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  摘 要:目的 探讨异型淋巴细胞、EB病毒(EBV)及Toll样受体7(TLR7)联合检测在儿童传染性单核细

胞增多症(IM)中的诊断价值。方法 选择2020年1月至2021年10月来该院就诊的IM患儿119例作为IM
组,选择同期来该院体检的健康儿童50例作为对照组。比较IM 组与对照组的外周血细胞形态学检测结果、
EBV-DNA载量及TLR7

 

mRNA表达水平,比较不同EBV-DNA载量IM患儿的外周血细胞形态学检测结果、
TLR7

 

mRNA表达水平,分析外周血细胞形态学检测结果、TLR7
 

mRNA表达水平与EBV-DNA载量的相关

性,以及3项指标对IM 的诊断价值。结果 IM 组的淋巴细胞计数、异型淋巴细胞比值、EBV-DNA载量及

TLR7
 

mRNA表达水平均高于对照组(P<0.05);不同EBV-DNA载量患儿的淋巴细胞计数比较差异无统计

学意义(P>0.05),而高载量患儿的异型淋巴细胞比值及TLR7
 

mRNA表达水平高于低载量患儿(P<0.05);
淋巴细胞计数与EBV-DNA载量无明显相关性(P>0.05),异型淋巴细胞比值及TLR7

 

mRNA表达水平与

EBV-DNA载量呈正相关(P<0.05);受试者工作特征曲线分析发现,3项指标联合诊断IM 的曲线下面积为

0.952,高于单一的异型淋巴细胞比值、EBV-DNA载量及TLR7
 

mRNA的0.863、0.878、0.792。结论 异型淋巴

细胞比值、EBV-DNA载量及TLR7
 

mRNA表达水平联合检测能提高对IM的诊断效能,减少误诊的发生。
关键词:传染性单核细胞增多症; 血细胞形态学; EB病毒; Toll样受体7; 诊断价值

中图法分类号:R512.7;R446.11 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2023)01-0032-05

Diagnostic
 

value
 

of
 

heterotype
 

lymphocytes,EB
 

virus
 

and
 

TLR7
 

combined
 

detection
 

in
 

childhood
 

infectious
 

mononucleosis
LIN

 

Shan,GUO
 

Sanping,JIANG
 

Xinyi,MO
 

Hongmei△

Medical
 

Laboratory
 

Center,Shenzhen
 

Luohu
 

Hospital
 

Group,Shenzhen,Guangdong
 

518000,China
Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

heterotype
 

lymphocytes,EB
 

virus
 

(EBV)
 

and
 

Toll-like
 

receptor
 

7
 

(TLR7)
 

combined
 

detection
 

in
 

childhood
 

infectious
 

mononucleosis
 

(IM).Methods A
 

to-
tal

 

of
 

119
 

children
 

patients
 

with
 

IM
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

October
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

IM
 

group,and
 

contemporaneous
 

50
 

healthy
 

children
 

undergoing
 

physical
 

examination
 

served
 

as
 

the
 

con-
trol

 

group.The
 

morphologic
 

results
 

of
 

peripheral
 

blood
 

cells,EBV-DNA
 

load
 

and
 

TLR7
 

mRNA
 

expression
 

level
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

IM
 

group
 

and
 

control
 

group.The
 

detection
 

results
 

of
 

peripheral
 

blood
 

cell
 

morphology
 

and
 

TLR7
 

mRNA
 

expression
 

level
 

were
 

compared
 

among
 

the
 

IM
 

children
 

with
 

different
 

EBV-
DNA

 

load.The
 

correlation
 

between
 

peripheral
 

blood
 

cell
 

morphologic
 

detection
 

results,TLR7
 

mRNA
 

expres-
sion

 

level
 

and
 

EBV-DNA
 

load,and
 

their
 

diagnostic
 

value
 

for
 

IM
 

were
 

analyzed.Results The
 

lymphocytes
 

count,heterotype
 

lymphocytes
 

ratio,EBV-DNA
 

load
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

TLR7
 

mRNA
 

in
 

the
 

IM
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

count
 

of
 

lymphocytes
 

among
 

different
 

EBV-DNA
 

load
 

children
 

patients
 

(P>0.05).The
 

ratio
 

of
 

heterotype
 

lymphocytes
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

TLR7
 

mRNA
 

in
 

the
 

high-load
 

children
 

patients
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

low
 

load
 

children
 

patients
 

(P<0.05).The
 

lymphocytes
 

count
 

was
 

not
 

significantly
 

correlated
 

with
 

EBV-
DNA

 

load
 

(P>0.05),but
 

ratio
 

of
 

heterotype
 

lymphocytes
 

and
 

expression
 

level
 

of
 

TLR7
 

mRNA
 

were
 

posi-
tively

 

correlated
 

with
 

EBV-DNA
 

load
 

(P<0.05).The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

3-indicator
 

combined
 

detection
 

in
 

diagnosig
 

IM
 

was
 

0.952,which
 

was
 

greater
 

than
 

that
 

of
 

heterotype
 

lymphocytes,EBV-DNA
 

load
 

and
 

TLR7
 

mRNA
 

expression
 

level
 

alone
 

(0.863,0.878,0.792).Conclusion The
 

combined
 

detection
 

of
 

heterotype
 

lymphocytes
 

ratio,EBV-DNA
 

load
 

and
 

TLR7
 

mRNA
 

level
 

could
 

improve
 

the
 

diagnostic
 

efficiency
 

for
 

IM,and
 

reduce
 

the
 

misdiagnosis
 

occur-
rence.
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  传染性单核细胞增多症(IM)是常见急性传染病,
主要是由于EB病毒(EBV)感染造成的,儿童为高发

人群,导致发热、咽峡炎、淋巴结肿大等[1]。该病病程

具有自限性,一般预后良好,但是其临床表现变化多

样,且涉及多个系统,早期易误诊或漏诊,若治疗不及

时易导致继发其他恶性疾病或严重并发症[2]。近年

的免疫学研究显示,EBV能逃避免疫系统识别,成功

侵入B淋巴细胞,造成外周血淋巴细胞计数及形态的

改变,因此血细胞形态学检测对临床诊治IM 具有重

要意义[3]。随着生物学技术发展,EBV-DNA检测也

被用于IM 的诊断,其负荷量能够反映EBV复制水

平,具有较高的特异性[4]。Toll样受体(TLR)是一种

模式识别受体,在EBV感染早期能够识别病毒蛋白,
在机体免疫应答中发挥一定作用,TLR7还可识别单

链RNA病毒,诱导抗病毒反应或炎性反应[5]。基于

此,本研究对IM 患儿外周血细胞形态学检测结果、
TLR7

 

mRNA及EBV-DNA水平进行分析,探讨3项

指标联合检测在IM中的诊断价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2020年1月至2021年10月来

本院就诊的IM 患儿119例作为IM 组,纳入标准:
(1)符合IM诊断标准[6];(2)均为初诊病例;(3)能配

合研究。排除标准:(1)伴有恶性肿瘤患儿;(2)患有

严重血液疾病患儿;(3)伴有严重心、肺、肝功能障碍

患儿;(4)存在精神疾病患儿;(5)存在免疫缺陷患儿;
(6)发育迟缓或先天畸形患儿。选择同期来本院体检

的健康儿童50例作为对照组。两组患儿的一般资料

比较,差异均无统计学意义(P>0.05),具有可比性,
见表1。本研究经本院医学伦理委员会同意,所有研

究对象家属均知情同意。
表1  两组患儿一般资料比较(n/n或x±s)

组别 n 性别(男/女) 年龄(岁) 体质量指数(kg/cm2)

IM组 119 73/46 5.31±1.24 16.12±1.34

对照组 50 29/21 5.68±1.07 16.49±1.16

χ2/t 0.165 1.841 1.702

P 0.685 0.067 0.091

1.2 方法

1.2.1 外周血细胞形态学检测 所有受试者入院时

采集外周静脉血2
 

mL,采用EDTA-K2 抗凝,进行血

涂片,瑞氏-姬萨姆染液(珠海贝索公司)染色,待血片

自然干燥后,油镜镜检。由具备血液细胞学检测资质

的检验师进行阅片,观察血细胞形态,进行淋巴细胞

计数,并在显微镜下计数100个白细胞,得到异型淋

巴细胞比值。阳性标准:异型淋巴细胞比值>10%。

1.2.2 外周血EBV-DNA载量检测 所有受试者入

院时采集外周静脉血2
 

mL,置于EDTA-K2 抗凝管

中,采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)仪检测EBV-
DNA载量。PCR扩增条件:50

 

℃静止2
 

min,1个循

环(进行UNG酶反应);94
 

℃预变性5
 

min,1个循环

(进行 Tap酶活化);再94
 

℃变性15
 

s,57
 

℃变性

31
 

s,共10个循环,最后94
 

℃变性30
 

s;55
 

℃变性

45
 

s,共30个循环。按照试剂盒说明书,以≥1×103
 

copy/mL为阳性。
1.2.3 TLR7

 

mRNA检测 所有受试者入院时采集

外周静脉全血2
 

mL,常规抗凝后,将外周血单个核细

胞(PBMC)进 行 分 离 备 用。采 用 RT-qPCR 进 行

TLR7
 

mRNA 检 测。采 用 Trizol试 剂 盒 提 取 总

RNA,并反转录为cDNA。RT-qPCR 引物序列:正
向,5'-ATTGTGAAGTCCAGACTCTTTGTC-3';反
向,5'-CCTGCTGCCAGTGGCTGACCAGT-3'。 体

系为20.0
 

μL:10.0
 

μL
 

TaqⅡ
 

qPCR,0.4
 

μL
 

10
 

μmol/L
 

PCR上游引物,0.4
 

μL
 

10
 

μmol/L
 

PCR下游

引物,2.0
 

μL
 

cDNA 模板和7.2
 

μL去酶水。RT-
qPCR反应条件:95

 

℃预变性30
 

s,95
 

℃变性20
 

s,
52

 

℃退 火10
 

s,72
 

℃延 伸2
 

min,共36个 循 环。
TLR7

 

mRNA表达水平以2-ΔΔCt方法计算。
1.3 观察指标 (1)收集所有受试者的一般资料;
(2)比较IM组与对照组的外周血细胞形态学检测结

果、TLR7
 

mRNA表达水平及EBV-DNA载量;(3)比
较IM组中不同EBV-DNA载量患儿的外周血细胞形

态学检测结果及TLR7
 

mRNA表达水平;(4)分析外

周血细胞形态学检测结果、TLR7
 

mRNA表达水平与

EBV-DNA载量的相关性;(5)分析异型淋巴细胞比值、
TLR7

 

mRNA表达水平及EBV-DNA载量对IM的诊

断价值。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行统

计分析。计量资料以x±s表示,组间比较采用t检

验;计数资料以百分率或例数表示,组间比较采用χ2

检验;外周血细胞形态学检测结果、TLR7
 

mRNA表

达水平与EBV-DNA载量的相关性采用Pearson相

关进行分析;异型淋巴细胞比值、TLR7
 

mRNA表达

水平及EBV-DNA载量对IM的诊断价值采用受试者

工作特征(ROC)曲线进行分析。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组外周血细胞形态学检测结果、EBV-DNA
载量及TLR7

 

mRNA表达水平比较 IM 组的淋巴

细胞计数、异型淋巴细胞比值、EBV-DNA 载 量 及

TLR7
 

mRNA表达水平均高于对照组,差异有统计学

意义(P<0.05),见表2。
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表2  两组外周血细胞形态学检测结果、EBV-DNA载量及TLR7
 

mRNA表达水平比较(x±s)

组别 n
外周血细胞形态学检测

淋巴细胞计数(×109/L) 异型淋巴细胞比值(%)

EBV-DNA裁量

(×103
 

copy/mL)
TLR7

 

mRNA

IM组 119 3.85±1.03 12.67±2.18 7.63±2.05 2.73±0.80

对照组 50 2.21±0.84 1.01±0.29 0.65±0.20 1.15±0.31

t 9.949 37.617 23.987 13.526

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

2.2 IM 组中不同EBV-DNA载量患儿的外周血细

胞形态学检测结果及TLR7
 

mRNA表达水平比较 
以IM组患儿的EBV-DNA中位水平7.18×103

 

cop-
y/mL为界值,将≥7.18×103

 

copy/mL的患儿纳入

高载量组(60例),<7.18×103
 

copy/mL的患儿纳入

低载量组(59例)。两组淋巴细胞计数比较,差异无统

计学意义(P>0.05),高载量组的异型淋巴细胞比值

及TLR7
 

mRNA表达水平高于对照组,差异有统计

学意义(P<0.05),见表3。
表3  IM组中不同EBV-DNA载量患儿的外周血细胞

形态学检测结果及TLR7
 

mRNA表达水平比较(x±s)

组别 n

外周血细胞形态学检测

淋巴细胞计数

(×109/L)

异型淋巴细胞比值

(%)

TLR7
 

mRNA

高载量组 60 3.96±1.07 14.28±2.51 3.17±0.86

低载量组 59 3.74±0.95 11.03±1.98 2.28±0.65

t 1.185 7.834 6.361

P 0.238 <0.001 <0.001

2.3 外周血细胞形态学检测结果、TLR7
 

mRNA表

达水平与EBV-DNA载量的相关性 淋巴细胞计数

与EBV-DNA载量无明显相关性(P>0.05),异型淋

巴细胞比值及TLR7
 

mRNA表达水平与EBV-DNA
载量呈正相关(P<0.05),见表4。
2.4 异型淋巴细胞比值、EBV-DNA载量及 TLR7

 

mRNA对IM的诊断价值 ROC曲线分析发现,3项

指标联合诊断IM 的曲线下面积(AUC)为0.952,高
于单 一 的 异 型 淋 巴 细 胞 比 值、EBV-DNA 载 量 及

TLR7
 

mRNA的AUC(0.863、0.878、0.792),见图1、
表5。

表4  外周血细胞形态学检测结果、TLR7
 

mRNA
   表达水平与EBV-DNA载量的相关性

项目
EBV-DNA载量

r P

淋巴细胞计数 0.132  0.114

异型淋巴细胞比值 0.603 <0.001

TLR7
 

mRNA 0.615 <0.001

图1  异型淋巴细胞比值、EBV-DNA载量及TLR7
 

mRNA
诊断IM的ROC曲线

 

表5  异型淋巴细胞比值、EBV-DNA载量及TLR7
 

mRNA诊断IM的效能分析

项目 AUC P cut-off值 灵敏度(%) 特异度(%) 95%CI

异型淋巴细胞比值 0.863# <0.001 10.71% 79.83 86.00 0.784~0.941

EBV-DNA载量 0.878# <0.001 1.11×103
 

copy/mL 92.44 82.00 0.806~0.949

TLR7
 

mRNA 0.792# <0.001 1.51 84.87 78.00 0.712~0.873

3项指标联合 0.952 <0.001 - 86.55 94.00 0.909~0.994

  注:与3项指标联合检测比较,#P<0.05;-表示无数据。

3 讨  论

IM是由EBV感染引起的急性增生性传染病,传
播途径为唾液及血液。EBV感染可引起全身性免疫

异常,累及多个器官,同时还能逃避机体的免疫反应,
在人体淋巴组织中潜伏,使患者长期携带病毒[7-8]。
研究表明我国IM多见于儿童,小于12岁儿童的发病

率可达60%,多数患儿起病时症状轻微,无特异性临

床表现,在临床诊断中极易出现漏诊或误诊情况,而
治疗不及时可能引起其他严重并发症,进而威胁患儿

生命,因此早期的准确诊断十分关键[9]。而目前的诊

断方式仍是以实验室检查为主,但每种检查方法都有

方法学的限制,联合检查是如今临床对疾病进行诊断
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的发展趋势。
研究表明当EBV入侵人体时,B淋巴细胞受体

会与其结合,随后病毒增殖、复制,进一步激活抑制性

T淋巴细胞的增殖、自身转化,由于细胞毒性效应,使
异常增殖的T淋巴细胞发生形态学的改变,形成异型

淋巴细胞,该类细胞一般分为幼稚型、不规则型、空泡

型3种形态[10-11]。外周血细胞形态学检测具有临床

实用性,有报道指出EBV感染患儿外周血异型淋巴

细胞计数明显升高[12]。本研究中,IM 组的淋巴细胞

计数、异型淋巴细胞比值均高于对照组,这与前人研

究具有一致性[12]。研究表明,异型淋巴细胞普遍出现

在IM发病后3
 

d,于第1周渐渐加多,其比值能够达

10%,在第2~3周最多可达40%,因此外周血细胞形

态学检测有利于IM 早期诊断[13]。还有研究认为异

型淋巴细胞在其他疾病,如腺病毒、肝炎病毒、巨细胞

病毒等导致的感染性疾病中也存在增多现象,因此还

需联合其他手段辅助IM的诊断[14]。
近年 来 RT-qPCR 检 测 EBV-DNA 成 为 检 测

EBV感染的重要手段,该方式能够有效扩增,并对每

个循环中的PCR产物进行实时监测,可以将病毒的

拷贝数准确检测出来,并能反映EBV感染,具有较高

的特异性及准确性,且重复性好、操作简便[15]。黄

璐[16]研究表明EBV-DNA载量在诊断IM 中具有较

高临床应用价值。本研究中,IM 组的EBV-DNA载

量高于对照组,提示IM患儿感染后,EBV-DNA水平

显著升高。研究表明,对于临床症状不典型、血清学

不能诊断的疑似IM 患儿进行EBV-DNA检测,能够

对发热初期的IM 患儿早期诊断,避免抗菌药物的滥

用及并发症的发生[17]。同时本研究发现,高载量组的

异型淋巴细胞比值高于低载量组,异型淋巴细胞比值

与EBV-DNA载量呈正相关,这提示患儿体内EBV-
DNA载量与异型淋巴细胞比值有关。研究表明,

EBV-DNA载量与IM 患儿病情严重程度有关,其水

平能够反映病毒复制能力及患儿免疫清除能力,病毒

载量越高,患儿病情越严重,机体免疫功能越差,异型

淋巴细胞比值也显著升高[18]。
研究表明EBV 感染与患儿免疫功能有很大关

系,而TLR7在固有免疫和适应性免疫中起着重要的

桥梁作用[19]。IM 组TLR7
 

mRNA表达水平高于对

照组,高载量组的 TLR7
 

mRNA表达水平高于低载

量组,提示 EBV 感染能升高 TLR7
 

mRNA 表达水

平。研究表明髓样树突状细胞可通过 TLR7识别

EBV衍生的单链RNA,然后募集下游信号、分子,刺
激初始T淋巴细胞分化成特异性的细胞毒性T淋巴

细胞、调 节 性 T 淋 巴 细 胞 等,从 而 发 挥 抗 病 毒 作

用[20]。本研究ROC曲线分析发现,异型淋巴细胞比

值、EBV-DNA载量及TLRI
 

mRNA联合诊断IM 时

的AUC为0.952,高于单一的异型淋巴细胞比值、

EBV-DNA载量及 TLR7
 

mRNA 的0.863、0.878、

0.792,提示3项指标联合诊断IM的效能更佳。吴菲

等[21]研究表明EBV衣壳蛋白(EBV-CA)IgM 抗体、

EBV-DNA及外周血异型淋巴细胞比值联合检测诊

断儿童IM能显著提高特异度,有助于降低误诊率,这
与本研究结果类似。当然本研究也存在一些不足,本
研究为回顾性研究,研究对象的选择容易产生误差和

偏倚,且本研究样本量较少,今后将联合多中心,扩大

样本量,进行前瞻性研究。
综上所述,IM患儿的淋巴细胞计数、异型淋巴细

胞比值、EBV-DNA载量及TLR7
 

mRNA表达水平均

高于健康儿童,异型淋巴细胞比值、TLR7
 

mRNA表

达水平均与EBV-DNA载量有一定关系,3项指标联

合检测能提高诊断IM的效能。
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