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环介导等温扩增技术"
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#是在等温条件下对目标
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序列进行扩增的一种技术%在临床

微生物检测方面!

.13<

与染色镜检$生化鉴定$逆转录聚合酶链式反应"

=09<5=

#$核磁共振等技术比较!具

有方法简单$特异度强$便于观察结果$不需要精密仪器等优势!是一种非常有价值的检测技术%该文主要对

.13<

的终点检测方法及
.13<

在临床微生物检测上的应用及进展作一综述!并对其应用的优缺点进行了分

析!旨在为检验人员选择
.13<

作为临床微生物检验手段提供参考%
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环介导等温扩增技术#

.13<

$的关键是链置换

型合成酶&引物及终点检测方法(

'

)

'与一般的
2:1

聚合酶不同%链置换型合成酶能催化引物以双链

2:1

的一条链为模板延伸%合成一条与之互补的链%

替换另一条链'为保证核酸扩增的特异度与灵敏度%

.13<

的引物至少需设计
A

条%用于识别
2:1

模板

的
7

个不同区域'在产物检测方法方面%

.13<

主要

通过监测颜色变化评价反应'近
)(

年来%研究者们

开发出了引物设计软件%发现了新型链置换型合成

酶%优化了产物检测方法%还设计出了多重
.13<

及

*
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逆转录
.13<

%每一次技术的突破%均推动了
.13<

在临床微生物检测领域的应用'

C

"

.13<

技术原理及检测方法发展

C@C

"

.13<

扩增原理
"

.13<

反应开始后内引物

上游引物#

4Y<

%由
4)

和
4'O

组成$的
4)

区与靶
2:1

的
4)O

区杂交%在链置换
2:1

聚合酶#

,FL

$聚合酶作

用下%合成
'

条
4Y<

连接的与靶
2:1

互补的
2:1

单链%然后外引物
4;

与靶
2:1

的
4;O

区杂交并延

伸%取代
4Y<

连接的互补链'互补
2:1

单链被置换

脱离后
4'O

和
4'

区互补配对形成茎环%然后作为内

引物下游引物#

,Y<

%由
,)

和
,'O

组成$的模板'

,Y<

的
,)

区与模板
2:1

的
,'O

区杂交%合成
'

条
,Y<

连

接的与模板
2:1

互补的
2:1

单链%并打开模板

2:1

的茎环结构'随后
,;

与模板
2:1,;O

区域杂

交并延伸%取代
,Y<

连接的互补链'此
,Y<

连接的互

补链脱落%分别在两端形成茎环%得到一个哑铃状的

2:1

链%其过程见图
'

'这种结构作为
.13<

扩增

循环阶段的模板%最终得到的产物是具有不同个数茎

环结构&不同长度
2:1

的混合物#靶
2:1

的交替反

向重复序列$'

图
'

""

.13<

哑铃状模板构造的形成过程

C@D

"

.13<

的终点检测方法
"

.13<

应用在临床

微生物检测中的一大优势是结果观察方便&简单'

.13<

在临床微生物检测中用的终点检测方法有浊

度法&琼脂糖凝胶电泳法&显色法及横向流动试纸条

法#

.42

$&对扩增产物进行探针分析等%各方法具备

相应的优缺点%在选取检测方法时要根据实际情况

考量'

C@D@C

"

琼脂糖凝胶电泳法
"

琼脂糖凝胶电泳是

.13<

设计初期采用的方法'因为检测过程中需打

开反应管%易导致气溶胶溢出%增加携带污染的风险%

且琼脂糖凝胶制备过程中用到的荧光染色剂111溴

化乙锭是一种对人体有致癌作用的高危险化学物质%

因此%其应用受到一定的限制'

C@D@D

"

显色法
"

用于
.13<

显色的染色剂有钙黄

绿素&羟基萘酚蓝#

+:,

$&荧光染料#

!̂ ,= a&%%#

+

$等'

!̂ ,=a&%%#

+

在恒温孵育前加入%抑制反

应%在恒温孵育后加入易引起气溶胶污染(

)

)

'

+:,

染料可在恒温孵育前加入%但
+:,

不能发射荧光%仅

能用肉眼观察颜色变化'钙黄绿素是最常用的

.13<

染色剂%已被用于克氏锥虫&丙型肝炎病毒&人

乳头瘤病毒&人冠状病毒(

;9A

)等病原微生物的检测'

其不仅可在恒温孵育前加入%且结果通过紫外线&自

然光均能观察到(

897

)

'

C@D@E

"

浊度法
"

浊度法可对反应产物进行定性和定

量检测%原理为反应产生的副产物与反应溶液中的

3

$

)G反应%生成白色沉淀%既可通过目视法检查浑

浊%也可通过在特定波长下监测沉淀的生成定量检测

扩增产物'目前%市面有实时检测
.13<

反应的浊

度仪%如
.19)((

&

.19;)(

和
.198((

'采用浊度法检

测的临床微生物有肺炎支原体&人乳头瘤病毒及艰难

梭菌等(

?9B

)

'

C@D@F

"

.42

"

.42

由于成本低&使用方便&简单&快

速&轻便等优点而成为目前最受青睐的技术之一'只

需将待测样本滴加于结合有
.13<

缓冲液和生物素

的试纸条一端#样品垫$就能进行检测'其原理为利

用异硫氰酸荧光素#

4Y05

$标记的
2:1

探针与生物

素标记的
.13<

扩增产物杂交后(

*

)与胶体金标记的

抗
4Y05

抗体结合形成复合物%被横向流动试纸条上

具有生物素抗体的检测线捕获并显示结果(

'(

)

'

C@D@G

"

对扩增产物进行探针分析
"

纳米金作为光学

探针及电化学传感器正广泛用于
2:1

检测领域(

''

)

'

2=1c

等(

')

)应用纳米金探针对肠炎沙门菌扩增产物

进行标记%然后用莱卡显微镜采集表面增强拉曼光谱

进行分析'结果显示%该方法的灵敏度#

7754\

"

V.

$

比传统的
<5=

法提高了
'((

倍%具有较高的特异性%

可将其与密切相关的细菌或非特异性污染的
2:1

区

分开来'

D

"

.13<

在临床微生物检测中应用及进展

D@C

"

.13<

在细菌检测中的应用及进展
"

.13<

被成功用于检测人体感染的细菌%如结核分枝杆菌&

肺炎链球菌&脑膜炎奈瑟菌&铜绿假单胞菌等%且不断

有新的细菌反应体系的构建'某些用传统方法检测

有困难的细菌%在建立了特异性
.13<

反应体系后

可成功检测并快速得到结果'肺炎链球菌的传统诊

断方式为染色镜检%但在样品采集和处理过程中肺炎

链球菌的自溶酶系统易使其快速死亡%导致检测难以

进行'

fY1

等(

';

)建立了一个对肺炎链球菌进行实时

诊断的
.13<

反应体系%利用实时荧光检测装置%对

肺炎链球菌
1055A*7'*

的
2:1

进行检测%结果显

示%该反应能在
)(VE#

扩增得到结果%荧光峰通常持

续
'(VE#

%检测限为
;((

N$

"

#

.

%且能有效区分肺炎链

球菌和其他
'8

株非肺炎链球菌'在拓宽检测病原菌

种类的基础上%

.13<

在检测病原菌的技术方面也不

断地创新%多重
.31<

的应用不仅缩短了病原菌检

测时间%且可区分
)

个甚至多个病原菌'沙门菌和副

溶血性弧菌是人类最常感染的食物传播病原体%如能

对从疑似病例上采集的样本同时进行这
)

个病原体

的快速检测%对判断食源性感染疾病非常有意义'

*
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.Y\

等(

'A

)建立了一种多重实时循环介导的等温扩增

.13<

#

V.13<

$方法%该方法结合熔融曲线分析%允

许在
7(VE#

内根据不同的解链温度#

0V

$值对扩增

产物进行检测和鉴别'该研究共分析了
'*

株已知的

细菌%包括
'

株副溶血性弧菌参考株#

1055'?B()

$

和
?

株沙门菌属'结果显示%副溶血性弧菌的
0V

值

为
B;@B]

%

?

株沙门菌的
0V

值为
B7@8

"

B7@B]

%平

均#

B7@7'e(@''

$

]

%对非沙门菌和非副溶血性弧菌

株未获得
0V

值%未发生扩增%表明
V.13<

能特异

性检测和区分沙门菌和副溶血性弧菌'

.13<

不仅

可对细菌进行鉴别%还可解决细菌的分型问题%传统

血清学分型易受细菌表面抗原表达量的影响'另外%

抗生素的不当使用%导致临床标本中存在抗生素%能

培养出的细菌量很少甚至没有'

.66

等(

'8

)首次采用

.13<

法进行脑膜炎血清群特异性鉴定试验%对
;'

例脑膜炎球菌阳性脑脊液标本进行检测%结果显示%

<5=

检测的检出限为每反应
'(;

"

'(A

个基因组拷

贝%

.13<

分析的检出限为
'(

"

'((

个基因组拷贝%

.13<

的灵敏度较
<5=

提高了约
'((

倍'且在
)M

内对
;'

例样本中的
)*

例成功分型%其中
1

&

,

&

5

&

f

&

^

型各
8

株%

Z

型
7

株'

D@D

"

.13<

在病毒检测中的应用及进展
"

病毒检测

最常用的方法是逆转录环介导的等温扩增#

=09

.13<

$%利用逆转录酶从
=:1

中获得互补
2:1

%并

通过
2:1

聚合酶进行进一步扩增'

=09.13<

将所

有的引物和酶#

,FL

聚合酶和逆转录酶$在恒温下孵

育%可一步完成检测(

'7

)

%已用于检测各种病毒%如登革

热病毒&流感病毒&丙型肝炎病毒&埃博拉病毒和寨卡

#

cYh1

$病毒等'

.1\

等(

'?

)研发出一种快速检测登

革热病毒
)

种血清型的单管一步法
=09.13<

检测

系统%该方法设计了针对登革热病毒的每一种血清型

的
.13<

引物集%并将引物集及其他反应需要物质

加入到一个
.13<

反应管中%加入样本反应
;(VE#

后就能检测出登革热病毒'研究样本为登革热感染

者血清%反应过程通过环介导实时浊度仪
.19;)(

监

测'结果显示%该方法的检测限低至
'(

个目的
=:1

拷贝%在
'B*

个样本中检出
''8

个阳性样本%检出率

较实时荧光定量聚合酶链式反应#

Q

=09<5=

$高

'8C

%且与样本中登革热病毒特别相似的虫酶病毒无

交叉反应'此种单管一步法
<=9.13<

虽然不能区

分登革热病毒的血清型%但可迅速判断登革热病毒感

染与否%具有临床实用性'目前%

=09.13<

最成功

的应用之一是诊断人类免疫缺陷病毒#

+Y-

$逆转录

病毒'

+Y-

病毒载量的检测受到规模&成本和复杂操

作的限制%开发一个能使病毒载量更易获得的技术非

常迫切'

213+>=!0

等(

'B

)利用微流控芯片和硅微

芯片平台%对经最小处理的
+Y-

全血样品进行
=09

.13<

%并在移动智能设备上进行荧光测量%结果显

示%

=09.13<

能检测到微量全血样品中的
+Y-

量%

且满足低成本&便携性和易用性的实际要求%具有用

于检测其他病毒的潜力%让病毒载样量的检测可在患

者家中及临床实验室中用手指血进行'新型
>V#E9

1V

N

2:1

聚合酶#

<>.

$的发现是
=09<5=

的一次

重要革新%其替代了
2:1

聚合酶#

,FL

$和逆转录酶%

实现靶
=:1

的单酶检测%让
=09<5=

在病毒方面的

检测前景更加广阔(

'*

)

'与传统
2:1

聚合酶#

,FL

$和

逆转录酶比较%该酶受全血成分的抑制作用较小%对

稀释的低病毒血症样品的检测速度更快%具有更高的

耐热性和较好的干燥条件%可延长常温下的储存时

间%更适于侧流装置和冻干
.13<

反应管的研制'

其利用
<>.

对
7

种
=:1

病毒进行了
=09.13<

检

测%在
;(VE#

内扩增出了所有靶标%不需额外步骤%也

不改变用于
2:1

靶标的反应设计'

<>.

较传统

=09.13<

聚合酶更具有优势%更适于恶劣环境下的

病毒诊断%为
.13<

的便携化发展奠定了基础'

D@E

"

.13<

在寄生虫检测中的应用及进展
"

寄生虫

是世界主要的死亡原因之一'

.13<

在寄生虫检测

中的应用为寄生虫临床样本的现场检测和在寄生虫

感染早期的及时检测提供了有效手段'

c+1:a

等(

)(

)采用
.13<

法对
;(

例恶性疟原虫临床标本进

行了检测%结果显示%

.13<

检测阳性率可高达

*(C

%检测限低至每微升
8

个寄生虫%且对间日疟原

虫&约氏疟原虫和弓形虫的基因组
2:1

的检测结果

呈阴性%具有较强的抗干扰能力'

<>>.6

等(

)'

)以

=4A

基因为目标%研制了一种高灵敏度的
.13<

检

测方法%结果显示%

=4A

特异度
.13<

能在
;(VE#

内

检测到
'

条微丝蚴#

'((

N$

$'

:c6.\

等(

))

)采用

.13<

检测了利什曼原虫%对
'))

份疑似临床样本进

行了测试'结果显示%

.13<

能有效检测到
'('

个

2:1

拷贝%灵敏度至少是常规
<5=

的
'((

倍'这对

利什曼原虫感染早期%其密度很低时的检测是非常有

意义的'有研究利用
V.13<

与斑点酶联免疫吸附

试验#

/HL96.Y!1

$相结合%进行猪肉绦虫&牛肉绦虫和

亚洲带绦虫的鉴别%以细胞色素
5

氧化酶亚基
'

基因

为靶标%分别采用
4Y05

&地高辛#

2Ya

$和四甲基罗丹

明#

013=1

$标记
4Y<

引物和生物素标记
,Y<

引物

进行单管
V.13<

反应'每个物种的
V.13<

产物

通过
/HL96.Y!1

针对
4Y05

&

2Ya

或
013=1

的特异

性抗体进行区分'如果用传统的方法鉴别%一个样品

需
;

个反应混合物%既耗时又复杂%并增加了交叉污

染的风险'

V.13<

法与
/HL96.Y!1

相结合%可使人

带绦虫的鉴定更加简单&实用(

);

)

'

E

"

.13<

的优缺点分析

""

.13<

作为临床微生物检测手段具有快速&适合

推广&特异性强等优点'

.13<

最显著的优点是其快

速性%由于
.13<

不需传统
<5=

中
2:1

模板的初

始热变性过程%所以%较传统
<5=

减少了约
)

"

;

的反

应时间%可实现立即诊断'

.13<

的另一个优点是推
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广性强%与其他扩增反应比较%只需简单水浴或金属

浴等提供恒温条件%且结果评价可进行肉眼观察'有

研究者结合缓冲液中
,FL2:1

聚合酶的特点%研制

出了一种用于
.13<

的
N

+

敏感染料'

N

+

敏感染

料根据
.13<

扩增过程中
N

+

从碱性到酸性的变化

监测
.13<

反应%易于观察%进一步提高了
.13<

结

果观察的便利性(

)A

)

'

.13<

的检测特异性强%不受

与靶
2:1

相似度高的非靶
2:1

及
<5=

抑制剂的影

响%如血液的检测可在不需要模板提取步骤和未经处

理样本的情况下进行(

)8

)

'

尽管
.13<

具有很多优势%但仍有一些限制因

素阻碍其顺利应用'由于
.13<

扩增后得到的产物

是
'

条大的
2:1

链%不适于除鉴定外的其他分子生

物学目的%通用性较
<5=

低'为提高扩增灵敏度和

特异性%引物的设计较复杂且受到限制'尽管目前已

有免费的引物设计软件%但为保证选择到优选目标位

点%仍需人工参与引物设计'另外%多个引物的使用

将增加引物之间的杂交概率%产生假阳性结果(

)7

)

'

.13<

的反应产物非常稳定%不易降解(

7

)

%易形

成气溶胶污染%且
.13<

灵敏度高%即使极少量的阳

性产物污染也会对结果产生影响%这就对操作过程提

出了较高的要求(

)

)

'

F

"

展
""

望

""

随着造成感染性疾病的微生物种类日益复杂和

耐药菌甚至多重耐药菌的剧增%微生物鉴定变得越来

越困难%因此%需不断更新诊断方法'在种类繁多的

基因扩增技术中%

.13<

以其快速&灵敏&特异度高等

优点促使研究人员不断探索其在临床微生物检测中

的应用'到目前为止%已开发了冻干形式的
.13<

试剂和商业化用于微生物特异性检测的
.13<

试剂

盒%但离便携式
.13<

产品的商业化还有一段距离'

由于
.13<

易于适应任何现场环境%且具有实时检

测所需的所有特性%相信随着便携式
.13<

产品的

进一步发展%

.13<

在临床微生物检测领域的应用范

围会更加广泛%为基层医疗及恶劣环境下的病原微生

物检测提供了有价值的工具'
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