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PCR在慢性宫颈炎HSV感染研究中的应用 

蔡 红 姚 茔Y季晓辉 周瑶玺 
— — — — — ～

— — — — — —  1  

ow京医科大学徽生物学教研室，南 210029) 

关键调 多聚酶链反应苎竺壅堡塑至 篓兰 

R歹7研 

单纯疱疹病毒(HsV)被认为与宫颈癌有关。目前生殖道HSV感染日渐升高 ，日益引起人 

们的重视。由于药物治疗HSV感染有效，因而迫切需要一种简便、快速、有效的检测方法。以 

此为目的，我们用细胞裂解法结合 FCR技术，检测了 102份临床宫颈拭子中HSV—DNA，并与 

病毒分离、McAb-ELISA夹心法进行了比较 ，获得了满意结果 ，现报告如下。 

材料和方法 

l 检测标本 官颈拭子．南京地区妇产门诊的7E倒慢性官颈炎(临床诊断 I～Ⅲ度病损)和 30例正常宫颈 

(宫颈口光滑、外观正常)，取样后即置于 lIrIl病毒移送液(含青 链霉素的Ha~ks液)中。 

2 细胞和病毒株 HSV-I为 SM44株．HSV-E为Say株。传代及分离细胞均为原代乳免肾细胞(PRK)，按常规 

培养方法． 

PCR引物 选自DNA多聚酶编码区(p 基因)，引物 l为 5fAAG=GAG—GCG-~ AAG—CG· }引物 2为5 

GGT-ACA，GGC-TGG，CAA-AGT3r，由南京军区军事医学研兜所唐家琪剐研究员设计并惠赠．其特异性已经过 

杂交试验验证 ，并证实与人体其它疱疹病毒或细胞 DNA无交叉反应。 

l 样本处理殛细胞裂解 将样品离心，上清备作病毒分离和可溶性抗原ELISA检测l沉淀用pas洗三次，细 

胞裂解澈(含NP40 T、vo 20、蛋白酶 K "Dk~-HCD重悬，50~60'C lh、95℃ 10min处理 ， 上清为FCRDNA模 

板． 

5 PCR扩增殛产物分析 本实验采用上海复华公司的 PCR试剂盒 ，操作按说明书。总体积为 5呲、92℃ 

l0咖n，55℃5m 预处理后 ，按g3℃ l n一55℃ Imi~-7E'C 1．5咖n进行PCR循环，共 30次．取 1 I扩增产 

物加等量溴酚蓝上样液，于8 聚丙烯酰胺凝胶上电泳，IEOV Eh后 ，溴化乙锭染色5 紫外灯下观察结果，参照 

标准分子量 Mar~r(上海华美公司)。阳性对照为HSV的标准毒株，阴性对照为PCR试荆和原代免肾细胞的裂 

解上清．质控的上述阴阳性对照．本技术重复十次 上均获得同样结果。 

B 病毒分离 标本采集后E4h内接种于PRK单层细胞 ，逐口观察细胞病变(CPE)。接种后 7～9天仍无CPE 

时继续传代．盲传三代仍无CPE者．削为阴性．阳性者于细胞培养48h或CFE十～++时取细胞涂片，以问接荧光 

抗体法鉴定．一抗为率室自备的兔抗 HSV，二抗为上海生物制品研充所的荧光羊抗兔I 。 

7 HSV的 McAb-ELISA 抗体夹心法检测 采用第四军医大学金怕泉教授提供的相应药盒，操作按说明． 

结果和讨论 

l HSV，PCR结果 取 HSV一1(SM4 4)、HSV一2(sav)株病毒感染的 FRK细胞裂解上清 ·经 FCR 

·本文于 1993年 6月24 H收到 ．1994年 1月17日修回 
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扩增和聚丙烯凝胶电泳后，可见一明显DNA带，与参比I~ker对比，扩增片段长度(229／2dl 

bp)与预期相符；同时检测了相应的阴性对照和部分临床栝本(见图)。 

图 单纯瘟疹病毒PcR扩增结果 

MI Mark廿I 1IpcR试剂阴性对照 l 2{} v_1I 3IHSV-2,4}PRK#5～8 E临床标本． 

FiE· E roph0嘲  DNAl哪岬 t aIn 越叫 pcRfrom Herp~ s m旺 Vir~(SM44．Say)in PRK cell cul- 

ttn  nnd m Ⅻ n b M gmarkef&Lane 1 cne~tiv~oct'tt with no A#Lone 2：HSV+I}I~tlte 3： 

HSV-2)I~J]c 4：Ⅲ 【l L 5— 8：clinical sampl~． 

2 PCR、ELISA．Vl三种方法 检测宫颈 HSV感染的结果比较(见表)。三种方法的检出率依次 

为 28-d ，22·5 _和 20．6％，与此同时，也进行了两两方法问的比较 ，其总符合率 ：PCR— 

ELISA，PCR—VI，ELISA—V1分别为 94．1 ，90．2 ．94．1 。均>90 ，提示 PCR在该检测中为 
一 种特异、敏感和可靠的技术。进行统计学处理发现无论何种方法 ，慢性宫颈炎 HSV感染均显 

著高于正常宫颈组。 

表 三种方法的I4Sv检测结果 

n bk R∞ln  HSV detection bytim methods 

’P< 0．05 

慢性宫颈炎是妇科常见病，多发病 ，其病因复杂，Hsv是其重要的病因之一[】]。而在Hsv 

的诊断上 ，尽管已建立了病毒分离脚、ELISA等方法 ，但存在着费时、敏感性低等问题 ，尚不能 

满足科研和临床的需要 。近年来发展起来的 PCR技术已广泛用于病毒病的诊断 ，但对于生殖 

道疱疹的检测尚少报道 ：。本实验采用 了细胞裂解法和 PCR技术，进行宫颈疱疹病毒的研 

究 ，结果发现；(1)采用细胞裂解法获得 DNA模板远比传统的酚／氯仿抽提法简便得多，可使整 
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十周期缩短在 5十小时内．尽管可能会出现一些非特异性条带，但远 比预期的特异性条带弱得 

多|(2)宫颈分泌物成份复杂、病毒舍量少、Ia~CR不仅能使极微量的HSV梭检出，还能检出其中 

因某些原因失活的I-[SV!(3)病毒分离与ELISA法都只能检出复制态的病毒，即检出的是病毒 

基因产物，而PeR直接检测病毒基因，无论潜伏或复翻态的病毒都可测出，在潜伏感染研究中 

意义重大哪．因而该法可能成为宫颈疱疹病毒的简便、快速、敏感、可靠的检测方法 ，对保障好 

女健康和防治宫顼癌有重要意义． 
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Use of P0lyTnerase Chain Re~etlon for the Infection 

with Herpes S~ plex Ⅵ rus ill Chronic 0ervicitis 

C It~ng Yao Kun Ji X2aohul Zhou Yaoxi 

( 咖耐 缸 r衄  ， W曲 胁 曲 ， W_抽l ，210029) 

PCR w衄 鲥 a ed to dcte~t HSV—DNA sequen_伽 ．m s蛐 pl嚣 from 2 patients with elm~nie c时vi醇 

t纽and 30 h酬 曲ly∞口oI皇，and伽 l 啦 with McAS-t~．ISA and virus isoh廿∞ (vI)．T ；lx~av~mte 

of HSV tb嚣e Ⅱ w龃 28．4％，22．5 ，20．6％，瑙pe吐iveJy，删 coin．dent rate~ 

Ⅱl0ngⅡIf∞ paifed methods were aⅡov盱 90 ．It is shown血at PcR combined with oelI l s扭a fast， 

effectiv~ &nd rel~eble ⅡlethDd to deteet Hg．．， the eeI'~ix． It龃 Il detect not only vcry low qu&nt址y 

HsⅣ一DNA，but&IsoinactiveandIatentHSV．HSV lx~tivity rate of chronjceervie~tmismarkedIy h h- 

er tIIan 衄 。on删 (P< 0．o5)． 
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