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巢式多重聚合酶链反应在腺病毒检测

及分型中的应用
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【摘要】 目的建立一种快速、敏感、特异的腺病毒检测及分型方法。方法根据编码腺病毒六

邻体基因的核苷酸序列设计一对外引物(即通用引物)，扩增产物为1278 bp；再分别设计针对腺病毒

六邻体基因3、7、11和2l型特异性序列的4对内引物，扩增产物分别为502、311、880和237 bp。应用

多重巢式聚合酶链反应(nest—PcR)技术将这4对引物用于同一聚合酶链反应管中，根据扩增产物在

琼脂糖凝胶电泳上的大小，即可鉴别所测毒株的型别。结果 3、7、11和21型腺病毒标准株和分离

株分别产生预期的特异性扩增片段，与其他常见的呼吸道病毒等无交叉反应。118份经病毒分离和／

或间接免疫荧光法确定为腺病毒阳性的急性呼吸道感染患儿临床标本中，腺病毒3型占64．4％(76／

118)，7型占31．4％(37／118)，1l型占2．5％(3／118)，未检测到21型；2份病毒分离和间接免疫荧光均

为腺病毒阳性的标本中，用该方法未能鉴定出型别，可能是3、7、11、21型以外的腺病毒，占1．7％(2／

118)。33份经病毒分离和／或间接免疫荧光法均未检测到腺病毒的标本中，有3份为PCR阳性(包括

1份7型，2份3型)。结论该方法鉴别3、7、11、21型腺病毒具有快速、简便、特异等特点，适用于腺

病毒型别鉴定，可以为急性呼吸道感染的临床或群体公共卫生事件提供病原学诊断依据。
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【Abstract】 objective‘Ib develop a rapid，sensitive and specific method in identifying and typing on

adenovirus from clinical specimens．IⅥethods Primers were designed using hexon gene of adenovirus as

target．0ne primer pair was designed as universal primerS for amplifying a 1278 bp gene fragment located at

the hexon gene of adenovirus fIom aU types Four primer pairs located within the region of this 1278 bp

were specifically designed for amplifying types 3，7，l l and 21 of adenoviruses，which were used for

multiplex nest—PCR in a single tube．The products from this multiplex nest—PCR were 502 bp(for type 3)，

31l bp(for type 7)，880 bp(for type 11)and 237 bp(for type 21)，respectively，Type of the adenovirus

tested could then be determined after agarose electrop}loresis analysis of the PCR products．

Results PCR products with predicted sizes were visualized in the agarose gel for prototype strains of

aderlovirus types 3，7，1 1 and 21，but not for other respiratory viruses，indicating that the technique was

specific without cross reaction with other viruses．out of the 118 clinical specimens which had been proved

to be adenovirus positive by tissue culture and／or immunofluerescence assay，76 belonged to adenovirus type

3(76／118，64．4％)，37 to adenovirus type 7(37／118，31．4％)，3 to adenovirus type 1l(3／118，2．5％)

but no adenovirus type 21 was detected．Two of the 118 poSitive specimens which were positive by both

tissue culture and immunonuerescence could not be identified，suggesting that these 2 strains(1．7％)were

with the types other than types 3，7，1 1 and 21． 0ut of the 33 specimens which were negatiVe by both

tissue culture arld immunofluerescerlce，3 showed positive by this multiplex PCR(2 of type 3 and l of type

7)，suggesting this method was more sensmve than tissue culture and immurlofluerescence． ConcI吣ion

This multiplex nest—PCR method had the benefit of rapid，sensitive and specific nature so could be used for

identifying types of adenoviruses in the clinical specimens．
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腺病毒(ADV)是双链DNA病毒，主要免疫蛋

白是六邻体和五邻体，六邻体含型、组和亚组抗原决

定簇，在感染中起重要作用。1 J。迄今为止，已发现

ADv有51个血清型，分属于6个不同的亚组心。，不

同亚组的ADV其分子量和碱基构成不同，同一亚

组内病毒核苷酸序列有70％～90％是相同的，不同

组ADV的DNA仅有10％～25％是同源的u。。

ADv感染人类，可引起多种疾病，如肺炎、眼结膜

炎、脑炎、膀胱炎等∞J。某些型别的ADV引起的肺

炎往往很严重，特别是在婴幼儿中可引起严重的甚

至是致命的肺炎或支气管炎M o。在婴幼儿下呼吸道

感染病例中，有5％与ADV有关¨o，与呼吸道感染

有关的是B、C和E组，尤其是B亚组可引起严重的

呼吸道疾病帕·。在我国引起呼吸道感染主要是3、

7、11型等⋯，也有文献报道3、7、2l型曾引起过严

重的致死性肺炎、眼结膜炎等暴发流行’7o，因此我们

针对六邻体蛋白设计了3、7、11和21型特异性

ADV引物，以期对临床标本同时进行ADV3、7、1l、

2l型检测，对保存的临床标本进行回顾性研究。

材料与方法

1．材料：

(1)毒株来源：标准病毒株(ADV3、7、11、21)来

自美国疾病预防控制中心(CDC)；巨细胞病毒

(CMV)Adl69和疱疹病毒(HSV)SM44株由中国药

品生物制品检定所提供；EB病毒(EBV)B95—8株由

中国CDC病毒病预防控制所提供；鼻病毒(HRV)

14型标准株1059株来自美国CDC，由首都儿科研

究所张霆研究员赠送；呼吸道合胞病毒株(RSV)、甲

型流感病毒(INF—A)株、乙型流感病毒(INF—B)株和

副流感病毒(PIV)分离株为本研究组分离鉴定。

(2)引物：根据文献中ADV的核苷酸序列设计

l对外引物AD—A和AD—B，为3、7、11、21型的通用引

物，用于第一次PCR的扩增，预期扩增一个1278 bp

的片段；利用不同型别在六邻体基因的核苷酸序列

的差异，合成能分别扩增3、7、ll、21型ADV特异

的4对内引物(Ad3a、Ad3b、Ad7a、Ad7b、Adlla、

Adllb、Ad21a、Ad21b)，用于第二次PCR，预期扩增

产物分别为502 bp(Ad3)、31l bp(Ad7)、880 bp

(Adll)和237 bp(Ad21)的片段(表1)。其中3、7、

21型3对内引物参照文献[7]设计，通用引物和11

型引物为本研究根据序列自行设计。引物由

Invitrogen公司合成。

表1 本研究中用于不同型ADV分型的引物

(3)标本的收集和处理：本研究中的151例标本

来自于2002年4月至2006年12月从本所附属儿

童医院门诊、病房收集的急性呼吸道感染的咽拭子

及鼻咽分泌物标本，其中118例是经病毒分离和／或

间接免疫荧光法确定为ADV阳性的标本，33例是

从病毒分离和／或间接免疫荧光法确定为ADV阴性

的标本中选取的。

(4)试剂：DNA提取液DNAzol，购自Invitrogen

公司；Taq酶，5 U／肛1，购自天为时代公司。

2．方法：

(1)病毒DNA或RNA提取：选取标准株

(ADV3、7、1l、21)和6株分离株及临床标本151份

(病毒分离和／或间接免疫荧光法检测阳性标本118

份，阴性标本33份)，各取100“l，使用DNAzol

(Invitrogen公司产品)提取标本中的DNA，操作按

说明书进行，最后用20肚l 8 mmol／L NaOH溶DNA。

RSv、INF．A、INF—B、PIV病毒株使用Triz。n提取

标本中的RNA，再经反转录为cDNA。

(2)巢式多重PCR扩增：①第一次PCR扩增：

25“l反应混合液包括上述cDNA合成反应液

2．5肚l，50 mmol／L KCl，0．1％ T“ton X—100，

10 mmol／L(pH值9．0)Tris—HCl，1．5 mmol／L

MgCl：，加入200弘m01／L dNTPs，Taq酶l U，引物

AD—A和AD—B各0．2肛mol／L，样本DNA l肛l。PCR

反应条件为94℃1 min，52℃1 min，72℃90 s，扩

增30个循环，72℃延伸7 min。②第二次PCR扩

增：取第一次PCR反应产物l“1进行第二次PCR，

反应体系与第一次PCR相同，所不同的是引物为

Ad3a、Ad3b、Ad7a、Ad7b、Adlla、Adllb、Ad21a、

Ad21b，各0．2肚m01／L，反应条件为94℃1 min，56℃

1 min，72℃1 min；扩增25个循环，72℃延伸7 min。

取PCR产物5弘l在含0．5 pg／mI溴化乙锭(EB)的
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2％的琼脂糖凝胶中电泳，紫外灯下观察扩增后的

DNA条带。

(3)多重巢式PCR特异性检测：分别取ADV3、

ADV7、ADVll、ADV21、CMV、HSV和EBV株的

DNA，RSV、INF—A、INF—B、PIV的cDNA，用合成的

ADV基因引物进行多重巢式PCR扩增试验。

(4)ADV分离株PCR扩增及测序：首先将6株

ADV分离株进行多重巢式PCR分型筛选，再选取

不同型别的ADV用本研究设计合成的型特异性引

物进行PCR扩增，其扩增产物进行测序鉴定。

(5)ADV质粒的制备：选取3型和7型ADv分

离株各1株，用本研究设计的通用引物AD—A和

AD—B进行PCR扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳

纯化后，与载体PCF—T进行连接，连接产物转化大肠

埃希菌DH5a感受态细胞，用PCR筛选出阳性克

隆，作为临床标本PCR检测时的阳性对照。

(6)临床标本PCR检测：对151份临床标本

(118份ADV检测阳性，33例阴性)进行多重巢式

PCR分型检测，分别以ADV质粒和无菌水作为阳

性和阴性对照。

结 果

1．PCR特异性检测：用ADV基因特异引物经

巢式PCR扩增后，只有3、7、11和21型ADV毒株

产生预期的502、311、880和237 bp的特异性片段，

而CMV、HSV、EBV、HRV、EV、RSV、INF—A、

INF—B、PIV和MV株均未见到扩增条带，说明该方

法特异性好，与其他常见呼吸道病毒等无交叉反应

(图1)。

注：M：MarkerⅡ；1：ADV3；2：ADV7；3：ADVll；4：ADV21；

5：阴性对照(水)

图1 ADV标准株的多重PCR扩增产物在2％

琼脂糖凝胶上的检测结果

2．分离株鉴定：分离株H5695、H9049、F311、

F454、F379、F521经多重PCR分型，初步确定

F521、H9049为3型ADV，H5695、F379为7型

ADV，F31王、F454为11型ADV，选取1株3型

ADV分离株(H9049)、1株7型ADv分离株(F379)

和1株11型ADV分离株(F311)，分别用3、7、11型

特异性引物进行扩增，扩增产物进行序列测定。序

列分析显示，H9049与GenBank序列ADv3

(x76549)比较，核苷酸同源性为96．7％，F379与

GenBank序列ADV7(z48571)核苷酸同源性为

94．5％。F31l与GenBank序列ADVll(AC

000015)比较，核苷酸同源性为97．6％，说明该分型

引物确实能扩增到相应型别的病毒。

3．ADV克隆及质粒提取：3型ADv分离株

(H9049)和7型ADV分离株(F379)分别用AD—A和

AD—B进行PCR扩增，得到1278 bp核苷酸片段，与载

体PCF—T进行连接，连接产物转化大肠埃希菌DH5a

感受态细胞，用PCR筛选出阳性克隆，对阳性克隆

进行了质粒提取。

4．多重巢式PCR检测临床标本：118份经病毒

分离和／或间接免疫荧光法确定为ADV阳性的标本

中，经本方法检测有116份为阳性。其中ADV3型

76份，占64．4％(76／118)；ADV7型37份，占31．4％

(37／118)；ADVll型3份，占2．5％(3／118)；未检测

到ADV21型。2例经病毒分离和间接免疫荧光检

测均为ADV阳性的标本中，用本方法未能鉴定出

型别，可能是除3、7、11、21型以外的其他型(1．7％，

2／118)。33份经病毒分离和间接免疫荧光法均未

检测到ADV的标本中，有3份经多重PCR检测为

阳性(包括1份7型，2份3型)，但是凝胶电泳检测

时条带较弱，可能是因为标本中的病毒含量低，用常

规方法不易检出之故。

5．ADV感染与临床症状之间的关系：在118例

患儿的ADV阳性标本中，114例有明确诊断。其中

支气管炎、扁桃体炎等急性上呼吸道感染49例

(43．0％)，肺炎、毛细支气管炎等下呼吸道感染65

例(57．O％)。在76例ADV 3型患儿的标本中，74

例有明确诊断，其中38例为上呼吸道感染

(51．4％)，36例为下呼吸道感染(48．6％)；在37例

ADV 7型患儿的标本中，35例有明确诊断，其中10

例为上呼吸道感染(28．6％)，25例为下呼吸道感染

(71．4％)；3例ADV 11型患儿的标本均为下呼吸

道感染，且均为年龄小于1个月的新生儿。

6．多重巢式PCR与病毒分离和／或免疫荧光法

的阳性符合率：在118份经病毒分离和／或免疫荧光

法检测为ADV阳性标本中，116份经多重巢式PCR
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检测分别为3、7或11型ADV，2份PCR阴性的标

本也可能是除外3、7、1l、21型的其他型别ADV，二

者的阳性符合率至少为98．3％(116／118)。

讨 论

B组ADV可以引起婴幼儿严重的甚至是致死

性呼吸道感染，但由于ADV感染与其他呼吸道病

毒甚至细菌感染难以区别，而不能得到及时准确诊

断和治疗，因此对其进行早期诊断十分必要旧。。目

前，ADV感染的实验室诊断主要依靠病毒分离或免

疫荧光法检测。由于病毒分离费时费力，不能提供

快速的病原学诊断，其临床应用受到限制；免疫荧光

快速检测则需要采集鼻咽分泌物标本，对年龄较大

的儿童和非住院患儿难以采集。多重PCR在呼吸

道病毒检测中灵敏度高、特异性好，并能同时对检测

到的病毒进行型别鉴定。

本研究中我们首先用3、7、1l、21型ADV标准

株进行多重PCR扩增，得到了预期的目的扩增片

段，证明该引物设计合理；对6株分离株的多重

PCR扩增确定了该方法的可行性；H9049、F379和

F311的序列测定结果与GenBank序列比较，同源

性分别为96．7％、94．5％和97．6％，证明我们所检测

到的目的片段确实是ADV3、ADV7和ADVll；与其

他常见的呼吸道病毒的交叉扩增试验结果显示该方

法特异性好，无交叉反应。

对临床标本的多重巢式PCR检测结果提示：近

年来我国ADV感染主要以3、7型为主，且3型多于

7型ADV，11型比较少，2l型较为罕见。ADV的感

染往往很严重，不仅可以引起上呼吸道感染，也多见

于严重的下呼吸道感染。我们的研究显示感染3型

ADV的患儿中有48．6％是严重的下呼吸道感染，感

染7型ADV的患儿中71．4％是严重的下呼吸道感

染，感染ADVll型的患儿均为下呼吸道感染，且均

为年龄小于1个月的新生儿，提示7型和11型

ADV更易引起严重的下呼吸道感染，与国外报道的

结果一致瞳’4】。在118份经病毒分离和／或间接免疫

荧光法确定为ADV阳性的标本中2份PCR为阴

性，我们认为这2份可能是3、7、11、21型以外的其

他型ADV，或是建立的多重巢式PCR检测还有一

定的局限性，还有待于检测更多临床标本进一步验

证。在33份经病毒分离和／或间接免疫荧光法检测

为ADv阴性的标本中3份PCR为阳性，提示PCR

方法比病毒分离和间接免疫荧光法更为敏感。因为

病毒分离受细胞状态、标本保存和运送等诸多条件

影响；间接免疫荧光法也与标本取材有很大关系，相

比之下PCR方法就显得更为敏感和特异。但值得

注意的是需要小心操作，避免实验室污染而出现假

阳性。

本研究所建立的方法可为临床诊断和早期治疗

提供病原学依据，避免滥用抗生素；同时还适宜对分

离到的病毒株进行回顾性研究，提供流行病学资料，

更可以为急性呼吸道感染暴发的公共卫生事件及时

提供病原学依据。
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