
至少应包括最低检测限和精密度'

L
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其他需要注意的问题

如果申报产品同时适用于几种机型#应提交采用所有适用

机型进行的全项目分析性能研究资料'如果申报产品包括多

种包装规格#申请人应说明不同包装规格的性能是否存在差

异#如存在差异#应提交不同包装规格的全项目分析性能评估

资料'

企业参考品在产品的设计开发*性能验证和生产质控等方

面具有重要的作用'在产品设计研发的初期#申请人采用已上

市同类产品或其他合理方法制备企业内部参考品#然后采用企

业内部参考品选择申报产品适用的主要原材料%在产品成型之

后#申请人采用企业参考品对申报产品的分析性能进行验证%

在每批产品出厂时#申请人采用企业参考品对生产的每批产品

进行质量控制'分析性能评估资料对产品设计开发的结果进

行验证#主要考察申报产品的最低检测限*精密度*特异性等技

术指标'鉴于该两部分资料在注册申报中的重要性#希望申请

人在法规框架下#依托企业自身的研发平台和研发习惯#科学

合理地制备企业参考品*进行产品性能评价'
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:

)

抑制剂

芒果苷处理后#

2a8

:

)

和
T(Z*

"

%

的磷酸化水平明显降低#血

清*胸腺和脾脏中
I2a8

'

*

,98*

$

*

,98G

量也相应减少'进一步

研究表明#

2a8

:

)

和
T(Z*

"

%

信号通路的活化分别是上游

,ZZ

和
(KM

激酶的磷酸化实现的(

F

)

'

9D

等(

*0

)研究发现#在

$,3

大鼠模型中#

I2a8

'

通过诱导
,ZZ

*

,

:

)

'

*

,

:

$

发生磷酸化

从而激活
2a8

:

)

$

#.0

"

#G.

&#后者活化后经转位进入细胞核促

进
,98*

$

*

,98G

*

,98'

等促炎性细胞因子的表达'此外还发现#

用
I2a8

'

刺激
(3

滑膜成维细胞$

(3"a

&时
#,&Z

"

3b?

表达也

增高#相反#用
#,&Z

抑制剂$

9d%F/00%

&处理
(3"a

后#

3b?

*

,ZZ

*

#G.

的表达均降低'因此#

I2a8

'

可能通过调控
#,&Z

"

3b?

通路激活
2a8

:

)

#而介导大量炎性细胞因子产生并发挥炎

性效应#导致
(3

滑膜增生*血管生成*软骨破坏和骨的侵蚀'

E+F

!

(3

中
2a8

:

)

对基质金属蛋白酶$

VV#

&的调控作用
!

VV#

是一类锌离子依赖的蛋白水解酶#主要负责组织重塑与

细胞外基质$

T$V

&的降解#在
(3

软骨和骨破坏中起重要作

用'基质的降解还为
a9"

的侵袭*病理性血管的生成*炎性反

应的扩散等提供条件'其中
VV#8&

*

VV#8F

在
(3

患者外周

血和关节滑液中均有表达#可对关节的结构和功能造成不可逆

性损伤#因此备受人们的关注(

**

)

'

a9"

的迁移和侵袭在
(3

发病中起关键作用#

VV#8F

能够降解细胞外基质为
a9"

的迁

移和侵袭提供足够空间#导致关节炎性反应的扩散并累及其他

关节'

9D

等(

*%

)研究发现#用
,98*

$

*

I2a8

'

刺激
a9"

后可引起

2a8

:

)

抑制蛋白
,

:

)

磷酸化后被泛素蛋白酶降解#活化的
2a8

:

)

转位进入胞核与
VV#8F

基因启动子序列结合促进其转录#

VV#8F

的大量产生可为
a9"

的迁移与侵袭提供了有利条件'

进一步研究表明#

(3

的
a9"

中
VV#8F

不仅受
2a8

:

)

调控#

VV#8F

也可反过来激活
2a8

:

)

#用
VV#8F

的小干扰
(23

处

理
a9"

后#

,98*

$

*

,98G

*

,98'

和
I2a8

'

的表达均降低#且
2a8

:

)

的活化受抑制#同时也抑制了
a9"

介导的关节软骨的损

伤(

*&

)

'

(3

患者血清中
VV#8&

表达水平也明显升高#是由滑

膜细胞产生并释放到关节滑液中#再进入外周血液循环中'近

+

*0G%

+
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期研究表明#血清
VV#8&

能够反映
(3

疾病的活动度及炎性

反应的进展程度#是
*

种理想的诊断
(3

的非侵入型生物标志

物#其活化与
$

反应蛋白*红细胞沉降率等指标具有相关性#

并能够促进巨噬细胞和中性粒细胞的激活从而参与组织炎性

反应损伤过程'研究发现#

VV#8&

基因的表达也可由
2a8

:

)

调控#使用
I2a8

'

拮抗剂处理后血清中
VV#8&

表达水平明显

降低#这一过程可能是由
I2a8

'

拮抗剂抑制
,

:

)

的降解#进而

抑制
2a8

:

)

的活化实现的(

*/8*.

)

'因此#

2a8

:

)

可能通过上调

VV#8&

*

VV#8F

基因的表达#对关节滑膜*软骨和骨造成

破坏'

E+I

!

(3

中
2a8

:

)

对血管生成的调控作用
!

血管生成是
(3

中关节滑膜持续性炎性反应*免疫反应*血管翳形成的必要条

件#不但为增生的滑膜组织提供氧气和营养物质#还能够募集

炎性细胞#最终造成关节不可逆性破坏'

(3

患者的关节滑膜

中一些血管生成因子#如
\T<a

*

,98'

*

$c$9*%

*

V$#8*

能够有

效诱导血管的生成'

VCCA

等(

*G

)研究发现#用
ICBB

样受体
&

$

I9(&

&的激动剂聚肌苷酸胞苷酸刺激
a9"

#可引起
\T<a

和

,98'

在基因和蛋白水平上的表达均升高#而用
2a8

:

)

抑制剂

处理后#即使在
I9(&

激动剂刺激下
\T<a

和
,98'

的表达量

却不增加'因此#

2a8

:

)

信号通路可能参与
\T<a

和
,98'

产

生过程的调控#促进血管生成'

\T<a

是
(3

中重要的促血管

生成因子#通过与其受体结合诱导静息状态下的内皮细胞分

化#形成新生血管'同样#

,98'

作为
$c$

类趋化因子#通过与

内皮细胞表面的
$c$(*

和
$c$(%

受体结合#调节内皮细胞

的增殖和迁移#促进血管的生成'近期研究发现#

$c$9*%

基

因的启动子上也存在
2a8

:

)

的结合位点'

$c$9*%

的产生是

依赖
2a8

:

)

诱导蛋白$

2,Z

&的
2a8

:

)

非经典激活途径实现

的'

$c$9*%

通过与
$c$(/i

造血细胞和
$c$(/i

内皮细胞

相结合#促进造血细胞和内皮细胞的增殖与分化#诱导血管生

成(

*:

)

'还有研究表明#在
$,3

大鼠模型中#活化的
2a8

:

)

还

可上调单核细胞趋化蛋白
8*

$

V$#8*

&的表达水平#而使用
2a8

:

)

抑制剂
#7I$

处理后#

V$#8*

表达水平明显降低(

*'

)

'

V$#8*

不仅可以趋化单核细胞和巨噬细胞#而且是
*

种重要

的促血管生成因子#

V$#8*

主要通过上调缺氧诱导因子
8*

'

$

!,a8*

'

&和
\T<a

的表达间接促进血管的生成(

*F

)

'因此#

2a8

:

)

可能通过调控血管生成因子的表达促进
(3

中血管

生成'

E+J

!

(3

中
2a8

:

)

对诱导酶$

$Sc8%

*

D2S"

&的调控作用
!

(3

中
I2a8

'

*

,98*

$

*

,98G

等炎性细胞因子可刺激滑膜细胞过度表

达环氧合酶
8%

$

$Sc8%

&*诱导型一氧化氮合酶$

D2S"

&#引起

#<T%

和
2S

大量合成和释放'

#<T%

作为
#<>

家族中重要成

员#在炎性反应*细胞凋亡及血管生成方面均有重要作用'

2S

可影响滑膜细胞和软骨细胞的代谢#主要体现在它能促进软骨

蛋白多糖降解并增强滑膜中血管的通透性#从而导致滑膜炎性

反应和软骨破坏'研究表明#

(3

滑膜中
(3=%G/+:

细胞受

9#"

的刺激可使
[2Z

和
4

&'V3#Z

磷酸化而激活
2a8

:

)

#从

而上调
$Sc8%

和
D2S"

基因的表达#可能引起组织炎性细胞

浸润*滑膜异常增生*软骨破坏#最终导致关节疼痛*肿胀*变

形(

%08%%

)

'

$Sc8%

的代谢产物
#<T%

也受
2a8

:

)

调控'

(3

中

a9"

在
,98*

$

刺激下#可激活
,ZZ

#使
,

:

)

降解并活化
2a8

:

)

#

活化的
2a8

:

)

进入胞核可与
#<T%

基因的启动子位点结合促

进其转录(

%&

)

'因此#

2a8

:

)

可能通过对
$Sc8%

*

D2S"

及其产

物
#<T%

和
2S

的调控#加重局部炎性反应#并诱导炎性细胞

因子的释放#对血管*细胞和组织造成不可逆性破坏'

F

!

展
!!

望

2a8

:

)

能调节多种炎性基因的表达水平#与炎性反应的发

生和发展密切相关'环境*遗传*感染等各种因素引起
2a8

:

)

信号传导通路的异常激活#进而诱导致炎性因子的大量转录#

共同参与了
(3

的发病过程'以
2a8

:

)

为中心靶点#对其信

号通路的各个环节实施干预#目前已成为了抗炎*抗风湿治疗

的热点'但一定的
2a8

:

)

是机体生长发育所必须的#因此#找

出
2a8

:

)

激活途径的抑制物而不影响其生理活性#将是今后

(3

治疗研究中的重要方向'
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脊髓灰质炎病毒实时荧光定量
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方法的应用与发展
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"新疆维吾尔自治区疾病预防控制中心免疫规划科!乌鲁木齐
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关键词"脊髓灰质炎病毒$
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年美国
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44

BD;O)DC>
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>?;1>

公司推出了实时荧光定

量
#$(

技术#该技术是指在
#$(

反应体系中加入荧光基团#

利用荧光信号积累实时监测整个
#$(

进程#最后通过标准曲

线对未知模板进行定量分析的方法(

*8%

)

'该技术实现了
#$(

从定性到定量的飞跃#可动态实时检测核酸产物的形成#无需

后处理过程#避免了扩增产物的污染#而且具有直观*重复性

好*特异性强*敏感性高*定量准确*自动化程度高*速度快*全

封闭和易操作等优点#因而目前已得到广泛应用(

&8/

)

'

%0**

年
'

月新疆维吾尔自治区局部地区发生输入性脊髓

灰质炎野病毒$

=#\

&的疫情后#为了缩短检测时限#中国决定

从
%0*&

年起在脊髓灰质炎$下称脊灰&实验室网络启用世界卫

生组织推荐的脊灰病毒$

#\

&分离新的检测流程'新检测流程

要求省级脊灰实验室经过培训考核合格后#使用美国疾病预防

和控制中心研制的实时荧光定量逆转录
8

聚合酶链反应$

@(I8

#$(

&试剂和方法#对分离出的
#\

进行型内鉴定$

,I7

&'

D

!

实时荧光定量
(I8#$(

方法

D+D

!

工作原理
!

根据原理的不同#实时荧光定量
(I8#$(

检

测方法主要分为利用与靶序列特异杂交的探针来指示扩增产

物增加的探针类和利用荧光染料或者特殊设计的引物来指示

扩增的增加非探针类
%

种(

.

)

'荧光染料技术是在
#$(

反应体

系中加入荧光探针#利用荧光信号累积实时监测整个
#$(

进

程#最后通过标准曲线对未知模板
723

进行分析的
*

种方

法(

G

)

'荧光染料法是利用荧光染料染色
723

双链结构#在

723

双链结构的小沟中#当荧光染料处于游离状态时#检测不

到荧光信号#当它与
O>723

结合后荧光强度明显增强#即被

荧光探测系统检测到#荧光信号强度的增加是与初始模板量相

关的#由此可以进行定量
723

分析(

:

)

'荧光染料目前主要有

#D6C<@;;A

和
"d)(<@;;A

(

'

)

'

#\

实时荧光定量
(I8#$(

采

用的是
IK

W

VKA

荧光探针法'

D+E

!

定量原理
!

实时荧光定量
(I8#$(

方法检测到的荧光

信号强度与
#$(

反应产物的量呈正相关#即每扩增
*

条
723

链#就有
*

个荧光分子形成#实现了荧光信号的累积与
#$(

产

物的形成完全同步#这样就可以通过荧光强度变化监测产物量

的变化#从而得到
*

条荧光扩增曲线图(

F

)

'一般而言#荧光扩
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