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摘要 目的 调查献血人员外周血白细胞中 8 种人疱疹病
毒的 DNA分布情况，为我国献血者健康标准要求的完善提
供参考性实验数据。方法 收集献血人员外周血标本 427
例，分离外周血白细胞后提取 DNA，使用 Taqman 探针法荧
光定量 PCＲ检测方法对 8 种疱疹病毒 DNA 的阳性率和病
毒载量进行检测。结果 427 例标本中未检测到单纯疱疹
病毒 1 型(HSV1)、HSV2、水痘 －带状疱疹病毒(VZV)和人
疱疹病毒 8 型(HHV-8)的 DNA，EB 病毒(EBV)、人巨细胞
病毒(HCMV)、HHV-6、HHV-7 阳性率分别为 51. 4%、6. 5%、
50. 6%、21. 1%，其中 HCMV、EBV 和 HHV-6 均阳性的标本
占 6. 5%，EBV 和 HHV-6 均阳性的标本占 25. 1%，EBV 与
HHV-7 均阳性的标本占 4. 0%，HHV-6 和 HHV-7 均阳性的
标本占 6. 9%。EBV、HCMV、HHV-6、HHV-7 的病毒载量中
位数分别为 559、336、4 683、1 126 gqe /ml外周血。在不同性
别和年龄组中 EBV、HHV-6 和 HHV-7 在三个年龄组中的检
出率差异无统计学意义，但 CMV 的检出率随年龄的增加逐
渐升高，差异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。市区与郊区人群相
比 EBV、HCMV、HHV-6 和 HHV-7 的检出率均显著较低(OＲ
= 0. 657、0. 798、0. 889、0. 721，95% CI:0. 147 ～ 2. 451、0. 224
～ 2. 196、0. 221 ～ 2. 703、0. 194 ～ 2. 445，P ＜ 0. 05)。结论
在献血人员外周血白细胞中可以检出多种疱疹病毒 DNA，
提示我国献血者健康标准要适时考虑献血者疱疹病毒感染

的情况。
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人疱疹病毒(human herpesviruses，HHVs)分为
α、β、γ 三个亚科。α 亚科包括单纯疱疹病毒 1 型
(herpes simplex virus 1，HSV1)、HSV2 和水痘 －带
状疱疹病毒( varicella-zoster virus，VZV);β 亚科包
括人巨细胞病毒( human cytomegalovirus，HCMV)、

HHV-6 和 HHV-7;γ亚科包括 EB 病毒(Epstein-barr
virus，EBV)和 HHV-8。一旦感染 HHVs，病毒将终
生存在机体中不会被清除。虽然成分输血可以降低
输血传播亲淋巴细胞性病毒的风险，但输血相关的

感染仍倍受临床关注，尤其是在免疫系统不成熟

(早产儿和新生儿)或缺陷(移植受者和艾滋病患

者)的患者中
［1 － 3］。目前我国献血者健康检查要求

(GB18467-2011)中没有关于疱疹病毒核酸检测的
要求，该研究通过荧光定量 PCＲ检测献血人员外周
血淋巴细胞中 8 种 HHVs 的 DNA，以期进一步了解
献血人员中疱疹病毒感染情况。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 标本来源 选取无锡市红十字中心血站
2014 年 10 月 ～ 2015 年 10 月符合《献血者健康检查
要求》(GB18467-2011)的无偿献血人员 247 例，填
写包括年龄、性别、长期居住地和婚姻状况的表格，
每人收集枸橼酸钠抗凝血 5 ml，冷藏保存，4 h 内送
至实验室分离外周血淋巴细胞。
1． 1． 2 主要试剂和仪器 人外周血白细胞分离试
剂盒购自北京索莱宝科技有限公司;MiniBEST Uni-
versal Genomic DNA Extraction Kit Ver. 5. 0 和
MiniBEST Plasmid Purification Kit Ver. 4. 0、PCＲ引物
和探 针 购 自 大 连 宝 生 物 公 司; LightCycler 
TaqMan Master、Lightcycler 480 荧光定量 PCＲ 仪
购自美国罗氏公司;NanoDrop 2000 超微量分光光度
计购自美国赛默飞公司;Allegra X-12 离心机购自美
国贝克曼库尔特公司; TOPO TA-HSV1-gD 质粒
( GenBank: X14112; 碱 基 对 位 置: 138419 ～
139603 )、TOPO TA-HSV2-gG 质 粒 ( GenBank:
JN561323;碱基对位置: 137882 ～ 139981 )、TOPO
TA-VZV-OＲF29A 质粒(GenBank: X04370;碱基对
位置:50857 ～ 54471)、TOPO TA-EBV-EBNA1 质粒
(GenBank: V01555;碱基对位置:47878 ～ 47999)、
TOPO TA-HCMV-pp65 质粒(GenBank: FJ527563;碱
基对位置:120309 ～ 121994)、TOPO TA-HHV-6-U90
质粒(GenBank: AB021506;碱基对位置:137810 ～

·5721·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Sep; 52( 9)



138085)、TOPO TA-HHV-7-U100 质粒 ( GenBank:
NC_001716;碱基对位置:140249 ～ 140254)、TOPO
TA-HHV-8-OＲF50 质粒(GenBank: KP265674;碱基
对位置:68061 ～ 69103)由安徽医科大学微生物学教
研室保存。
1． 2 方法
1． 2． 1 外周血白细胞分离 外周血白细胞分离按
照人外周血白细胞分离试剂盒说明进行，具体步骤

为将抗凝血用等体积 PBS 稀释，取 5 ml 分离液，加
入 15 ml离心管中，再取 5 ml 稀释后全血沿管壁缓
慢加至分离液上层，水平转子室温 1 000 r /min 离心
20 min，吸取白膜层细胞转移至新的 15 ml 离心管
中，加入 10 ml 洗涤液，水平转子室温 500 r /min 离
心 10 min，重复洗涤 1 次，弃去上清液，收集白细胞。
1． 2． 2 DNA 提取 DNA 提取参照 Universal Ge-
nomic DNA Extraction Kit Ver. 5. 0 试剂盒说明书进
行，提取后的 DNA 通过 NanoDrop 2000 超微量分光
光度计定量后保存于 － 80 ℃备用。
1． 2． 3 荧光定量 PCＲ检测 荧光定量 PCＲ检测采
用 Taqman探针法，分别检测 HSV1 gD 基因、HSV2
gG基因、VZV OＲF29A基因、EBV EBNA1 基因、HC-
MV pp65 基因、HHV-6 U90 基因、HHV-7 U100 基
因、HHV-8 OＲF50 基因，以包含相应疱疹病毒完整

基因的 TOPO TA 克隆质粒建立标准曲线。具体方
法为提取质粒定量后计算 8 种质粒的拷贝数，用 TE
缓冲液将所有质粒做连续 6 次 10 倍稀释(100 ～ 105

copies /μl)，以质粒的拷贝数作为病毒基因组相当量
(genome equivalents，geq)，用从正常 MＲC-5 细胞提
取的 DNA溶液(1 μg /μl)作为阴性对照。荧光定量
PCＲ体系的特异性和敏感性分析方法为将 8 种克隆
质粒混合后用从 MＲC-5 细胞中提取的 DNA作为基
质液进行稀释，稀释方式为将一种质粒做连续 6 次
10 倍稀释(100 ～ 105 copies /μl)，其余 7 种质粒的浓
度均保持在 105 copies /μl，所有稀释后的样品中从
MＲC-5 细胞提取的 DNA 浓度均为 1 μg /μl。依次
用相应疱疹病毒引物和探针进行荧光定量 PCＲ 检
测，分析是否存在交叉反应(特异性)以及每种疱疹

病毒检测体系的最低检测拷贝数(敏感性)，引物和

探针序列见表 1。荧光定量 PCＲ 反应体系按照
LightCycler TaqMan  Master 说明书配制，模板
DNA 的用量为 1 μg，用 H2O补足总体积至 20 μl，每
份标本设立 3 个检测复孔。反应条件为95 ℃预变
性 10 min，随后进行 40 个循环 95 ℃变性10 s，退火
10 s，72 ℃延伸 5 s，最后 40 ℃冷却 30 s。
1． 2． 4 病毒载量计算 病毒载量用病毒基因组相
当量 /ml外周血(gqe /ml)表示。标本中外周血白细

表 1 本研究中所使用的探针和引物

病毒 基因 引物序列 产物大小(bp)
HSV-1 gpD 上游:5'-ATACCGACCACACCGACGA-3' 102

下游:5'-ACAACTCCCTAACCCCTGCT-3'
探针:TET-AGGGGCCATTTTACGAGGAGGA-BHQ

HSV-2 gpG 上游:5'-TTCCCCCGTGGCTCAATATT-3' 99
下游:5'-ACGCGCCGGGGCAGGTCT-3'
探针:ＲOX-TTATGCCTATCCCCGGTTGGACGA-BHQ

VZV 29A 上游:5'-GGCGGAACTTTCGTAACCAA-3' 66
下游:5'-CCCCATTAAACAGGTCAACAAAA-3'
探针:FAM-TCCAACCTGTTTTGCGGCGGC-BHQ

EBV EBNA1 上游:5'-CCA AGA AGG TGG CCC AGA-3' 120
下游:5'-CCT GCC TCC ATC ACC CTG-3'
探针:FAM-CCGCAGATGACCCAGGAGAAGGCC-TAM

HCMV pp65 上游:5'-TCGCGCCCGAAGAGG-3' 57
下游:5'-CGGCCGGATTGTGGATT-3'
探针:ＲOX-CACCGACGAGGATTCCGACAACG-BHQ

HHV-6 U90 上游:5'-CCTTATTGGGATGGTAAACACT-3' 219
下游:5'-TCAGAGAGTGAAGATGAAGAGGA-3'
探针:FAM-TATTAAGATTGAGTTACCAATAATATTGTCA-BHQ

HHV-7 U100 上游:5'-ATGTACCAATACGGTCCCACTTG-3' 100
下游:5'-AGAGCTTGCGTTGTGCATGTT-3'
探针:ＲOX-AGCACGCACGGCAATAACTCTAGAAG-BHQ

HHV-8 OＲF50 上游:5'-TGCCCTGAGCCAGTTTGTC-3' 100
下游:5'-AATAAACGCCGGGTCTGTACC-3'
探针:FAM-AACATGCCGCACACCGTCAG-BHQ
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胞的数量采用 MGB 探针法荧光定量 PCＲ 检测
CD81 外显子 5(Exon5)来确定，因为 CD81 在一个
细胞存在两个单倍体，因此选其作为测定外周血白

细胞数量的标志物
［4］，荧光定量 PCＲ所使用的上游

引 物 为 CD81 exon 5-F: 5'-CCAGCACACTGACT-
GCTTTGA-3';下游引物为 CD81 exon 5-Ｒ:5'-GC-
CCGAGGGACACAAATTG-3'; CD81 exon 5-MGB
probe:5'-CACCTCAGTGCTCAAG-3'。每毫升人外周
血约含有 7 × 106

个外周血白细胞，因此最终可将结

果换算为 gqe /ml 外周血。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，所有数据以 珋x ± s 表示，HHVs DNA 检出率与
人口统计变量之间的相关性通过 OＲ 值进行评价，
不同组间百分比的比较采用 χ2 检验，以 P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。荧光定量 PCＲ 标准曲线通过
Excel软件进行线性回归分析，计算每种病毒载量的
中位数。

2 结果

2． 1 荧光定量 PCＲ 体系的建立 针对 8 种 HHVs
建立的 Taq探针法荧光定量 PCＲ检测方法标准曲线
均具有很好的线性关系(r2 ＞ 0. 98);检测体系特异性
高，互相无交叉反应，8 个 HSV-1、HSV-2、VZV、EBV、
HCMV、HHV-6、HHV-7、HHV-8 检测体系的最低检测
限分别为:10、10、10、1、1、5、10、1 geq。见图 1。
2． 2 8 种 HHVs 的检出率和病毒载量 本研究结
果显示 427 例献血人员外周血白细胞中未检测到
HSV1、HSV2、VZV和 HHV-8 的 DNA，EBV阳性 127
(51. 4% )例，HCMV 阳性 16 (6. 5% )例，HHV-6 阳
性 125(50. 6% )例，HHV-7 阳性 52(21. 1% )例，HC-
MV阳性的 16 例标本同时 EBV 和 HHV-6 也阳性

(6. 5% )，EBV 和 HHV-6 均阳性 62 (25. 1% ) 例，
EBV 与 HHV-7 均阳性 10 ( 4. 0% ) 例，HHV-6 和
HHV-7 均阳性 17(6. 9% )例，见表 2。

EBV、HCMV、HHV-6、HHV-7 的病毒载量中位
数分别为:559 gqe /ml外周血(71 ～ 571 420 gqe /ml

图 1 8 种 HHVs荧光定量 PCＲ检测体系的标准曲线

表 2 HHVs检出率与性别、居住地和年龄的关系

项目 n
EBV

阳性［n(%)］ χ2值 P值
HCMV

阳性［n(%)］ χ2值 P值
HHV-6

阳性［n(%)］ χ2值 P值
HHV-7

阳性［n(%)］ χ2值 P值
性别 0． 234 0． 806 0． 173 0． 445 0． 920 0． 445 0． 217 0． 787
男 176 91(51． 7) 11(6． 3) 89(50． 6) 37(21． 0)
女 71 36(50． 7) 5(7． 0) 36(50． 7) 15(21． 1)
居住地 5． 991 0． 023 4． 778 0． 033 5． 042 0． 025 6． 574 0． 015
市区 152 65(42． 8) 9(5． 9) 73(48． 0) 28(18． 4)
郊区 95 62(65． 3) 7(7． 4) 52(54． 7) 24(25． 3)
年龄(岁) 0． 487 0． 458 4． 050 0． 041 0． 374 0． 611 0． 295 0． 147
18 ～ 28 84 44(52． 4) 3(3． 6) 43(51． 2) 16(19． 0)
29 ～ 39 92 47(51． 1) 6(6． 5) 46(50． 0) 21(22． 8)
40 ～ 50 71 36(50． 7) 7(9． 9) 36(50． 7) 15(21． 1)
总阳性 247 127(51． 4) 16(6． 5) 125(50． 6) 52(21． 1)
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外周血)、336 gqe /ml 外周血(95 ～ 947 624 gqe /ml
外周血)、4 683 gqe /ml外周血(204 ～ 6 578 925 gqe /
ml外周血)、1 126 gqe /ml外周血(183 ～ 64 172 gqe /
ml外周血)。
通过 OＲ 值分析显示市区与郊区人群相比

EBV、HCMV、HHV-6 和 HHV-7 均显著较低(OＲ =
0. 657、0. 798、0. 889、0. 721，95% CI:0. 147 ～ 2. 451、
0. 224 ～ 2. 196、0. 221 ～ 2. 703、0. 194 ～ 2. 445，P ＜
0. 05)。
在不同性别和年龄组中 EBV、HHV-6 和 HHV-7

的检出率差异无统计学意义，但 HCMV 的检出率随
年龄的增加逐渐升高，差异有统计学意义( P ＜
0. 05)。

3 讨论

HHVs感染在人群中普遍存在，原发感染多发
生在婴幼儿时期，一旦感染终生潜伏在机体中，不引

起临床症状，但在免疫功能低下时，潜伏的病毒可能

再激活。临床常见造血干细胞或固体器官移植后
EBV、HCMV、HHV-6 和 HHV-7 的再激活，感染患者
的 T、B淋巴细胞，进一步损伤免疫系统，引起病毒
性脑炎和间质性肺炎等并发症

［5］。有报道［6］显示
HCMV抗体阴性 DNA 检测阳性的急性感染期献血
者可以将病毒传播给接受输血者并引起感染。鉴于
HHVs感染在免疫功能正常的人群大多没有症状，
而在某些情况下(如免疫力低下等)又可能会引起

严重的后果。因此，关于通过输入疱疹病毒持续性
感染供血者的血液而将病毒传播给易感或免疫力低

下接受输血者的问题一直备受临床关注。目前 HC-
MV在输血或移植供者和受者之间的传播已经有了
较详细的研究结果，但对于其他疱疹病毒还没有系

统的研究。在本研究中，通过荧光定量 PCＲ检测了
献血人员外周血白细胞中 8 种 HHVs的 DNA。
由于 HSV1、HSV2 和 VZV 具有神经细胞嗜性，

主要潜伏于神经节中，白细胞中通常不能检出其

DNA。在本研究中未检测出 HSV1、HSV2、VZV 和
HHV-8 的 DNA，这与国外的报道［7］一致。临床对输
血引起的 HCMV在免疫低下患者中传播很关注，因
此献血人员血液中 HCMV的检测已有较多的报道，
然而 HCMV DNA的检出率具有明显的地域差异，在
发达国家阳性率均低于 3%［7］，而在部分发展中国
家阳性率达到 19 ～ 33%［8］。在本研究中 HCMV 的
检出率为 6. 5%，检出率随年龄的增加逐渐增加，这
与日本近期的一项研究

［9］
结果相近，在该研究中 60

岁以下人群 HCMV 检出率仅为 1. 0%，60 岁以上人
群检出率为 4. 3%，病毒载量中位数为 970 gqe /ml
外周血，本研究结果与之一致。在世界范围内 EBV
的感染均比较普遍，血清阳性率达到 96%。在本研
究中 EBV DNA 的检出率为 51. 4%，与国内其他地
区 EBV DNA 的检出率一致［10］。本研究中 HHV-6
DNA的检出率为 50. 6%，国外近期的研究［7］显示在
欧洲正常人群中 HHV-6 DNA 的检出率为 36%，我
国南京地区献血人员 HHV-6 DNA 的检出率为
49. 1%，本研究结果与之非常接近［10］。本研究中部
分标本 HHV-6 的病毒载量非常高，可达 6. 6 × 106

gqe /ml外周血，几乎每个外周血白细胞均含有 1 个
gqe。国外的多项报道［11］中也显示高病毒载量的健
康人，HHV-6 的 DNA 已整合到 WBC DNA 上。
HHV-7 世界范围内血清阳性率与 EBV 接近达到
90%以上，早期的研究中未能从正常人 WBC 中检
出 HHV-7 DNA，随着荧光定量 PCＲ 等检测手段的
应用，HHV-7 DNA逐渐被检测出来，阳性率可达到
50%以上［12］，本研究中 HHV-7 DNA 的检出率为
21. 1%。HHV-8 感染与卡波济肉瘤发病相关，该病
毒流行具有地域性，在我国主要在新疆自治区的维

吾尔族人群中多见，艾滋病患者中出现并发 HHV-8
感染也较为常见，约为 30%［13］。多项报道［14-15］显
示在正常献血人群 WBC 中未能检出 HHV-8 DNA，
在本研究中也未检出。总体来看无锡地区献血人群
中 HHVs DNA的检出率无性别差异，但郊区人群的
检出率显著高于市区人群，HCMV 的检测率具有年
龄差异，随年龄增加检出率升高。此外，还出现混合
感染的情况，所有 HCMV阳性的标本也同时检出了
EBV和 HHV-6，25. 1%的标本可以同时检出 EBV
和 HHV-6，4. 0% 的标本可以同时检出 EBV 与
HHV-7，6. 9%的标本可以同时检出 HHV-6 和 HHV-
7。
虽然成分输血的应用已经大大降低了 HCMV、

EBV和 HHV-8 的传播，但仍有报道［7］显示存在血
源性 HHV-6 传播。因此，献血人员进行疱疹病毒感
染的检测对防止血源性传播有必要性，也希望科研

部门进一步进行相关研究，以便对建立献血人员健

康检查标准有更好的指导作用。
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Detection of human herpesvirus DNA in peripheral white blood cells of
blood donors by real-time PCＲ
Song Xiaofei1，2，Weng Wei3，Gan Lin1，et al

( 1Dept of Microbiology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Dept of Clinical Laboratory，Wuxi Ｒed
Cross Blood Center，Wuxi 214021;3Dept of Clinical Laboratory，Wuxi No． 2 People’s Hospital，Wuxi 214002)

Abstract Objective To investigate the prevalence of 8 kinds of human herpes viruses (HHVs) DNA in the pe-
ripheral white blood cells of blood donors． Methods The prevalence and viral DNA load of white blood cells
(WBCs) collected from 427 cases randomly selected blood donors were determined． A set of real － time polymerase
chain reaction assays was used for detection and quantification of all 8 HHVs． Ｒesults HSV-1，HSV-2，VZV and
HHV-8 DNA were not detected in any donor sample． EBV，HHV-6 and HHV-7 and HCMV were detected in
51. 4%，50. 6%，21. 1% and 6. 9% of samples，respectively． CMV，EBV and HHV-6 were simultaneously detec-
ted in 6. 5% of samples． EBV and HHV-6 were simultaneously detected in 25. 1% of samples． EBV and HHV-6
were simultaneously detected in 4. 0% of samples． HHV-6 and HHV-7 were simultaneously detected in 6. 9% of
samples． Median viral loads of positive samples (per milliliter of blood) is 559 pge /ml for EBV，336 pge /ml for
HCMV，4 683 pge /ml for HHV-6 and 1 126 pge /ml for HHV-7． The DNA prevalence of EBV，HHV-6 and HHV-
7 were not associated with gender and age，but HCMV DNA prevalence was significantly associated with age．
EBV，HCMV，HHV-6 and HHV-7 DNA prevalence were significantly associated with rural residency． Conclusion
Several HHVs DNA are commonly detected in whole blood samples of blood donors． It is suggested that HHVs

infection should be considered when formulating health standards for blood donors in China．
Key words human herpesviruses; blood-borne infections; Ｒeal-time PCＲ; molecular testing
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