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  摘 要:目的 探讨实时荧光定量PCR法(qRT-PCR法)用于检测模拟环境表面载体乙型肝炎病毒

(HBV)DNA的可行性。方法 用4种浓度的 HBV标准品5×106、5×105、5×104、5×103
 

IU/mL污染载体,
放置3

 

d和7
 

d,采用qRT-PCR法,检测HBV载体表面HBV
 

DNA浓度。结果 5×103
 

IU/mL标准品污染后

的HBV载体,放置3
 

d后阳性检出率为70.0%,7
 

d后的阳性检出率为80.0%;其余3种浓度的标准品污染后

的载体放置3、7
 

d的阳性检出率均为100.0%。4种浓度的标准品污染后的载体放置3
 

d后检测HBV
 

DNA浓

度差异有统计学意义(F=8.327,P<0.001);4种浓度的标准品污染后的载体放置7
 

d后检测HBV
 

DNA浓度

差异有统计学意义(F=7.302,P=0.001)。4种浓度的标准品污染后的载体放置3
 

d后 HBV
 

DNA浓度下降

值与放置7
 

d后的下降值进行比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 qRT-PCR法可以应用于医疗机

构环境表面HBV污染状况的检测;HBV污染浓度越高,HBV
 

DNA浓度越高;病毒污染载体后,放置7
 

d仍可

检出HBV
 

DNA。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

using
 

the
 

real
 

time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-
PCR)

 

in
 

detection
 

of
  

hepatitis
 

B
 

virus
 

(HBV)
 

DNA
 

on
 

simulated
 

environmental
 

surface
 

carrier.
Methods HBV

 

standards
 

at
 

different
 

concentrations
 

of
 

5×106,5×105,5×104
 

and
 

5×103
 

IU/mL
 

were
 

used
 

to
 

contaminate
 

the
 

carriers,using
 

the
 

qRT-PCR
 

to
 

detect
 

the
 

HBV
 

DNA
 

on
 

the
 

carriers
 

after
 

3
 

and
 

7
 

days.Re-
sults The

 

positive
 

rate
 

was
 

70.0%
 

and
 

80.0%
 

after
 

3
 

days
 

and
 

7
 

days
 

on
 

the
 

carriers
 

contaminated
 

by
 

5×103
 

IU/mL
 

of
 

HBV
 

standard.The
 

rates
 

were
 

all
 

100.0%
 

on
 

other
 

carriers
 

after
 

3
 

and
 

7
 

days
 

contaminated
 

by
 

the
 

other
 

three
 

concentrations
 

of
 

standard
 

substance.The
 

detect
 

concentrations
 

were
 

statistically
 

significant
 

differ-
ent

 

in
 

four
 

concentrations
 

of
 

HBV
 

carriers
 

after
 

3
 

days
 

of
 

contamination
 

(F=8.327,P<0.001).The
 

detect
 

concentrations
 

were
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

four
 

concentrations
 

HBV
 

carriers
 

after
 

7
 

days
 

of
 

contamination
 

(F=7.302,P=0.001).There
 

were
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

between
 

the
 

HBV
 

DNA
 

concentration
 

re-
ductions

 

in
 

four
 

concentrations
 

of
 

HBV
 

carriers
 

after
 

3
 

and
 

7
 

days
 

(P>0.05).Conclusion The
 

qRT-PCR
 

method
 

can
 

be
 

used
 

to
 

the
 

detect
 

HBV
 

contamination
 

on
 

the
 

environmental
 

surface
 

in
 

medical
 

institutions.The
 

higher
 

the
 

concentration
 

of
 

HBV
 

contamination,the
 

higher
 

the
 

detection
 

concentration
 

of
 

HBV
 

DNA.The
 

HBV
 

DNA
 

on
 

carriers
 

can
 

still
 

be
 

detected
 

after
 

7
 

days
 

of
 

contamination.
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  感染性疾病病原体可以通过呼吸道、接触等途径

传播,污染的环境表面是间接接触传播的重要媒介,
特别是在传染病流行期间,公共场所、医疗机构环境

表面的污染状况及传播风险不容忽视,有文献报道,

在手足口病/疱疹性咽峡炎独立接诊候诊区,医院环

境肠道病毒污染阳性率为47.50%,环境表面肠道病

毒污染有传播的风险,但我国尚无环境表面病毒污染

状况检测标准,探索科学、可行的检测方法成为一项
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重要课题[1]。有学者运用ELISA法检测环境表面乙

型肝炎病毒(HBV)表面抗原(HBsAg)来证实环境表

面存在HBV污染,但无法判断检测样本是否具有感

染能力,对于环境表面的清洁消毒、感染防控指导意

义较小[2-3]。实时荧光定量PCR法(qRT-PCR法)目
前已广泛用于临床血液样本中多种病毒的检测,但由

于无相关技术标准,较少用于环境表面病毒的检

测[4]。本研究用 HBV载体模拟环境表面,并探索性

应用qRT-PCR法检测HBV
 

DNA,以验证qRT-PCR
法用于环境表面病毒核酸检测的可行性。
1 材料与方法

 

1.1 试剂与仪器 采样液(天津灏洋华科生物科技

有限公司生产,主要成分为氯化钠、氯化钾、葡萄糖、
磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、庆大霉素及两性霉素)、生
理盐水;4种 HBV标准品(浓度分别为5×106、5×
105、5×104、5×103

 

IU/mL);HBV核酸测定试剂盒

(荧光PCR法,上海之江生物科技股份有限公司);
Autrax全自动核酸提取站;SLAN-96P型荧光定量

PCR仪等。
1.2 方法

1.2.1 环境表面HBV载体的制备 载体制备:将非

光滑的PVC塑料板剪成5
 

cm×5
 

cm大小,首先用流

动水清洗、2
 

000
 

mg/L含氯消毒剂浸泡30
 

min后清

洗、擦拭、晾干后作为试验对象。HBV载体制备:应
用移液枪分别吸取5×106、5×105、5×104、5×103

 

IU/mL的HBV标准品100
 

μL于不同载体上,用棉

签涂抹均匀,自然干燥,制备成4种浓度 HBV标准品

污染的载体。选用两种浓度(5×106
 

IU/mL和5×
104

 

IU/mL)的HBV标准品污染的载体,分别用运送

培养基和生理盐水进行采样,相同浓度、相同采集液

重复3次,共计12个标本,检测载体表面 HBV
 

DNA
浓度,取均值进行比较分析。
1.2.2 采样方法 参照医院消毒卫生标准中物体表

面微生物采样方法[5],用浸有运送培养基棉拭子1
支,在模拟载体表面横竖往返各涂抹5次,并随之转

动棉拭子,折去手接触部分,将棉拭子放入1
 

mL运送

培养基中密闭送检。
1.2.3 检测方法 采用qRT-PCR法检测。所有采

集的标本均在24
 

h内进行检测,检测前将标本置于微

量振荡器上震荡1
 

min,充分混匀后,按照 HBV核酸

测定试剂盒(qRT-PCR法)及PCR扩增仪使用指导

书规定的方法进行,测定1次即为结果。整个试验操

作均严格按照操作规范进行,同时做内参、阴性和阳

性对照,均在控。该试剂的线性检测范围为(1×
102~1×108)IU/mL,最低检出限为20

 

IU/mL,若检

测结果超出检测范围,予以复测并取平均值。
1.3 统 计 学 处 理  利 用 Excel录 入 数 据;采 用

SPSS21.0对数据进行分析。计量资料以均值表示,
组间比较采用t检验或方差分析;计数资料采用百分

数表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 采用不同采样液时HBV
 

DNA检出情况 以运

送培养基为采样液,两种浓度(5×106、5×104
 

IU/
mL)的标准品污染的载体表面 HBV

 

DNA阳性检出

率均为100%,检测浓度的均值分别为6.81×103
 

IU/
mL和5.33×10

 

IU/mL;以生理盐水为采样液,两种

浓度(5×106、5×104
 

IU/mL)的标准品污染的载体表

面HBV
 

DNA阳性检出率均分别为100.0%和66.7%,
检测浓度的均值分别为9.79×102

 

IU/mL和1.86×10
 

IU/mL。以运送培养基为采样液的检出率均大于或等

于以生理盐水为采样液者。见表1。
2.2 不同浓度标准品污染的载体放置3、7

 

d的HBV
 

DNA阳性检出率 4种浓度的标准品污染的载体各

20份,其中10份放置3
 

d、10份放置7
 

d,检测载体表

面HBV
 

DNA浓度,样本合计80份。检测结果显示,
HBV

 

DNA总阳性检出率为93.8%(75/80)。所有载

体放置3
 

d的总阳性检出率为92.5%(37/40),放置

7
 

d的总阳性检出率为95.0%(38/40),阳性检出率差

异无统计学意义(P>0.05)。见表2。
2.3 不同浓度标准品污染的载体放置3、7

 

d的HBV
 

DNA浓度比较 4种浓度的标准品污染的载体放置

3
 

d后,载体表面检出的 HBV
 

DNA浓度均值分别为

3.109×105、3.607×104、4.301×103、2.940×102
 

IU/mL,差异有统计学意义(F=8.327,P<0.001);
放置7

 

d后,载体表面检出的 HBV
 

DNA浓度均值分

别为2.874×105、2.450×104、1.554×103、1.683×
102

 

IU/mL,差 异 有 统 计 学 意 义(F=7.302,P=
0.001)。对4种浓度的标准品污染的载体放置3

 

d后

HBV
 

DNA浓度下降值与放置7
 

d后的下降值进行比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表3。

表1  以运送培养基和生理盐水为采样液时不同浓度的标准品污染的载体表面 HBV
 

DNA的检出情况

采样液
HBV载体

浓度(IU/mL) 数量(n)

HBV
 

DNA检出情况

检测阳性数(n) 阳性检出率(%) 检出浓度的均值(IU/mL)

运送培养基 5×106
 

3 3 100.0 6.81×103

5×104 3 3 100.0 5.33×10

生理盐水 5×106
 

3 3 100.0 9.79×102

5×104 3 1 66.7 1.86×10
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表2  载体放置3、7
 

d后 HBV
 

DNA阳性检出情况

载体浓度(IU/mL)
放置3

 

d

n 阳性数(n) 阳性检出率(%)

放置7
 

d

n 阳性阳性数(n) 检出率(%)

总阳性检出率

(%)
χ2 P

5×106 10 10 100.0 10 10 100.0 100.0 0.000 1.000

5×105 10 10 100.0 10 10 100.0 100.0

5×104 10 10 100.0 10 10 100.0 100.0

5×103 10 7 70.0 10 8 80.0 75.0

合计 40 37 92.5 40 38 95.0 93.8

表3  载体放置3、7
 

d的 HBV
 

DNA浓度(IU/mL)

载体浓度 放置3
 

d的检测浓度 放置7
 

d的检测浓度 d1 d2 t P

5×106 3.109×105 2.874×105 4.689×106 4.713×106 -0.162 0.873

5×105 3.607×104 2.450×104 4.639×105 4.755×105 -0.754 0.461

5×104 4.301×103 1.554×103 4.570×104 4.845×104 -1.796 0.098

5×103 2.940×102 1.683×102 4.706×103 4.832×103 -1.061 0.303

F 8.327 7.302

P <0.001 0.001

  注:d1=载体浓度-载体放置3
 

d的检测浓度;d2=载体浓度-载体放置7
 

d的检测浓度。

3 讨  论
 

  病毒在环境表面的污染状况受到越来越多的专

业人员及社会关注,特别是在病毒相关感染性疾病流

行期间。我国《公共场所卫生指标与限值要求》中无

环境表面卫生指标;《医院消毒卫生标准》中物体表面

卫生标准中也无病毒检测要求及病毒检测方法;疾病

预防控制中心等部门在对医疗机构、公共场所的日常

检测中也未开展病毒检测。尹海等[6]、李存桂等[7]、
陈美珍等[8]学者应用ELISA法对医疗机构环境表面

行HBsAg检测,证实了环境表面存在 HBV病毒污

染,但不能证实是否存在传染的风险。检出 HBV
 

DNA是病毒复制和传染性的最可靠的指标,PCR技

术检测病毒核酸对于评价病毒污染比ELISA法检测

抗原、抗体更有意义,更能评估病毒传染的风险。
本研究用HBV标准品污染载体模拟环境表面,

并探索性应用qRT-PCR 法检测病毒 DNA。qRT-
PCR法与常规PCR法相比,其灵敏度更高,检测限可

低至20
 

IU/mL。由于qRT-PCR法目前主要用于临

床血清、体液标本的检测,本研究选用4种浓度标准

品污染载体,最低浓度(5×103
 

IU/mL)污染的载体放

置7
 

d仍可检出 HBV
 

DNA,说明该检测方法用于环

境表面标本等非人体标本检测具有一定可行性。
既往环境表面细菌学检测采样液多为生理盐水,

因无环境表面病毒检测技术标准,本研究应用的病毒

运送培养基是以氯化钠和葡萄糖为主要原料,通常用

于对人体血清、体液等标本进行病毒检测,尚未用于

环境表面;因此,本研究分别采用生理盐水及运送培

养基作为采样液进行试验,结果显示,采样液为运送

培养基时,载体表面 HBV
 

DNA的阳性检出率较高,
因此可以选择运送培养基为环境表面HBV污染状况

的采样液。此外,病毒运送培养基采样液为3~6
 

mL,经查阅文献,宋向阳等[9]对胃镜表面 HBV污染

状况进行采样时,选择1
 

mL的采样液,因此最终选用

1
 

mL采样液,既保证了检测需求,又可提高检出率。
HBV感染者在医疗机构内进行手术、穿刺及各

种治疗,极易将血液、体液喷溅、沾染到环境表面[10],
若未进行有效的清洁消毒处理,可能存在较长时间的

污染,有一定的感染风险。有研究者报道,HBV可以

在外部环境中存活7
 

d[11],本研究结果显示,qRT-
PCR法在放置3

 

d和7
 

d的HBV载体表面仍能检测

出HBV
 

DNA,充分证明了qRT-PCR法用于污染一

定时间后的环境表面病毒核酸检测的可行性。新型

冠状病毒肺炎疫情期间,疾病预防控制中心、部分医

疗机构也尝试性地在部分医疗机构、公共场所进行了

病毒核酸定性检测[12-13],本研究采用qRT-PCR法定

量检测污染载体的HBV
 

DNA,该研究方法可应用于

其他病毒污染的环境表面的检测,结果可为有关部门

制订环境表面病毒检测技术标准提供参考依据。
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综上所述,HSP患儿血清中 OPN、ST2异常升

高,VitA、25-(OH)D3缺乏可加重免疫功能紊乱,
OPN、ST2水平升高,VitA、25-(OH)D3水平降低是

HSP发病的危险因素,或可作为临床诊断 HSP的辅

助指标。
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