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百色市献血人群中卡波氏肉瘤相关疱疹病毒ＤＮＡ的套式ＰＣＲ检测
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　　摘　要：目的　了解百色市献血人群中卡波氏肉瘤相关疱疹病毒（ＫＳＨＶ）的流行状况。方法　收集百色市部分无偿献血者

肘静脉抗凝血４７４份，其中男２５９份，女２１５份，采用套式聚合酶链反应（ｎＰＣＲ）方法对４７４例样本所提取的ＤＮＡ进行ＫＳＨＶ

特异性序列扩增，１．５％琼脂糖凝胶电泳，出现１６８ｂｐ条带为阳性结果。结果　４７４名献血者中９例阳性，阳性率１．９０％；其中男

性献血者中检出阳性者５例，阳性率为１．９３％；女性献血者中检出４例，阳性率为１．８６％。男女两组间阳性率采用χ
２ 检验，差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　百色市献血人群中存在ＫＳＨＶ的感染，不同性别献血者感染率差异无显著性。
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　　卡波氏肉瘤相关疱疹病毒（Ｋａｐｏｓｉ′ｓｓａｒｃｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｈｅｐｅｒｓｖｉｒｕｓ，ＫＳＨＶ）是１９９４年Ｃｈａｎｇ等
［１］首先从获得性免疫

缺陷综合征（ＡＩＤＳ）相关型 Ｋａｐｏｓｉ′ｓ肉瘤（ＫＳ）患者的肉瘤组

织中发现，又称人类８型疱疹病毒（ｈｕｍａｎｈｅｒｐｅｓｉｖｉｒｕｓ８，

ＨＨＶ８）。后续研究发现 ＫＳＨＶ是 ＫＳ发生的必须因素
［２］，

ＫＳ是一种少见的软组织恶性多发性、出血性血管肉瘤，艾滋病

患者易患，临床上分为四型，经典型 ＫＳ、ＡＩＤＳ相关型 ＫＳ、非

洲型ＫＳ及免役抑制型ＫＳ
［３］，此外，ＫＳＨＶ还与原发性弥漫性

淋巴瘤（ｐｒｉｍａｒｙｅｆｆｕｓｉｏｎｌｙｍｐｈｏｍａ，ＰＥＬ）、多中心浆细胞增多

症（ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒｃａｓｔｌｅｍａｎ′ｓｄｅｓｅａｓｅ，ＭＣＤ）等恶性肿瘤发生密

切相关。目前，广西百色市艾滋病有严重流行趋势，为了评估

ＫＳＨＶ的感染率及由此发生艾滋病相关的ＫＳ的可能风险，本

研究采用套式聚合酶链反应（ｎｅｓｔｅｄｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎ，ｎＰＣＲ）调查百色市献血人群中ＫＳＨＶ的感染率。

１　资料与方法

１．１　一般资料　于２０１０年３月至２０１２年１２月收集百色市

部分无偿献血者肘静脉抗凝血４７４份，其中男２５９份，女２１５

份，均置于－８０℃冰箱保存。

１．２　试剂与仪器　ＰＣＲ引物（由上海捷倍思生物工程公司合

成）序列，第一轮外引物，引物１（Ｐ１）：５′ＴＣＣＧＴＧＴＴＧ

ＴＣＴＡＣＧＴＣＣＡＧ３′，引物２（Ｐ２）：５′ＡＧＣＣＧＡＡＡＧＧＡＴ

ＴＣＣＡＣＣＡＴ３′。第二轮ＰＣＲ内引物序列，引物３（Ｐ３）：５′

ＡＡＴＧＡＣＡＣＡＴＴＧＧＴＧＧＴＡＴＡ３′，引物４（Ｐ４）：５′ＡＣＧ

ＧＡＴＴＴＧＡＣＣＣＣＧＴＧＴＴＣ３′。ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ（１００ｂｐｌａｄ

ｄｅｒｐｌｕｓＤＮＡ）、ＰＣＲＳｕｒｐｅｒｍｉｘ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；１１５ＰＫ

冷冻离心机为德国Ｓｉｇｍａ产品，ＭｙｃｙｃｌｅｒＰＣＲ仪和Ｃｈｅｍｉｄｏｃ

ＸＲＳ型凝胶成像系统为美国ＢｉｏＲａｄ产品。

１．３　方法　（１）ＤＮＡ抽提：采用北京天根公司提供的 Ｒｅｌａｘ

ＧＥＮＥＢｌｏｏｄＤＮＡＳｙｓｔｅｍ试剂盒，严格按照试剂盒说明书操

作，抽提全血细胞ＤＮＡ。（２）采用了ｎＰＣＲ技术检测 ＫＳＨＶ

的特异性片断ＫＳ３３０（２３３ｂｐ）。首先以第一轮ＰＣＲ引物扩增

ＫＳ３３０片段，反应体系为２５μＬ，包含：Ｓｕｒｐｅｒｍｉｘ２２．５μＬ，４０

ｐｍｏｌ／μＬＰ１、２各０．２５μＬ，模板２μＬ。预变性９４℃５ｍｉｎ，循

环按：９４℃３０ｓ，５５．４℃３０ｓ，７２℃４５ｓ进行，共３５个循环，

７２℃延伸５ｍｉｎ。第一轮扩增结束后，取反应产物１μＬ，作为

ｎＰＣＲ的模板，ｎＰＣＲ反应体系包括：Ｓｕｒｐｅｒｍｉｘ２３．５μＬ，４０

ｐｍｏｌ／μＬＰ３，４各０．２５μＬ，模板１μＬ。预变性９４℃５ｍｉｎ，循

环按９４℃３０ｓ，５９．３℃３０ｓ，７２℃４５ｓ进行，共３５个循环。

７２℃延伸５ｍｉｎ。为排除假阳性和假阴性，以 ＫＳＨＶＫＳ３３０

片段克隆质粒载体（ＫＳ３３０Ｔｖｅｃｔｏｒ，由南京医科大学卢春教

４０２２ 重庆医学２０１３年７月第４２卷第１９期
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授馈赠）为阳性对照，以双蒸水作阴性对照。第一轮扩增阳性

产物片段大小２３０ｂｐ，第二轮扩增阳性产物片段大小１６８ｂｐ。

取１０μＬ第二轮扩增产物，于１．５％琼脂糖凝胶中以１６０Ｖ伏

电压电泳３０ｍｉｎ，ＣｈｅｍｉｄｏｃＸＲＳ型凝胶成像系统做电泳结果

分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计数

资料采用率表示，组间阳性率采用χ
２ 检验。检验水准α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

　　冻存血液经试剂盒抽提ＤＮＡ后，ｎＰＣＲ检测用１．５％琼

脂糖凝胶电泳，ＣｈｅｍｉｄｏｃＸＲＳ型凝胶成像系统电泳分析在

１６８ｂｐ处出现条带为阳性，部分电泳图（图１）。４７４份标本中

有９份为阳性，阳性率为１．９０％。其中男性献血者中检出阳

性者５例，阳性率为１．９３％，女性献血者中检出４例，阳性率

为１．８６％。两组献血者ＫＳＨＶＤＮＡ阳性检出率差异无统计

学意义（犘＞０．０５），见表１。

　　１：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｐｌｕｓ）；２：第一轮阳性对照；

３：第二轮阳性对照；６：ＫＳＨＶＤＮＡ阳性标本；４、５、７、８：阴性标本。

图１　　ｎＰＣＲ检测血液标本中ＫＳＨＶＤＮＡ

表１　　血液标本中ＫＳＨＶＤＮＡｎＰＣＲ检测结果

性别
ＫＳＨＶＤＮＡ

阳性数（狀） 阴性数（狀）

男 ５ ２５９

女 ４ ２１５

合计 ９ ４７４

３　讨　　论

赵丽娟等［８］用普通 ＰＣＲ 检测百色市献血者中 ＫＳＨＶ

ＤＮＡ阳性率为１．３３％，而本实验对相同地区的献血者采用ｎ

ＰＣＲ检测，阳性率为１．９０％，说明如果标本中ＤＮＡ含量低时

普通ＰＣＲ容易漏检，有假阴性，而ｎＰＣＲ灵敏度更高，提高了

阳性检出率。

　　ＫＳＨＶ分布具有明显地域特征，ＫＳＨＶ血清阳性率在亚

洲很低，日本献血者检测阳性率是０．２％，美国１％～３％，但

意大利某些地区可达２８％（个别流行区甚至可达５０％以上），

该区也是ＫＳ高发区，说明了ＫＳ发病率与该区ＫＳＨＶ感染率

呈正相关［９］。在中国新疆地区普通人群ＫＳＨＶＩｇＧ抗体调查

显示，相同地区维吾尔族和哈萨克族 ＨＨＶ８感染率高于汉

族，与这两个民族 ＫＳ高发病一致
［４］。因此 ＫＳＨＶ的感染率

与ＫＳ发病率呈正相关，有明显地域特征。

　　在中国不同地区的献血人群（普通人群）中ＫＳＨＶ感染率

也各不相同，杜文慧等［４］报道在新疆地区普通人群中维吾尔族

ＫＳＨＶＩｇＧ抗体阳性率为３０．４％，哈萨克族１２．５％。王官清

等［５］对中国东北地区健康献血员中 ＫＳＨＶ检测，２３０名献血

员外周血单一核细胞中ＫＳＨＶＤＮＡ阳性率为７．８％。济南和

浙江 地 区 献 血 者 ＫＳＨＶ 抗 体 阳 性 率 分 别 为 ５．９％ 和

１６．１％
［６７］。本组实验报道 ＫＳＨＶＤＮＡ 的阳性率跟新疆地

区、中国东北地区等其他地区的有差异，主要原因可能是：（１）

百色市是以壮族为主的少数民族聚居区，不同地区不同民族人

群对ＫＳＨＶ的敏感性存在差异。（２）不同地区对ＫＳＨＶ感染

率采用的检测方法不一样。

因此对相同的标本最好采用多种方法进行检测。作者保

存有本研究中涉及的血样的血清，课题组将采用酶联免疫吸附

法（ＥＬＩＳＡ）进一步检测血清样本中的ＫＳＨＶＩｇＧ抗体分布情

况，正确评估ＫＳＨＶ的流行情况，以深入研究 ＫＳＨＶ发病的

相关机制。
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