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人巨细胞病毒感染的实验室诊断及进展 
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巨细胞病毒 (CMV)属疱疹病毒 亚科 ，分布广泛，在人及其他哺乳动物中感染非 

常普遍。在人类中，人巨细胞病毒 (HCMV)感染率约为 4O一100％ ，但多数为隐性感 

染。新生儿中，平均有 1％受感染，在经济条件较差的国家 ，感染率更高(2—3％)“】。 

无论是显性还是隐蛙先天性 HCM~感染，都可造成婴儿不 同程度的损害 。免疫损害的 

病人可发生严重的或致死性的 HCMV感染 “ 。 目前，随着新 的抗病毒药物的发现及 

其在临床上广泛应用，HCMV感染的实验室诊断就显得愈加 重要 。 由于 HCMV在人纤 

维母细胞中产生细胞病变 (CPE)慢，病毒分离不符合临床早期诊断的要求， 需要有新 

的，快速、敏感的方法取代。 本文就 HCMV感染的实验诊断及新近进展作一概述。 

1． 细胞病理学检壹 

巨细胞病毒感染几乎遍及全身各器官、组织并造成病理损害。 在肝、 肾、肺， 胃 

肠、腮腺等组织中形成一种具有特征性的巨细胞即包涵体细胞 ” 。 用 苏术素一伊红染 

色，此种细胞直径20—3 0 m， 细胞核大且位于细胞一侧， 核中心有嗜伊红的包涵体， 

包涵体外有晕圈，与核膜分界清楚，形似 “猫头鹰眼 。由于细胞病理学 方法简单，目 

前仍广泛用于诊断巨细胞包涵体病 (CID)。 1981年，愈善昌” 对87例肝炎综台征息儿 

进行 了尿沉渣细胞染色， 查 找包涵体细胞。 33例包涵体细胞阳性 (37．8 )。一般认 

为，尿液细胞学检 查的敏感性较差，嗣此方法诊断 CID可能造成不少病例谓诊。我们的 

经验表弱，有相当数 量的患者病毒分离阳性，但临床上检查尿沉渣细胞包涵体却为阴蛀。 

l2例病毒分离阳性的病孩中，连续 3次屣尿检查仅2例包涵体细胞阳性 (16．6％ )。这 
‘
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可能与尿沉渣细胞中包涵体细胞的量以及病理染色技术 、观察者熟练程度有关。将荧光 

素标记的抗 HCMV单克隆抗体川于组织切片 、 尿沉液细胞诫支气管灌洗液 (BAL)脱 

落细胞免疫学染色可提高检测阳性率 ” 。总之，单用细胞学方法诊断 HCMV感染敏感 

性差。但在没有病毒分离条件的医院，此珐仍可作为一种诊断手段。 

2． ■毒分离厦方法改进 

1956年，Smith“ 成功地用人子宫肌纤维母细胞分离出一株巨细胞病毒。正式确定 

巨细胞病毒作为 CID的病因。由于 HCMV培养成功， 人们 对它的生物学特性有 了较详 

细的 了解，并对 HCMV感染的流行病学作 了详细研究。 1984年，郭永建 用病毒分离 

方法对 HCMV的母婴传播途径进行了研究。结果表明，部分妊娠妇女通过阴道 、唾液、 

乳汁向体外排病毒，造成婴儿宫内、产道 、出生后 HCMV感染。1987年 ，吕绳敏“ 对 

182例肝炎综合征患儿作了病毒分离和血清学检查。病毒分离及／或血清学检查阳性者92 

例 (50．55 )。由于巨细胞病毒在纤维母细胞中增殖周期长，产生 CPE缓 慢，病毒分离 

不能作为早期快速诊断方法，通常用来作回顾性调查。 

在对 HCMV的研究中，不 少学者发现低 速离 心、二甲亚砜 (DMSO)、地塞米松 

(Dex)等 因素能增强病毒感染性，加快病毒复制，提早 CPE的出现[】 。将低速离心、 

DMSO
， Dex应用于病毒分离，不仅提早 CPE的出现，同时 电提高了分离阳性率“ ” 。 

这是常规病毒分离方法的一大改进。 

3． 标本中 HCMV 抗原的直接检测 

间接血凝抑制试验已用于 HCMV抗原的检测，此方法能检测到 1 O TCIDs。病 毒 含 

量，但较烦琐⋯)。1987年 ，Zerbini 用免疫酶法检测标本中 HCMV。将 0．2ml尿标本印 

在硝酸纤维瑛上，用抗 HCMV晚期蛋白的单克隆抗体以间接免疫酶法染色。 87份 尿 标 

本中，10份阳性 (11．5 )，与病毒分离完全相符。近年来，ELISA和酶联免疫化学发光 

技术(CELISA)已用于直接检测标本中HCMV。Naq,：i 用ELISA检铡经一7O℃ 冻存后的 

尿标本中 MCMV，其敏感性为 84．4％。 Mekeating 用 ELISA检测 HCMV，可检测出 

10“ TCID 。的病毒含量。但新鲜标本中由于存在 微球蛋白 ( ：MG)，影响了标本中 

HCMV抗原与抗体反应，从而降低了ELISA检测的阳性率。因此，ELISA不宜用作新鲜 

尿标本的 HCMV检铡 】。 PTonovoft 用 CELISA检测HCMV，能检测出10 TCID5o 

CMV。其敏感性比 ELISA提高50倍。 当HSV、VZV含量达 10“ TCID o时 仍无交叉反 

应。可见 CELISA是一种很敏感、特异的方法。 

4．细胞培弊中早期核抗愿的检测 ‘ 

CMV感染细胞后 2～2州、时，在病毒 DNA和结构蛋白合成之前就产生立即早期蛋 

白 (Immediate early aⅡtigens，IEAs)和早 期蛋 白 (Early antigens，EAs)。 由于IEA和 

EA出现早，用抗早期蛋白单克隆抗体或阳性血清能达到快速检测细胞培养中 HCMV的 

目的。常用的检测方法是直接或间接免疫荧光或免疫酶法。Gleaves 用间接免疫荧光和 

免疫酶法检测 T16z份尿标本。尿标本接种于 MRC-5细胞，培养36小时后检测臣细胞病 

毒早期核抗原 (HCMV-EV)，HCMV—ram性19份，其中 1份病毒为阴性。与病毒分离比 

0 

I 

、 

0 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


t 

t 

● 

囊 

■●攀 虑 2．1tD0 
Yire|llilt 0Imlem 

l21 

较，此方法的敏感性为 1O0 ，特异性为 94．4 。HCMV—EA拯测与低速 离心法合用能 

增加检测 的阳性率。Thlele~ 报告低速离心纽 HCMV—EA阳性细胞比不 用离心钼高 11 

倍。DMS 0和Dex处理细胞后能否增加HCMV-EA检出率报道不一 ” 。目前生产抗 

HCMV—EA单克陛抗体的厂家和 单克隆抗体的种类较多。不同单克隆抗体针对不 同早期 

蛋白或同一早期蛋白的不同抗原决定簇，因而其敏性和特异性有差异 ”。检测ItCMV—EA 

时，几种单克琏抗体混合使用可提高捡出率。 HCMV—EA检测具有较高的敏感性和特异 

性，且检测时间比病毒分离明显缩短，是早期快速诊断HCMV感染的较好方法。 

5．DNA杂交检测HCMV DNA 

放射性同位素及生物素标记的 HCMV ADI 69株 DNA探针已较多地应用于 标 本 中 

HCMV DNA检测。目前从 HCMV AD 169DNA中克隆出的内切酶片段不少于30种 。 

不 同限制性内切酶片段的敏感性和特异性有差异。较常用的"Ec~RI J片段和 HindⅢL及I 

片段等。DNA杂交多采用原位杂交和点杂交 两种方法。 

原位杂交一般用于检测活检或尸检组织及细胞培养中的 HCMV DNA，且多用生物素 

标记的探针 “1。Sorbello~ 将原位杂交用于检 钡5细 胞 培 养 的 HCMV DNA，检 测 

HCMV ADI69时，以0．1m o]／L感染细胞 ，DNA杂交阳性需培养 5天，而 HCMV—EA 

阳性仅需24小时，用于检铡临床标本时，DNA杂交需培养72小时出现阳性，而 HCMV— 

EA检测只需17t|~时。可以说原位杂交检测细胞培养中 HCMV不如 HCMV—EA敏感，而 

且培养 时间长。 

DNA点杂交可直接检澍标本中HCM~ DNA。 点杂交方法既可用放射性同位素标 

记的探针，也可用生物素标记的探针 ” 目前同位素标记的探针应用较多。Augustln 

将 DNA点杂交用于临床，并与病毒分离和HCMV—EA检测方法进行比较。~EcoRI J及 

HindⅢ L片段作为探针，检测了122份尿标本。15份病毒分离及 DNA杂交均为阳性。 

5份分离阳性但 DNA 杂交仅其中一种探针出现阳性。 3份分离阳性但 DNA 杂交为阴 

性。 6份杂交阳性而分离阴性。DNA杂交与病毒分离的符台率为91％。作者认为没有证 

据说明 DNA杂交出现假阳性 。 因为一方面高纯度探针本身具有高度特异性，另一方面 

这 6份标本与载体M 噬菌体 DNA探针杂交未出现交叉反应。出现这种现象的原因很可 

能是 由于 HCMV在体内某些组织细胞中持续性感染而产生大量mRNAs并排出体外，但 

无感染性病毒颗粒产生。 从尿中排出的 mRNA 能与探针杂交而出现阳性信号，病毒分 

离则出现假阴性。 Vonsovet[” 将临床标本接种于细胞 ， 培养 48小 时后从细胞中提职 

DNA，再与棵针杂交 (放大 DNA杂交 )。25例病人中， 1O侧常规 DNA杂交 或崭毒分 

离阳性，而放大 DNA杂交17例阳性。只有 l侧病毒分离阳性而放大 DNA杂变为阴性。 

放大 DNA杂交比常规 DNA杂交法敏感性有显著提高 虽然DNA杂交具有较高的敏感性 

和特异性，但也存在许多缺点，如 DNA 杂交需要较好的条件和设备以及同位素污染I可题 

等，使临床广泛使用受到限制。预计生物素标记的探针将代替同位素探针广泛用于临床。 

自1985年 Saikit“ 首次创建 “多聚酶链锁反应” (Polymerase Chaln Re4ction， 

PCR)方法以来，一些学者将 PCR方法用于病毒 DNA检测 [47-4g~~PCR 能检测出极微 

=I病毒DNA或DNA片段(100f~ 10fg DNA置)， 甚敏蓐性#匕常规DNA杂变方法提 
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高1O，000~100，000倍。Huang 已将 PCR方法应用~JCMV DNA检测，敏感性也很高。 

6．免疫电镜杪测HCMV 

免疫电镜不仅能鉴定病毒，而且能直接观察到病毒颗粒大小和形态，现已广泛用于 

甲秆病毒 、轮状病毒的快速鉴定。1987年，Anderson 用免疫扫描 电镜检测 HCMV。 

全部过程仅需 2小时 ， 与其他病毒无交叉反应 。 Vonsover C 用免疫电镜检测标本中 

HCMV，结果与病毒分离一致，由于电镜技术需要特殊设备，不适于检测大量临床标本 

及普遍应用，多用于新分离病毒株的快速鉴定。 

T．血清抗体的检测 

血清申 HCMV特异性抗体的检测对 诊断 HCMV 感染有很大帮助。 目前补体结台试 

验 (CF)、间接血凝试验 (IHA)、 间接免疫荧光试验 (IFA)、酶联免疫吸附试验 

(ELISA )、乳胶凝集试验、 中和试验及 固相放射免疫 (RIA )等方法都已用于检测 

HCMV抗体。不同方法的敏感性和特异性各有不同。补体结台试验和间接血凝试验检测 

血清总抗体，敏感性也较差。ELISA和 IFA 用于检测 IgG或 IgM等抗体，具有较 

高的敏感性稻特异性。由于巨细胞病毒能诱导细胞 Fc受体的表达 ，血清中非特异性 

lgG能与 Fc受体结合，IFA易出现假阳性。用感染病毒的细胞核制备抗原 ”或用补体 

结台间接免疫荧光可减少假阳性。 ELISA则不受 Fc受体影响，而且方法简单、检测程 

序标准化，是检渊 HCMV—IgG理想 的 方法。 血 清中 HCMV—lgG阳性只能说明有过感 

染，只有 当 HCMV—IgG阳转或双份血清 IgG滴 度 4倍增加时才说明近期急性感染}对 

早期诊断无意义。 

由于IgM产生早、消失抉和不能通过胎盘的特点，血清HCMV—IgM检测对感染早期诊 

断具有较大价值。新t4~JL血清或脐血 HCMV-IgM 健说明新生儿宫内感染。Nielsen“ 

的研究结果表明 血清 HCMV-IgE对感染早期诊断比 IgM更敏感。作者检测了 92份来 

自38名 HCMV感染的新生儿血清标本，IgE的敏感性为82％，而IgM仅为66％。血清抗体 

动力学测定 ]，原发 HCMV感染其 lgG、IgM、IgA、IgE滴度均有增加。而再发感染 

病人有 IgG滴度增加及持续 IgM~H性，但很少 IgE及 IgA阳性。可以认为HCMV—IgE、 

I A 能用于再发感染的早期诊断。而 IgM IgE对先天性、 原发性惑染的早期诊断有 

较大价值。~ HCMV感染病人血清中，IgM也可能呈阴性。IFA、RIA等方法检测 HCMV— 

IgM受类风湿因子 (RF)的影响⋯ 。RF阳性血清需经免疫吸附除去 RF届再测IgM。近 

期HCMV感染 血清中抗 HCMV-EA抗体滴度升高而且 长 期存在， 因丘匕不能作为急性 

感染的指标 。 

B．巨细胞啸毒感染类型 的确定 

巨细胞病毒感染后转归主要依赖于机体的免疫状况。免疫机能正常的个体，原发性 

HcMv感染后，霸原可能被全部清除也可能在体内某些组织细胞内潜伏下来 ，当 机 体 

免疫功能下降时，潜伏状态的病毒可被激活 C⋯。机体免疫机能低下的个体，HCMV感染 

—— ：i ‘月来湖南医科 学井擎记录， 
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后 通 常 转 化为慢性持续性感染，从唾液 、尿及其他分泌物 中排放病毒时阿 可 达 数 月 

至数年。HcMV感染后机体产生抗体和建立特异性细胞竟疫。但这种免疫状 况 的建 立 

能否抵抗再感染尚不清楚， 目前尚未见到 HcMV再感染的报道。 HC~I~瘟染类型的诊 

断对其致病性及流行病学研究有一定意义。(1)原发性礤染可根据患者血清 IgG抗体阳 

转及特异性 Igl~l抗体阳性作出初步判断 ”。新生儿、婴幼儿的 HC1~~感染多为原发性 

瘟染。(2)激潘 感染多发生于免疫功能低下的患者如 AIDS病人、器官移植及肿瘸患 

者。此类病人血清特异 IgG抗体为阳性。 由于潜伏状态的瘸毒被激潘，血清 gG抗体滴 

度升高，IgM抗体为阳性或阴性。用核酸序列分析方法对近期分离株和以往分离株 DI~'A 

进行比较，两株病毒 I)NA具有同源性 。用SI)S一聚丙烯酰胺电泳对病毒株的结构蛋白 

进行分析也能显示同源性。(3)慢性持续性 HCM~感染用检测血清抗体的方法对诊断意 

义不大 。对病人长期随访，病人长期或间歇地从唾液、尿等分泌物中排放病毒可以确 

定诊断。核酸杂交方法及免疫电镜方法在区别近期感染、激潘感染及持续性感染三种情 

况时无意义。 

9．小 结 

HCM~ 感染在人类中普遍存在。 新生儿 、 婴幼儿 、 免疫 抑制状态的患者易发生 

HCMV感染。因此，快速作出实验室诊断具有重要意义。 目前 ，ttCl~I~感染的实验室诊 

断 方法很多。 其中以 tICMV-EA 检测应用广泛 ，而且敏感性及特异性均较高。低速离 

心能提高 HCMV-EA检出率，两者 合用是快速检测 I~CMV的理想方法。ELISA及 I)NA 

杂交方法敏感性不如 ItCMV-EA 检测。 免疫电镜多用于新分离病毒株的快速鉴定。血 

清中 HCMV-IglVI、IgE检 测对 感染早期诊断有很大帮助， 但不能了解病人排病毒的状 

况，确诊仍需用病毒分方法 ， 确定 I-ICMV感染类型关键在于对病人进行血清学、病 原 

学方面的追踪，而 I)NA杂交、免疫电镜方法对感染类型的诊断无意义 
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h ŝ et I1．， 1988．J Med Viro1 26 I 85--92． 

BlItk sB at ·，
． ． 1p83．J Lab Clin Med l口l(3) 450--454． 

ZerbiⅡj M et L1．，1987，J CIin MicrobioI 25(11) 2197-- 21日g． 

N。qTi sH ·t·1．，1886，J M V{ToI 18 l 139-- 1盯 ． 

M okeltiR~ JA et a1．．1985，J Med VirD‘16 367-- 373． 

M。keIti g JX ot·1．．19811，Ib d 1B，341d 348． 

ProacT0自t AD ct a1．，1982，J CIin Microbio~16：345— 349． 

c1Ⅲ ej c^ ot -1
． ． 1984， I“d 19：917-- 919． 

T̂ iele GM et·I．，Ig87，J ir0f倒 ths 16 I 327-- 329． 

TM ele GM e' a1．， 1988．Ibld 22 l$111~-328． 

Espy MJ。t I1．，1988，J C‘ M crobiol 26(6)l 1091--1003． 

R--dLz~o DN ei·1． ． 1988，fbid 26(2)I 2,69--37I． 

R|ohm 4 D 。t L1．．1984，J f f c Dis 1 50(6)：9~1--944． 

L㈣ al Ns 0t a1．，1986，J CIjn MicrobioI 24(5)}72~-- 73O． 

 ̂g 々 lin s e'a1．．1987，J Clan Microbio‘25(1o)I 19 卜 1979． 

JLD58eⅡ 1tP et a1．． 1987． J Viro!M cths 1 ：311— 318． 

Myer~on D ct i1， 1984。 H “ Ⅱn PathoI 15：430---439． 

Sothll。 F̂ -1．，1988．J Clin Microb{oI 26(B)≈n11--I11● 

Ollv~ DM cl ．， 1988， J Vir0‘M ~ths 19：289． 

1ronl0Yer ^ et LI．-1987} J V{r0l M eths 1 6} 9一  ． 

^Ⅱd~r$oll J 0t BI．，1 8 T， J Virol M eths 1 6(4)；P5 3— 62． 

W i0IBqrd F el a1．，1985， Ibid 1 O：363— 3∞ ． 

KB r0 HD 0t a1．， 1984， J M ed Viro| 11： 卜 e0． 

K el10r R ct 【_。197B， J J 眦“n0‘l16： 72． 

Niel sL et‘1．．1987．J c“n MicrobioI 25(8)}1406--i41~． 

Ni0】BDD sL t a1．．1987，Ibid 26(4)：654—6吖． 

黄志 ．1988，湖南医科大学学报 1 5(4)；341— 34 3。 

Fri edmBⅡAD et a1．，1982．J n，Pc c Imm“ j8(3)‘106B一1072． 

SiikI RK．． 1985．Science 2 O：i 3 50--1354． 

sliim·n_，MMM．，1989，J．Vir0 c．M hs．25(1)I 19一 那}． 

shIb RtB DK．． 88，J E冲 Med 1 67(1)}2拍一230． 

Kwo S et a1．， 1087t J Virol 61：I690一 lB自4． 

S chr【 r ItD et ¨ ．， 198 5， Sc e c "23OI 1048-- 1~51
．  

ceh r；RC
． ， 1981，J J”，ect Dis 145：391-- 395． 

Drew w L
． ， 1988，Re e or Jnfecti0 Dis 1 D(s 3)：s468一 s476 

W inst~ DJ．， 198 5， A J riter M ed 102：16-- 20， 

Crlffit／al PD ．， l988， J n ro M eths 21}79---86． 

● 

㈣㈤㈣㈣㈤㈨㈨㈣㈨㈤㈤㈣㈣㈨㈨㈨㈣㈨㈨㈤㈣㈨㈨㈣㈤㈨㈦㈨㈧㈣㈤㈤㈣ ㈤ ㈦㈣ 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

