
-

'#

.

\,0̂ ,D

!

?>NH,

P

,>,

/

D

!

SGEB4

P

Y2S1>G3+HG+G3+14-4@Q2Y4=1A!(*

iC*1-0G=G3+GH@44H0

P

0+G50E

P

,0N>@,3G

O

=,054->G04-,-3G

E140G-04>

-

D

.

29\;

!

'&&*

!

6&

*

'

,'

!%*)!"'2

-

'*

.

;I1==,1M1-,

P

,

.

,=1-

.

,5X

!

U455G,NTD

!

F394N

.

I=1-F

!

G+,=2V14)

O

I,>5,3GN+13,=

O

>4HN3+14-

'

7

OO

=13,+14-04@0N>@,3G

O

=,054->G04)

-,-3GE140G-04>0

-

D

.

2DYI>45,+4

.

>V

!

'&!&

!

%*%

*

'

,'

!6")!($2

-

'%

.

UN+1p>>G_)U,==G

.

4B

!

V403ID

!

:N3I):,-5,>+h-U

!

G+,=2:N>@,3G

O

=,054->G04-,-3G155N-4,00,

P

0)7

O

G>0

O

G3+1MG

-

D

.

2U>4̂ +I

C4>5?Ù BG0
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?Ù

,

,T10

'

,0N>@,3G

O

=,054->G04-,-3G

*

:XB

,

E,0GHE140G-04>0+NH

P

-

D

.

2F4=YG==V143IG5

!

'&&%

!

$&*

*

!

(

'

,'

''!)'$#2

-

$!

.

:

O

>1-

.

G>;

!

:1

O

4M,C

!

J,1043IG>4M,C

!

G+,=2:I1G=H1-

.

G@@G3+4@

54-4M,=G-+,-HH1M,=G-+3,+14-04-04=1H)

O

I,0GSK7I

P

E>1H1_,)

+14-

'

0N>@,3G

O

=,054->G04-,-3GE140G-04>0+NH

P

-

D

.

2KN3=G13731H0

BG0

!

'&!&

!

$%

*

'&

,'

*$6$)*$(!2

-

$'

.

:3,>,-4:

!

F,031-1F

!

;N>-G>7X̀

!

G+,=2:N>@,3G

O

=,054->G04)

-,-3G15,

.

1-

.

@4>,@@1-1+

P

)E,0GHE140G-04>0

-

D

.

2V140G-0V14G=G3)

+>4-

!

'&!&

!

'(

*

(

,'

"(*)"##2

-

$$

.陈翠敏!张晓莉!府伟灵
2d

连锁型视网膜色素变性的分子遗传学

研究进展-

D

.

2

国际检验医学杂志!

'&&#

!

'*

*

$

,'

''*)''"2

-

$6

.姚春艳!府伟灵
2

适配子技术在生物传感器中的应用-

D

.

2

国际检

验医学杂志!

'&&#

!

'*

*

%

,'

*&*)*&%

!

*!'2

*收稿日期'

'&!&)&%)'$

,

!综
""

述!

环介导等温扩增在病原诊断中应用#

李
"

鹏!

"马艳娇!

"

'

"夏
"

伟!综述"张西臣$审校

!

!2

黑龙江八一农垦大学动物科技学院"黑龙江大庆
!#$$!"

,

'2

讷河市畜牧水产技术推广中心"

黑龙江讷河
!#!$&&

,

$2

吉林大学畜牧兽医学院"长春
!$&&&&

#

""

关键词"核酸扩增技术,
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环介导等温扩增

!"#

&

!&2$"#"

+

/

2100-2!#*$)6!$&2'&!!2&$2&'*
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经典的病原检测和诊断方法是体外培养和显微镜技术!这

种方法在临床实验室仍然是一项核心技术%但由于临床上很

多病原体难以被选择培养!从而限制了它们的诊断%尤其在发

展中国家!这种敏感性较低的抹片显微镜检查往往会延误治

疗!甚至导致死亡!因此!建立一种迅速&敏感&准确的诊断方法

就更为重要%近年来!在诊断技术上已经取得了一定的成果!

已开发出聚合酶链反应&连接酶链反应&核酸序列扩增和链置

换扩增等多种体外扩增病原体核酸序列的方法!这些方法都有

了商品化的试剂盒!它们的标准化和自动化的能力比传统方法

更高!还可以检测抗药%环介导等温扩增*

=44

O

)5GH1,+GH104)

+IG>5,=,5

O

=1@13,+14-

!

97FX

,是一种新兴的快速扩增技术!它

利用
6

个特殊设计的引物和具有链置换活性的
SK7

聚合酶!

在恒温条件下特异&高效&快速地扩增
SK7

!非常适合于现场

检测%

?

"

97FX

技术的发展历史

?2?

"

97FX

技术的原理
"

97FX

可以在等温条件下快速&高

效&特异地扩增
SK7

序列%

97FX

可以被分为
$

个阶段!分

别是'开始阶段&扩增循环阶段&延伸阶段%

97FX

引物的设

计是方法成败的关键!引物设计主要是针对靶基因的
#

个不同

的区域!基于靶基因
$[

端的
$̀3

&

'̀3

和
!̀3

区以及
([

端的
V!

&

V'

和
V$

区等
#

个不同的位点设计
6

种引物-

!

.

!其中内引物
'

种!分别是上游内部引物*

@4>̂,>H1--G>

O

>15G>

!

?̀X

,和下游内

部引物*

E,3R̂ ,>H1--G>

O

>15G>

!

V?X

,+外部引物
'

种!分别是上

游外部引物*

@4>̂,>H4N+G>

O

>15G>

,

$̀

和下游外部引物*

E,3R)

,̂>H4N+G>

O

>15G>

,

V$

%

#&

!

#(c

是双链
SK7

复性及延伸的

中间温度!

SK7

在
#(c

左右处于动态平衡状态%因此!

SK7

在此温度下合成是可能的%

6

种特异引物依靠
!

种高活性链

置换
SK7

聚合酶!使得链置换
SK7

合成不停地自我循环!从

而实现快速扩增%

?2@

"

97FX

技术的应用
"

97FX

技术已被应用到沙门氏菌&

军团杆菌&李斯特杆菌&大肠杆菌&弯曲杆菌等多种食源及病原

微生物的检测中!并已有相应的试剂盒问世%沙门氏菌是主要

经食物传播的病原体!可导致人类胃肠道疾病%有研究者已经

表明
97FX

技术可以用于检测沙门氏菌!他们还把
97FX

技

术和普通
XYB

技术进行对比!发现
97FX

的敏感性高于普通

XYB

%

大肠杆菌是另一种能够引起食源性疾病的病原体%

C,>,)

<NH4

已经研制出一种鉴定大肠杆菌的
97FX

试剂盒%研究

者已经开发出可以快速灵敏诊断产肠毒素大肠杆菌的
97FX

试剂盒%也有研究者研制了适用于检测人尿样本中常见大肠

杆菌的
97FX

试剂盒%

诺如病毒*

P+8+R'8&:-:

!

K4J0

,是一组世界范围内引起流

行性胃肠炎的重要病原!主要通过污染水和食物传播!牡蛎等

贝壳类是常见的被污染食品!

K4J0

也会通过密切接触或空气

途径传播!在学校和医院!

K4J0

可以引起人与人之间的传染%

由于
K4J0

无法培养!只能通过电子显微镜来检测!但是这种

)

$6$

)

国际检验医学杂志
'&!!

年
$

月第
$'

卷第
$

期
"

?-+D9,EFGH

!

F,>3I'&!!

!

J4=2$'

!

K42$

#

基金项目'大庆市科学技术局项目*

:UU'&&*)&6%
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方法不太敏感且耗时很长%虽然
XYB

方法已经被用于区分

K4J0

基因型*

U

'

和
U

(

,!但非常耗时且对实验器材要求很

高%商业化的
97FX

试剂盒用于检测
K4J0

!极大地改善了这

一状况%

?+N>>1_,)Us5,>,

等-

'

.利用
97FX

试剂盒检测了

K4J0

感染患者的粪便!结果表明!该试剂盒对主要影响发病

的
U

(

株的敏感度比
U

'

株高%

ǸRNH,

等-

$

.报道了两步等温

扩增法可以检测牡蛎中的
K4J0

!由于
K4J0

基因组在牡蛎体

内的拷贝数很低!他们采用了依赖核酸序列的扩增*

-N3=G13

,31H0G

W

NG-3GE,0GH,5

O

=1@13,+14-

!

K7:V7

,技 术 来 提 高 敏

感度%

研究者已将
97FX

试剂盒成功应用到检测严重急性呼吸

性综合冠状病毒*

:7B:)Y4J

,!实验表明!在检测鼻咽分泌样

本中!

97FX

试剂盒要比荧光定量
XYB

方法更加简单且具有

很高的临床诊断价值%研究者也报道了应用
97FX

试剂盒成

功检测
:7B:)Y4J

的实验!他们通过设计引物使
97FX

检测

方法比普通的检测方法好
!&&

倍之多%

流感是一种危害公共卫生的重大疾病-

6

.

!人流感主要由流

感
7

型或
V

型病毒引起%在流感病毒的
!(

个血凝素亚型和
"

个神经氨酸苷酶亚型中!只有
$

个血凝素亚型*

C!

!

C$

,和
'

个神经氨酸苷酶亚型*

K!

!

K'

,可以感染人类%在老人和孩子

中!如果得不到妥善的治疗!流感可能导致致命性的疾病%研

究者报道了他们设计的流感亚型
!

*

C7!

,&流感亚型
$

*

C7$

,

和流感病毒
V

型的
97FX

引物!并采用
97FX

技术对
$

种流

感亚型进行了检测!发现
97FX

技术优于商业化的*

BS;0

,试

剂盒!具有更高的敏感性和特异性%除了人类流感!高致病性

禽流感*

C(K!

亚型,也已严重危害人类健康和社会经济!为了

防止该病毒的暴发及其在人类中的传播!需要建立一种非常敏

感和简单的诊断方法%

?5,1

等-

(

.在野生鸟类的咽部样本中检

测到
C(

禽流病毒!他们通过设计
C(

型血凝素基因的引物!

采用
97FX

技术检测到
C(K!

型流感!并发现这种方法要比

普通
XYB

方法敏感度高
!&&

倍之多!但是该引物不能扩增人

流感病毒*

C!K!

和
C$K'

,中的
BK7

!他们还利用这种方法检

测了临床患者咽部样本中的
C(K!

病毒%研究者报道了他们

的
97FX

方法作为一种比较好的扩增方法已被世界卫生组织

*

\CA

,推荐%

此外!

97FX

技术还被用于检测其他一些重要的病原体!

包括麻疹病毒&人类乳头状瘤病毒&腮腺炎病毒&隐孢子虫卵&

军团菌和霍乱弧菌等%

?2A

"

97FX

技术的现状
"

在发展中国家!由于人口众多&传

染性疾病多发!所以更加需要一种简单&快速的诊断方法!

97FX

技术作为一种快速&高效&特异的诊断方法!适用于实

验室条件较落后的发展中国家%

肺结核*

O

N=54-,>

P

+NEG>3N=4010

!

;V

,是一种在发展中国家

常见的传染性疾病!其发病率在发展中国家一直处于上升之

势%控制
;V

失败的原因之一是缺乏简单&快速和敏感的诊断

方法%在发达国家!核酸扩增技术*

-N3=G13,31H,5

O

=1@13,+14-

+G3I-1

W

NG

!

K7;

,对于诊断
;V

具有很好的效果!但在发展中国

家常规的实验室却不具备这种实验条件-

#

.

%研究者报道了

97FX

技术用于检测结核分枝杆菌!且与
XYB

具有相同的敏

感性%研究者报道
97FX

技术操作简单!且与传统的商业化

K7;

等效%

疟疾是经按蚊叮咬而感染疟原虫所引起的虫媒传染病!在

发展中国家!疟疾常常危害孕妇和儿童的健康-

*

.

%近年来!大

约有
$&

!

(&

亿人感染疟疾!约
'&&

万人死亡%有
6

种疟疾种

类可以感染人类!但疟疾的症状与其他一些传染病的症状相

似!在没有任何诊断的情况下!抗疟药物常常就开给那些疑似

患有疟疾的患者!这种药物的滥用导致了疟原虫株的耐药性!

由于这些原因!一种快速&准确的诊断方法对于预防和控制疟

疾意义重大%目前!虽然疟疾快速诊断试验*

>,

O

1HH1,

.

-40+13

+G0+0

!

BS;0

,已经可以商业化的诊断该疾病!然而对于一些发

展中国家!那些方法的花费&时间和实验室的基础设施都是不

可能达到的%研究者报道
97FX

技术可以直接检测恶性疟原

虫!这种方法检测的结果要比普通涂片检查敏感度高
!&

倍%

在发展中国家!

97FX

技术可以作为一种检测疟原虫的分子

诊断方法之一%另一方面!研究者已经设计出
97FX

引物诊

断疟疾的
6

种类型!其这种方法的敏感性和特异性与巢式

XYB

反应相似!他们表明!

!

个简单的水浴锅就可以完成

97FX

反应%在发展中国家!

97FX

技术将有可能替代传统

诊断疟疾方法-

%

.

!成为一种控制疟疾的诊断方法%

97FX

技术除了可以诊断结核病和疟疾外!还可以检测

人免疫缺陷病毒*

C?J

,

-

"

.

!诊断非洲人类锥虫病*

C7;

,或昏

睡病等以前被人类忽视的疾病-

!&

.

%

@

"

展
""

望

目前!可行的
K7;

系统都很复杂&成本较高!很难在发展

中国家的实验室广泛应用!但是
97FX

技术具有操作简单&成

本低的优点!所以被很多发展中国家的实验所应用!这样的诊

断方法可能在很大程度上控制和预防很多疾病的流行-

!!)!6

.

%

'&&'

年
:7B:

引起了全世界的恐慌!然而这种疾病对于

发达国家仍是很难攻破的问题!很可能相同的恐慌还会被其他

流行性疾病引起!比如
C(

流感!为了与这些流行性疾病抗衡!

建立一种能够随时随地诊断疾病的技术十分必要%

近年来!

97FX

技术因其操作简单!能够对细菌&病毒等

多种病原体进行准确的诊断!且成本低廉!已在很多发展中国

家被采用!它作为一种快速&敏感&特异的诊断方法将得到更加

广泛的应用-

!(

.

%
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乙型肝炎病毒*

IG

O

,+1+10VM1>N0

!

CVJ

,是引起中国急&慢

性肝炎的主要病原体!感染后会引起慢性乙型肝炎&肝硬化!最

后甚至发展成肝癌%快速&准确&特异地诊断乙型肝炎对于其

治疗&预后及转归至关重要!其中基因诊断技术起关键作用%

近年来!

CVJ

的基因诊断有了很大进展!基因分型的临床意义

得到新的认识!新的耐药突变位点及检测技术不断被发现!本

文就这方面的进展进行综述%

?

"

CVJ

生物学特性

CVJ

基因组是
!

个大约含
$'&&

个碱基的部分双链环形

SK7

!其负链核苷酸序列有
6

个相互重叠的开放读码框*

4

O

G-

>G,H1-

.

@>,5G

!

AB̀

,!即
Y

&

:

&

X

&

d

基因区!分别编码核衣壳蛋

白&外膜蛋白&

SK7

多聚酶和具有反式激活作用的
d

蛋白%

CVJ

的复制由前基因组
BK7

中间体反转录为负链
SK7

!反

转录是利用病毒本身的
SK7

聚合酶!此酶缺乏校对活性!可

造成复制过程中反转录失真!导致
CVJ

变异率比其他
SK7

病毒高约
6

个数量级%

CVJ

变异广泛存在于其基因组的不同

部位!可单独存在于某个基因区!亦可同时出现在几个基因区!

因此
!

个宿主可以感染许多相似株%

CVJ

感染时!比较单一

的病毒株易于呈自限性经过!而呈相似株分布的感染将可能使

感染慢性化%

@

"

CVJ

基因分型

以
CVJ

核苷酸全序列异质性大于等于
%8

为依据!可将

CVJ

病毒株分为
7

!

C

共
%

个基因型-

!

.

%

CVJ

各基因型在

世界范围内具有严格的地理分布特征!具体见表
!

%

表
!

""

CVJ

各基因型的地理分布

基因型 分布地区

7

北欧&美国&中非

V

中国&日本&韩国&越南等亚洲地区

Y

中国&日本&韩国&越南等亚洲地区

S

南欧&中东地区&印度

Q

非洲地区

`

美国中部&南部&波利尼西亚

U

美国&法国

C

-

'

. 美洲

在中国!

CVJ

基因型南方以
V

型为主!北方以
Y

型为主!

S

型仅见于西部及少数民族地区!

7

和
`

型偶有发现!还未发

现其他型别%

CVJ

基因型影响肝脏疾病的自然史&严重程度&

CVG7

.

血清转化率&前核心(核心启动子区变异形式-

$

.以及抗

病毒药物疗效-

6

.

%有研究表明!

7

型
CVJ

感染者比其他基因

型感染者更不容易形成肝细胞癌*

IG

O

,+43G==N=,>3,>31-45,

!

CYY

,!在亚洲地区!

Y

型比
V

型更容易形成
CYY

%近年来!有

研究发现!

Y

型乙肝患者肝组织病理改变明显重于
V

型!基因

V

&

Y

分型检测结合肝穿刺病理检查有助于判断疾病轻重程度&

指导治疗及评估预后%慢性乙肝患者感染病毒株的基因型将

成为医生在对其治疗前进行临床评估时考虑的
!

个重要因素%
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