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摘要!9目的9确定 !""$ 年陕西省赴柬埔寨务工人员归国后发热疫情病因( 方法9采集陕西省 $" 例赴柬埔寨务

工归国人员的血清标本!使用血清学方法进行登革病毒 RQY和 RQ̂ 检测&使用逆转录 =巢式 =聚合酶链反应

$D<̀1PKD%扩增发热患者血清中登革病毒 D7E&同时!对发热患者血清进行登革病毒的分离培养( 结果9使用

K]D<?d公司快检试剂共检出 $ 份RQY阳性血清!其中发热患者 8 例&使用RUM公司RQY试剂盒共检出 > 份RQY阳

性血清!其中发热病例 & 例( 使用RUM公司登革热RQ̂ ?MR,E试剂盒共检出 ;% 份 RQ̂ 阳性血清!包括 ! 例发热患

者( 使用D<̀1PKD方法从首例发热患者的血清中扩增出登革病毒目的片段!经序列比对结果证实是'?7=; 型病

毒核酸片段( 用K>F%> 细胞和US_细胞未分离出登革病毒( 结论9根据患者的临床症状'流行病学史以及实验室

诊断结果!共确诊了 & 例输入性登革热病例!其中首发病例为'?7=; 型病毒感染( 血清学检测结果表明!在归国

人员中还存在隐性感染者(

关键词!9登革热& 疫情& 调查分析
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99!""$ 年 & 月 ;" 日!陕西省机械工业勘察设计

研究院组织 $" 名陕西省籍劳务人员赴柬埔寨野外

勘探施工!先后于 8 月初至 > 月底陆续返回( 从 >

月 !! 日以来!该人群中分别由陕西省西安'宝鸡'咸

阳和商洛市陆续报告了 # 例发热病例!发病时间在

> 月 ;8 日至 $ 月 ! 日!均在回国后 ! 周内发病( 首

发病例出现高热'寒颤!伴头痛'周身酸痛!白细胞

总数不高!血小板偏低!尿常规检查红细胞和蛋白

阳性!提示有肾功能损害( 由于该患者 > 月中旬自

柬埔寨返回!当地流行登革热!有蚊虫叮咬史!而且

患者曾在柬埔寨患过疟疾!所以高度怀疑+登革热,

和+疟疾,&其他发热患者也出现高热'寒颤和全身

酸痛等症状!但都没有出血症状( 陕西省疾病预防

控制中心$K'K%立即展开了流行病学调查和病原

学检测!以确定此次发热疫情的病因(

!"材料与方法

;4;9标本采集9采集 $"名赴柬埔寨归国人员血清!
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其中 # 例发热患者在急性期不同时间内采

集; I%次血清(

;4!9登革热血清学检测试剂9

;4!4;9登革热 RQY和 RQ̂ 快速检测9

$

登革热

RQY和RQ̂ RK<检测试剂$'*1Q-*RQYFRQ̂ % $美国

K]D<?d公司%&

%

登革热 RQY和 RQ̂ 胶体金检测

试剂$澳大利亚 P+1L(6公司%(

;4!4!9?MR,E法检测 RQY9

$

登革热 RQY间接法

?MR,E检测试剂$德国 RUM公司%&

%

登革热 RQY

捕获法?MR,E检测试剂$澳大利亚 P+1L(6公司%(

;4!4%9?MR,E法检测 RQ̂ 9登革热 RQ̂ 间接法

?MR,E检测试剂$德国RUM公司%(

;4%9逆转录=巢式 =聚合酶链反应#D<̀1PKD$扩

增登革病毒核酸9对发热患者的急性期血清进行登

革病毒D<̀1PKD检测( 登革热PKD诊断引物#黄病

毒科通用外侧引物#ZME5Z; 8e=KEK^̂ EEK<KKE

KKKE<̂ Ê E<̂<=%e!ZME5D; 8e=̂ <̂ <KKKÊ

KK< K̂< <̂̂ <KE<K=%e&黄病毒科通用内侧下游

引物#ZME5D! 8e=K̂< K̂<KKKÊ KKEKE<̂

<EKK=%e&黄病毒科登革病毒 ; I& 型内侧上游引

物#'?7; 8e=KE<^̂ ^KK<E<KE<̂ Ê<KE=%e!

'?7! 8e=K̂^EÊ K̂^EEKKK̂ <EEKE=%e!

'?7% 8e=̂ K̂ Ê̂ <̂^K<<<̂^Ê ^EK=%e!

'?7& 8e=KÊ <K<<<KÊ ^EÊ EEKÊ ^^=%e(

用D7*+)BY(1(_(N试剂盒$fRÊ ?7公司%提

取血清中的 D7E( 逆转录反应采用 ,-T*.,2.(TN

#

Z(.)Ǹ,N.+1J ,B1NO*)(),B)N*@ W6.D<̀PKD试剂盒

$R1/(N.6Q*1%( 使用随机引物按照试剂盒要求进行

逆转录!反应产物进行如下 PKD扩增( 外侧 PKD

反应体系$8"

&

0%#;" gPKDL-WW*.8

&

0!!48 @@60FM

J7<P&

&

0!;"

&

@60FMZME5Z; !

&

0! ;"

&

@60FM

ZME5D; !

&

0!2'7E模板 &

&

0!.<+c '7ET60B@*.+)*

$8 VF

&

0% ;

&

0#反应条件#预变性 #8 h ;" @(1&变性

#8 h %" )!退火 88 h %" )!延伸 $! h >" )!%8 个循

环&延伸 $! h ;" @(1&内侧PKD反应体系$8"

&

0%#

;"

&

@60FM'?7; =& !

&

0! ;"

&

@60ZME5D! !

&

0!外

侧PKD产物 !

&

0!其余同外侧体系&反应条件#每循

环延伸时间 %" )!其余同外侧体系( 德国 ?TT*1J6.W

8%%; 梯度 PKD仪( ;G琼脂糖凝胶电泳检测 PKD

结果(

;4&9PKD扩增片段的核苷酸序列测定和序列比对

用fREc-(2b凝胶回收试剂盒$fRÊ ?7%回收 PKD

扩增条带!将 PKD扩增产物进行核苷酸序列测定!

用U0+)N软件将测定的序列与 *̂1U+1b 所有序列进

行比对!确定序列的性质和病毒型别(

;489病毒的分离培养和鉴定9参照-全国登革热

监测方案.$试行%附件 & 用 K>F%>$E<KK%细胞和

US_!;$E<KK%细胞进行登革病毒$发热患者急性

期血清%分离培养&参照附件 > 的免疫荧光法$检测

病毒抗原%和D<̀PKD法$本文 ;4%4! 中的外侧引物

和PKD条件%对分离的病毒进行鉴定(

="结果

!4;9流行病学调查处理9流行病学调查发现!在

$" 名赴柬埔寨施工人员中有 : 人曾在柬埔寨出现

过发热等症状!其中有 ; 例在当地确诊为登革热病

例!有 % 例在柬埔寨患过疟疾( 归国后有 # 人相继

出现发热等症状!均在归国 ! 周内发病( 对 # 例病

例实施了医院隔离治疗!其余的 >; 人自回国之日起

实施了居家隔离观察一个最长潜伏期 ;8 J!对患者

密切接触者!自患者隔离治疗之日起也实施了居家

隔离观察 ;8 J( 对所有发病人员家庭院落及周围

;"" @范围实施了灭蚊处理!落实防蚊措施!控制了

疫情扩散(

!4!9登革热血清学检测结果9用登革热抗体检测

试剂对 $" 名务工归国人员的血清进行检测( 使用

P+1L(6公司两种试剂均阴性( 而使用K]D<?d公司

登革热快检试剂共检出 $ 份 RQY阳性血清!其中包

括 8 份发热患者标本&所有标本 RQ̂ 阴性( 使用

RUM公司登革热RQY间接法?MR,E试剂共检出 > 份

阳性血清!其中有发热病例 & 例( 使用 RUM公司登

革热RQ̂ 间接法?MR,E试剂共检出 ;% 份阳性血清!

包括 ! 份发热病例( # 例发热患者经两种登革热

RQY抗体检测试剂确诊 & 例登革热现症病例$必须

两种登革热RQY抗体检测试剂结果均阳性!才算实

验室确诊%(

!4%9D<̀1PKD扩增结果9外侧PKD未出现明显的

扩增条带!而使用内侧分型引物从首发病例的血清

中扩增出 '?7=; 型登革病毒的目的片段!约

8&; LT&而其他型别无扩增条带或没有特异的扩增

条带!阴性对照未出现特异性扩增条带!见图 ;( 其

他发热患者血清标本PKD检测阴性(

经过核苷酸序列测定和比对结果证实#此株病毒

的扩增序列被命名为 ,O++1[(RK="$ $E22*))(61

1-@L*.# ?V%!88$! (1 *̂1U+1b%!它与日本Y62O(X-b(

株$EU"$&$>"%的核苷酸序列同源性达到 #$G!与泰

国<O'; ="":; =:M株$Ei$%!&:;%'中国广州 d̂F:"

株$EZ%8"&#:%'缅甸 %;#:$F#: 株$Ei$!>88&%!柬埔
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寨的 ';FSFRY<,,E=KEYUF#:F>8: 株$EZ%"#>&;%

等同源性均达 #>G!属于'?7̀;型病毒(

99; I&# '?7& I; 病毒阳性对照& 8 I:#首发病例血清 D<̀

PKD扩增结果!分别是 '?7& I; 型&##'7EY+.b*.'M!"""

$!""" LT!;""" LT!$8" LT!8"" LT!!8" LT!;"" LT%&;" I;%#

'?7& I; PKD阴性对照

图 !"首发病例血清登革病毒O@V3I8O扩增结果

#$%&'(!"E,*5$0$-2A$/3/0+(3%&(.$'&60'/,

6('&,/0$3+(R -26(47 O@V3(6A(+VI8O

!4&9登革病毒分离培养结果9用 K>F%> 细胞和

US_!; 细胞分离培养登革病毒!细胞一直未出现病

变!盲传 % 代后也未出现病变&用间接免疫荧光和

D<̀PKD未检测出登革病毒抗原和核酸(

B"讨论

根据实验室检测结果'临床特点及流行病学

史!本次疫情确定 & 例发热患者为登革热实验室诊

断病例!有 % 例在柬埔寨患过疟疾( 经过追踪调查!

这些患者归国后均在其疾病的最长潜伏期内发病!

证实此次发热疫情部分是由输入性登革热引起的(

通过PKD扩增和序列比对结果表明#首发病例

$; 号%登革热是由'?7=; 型病毒感染引起( 有 ;;

名未发热的归国人员 ?MR,ERQ̂ 抗体阳性!提示这

些人员在柬埔寨曾感染过登革病毒&还有 ; 例

?MR,ERQ̂ 和RQY均阳性的人员没有任何临床症状

和体征!说明这些人员中存在登革病毒隐性感染&

而且陕西省当地刚进入夏季!白纹伊蚊逐渐增多!

为登革病毒的传播带来了隐患!因此对这名隐性感

染者采取了严格的隔离观察!加强了防蚊措施!没

有造成疫情扩散(

东南亚'美洲和西太平洋地区部分国家登革热

疫情比较严重);*

( 近年来中国从这些地区输入的

登革热病例逐渐增多!引起的暴发疫情时有发

生)!*

( !""&=!""> 年柬埔寨每年都有几千乃至上万

登革热病例报道( 在广东省多次发生的输入性登

革热疫情也与柬埔寨登革病毒株相关!推测这些登

革热可能来自境外相关地区)%!&*

( 因此需要做好输

入性登革热疫情的防控工作!尤其是从登革热高发

或流行地区归国的人员!需要选择高敏感性和高特

异性检测试剂盒进行筛选!并加大病例的筛查力

度!进一步加强疫情的传入和蔓延的防范工作(
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