
DOCM

4

K?D;A?>PD?LK@?L@D?D>

(

[

)

+(L;N1K?CB,A?

#

%0**

#

&*

$

/

&!

./&8./:+

(

*%

)

9D<

#

9DN7

#

<NC"

#

;?KB+3A?D8DAJK>DJ;;MM;6?>CM$;BK>8

?@N>S@5D6NBK?N>;R?@K6?CADA?;@B;NbDA8*5;?KKAO?N1CN@

A;6@C>D>MK6?C@8KB

4

LK6C15DAK?DCA8>?D1NBK?;OMD5@C5BK>?8

BDb;>

Q

ACJDC6

Q

?;>

(

[

)

+)V$ $C1

4

B;1;A? 3B?;@A V;O

#

%0*/

#

*/

!

G%+

(

*&

)

cN;V

#

V6b;BJ;

Q

Z

#

"L;AZ

#

;?KB+TAOC

E

;ACN>VV#8F

KAOAC?VV#8%

4

@C1C?;>@L;N1K?CDO>

Q

ACJDKBMD5@C5BK>?

>N@JDJKB

#

DAMBK11K?DCA KAO 6K@?DBK

E

; O;

E

@KOK?DCA

(

[

)

+

(L;N1K?CBC

EQ

$

SRMC@O

&#

%0*/

#

.&

$

*%

&!

%%:08%%:F+

(

*/

)

"NA"

#

)K

Q

8[;A>;A3$

#

ZK@>OKBV3

#

;?KB+IL;K6?DJ;MC@1

CMVV#8&D>K1K@b;@CM>

Q

ACJDKBDAMBK11K?DCAKAO6K@?D8

BK

E

;?N@ACJ;@DADAMBK11K?C@

QH

CDA?OD>;K>;>

(

[

)

+)V$

VN>6NBC>b;B;?7D>C@O

#

%0*/

#

*.

!

F&+

(

*.

)

V6DAA;>,)

#

"6L;??<+IL;

4

K?LC

E

;A;>D>CM@L;N1K?CDOK@8

?L@D?D>

(

[

)

+2TA

E

B[V;O

#

%0**

#

&G.

$

%&

&!

%%0.8%%*F+

(

*G

)

VCCA"[

#

#K@bVZ

#

SL![

#

;?KB+TA

E

K

E

;1;A?CM?CBB8BDb;

@;6;

4

?C@&DAON6;>JK>6NBK@;AOC?L;BDKB

E

@CP?LMK6?C@KAO

DA?;@B;NbDA8'DALN1KA@L;N1K?CDO>

Q

ACJDKBMD5@C5BK>?>

(

[

)

+ZC@;KA[,A?;@AV;O

#

%0*0

#

%.

$

/

&!

/%F8/&.+

(

*:

)

VKO

E

;93

#

ZBN

E

;@V"

#

S@KA

E

;["

#

;?KB+9

Q

1

4

LC?CRDA8KB8

4

LK*5;?K%KAO9,<!IDAON6;6BK>>D6KBKAOACA6KACAD8

6KB2a8bK

44

K)8O;

4

;AO;A?

4

@CDAMBK11K?C@

QE

;A;;R

4

@;>8

>DCADAJK>6NBK@;AOC?L;BDKB6;BB>

(

[

)

+[,11NACB

#

%00'

#

*'0

$

.

&!

&/G:8&/::+

(

*'

)

=KA

E

a

#

dKA

E

[9

#

dNZZ

#

;?KB+36?DJK?DCACM?L;2a8

:

)

4

K?LPK

Q

K>K1;6LKAD>1CMKB6CLCB;ALKA6;O

4

@C

E

@;>>DCA

KAO1;?K>?K>D>CMLN1KAL;

4

K?C6;BBNBK@6K@6DAC1K

(

[

)

+

VCB$KA6;@

#

%0*.

#

*/

!

*0+

(

*F

)

2DN[

#

ZCBK??NbNO

Q

#T+(CB;CMV$#8*DA6K@ODCJK>6NBK@

OD>;K>;

!

1CB;6NBK@1;6LKAD>1>KAO6BDAD6KBD1

4

BD6K?DCA>

(

[

)

+$BDA"6D

$

9CAO

&#

%00F

#

**:

$

&

&!

F.8*0F+

(

%0

)

#K@b[=

#

ZPCASZ

#

ZD1[!

#

;?KB+(LCOCO;AO@CAKB5N1

)BN1;DALD5D?>D2S"KAO$Sc8%;R

4

@;>>DCADA9#"8>?D18

NBK?;O(3=%G/+:6;BB>?L@CN

E

L?L;OCPA@;

E

NBK?DCACM

2a8

:

)>D

E

AKBDA

E

(

[

)

+,A?[VCBV;O

#

%0*.

#

&.

$

/

&!

F':8

FF/+

(

%*

)

$LCN9=

#

=KA

E

[

#

$LKA

E

#9

#

;?KB+!

Q

KBN@CAKA1CON8

BK?;>K66N1NBK?DCACML

Q4

CRDK8DAON6D5B;MK6?C@8*KB

4

LK

#

DA8

ON6D5B;AD?@D6CRDO;>

Q

A?LK>;

#

KAO1K?@DR1;?KBBC

4

@C?;DA8

K>;8&DA?L;>

Q

ACJDN1 CM@K?KO

H

NJKA?8DAON6;OK@?L@D?D>

1CO;B

(

[

)

+3@?L@D?D>(;>IL;@

#

%0**

#

*&

$

&

&!

(F0+

(

%%

)

eLCN!d

#

"LDATV

#

<NC9d

#

;?KB+3A?D8DAMBK11K?C@

Q

K68

?DJD?

Q

CM/81;?LCR

Q

LCACbDCBD>KMNA6?DCACM?L;DALD5D?DCA

CMD2S"KAO$Sc8%;R

4

@;>>DCADA(3=%G/+:1K6@C

4

LK8

E

;>JDK2a8bK

44

K)

#

[2ZKAO

4

&'V3#ZDAK6?DJK?DCA

(

[

)

+

TN@[#LK@1K6CB

#

%00'

#

.'G

$

*

"

&

&!

&/08&/F+

(

%&

)

dCCA!d

#

9;;T<

#

9;;!

#

;?KB+ZK;1

4

M;@CBDALD5D?>,98

*

$

8DAON6;O

4

@CBDM;@K?DCACM@L;N1K?CDOK@?L@D?D>>

Q

ACJDKB

MD5@C5BK>?>KAO?L;

4

@CON6?DCA CM $Sc8%

#

#<T% KAO

VV#>

(

[

)

+,A?[VCBV;O

#

%0*&

#

&%

$

/

&!

F:*8F::+

$收稿日期!

%0*G80%8%G

!!

修回日期!

%0*G80.80F

&

!综
!!

述!

脊髓灰质炎病毒实时荧光定量
(I8#$(

方法的应用与发展

唐海淑!杜相品!甫尔哈提+吾守尔!范新春!关
!

静 综述!崔
!

惠 审校

"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
'&00**

%

!!

关键词"脊髓灰质炎病毒$

!

实时荧光定量
(I8#$(

$

!

应用发展

!"#

!

*0+&FGF

"

H

+D>>A+*G:&8/*&0+%0*G+*'+0&'

文献标识码"

3

文章编号"

*G:&8/*&0

"

%0*G

%

*'8%G0&80&

!!

*FFG

年美国
3

44

BD;O)DC>

Q

>?;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

+

&0G%

+
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%0*G

年
F

月第
&:

卷第
*'

期
!
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!
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!
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增曲线可分为
&

个阶段!荧光本底信号阶段*荧光信号指数扩

增阶段和平台期'

#$(

反应的前
*.

个循环的荧光信号作为

荧光本底信号#缺省设置是
&

!

*.

个循环#在指数增长阶段#每

个循环
#$(

产物量大约增加
*

倍#随着反应的进行#反应体系

组成成分的消耗#反应进入平台期(

*0

)

'荧光信号扩增期
#$(

产物量的对数之间存在线性关系#可以在指数期的某一点上来

检测
#$(

产物的量#并由此推断模板最初值与起始模板量的

含量(

**

)

'在实际检测过程中#

#$(

扩增时利用
IK

W

723

聚合

酶的
.U

!

&U

外切酶活性将探针水解成单核苷酸#游离的荧光报

告基团导致荧光信号的增加#通过对荧光信号强度的实时动态

监测对扩增产物进行定量分析#设定一定的荧光信号域

值(

*%8*&

)

'如果检测到荧光信号超过域值#就被认为是真正的

信号#它可用于定义样本的域值循环数
&<

$

&

代表循环
6

Q

6B;

#

<

代表域值
?L@;>LCBO

&'每个模板的
&<

值与该模板的起始拷贝

数的对数呈线性关系#起始拷贝数越大#

&<

值越小(

*/

)

'利用已

知起始拷贝数的标准品可作出标准曲线#只要获得未知样品的

&<

值#即可从标准曲线上计算出该样品的起始拷贝数(

*.

)

'

%0*%

年
&

月#新疆脊灰实验室与部分中国脊灰网络实验

室的成员接受了由世界卫生组织和中国疾病预防控制中心病

毒所国家脊灰实验室共同主办的
@(I8#$(

型内鉴定方法的培

训#

F

月顺利完成考核#取得了型内鉴定实验室的资质#随后#

#\

实时荧光定量
(I8#$(

方法便在中国脊灰网络实验室中

普遍应用并逐步发展'基于美国
3),

公司的
:.00

型荧光定

量
(I8#$(

仪完成的
#\

的荧光定量
(I8#$(

检测方法包括

型内鉴定$

,I7

&

@(I8#$(

和疫苗衍生株$

\7#\

&筛查
@(I8

#$(

'通过
,I7@(I8#$(

反应可鉴别
#\

的
&

*

#

*

)

血清

型#

\7#\@(I8#$(

反应可鉴别其疫苗类似株$

"9

&*疫苗衍生

株$

\7#\

&和野毒株$

=#\

&'

E

!

实时荧光定量
(I8#$(

方法的应用和发展

实时荧光定量
(I8#$(

方法在脊灰实验室网络中应用后

经历了
&

次发展#从扩增条件的优化到扩增试剂的发展#都体

现了该方法经过不断的优化和发展提高了
#\

型内鉴定的准

确性*敏感性和快速性#同时也减少了
#\

的漏检'方法
%

相

比方法
*

#增加了逆转录阶段的循环#虽然该方法扩增时间延

长了#但却增加了敏感性#

&<

值明显减小#且扩增曲线容易判

断%方法
*

和方法
%

的
,I7@(I8#$(

和
\7#\@(I8#$(

反应

条件各不相同'鉴于
#

型
=#\

已在全球范围内消灭#因而方

法
&

的试剂中去除了
#

型
=#\

的引物和探针#同时增加了
&

型
=#\

和
)

型
=#\

的全球流行分支的鉴别引物和探针#使

得
#\

的鉴别更加符合具体情况#同时#

@(I8#$(

反应和
\78

#\@(I8#$(

反应在相同的条件下进行#进一步简化了操作步

骤'几种方法的比较见表
*

'

表
*

!!

#\

实时荧光定量
(I8#$(

方法的发展

组别 方法
*

方法
%

方法
&

检测脊灰病毒数$

)

&

&

&/ G* &0

#

.0 :F .F

)

&F // :0

\7#\

假阳性数$

)

&

&

*F && 0

#

%% &0 %.

)

*G *F %

假阳性(

Y

$

)

"

)

&)

&

..+F

$

*F

"

&/

&

./+*

$

&&

"

G*

&

0

$

0

"

&0

&

#

//+0

$

%%

"

.0

&

G%+*

$

/F

"

:F

&

/%+/

$

%.

"

.F

&

)

/*+*

$

*G

"

&F

&

/&+%

$

*F

"

//

&

%+'

$

%

"

:0

&

反应管数$

)

&

,I7 G G .

\7#\ & & &

引物和探针对数$

)

&

,I7 ' ' F

\7#\ & & &

扩增条件
,I7

/%X/.1DA

逆转录#

F.X&1DA

变性#以
F.X%/>

*

//X&0>

*

G.

X%/>

扩增
/0

个循环#在
//X

采集荧光

/%X/.1DA

逆转录#

F.X&1DA

变性#以
F.X%/>

*

//X&0>

*

G0

X%/>

扩增
*.

个循环#以
F.X

%/>

*

/:X&0>

*

G.X%/>

扩增
/0

个循环#在
/:X

采集荧光

/%X/.1DA

逆转录#

F.X&1DA

变性#以
F.X%/>

*

/:X&0>

*

G.

X%/>

扩增
/0

个循环#在
/:X

采集荧光

\7#\

/%X/.1DA

逆转录#

F.X&1DA

变性#以
F.X%/>

*

.0X&0>

*

G.

X%/>

扩增
/0

个循环#在
.0X

采集荧光

/%X/.1DA

逆转录#

F.X&1DA

变性#以
F.X%/>

*

//X&0>

*

G0

X%/>

扩增
.

个循环#以
F.X%/

>

*

.0X&0>

*

G.X%/>

扩增
/0

个

循环#在
.0X

采集荧光

/%X/.1DA

逆转录#

F.X&1DA

变性#以
F.X%/>

*

/:X&0>

*

G.

X%/>

扩增
/0

个循环#在
/:X

采集荧光

扩增所用时间$

1DA

&

,I7 *G0 %0% *G0

\7#\ */: *G' *G0

荧光报告基团
a3V

*

$

Q

.

*

(Sc a3V

*

$

Q

.

*

(Sc \,$

*

a3V

*

$

Q

.

*

(Sc

荧光淬灭基团
)!g8*

*

)!g8%

*

)!g8& )!g8*

*

)!g8%

*

)!g8& I3V(3

*

)!g8*

*

)!g8%

*

)!g8&

+

/0G%

+
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F

!

小
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结

中国脊灰实验室网络在应用实时荧光定量
(I8#$(

方法

之前#对
#\

的血清型鉴定采用血清中和定型试验'通过中和

试验#可鉴定出
#\

的血清型#并可将混合血清型的病毒中和

成单一血清型#但此法要求在敏感细胞中进行#操作繁琐#耗时

长#且无法判断
#\

的基因型(

*G8*'

)

'

#\

不断发展的
&

种实时

荧光定量
(I8#$(

检测方法不需要提取核酸#只需直接将病

毒分离物作为扩增反应的模板#逆转录*扩增反应和分析在完

全闭管的条件下进行#有效防止了
#$(

产物的污染%分析过程

由
#$(

仪完成#无需再进行电泳和紫外灯观察#减少了操作步

骤#提高了效率#同时也提高了检测结果的可靠性(

*F8%*

)

'病毒

分离培养方法是
#\

等肠道病毒分离鉴定的金标准#此法繁琐

复杂且耗时长#所以不能用于临床标本的快速检测(

%%

)

'实时

荧光定量
(I8#$(

跟传统病毒分离培养方法比较#具有快速*

灵敏*特异的特点#但目前实时荧光定量
(I8#$(

方法仍无法

取代病毒分离#只能作为病毒分离的辅助和补充手段'实时荧

光定量
(I8#$(

反应为了不漏检任何
*

株
\7#\

#在增加检测

敏感性的同时#就导致了一定的假阳性率#尤其是
#

型
\7#\

'

方法
%

与方法
*

相比#反应试剂相同#只是增加了扩增条件的

逆转录循环#这导致了检测的敏感性有所增加#但假阳性率也

增高了#

#

型
\7#\

假阳性率增高得尤为明显%方法
&

对反应

试剂和扩增条件都进行了改良#

&

型和
)

型
\7#\

检测的精

确性大大提高了#检测的
&0

株
&

型
#\

#已经没有
\7#\

的假

阳性率#

:0

株
)

型
#\

其
\7#\

的假阳性率已经降低到

%+'Y

#

#

型
#\

的
\7#\

假阳性率也明显降低#但仍然高达

/%+/Y

#这可能与
#

型
#\

的突变热点较多#引物设计很难完

全覆盖所有的突变位点有关(

%&8%/

)

'

目前实时荧光
#$(

定量分析技术#己成为公认的最具应

用前景的靶模板拷贝数的定量分析技术#在基因表达*基因工

程*药物疗效*病原体检测和转基因成分检测等领域中得到广

泛应用(

%.

)

'但
#\

的
@(I8#$(

方法需要继续发展改良#以降

低
#

型
\7#\

的假阳性率#以便更加全面地适用于中国脊灰

实验室网络'
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