞也具有较高的易感性［７８］，在体外主要利用该细

胞来进行 ＨＣＭＶ的分离和培养。将感染者的体液或血液标

本接种到人胚肺纤维母细胞上培养，病毒感染细胞后，细胞内

病毒基因大量复制、病毒颗粒活跃增殖，导致细胞发生一系列

的病理学改变。因此，可通过以下途径对 ＨＣＭＶ感染进行检

测：（１）通过光学显微镜观察有无具有典型形态的“猫头鹰眼细

胞”，或将感染细胞染色后观察胞内有无巨细胞病毒包涵体的

存在；（２）通过电镜直接观察感染细胞的病理学改变；（３）通过

电镜观察胞内病毒颗粒的形态学变化。该方法作为实验诊断

ＨＣＭＶ感染的可靠方法，还能为 ＨＣＭＶ的后续研究提供样

本，如基因型分析、ＤＮＡ提取、诊断和抗病毒治疗研究等；但该

方法分离病毒的敏感性较差，检测周期长，容易污染，达不到早

期快速检测的目的，且病毒包涵体无法与别的病毒区分，对于

经药物治疗后的标本病毒分离常为阴性结果，因而临床应用受

限，现主要应用于科研方面。随后将病毒细胞培养与免疫学分

析方法结合建立起来的微量病毒检测技术，如快速增强组织培

养免疫荧光技术［９］，提高了分离阳性率和检测效率，为病毒感

染的早期诊断提供了重要的信息。

２　特异性抗体检测

特异性抗体检测主要是检测 ＨＣＭＶ感染后刺激机体产

生的巨细胞病毒ＩｇＭ 和ＩｇＧ抗体。因血清ＩｇＭ 抗体在 ＨＣ

ＭＶ感染后的１～３个月以内会维持在一个比较高的滴度，而

后逐渐降低，在免疫抑制性患者体内也可能长期维持在一个比

较低的水平，当潜伏病毒激活或再感染又会刺激ＩｇＭ 抗体的

产生。因此，临床应用中常将ＩｇＭ 抗体的检测结果作为判断

ＨＣＭＶ近期感染或者活动性感染的依据，将血清ＩｇＧ抗体作

为 ＨＣＭＶ既往感染的指标。运用传统的ＥＬＩＳＡ对其进行检

测，其结果易被自身抗体、类风湿因子或ＥＢ病毒等的交叉反

应所干扰［１０１１］，引起假阳性结果。目前应用较多的是抗体捕

获ＥＬＩＳＡ
［１２１３］，该方法具有比较高的灵敏度和特异性，可以避

免以上的干扰因素，有利于结果的分析、判断。但是抗体的产

生存在一定的时间窗，且受机体免疫状态等因素的影响，尤其

是免疫缺陷患者、免疫抑制患者或者使用强免疫抑制剂的患

者，不能产生被测数量的特异性抗体，造成假阴性结果。因此，

特异性抗体检测对巨细胞病毒感染早期诊断的临床价值不大。

３　抗原血症的检测

病毒抗原是具有高度保守性的一些病毒结构蛋白的特殊

氨基酸区域，肽序列变异性小，已成为病毒学检测的理想标志

物。ＨＣＭＶ感染机体后可顺序表达即早期抗原，早期抗原和

晚期抗原。近年来，人们对 ＨＣＭＶ的一些抗原决定簇进行了

免疫 原 性 和 特 异 性 的 研 究，已 发 现 ｇｐ５２（ＵＬ４４）、ｐｐｌ５０

（ｐｐＵＬ３２）、ｐｐ６５（ｐｐＵＬ８３）、ｐｐＵＬ８０ａ等均具有强免疫原性且

有保守的 ＤＮＡ 序列。现有研究表明，ＨＣＭＶ 的被膜蛋白

ＰＰ６５不仅肽序列具有高度的保守性，而且数量占病毒总蛋白

的１５％。其在ＨＣＭＶ活动感染后２～２４ｈ内就可表达于血液

白细胞中，早于病毒核酸出现在血浆中的时间，并在病毒活动

期间持续存在，治疗后随病毒消失而转阴，蛋白表达量与病毒

载体量同步消长，具有极高的相关性［１４１５］。因此，检测 ＨＣＭＶ

的ＰＰ６５抗原不仅能缩短病毒检测的窗口期，而且也能反映体

内的病毒载量，对监测无症状活动性感染或新发感染，评估患

者传染性和疗效等具有重要意义，被国际公认为早期诊断

ＨＣＭＶ活动性感染的首选实验诊断指标。目前，临床检测

ＨＣＭＶＰＰ６５抗原的常用方法为免疫荧光技术，其敏感性和特

异性可达８０％～８５％。但是以白细胞为病毒抗原检测载体，

对白细胞数目和形态要求高，其临床应用范围受限。

４　核酸检测

ＨＣＭＶ感染人体后，病毒核酸在体液中先于病毒感染的

血清学证据和临床症状出现，因此可将病毒核酸的检测作为感

染的早期诊断指标。核酸检测主要包括 ＨＣＭＶＤＮＡ的检测

和 ＨＣＭＶ 基因转录产物 ｍＲＮＡ 的检测。聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测ＤＮＡ的高灵敏度和特异性，使其可作为 ＨＣＭＶ

感染的筛选指标。但ＤＮＡ不能直接反应病毒的复制，无法分

辨病毒是处于活动性感染或是潜伏感染，要明确诊断需做

ＲＮＡ检测。ＨＣＭＶ基因转录是病毒活跃复制的标志，临床上

常将 ＨＣＭＶ早期（ＩＥ）基因转录和晚期（Ｌ）基因转录产物 ｍＲ

ＮＡ的检测作为诊断 ＨＣＭＶ活动性感染的指标。核酸检测常

用的方法包括核酸杂交技术、ＰＣＲ、核酸序列依赖扩增法及基

因芯片技术。如能将 ｍＲＮＡ逆转录反应结合定量ＰＣＲ进行

检测则是最佳选择。

４．１　核酸杂交　核酸杂交技术是用同位素或非同位素标记针

对 ＨＣＭＶ基因特异序列的核酸，将其制备为探针，直接、准确

地检测 ＨＣＭＶ。核酸杂交具有以下特点：（１）杂交探针序列特

异，有很高的灵敏度和特异性；（２）对于 ＨＣＭＶ潜伏型感染，

ＤＮＡ核酸杂交技术可以确定 ＨＣＭＶ的存在；（３）敏锐发现病

毒包涵体；（４）受外因影响小：病毒ＤＮＡ双螺旋结构稳定，即

使受外因影响而解链，只要每条 ＤＮＡ链上的核苷酸序列未

变，不影响探针与靶位的结合；（５）病毒 ｍＲＮＡ的检测结果可

作为临床诊断 ＨＣＭＶ活动性感染的重要依据。但是核酸杂

交所需的检测费用较高，难以在临床上推广普及 。

４．２　ＨＣＭＶＤＮＡ的ＰＣＲ检测　ＰＣＲ技术运用于ＨＣＭＶ感

染的检测，是 ＨＣＭＶ定量检测的一个重大突破，具有较高的

灵敏度和特异性，能满足临床多种类样本的检测，且需要的标

本量小，检测方法简便快捷，可作为感染的早期诊断指标。然

而，早期的ＰＣＲ检测本质上属于定性检测。依据传统ＰＣＲ已

衍生出逆转录ＰＣＲ、巢式ＰＣＲ、捕获探针ＥＬＩＳＡＰＣＲ和实时

ＰＣＲ等多种各具特色的技术
［６］，极大地提高了 ＨＣＭＶ感染检

测的灵敏度和特异性。目前，实时荧光定量ＰＣＲ法被广泛应

用于ＨＣＭＶ感染的检测，它是基于传统ＰＣＲ法建立起来的可

精确定量 ＤＮＡ 的检测方法，同时具有 ＰＣＲ法的敏感性和

ＤＮＡ杂交技术的特异性，有较高的阳性和阴性预测价值，可动

态监测 ＨＣＭＶ感染，反映其病毒载量，预示其感染严重程度，

在 ＨＣＭＶ 感染诊断中有很好的实用价值
［１６１７］。研究报

道［１８１９］，与ｐｐ６５抗原血症分析相比，实时ＰＣＲ技术监测 ＨＣ

ＭＶ感染具有更高的敏感性，但对于活动性感染的监测不如抗

原血症分析。用ＰＣＲ检测 ＨＣＭＶＤＮＡ，大量扩增后的产物

非常容易造成实验室环境的污染，出现假阳性的结果。然而，

ＰＣＲ阴性对 ＨＣＭＶ感染排除率高
［２０２１］，但ＰＣＲ阳性只能证
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明病毒存在，不能分辨病毒是处于活动感染或是潜伏状态，故

要明确诊断需作ＲＮＡ检测。

４．３　核酸序列依赖扩增法（ＮＡＳＢＡ）　ＮＡＳＢＡ是以ＰＣＲ为

基础发展起来的一种简便、快速、连续的检测方法，主要用于

ＲＮＡ的扩增和检测。该方法灵敏度高，极少量的ＲＮＡ样本

就可以被检测出来，且假阳性和假阴性的机会很少，检测结果

较为客观、准确。目前该技术已经在很多领域展开研究应用，

具有广阔的临床应用前景。国外已有相关文献报道采用定量

ＮＡＳＢＡ法对不同细胞感染 ＨＣＭＶ后ＲＮＡ表达动力学进行

分析，主要检测了ＩＥ１（ＵＬ１２３），ＰＰ６７（ＵＬ６５）和免疫逃逸基因

（ＵＳ３、ＵＳ６和ＵＳ１１），发现在病毒感染后的４ｈ以内能检测到

以上几个基因的表达，可用于病毒感染的早期诊断［２２］；应用多

重实时定量ＮＡＳＢＡ法对编码 ＨＣＭＶ即刻早期抗原ＩＥ１和晚

期结构抗原ｐｐ６７的ｍＲＮＡ进行检测，发现其敏感性、特异性

均较高，为临床判断 ＨＣＭＶ活动性感染和病毒复制情况，制

定早期抗病毒治疗方案提供了可靠依据［２３］。

４．４　基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐ）技术　基因芯片采用大量特定的寡

核苷酸为探针，并置于特定固相载体表面，和待检样本的基因

进行杂交检测。其与传统技术相比，具有以下优点：（１）高通

量，通过一次实验获得大量的数据同时进行平行分析，很大程

度上加快了实验进程；（２）可在同一阵列上进行多样本的分析

比较，避免了实验内在误差；（３）试剂用量小，降低了检测成本；

（４）反应系统与计算机图像分析系统相连，检测结果客观、准

确。近年来，基因芯片检测技术正在逐步完善，初步研究显示

该技术在病原体检测方面具有较高的特异性和敏感性，临床应

用潜力大［２４２５］。但该技术仍然面临一些问题，如检测成本高，

反应条件苛刻等。目前，基因芯片技术主要应用于 ＨＣＭＶ的

研究，随着技术的不断完善，基因芯片将在临床检测方面有很

大的发展空间。

综上所述，在 ＨＣＭＶ感染的实验室诊断技术中，病毒分

离培养是诊断病毒感染的金标准，但培养技术复杂、实验条件

苛刻、耗时长、敏感性差，不适合临床实验室开展。病毒抗体检

测受制于 ＨＣＭＶ高隐性感染率、免疫低下者抗体产生延迟或

缺乏，诊断早期感染的临床价值不大。病毒抗原血症检测技术

具有快速、敏感、可靠的优点，但是传统检测方法多以白细胞为

病毒抗原检测载体，限制了其临床应用。而核酸诊断其敏感性

与特异性均佳，但检测费用高且核酸提取方法还有待改进。因

此，临床检验可以根据需要结合使用各种诊断技术，从而提高

诊断的准确性。总之，改进现有技术，探索新技术，拓宽其临床

应用范围是巨细胞病毒检测急需解决的问题。
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１６ＳｒＲＮＡ基因及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区在微生物鉴定中的应用
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（重庆医科大学附属第一医院检验科，重庆４０００１６）
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　　目前临床上引起感染的病原菌种类繁多，抗菌药物的不正

规使用导致细菌培养阳性率进一步降低［１］。因此，传统分类方

法的不足随着新型微生物菌株的分离的增多而越来越明显，亟

需一种能快速准确鉴定出微生物种类的新技术以便及时指导

抗菌药物的合理使用从而控制临床感染疾病的进展。文章综

述了１６ＳｒＲＮＡ及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区快速鉴定微生物

的基本原理、方法、存在的问题及进一步解决方案等。原核生

物的ｒＲＮＡ有３类：５ＳｒＲＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ 和２３ＳｒＲＮＡ，其编

码基因（ｒＤＮＡ）长度依次为１２０、１５４０及３３００个核苷酸。它

们位于同一操纵子序列中，但被一些间隔区域所分开，从５′～

３′端依次是：１６Ｓ、间隔区、ｔＲＮＡ、间隔区、２３Ｓ、间隔区和５Ｓ

ｒＲＮＡ
［２］，一个操纵子进行转录后处理成为成熟的１６Ｓ、２３Ｓ和

５ＳｒＲＮＡ。ｒＲＮＡ结构既具保守性又具高变性，保守性反映生

物物种的亲缘关系，高变性则揭示生物物种的特征核酸序列，

是属种鉴定的分子基础［３］。因此，可以利用保守区设计通用引

物扩增细菌的相应靶序列，再利用可变区的差异鉴别菌种。其

中以１６ＳｒＲＮＡ基因及１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区在细菌鉴定

中的应用最为成熟及广泛。

１．１　１６ＳｒＲＮＡ基因结构特点及序列分析的基本原理　１６Ｓ

ｒＤＮＡ基因是细菌染色体上编码１６ＳｒＲＮＡ相对应的ＤＮＡ序

列，其可变区与恒定区序列交错排列。恒定区在各种细菌中基

本保持不变，而可变区因不同细菌，不同科、种、属而异，且变异

程度与细菌的系统发育密切相关。相比之下，５ＳｒＲＮＡ虽易

分析，但核苷酸少，没有足够的遗传信息用于分类研究；而２３Ｓ

ｒＲＮＡ含有的核苷酸数几乎是１６ＳｒＲＮＡ的２倍，分析较困

难，故以１６ＳｒＲＮＡ作为研究对象最为理想。１６ＳｒＲＮＡ序列

分析技术的基本原理就是利用恒定区序列设计通用引物从微

生物样本中扩增出１６ＳｒＲＮＡ的基因片段，通过克隆测序、探

针杂交、酶切片段多态性分析或凝胶电泳等方法［４］获得１６Ｓ

ｒＲＮＡ序列信息，再与１６ＳｒＲＮＡ基因数据库中的序列数据或

其他数据进行同源对比及分析，从而鉴定样本中可能存在的病

原菌种类。

１．２　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析的基本方法　目前绝大多数的

研究都是先将１６ＳｒＲＮＡ反转录为１６ＳｒＤＮＡ再进行进一步

的研究。也可以提取细菌总的ＤＮＡ之后，利用细菌通用引物

对样品总ＤＮＡ中的１６ＳｒＲＮＡ基因进行全长扩增，再对ＰＣＲ

产物进行进一步研究。具体包括：（１）将ＰＣＲ产物克隆到质粒

载体上进行测序，与１６ＳｒＲＮＡ数据库中的序列进行比较。目

前，大量已知微生物的 ＤＮＡ都被测定并输入国际基因数据

库，成为对微生物鉴定分类非常有用的参照系统，从而可以通

过测定某种未知微生物１６ＳｒＤＮＡ序列，与基因库中已有菌株

的１６ＳｒＤＮＡ序列进行同源对比及分析，即可得出待测菌的菌

属类别，从而达到对其进行快速、有效的鉴定分类的目的［５］。

Ｂｏｓｓｈａｒｄ等
［６］用１６ＳｒＲＮＡ序列同源性大于等于９５％至大于

等于９９％ 定义同属细菌，用大于等于９９％ 定义同种细菌。

（２）通过１６ＳｒＲＮＡ种属特异性的探针与ＰＣＲ产物杂交以获

得微生物组成信息，或利用基因芯片将ＤＮＡ片段制作成探针

固定在支持物上，与荧光标记的待检ＤＮＡ片段杂交，通过观

察荧光信号的位置，即可确定待检细菌的种类。杨祖钦等［７］根

据引起化脓性脑膜炎的常见致病菌，成功地建立了 ＤＮＡ芯

片，可对该疾病快速、准确的诊断，明确病原菌。（３）对ＰＣＲ产

物进行限制性片段长度多态性分析（ＲＦＬＰ），即使用特异的限

制性核酸内切酶作用在扩增的核糖体不同序列位置产生不同

长度的片段，经过凝胶电泳后将大小不同的片段分开，所检测

细菌ＤＮＡ碱基组成不同，电泳图谱亦不同。通过观察酶切电

泳图谱、数值分析，便可分析样品中微生物组成或不同微生物

的种属关系。王蓉美等［８］利用１６ＳｒＲＮＡ对１４种临床常见病

原菌同时进行ＰＣＲ扩增，并根据扩增片段内变异区特点分别

选择限制性内切酶 ＨａｅⅢ、ＭｎⅡ、ＡｌｕⅠ、ＤｄｅⅠ和ＢｓｔＢⅠ酶切

后电泳，建立了各细菌菌株特有的酶切图谱，达到了对临床常

见病原菌种属进行快速鉴定的目的。（４）对扩增产物进行变性

梯度凝胶电泳、温度梯度凝胶电泳（ＴＧＧＥ）分析，直接观察其

多样性［９１０］。Ｇｏｌｄｅｎｂｅｒｇ等
［１１］还在此基础上建立了变性高效

液相色谱（ＤＨＰＬＣ）技术，并成功的分析了大便中菌群的组成，

监测抗菌药物治疗前后肠道菌群的动态变化。

２　１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间隔区

２．１　１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ基因间区结构特点及序列分析的基本

原理　１６Ｓ～２３ＳｒＲＮＡ区间ＩＳＲ是位于１６ＳｒＲＮＡ基因与

２３ＳｒＲＮＡ基因之间的区间序列，不仅序列长度存在差异，而

且序列中间有ｔＲＮＡ的插入、缺失、突变等特征。经研究发现，

大多数革兰阳性菌含有ｔＲＮＡａｌａ、ｔＲＮＡｉｌｅ，少部分只含ｔＲ

ＮＡｇｌｕ基因。相比而言，大部分革兰阴性菌不含ｔＲＮＡ基因，
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