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P C R 法在疤疹病毒性脑炎诊断

及疗效观察中的应用
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提 要 选择疤疹病毒科病毒 D N A 多聚酶基因高保守区中的一对引物
,

一次 P C R 可同时扩

增疤疹病毒科的 4种病毒【单纯疤疹病毒 I 型 ( H s v l )
、

单纯疤疹病毒 I 型 (H s v Z )
、

E B 病毒

(E B V )
、

及巨细胞病毒 (C M v ) ]相应的 D N A 片段
。

根据扩增产物分子的大小及对扩增产物酶切分

析
,

可将标本中的 4种病毒准确分型
。

用该法检测临床疑为病毒脑炎患者和其他中枢神经系统疾病

患者 (对照组 )的脑脊液 ( C S F )
,

脑炎组 C S F 阳性率 3 0% ( 9 / 5 0 )
,

对照组 C S F 阳性率 6
.

7% ( 2 / 3 0 ) ;

其中8例为 H S V I阳性
,
2例为 C M v 阳性

,

1例为 H Sv Z阳性
。
2例病毒脑炎患者经用无环鸟昔抗病毒

治疗 7 ~ 10 d 后其 C S F 中的 sH v 1 D N A 由阳转阴
。

由此说明 Pc R 法不仅可早期诊断疤疹病毒性

脑炎
,

还可显示抗病毒药物的疗效
。

主题词 疤疹
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3 1

疤疹病毒科的病毒中
,

E B 病毒 ( E B v )

和 巨细胞病毒 ( C M V )常引起免疫抑 制人群

的中枢神经系统感染
;
单纯疤疹病毒 ( H S V

,

包括 H s V I
、

H S V Z ) 则常引起急性
、

散发性
、

局 灶性 脑炎 ( H S E )
,

未经 治疗 死亡率 高 达

7 0写 l[]
。

疤疹病毒性 脑炎的疗效关键 在于早

期诊断
,

P C R 能对前病毒或潜伏期低复制的

病毒特异性 D N A 片段进行扩增检测
,

我们

选择疤疹病毒科病毒 D N A 多聚酶基因区中

的一对引物
,

可同时扩增疤疹病毒科的 4种病

毒 ( H S V I
、

H SV Z
、

E B V
、

C M V )相应的 D N A

片段
。

根据扩增 产物片段分子的大小不同及

对扩增产物用 S m a l 内切酶酶切分析
,

可将

标本中的 4种病毒准确分型
。

1 材料与方法

标 本

本校一
、

二附属医院儿科
、

内科送检的脑

脊液 ( C S F )标本 60 份
。

其中 30 份 为临床疑为
“

病毒性脑炎
”
患者的 C S F

,

30 份 为其他中枢

神经 系统疾患的患者 C S F (做对照组 )
,

患者

年龄 2一 6 2岁
,

发病 3~ 3 o d 内收集 C S F
。

1
.

2 病毒标准株及细胞株

H S V I ( F 株 )
、

H S V Z ( G 株 )
、

C M V

( A D 1 6 9 )
、

E B V ( B 9 5一 8 )病毒标准株及人羊

膜传代细胞
、

乙型脑炎病毒
、

结核杆菌
、

脑膜

炎双球菌
、

新型隐球菌均 由本室保存
。

1
.

3 细胞培养

将待检 C S F 分 4个稀释 度 (原液
、

1 0 一 ’ 、

10 一 , 、

1 0一 ’
)接种在 人羊膜 传代细 胞单 层上

( 2 4孔板 )
,

H S V I ( F 株 )
、

H S V Z ( G 株 ) 作阳

性对照
,

3 7℃培养
。

阳性对照在 4 8一 7 2 h 内出

现 C P E
。

1
.

4 病毒 D N A 提取

0
.

3 m l C S F 加等量裂解 液 ( 0
.

2 m o l / L

T r i s 一 I I C I p H 7
.

5 ; 2 5 m m o l / L E D T A ; 0
.

3 m o l / L N a e l ; 2 0 9 / L S D S ; 4 0 0 m g / L 蛋 白
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细胞 )以分离单纯疤疹病毒
,

经 3代盲传 (每代
5~ 7 d )后结果均为阴性

。
1

3 讨 论

本研究结果表明
,

在广 州地 区的病毒性

脑炎患者中疤疹病毒科的病毒感染占有一定

的 比例 ( 3 0% ) ;
其中 H SV I感染率相 对较高

( 7 / 9 )
,

与 R o z e n b e r g 等报道的 H SV I感染率

为 82 %相 一致 2j[
。

2例 C M V 感染者
,

年龄均

在 60 岁左右
,

其中对照组的 1例临床诊断为脊

髓炎
,

患者住院 6个月病情尚未稳定
,

后发展

到昏迷
,

取 C S F 检查有 C M V 感 染
。

进 一步

表明免疫抑制或免疫 力低 下人群 中易发 生

C M V 的感染
。

2例疑为
“

病毒性脑炎
”

的患者
,

分别于发

病后 4与 6 d 其 C S F 经 P C R 检测 确 诊 为

H S V I感染
,

即用无环鸟昔做针对性治疗
。

分

别于用药后 7 d 及 l o d 再取 C S F 做 P C R 检

测
,

结果均为阴性
,

患者的症状亦明显好转
,

而 3例其它神经系统疾患的双份 C S F 作 P C R

结果均为阴性
。

由此可 见
,

P C R 法不 仅适合

于疙疹病毒性脑炎的实验诊断
,

而且还可能

显示抗病毒药物的疗效
。

为了解 P C R 法的检测效 果
,

病人 C S F

用 P C R 法检测的同时亦进行组织培养
,

结果

表明组织培养费时且检出率极低
,

而 P C R 法

最早 可在 发 病第 3天 的病 人 C S F 中检 出

H s V I D N A
,

这些结果均与国外的研究相

似 3[ 一 ’ 〕
。

结果表明 P C R 检测敏感性高
,

特异

性好
;
由于仅用一对 引物可同时检测 4种病

毒
,

而具 有简单
、

经济
、

省 时 的特 点
。

由于

P C R 法可以在病毒感染的早期进行检测
,

将

会对疤疹病毒性脑炎的早期诊疗起重 要作

用
。

Wh i t l e y R J
.

V i r a
l

e n e e p h
a
li t i

s
.

N E n g l J M
e d

,

1 9 9 0
,

3 2 3 : 2 4 2

R o z e n b e r g F
,

L
e b o n P

.

A m p l if ie a t i
o n a n d

e
h

a r -

a e t e r iaz t i
o n o

f h e r P e s v i r u s D N A in
e e r e b r o s p in

a
l

f lu id f
r o m P a t i

e n t s
w it h

a e u t e e n e e Ph a l i t is
.

J

C li n M i
e r o b io l

,

1 9 9 1
,

2 9 ( 1 1 ) : 2 4 1 2

N a
h m i

a s
A J

,

W h i t l
e y R J

,

V i s i n t in
e A N

,
et 以

.

H e r P e s s
im P l e x v

i
r u s e n e e P h a li t is

:

l a

bo
r a t o r y e -

v a
l
u a t io n s a n d t h e i r d i a g n o s t i

e s
ig n i f ic a n e e

.

J

I n f
e e t 肠

s ,
1 9 8 2

,
1 4 5 : 8 2 9

K a h l o n J
,

Ch a t t e r
j
e e S

,

L
a k e m a n F D

, e t 以
.

eD
t e e t io n o

f
a n t i b o d i e s t o h e r P e s s

im P le x v
i
r u s

in t h
e e e r e b r o s P i n a

l f l u i d o
f P a t i e n t s w i th h e r P e s

s im p le x e n e e p h a l it i s
.

J I n f e e t D is
,

1 9 8 7
,

1 5 5 , 3 8

K l a P P e r
P E

,

C le a t o r G M
,

eD
n n e t t C

,

et
a l

.

n
-

a g n o s is o f h
e r p e s e n e e p h

a l i t i s v ia oS u th
e r n b lo t -

t i
n g o f

e e r e b r o s p i n
a l fl u

id D N A a m p li fi e d b y

P o l y m e r a s e e h a in r e a e t i
o n

.

J M
e
d iV

r o l
,

1 9 9 0
,

3 2
: 2 6 1

P
o
w

e l l K F
,

A n d e r s o n N E
,

F
r
it h R W

, e t al
.

N o n 一 i n v a s
i
v e

d i
a g n o s is o f h

e r p e s s im p l e x e n -

e e P h a li t i s
.

L
a n e e t ,

1 9 9 0
,

3 3 5 ( 8 6 8 7 ) , 3 5 7

R
o
w le y A H

,

W h it l
e y R J

,

L
a
k

e m a n F D
,

et 以
.

R
a p id d e t ce t io n o

f h
e r p e s s im p l

e x v i r u s D N A in

e e r e b r o s P in a l f l u i d o f p a t i e n t s
w it h h

e r P e s s im
-

P l e x e n e e P h a li t is
.

L
a n e e t ,

1 9 9 0
,

3 3 5 ( 8 6 8 7 ) , 4 4 0

oB
e r m a n R H

,

A r n o l d u s E P J
,

R aa P A K
, e t 以

.

P o ly m e r a s e e h a i n r e a e t i o n a n d v
i
r a

l
e u l t u r e t e e

h
-

n i q u e s t o d e t e e t H S V i n
s m a l l v o lu m e s o f e e r e -

b r o s p i n a
l f l

u id
:

A n e x p e r im e n t a
l m o u s e e n -

e e p h a li t is s t u d y
.

J iV
r o l M

e t h o d s ,
1 9 8 9

,
2 5 ( 2 )

: 1 8 9

A u r e l iu s E
,

J
o
h

a n s s o n B
,

S k o
ld e n b e r g B

,
以 al

.

R
a p id d i a g n o s

i
s o

f h e r p e s s
im p le x e n e e p h a

l it i
s

b y n e s t e d po l y m e r a s e e h a i n
r e a e t i

o n a s s a y o f

e e r e b r o s P in a l fl u i d
.

L
a n e e t ,

1 9 9 1
,

3 3 7 ( 8 7 3 5 ) ,

1 89

( 1 9 9 4
一
l 一 0 7收稿 1 9 9 5

一
1 2

一
3 0修回 )

参 考 文 献



第 2期 卓礼梅
,

等
.

P C R 法在疤疹病毒性脑炎诊断及疗效观察中的应用 1 1 5

A P P L I C A T I O N O F P C R I N T H E D I A G N O S I S A N D T R E A T M E N T

O B S E R V A T I O N O F H E R P E S V I R U S E N C E P H A L I T I S

Zh u o L im e i l
P a n W e n t o n g l

X i n g Y i g a n g
Z

C h e n H u o s h e n g

( 1 eD p a r t m e n t o f M i e
or b i o l o g y

,

S u n
Y

a t一 s e n U n iv e r s
i t y

o f M
e d i e a l cS i

e n e e s ,

G u a n g z h o u ,
5 1 0 0 8 9

2 eD p a r t m e n t o f N
e u r o lo g y

,

S u n Y
a t一 s e n

M
e m o r ia l H o s P i t

a
l )

A s i n g l e p a i r o f o l i g o n u e le o t id e p r im e r s s e l e e t e d w i t h i n a
.

h ig h l y e o n s e r v e d r e g i o n o f t h e

D N A p o l y m e r a s e g e n e o f t h e h e r p e s v i r u s e s w a s d e s i g n e d t o a m p l i f y r e l a t e d v i r a l g e n o m e s , 1
.

e
. ,

h e r p e s s im p l e x v i r u s t y P e l ( H S V I )
,

h e r p e s s im p l e x v i r u s t y P e Z ( H SV Z )
,

E p s t e i n 一 B a r r

v i r u s ( E B V ) a n d e y t o m e g a lo v i r u s ( C M V )
,

b y t h e p o l y m e r a s e e h a i n r e a e t io n
.

A e e o r d i n g t o

t h e m o l e e u l a r w e i g h t o f t h e a m p l i f i e d p r o d u e t s a n d a s im p l e r e s t r i e t i o n e n z y m e e l e a v a g e ,

a n a l y s i s o f t h e s e a m P l i f i e d P r o d u e t s a e e u r a t e e h a r a e t e r i z a t i o n o f t h e 4 h e r P e s v i r u s t y P e s w e r e

o b t a i n e d
.

T h e a s s a y w a s a P P l ie d t o e e r e b r o s P i n a l f l u id ( C S F ) r e e o v e r e d f r o m 3 0 P a t i e n t s w i t h

a e u t e e n e e P h a l i t i s a n d 3 0 P a t i e n t s w i t h o t h e r e e n t r a l n e r v o u s s y s t e m i n f e e t i o n s ( a s e o n t r o l s )
.

T h e p o s i t i v e d e t e e t i o n r a t e o f C S F f r o m e n e e p h a l i t i s g r o u p w a s 3 0%
,

t h e p o s i t iv e r a t e o f

e o n t r o l g r o u p w a s 6
.

7%
.

8 s a m p l e s o f C S F w e r e p o s i t i v e f o r H S V I 一 D N A
,

2 f o r C M V 一

D N A a n d 1 f o r H S V Z一 D N A
.

7~ 1 0 d a y s a f t e r a n t i v ir a l t r e a tm e n t w i t h a e y e l o v i r H S V I 一

D N A i n t h e C S F f r o m t w o p a t i e n t s w i t h e n e e p h a l i t is w a s t u r n e d n e g a t i v e
,

T h e p r e s e n t r e -

s u l t s in d ie a t e t h a t P C R 15 a v a l u a b l e t o o l f o r t h e e a r l y d i a g n o s is o f h e r p e s v i r u s e n e e p h a l i t i l

a n d a l s o , a n e f f ie ie n t m e t h o d f o r t e s t i n g t h e a n t i v i r a l t h e r a p y
.

S u b j e e t h e a d i n g s h e r p e s , s im p l e x / d i a g n o s i s ; m e n i n g i t i s , v ir a l / d i a g n o s i s ; p o l y m e r a s e

e h a i n r e a e t i o n

·

新成果
·

常年性变应性鼻炎 (P A R )病理学和治疗学系列研究

课题负贵 李 源

(中山医科大学附属第三医院耳鼻喉科 ,广州
,

51 0 6 3 0)

采用超微结构
、

神经组化技术及动物实验和临床治疗观察
,

对常年性变应性鼻炎进行了一系列研究
。

对常

年性变应性鼻炎鼻粘膜的超微结构病理特征
、

副交感纤维分布和胆碱能神经节以及鼻局部减敏治疗的临床

疗效和鼻粘膜病理学改善进行了观察和描述
,

提出某些鼻内常用药物长期应用对鼻粘膜的毒性作用及选用

意见
。

该研究对进一步探讨 P A R 发病机理
、

病理生理学 以及临床治疗有较大指导意义
。
1 9 9 4年获国家教委科

技进步三等奖
。

.
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