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SARS恢复期患者血液与排泄物中
SARS—CoV RNA的检测
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·实验研究·

【摘要】 目的 应用巢式逆转录聚合酶链反应(RT—PcR)检测严重急性呼吸综合征(sARs)恢复

期患者血液与排泄物中的病毒RNA。方法 对连续3次收集的23例确诊SARS恢复期(病程≥21

天)患者的血、尿、痰、粪便标本进行核酸提取，设计特异性内外引物，使用巢式RT—PCR的方法进行病

毒RNA检测。结果 通过巢式RT—PCR，共检测到6份阳性标本，其中粪便标本中检测到4份，检出

率为5．8％；痰标本中检测到2份，检出率为2．9％。在尿液和血液标本中未检测到病毒RNA。结论

个别SARS恢复期患者排泄物中有&堰S病毒RNA存在，因此对恢复期患者的排泄物应慎重处理，对

其引起&幔S的再次传播的危险性需要进一步评估。

【关键词】&壕s冠状病毒；排泄物；恢复期患者
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【Abstract】 objective To examine the RNA of severe acute respiratory syndrome—asSociated

coronavirus(SARSCoV)in the b100d and excretion of convalescent patient with SARS for prevention and

treatment of the disease．Methods A total of 276 samples，including plasma，urine，feces and sputum，

obtained from 23 convalescent patients with SARS were studied at 3 time—points at 1east 21 days after the

onset of symptoms． RNA was extracted and nested reverse transcription—p01ymerase chain reaction(RT—

PCR)was car“ed out using SARSCoV Specific primers．Results Among the 276 samples，SARSCoV

RNA was detected in 6 cases(38．8％)by nested RT—PCR．The positive rateS of SARS(bV RNA was

5．8％in feces and 2．9％in sputum sampleS but SARSCoV RNA was not detectable in plasma and urine of

aU the caseS．C∞cl鹏ion The existence of sARSCoV RNA in the excretion of Some convalescent patients

with SARS showed that the excretion from these patients shoukI be carefully treated whilthe re—transmission

of SARS bv which．should be further studied．

【Key words】 Severe acute respiratory syndrome—associated comnavirus； Excretion；(bnvalescent
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严重急性呼吸综合征(severe acute respiratory

syndrome，SARS)是一种主要通过近距离空气飞沫
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和密切接触传播的呼吸道传染病，SARS相关冠状

病毒(SARS—CoV)已被确定为该病的病原体‘1。。目

前已证实在SARS急性期患者血、尿、便、痰中都有

SARS—CoV的存在心’3|，但是对于恢复期(病程≥21

天)患者的排毒情况还不十分清楚。因此，我们跟踪

收集了23例SARS恢复期患者的血、尿、便、痰标

本，使用巢式逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)对标

本中的病毒RNA进行了检测，以探讨SARS恢复期

患者的排毒规律，为SARS的防治提供依据。
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对象与方法
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1．样本来源：标本采集对象为临床确诊的23例

&蟓S患者，诊断依据卫生部修订的sARs诊断标
准，以出现SARS相关症状为病程第1天，均为病

程≥21天的恢复期患者，病程最短21天，最长63

天。每例患者都同时采集痰、尿、便、血标本，每隔3

天采集1次，连续采集3次，共采集标本276份。

一80℃保存备用。

2．阳性对照：SARS—CoV HT一1株为分离自

SARS患者咽拭子的SARS—COV毒株，由本室分离

并鉴定。将该毒株接种于Vero细胞，待细胞病变后

收集细胞，进行RNA提取。

3．病毒RNA的提取：痰、尿、便标本中的病毒

RNA提取使用RNA提取试剂盒(Qiagen公司)，按

照试剂盒操作说明书进行操作。对于血液标本，则

在分离淋巴细胞后，使用常规方法提取。以上操作

均在生物安全3级实验室(BSL一3)中进行。

4．SARS—Cov特异性引物序列设计：根据

GenBank公布的SARS—COv基因序列，并与已知的

冠状病毒的基因序列做比较，选择N蛋白编码基因

中的保守序列，设计SARS—COV特异性的引物，由

上海生工生物工程有限公司合成。引物序列为：外

侧引物：N。。tF：5’一ata cag aat aca tag att gct gtt atc c一

3’，N。。。R：5’一cac gtc tcc caa atg ctt gag tga cg一3’；内

侧引物：Ni。F：5’一gag gcc agg gcg ttc caa tc一3’，N。。R：

5’一aat agc gcg agg gca gtt tc一3’。巢式RT—PCR扩增

片段长度为463 bp。

5．巢式RT—PCR扩增：逆转录和首轮PCR使用

Qiagen公司的一步RT—PCR试剂盒，反应总体系为

20肛l。取第一轮PCR产物5肛l进行第二轮PCR：扩

增反应总体系为50”1，反应条件为：75℃10 min；

94℃10 min；94℃30 s，60℃30 s，72℃1 min，进行

35个循环；72℃10 min。取5肛l RT—PCR终产物在

1％琼脂糖凝胶进行电泳鉴定。

6．序列分析：将第二轮PCR扩增产物回收后，

克隆到pGEM—T载体(Promega公司产品)，转化感

受态E．∞zi DH5a，小量提取质粒，经酶切鉴定正

确后，将阳性克隆送上海生工生物工程有限公司测

序。将阳性克隆的测序结果与GenBank已发表的

SARS—CoV序歹Ⅱ进行BLAST比较。

结 果

1．SARS—CoV特异性RT—PCR方法的建立：将

SARS—Cov的RNA经巢式RT—PCR扩增后，取其产

物进行1％琼脂糖凝胶电泳，结果显示阳性对照在

463 bp大小位置有特异条带，而阴性对照及空白对

照无相应大小条带出现(图1)，说明核酸的提取没

有污染，巢式RT—PCR的检测结果可信。将RT—

PCR产物回收，插入中间质粒pGEM—T，酶切鉴定

正确后送测序，将测序结果与GenBank的序列进行

比较，发现与所有的SARS—CoV相应序列完全一

致，说明我们设计的RT—PCR可以特异性地检测

SARS—CoV RNA。

M：DL2000 Markers；1～4：阳性对照；5：阴性对照；6：空白对照

图1 巢式RT—PCR对SARS—CoV RNA的扩增结果

2．SARS恢复期患者排泄物中病毒RNA的检

测结果：应用我们建立的巢式RT—PCR方法，对23

例SARS恢复期患者的血、尿、便、痰样品各69份进

行检测，结果发现距发病时间21～51天时有4例

(5．8％)患者的粪便和31～41天时2例(2．9％)患

者的痰标本中可以检测到SARS—CoV特异RNA片

段，巢式RT—PCR阳性患者情况见表1，说明SARS

恢复期患者有排毒的可能。

表1 巢式RT—PCR阳性患者情况

讨 论

SARS是21世纪第一个重要的新发传染病，虽

然目前SARS的流行已得到有效控制，其相关研究

也在不断深入，有关SARS的许多问题仍悬而未决，

例如患者通过呼吸道、粪便及体液释放病毒的持续

时间和规律等，而这些问题的解决直接关系到
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SARS的有效控制。因此，本文着重检测了恢复期

患者的带毒情况以了解其排毒规律。

RT—PCR可特异地检测SARS病毒的RNA片

段，是wHO推荐使用的检测sARS—CoV的方法之

一，但是由于标本采集和保存不当导致RNA易降

解或操作不规范引起的样品污染等原因，容易出现

假阳性和假阴性H‘7o。为了确保RT—PCR结果的可

靠性，我们采取了以下措施：①根据WH0提供的实

践经验，采集尿液、痰液、粪便和血液标本等多部位

样品以提高检测阳性率Mo；②为避免RNA降解和

污染，在RNA提取过程中使用的标本大多为新鲜

标本，并以DEPC水作为阴性对照；③针对SARS病

毒RNA序列保守区域设计并筛选出实用、可靠、灵

敏度高、特异性好的引物；④采用巢式RT—PCR方

法，通过外侧及内侧引物两次扩增提高检测的灵敏

度；⑤为避免RT—PCR过程中的假阳性，特设阴性

对照和空白对照；⑥对可疑标本至少测定2次以上，

以确保结果的准确性；⑦为避免交叉污染，操作人员

戴口罩和手套，使用专用的PCR加样器及带滤芯的

Tip头，所有操作过程均在生物安全柜中进行，在操

作前后对生物安全柜进行清洁消毒。以上措施在一

定程度上克服了假阳性的问题，同时也提高了阳性

检出率。

本研究应用自行建立的巢式RT，PCR方法，对

SARS恢复期患者的血、尿、便、痰标本检测结果发

现，在患病26、30、34、43天的4例SARS患者粪便

中检测到了病毒RNA；在患病33、39天的2例

SARS患者痰液中也检测到了病毒RNA；而在尿液

和血液标本中未检测到。以往实验也证实呼吸道和

粪便样品更适合于使用RT—PCR诊断，并且发病晚

期粪便是较好的检测标本旧o。我们的检测结果与之

相符。

研究表明，SARS病毒受体ACE2在肺和小肠

上皮中大量存在∽』，提示SARS—Cov可以感染肺和

小肠上皮细胞，并大量复制。因此，RT—PCR在恢复

期患者痰液和粪便中检测到SARS—CoV的RNA，可

能来自于肺和小肠上皮细胞中复制的SARS—CoV。

巢式RT—PCR的阳性结果表明样本中存在病毒的

遗传物质，但并不意味着一定存在具有感染性的活
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病毒颗粒，也不能说明存在足够感染剂量的活病毒，

只能推测恢复期患者有排毒可能性。从检测结果推

断，SARS恢复期患者可能通过痰液和粪便途径排

毒。

SARS—Cov存活力较强，随粪便和呼吸道分泌

物排出后，能在环境中及物体表面存活一定时间。

因此对恢复期患者要足够重视，在其出院前一定要

检测其痰液和粪便中的带毒情况，确保其不排毒后

方可出院，并且在出院后一个月内，至少要跟踪检测

两次，以确认该患者是否排毒。对恢复期患者的排

泄物应慎重处理。恢复期SARS患者粪便等标本中

的病毒是否可引起再次传播尚需要进一步研究。
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