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［摘　要］　目的　了解婴幼儿人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）感染时，母婴血清抗体不同表型与其肝损伤和致畸的关系，

并检测其糖膜蛋白Ｂ基因型。方法　选择２００９年１月—２０１０年１２月某院收治的３３７例血清ＨＣＭＶＩｇＧ抗体阳

性，尿液ＨＣＭＶＤＮＡ定量＞５００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的ＨＣＭＶ感染患儿，同时检测其母亲血清ＨＣＭＶＩｇＧ抗体。采用酶

联免疫捕获法检测血清ＨＣＭＶ抗体；荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测ＨＣＭＶＤＮＡ；人胚肺成纤维细胞（ＨＥＬ）

进行ＨＣＭＶ病毒分离；巢式ＰＣＲ、限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析技术进行ＨＣＭＶ临床分离株糖膜蛋白Ｂ

基因型检测。结果　在３３７例ＨＣＭＶ感染患儿中，１２４例血清抗体表型为ＨＣＭＶＩｇＭ（＋）ＩｇＧ（＋），其母亲血清

抗体表型ＨＣＭＶＩｇＧ（－）组患儿肝功能异常与致畸率分别为８６．４２％和４０．７４％，显著高于母亲ＩｇＧ（＋）组的

６５．１２％和３４．８８％（均犘＜０．０１）；２１３例患儿血清抗体表型为ＨＣＭＶＩｇＭ（－）ＩｇＧ（＋），其母亲血清抗体表型

ＨＣＭＶＩｇＧ（＋）与ＩｇＧ（－）两组比较，患儿肝功能异常率（５３．８５％ｖｓ６６．８９％）差异无显著性（犘＞０．０５），而致畸

率母亲ＩｇＧ（－）组（２８．３８％）显著高于ＩｇＧ（＋）组（２３．０８％）（犘＜０．０５）。ＨＣＭＶＩｇＧ（＋），尿液ＨＣＭＶＤＮＡ≥

１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ患儿的尿标本中病毒分离阳性率为５０．００％（３１／６２）。随机抽取８株ＨＣＭＶ临床分离株（来源患儿

中７例有肝脑损害），检测糖膜蛋白Ｂ基因，均为ｇＢ１型，与标准株ＡＤ１６９株、ＴＯＷＮＥ株的ＤＮＡ序列相似性分别

达９４．８％和９７．０％。８株ＨＣＭＶ的ＤＮＡ序列同源性达９８．５％；氨基酸序列同源性高达９９．４％。结论　母亲为

ＨＣＭＶＩｇＧ阳性的患儿肝功能异常和致畸率比母亲为ＨＣＭＶＩｇＧ阴性的患儿低。ＨＣＭＶＤＮＡ≥１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ

婴幼儿可预示症状性ＨＣＭＶ感染。ｇＢ１型可能是导致婴幼儿肝脑损害的主要基因型。

［关　键　词］　人巨细胞病毒；糖膜蛋白Ｂ基因；基因分型；婴幼儿；肝脑损害；母婴传播
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１３，１２（２）：８１－８７］

　　巨细胞病毒（ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）是巨细胞

包涵体病（ＣＩＤ）的病原体，属于β疱疹病毒亚科。

人巨细胞病毒（ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＨＣＭＶ）在

人群中感染非常普遍，以不显性感染或潜伏感染为

主。ＨＣＭＶ一旦侵入人体，将长期或终生存在于体

内，在绝大多数免疫正常的个体，常呈无症状感染，

但在免疫抑制的个体、胎儿和婴儿中可出现明显

ＨＣＭＶ感染症状。孕妇ＨＣＭＶ原发、新发或复发

感染均可引起新生儿宫内感染或围生期感染，致胎

儿畸形，智力低下和发育迟缓等。肝细胞是ＨＣＭＶ

感染的主要靶细胞，它可感染小儿肝脏内各种细胞。

在婴幼儿肝炎中，有５０％为ＨＣＭＶ感染。我们就

２００９年１月—２０１０年１２月本院３３７例血清ＨＣＭＶ

ＩｇＧ抗体阳性，尿液ＨＣＭＶＤＮＡ定量＞５００ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ的患儿进行母婴血清抗体不同时与其肝功能及

致畸关系的探讨，并进行特定基因型检测，分析其与

肝脑损害的关系，现报告如下。

１　对象与方法

１．１　研究对象　２００９年１月—２０１０年１２月本院收

治的３３７例血清ＨＣＭＶＩｇＧ抗体阳性，尿液ＨＣＭＶ

ＤＮＡ定量＞５００ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的ＨＣＭＶ感染患儿，其

中男性２０２例，女性１３５例，年龄２０ｄ～１８个月。同

时检测患儿母亲血清ＨＣＭＶＩｇＧ抗体。患儿血清

ＨＣＭＶＩｇＭ抗体阳性为活动性感染。

１．２　主要试剂　ＨＣＭＶ抗体酶联免疫检测试剂

盒，为北京贝尔生物有限公司产品；荧光定量

ＨＣＭＶＤＮＡ检测试剂盒，为中山大学达安基因股

份有限公司产品；ＤＮＡ提取试剂盒，为北京天根生

物有限公司产品；ＭＥＭ购自Ｇｉｂｃｏ公司；新生牛血

清（ＦＢＳ）购自杭州四季清生物有限公司；Ｐｆｕ酶、限

制性内切酶ＨｉｎｆⅠ和ＲｓａⅠ，购自大连宝生物工

程有限公司。

１．３　方法

１．３．１　血清ＨＣＭＶＩｇＭ、ＨＣＭＶＩｇＧ检测　采用

酶联免疫捕获法检测血清 ＨＣＭＶＩｇＭ、ＨＣＭＶ

ＩｇＧ，操作严格按说明书进行。

１．３．２　ＨＣＭＶＤＮＡ检测　采集晨尿，用血液细胞

组织基因ＤＮＡ提取试剂盒提取病毒ＤＮＡ，用荧光

定量ＨＣＭＶＤＮＡ检测试剂盒进行检测，操作严格

按说明书进行。

１．３．３　ＨＣＭＶ分离　随机抽取６２例患儿（患儿和

母亲的血清 ＨＣＭＶＩｇＧ抗体均为阳性，患儿尿液

ＨＣＭＶＤＮＡ≥１０
４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ），取其新鲜尿液１０

ｍＬ，接种于长满单层人胚肺成纤维细胞（ＨＥＬ）的２４

孔板中，置细胞培养箱中培养３～４周，如出现细胞病

变效应（ＣＰＥ）即为ＨＣＭＶ分离阳性。取出现ＣＰＥ

的ＨＥＬ培养瓶，待ＣＰＥ达到５０％～８０％病变程度

时，加０．２５％的胰酶洗脱细胞并收取病毒于冻存管，

标明日期、标本号，加二甲亚砜置－８０℃冰箱备用。

１．３．４　ＨＣＭＶ临床分离株糖膜蛋白Ｂ基因型检

测

１．３．４．１　ＤＮＡ模板制备　取尿样感染的细胞提取

培养液上清１ｍＬ，旋涡振荡４０ｓ，加入蛋白酶Ｋ和

ＳＤＳ至终浓度２００μｇ／ｍＬ和０．５％（ｍｇ／ｍＬ），混

匀置３７℃水浴５ｈ，用酚、氯仿抽提ＤＮＡ，ＮａＡｃ、无

水乙醇沉淀，弃去上清液并用７０％的乙醇洗涤，真

空离心干燥后溶于ＴＥ备用。

１．３．４．２　ＨＣＭＶ巢式聚合酶链反应（ＰＣＲ）　引物

序列参照文献［１－２］，扩增临床分离株糖膜蛋白Ｂ

基因，其中外套引物序列：上游５′ＧＧＣＡＴＣＡＡＧ
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ＣＡＡＡＡＡＴＣＴ３′，下游５′ＣＡＧＴＴＧＡＣＣＧＴＡＣＴＧ

ＣＡＣ３′，预期目的扩增产物大小为４８２～４８８ｂｐ；内套

引物序列：上游５′ＴＣＧＡＡＣＴＧＧＡＡＣＧＴＴＴＧＧＣ

３′，下游５′ＧＡＡＡＣＧＣＧＣＧＧＣＡＡＴＣＧＧ３′，预期目

的扩增产物大小为２９９～３０５ｂｐ。第１轮ＰＣＲ总体

积５０μＬ，ＰＣＲ反应体系为：ｄｄＨ２Ｏ３３．５μＬ、１０×

Ｐｆｕｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ、ｄＮＴＰｍｉｘ５．０μＬ、ｇＢ外套引

物各２．０μＬ、模板２．０μＬ、Ｐｆｕ酶０．５μＬ。每次

ＰＣＲ均设阳性和空白对照。第１轮ＰＣＲ反应条件

为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃５０ｓ，６０℃５０ｓ，７２℃１

ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃５ｍｉｎ。第２轮ＰＣＲ时，将

第１轮ＰＣＲ扩增产物１０倍稀释后取２μＬ作为

ＤＮＡ模板，引物改为内套引物，３５个循环，其余

ＰＣＲ反应体系及反应条件同第１轮。

１．３．４．３　限制性片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇ

ｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）分析　采用限

制性内切酶ＲｓａⅠ和ＨｉｎｆⅠ进行ＲＦＬＰ分析，酶切结果

判断［１－２］如下。（１）ＲｓａⅠ酶切：Ⅰ型为２３９、６６ｂｐ，Ⅱ型

为２３９、６３ｂｐ，Ⅲ型为１９５、６３、４１ｂｐ，Ⅳ型为１９５、６６、４４

ｂｐ；（２）ＨｉｎｆⅠ酶切：Ⅰ型和Ⅳ型均为２０２、６７、３６ｂｐ，Ⅱ型

为２０２、１００ｂｐ，Ⅲ型为２０２、９７ｂｐ。

１．３．４．４　ＰＣＲ产物测序及比对分析　将临床分离

病毒株ＰＣＲ扩增的产物送往广州英韦创津生物科

技有限公司进行基因测序，结果与Ｇｅｎｂａｎｋ上的标

准株ＴＯＷＮＥ株（ＦＪ６１６２８５）和ＡＤ１６９株（ＦＪ５２７５６３）

进行比对。

１．４　应用软件　应用ＳＰＳＳ１８．０进行统计分析，

采用χ
２检验；ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件进行酶切位

点分析；ｃｌｕｓｔａｌＸ软件进行序列比对；Ｍｅｇａ４．１软

件建树分析。

２　结果

２．１　ＨＣＭＶ抗体不同时患儿肝功能及致畸状况　

在３３７例ＨＣＭＶ感染患儿中，１２４例血清抗体表型

为ＨＣＭＶＩｇＭ（＋）ＩｇＧ（＋），其母亲血清抗体表型

ＨＣＭＶＩｇＧ（－）组患儿肝功能异常与致畸率显著

高于ＩｇＧ（＋）组（犘＜０．０１）；２１３例患儿血清抗体表

型为ＨＣＭＶＩｇＭ（－）ＩｇＧ（＋），其母亲血清抗体表

型ＨＣＭＶＩｇＧ（＋）与ＩｇＧ（－）两组比较，患儿肝功能

异常率差异无显著性（犘＞０．０５），而致畸率母亲ＩｇＧ

（－）组显著高于ＩｇＧ（＋）组（犘＜０．０５）。见表１～２。

表１　ＨＣＭＶ抗体不同情况下患儿肝功能状况（例，％）

犜犪犫犾犲１　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｍｏｔｈｅｒ’ｓＨＣＭＶＩｇＧａｎｄｉｎｆａｎｔｉｌｅｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ，％）

Ｖａｒｉａｂｌｅ
ＩｎｆａｎｔＩｇＭ（＋）ＩｇＧ（＋）

ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（＋） ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（－）

ＩｎｆａｎｔＩｇＭ（－）ＩｇＧ（＋）

ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（＋） ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（－）

Ｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ １５（３４．８８） １１（１３．５８） ３０（４６．１５） ４９（３３．１１）

Ａｂｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎ ２８（６５．１２） ７０（８６．４２） ３５（５３．８５） ９９（６６．８９）

Ｔｏｔａｌ ４３（１００．００） ８１（１００．００） ６５（１００．００） １４８（１００．００）

χ
２ 　　　　　　　　　　　７．６９ 　　　　　　　　　　　３．２９

犘 　　　　　　　　　　　＜０．０１ 　　　　　　　　　　＞０．０５

表２　ＨＣＭＶ抗体不同情况下患儿致畸状况（例）

犜犪犫犾犲２　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｍｏｔｈｅｒ’ｓＨＣＭＶＩｇＧａｎｄｉｎｆａｎｔｉｌｅｂｉｒｔｈｄｅｆｅｃｔ（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ）

Ｖａｒｉａｂｌｅ

ＩｎｆａｎｔＩｇＭ（＋）ＩｇＧ（＋）

ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（＋）

（狀＝４３）
ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（－）

（狀＝８１）

ＩｎｆａｎｔＩｇＭ（－）ＩｇＧ（＋）

ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（＋）

（狀＝６５）
ＭｏｔｈｅｒＩｇＧ（－）

（狀＝１４８）

Ｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ ６ ２０ ８ ３１

Ｈｅａｒｉｎｇｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ ２ ４ ４ ３

Ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｔｉｌａｇｅｄｙｓｐｌａｓｉａ ２ １ － １

Ｂｉｌｉａｒｙａｔｒｅｓｉａ ２ － ３ －

Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ － ６ － ５

Ｈｅｒｎｉａ － ２ － ２

Ｏｔｈｅｒａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ３ － － －

Ｔｏｔａｌ（Ｎｏ，％） １５（３４．８８） ３３（４０．７４） １５（２３．０８） ４２（２８．３８）

χ
２ 　　　　　　　　　　　１６．７３ 　　　　　　　　　　　１４．６９

犘 　　　　　　　　　　　＜０．０１ 　　　　　　　　　　＜０．０５

　　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂｉｒｔｈｄｅｆｅｃｔｒａｔｅｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｂｅｔｗｅｅｎｍｏｔｈｅｒＩｇＧ（＋）ｇｒｏｕｐａｎｄＩｇＧ（－）ｇｒｏｕｐ
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书书书

２．２　抗体阳性患儿ＨＣＭＶ分离结果　从６２例血

清ＨＣＭＶＩｇＧ阳性，尿液ＨＣＭＶＤＮＡ≥１０４ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ患儿的尿标本中分离到３１株ＨＣＭＶ临床株，阳

性率５０．００％。

２．３　ＨＣＭＶ临床分离株糖膜蛋白Ｂ基因型检测

２．３．１　临床病毒株ｇＢ外套产物测序结果　随机

抽取８株临床分离病毒株（标号为ｇＢ－０８、４８、５１、

５５、６０、６５、７４、７８，其中７株来源于７例患有不同程

度肝脑损害的患儿）ＰＣＲ外套产物送测序，所得序

列与实验室高传代株ＴＯＷＮＥ株和ＡＤ１６９株序列

比对，结果见图１～２。

２．３．２　ｇＢ基因型酶切片段分析　应用ｐｒｉｍｅｒ

ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件分析酶切位点、酶切产物长度，结

果显示，８株 ＨＣＭＶ 临床分离株均为ｇＢ１型。见

表３。

图１　８株临床分离病毒株与ＴＯＷＮＥ株碱基突变结果比对图

犉犻犵狌狉犲１　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆｂａｓｅｍｕｔａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｉｇｈｔｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓａｎｄＴＯＷＮＥｓｔｒａｉｎ

图２　８株临床分离病毒株与ＡＤ１６９株碱基突变结果比对图

犉犻犵狌狉犲２　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆｂａｓｅｍｕｔａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｉｇｈｔｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓａｎｄＡＤ１６９ｓｔｒａｉｎ

表３　临床分离株ｇＢ内套序列ＨｉｎｆⅠ和ＲｓａⅠ 酶切位结果

犜犪犫犾犲３　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆＨｉｎｆⅠａｎｄＲｓａⅠａｔｂａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｏｄｕｃｔａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｇＢｉｎｎｅｒｐｒｉｍｅｒｓｗｉｔｈｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅｏｆ

ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ Ｎｕｍｂｅｒ Ｓｉｔｅ Ｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ） Ｔｙｐｉｎｇ

ＨｉｎｆⅠ Ｇ^ＡＮＴＣ ２ ３６，１０３ ２０２，６７，３６ ＴｙｐｅｇＢ１

ＲｓａⅠ ＧＴ^ＡＣ １ ６６ ２３９，６６ ＴｙｐｅｇＢ１

　　^Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ
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２．３．３　临床病毒株ｇＢ基因型的序列同源性分析

　临床分离的８株病毒株序列与ＧｅｎＢａｎｋ标准病

毒株 ＨＣＭＶＡＤ１６９及ＴＯＷＮＥ序列比对，应用

Ｍｅｇａ４．１构建基因树，结果见图３。应用ＤＮＡｓｔａｒ

软件将标准株ＡＤ１６９株、ＴＯＷＮＥ株序列分别与８

株ＨＣＭＶ临床病毒株进行ＤＮＡ序列相似性分析，

序列相似性分别达到９４．８％、９７．０％；８株ＨＣＭＶ

临床分离株进行ＤＮＡ序列相似性分析，其同源性

高达９８．５％。

２．３．４　ＨＣＭＶ临床分离株ｇＢ型氨基酸序列比对

　利用ＤＮＡＳｔａｒ软件，获得８株ＨＣＭＶ临床分离

株ｇＢ型氨基酸序列，应用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件，将其与

ＡＤ１６９株和ＴＯＷＮＥ株的氨基酸序列分别进行比

对，结果见图４～５。８株ＨＣＭＶ临床株氨基酸序

列同源性高达９９．４％。
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图３　８株临床分离病毒株与标准株比对基因树图

犉犻犵狌狉犲３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｏｆｅｉｇｈｔｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｖｉｒｕｓ

ｓｔｒａｉｎｓａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎｓ

图４　８株临床分离病毒株与ＡＤ１６９株氨基酸序列比对图

犉犻犵狌狉犲４　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｂｅｔｗｅｅｎｅｉｇｈｔｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓａｎｄＡＤ１６９ｓｔｒａｉｎ

图５　８株临床分离病毒株与ＴＯＷＮＥ株氨基酸序列比对图

犉犻犵狌狉犲５　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｂｅｔｗｅｅｎｅｉｇｈｔｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓａｎｄＴＯＷＮＥｓｔｒａｉｎ

３　讨论

ＨＣＭＶ感染后可刺激人体产生特异性抗体，通

过检测血清中 ＨＣＭＶＩｇＭ、ＩｇＧ可间接证实体内

ＨＣＭＶ的存在。ＩｇＧ抗体表示既往感染的指标，

ＩｇＭ抗体代表近期感染的指标
［３］。据报道［４］，发达

国家人群ＨＣＭＶ血清感染率为４０％～６０％，发展

中国家可达８０％～１００％。孕妇处于隐性感染状

态，由于体内激素的变化，潜伏病毒激活或再次感染

外源性不同的毒株后，使ＨＣＭＶ经过胎盘感染胎

儿，引起先天性宫内感染。同时亦可经产道、吸吮母

乳等感染婴儿，引起围产期感染［５］。先天性ＨＣＭＶ

感染可累及患儿身体的各个组织器官，如造血系统、

呼吸系统、中枢神经系统、消化系统及泌尿系统等，

是引起先天性畸形的重要原因之一［６］。而无症状的

感染患儿中有１０％～１５％留有后遗症，如智力迟
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缓、耳聋和视力损害［７］。在ＨＣＭＶ感染的研究中，

人们发现活动感染者的临床症状、治疗效果和预后

情况均比非活动性感染者严重。研究［８］显示，孕妇

自然获得性免疫可以降低妊娠出现先天性ＨＣＭＶ

感染６９％的危险，妊娠前孕妇已有免疫或孕妇年龄

２５岁或以上，都可以高度保护先天性ＨＣＭＶ感染

的出现。本研究中母亲为ＨＣＭＶＩｇＧ阳性的患儿

肝功能异常和致畸率均比母亲为ＨＣＭＶＩｇＧ阴性

的患儿低，且差异有显著性（犘＜０．０１）。

ＨＣＭＶ感染的诊断方法主要依靠实验室检查，

其诊断方法包括病毒培养、血清特异性抗体检测、抗

原血症检测、分子生物学检测等。病毒培养常用作

ＨＣＭＶ感染的确认试验。我们从６２例 ＨＣＭＶ

ＩｇＧ阳性，尿液ＨＣＭＶＤＮＡ≥１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ患儿

尿标本中分离到３１株ＨＣＭＶ临床株。Ｃｈｅｎ等
［９］

认为，ＨＣＭＶＤＮＡ量１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ为预测患者

即将发生症状的分界线。国内学者何蓉等［１０］研究

显示，婴儿尿液中ＨＣＭＶＤＮＡ含量与临床症状性

ＨＣＭＶ感染密切相关，＞１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ高度预示

症状性ＨＣＭＶ感染。本研究尿液ＨＣＭＶＤＮＡ≥

１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的６２例患儿中，有３１例为活动性感

染，并有肺炎、肠炎、肝炎及脑部病变等临床症状，因

此我们认为尿液ＨＣＭＶＤＮＡ≥１０
４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的

婴幼儿可预示症状性ＨＣＭＶ感染。

ＨＣＭＶ基因组为长约２４０ｋｂ的双链ＤＮＡ，由

长的独特序列（ＵＬ）和短的独特序列（ＵＳ）及存在于

Ｌ—Ｓ连接部位的重复序列组成。整个基因组有

２０８个ＯＲＦ（开放阅读框）并以其在基因组中的位

置和顺序命名，ＯＲＦＵＬ５５位于基因组中高度保守

的Ｂ区，编码的产物ｇＢ为ＨＣＭＶ包膜中最丰富的

糖蛋白，占包膜蛋白的５０％以上。

越来越多的证据表明，除了机体因素外，不同

ｇＢ基因型也是影响ＨＣＭＶ感染转归的因素之一。

Ｃｏａｑｕｅｔｔｅ等
［１１］通过对９２例免疫功能低下者

ＨＣＭＶｇＢ基因型的研究提示，同时混合感染

ｇＢ１—４基因型的患者比ｇＢ单一基因型感染者更易

出现移植排斥，继发其他疱疹病毒感染等临床表现。

Ｙｕ等
［１２］研究了中国７９例宫内感染ＨＣＭＶ新生儿

ｇＢ基因型，发现感染ｇＢ１型者容易出现肝损害；还

发现ｇＢ１—３基因型在中国７９例宫内感染ＨＣＭＶ

的新生儿中分布以ｇＢ１型为主。我们从３１株临床

分离的ＨＣＭＶ株中随机抽取８株进行ｇＢ基因型

检测，发现全为ｇＢ１型，且其中７例患儿有不同程

度的肝脑损害，这与Ｙｕ等
［１２］研究相近。

ｇＢ基因虽然高度保守，但不同的ＨＣＭＶ毒株

在ｇＢ基因内的一定区域间仍存在变异。同一基因

型的临床分离株间，其多肽同源性＞９９％；不同基因

型的临床分离株间，其多肽同源性为９１％～９８％。

在本研究分离的８株ｇＢ１型临床分离株之间，多肽

同源性＞９９．４％。Ｃｈｏｕ等
［１］对１１株ＨＣＭＶ临床

分离株ｇＢ基因（密码子１—４６０）进行序列分析，结

果发现不同株间核苷酸变化区域主要集中于密码子

２７—６７及密码子４４０—４６０之间。我们对８株ｇＢ１

型临床分离株进行比对分析，发现氨基酸变化最大

的区 域 在 ４５１—５１８ａａ 之 间，Ｄ４６３Ｎ、Ｔ５１３Ｇ、

Ｋ５１８Ｒ、Ｎ４７２Ｓ均为有义突变，相对应的标本是

５１＃、５５＃、８＃、６５＃，这些患儿均有肝脑损伤，其中

６５＃为脑肝肾均受损的早产儿。

明确ＨＣＭＶ基因型与临床症状的关系，对进

一步研究ＨＣＭＶ感染的致畸机制、预后评估、产前

诊断以及疫苗研制和临床治疗可提供重要依据。
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·译文·

经鼻十二指肠管输注健康人粪便溶液治疗复发性艰难梭菌感染（摘译）

周鹏程，李春辉　译　　吴安华　审校

（中南大学湘雅医院，湖南 长沙　４１０００８）

［关　键　词］　艰难梭菌；腹泻；菌群失调；粪便
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　　复发性艰难梭菌感染难以治疗，抗菌药物治疗

失败率较高。以往研究发现，将健康人粪便输注到

患者的十二指肠内，对该病可能有较好的疗效，但缺

少随机对照试验的支持。本研究通过开放性的、随

机对照试验，研究经鼻十二指肠管输注健康人粪便

溶液治疗复发性艰难梭菌感染的疗效。研究设计具

体如下：将复发性艰难梭菌感染患者随机分为３组，

分别处理。第１组：开始使用万古霉素治疗（５００

ｍｇ口服，４次／ｄ，共４ｄ），然后用４Ｌ聚乙二醇溶液

对患者灌肠，最后将健康人粪便溶液［含粪便（１４１±

７１）ｇ］，经鼻十二指肠管输注十二指肠内；第２组：使

用标准万古霉素治疗方案处理（５００ｍｇ口服，４次／

ｄ，共１４ｄ）；第３组：使用标准万古霉素治疗方案（同

第２组），加聚乙二醇灌肠处理。使用人体肠道芯片

（ＨＩＴｃｈｉｐ）结合辛普森指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ’ｓｒｅｃｉｐｒｏｃａｌ

ｉｎｄｅｘ）评估各组患者处理前后肠道菌群的多样性。

该研究的临床疗效由一个不知患者分组情况的

专家委员会来判定。研究主要终点为艰难梭菌相关

性腹泻缓解，并在开始治疗后的１０周内不复发；次

要终点为腹泻缓解，５周内不复发。共计４１例患者

完成预定的评估，另有１例患者在随访过程中死亡。

其中３９例患者在培养阳性前，经聚合酶链反应

（ＰＣＲ）法证实大便中存在艰难梭菌肠毒素基因。第

１组，共１６例患者，其中１３例（８１％）在第１次输注

健康人粪便后腹泻缓解，２例在接受第２次输注后

腹泻缓解，另１例未缓解。第２组４例（３１％，４／１３）

及第３组３例（２３％，３／１３）患者腹泻缓解，分别与第

１组比较，均犘＜０．００１。此外，原属于第２或第３

组的１８例患者，在抗菌药物疗法失败后，接受健康

人粪便输注疗法，１５例腹泻缓解。输注健康人粪便

溶液后，患者的大便菌群同正常人接近，其菌群多样

性提高，拟杆菌、梭状芽孢杆菌Ⅳ群、ⅪⅤａ群数量增

加，变形菌属数量减少。除第１组在输注粪便溶液

当日，患者有轻微的腹泻和腹部绞痛外，３组在其他

不良事件上无显著差异。

该研究提示，与使用万古霉素相比，经鼻十二指

肠管输注健康人粪便溶液治疗复发性艰难梭菌感染

更为有效。
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