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Ĉ330

#

0%!2E=G

'

!检验技术与方法!

不同方法检测流感病毒的敏感性
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要"目的
!

对比两种方法检测甲型
\0O0

流感病毒的敏感性$方法
!

分别利用
]<+[(]

与实时荧光
]<+[(]

方法对不

同稀释度的流感咽拭子标本进行扩增!比较两种方法的敏感性$结果
!

]<+[(]

只能对稀释
0##

倍以下的流感标本扩增出条带!

而实时荧光
]<+[(]

对稀释
0###

倍的标本仍能出现扩增曲线$结论
!

实时荧光
]<+[(]

方法比
]<+[(]

方法敏感性高
0#

倍$

关键词"流感病毒
;

型!

\0O0

亚型&

!

聚合酶链反应&

!

敏感性和特异性

!"#

!

0#2$3!3

"

4

2566720!8$+90$#2%#0020:2#$0

文献标识码"

;

文章编号"

0!8$+90$#

"

%#00

#

0:+%00%+#0

!!

随着现代生物技术的发展#分子生物学技术已被大量应用

于甲型
\0O0

流感病毒的快速诊断*

0

+

'目前#实验室诊断流

感的方法很多*

%

+

#主要以
]<+[(]

与实时荧光
]<+[(]

为主'

但两者的敏感性高低不仅取决于所采用的方法#而且结果分析

所使用的精密仪器也很重要'本研究从实验方法到检测结果

所得到的数据及曲线图谱系统地分析了两种方法的敏感性'

对于样本中病毒含量极低的标本#可以参考本研究#选择敏感

性相对较高的方法进行检测*
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资料与方法
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一般资料
!

由各哨点医院送检的疑似流感咽拭子标本'
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仪器
!

[<(+%##[(]

仪&

dR;XECH

全自动毛细管电泳仪&
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II

C7@=JD"9%9

型微型离心机&
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试剂
!

]O;

提取试剂盒$

dR;-WO]OCK6

A

T575 5̀>

%#

一步法
]<+[(]

试剂盒$

dR;-WOP7C6>C

I

]<+[(] 5̀>

%购

自
dR;-WO

公司&

$

+

巯基乙醇#

8#1

乙醇购自上海生工公司&

]OK6C

抑制剂$

]OK657]5M=7?EHCK6CR7B5M5>=J

%购自北京天根

公司&甲型
\0O0

流感病毒
]O;

检测试剂盒购自北京金豪制

药有限公司'
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方法
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方法
!

甲型
\0O0

阳性标本按照
0#

倍系列

稀释#共稀释
$

个梯度#分别以不同稀释度的标本为模板进行

扩增'将提取的
]O;

稀释
0##

倍测定
P̂

%!#

值#计算其
]O;

浓度$

7

N

"

"

Q

%

hP̂

%!#

/

稀释倍数
/9#

#实验中测得
P̂

%!#

h

#2#0#9

#则原液浓度为
902!7
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#其他稀释度依次类推'反

应体系及程序见表
0

和表
%

'

表
0
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反应体系

项目 体积$

"

Q

%

去
]O;

酶水
"2:/7

"/]<+[(]

缓冲液
"/7

"/d+6=H?>5=7 "/7

酶反应液
0/7

0#GT@O<[

混合液
0/7

]OK6C

抑制剂
#2%/7

上(下游引物
%/7

]O;

模板
"/7

总体系
%"/7
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实时荧光
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!

以上述中的各稀释度标本为模板

进行实时荧光
[(]

'按照样本数量配置荧光
[(]

反应液#其

中每份均使用
9

种反应液'扩增程序!逆转录及变性!

"#f$#

G57

#

3"f$G57

&预扩增!

3"f0"6

#

"#f$#6

#

8%f G57

#共

"

个循环&扩增及荧光收集!

3"f0#6

#

""f9#6

#共
9#

个循

环#在
""f

收集
);T

荧光信号'见表
$

'

表
%
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反应程序

步骤 反应程序 时间$

G57

% 温度$

f

%

0

反转录
0#

"

$# 9%

"

"#

% [(]

预变性
0" 3"

$

变性
#2" 39

9

退火
#2" "#

"

延伸
0 8%

! [(]

扩增!

$"

个循环从步骤
$

(

"

8

最终延伸
8 8%

表
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实时荧光体系配置

项目 体积$

"

Q

%

9

种
\0O0

反应液
032#

Ô;

聚合酶
02#

逆转录酶
#2$"

?
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结
!!

果
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实时荧光
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检测
!

以
<A

值
$8

为临界值#结果显

示
$

个稀释度均出现扩增曲线#且
<A

值均小于
$#

#表明对于

样本量较低的标本#该方法仍能检测出'见图
0

'

图
0
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依次稀释
0#

倍的扩增曲线

?2?
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!

]O;

稀释度降至
0###

倍时#已无法看到目

标条带#而且实验中采用的是全自动毛细管电泳仪分析结果#

该仪器的分辨率比琼脂糖电泳更高'由此可见#普通
]<+[(]

比实时荧光
[(]

至少低
0#

倍#见图
%
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求相关'而且#对于许多项目可获得生物学变异分量的数据#

且在容易获得的文献中有大量的汇编'最近的出版物使得这

些数据很容易获得'另外#这些估计值好像普遍地独立于研究

场所(研究对象的数量(研究的时间(分析方法(研究对象的年

龄或者其是否处于健康状态#或虽有慢性疾病但是处于稳定状

态#因此可以无所不在地使用已发表的数据'

B

!

质量规范的传播

关于质量规范的产生和应用已做了大量的工作#它们的传

播主要是通过发表的论文(读者来信(综述(书籍中章节和会议

论文集'然而#应该鼓励正确地应用规范'与新的方法(试剂

盒或分析系统评价有关的文章作者并没有使用客观的质量规

范作为可接受性的准则#杂志编辑和审稿人应该鼓励作者使用

这些客观的规范&另外#杂志在给作者的须知中就应包括这些

内容'工业上不仅要使用客观的规范来识别急需在方法上和

系统的发展上需要改进的那些项目#而且它们能帮助传播质量

规范的有关资料#即在它们的标识上文件记录这些资料#就像

当前介绍的性能特征和参考值一样'能力验证$

[<

%计划和室

间质量评价计划$

Wd;,

%的组织者在鼓励使用客观质量规范

上扮演着重要的角色#即通过使用这些质量规范作为固定限来

评估实验室的性能和通过使用这些准则强调可接受的和不可

接受的方法'希望通过这些努力鼓励对于实验室程序的性能

特征更多的使用基于生物学变异的质量规范'
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依次稀释
0#

倍的扩增条带

@

!

讨
!!

论

近年来#随着分子生物学技术的发展#实时荧光
]<+[(]

技术为快速检测各种病毒提供了强有力的技术支持'同时实

时荧光
]<+[(]

检测方法与普通的
]<+[(]

检测方法相比#

具有独特的优势!$

0

%扩增反应和结果分析是在完全封闭的反

应管内进行的#能有效防止扩增产物在空气中的扩散'发生交

叉污染的概率更小#确保了检测结果的准确'$

%

%试剂和标本

核酸是在
[(]

扩增仪上进行扩增和分析#扩增效率高#又无需

进行琼脂糖电泳#因此实验人员不需要接触到溴化乙锭等致癌

物#有效地保障了实验人员的身体健康并且节省了电泳的时

间'$

$

%结果不需要用紫外灯进行观测#可直接通过电脑软件

收集荧光信号并及时在电脑上显示扩增曲线#具有结果直观(

重复性好(特异性和敏感性强(操作简易等优点*

9

+

'

通常实验室对流感标本的核酸检测多会选择普通
]<+

[(]

方法#但在暴发疫情时#本组建议还是选择实时荧光
]<+

[(]

#因为通过本实验证明#实时荧光
]<+[(]

敏感性更高#这

样在检测时就不会因为浓度低而不能被检测到的标本*

"

+

'

本实验中#对原液浓度为
902!7

N

"

"

Q

的
]O;

标本分别

稀释了
0#

(

0##

(

0###

倍#即稀释
0###

倍时#

]O;

浓度仅为

#2#90!7

N

"

"

Q

#相当于
902!

IN

"

"

Q

#此时#实时荧光
]<+[(]

仍能看到扩增曲线#而普通
]<+[(]

则在
]O;

浓度为
902!

IN

"

"

Q

时就不能检测出条带了'经实验表明该方法具有良好

的特异性和重复性#敏感度与
]O;

浓度有极大的相关性'本

研究可对流感核酸检测工作提供良好的技术支持'

综上所述#实时荧光
]<+[(]

法检测具有敏感性和特异

性高(定性准确(重复性好等特点#有助于动态反映病毒复制和

突变情况#预测抗病毒治疗效果#是了解病情严重程度(病情转

归及预后的有效手段之一*
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