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病毒性脑炎患者脑脊液和血清配对标本疱
疹病毒和肠道病毒的检出率比较分析
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　 　 【摘要】 　 目的　 比较病毒性脑炎患者脑脊液、血清配对标本中疱疹病毒属病毒ꎬ肠道病毒的检

出率ꎮ 方法　 采集 ２０１７ 年 １２ 月至 ２０１８ 年 ２ 月湖南省长沙市儿童医院诊断疑似病毒性脑膜炎患儿

１０９ 例脑脊液、血清配对标本ꎬ采用一步法巢式实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 和实时荧光定量 ＰＣＲ 法分别进

行肠道病毒和疱疹病毒属病毒检测ꎬ分析不同标本类型病毒检出率ꎮ 运用 ＳＰＳＳ１７ ０ 对检测结果进行

统计分析ꎮ 结果　 １０９ 例患者的配对标本人疱疹病毒 ６ 型(ｈｕｍａｎ ｈｅｒｐｅｓ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ６ꎬ ＨＨＶ６)、单纯疱

疹病毒(Ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓꎬＨＳＶ)、ＥＢ 病毒(Ｅｐｓｔｅｉｎ￣Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓꎬＥＢＶ)、巨细胞病毒(Ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓꎬ
ＣＭＶ)、肠道病毒(Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ｇｒｏｕｐ Ａ ｔｙｐｅ ７１ꎬＥＶ￣Ａ７１)血清阳性率分别为 ７ ３４％、４ ５９％、７ ３４％、
９ １７％、１０ ０９％ꎬ脑脊液阳性率分别为 ５ ５０％、２ ７５％、０、５ ５０％、６ ４２％ꎮ 结果显示两种类型标本病

毒检测结果的差异有统计学意义(Ｐ<０ ０５)ꎮ 在脑脊液和血液样本中ꎬ可检出 ＥＶ￣Ａ７１ 病毒阳性的最

长时间分别为发病后 ２ ｄ 和 ７ ｄꎬ可检出 ＣＭＶ 病毒阳性的最长时间分别为发病后 ３ ｄ 和 ２６ ｄꎬ可检出

ＨＨＶ６ 病毒阳性的最长时间分别为发病后 ７ ｄ 和 ８ ｄꎬ可检出 ＨＳＶ１ 病毒阳性的最长时间均为发病后

１２ ｄꎻ在血清样本中ꎬ可检出 ＥＢＶ 病毒阳性最长时间为发病后 １０ ｄꎬ而脑脊液样本在发病 １０ ｄ 内均无

法检出该病毒ꎮ 结论　 ＥＶ￣Ａ７１ 是导致该地区病毒性脑炎的最主要的病原体ꎬ血清标本病毒总体阳性

率高于脑脊液标本ꎮ 血清内脑炎相关的大多数病毒的存活时间较长于脑脊液中ꎮ 提示对于病毒性

脑炎患儿病原检测ꎬ时间具有重要意义ꎬ可根据发病时间合理选择标本类型进行测定ꎮ
【关键词】 　 病毒性脑炎ꎻ肠道病毒ꎻ疱疹病毒属
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　 　 病毒性脑炎是一组由各种病毒感染引起的可累

及脑实质和软脑膜的弥漫性炎症综合征ꎬ主要表现

为发热、头痛、呕吐和脑膜刺激征等临床症状ꎮ 是中

枢神经系统最常见的感染性疾病ꎮ 根据文献报道ꎬ
病毒 性 脑 炎 常 见 病 原 主 要 包 括: 肠 道 病 毒

(ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓꎬ ＥＶ)ꎬ乙型脑炎病毒( ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈ￣
ａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓꎬ ＪＥＶ)ꎬ腮腺炎病毒(ｍｕｍｐｓｖｉｒｕｓꎬ ＭｕＶ)ꎬ
单纯疱疹病毒(ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓꎬ ＨＳＶ)ꎬ水痘￣带
状疱疹病毒( ｖａｒｉｃｅｌｌａ ｚｏｓｔｅｒ ｖｉｒｕｓꎬ ＶＺＶ)ꎬＥＢ 病毒

(Ｅｐｓｔｅｉｎ￣Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓꎬ ＥＢＶ)ꎬ人疱疹病毒 ６ 型(ｈｕｍａｎ
ｈｅｒｐｅｓ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ６ꎬ ＨＨＶ６ )ꎬ 巨 细 胞 病 毒

(ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓꎬ ＣＭＶ)等[１￣３]ꎮ 临床上对于病毒性

脑炎的诊断方式主要依靠问询病史、临床症状、脑脊

液检查及影像学检查等ꎬ而其中脑脊液检查结果尤

为重要ꎮ 由于脑脊液采集为有创手段且较为困难ꎬ
对患儿伤害较大ꎬ所以探讨不同标本类型的病原检

出率ꎬ对及时发现确诊患儿ꎬ减轻患儿痛苦有重要意

义ꎮ 经过查阅文献发现ꎬ国内对于手足口病不同标

本类型病原检出的比较分析有大量报道ꎬ研究较为

成熟ꎬ可以指导临床在早期通过采集高质量的标本ꎬ
以提高阳性检出率ꎬ对明确病原体以及进一步救治

有重要意义[４￣５]ꎮ 而目前国内对于病毒性脑炎患者

的配对标本病毒检出率比较鲜有报道ꎬ而由于脑脊

液检查对于疾病诊断的重要性及脑脊液标本自身采

集的弊端ꎬ故探索是否有可替代的标本类型很有临

床研究价值ꎮ 对于探讨不同类型标本病原体阳性检

出率情况的分析国内大多采用完全随机分析方法ꎬ

这使得实验均衡性较差ꎬ误差较大ꎬ效率较低ꎮ 而本

实验利用实验室自建的一步法巢式实时荧光定量

ＰＣＲ 技术结合实时荧光定量 ＰＣＲ 技术检测病毒性

脑炎患儿脑脊液ꎬ血清中的病毒核酸ꎬ同时采用自身

配对设计方法ꎬ可以提高研究结果的准确性ꎬ进一步

了解不同类型标本病原体阳性检出率的差异ꎬ为临

床诊断提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 研究对象　 以 ２０１７ 年 １２ 月—２０１８ 年 ２ 月湖

南省长沙市儿童医院诊断疑似病毒性脑炎的住院患

儿为研究对象ꎮ 疾病诊断标准参照«小儿神经系统

疾病基础与临床»第 ２ 版[６]ꎮ 根据病史及临床检查

结果排除细菌性脑膜炎、结核性脑膜炎、颅内占位性

疾病、脑血管病、全身感染性脑病等ꎮ 共选取了 １０９
例满足条件的患儿ꎬ患儿年龄 １ 月龄 ~ １３ 岁ꎬ男性

５４ 例ꎬ女性 ５５ 例ꎬ采集其血清及脑脊液配对标本ꎮ
两类型样本均在发病后 １~２６ ｄ 内采集ꎮ
１ ２　 样本处理　 将采集的患儿的脑脊液ꎬ血清标本

分装至 １ ５ ｍｌ 螺口冻存管中ꎬ于 ２４ ｈ 内置于－８０ ℃
低温冰箱保存ꎮ 所有标本统一干冰运送至中国疾病

预防控制中心病毒病预防控制所中心实验室ꎮ 样本

送达实验室后分别取 １４０ μｌ、２００ μｌ 用于核酸提取ꎬ
其余冻存－８０ ℃低温冰箱ꎮ
１ ３　 仪器与材料 　 核酸提取采用天隆科技公司

ＺＴＬＪＢ￣Ｙ６４ 核酸提取试剂盒ꎬＱＩＡａｍｐ ＲＮＡ 病毒核

酸提取试剂盒及天隆科技公司 ＮＰ９６８￣Ｃ 核酸提取
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　 　 　 表 １　 病毒性脑炎患者血清和脑脊液配对标本病毒检出率

Ｔａｂ.１　 Ｖｉｒｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｍａｔｃｈｅｄ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｖｉｒａｌ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ

标本类型
病毒检出率[％(阳性数 / 总例数)]

ＨＨＶ６ ＨＳＶ１ ＥＢＶ ＣＭＶ ＥＶ￣Ａ７１
脑脊液 ５ ５０(６ / １０９) ２ ７５(３ / １０９) ０.００(０ / １０９) ５ ５０(６ / １０９) ６ ４２(７ / １０９)
血清　 ７ ３４(８ / １０９) ４ ５９(５ / １０９)) ７ ３４(８ / １０９) ９ １７(１０ / １０９) １０ ０９(１１ / １０９)

仪ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 采用商业化试剂盒 Ｓｅｅｇｅｎｅ
Ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｍ ＡＣＥ Ｄｅｃｅｔｉｏｎ 及 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司的 ＣＦＸ９６
荧光定量 ＰＣＲ 检测系统ꎮ ｑ￣ＰＣＲ 反应体系配置与

加样全部使用 Ｂｅｃｋｍａｎ ｃｏｕｌｔｅｒ 公司的 ＢｉｏｍｅＫＦＸ 实

验室全自动工作站ꎮ
１ ４　 实验方法

１ ４ １　 病毒核酸提取:取每份标本 １４０ μｌ、２００ μｌ
分别采用 ＱＩＡａｍｐ ＲＮＡ 病毒核酸提取试剂盒ꎬ天隆

公司试剂盒按说明书操作抽提病毒核酸ꎮ
１ ４ ２　 病原鉴定:标本提取核酸后ꎬＱｕａｎｔｉａｔｉｖｅ ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ｑ￣ＰＣＲ 所用的检测方

法参考已有的研究[７]ꎬ包括引物ꎬ探针以及反应条

件ꎬ利用实验室全自动工作站结合实时荧光定量

ＰＣＲ 检测系统对疱疹病毒属病毒进行检测ꎬ根据说

明书完成自动化实验设计和操作程序编写ꎮ 一步法

巢式实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 参照本实验室自建方法

对 ＥＶ 进行检测[８]ꎮ
１ ５　 统计学方法　 用 ＳＰＳＳ１７ ０ 软件对检测结果进

行统计分析ꎬ两样本率的比较用配对卡方检验ꎬＰ<
０ ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２.１　 脑脊液与血清配对标本病毒阳性检出率　 １０９
例疑似病毒性脑炎病例中ꎬ脑脊液标本中 ２２ 例

( ２０ １８％) 检 出 病 毒 阳 性ꎬ 其 中 ＨＨＶ６ ６ 例

(５ ５０％)ꎬＨＳＶ１ ３ 例(２ ７５％)ꎬＣＭＶ６ 例(５ ５０％)ꎬ
ＥＶ７１ ７ 例(６ ４２％)ꎬＥＢＶ 未检出ꎻ血清标本中 ４２ 例

( ３８ ５３％) 检 出 病 毒 阳 性ꎬ 其 中 ＨＨＶ６ ８ 例

(７ ３４％)ꎬＨＳＶ１ ５ 例(４ ５９％)ꎬＥＢＶ８ 例(７ ３４％)ꎬ
ＣＭＶ１０ 例(９ １７％)ꎬＥＶ７１ １１ 例(１０ ０９％)ꎮ 对于

疱疹病毒属和肠道病毒ꎬ血清中的病毒检出率均高

于脑脊液ꎮ 见表 １ꎮ
２ ２　 脑脊液、血清配对标本病毒检测结果　 １０９ 例

患者配对脑脊液和血清标本ꎬ疱疹病毒属病毒和肠

道病毒属病毒同时检出阳性共 ９ 例ꎬ同时检测为阴

性共 ５４ 例ꎬ脑脊液标本检出为阳性而血清标本检出

为阴性共 １３ 例ꎬ其中 ＨＨＶ６ 病毒 ３ 例ꎬＥＶ７１ 病毒 ３

例ꎬＨＳＶ１ 病毒 ３ 例ꎬＣＭＶ 病毒 ４ 例ꎻ血清标本检出

为阳性而脑脊液标本检出为阴性共 ３３ 例ꎬ其中

ＨＨＶ６ 病毒 ５ 例ꎬＨＳＶ１ 病毒 ５ 例ꎬＥＢＶ 病毒 ８ 例ꎬ
ＣＭＶ 病毒 ８ 例ꎬＥＶ７１ 病毒 ７ 例ꎮ 经统计分析ꎬ两种

类型标本对病毒检出率差异有统计学意义 ( Ｐ <
０ ０５)ꎮ 见表 ２ꎮ

表 ２　 病毒性脑炎患者脑脊液和血清配对标本检测结果比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ
ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｖｉｒａｌ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ

标本类型
脑脊液

阳性(例) 阴性(例)
合计(例)

血清 阳性(例) ９ ３３ ４２
阴性(例) １３ ５４ ６７

合计(例) ２２ ８７ １０９

２.３　 两类型样本病毒检出时间比较 　 在脑脊液和

血液样本中ꎬ可检出 ＥＶ７１ 病毒阳性的最长时间分

别为发病后 ２ ｄ 和 ７ ｄꎬ可检出 ＣＭＶ 病毒阳性的最

长时间分别为发病后 ３ ｄ 和 ２６ ｄꎬ血清中 ＥＶ７１ 和

ＣＭＶ 存活时间较脑脊液中长ꎻ在脑脊液和血液样本

中ꎬ可检出 ＨＨＶ６ 病毒阳性的最长时间分别为发病

后 ７ ｄ 和 ８ ｄꎬ可检出 ＨＳＶ１ 病毒阳性的最长时间均

为发病后 １２ ｄꎬ血清和脑脊液样本中 ＨＨＶ６ 和

ＨＳＶ１ 存活时间大致相同ꎻ在血清样本中ꎬ可检出

ＥＢＶ 病毒阳性最长时间为发病后 １０ ｄꎬ而脑脊液样

本在发病 １０ ｄ 内均无法检出该病毒ꎮ

３　 讨论

病毒性脑炎是儿童最常见的中枢神经系统感染

性疾病之一ꎬ病死率高ꎬ存活者易留有不同程度的后

遗症ꎬ其病因复杂ꎬ可由 １００ 多种病毒感染所致ꎬ且
由不同病原引起的脑炎ꎬ其治疗ꎬ愈后也常常不

同[９]ꎮ 根据文献报道[１０]ꎬＥＶ 目前是世界范围内引

起神经系统感染最常见的病毒类型ꎬ而 ＥＶ￣Ａ７１ 是

ＥＶ 家族较常见成员ꎬ近年在我国广泛流行ꎬ主要引

起手足口病暴发流行ꎬ也有一些患者直接引起病毒

性脑炎ꎬ不发生手足口病ꎮ 本研究血清中 ＥＶ￣Ａ７１
核酸检测阳性病例 １１ 例ꎬ检测阳性率为 １０ ０９％ꎬ占
血清病毒阳性病例的 ２６ １９％ꎻ脑脊液中 ＥＶ￣Ａ７１ 核
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酸检测阳性病例 ７ 例ꎬ检测阳性率为 ６ ４２％ꎬ占脑脊

液病毒阳性病例的 ３１ ８１％ꎮ 均高于其他疱疹属病

毒检出率ꎮ 白永生等[１１] 经 ＰＣＲ 检测 １１８ 例病毒性

脑炎患者脑脊液ꎬ其中 ＥＶ￣Ａ７１ 检测阳性率 １８ ６％ꎬ
占 ＥＶ 阳性病例的 ５２ ３％ꎻ孙东等[１２] 从西京医院收

集的 ３５ 例 ＥＶ 所致脑炎患者脑脊液中经过荧光定

量 ＰＣＲ 检测ꎬ发现 ＥＶ￣Ａ７１ 病毒阳性 １８ 例ꎬ阳性率

超过 ５０％ꎻ本研究结果与上述研究结果一致ꎬ可以

提示湖南长沙地区的主要导致病毒性脑炎的病原体

为 ＥＶ￣Ａ７１ꎮ 由于本研究对于 ＥＶ￣Ａ７１ 的鉴定采用

本实验室自建一步法巢式实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方

法ꎬ经大量临床样本验证ꎬ此方法灵敏度较实时荧光

定量 ＰＣＲ 高 １０ 倍ꎬ所以也有可能是方法学原因导

致 ＥＶ￣Ａ７１ 在血清和脑脊液中检出率均高于其他病

毒ꎮ 有待今后增加样本量进行进一步验证ꎮ
人类疱疹病毒有 ８ 种ꎬ研究表明ꎬ疱疹病毒也

是儿童病毒性脑炎较常见病原[１３]ꎮ 本研究在血清

中共检测到 ４ 种疱疹病毒ꎬ脑脊液中检测到 ３ 种疱

疹病毒ꎬ其中血清中 ＣＭＶ 核酸检测阳性病例 １０ 例ꎬ
检测阳性率为 ９ １７％ꎬ占血清疱疹病毒阳性病例的

３２ ２６％ꎻ高于其他疱疹病毒ꎮ 脑脊液中 ＣＭＶ 核酸

检测阳性病例 ６ 例ꎬ检测阳性率为 ５ ５０％ꎬ占脑脊液

疱疹病毒阳性病例的 ４０％ꎬ与 ＨＨＶ６ 相同ꎬ高于其

他疱疹病毒ꎮ 有报道称 ＣＭＶ 在体内广泛潜伏存在ꎬ
在患病时机体抵抗力下降ꎬ免疫功能出现紊乱ꎬ在体

内潜伏的 ＣＭＶ 被激活ꎬ经血液循环入侵脑组织ꎬ造
成中枢神经损伤[１４]ꎮ 以至于血清和脑脊液的 ＣＭＶ
核酸被检出ꎬ且阳性率较高ꎮ 本实验由于样本量较

少ꎬ不足以充分说明该情况ꎬ所以需要进行大量临床

样本加以验证ꎮ
本研究对于不同标本类型配对样本进行统计分

析后ꎬ可以得出两种样本类型的病毒检出率有差异ꎬ
血清中病毒检出率较高于脑脊液ꎮ 对于配对样本结

果比较中显示的血清和脑脊液检测结果不一致情

况ꎬ目前尚无法解释其机制ꎬ可能与个体差异有关ꎬ
在身体不同部位的样本中病毒复制情况不同ꎮ 此

外ꎬ两类型标本病毒检出时间比较结果显示ꎬ血液标

本中 ＥＶ￣Ａ７１ 和 ＣＭＶ 病毒最长存活时间分别为发

病后 ７ ｄ 和 ２６ ｄꎬ均高于脑脊液标本中该两种病毒

最长存活时间的发病后 ２ ｄ 和 ３ ｄꎻ血液标本和脑脊

液标本中 ＨＨＶ６ 病毒和 ＨＳＶ１ 病毒存活时间大致相

同ꎻ在血清样本中ꎬＥＢＶ 病毒最长存活时间为发病

后 １０ ｄꎬ而脑脊液样本在发病 １０ ｄ 内均无法检出该

病毒ꎮ 病毒在脑脊液中存活时间较短有可能是病毒

一过性入脑或是病毒并未直接入脑ꎬ而是通过引起

机体免疫反应导致脑膜病变ꎮ 以上结果可以进一步

提示临床ꎬ在病毒性脑炎病原学检测时ꎬ时间具有重

要意义ꎬ可根据发病时间合理选择标本类型进行测

定ꎮ 由于本研究条件限制ꎬ并未能采集更多临床标

本ꎬ所以此结论有待日后进一步研究证明ꎮ
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