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结膜炎病原检测中的应用
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!!'摘要(!背景!流行性角膜结膜炎是常见的眼部传染性疾病$腺病毒为常见病原体之一) 六邻体蛋白

是构建病毒衣壳的重要蛋白$也是病毒与抗体结合的主要靶点) 应用针对六邻体蛋白编码区的测序方法可对

腺病毒进行快速分型$对于流行性角膜结膜炎的早期诊断*病情监测和预后判断具有重要意义)!目的!通过

针对腺病毒六邻体蛋白编码区的测序$完成上海地区腺病毒与流行性角膜结膜炎相关的分子流行病学调查)

!方法!在受检者知情同意的情况下$收集 3&%& 年 % 月至 3&%3 年 %3 月在上海市眼病防治中心和上海市急性

出血性结膜炎防控办公室下属红眼病监测站点就诊的 3%: 例可疑流行性角膜结膜炎患者结膜囊的结膜拭子

样本 3%: 份) 对结膜囊标本提取 "GU后$通过 F8E法扩增病原体六邻体蛋白编码区内 %:& _M 的保守序列$

对于腺病毒阳性的标本$通过对六邻体蛋白保守区域内 45* _M 的序列进一步测序以确定其病毒分型)!结果

!在 3%: 例患者中$%&4 例在通用 F8E中显示腺病毒阳性$占 5&N4(Y) 其中通过基因测序确定 USb% 者 : 例$

USb3 者 (( 例$USb( 者 %5 例$USb: 者 %3 例$USb7 者 %4 例$USb%4 者 %5 例$USb() 者 7 例) 属于 "组腺病

毒的 USb7*USb%4 和 USb() 检出阳性患者更容易出现角膜炎症反应*伪膜性结膜炎和耳前淋巴结肿大等$而

9组腺病毒检出阳性者易伴发上呼吸道感染$但角膜受累者较少)!结论!针对六邻体蛋白编码区内保守区

域的测序是腺病毒分型的重要方法之一$可快速确定流行性角膜结膜炎是否系腺病毒感染引起$并确定腺病

毒分型) !
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!!流行性角膜结膜炎是常见的眼部传染性疾病$常
于春季和秋季爆发$通过接触分泌物传播$在封闭环境
中该疾病的患病率可达 7&Y以上$主要致病病毒为腺
病毒*柯萨奇病毒和肠道病毒$腺病毒感染占 5&Y以
上) 腺病毒复制力强$免疫原性强$这可以解释流行性
角膜结膜炎易于流行且早期症状严重的特点) 腺病毒
包括 U*9*8*"*;*P* 个亚组$引起急性结膜炎的主
要病原体为 9组的 USb( 和 USb)$8组的 USb%*
USb3 和 USb5 以及 ;组的 USb:$引起流行性角膜结
膜炎的主要为"组的 USb7*USb%4 和 USb() 亚型 +%, )

腺病毒是一种无外壳的双链 "GU病毒$六邻体蛋白是
构成腺病毒衣壳的重要蛋白$也是病毒与外界交换信
息的重要结构以及与抗体结合的主要靶点

+3, ) 在血
清学上$血清中和实验识别六位体蛋白上的 $ 决定域&

在基因学上$编码六邻体蛋白的区域是病毒基因组中
变异最大的区域之一) 因此$六邻体蛋白是腺病毒基
因研究的热点区域

+(c*, $既与传统的血清学中和实验
相关联$又可以研究病毒的变异与进化) 随着基因技
术的进步$通过 F8E技术扩增分泌物中的病毒 "GU

片段$并对病毒进一步分型已成为国际上常见的研究
方法$方法成熟$过程简单$结果可靠$但中国目前应用
较少) 本研究对可疑流行性角膜结膜炎患者的结膜囊
样本进行 F8E及基因测序$为相关的分子流行病学调
查提供方法学基础)

C;材料与方法

C'C;结膜拭样本的收集
3&%& 年 % 月至 3&%3 年 %3 月在上海市眼病防治中

心和上海市红眼病防控办公室下属红眼病监测站点就

诊的可疑流行性角膜结膜炎患者 3%: 例$纳入的患者
均居住在上海市城区及周边区县) 纳入标准"#%%眼
部表现为急性结膜充血*水肿$伴结膜滤泡$伴大量的
水样分泌物) #3%伴有或不伴有角膜浸润) #(%伴有
或不伴有耳前淋巴结肿大) #:%伴有或不伴有上呼吸
道感染症状) #5%初次就诊且尚未使用抗病毒药物)

符合诊断标准者在知情同意的情况下$用蘸取生理盐

水的棉签擦拭患者下穹隆部的结膜囊以采集下结膜囊

的结膜拭子样本) 将棉签保存于 % -<含有 5& -A+-<

庆大霉素*5&& f+-<#商品单位%青霉素*% -A+-<两性
霉素 9和体积分数 5Y胎牛血清的 W.2R 缓冲液#美国
$2J0KLDA@2 公司%中$置于 5 -<的密封管$: g条件下冷
藏$保存时间不超过 % 周)
C'D;细胞培养和病毒检测

将 U5:4 细胞保存在含 3Y胎牛血清的 Q;Q培养
基中$加入结膜拭子混悬液 3&& !<后在 () g下作用
4& -02) 移除结膜拭子$细胞经 F9H 洗涤$在 () g下
培养 3 周$其间每 3 天更换一次血清$并观察细胞病变
效应#,=KDM.K?0,@̂̂@,K1$8F;% +), ) 如果 3 周末仍未出
现 8F;$则将培养瓶反复冻融 ( 次$并将溶解液
3&&N& !<加入新的培养瓶$在相同条件下做第 3 轮培
养$为期 3 周) 以 USb:& 和脊髓灰质炎病毒 % 型作为
阳性对照$以 %& --D<+I的 F9H 作为阴性对照) 第 3

轮培养中如果出现细胞团聚等 8F;$则将培养瓶反复
冻融 ( 次$并收集溶解液) 如果在第 3 轮培养 3 周后
仍未出现 8F;则结束培养$将培养瓶反复冻融 ( 次$

并收集溶解液) 溶解液经纯化后取上清 5N& !<$通过
逆转录多重 F8E技术扩增 +7, $将 F8E产物行质量分
数 %Y琼脂糖凝胶电泳后$溴化乙啶染色$紫外分析仪
上成像并判读)
C'E;结膜拭子直接基因组 "GU的提取和保存

对结膜拭子和剩余的病毒保存液使用 p$U6.-M
-020R0K#美国 p$UO;G公司%提取病毒基因组 "GU)

提取出的 "GU样本在c3& g冰箱内保存) 病毒分离
阳性者同样提取培养细胞中的 "GU$样本另外保存并
编号$同样在c3& g冰箱内保存) 通过 %Y琼脂糖凝
胶电泳$与标准相对分子质量 "GU#美国 $2J0KLDA@2 公
司%对比$在紫外分析仪下观察$可见一条边界清楚的
金黄色荧光条带$长度约 (5 R_$无拖尾现象$说明
"GU的纯度和完整性俱佳) 使用 fb63:& 紫外分光光
度计检测 "GU的 Y3*& +Y37&比值为 %N) d%N7$说明 "GU

样品未受到蛋白质*EGU和碳水化合物等污染) "GU

样品的质量浓度#!A+!<%ZY3*& j稀释倍数j5+%&&$按
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照此公式测算 "GU样品的质量浓度$并将部分 "GU
样本稀释至 %& 2A+!<以用于 F8E) 剩余 "GU在
c3& g恒温冷冻箱内长期保存$在 : g冰箱内留存供
短期使用)
C'F;六邻体基因保守区的通用 F8E检测

对所有 3%: 份病例的结膜拭子样本 "GU进行通
用片段的 F8E扩增$从 G89$O@29.2R 数据库中下载
腺病毒序列# ?KKM"++\\\'2,_0'2<-'20?'ADJ+O@2_.2R+
02S@̀'?K-<%) 在腺病毒六邻体蛋白编码区尾端的高度
保守区域内设计引物$其正向引物为 506OU8UVOU8V
VV8OUOOV8OUV888UVOOU6(0$反向引物为 50688O
O8VOUOUUOOOVOVO8O8UOOVU6( 0) 反 应 体 系 为
3&N& !<$包括 &N% !<V.B"GU聚合酶#5 f+!<+商品单
位,$美国 90D<._1公司%$3N& !<含 QA3 A

的 F8E缓冲液
#美国 $2J0KLDA@2 公司%$&N5 !<三磷酸脱氧核糖核苷
#SGVF$%& !-D<+!<$美国 ED,?@"0.A2D1K0,1O-_W公
司%$%& !-D<+!<上下游引物各 &N5 !<$%%N: !<去离子
水#SSW3#%$5N& !<模板 "GU#%& 2A+!<%) 反应条件"
45 g预变性 5 -02$45 g变性 (& 1$54 g退火 (& 1$
)3 g延伸 % -02$(& 个循环$)3 g再延伸 5 -02$冷却至
: g保存)

对 3%: 份细胞培养溶解液上清取 5N& !<在相同条
件下进行同样的扩增) F8E扩增产物行 %Y琼脂糖凝
胶电泳后$如果经紫外分析仪上成像并摄片显示目的
片段清晰$长度为 %:& _M 左右$无特异条带$估测质量
浓度在 (& 2A+!<以上$则表明通用 F8E结果阳性) 如
果不能扩增出特异条带$则表明通用 F8E结果阴性)
C'G;六邻体蛋白基因测序与腺病毒分型

所测序列为六邻体蛋白编码区尾部长约% &&: _M
的区域) 首先对所有 3%: 份病例的结膜拭子样本
"GU进行目的片段的 F8E扩增$正向引物为 506VV88
88UVOO8G8U8UU8U86(0$反向引物为 506O88V8OU
VOU8O88O8OOVO6( 0) 反应体系为 3&N& !<$包括
&N% !<V.B"GU聚合酶$3N& !<含 QA3 A

的 F8E缓冲液
#美国 $2J0KLDA@2 公司%$&N5 !<SGVF#%& !-D<+!<$美国
ED,?@"0.A2D1K0,1O-_W公司%$%& !-D<+!<上下游引物
各 &N5 !<$%%N: !<SSW3#$5N& !<模板 "GU#%& 2A+!<%)
反应条件"45 g预变性 5 -02$45 g变性 (& 1$5) g退
火 (& 1$)3 g延伸 % -02$(& 个循环$)3 g延伸 5 -02$
冷却至 : g保存) F8E扩增产物行 %Y琼脂糖凝胶电
泳后$经 fbF成像并摄片显示目的片段清晰$长度为
% &&& _M左右$无特异条带$估测浓度在 (& 2A+!<以上)
将 F8E产物纯化后$使用 90A"=@V@L-02.KDL试剂盒
#美国 UMM<0@S 90D1=1K@-1公司%进行测序反应) 测序

引物即为正向引物) 测序反应的体系为 %&N& !<$包括
%N& !<F8E产物$%N& !<测序引物和 7N& !<试剂盒内
V@L-02.KDLE@.S=E@.,K0D2 Q0̀) 通过使用 U9$(%(& <̀
测序仪进行电泳分析) 将所测得基因序列与 G89$
O@29.2R 数据库#_<.1K'2,_0'2<-'20?'ADJ%中已提交的
基因序列进行对比$确定腺病毒的分型) 对 3%: 份细
胞培养溶解液上清取 5N& !<在相同条件下进行同样
的扩增$产物纯化后测序$并将测序结果与结膜拭子样
本 "GU的测序结果进行比较)

D;结果

D'C;病毒分离与通用 F8E结果的比较
纳入的 3%: 例患者中 %:7 例出现 8F;$通过多重

L@.<6K0-@F8E技术扩增$4( 例患者为腺病毒阳性$55
例患者为肠道病毒阳性) 在未出现 8F;的 ** 例患者
中$%* 例裂解液中扩增出腺病毒 "GU$5& 例在裂解液
中扩增出肠道病毒 EGU$共判定 %&4 例#占 5&N4(Y%
患者系腺病毒感染$%&5 例患者系肠道病毒感染) 腺
病毒感染的 %&4 例患者通用 F8E扩增结果为阳性$得
到约 %:& _M*质量浓度!(& 2A+!<的清晰条带) 在这
些患者中$通过结膜囊拭子所提取的 "GU和细胞培养
所得的裂解液上清均在通用 F8E中扩增出清晰的特
异性条带) 另外$%&5 例通过细胞培养及后续整合的
多重 L@.<6K0-@F8E技术证实为肠道病毒感染的患
者$未能在通用 F8E中扩增得到特异的清晰条带$患
者在六邻体基因测序中也未能通过 F8E扩增出有效
片段)
D'D;六邻体基因测序与腺病毒分型

在 %&4 例腺病毒感染的样本中$通过对六邻体基
因的相应片段进行基因测序$并与 G89$O@29.2R 数
据库中已提交的基因序列进行对比$确定 USb% 者 :
例$USb3 者 (( 例$USb( 者 %5 例$USb: 者 %3 例$
USb7 者 %4 例$USb%4 者 %5 例$USb() 者 7 例) %&4
例患者中通过结膜囊拭子所提取的 "GU和病毒分
离所提取的 "GU测序结果一致$因此$通过基因序
列对比所确定的病毒分型结果也是一致的) 腺病毒
检测阳性结果多出现于每年的 )14 月 #图 % % $与急
性结膜炎发病的高峰时间相吻合) 纳入的患者均有
结膜充血*结膜水肿和结膜滤泡等眼部表现$"组腺
病毒中的 USb7*USb%4*USb() 感染患者更容易出
现角膜炎症*伪膜性结膜炎和耳前淋巴结肿大等$而
9组腺病毒感染更容易伴发上呼吸道感染$角膜受累
者较少#表 %% )
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图 C;不同时间点不同类型的腺病毒检出情况!USb月腺病毒

表 C;不同腺病毒血清型与临床表现之间的联系

临床表现 USb% USb3 USb( USb: USb7 USb%4 USb()

结膜充血 : (( %5 %3 %4 %5 %%

结膜水肿 : (( %5 %3 %4 %5 %%

结膜滤泡 : (( %5 %3 %4 %5 %%

伪膜 & & & & 5 ( (

上皮下角膜浸润 & & & & %& ) *

鼻部水样卡它 3 7 %3 3 ( 3 3

耳前淋巴结肿大 & & & & ( ( 3

咽炎 ( %( 4 : 3 % %

总计 : (( %5 %3 %4 %5 %%

!注月USb月腺病毒

E;讨论

并非所有的流行性角膜结膜炎均由腺病毒引起$
可以引起类似症状的病原体除腺病毒外$还包括肠道
病毒属中的柯萨奇病毒 U3:J和肠道病毒 ;b)& 等 +4, )
本实验中选用的 U5:4 细胞为分离腺病毒的常用细胞
株$也可以分离出部分肠道病毒) 通过细胞培养整合
F8E$提高了判定病毒分类的有效性$本实验在 %&4 例
患者的结膜囊样本中分离出腺病毒)

肠道病毒 #包括柯萨奇病毒 U3:J和肠道病毒
;b)&%属于 EGU病毒$在结膜囊样本中提取 EGU较
为困难$而腺病毒属于 "GU病毒$在结膜囊样本中提
取 "GU较为容易) 应用通用 F8E特异性扩增腺病毒
相应的片段可以快速确定流行性角膜结膜炎的病原体

是否为腺病毒
+%&, ) 本研究选用的通用 F8E引物可特

异性地扩增位于腺病毒六邻体蛋白尾部 3):(637%3 位
核苷酸 %(4 _M 的保守区片段$该片段在所有腺病毒分
型中均相当保守$且在腺病毒以外的其他病原体中均
不存在$也不存在于人类的基因组中$因此检出腺病毒
具有特异性的诊断价值$广泛用于腺病毒的检测)

本研究的 3%: 例受检者中$%&4 例患者的结膜囊
拭子 "GU样本中通过 F8E扩增出特异性的病毒条
带$提示约有 5&N4(Y的急性结膜炎或急性角膜结膜
炎患者系腺病毒感染所致$结果与细胞培养整合多重
L@.<6K0-@F8E的结果一致) 结膜囊拭子 "GU样本直
接行通用 F8E的阳性率高于 U5:4 细胞 8F;的阳性
率$与细胞培养整合 F8E阳性率一致) 由此可见$通
用 F8E有高度特异性和敏感性$可以作为检测腺病毒
的重要手段)

腺病毒除了引起眼部感染外$还可以引起呼吸系
统*消化系统和泌尿系统的感染) 中国有腺病毒与呼
吸系统和消化系统相关疾病的流行病学研究$但腺病
毒与眼部感染的相关研究资料较少$可能与结膜囊容
积较小*采样困难且采集到的样本少有关) 本研究中
结膜囊拭子 "GU样本中相关片段的测序结果与细胞
培养后抽提 "GU得到的相关片段的测序结果一致$说
明 F8E扩增的效率和敏感性高$能有效克服样本收集
的困难$为相关的研究提供了很好的范例)

对于确定为腺病毒的标本$本研究通过一步基因
测序确定其分型) 本研究所选区域为六邻体蛋白
%73763)7( 位核苷酸$长度为 45* _M$为六邻体蛋白编
码区内中度变异的区域$在不同腺病毒各型中有一定
变异$因此可以区别各型腺病毒$同时$又比高度变异
区突变少$增加了 F8E的成功率$降低了实验难度$可
操作性强) 目前$基因测序已经取代血清学检查而成
为腺病毒分型的重要手段

+%%c%(, $尤其腺病毒研究协会
在 3&%% 年明确提出腺病毒的鉴定和分型应该以全基
因组测序分析为基础$而不是以血清学鉴定手段为基
础

+%:, ) 在全长 (5N& R_ 的腺病毒基因组中$五邻体蛋
白#约 %N5 R_%*六邻体蛋白#约 (N& R_%和纤维蛋白的
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编码区#约 %N5 R_% +%5c%*, $这 ( 个区域是腺病毒基因测
序的重点区域) 六邻体蛋白是构成衣壳的重要蛋白$
其测序与腺病毒的分型有确切的联系

+%)c%4, ) 五邻体
蛋白和纤维蛋白与病毒的内吞作用有关$其测序与病
毒的毒力和致病性有密切关系

+3&c33, ) 尽管全基因组
测序可以提供更准确的信息

+3(, $但是针对局部区域测
序$尤其是针对六邻体蛋白测序仍然因其方便*快捷和
价廉的优势$成为流行病学调查中的重要方法 +3:c34, $
其中六邻体蛋白覆盖了腺病毒表面 4&Y以上的区域$
是构成腺病毒衣壳的重要蛋白$同时也是血清中和实
验中特异中和抗体结合的主要目标

+(&c(:, ) 因此$针对
六邻体蛋白测序是对腺病毒进行分型的重要方法之

一
+(5c(7, $尤其因为其方便和快捷而大量应用在流行病

学调查中
+(4c:%, ) 在六邻体蛋白编码区的中央高度变

异区与血清学中和实验的分型结果有明确的对应关

系$但是其变异太大$不易扩增$因此往往在实验中选
用尾部的中度变异区$既可以方便扩增$又可以有效区
分腺病毒分型) 本实验所扩增片段覆盖腺病毒尾端大
部分区域$增强了分型的准确性)

通过病原学研究$确定腺病毒分型并预测急性角
膜结膜炎患者发生角膜浸润的危险性对临床随访和治

疗具有一定的指导意义) 尽管目前尚缺少确实有效的
抗腺病毒药物$且流行性角膜结膜炎的治疗以支持治
疗为主$但对于伴有角膜浸润的患者应酌情使用糖皮
质激素类药物以减轻角膜炎症反应) 腺病毒根据其血
清学分型*全基因组序列和遗传相似性被分为 U*9*
8*"*;*P* 个组$不同组的腺病毒中纤维长度*致癌
潜力*血凝集素试验类型和 OA8百分比有所不同) 本
研究中 "组腺病毒中的 USb7*USb%4*USb() 阳性患
者更容易出现角膜受累*伪膜性结膜炎和耳前淋巴结
肿大等$而 9组腺病毒中 USb( 阳性患者更容易伴发
上呼吸道感染$角膜受累的情况较少$主要与不同类型
腺病毒的纤维蛋白构型不同有关) 纤维蛋白可识别细
胞表面的柯萨奇和腺病毒受体$在腺病毒进入宿主细
胞的过程中发生重要作用) 种系发生学研究证实$"
组腺病毒与其他 5 个组腺病毒的纤维蛋白差异极大$
人类的角膜上皮细胞更容易与 "组腺病毒纤维蛋白
头部的球状结节结合$因此 "组腺病毒很少引起眼部
以外的器官感染) 同样$其他各组腺病毒$包括 9组
腺病毒感染可以累及结膜$ 但很少引起角膜浸
润

+:3c:(, ) 因此$对于 "组腺病毒感染的患者应注意随
访$以便及时发现并治疗角膜浸润)

本研究的检测结果还证实$每年的 )14 月流行性
急性角膜结膜炎的检出者较多$说明该时段是病毒繁

殖的活跃期$也是急性结膜炎发病的高峰期) 此外本
研究中也提示$实施本研究的 ( 年中腺病毒在 )14 月
较为活跃$但未出现严重的病毒爆发事件) 本研究仅
局限于上海地区$因此需要更长时间*更大规模*覆盖
地区更为广泛的分子流行病学调查$为急性结膜炎和
急性角膜结膜炎的病原学研究提供更加详细的资料和

信息)
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