
的#而不应只局限在高龄%有家族史或异常妊娠史中进行#应面

向广大孕妊者)

(

*

$筛查结果只表明胎儿的患病概率#并不是诊

断结果#无论是高危或低危#都应给予正确的解释%抚慰#消除

孕妊者及家属的思想顾虑#说明进一步检查的必要性#这样无

论是否作产前诊断都可引起孕妊者及家属足够的重视#必定会

多作检查#密切观察胎儿发育情况#这本身就可以减少一部分

先天缺陷儿出生#对提高我国人口素质有着重要的意义$

在筛查体系中#风险率是通过血清标志物结合孕妊者年

龄%体质量以及各种影响因素计算得到#血清标志物中位数的

建立对于风险率计算有重要影响)

:

*

$中位数的获得方法有
&

种(!

"

"直接排序#取每个孕周的观察值中位数'!

#

"将孕周与观

察所得中位数进行加权回归#求得回归后各孕周的中位数'!

&

"

使用筛查软件内嵌的中位数!即建立软件时所采纳资料源人群

指标的中位数"#而不同地域%人种的血清标志物会有差异#而

且实验方法也是影响中位数的重要因素#因此各筛查实验室应

根据自己实验室累积的数据建立一套适合本实验室血清标志

物浓度中位数#这是进行有效的%准确的筛查的基本依据)

%

*

$

经统计分析得出本地区人群三联筛查指标的中位数$据美国

医学遗传实验操作委员会建议#标志物的正常值是取每个孕周

&''

!

(''

个样本的中位数#当实验中对照的样本偏差大于或

等于
"'c

时#需要对该中位数进行适当的调整$本组除
"7

%

#"

周样本不足
&''

个以外#其他孕周样本已足够#并且
+V*

%

%

/

D2f

%

A0&

的中位数与原始筛查软件内嵌参考值比较#差异有

统计学意义!

"

+V*

#

'$'(

%

">

%

/D2f

#

'$'(

%

"

A0&

#

'$'"

"$对标

志物的中位数进行了修正#修正后新增加高危
#9

例#含漏诊的

"

例
3)

#

"

例原来筛查为低危而胎儿水肿的畸形儿#

"

例孕晚

期出现先兆子痫$有学者认为#多数筛查计算软件都声明可以

支持若干种检测方法#但是由于软件的中位数来源所选择的检

测方法是特定的#因此通常情况下只有这种方法是最优的)

9

*

$

因此本组认为准确的中位数值对提高筛查准确性非常重要#各

实验室应根据自己的实际情况!包括检测方法%人群特点等"尽

快建立适合本实验室的产前筛查中位数#并定期修正#提高筛

查效率$有学者建议每
&

个月修正
"

次)

8

*

$

综上所述#产前筛查应面向广大孕妊者#它是降低出生缺

陷疾病的重要手段之一#不仅能发现预期筛查的疾病#对其他

畸形和缺陷也有重要提示作用#但是不能发现所有发育异常的

胎儿#必要时需结合其他方法才更有效$中位数是产前筛查风

险率计算的关键数据#各实验室应在数据累积到一定程度时建

立本室的中位数#与软件内嵌中位数参考值比较#核实两者差

异#并定期修正以提高筛查准确性$
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!检验技术与方法!

应用实时荧光
O!/*2O

技术检测诺如病毒感染"

廖国东"

!陈家图"

!李
!

晖#

!麦充志"

!许桂锋"

!李志式&

!罗光毅"
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!

展"

!卢崇南&
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"$

广东省茂名市疾病预防控制中心
!

(#('''

#

#$

广东省疾病预防控制中心!

广州
!

("'&''

#

&$

广东省高州市疾病预防控制中心
!

(#(#''

$

!!

*摘要+

!

目的
!

应用实时荧光
O!/*2O

检测技术对诺如病毒!

Ẁ

"感染进行快速检测#为疾病预防控制提供准确%可靠的实

验室诊断依据$方法
!

采集急性胃肠炎暴发流行事件的标本!

#

例呕吐物%

&(

例粪便和
9

例自来水等外环境标本"进行实时荧光

O!/*2O

检测$结果
!

共有
#'

例标本!

"

例呕吐物%

":

例粪便和
&

例自来水"的诺如病毒核酸实时荧光
O!/*2O

检测阳性$结论

这是由诺如病毒感染引起的急性胃肠炎暴发流行'实时荧光
O!/*2O

检测技术可应用于传染病的快速应急检测$

*关键词+

!

荧光'

!

诺如病毒'

!

聚合酶链反应

!"#

(

"'$&8:8

&

;

$<==>$":%&/7"&'$#'""$'"$'7&

文献标识码"

+

文章编号"

":%&/7"&'

"

#'""

$

'"/''8"/'#

!!

诺如病毒!

>?PQLGSN<PA=

#

Ẁ

"#即诺瓦克病毒或诺沃克病

毒)

"

*

$诺如病毒属于杯状病毒属#具有较强的传染性#可以通

过污染的食物%水等多种传播方式而引起腹泻流行#目前已成

为引起人类非细菌性胃肠炎的重要病原体#特别是病毒性腹泻

暴发的重要病因)

#/&

*

$

#''8

年
8

月
(

日#广东省茂名市的某镇

中学陆续有学生和教职员工出现腹痛%腹泻%恶心%呕吐%头痛%

,

"8

,
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胸闷等症状$根据流行病学调查资料和实验室的检测结果#确

定这是一起由诺如病毒感染引起的急性胃肠炎暴发流行#共有

%:

例病例符合诺如病毒感染的病理意义$

A

!

资料与方法

A$A

!

一般资料
!

首先采集该中学
7

例病例的标本
7

例!呕吐

物
#

例%粪便
#

例"在茂名市疾病预防控制中心实验室进行实

时荧光
O!/*2O

检测$每例标本加入
"IH*1)

至
"$(IH

0*

管中#加入
'$"IH

呕吐物或粪便标本#制成
"'c

的悬液#

置于漩涡震荡器充分混匀#以离心半径
9-I9'''P

&

I<>

离心

(I<>

#备用$另外#再采集该中学其他
&&

例患者的
&&

例粪便

标本以及
9

例自来水等外环境标本#送广东省疾病预防控制中

心进行实时荧光
O!/*2O

检测$

A$B

!

核酸提取
!

利用德国
aK+f0W

公司的
aK+f0W <̀PLG

OW+ ,<><0h@PL-@<?>X<@

试剂提取核酸$

A$C

!

引物及探针
!

由广东省疾病预防控制中心微生物检验所

提供#引物
WH̀ f#V

的序列为
2+O f+O12W +!f !!]

+fO!ff +!f +f

'引物
WH̀ f#O

的序列为
!2f +2f

22+!2!!2+!!2+2+

'探针
WH̀ f#/*

的序列为!

V+,

"

/

!fff+fff2f+!2f2++!2!/

!

!+,O+

"$

A$D

!

O!/*2O

扩增反应体系
!

每份扩增反应体系按以下比例

配制(

#b.AFFEP"'

#

H

'

!L

MJ

?G

C

IEPL=EZ)'$7

#

H

'

0>U

C

IE

,<h'$7

#

H

'引 物
WH̀ f#V

!

"'

#

I?G

&

H

"

"$:

#

H

'引 物

WH̀ f#O

!

"'

#

I?G

&

H

"

"$:

#

H

'探针
WH̀ f#/*

!

(

#

I?G

&

H

"

"$:

#

H

'水
#$7

#

H

'

OW+#

#

H

$

A$G

!

O!/*2O

扩增反应条件
!

标本和阴%阳性对照同时按以

下扩增程序进行扩增(

7#i#'I<>

#

8(i"'=

#

8(i"(=

#

(#

i&'=

#

%#i&'=

!共
7'

个循环"#

%#i

收集荧光$

A$L

!

仪器
!

*2O

仪为美国应用生物公司生产的
+1K/%&''

型

实时荧光
*2O

仪$

A$M

!

质量控制
!

同一次实验必须同时满足以下
#

个条件(阴

性对照的
O!/*2O

扩增曲线无对数增长期或无
2@

值显示'阳

性对照的
O!/*2O

扩增曲线有明显对数增长期且
2@

&

&(

$

B

!

结
!!

果

B$A

!

实验有效性判断
!!

本实验中阴性对照
O!/*2O

扩增

曲线无对数增长期#阳性对照的
O!/*2O

扩增曲线均有明显

对数增长期#且
2@

值为
"($7&

#小于
&(

$综合判断本实验有

效#结果准确$

B$B

!

茂名市疾病预防控制中心实验室检测结果
!

在该实验室

进行实时荧光
O!/*2O

检测的
7

例标本中#呕吐物
#

例的扩增

曲线无明显对数增长期#且无
2@

值#可判为阴性'呕吐物
"

例

和粪便
#

例的诺如病毒核酸的扩增曲线均有明显对数增长期#

2@

值分别为
#9$:"

%

"7$79

和
"%$%9

#均小于
&(

#因此可判定呕

吐物
"

例和
#

例粪便的诺如病毒核酸检测呈阳性$

B$C

!

广东省疾病预防控制中心检测结果
!

该中心进行实时荧

光
O!/*2O

检测的
&&

例粪便标本中#

"7

例诺如病毒核酸检测

呈阳性#

9

例自来水等外环境标本中#

&

例诺如病毒核酸检测呈

阳性$

B$D

!

疫情判断
!

根据省%市
#

级实验室的检测结果#再结合流

行病学调查资料#判定这是一起由诺如病毒感染引起的急性胃

肠炎暴发流行$

C

!

讨
!!

论

诺如病毒感染对象主要是成年人和学龄儿童#主要分布在

学校%幼儿园%养老院%医院%军队%旅游区等#多在集体机构以

暴发形式出现#全年均有发病$诺如病毒流行地区也极为广

泛#曾经于
#'':

!

#''%

年全球暴发流行#欧洲多国及澳大利

亚%日本等先后发生全国性诺如病毒感染和流行#我国的山西%

北京%广州等省市也曾相继发现过诺如病毒性腹泻散发病

例)

7/(

*

$

近年来#随着分子生物学技术的发展#实时荧光
O!/*2O

技术为快速检测诺如病毒提供了强有力的技术支持#这起诺如

病毒感染事件便是利用该技术建立起的快速检测平台作为实

验室确诊方法$

相对于病毒分离方法所需最少
"

周的时间#实时荧光
O!/

*2O

检测方法大大缩短了检测周期#为疫情的及时控制争取

了宝贵的时间$同时#实时荧光
O!/*2O

检测方法与普通的

O!/*2O

检测方法相比具有独特的优势(

"

"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
*2O

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

果的可靠性'

#

"试剂和标本核酸是在
*2O

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)

:

*

$可见#实时荧光
O!/*2O

检测技术平台的建立将

会在传染病的快速应急检测上发挥积极的作用#十分值得推广

应用)

%

*

$
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