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人类粪
3

口途径传播的病原体主要是病原菌和一些病毒#

如志贺菌(沙门菌(大肠杆菌
]!%+

(霍乱弧菌(弯曲杆菌(小肠

结肠炎耶尔森菌(金黄色葡萄球菌(甲肝病毒(戊肝病毒(轮状

病毒(诺如病毒(星状病毒等#它们会引起肠道疾病等+人体携

带这些病原体#是严重危害公众健康的重大问题#也是造成食

品和水体污染的间接因素+每年我国发生由病原菌引起的食

物中毒事件占食物中毒事件总数的
#(,

"

4(,

#中毒人数占

食物中毒总人数的
-(,

"

4(,

#人们的身体健康受到严重危

害)

!

*

+目前病毒性肝炎被世界卫生组织%

ZP]

'列为全球第
4

大引起死亡的疾病#在我国#病毒性肝炎发病数位居法定管理

传染病的第一位)

"

*

+甲型和戊型肝炎病毒#主要通过粪
3

口途

径传播#病毒随粪便排出体外#通过污染水源(食物(食具等传

播途径造成散发性流行或大流行+针对粪
3

口途径传播的病原

体的快速检测是预防和控制突发性肠道疾病关键措施#而目前

对病原体检测主要依靠病原体分离法(免疫方法和核酸扩增及

其衍生技术方法#虽然病原体分离是金标准#但操作繁琐费时&

免疫方法敏感性高(操作简单和快速#但易受到其他物质干扰

和抗体特异性差异的影响#从而会导致误诊或漏诊&

N0[

及其

衍生技术方法检测快速(敏感性高和特异性强#已经广泛应用

于一些病原体的检测#但由于需要特殊仪器设备且操作复杂#

导致其不容易在基层单位实验室推广应用于病原体检测+

随着分子生物学技术不断发展#不断产生新的核酸扩增技

术+近年来#一种新的恒温核酸扩增技术#环介导等温扩增技

术%

19)N

'已被开发应用#该技术操作简单(特异性强(灵敏度

高(耐受性强#已在病原体快速检测中得到广泛应用)

#3!$

*

#有望

解决突发性肠道疾病的相关病原体的快速检测的基层应用难

题+结合本单位正在开展的
19)N

技术检测甲型肝炎病毒和

戊型肝炎病毒等病原体的相关研究#对
19)N

技术进行介绍

和其高通量检测
!"

种常见肠道病原体的可行性分析+

A

!

19)N

技术简介

A&A

!

19)N

技术原理
!

19)N

技术是
"(((

年
U:A:@6

等)

!%

*

人发明的恒温核酸扩增方法+原理是根据序列保守区域设计

的一对外引物和一对内引物特异性识别目标序列上的
-

个相

应区域#在
X7A

聚合酶的作用下进行自循环链置换反应#在

-(

"

-%f

恒温内#

-(@68

内大量扩增目标
2U9

片段#可达到

!(

4

C:

K

6?7

以上#同时伴随副产物白色焦磷酸镁沉淀的产生+

目前#

19)N

技术已经发展为普通
19)N

(

[.319)N

(实时浊

度定量
19)N

等+

A&B

!

19)N

技术引物设计
!

19)N

扩增引物包含
\#

(

X#

(

\RN

和
XRN

引物#能结合目的序列
-

个不同区域+上游外部引

物
\#

与目的序列
\#C

区域互补#下游外部引物
X#

与目的序

列
X#C

区域互补+上游内部引物
\RN

#由
\"

序列和
\!C

序列#

中间有
....

连接组成#

\"

序列与目的序列
#O

端的
\"C

区域

互补#

\!C

序列与目的序列
%O

端的
\<C

区域序列相同+下游内

部引物
XRN

#由
X"

序列和
X!C

序列#中间有
....

连接组成#

X"

序列与目的序列
#O

端的
X"C

区域互补#

X!C

区域与目的序

列
%O

端的
X<C

区域序列相同+引物设计示意图如图
!

+

1::

K

引物%

1::

K

\

#

1::

K

X

'是有助于提高灵敏度#缩短反应时间的

引物)

!-

*

+

19)N

技术的关键就是引物的设计+应用在线

19)N

引物设计软件
NE6@?EV̀

K

<:E?ET$

%

HAA

K

!""

K

E6@?E?̀3

K

<:E?E&

5K

"

?

'设计引物序列#结合
2U97A;E

的
)?

I

9<6

I

8

和

]<6

I

-&(

对引物分析#避免引物二聚体等产生#再将设计好的引

物#在
/?8?X;8G

中进行比对#进一步验证引物的特异性+

19)N

引物设计一般选取一段长约
!#(

"

#((B

K

的保守序列

作为靶序列+一般引物间距要求!

\"

的
%O

端到
X"

的
%O

端的距

离#最好控制在
!"(

"

!'(B

K

&

\"

的前端和
\#

引物之间以及

X"

的前端与
X#

引物之间的距离应该在
(

"

"(B

K

&

\"

与
\!

距

离和
X"

与
X!

距离保持在
$(

"

-(B

K

+引物的
.@

值要求!

.@

主要由模板的
/0

含量决定#通常
.@

值为
-(

"

-% f

#富含

9.

区域
.@

值为
%%

"

-(f

#同时引物
.@

值应该满足
\"

%

-(f

#

X"

$

-%f

#

\#

和
X#

$

\"

和
X"

$

\!

和
X!

+

/0

含量约

$(,

"

-%,

#以
%(,

"

-(,

为最佳#太高或太低都会影响结合

效率+避免形成发卡结构#

#O

端不应存在富
9.

区#不能与其

他引物互补+

\"

(

\#

(

X"

(

X#

的
#O

端稳定性很重要#

\!0

和
X!C

的
%O

端扩增以后相当于
\!

和
X!

的
#O

端#其稳定性同样很重

要#它们的
#O

端或
%O

端自由能改变值要求一般小于或等
^$

GC;<

"

@:1

+

A&C

!

19)N

反应体系及扩增结果鉴别方法
!

19)N

反应体

系包含了模板
2U9

(

DU.N

(

X7A2U9

聚合酶甜菜碱(缓冲液(

引物(

)

I

"i 和
DDP

"

]

+通常用
"%
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反应体系!模板
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#补
DDP

"
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至
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.

1

#

混合后在
-(

"

-%f

保温
!%

"

-(@68

#然后
'(f

以上加热
"

@68

让
X7A2U9

聚合酶热失活#反应终止#或者冰浴终止反

应+

[.319)N

反应体系%

"%

.

1

'!

[U9

模板
#
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#

9)T

反转录

酶%

"((c

"

.

1

'

(&%

.

1

#

X7A2U9N:<

=
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'c

"

.
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!

.
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#

补
DDP
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]

至
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+产物鉴别方法有琼脂糖电泳#观察梯度

条带&在扩增产物中加入
*_X[/E??8

+

#反应结果变成绿色说

明有扩增产物生成#没有变色说明无扩增产物生成#注意#在起

始反应液中加
*_X[/E??8

+

#会影响到扩增效率&在反应体

系中加入
PUX

#反应结果变蓝色说明有扩增产物#紫色说明无

扩增产物&在反应体系中加入一种发荧光的螯合剂%钙黄绿

素'#根据有无绿色荧光#肉眼判断扩增结果&通过对
19)N

扩

增副产物焦磷酸镁白色沉淀是否形成来判断有无扩增#根据反

应产生的焦磷酸镁白色沉淀形成浊度已经开发出一种实时浊

度检测仪#可以用于定量分析+加
PUX

(钙黄绿素和观察浊度

方法判断都可以避免开盖子检测+

图
!

!!

19)N

引物设计示意图

B

!!

高通量
19)N

技术检测常见肠道病原体的可行性

沙门菌通过标记
68Q9

基因)

%

*

#已经成功鉴别#而且荣研生

物科技%中国'有限公司已经推出专门检测沙门菌环介导等温

扩增法试剂盒+通过
19)N

或
[.319)N

扩增志贺菌
6

K

;P

基因)

!+

*

#弯曲杆菌旋转酶基因%

I=

E9

'

)

+

*

#大肠杆菌
]!%+

!

P+

菌
EJBV

基因)

#

*

#霍乱弧菌溶血素基因%

H<

=

9

'

)

$

*

#小肠结肠炎耶

尔森菌
96<

基因)

!'

*

#金黄色葡萄球菌
@MC

基因)

!4

*

#轮状病毒

TN+

基因)

"(

*

#

*

型诺如病毒
[U9

聚合酶基因)

-

*

#星状病毒

P97AT3"

基因)

"!

*

#已经成功达到鉴别目的+目前关于甲肝病

毒(戊肝病毒有关
[.319)N

技术检测报道还没有#但关于甲

肝病毒(戊肝病毒分子检测报道有很多#如
[.3N0[

)

""3"#

*

(荧光

定量
[.3N0[

)

"$3"%

*

+对甲肝病毒基因组和报道的
N0[

技术扩

增片段分析得知
TN!

"

TN#

衣壳蛋白基因的连接区和编码

[U9

依赖的
[U9

聚合酶%

[D[N

'的
#2

非结构蛋白基因#它

们都具有高度特异性+对戊肝病毒基因组分析得知除
][\!

的
!%((

"

#(((

碱基有变异外#其他部分特异性和保守性较

强#尤其
][\"

序列占全部
/?8?X;8G

序列一半以上#

][\!%O

端的甲基转移酶区和
][\!#O

端的
[U9

依赖的
[U9

聚合酶

区%

[D[N

'也比较多+选取甲肝病毒和戊肝病毒特异性保守基

因#经
NE6@?EV̀

K

<:E?ET$

软件设计出多套用于
19)N

扩增

的引物#经
NE6@?E%&(

和
]<6

I

-&(

综合分析选出几对基本符合

19)N

引物设计要求的引物#将设计好的引物#在
/?8?X;8G

中进行比对#保证其特异性+这些引物已经进行初步群体扩增

试验筛选#已经初步筛选出
"

组较为理想的引物组#后期将进

一步对反应体系优化以及对引物调整和修饰#筛选出最理想引

物组和反应体系#最后用荧光定量
[.3N0[

(测序和酶联方法

对其敏感性和特异性进行评估+在同一个水浴锅或者其他恒

温控制设备中实现
!"

种病原体高通量
19)N

扩增检测#就必

须考虑到不同病原体
19)N

引物组的
.@

值要相近#以便在

相同温度下得到高效率扩增+这
!"

种病原体的引物的
.@

通

过
U?;E?7AU?6

I

H:E

法计算发现基本相近#根据文献报道和初

步试验发现
!"

种病原体的标记序列在
-!

"

-%f

都可以有效

扩增#建议选择
-#f

进行高通量扩增+在防止污染方面!采用

在起始反应体系中加入
PUX

或钙黄绿素#避免开盖子检测&

为进一步防止气溶胶#在反应液表面滴加矿物油封住液面&为

避免上一次扩增产物的污染#可以用
Dc.N

替代
D9.N

#加

c/U

酶处理反应液后#再进行扩增反应+

C

!

小结与展望

19)N

技术特点!%

!

'高效性#在恒温条件下#

!%

"

-(@68

即可完成扩增反应+%

"

'灵敏性高#比常规
N0[

高出
!

"

"

个

数量级#能满足低拷贝数样品的检测#扩增产物靶序列可达到

!(

4 以上拷贝+%

#

'特异性非常高#

$

条特异性引物与目的序列

-

个区域中任何区域不匹配都不能进行核酸扩增+%

$

'操作简

单#肉眼直接就可以观察到扩增结果+%

%

'耐受性较高#主要

因为
X7A2U9

聚合酶的耐受性很好#再加上反应缓冲液中的

甜菜碱的作用#使
19)N

耐受性高于常规
N0[

很多#因此样

本中一些异物对
19)N

反应影响较小#扩增时不需要对样本

进行纯化)

!"

*

+%

-

'不需特殊仪器设备#一台恒温水浴锅或者其

他恒温控制设备即可#适合大规模筛查(现场诊断和基层单位

实验室病原体或疾病检测+但也存在缺点!%

!

'扩增产物容易

产生气溶胶污染#会造成假阳性+目前已经采用加
PUX

(钙黄

绿素和观察浊度等方法避免开盖子检测产生气溶胶污染#在反

应液上加封闭液进一步防止气溶胶扩散出来污染实验室#采用

Dc.N

替代
D9.N

#加
c/U

酶处理反应液后#再进行扩增反

应#防止上一次扩增产物的污染+%

"

'引物设计要求比较高#有

些基因序列可能不适合使用环介导等温扩增方法+

随着
19)N
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