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常见腹泻病毒多重荧光逆转录聚合酶链反应检测方法的建立及临床应用
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摘
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要#目的
!

建立能同时检测星状病毒$轮状病毒$肠道腺病毒和诺如病毒的多重荧光逆转录聚合酶链反应!

6;25$6

"方

法'方法
!

根据上述
3

种病毒基因组保守序列设计引物和探针#建立并分析多重荧光
6;25$6

的特异性$敏感性$灵敏度*以所建

立方法对
)*!

例病毒性腹泻患者粪便标本进行检测#同时以基因测序进行验证'结果
!

所建立的腹泻病毒多重荧光
6;25$6

检

测方法对具有星状病毒$轮状病毒$肠道腺病毒$诺如病毒特异性#灵敏度可达
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例粪便标本中#星状病毒$轮状

病毒$肠道腺病毒和诺如病毒的检出率分别为
&+(&W

$

3)+,1W

$
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和
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#与基因测序比对结果相符'结论
!

成功构建

可用于常见腹泻病毒检测的多重荧光
6;25$6

检测方法#该法具有快速$灵敏$特异等优点#可用于临床病原诊断'

关键词#星状病毒科*
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腹泻是严重危害人类健康的常见病#除细菌"寄生虫外!

多种病毒可引起腹泻!如星状病毒"

4

族轮状病毒"肠道腺病

毒"诺如病毒
:%

+

:%%

等!均具有较强的离体存活力和感染性

(

("

!

(""

个即可引发感染)#人体被上述病毒感染后的临床

症状相似!主要是呕吐和腹泻.

(2&
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#腹泻病毒的常见诊断方法

有电镜观察"细胞培养"核酸杂交"酶联免疫法及聚合酶链反应
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)!但都存在着各种缺点#常

规
5$6

每次只能检测
(

种目的基因!不能短时间内完成大批

量样品多种指标检测-需要对产物进行琼脂糖凝胶电泳分析!

易造成交叉污染!导致出现假阳性结果#多重荧光逆转录
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(

BASAB/A?B=0/>B.

Q

?.M05$6
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6;25$6

)是通过在反应体系

中加入多套引物和探针!利用探针上所标记的不同波长的发光

基团进行检测!不需要对产物进行处理!避免了交叉污染!而且

具有快速"灵敏"特异"高通量等优点!弥补了常规
5$6

的

不足.

32*

/

#

$

!

材料与方法

$+$

!

病毒及标本来源
!

星状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒"诺

如病毒"肠道病毒
1(

型"柯萨奇病毒
4(!

型"人
&

型腺病毒"

人
1

型腺病毒"人冠状病毒
d$3&

"呼吸道合胞病毒
@M0

L

株"甲

型流感病毒
F(7(

"乙型流感病毒为呼吸疾病国家重点实验室

白培胜博士惠赠#

)*!

例粪便标本收集自于本院确诊的非细

菌性腹泻患者!标本收集后
)3N

内以
Q
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的磷酸盐缓冲液
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主要试剂和仪器
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病毒核酸提取试剂盒"
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;=̂ =6=

!日本)!

]7%GC6#4D&)6

台式低温

离心机(

FA??.>N

!德国)!

5;$2)""

型
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<%d2648

!美

国)!

5B./P1*""

型荧光定量
5$6

仪(

4<%

!美国)#
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方法

$+&+$

!

病毒
674

提取
!

按照病毒核酸提取试剂盒说明书进

行!测定病毒
674

浓度和纯度后分装!

g'"`

冻存备用#

$+&+%

!

引物"探针设计与合成
!

在
7$<%:A0A<=0Z

中查找并

比对星状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒"诺如病毒基因组序列!

根据
3

种病毒的基因序列保守区分别设计
3

套引物和探针!要

求引物"探针之间不形成局部配对-以
7$<%<D4#;

验证引

物"探针的特异性-引物"探针由上海英骏生物技术有限公司合

成#引物"探针序列见表
(

#

$+&+&

!

多重荧光
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检测
!

使用
d0A#?A

Q

5B.PA#>B.

Q

?

6;25$6 .̂?

进行检测#多重荧光
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反应体系
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其中上述各引物引物终浓度为
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个循环!

每次循环结束时检测荧光#
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多重荧光
6;25$6

特异性试验
!

按
(+)+&

的反应体系

检测肠道病毒
1(

型"柯萨奇病毒
4(!

型"人
&

型腺病毒"人
1

型腺病毒"人冠状病毒
d$3&

"呼吸道合胞病毒
@M0

L

株"甲型流

感病毒
F(7(

"乙型流感病毒#

表
(
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多重荧光
6;25$6

引物)探针序列

病毒名称 引物或探针 序列

星状病毒 上游引物
4/?BMS[ ;;$;4$$Y;$;::;:44:;$4$

下游引物
4/?BMS6 :$$;:;44$$44444;;:4$$4;:

探针
4/?BMS5 $

O

&2$$4;$;::7$4:;;;;$44$44$84;::2<Fe(

轮状病毒 上游引物
6M?=S[ 4;:;$$;:;4$;$$;;:;$4444

下游引物
6M?=S6 $$4:;;;::44$;$4;;;$$4

探针
6M?=S5 [4924;44;:;:$$;;$:4$44;29:<

肠道腺病毒 上游引物
C4JS[ :$4$;;44$;:;;$;;:;$:;4

下游引物
C4JS6 $$4444;4:;;;:$4444;;:;$;:;;

探针
C4JS5 FCc2$$44$;$:;;$4:;::$:$:$2<Fe(

诺如病毒 上游引物
7MBMS[ $$$4:4$44:4:;$44;:;;;4

下游引物
7MBMS6 $4:$:;$4;;$:4$:$$4;$;

探针
7MBMS5 ;AT=/BAJ2$;44:$4$4;:::4:::$:4;$:$2<Fe)

$+&+G

!

多重荧光
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敏感性试验
!

将星状病毒"轮状病

毒"肠道腺病毒"诺如病毒核酸"

3

种病毒核酸等量混合液及
3

种病毒和肠道病毒
1(

型核酸等量混合液按
(+)+&

的反应体系

分别进行荧光
6;25$6

检测#

$+&+H

!

多重荧光
6;25$6

灵敏度试验
!

以
("

倍梯度配制星

状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒"诺如病毒核酸的
("

个不同浓

度水平的稀释液!每份稀释液按
(+)+&

的反应体系重复检测

'

次#

$+&+I

!

多重荧光
6;25$6

的临床应用
!

按
(+)+&

的反应体系

对
)*!

例粪便标本离心上清进行星状病毒"轮状病毒"肠道腺

病毒"诺如病毒检测#多重荧光
6;25$6

产物序列由上海英

骏生物技术有限公司测定#

%

!

结
!!

果

%+$

!

多重荧光
6;25$6

特异性
!

对肠道病毒
1(

型"柯萨奇病

毒
4(!

型"人
&

型腺病毒"人
1

型腺病毒"人冠状病毒
d$3&

"

呼吸道合胞病毒
@M0

L

株"甲型流感病毒
F(7(

"乙型流感病毒

以所建立的方法进行核酸扩增!均未检出荧光信号#

%+%

!

多重荧光
6;25$6

敏感性
!

对各种病毒核酸或病毒核

酸混合液以所建立的方法进行核酸扩增!均只检出特异性荧光

信号!未检出非特异性荧光信号!单重反应与多重反应扩增效

率基本相当#

%+&

!

多重荧光
6;25$6

灵敏度
!

在循环阈值小于或等于
&*

时(病毒核酸稀释至原液的
("

g1

)!

3

种病毒检测均表现为阳

性!且重复性良好-在循环阈值大于
&*

时!扩增效率差异较大!

重复性较差!个别稀释标本无荧光信号#以分光光度计检测星

状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒"诺如病毒核酸原液
("

g1稀释

液中的核酸含量!分别为
"+"'

"

"+"!

"

"+"*

"

"+"!

QL

#

%+'

!

临床标本检测
!

)*!

例粪便离心上清标本中!星状病毒"

轮状病毒"肠道腺病毒"诺如病毒阳性率分别为
&+(&W

(

'

+

)*!

)"

3)+,1W

(

(("

+

)*!

)"

,+&'W

(

)3

+

)*!

)和
("+(!W

(

)!

+

)*!

)#对扩增后的目的条带进行测序!并以
7$<%<D4#;

进

行比对!星状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒和诺如病毒与已知病

毒株基因的同源性分别为
,!+(W

!

(""+"W

"

,!+&W

!

(""+"W

"

,!+*W

!

(""+"W

和
,1+"W

!

(""+"W

#

&

!

讨
!!

论

病毒性腹泻是人类常见病!以呕吐"腹泻为主要临床症状!

并有可能导致婴幼儿死亡-星状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒"

诺如病毒是引起病毒性腹泻的主要病毒类型.

!21

/

#本研究显

示!在
)*!

例非细菌性腹泻患者中!轮状病毒检出率最高

(

3)+,1W

)#轮状病毒以粪
2

口形式传播!最常见的
3

种血清型

分别为
:(

"

:)

"

:&

和
:3

!其中
:(

和
:&

在中国流行广泛!是

病毒性腹泻最常见致病因素.

'

/

#本研究中!诺如病毒检出率为

("+(!W

#诺如病毒也具有高致病性和高传染性!能引起急性

胃肠炎!临床症状与轮状病毒所致腹泻相似-通过生冷食物"贝

类等传播!人群中一旦出现感染病例!极易发展为群体性大规

模流行.

)

!

,2("

/

#星状病毒和肠道腺病毒可呈散发或爆发性

流行#

由于病毒性腹泻患者的粪便中含有致病性病毒!易导致病

毒性腹泻的爆发流行!为防止疾病的大规模流行!需要短时间

内作出准确诊断!从而阻断病原传播#电镜观察"细胞培养等

检测方法由于操作复杂!耗时长!已不能满足要求#荧光
6;2

5$6

具有高敏感性"高特异性"操作简单"耗时短"产物间无交

叉污染等优点.
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!多重荧光
6;25$6

则是常规荧光
6;25$6

的进一步改进!可一次性检测多种不同目的核酸!实现了高通

量检测#应用多重荧光
6;25$6

检测粪便标本中的腹泻病

毒!有利于有利于提高病毒的检出率#

本研究成功建立了星状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒"诺如

病毒多重荧光
6;25$6

检测方法!仅特异性扩增上述
3

种病

毒的目的核酸片段!检测结果不受其他病原的干扰-扩增片段

序列分析显示!阳性标本扩增片段与已知病毒株基因序列具有

较高的同源性!证实多重荧光
6;25$6

检测结果与测序结果

一致!表明该方法可同时检测星状病毒"轮状病毒"肠道腺病毒

和诺如病毒#

综上所述!本研究建立的多重荧光
6;25$6

方法具有简

便"快速"高效"特异"敏感等特点!有利于提高对病毒性腹泻的

诊断能力!为大规模突发性腹泻的病因诊断(下转第
(3!'
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蔽进入血液!此时
9<5

会明显增加!因此!脑脊液和血液
9<5

含量的测定!是反应神经组织细胞有无实质性损伤的一个灵敏

而可靠的指标.

,

/

#

在本研究中!脑外伤患者应急期和水肿期的血清"脑脊液

9<5

浓度高低依次为*重型"中型"轻型!且均高于对照组!差

异有统计学意义(

>

(

"+"(

)!说明血清"脑脊液
9<5

浓度与损

伤的程度有关!损伤越严重!

9<5

浓度越高#

试验组中!患者康复期血清"脑脊液
9<5

浓度均低于应

急期和水肿期!不同时期比较!差异有统计学意义(

>

(

"+"(

)!

说明血清"脑脊液
9<5

浓度随病情的康复而降低-轻型患者

血清
<95

在康复期基本降到正常水平!与对照组比较
>

%

"+"*

!差异无统计学意义!但中型和重型患者!因病情相对严

重!其血清"脑脊液
9<5

浓度仍然明显高于对照组!

>

(

"+"(

!

差异有统计学意义!说明病情越严重!康复所需的时间越长-轻

型患者康复期血清
<95

浓度虽基本降至正常!但脑脊液
<95

浓度仍高于对照组!

>

(

"+"*

!差异有统计学意义!说明不能只

凭血清
<95

浓度作为康复的惟一标准!还需结合脑脊液
<95

浓度及临床症状进行判断#

试验组患者不同时期的脑脊液
<95

浓度均高于血清!两

者比较
>

值均小于
"+"*

!差异有统计学意义!说明脑外伤后!

患者脑脊液
<95

升幅高于血清!其对于疾病的诊断更敏感-

脑挫裂伤合并血肿患者血清"脑脊液
9<5

浓度高于局限性脑

挫裂伤和硬膜外血肿!相互比较
>

值均小于
"+"(

!差异有统计

学意义!说明血清"脑脊液
9<5

水平与脑外伤受损类型有关-

脑外伤颅内出血量大于
*"PD

者的血清"脑脊液
9<>

浓度高

于出血量小于
*"PD

者!相互比较
>

值小于
"+"(

!差异有统计

学意义!说明脑外伤颅内出血量大者脑组织受损越严重!所以

血清"脑脊液
9<5

水平更高#

<87[

可促进受损神经元再生"分化及成熟!在中枢神经

系统的损伤修复中具有重要的作用#理论上!检测
<87[

可

间接预测脑外伤的预后#但
<87[

除神经细胞表达外!血小

板也表达.

("2((

/

#

<87[

试剂盒说明书上已标明*血浆中处于

0

L

+

D

水平!而血清处于
#

L

+

D

水平!相差近千倍!显然与血小

板释放
<87[

有关#因血小板内含有
<87[

!对神经细胞表达

的
<87[

检测造成很大的干扰!故而检测血清
<87[

没有临

床价值-脑外伤后!脑脊液中混有血液成分!血小板也随之混

入!且混入的比例在不同患者中差异巨大!无规律可言!严重干

扰脑脊液
<87[

检测!故而检测脑脊液
<87[

的临床意义也

不大#

CD%#4

定量检测不同于化学发光"时间分辩等方法!试剂

盒本身的质量对结果的影响很大!检测样本前必须对其进行评

估!合格后方可使用#
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