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［摘要］目的 探讨 HIV感染者唾液 EB病毒存在情况及其与免疫抑制的关系．方法 采用横断面研究，利

用巢氏 PCR方法对 245例 HIV感染者和 30例健康对照者唾液 EBV DNA的存在情况进行检测，并分析检出率与

CD4淋巴细胞计数的关系．结果 HIV感染者和健康对照人群唾液 EBV检出率分别为 82.0%与 30.0%，二者有统

计学差异（ ＜0.05）；CD4淋巴细胞计数小于 200、200～400和大于 400个 /滋L的患者唾液 EBV 检出率分别为

93.0%、75.8%和 45.7%，3组间检出率有显著差异（ ＜0.05）；但是否使用高效抗逆转录病毒治疗对唾液 EBV的

检出率无明显影响．结论 HIV感染者唾液中 EB病毒检出率高，与免疫指标 CD4淋巴细胞计数水平有关．
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［Abstract］ Objective To determine the presence of Epstein-Barr virus（EBV） -DNA in the saliva from

human immunodeficiency virus（HIV） -infected individuals and healthy controls from Yunnan. Methods A

cross- sectional study was performed in 245 HIV-infected subjects and 30 healthy controls．EBV DNA in saliva

samples was examined by nested polymerase chain reaction（PCR）．Chi-square test was performed to determine the

prevalence rates among groups．Results The detection rate of EBV in HIV-infected group and non-HIV controls

were 82.0% and 30.0%，respectively．EBV detection rate in HIV-infected subjects were significantly higher than

non-HIV controls（ ＜0.05）．The detection rate of EBV in patients with CD4 counts less than 200 cells/uL，

200-400 cells/ul and above 400 cells/ul were 93.0%， 75.8% and 45.7%， There was a significant difference

among them（ ＜0.05）．No significant difference was observed between the groups HIV-infected subjects who

were on HAART and not on HAART（ ＞0.05）．Conclusion The detection rate of oral EBV in HIV is

significantly higher in HIV-infected subjects than non-HIV controls，and it is related to CD4 cell level.
［Key words］ Saliva；Epstein-Barr virus；Polymerase chain reaction；Human immunodeficiency virus

EB病毒（epstein-barr virus，EBV）是一种属

于疱疹病毒γ亚科的嗜淋巴细胞双链 DNA病毒，

主要通过唾液传播，该病毒可侵入口咽部黏膜，被

认为与非何杰金氏淋巴瘤、口腔毛状白斑（oral
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hairy leukoplakin，OHL）和鼻咽癌等有关，其中前

二者与 HIV感染的关系密切，是 HIV感染和免疫

状态判断方面的指标之一 [1，2]，因此探明唾液中
EBV的分布情况成为该领域关注的重点．本研究

旨在对 HIV感染者唾液中的 EBV病毒存在情况进

行检测，并分析 EBV检出率与 OHL存在与否和主

要免疫指标 CD4淋巴细胞计数水平的关系．

1 材料与方法

1.1 研究人群

本研究预先获得医院伦理委员会同意，对每

位受试者进行知情告知，受试者自愿参与．HIV感
染者为 2008 年 12 月至 2010 年 12 月间到昆明市

第三人民医院感染一科就诊的 245例 HIV感染患

者，年龄大于 18岁，男女不限．HIV血清阳性均

经云南省地州市疾病控制中心确认；30例对照人

群为昆明市延安医院体检中心进行例行体检的 HIV

阴性健康者，年龄和性别与患者组基本匹配．在

口腔治疗椅自带的光源下进行口腔检查．

1.2 唾液标本收集

所有受试者的唾液收集均在上午于安静的房

间内进行，用无菌容器收集无刺激自然流出的唾

液 5 mL，迅速置于冰上，分装为 1 mL/份，液氮

速冻后 -70℃保存．同时还收集了 HIV感染者唾

液标本收集前后 1个月内的 CD4细胞计数值.

1.3 DNA提取和质量评价
唾液 DNA 的提取使用美国 AXYGEN 公司的

AxyPrep体液病毒 DNA/RNA小量制备试剂盒（Cat

No.AP-MN-BL-GDNA-250 Lot No.KC30101002－

G），参照说明书进行．提取的 DNA 质量和 PCR

抑制剂的排除通过扩增看家基因β-actin进行，其

引物序列为 5'-CGG GAA ATC GTG CGT GAC-3'和

5'-TGG AAG GTG GAC AGC GAG G-3'（上海生工

生物工程技术服务有限公司合成）；扩增产物长度

443 bp．扩增反应条件为 95℃预变性 2 min；95℃

变性 30 s，59 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，30

次循环；最后 72℃延伸 10 min．只有β-actin扩

增阳性的唾液标本方用于分析 EBV．

1.4 唾液 EBV DNA的 PCR检测
EBV DNA的巢氏 PCR扩增引物设计和扩增方

法参照文献进行 [3]， 外侧引物为 5'- AGG GAT

GCC TGG ACA CAA GA-3' 和 5'- TGT GCT GGT
GCT GCT GGT GG-3'，内侧引物为 5'- AAC TTC

AAC CCA CAC CAT CA-3'和 5'- TTC TGG ACT

ATC TGG ATC AT-3'．扩增后的 EBV目的基因终

产物为 116 bp片段．引物由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成，主要试剂购自宝生物工程
（大连）有限公司，其外侧引物和内侧引物 PCR

反应的退火温度分别为 56℃和 58℃．EBV阳性

对照来自临床检验已确诊的阳性标本（鼻咽癌患

者的咽拭子）．每次反应都设立阳性和阴性对照．

阴性对照以双蒸水代替标本 DNA．扩增后的 PCR

产物在含溴化乙锭 2%的琼脂糖中进行电泳，在凝

胶电泳成像分析系统上观察 PCR产物．

1.5 统计学处理

采用 SPSS统计学软件对所获得的数据进行分

析．率的比较用χ2检验，当理论数＜1时，采用

确切概率法计算 值，检验水准：α=0.05．

2 结果

2.1 受试人群的一般信息

本组 245例 HIV感染者中男女之比为 1.99:1，

年龄在 20～68岁之间．男性和女性的平均年龄分

别为 （35.98±10.87） 岁和 （33.0±10.68） 岁．

100 例患者报告使用了高效抗逆转录病毒治疗

（HAART）．与 HIV 感染相关的高危途径中以性

（包括异性和同性）和静脉吸毒为主，性途径共 97

例（39.6%），有 4例男性有同性恋史；静脉吸毒

途径共 107例（43.7%）．30例对照人群为男性 19

例，女性 11例，年龄 25～65岁，平均（33.87±

9.47）岁．

2.2 HIV感染者唾液 EBV检出情况
巢式 PCR检测结果显示 HIV感染者和对照组

人群唾液中 EBV 检出率分别为 82.0%与 30.0%，

经χ2检验与健康对照人群有统计学差异（χ2＝

87.005， ＜0.01）．HIV感染伴和不伴 OHL患者唾

液中 EBV的检出率分别为 90.2%和 79.2%，二者

无统计学差异（χ2＝1.623， ＞0.05），伴 OHL患

者唾液 EBV检出率与健康对照人群差异有统计学

意义（＜0.01）．

2.3 CD4淋巴细胞计数与唾液 EBV 检出率的关
系

本组 215例患者收集到 CD4淋巴细胞计数值，

将 CD4 计数分为小于 200/滋L、201～400/滋L 和大

于 400/滋L三个水平，相应的唾液 EBV检出率分别

为 93.0%、75.8%和 45.7%，唾液 EBV检出与细胞
免疫抑制水平（即 CD4淋巴细胞计数）有关（ ＜

0.05），见图1．
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图 1 不同 CD4计数水平 HIV感染者 EB V检出率比较

Fig. 1 Different CD4 count level HIV infected people

EB V detection rate compared

2.4 HAART对 HIV感染者唾液 EBV检出的影响
本组 HIV 感染者中 100 例使用 HAART，145

例未使用 HAART．HAART组 EBV DNA的检出率

为 77% （77 例），非 HAART 组 EBV 的检出率

85.5% （124 例）．经过 χ2 检验，HIV 患者中

HAART 组与非 HAART 组唾液 EBV 病毒 DNA 的

检出率差异无统计学意义（ ＞0.05）．

3 讨论

在口腔颌面部 EBV感染除与口腔毛状白斑有

关，还与牙周炎和口咽部癌等有关[4]．对 HIV感染

者口腔 EBV 再激活的研究表明即使接受 HAART

治疗，口腔 EBV检出率仍较非 HIV感染者高，如

Miller 等 [5]报道 HIV 感染者口腔 EBV 检出率高达

90%，而健康人群仅为 48%．Carvalho 等 [6]报道巴

西 HIV感染者中口腔 EBV检出率为 48.8%，对照

组为 25.5%．我国内地 HIV感染者中口腔 EBV再

激活的研究此前尚无报道，本研究结果显示为

82.0%，健康对照为 30.0%．之前一项来自河南的

研究发现该地区 HIV感染者组和健康对照组外周

血单核细胞（PBMCs）中 EBV DNA检出率分别是

35.6%和 5.0%，且与 CD4计数水平有关[7]．

EBV 是 HIV/AIDS 重要的机会性病原体，

HIV/AIDS患者由于机体免疫功能受抑制，B 细胞

内潜伏感染的 EBV再活化，导致 HIV/AIDS患者一

些特征性的机会性感染和恶性肿瘤的发生，如口腔
毛状白斑病、恶性淋巴瘤等．应用 HAART 后，

HIV感染者 EBV相关的恶性肿瘤的发生率明显降

低，口腔毛状白斑病的发病也有所减少．有研究显

示在 HAART 使用前，HIV-1 感染者比健康人群

PBMCs中 EBV基因组载量高，另外 HIV-1感染者

增加了口咽部 EBV的分泌量．免疫抑制增加了一

些癌症的发生风险，尤其是与病毒有关的恶性肿

瘤，EBV被认为在 HIV感染者的原发性中枢神经

系统非霍奇金淋巴瘤和霍奇金淋巴瘤中起主要作

用，因为大多数此类肿瘤中可检出 EBV DNA和病

毒基因[4]．EBV还是 HIV感染过程中系统性非霍奇

金淋巴瘤发生的联合因素． HAART使用和抗机会

性感染疾病的治疗明显提高了 HIV感染者的生存

率．Griffin 等 [8]发现，尽管 HAART 使用降低了

HIV 感染者唾液中 EBV 载量，但其检出率无变
化．本研究结果也显示使用 HAART 和未用

HAART的 HIV感染者唾液 EBV 检出率无显著差

异，是否与 HAART使用时间短有关尚待进一步研
究．

外周血 CD4细胞计数水平被认为是 HIV感染

后免疫抑制程度判断的重要指标， CD4细胞数降

低意味着机会性感染机率上升．本研究发现随着

HIV感染者 CD4细胞计数降低，唾液 EBV检出率

升高，这和笔者过去报道的口腔毛状白斑发生率

与 CD4细胞数水平有关相一致[2]．Ling等 [9]研究表

明接受 HAART 的 HIV 患者中血液和唾液 EBV

DNA载荷与 CD4细胞计数不相关．评价 PBMCs中

与 EBV DNA 载荷有关的 EBV特异的 T 细胞反应

而不是通过测量总的 CD4细胞数，可能更有助于

认识 HIV感染过程中 EBV相关疾病的发生机制．

Van Baarle等[10]研究提示联合感染 HIV和 EBV的个

体 HIV特异的 CD27 T细胞数量低，相反 EBV特
异的 CD27/CD8细胞数量增加．这些研究提示病毒

特异的 CD27 T细胞在控制慢性感染方面起作用．

本研究仅分析了 HIV感染者唾液 EBV检出率
及其与免疫抑制水平和 HAART的关系，未考虑口

腔损害、全身情况等因素的影响．对一些病原体

来说，量与疾病发生也有关系．因此，将在今后

的研究中观察唾液 EBV定量变化特点，预期进一

步认识该病毒与口腔疾病的关系．
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由于手术原因患者的衣物大多有潮湿污染，应

及时更换，避免患者热量随水份的蒸发而消失．护

理、诊疗操作时尽量避免过多暴露患者身体．头部

由于没有头发的保护散热较快，可戴一次性手术帽

或让家属提前准备薄软帽为患者戴上保暖．足部穿

上袜子，置 50℃的热水袋于足底．在患者使用呼

吸机期间，注意湿化温度为 32℃，这样既保证了

湿化又为患者加了温．当患者进食后，鼓励患者少

食多餐，多进食高蛋白、高维生素、低脂易消化的

食物，提供热量．

低体温是麻醉和外科围手术期常见的并发症之

一，文献报道 50% ～70%的手术患者出现低体

温 [4]．应指派责任心强、经验丰富的护士进行看

护．密切监测体温及时地报告严重的体温波动情

况，及时识别和治疗高危因素，防止发生体温异

常．当低体温出现时，通过周详细致的护理措施是

可以得到及时的纠正．
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