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·短篇论著·

实时荧光定量聚合酶链式反应在获得性免疫缺陷综合征

合并水痘-带状疱疹病毒感染中的应用

张伟 1  马成杰 2  张健 3  宋心成 3  吴苑妮 3  张瑞 4  李鑫 4

【摘要】目的  研究水痘-带状疱疹病毒（VZV）核酸检测技术对获得性免疫缺陷综合征（AIDS）
合并带状疱疹的诊断价值。方法  收集AIDS合并带状疱疹患者的血液和疱疹液，进行病毒DNA检测，

同时进行血清抗-VZV IgM及T细胞亚群检测。结果  纳入AIDS合并带状疱疹患者共32例，入组患者疱疹

液VZV DNA检测均为阳性，其中28例患者血液VZV DNA检测为阳性；仅有7例AIDS患者血清抗-VZV 
IgM阳性；疱疹液VZV DNA载量显著高于血液VZV DNA水平，差异有统计学意义（t = 3.173、P = 
0.0032），血液及疱疹液VZV DNA检测阳性率显著高于血清抗-VZV IgM检测阳性率（87.5%、100% 
vs. 21.8%，P ＜ 0.001）。结论  VZV核酸检测技术对于AIDS合并水痘-带状疱疹病毒感染的病原学诊

断具有重要价值。
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【Abstract】Objective  To investigate the diagnostic value of varicella zoster virus (VZV) nucleic acid 
detection in acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) complicated with herpes zoster. Methods  The 
blood and herpes fluid of AIDS patients with herpes zoster were collected, the virus DNA was detected, and 
the serum anti-VZV IgM and T cell subsets were detected, respectively. Results  A total of 32 patients with 
AIDS complicated with herpes zoster were included, all patients with VZV DNA positive in herpetic fluid, 
28 patients with blood VZV DNA positive; only 7 AIDS patients with serum anti-VZV IgM positive, and the 
load of VZV DNA in herpetic fluid was significantly higher than that in blood, with significant difference (t = 
3.173, P = 0.0032). The positive rate of VZV DNA in blood and herpetic fluid were significantly higher than 
that in serum anti-VZV IgM, with significant difference (87.5%, 100% vs. 21.8%; P < 0.001). Conclusion  
VZV nucleic acid detection was of great value in the etiological diagnosis of AIDS complicated with varicella 
zoster virus infection. 
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人初次感染水痘 -带状疱疹病毒（var icel la-zoster 

virus，VZV）导致水痘，当机体免疫功能低下，潜伏于脊

髓后根神经节的VZV可再次活化，导致带状疱疹。免疫功

能正常人群VZV感染所致水痘或带状疱疹的诊断相对容

易，但获得性免疫缺陷综合征（acquired immune deficiency 

syndrome，AIDS）患者因免疫功能低下，可表现为典型带

状疱疹、疱疹泛化或不典型的顿挫型带状疱疹[1-2]。在AIDS

发病各个阶段可出现VZV亚临床活化[3]。AIDS患者因免疫

功能低下，血清VZV抗体IgM阳性率较低，为病原学诊断

带来难度，本研究旨在比较AIDS合并带状疱疹患者血液及

疱疹液VZV DNA检测与血清抗-VZV IgM检测结果，探讨

VZV核酸检测在AIDS合并VZV感染者诊断中的应用价值，

及相关检测与CD4+ T淋巴细胞的关系，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象

前瞻性性分析2015年4月至2018年6月于首都医科大学

附属北京地坛医院诊断为带状疱疹的32例AIDS患者的临床

资料，均为男性，年龄23～47岁，平均（32.72 ± 6.6）岁。

二、诊断标准

1. AIDS诊断：依据中华医学会感染病学分会颁布的《艾

滋病诊疗指南第三版（2015版）》中相关诊断标准[4]。

2. 带状疱疹诊断：带状疱疹的诊断标准依据《临床皮

肤病学》[5]：常见损害为在红斑上出现成群丘疹及水疱，

损害沿一侧周围神经分布，呈带状排列，可伴有发热、患

部附近淋巴结肿大，神经痛为本病的主要特征之一，皮疹

消退后常遗留神经痛。

三、标本采集

采集EDTA抗凝血2 ml，同时给予碘伏局部消毒皮肤后

以1 ml无菌注射器针头刺破疱疹，使用专用的病毒保存管

采集疱疹液。

四、VZV核酸检测

1. 试剂仪器：VZV核酸测定试剂盒（荧光PCR法）

由上海之江生物科技有限公司提供；荧光PCR仪型号为

ABI 7500。
2. 方法：（1）血VZV DNA提取：取EDTA抗凝血2 ml，

静置待自然分层，吸取上层血浆层及中间Buffy-coat层，   
13 000 r/min（离心半径r = 8.2 cm）离心2 min，去尽上清，

沉淀中直接加50 μl DNA提取液充分混匀，沸水浴10 min，
13 000 r/min离心5 min，取上清备用。

（2）疱疹液VZV DNA提取：取50 μl于病毒保存液中保

存的疱疹液，置于0.5 ml EP管，直接加50 μl核酸抽提液充分

混匀，99 ℃水浴10 min，然后13 000 r/min离心10 min，取上

清备用。

（3）试剂配制：内部对照品10倍稀释，取4 μl内部对

照品，加入36 μl H2O，震荡混匀数秒，3 000 r/min离心数

秒后备用。取n × 35 μl VZV核酸荧光检测混合液与n × 1 μl

经上述10倍稀释的内部对照品，以及n × 0.4 μl酶（Taq + 

UNG）（n为反应管数），震荡混匀数秒，3 000 r/min离心

数秒。

（4）加样：取上述混合液36 μl置于薄壁PCR反应管

中，然后将已处理的样本、阳性对照品、H2O各4 μl分别加

入薄壁PCR反应管中，盖好薄壁PCR反应管盖，立即进行

PCR扩增反应。

（5）PCR扩增：反应管置于定量荧光PCR仪上，循环条

件为37 ℃、2 min，94 ℃、2 min，按93 ℃、15 s，－60 ℃、  
60 s循环40次，单点荧光检测温度为60 ℃，反应体系为40 μl。

五、血清抗-VZV IgM检测

1. 试剂：水痘-带状疱疹病毒IgM抗体定量检测试剂盒

（酶联免疫法）由德国维润赛润研发有限公司提供。

2. 方法：（1）吸附：500 μl样本稀释液 + 10 μl血清混

匀，吸出100 μl加入到另一管（40 μl吸附剂 + 60 μl稀释液）

中混匀，室温静置15 min以上。

（2）加样：把水痘微孔条放到微孔板上，分别加上已

经吸附好的血清100 μl，阴性对照1孔，阳性对照2孔（各

100 μl）置37 ℃加速仪加速45 min。

（3）洗板：孵育后先甩掉血清，每孔加洗液200 μl，

静置30 s后甩掉，重复3次，甩液机甩掉多余水分。

（4）加酶：每孔加酶100 μl，放加速仪加速20 min。

（5）洗板：同（3）。

（6）加底物：每孔加底物100 μl，加速仪加速30 min。

（7）加终止液：每孔加终止液100 μl。

（8）比色。

（9）按照厂家给的吸光度值计算出吸光度（A）值。

六、统计学处理

对患者的一般资料、临床表现、T细胞亚群和并发症等

进行描述性分析。应用SPSS 22.0软件包进行统计学分析，

患者疱疹液与血液中VZV含量为计量资料且呈正态分布，

疱疹液与血液中VZV DNA载量比较采用成组t检验；疱疹

液VZV病毒检测阳性率、血液标本VZV检测阳性率与血清

抗-VZV IgM检测阳性率比较采用Fisher精确检验， 以P ＜ 

0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、入组患者的主要临床表现

1. 门诊及住院治疗：入组32例患者中1例为门诊患者，

高效抗反转录病毒治疗（highly active antiroviral therapy，
HAART）后2个月出现带状疱疹。其余31例患者均为合并
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各种机会性感染或肿瘤的住院患者，入院前出现疱疹者22

例，住院期间出现疱疹者9例，均静脉给予阿昔洛韦或膦甲

酸钠抗病毒治疗，同时给予营养神经及止痛治疗。

2. 皮疹部位：32例患者中皮疹发生在胸背部12例，额

面部5例，股部4例，腰部8例，腿部1例，另有2例患者胸背

部、腰部、肢体均出现皮疹，入组患者均伴有神经痛。

3. 带状疱疹的发生与抗HIV治疗时间的关系：HAART

前有20例患者出现带状疱疹，HAART后有12例患者出现带

状疱疹（HAART后3年发病4例，2年后发病2例，1年后发

病1例，半年后发病1例，3个月后发病1例，2个月后发病2

例，1个月后发病1例）

二、入组患者CD4+ T淋巴细胞计数、血清抗体、血液

与疱疹液核酸检测

32例AIDS合并带状疱疹患者CD4+ T淋巴细胞计数为

（68.97 ± 68.36）个/μl，其中7例患者抗-VZV IgM阳性，

其CD4+ T淋巴细胞计数为（140.10 ± 73.6）个/μl；余25例

抗-VZV IgM为阴性，其CD4+ T淋巴细胞计数为（49.04 ± 

52.83）个/μl，非参数Mann Whitney test显示，抗-VZV 

IgM阴性与阳性患者CD4+ T细胞差异有统计学意义（P = 

0.0037）。

对32例血液及疱疹液中VZV DNA进行检测，28例患者

血液VZV DNA阳性，32例患者疱疹液VZV DNA阳性；且

疱疹液中核酸定量水平（4.422 ± 1.583）log10拷贝/ml显著高

于血液中核酸水平（3.191 ± 1.218）log10拷贝/ml，差异有

统计学意义（t = 3.173、P = 0.0032）。血液和疱疹液VZV 

DNA阳性率与血清抗-VZV IgM阳性率差异均有统计学意义

（P均＜ 0.001），见表1。

讨    论

VZV可在脊髓后根神经节中长期潜伏，具有嗜皮肤和

神经的特性，因机体劳累、疾病和饮洒等各种诱因导致免

疫功能降低时，病毒可重新复制增殖，引发周围神经炎和

相应分布区域的皮肤炎症[6]，Lee研究发现[7]，基线CD4+ T

淋巴细胞＜ 200个/μl、基线HIV-1 RNA ＞ 5 log10拷贝/ml

均为AIDS患者HAART后出现带状疱疹的危险因素。AIDS

患者免疫力低下，可反复出现VZV感染，临床表现为局限

表 1  血清 VZV IgM 抗体检测、核酸检测与疱疹液 VZV 核

酸检测 [ 例（%）]
指标 阴性 阳性

血清抗-VZV IgM 25（78.1）      7（21.8）

血液VZV DNA   4（12.5）    28（87.5）

疱疹液VZV DNA     0（0.0） 32（100.0）

注：血清抗 -VZV IgM vs. 疹液 VZV DNA：校正 χ2 = 37.81、P ＜ 
0.001；血清抗 -VZV IgM vs. 血液VZV DNA：校正 χ2 = 25.22、P ＜ 0.001

性带状疱疹，也可表现为播散性带状疱疹[8]，皮疹形态不

一，还有部分患者无皮疹表现，给临床诊断带来难度。

目前国内临床常用的VZV病原学急性期检测方法为血清

抗体IgM检测，但免疫功能缺陷患者血清抗体IgM阳性率低，

诊断价值有限。尽管VZV感染的实验检测方法较多，包括

Tzanck涂片、电镜和免疫电镜、病毒分离、免疫学以及分子

生物学等方法，但各方法均有其优点和不足[9]。Tzanck涂片

法优点为快速、简便和廉价，缺点为不能区分疱疹病毒类

型，且需新鲜标本。电镜和免疫电镜具有高精确和灵敏的

特点，但难以从整体上反映抗原含量，且受设备限制。病

毒分离培养既费时，培养阳性率又低，不适合临床检测。

免疫法则需细胞培养设备以及荧光显微镜，操作繁琐，结

果判读易受主观因素影响，应用受到限制。分子生物学

检测方法：PCR法具较高的特异性和敏感性，但易因污染

而产生假阳性。实时荧光定量PCR（realtime fluorescence 

quantitative PCR，RT-FQ-PCR）具有高敏感性和特异性，

自动化程度高，操作简便，有助于区分VZV的潜伏感染和

活动感染，对AIDS患者神经系统VZV感染的临床诊断和病

毒性脑炎的治疗具有重要意义。与传统PCR法相比，最大

优点是采用完全闭管检测，具有高敏感性，且更加快速、

简便，省略了PCR后处理过程，避免了扩增产物污染引起

的假阳性
[10]。 

本研究结果也显示，应用FQ-PCR进行VZV DNA

检测敏感性更高，本研究中入组32例AIDS患者中仅7例

（21.8%）患者血清抗-VZV IgM阳性，提示核酸检测的阳

性率显著高于抗体IgM检测，且疱疹液的VZV DNA阳性

率显著高于血液VZV DNA的阳性率。血液标本及疱疹液

标本病毒核酸显示，所有患者疱疹液VZV DNA阳性，且

在相同操作规范下疱疹液中核酸检测水平显著高于血液标

本，提示皮疹中病毒含量高，采集疱疹液进行病毒核酸检

测对诊断的价值更高，同时也说明临床工作中尤其需要做

好疱疹液接触隔离工作，避免交叉感染。本组病例检测血

清抗-VZV IgM阴性患者CD4+ T淋巴细胞计数显著低于血清

抗-VZV IgM阳性患者，提示CD4+ T淋巴细胞计数越低，

抗-VZV IgM检测阳性率越低，与相关研究结果基本一致。

有研究表明，AIDS患者血清抗-VZV IgM检测阳性率低可能

与AIDS患者CD4+ T淋巴细胞计数水平显著降低、机体免疫功

能低下以及抗体形成少有关[3, 11-12]。当CD4+  T淋巴细胞计数＜ 

100个/μl时，抗-VZV IgM几乎低于检测下限，HAART后患

者CD4+ T淋巴细胞计数＞ 300个/μl时，其免疫功能与健康

对照人群类似[13]。故AIDS患者中，仅凭抗-VZV IgM检测阴

性结果不足以排除VZV感染。 

一般典型带状疱疹在将要发生皮疹的部位出现皮疹

1～4天前出现神经痛，本研究结果提示血液VZV DNA检测

为敏感的检测手段，若能在未出现典型带状疱疹症状前就
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对有肋间神经痛、腹痛等可疑带状疱疹的AIDS患者开展早

期血液VZV DNA检测则有助于提高早期诊断水平，减少误

诊率。

FQ-PCR检测VZV，具有简易、微量、快速和准确的优

点，VZV核酸检测技术可实现早诊断、早治疗，减少后遗

神经痛、皮肤感染及败血症等并发症的发生。
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