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聚合酶链反应$

345

&由美国
30

公司
Y%-*LDD;<<

博士在

#H')

年发明'

#

(

)

345

技术是指以
345

为基础的核酸检测技

术#通过对扩增反应#能在短时间内将靶序列放大百万倍甚至

千万倍#从而实现靶序列的体外检测及分析)随后发展起来的

实时荧光定量聚合酶链反应$

5+,345

&技术既保留了传统

345

的优点#又实现了从定性检测到定量检测的飞跃'

!

(

)目

前#

5+,345

技术作为成熟*有效的分子生物学试验方法#广泛

应用于基因突变及病原体的临床检测#在相关科研领域也占有

重要地位'

$,K

(

)笔者现结合多年临床及科研经验及成果#对

5+,345

技术和各种荧光探针的应用进行综合性阐述)

?

"

5+,345

技术的原理

5+,345

与传统
345

的区别在于#

5+,345

在
345

的基

础上运用荧光共振转移原理实现荧光能量传递#使荧光探针某

一端标记的荧光能量能够淬灭$激发&另一端的荧光能量#以达

到检测靶序列的目的'

&

(

)通过
5+,345

分析仪#借助特异性

荧光标记探针检测靶序列#即在序列
345

扩增的同时进行荧

光信号的收集#在
345

循环结束时即可对结果进行分析判读)

@

"

循环域值#

4B

$

4B

值是
5+,345

技术中的一个重要概念#即每个
345

反

应管中的荧光信号达到设定的域值所经过的循环数)

345

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)研究表明每个
/2"

模板的
4B

值与该
/2"

的

起始拷贝数存在线性关系#拷贝数缺少#

4B

值越小'

G

(

)

A

"

荧光探针的种类及反应原理

5+,345

技术所需的探针标记由最初的单一荧光染料法

$

Ug-59CAA>

!

&#发展至特异性更高*重复性更好的荧光标

记探针#如
+7

V

*7>

水解探针*

dCAB

杂交探针*分子信标*

U1EC,

6

;E><

探针等)

A%?

"

Ug-59CAA>

!

单一荧光染料
"

单一荧光染料法是早期

最为常用的荧光标记检测方法#即仅采用一种只与
/2"

双链

结合的荧光染料#该染料在游离状态下不发出荧光#而在与

/2"

双链结合后可发出荧光'

)

(

)

Ug-59CAA>

!

荧光染料能

与所有的
/2"

双链结合#对
/2"

模板没有选择性#所以特异

性不强)要想用荧光染料法得到比较好的定量结果#对
345

引物设计特异性和
345

反应质量的要求就比较高#但检测成

本较为低廉'

'

(

)

A%@

"

水解探针
"

水解探针即
+7

V

*7>

探针#目前在国内应用

较为广泛#是美国应用生物系统$

"-8

&公司的专利技术)

+7

V

,

*7>

探针是具有较高的特异性#经
+7

V

酶
$\

(

&\

外切核酸酶活

性切断探针后产生荧光信号)

在采用
+7

V

*7>

探针的
5+,345

体系中#包括
#

对
345

引物和
#

条探针)探针只与模板特异性结合#其结合位点在
!

条引物之间'

H

(

)探针的
&\

端标记有报告基团#如
d"*

*

8̀4

等#

$\

端标记有荧光淬灭基团#如
+"*5"

'

#(

(

)当探针结构完

整时#报告基团所发射的荧光能量被淬灭基团吸收#

5+,345

分析仪检测不到信号)随着
345

的进行#

+7

V

酶在链延伸过

程可结合至已与模板结合的探针#通过
$\

(

&\

外切核酸酶活性

切断探针#报告基团远离淬灭基团#其能量不能被吸收#即可产

生荧光信号'

##

(

)每经过
#

个
345

循环#荧光信号也和目的片

段一样#存在同步指数增长的过程)所以#

+7

V

*7>

探针的荧

光信号属于累计信号#可用于基因及
P52"

的定量检测'

#!

(

)

+7

V

*7>

探针与
Ug-59CAA>

!

反应各有优缺点#

Ug-59CAA>

!

主要优点是不用针对每个
345

反应设计探针#缺点是其特

异性较差#因为
Ug-59CAA>

!

是非选择性地与双链
/2"

结

合'

#$,#K

(

)

对于
+7

V

*7>

探针特异性的改进包括将小槽沟结合剂

$

*9-

&加入探针以提高其
/2"

熔解温度值$

+P

值&#也可以

设计更短的探针#以降低荧光本底'

#&

(

)实验证明#

+7

V

*7>

*9-

探针对于富含
"

"

+

的模板可以区分得更为理想#针对病

毒
/2"

的检测效果更为明显#也适合于单核苷酸多态性

$

U23

&的检测及病毒
/2"

定量检测#不足之处在于不能对未

知等位基因进行鉴别#不能重复反应'

#G,#'

(

)

A%A

"

杂交探针
"

杂交探针即
d50+

探针#目前在国内的应用

较少#是罗氏$

5E1RA

&公司的专利技术%由
!

条位于靶序列上下

游的独立探针组成'

#H

(

)下游探针在
&\

端标记受体荧光基团#

上游探针在
$\

标记供体荧光基团$见图
#

&)当
!

条探针杂交

至靶序列时#形成首尾相连的结构#中间跨度为
#

$

&=

6

'

#!

(

)

!

条探针相邻时可发生荧光能量传递#受体基团接受供体集团的

能量而激发荧光)供体基团在不同波长下释放能量#与
345

过程呈线性关系)与
+7

V

*7>

探针不同的是#

d50+

探针属于

非累积信号)

d50+

探针可通过熔解曲线进行基因突变位点

检测$见图
!

&)该方法主要用于
5E1RA

公司
.;

F

RB4

N

1DA

系列

5+,345

分析仪器#适合用于病原体*未知突变位点的检测#优

点是可用熔解曲线进行重复分析)

图
#

"

d50+

探针结构及信号产生机制

+

'&&

+

国际检验医学杂志
!(#!

年
$

月第
$$

卷第
&

期
"
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!
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!
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!
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A%B

"

分子信标
"

分子信标是具有发夹结构的荧光标记探针#

当荧光基团和淬灭基团紧密接触时#不产生荧光%当
345

反应

处于退火阶段时#由于发夹结构被打开#探针环形区域与靶序

列特异性结合#荧光基团和淬灭基团分开#形成线性结构探针#

结构类似于
+

V

7P7>

探针#使得荧光基团无法被淬灭而发出荧

光$见图
$

&

'

!(,!#

(

)与等长度的
+7

V

*7>

及
d50+

探针相比#分

子信标具有很高特异性#能够识别只有
#

个核酸不同的
/2"

片段#适合进行点突变的检测'

!!

(

)不足之处在于需要特定的

能量才能打开环形结构#对
345

反应的条件要求较高#对于分

子信标的设计要求也较高要求#存在因实验或探针设计失败而

导致检测失败的可能#常用于科研及对特异性要求较高的点突

变检测)

图
!

"

d50+

探针检测
U23

熔解曲线分析图

图
$

"

分子信标结构及信号产生机制

A%C

"

U1EC

6

;E><

探针
"

U1EC

6

;E><

探针即蝎型探针#是以分子信

标为基础的带有
#

条引物的荧光标记探针$见图
K

&)与分子

信标一样#在
&\

和
$\

端分别标记荧光基团和淬灭基团#但在
$\

端加入了
#

条非扩增单位的引物'

!$

(

)

345

反应处于变性阶段

时#环状结构打开#探针与未扩增单位引物的构象发生变化#退

火时与模板特异性结合#发出荧光信号)该探针对于等位基因

检测的特异性很高#且容易实现多重分析#已用于肿瘤细胞基

因突变的检测#如
09d5

*

Y,C7<

等'

!K

(

)

图
K

"

U1EC

6

;E><

探针结构及信号产生机制

A%K

"

高分辨率熔解曲线$

:5*

&

"

该方法是在
5+,345

基础

上发展起来的一种新的定量检测技术#可实时监测升温过程中

双链
/2"

$

?</2"

&荧光染料与
345

产物的结合情况'

!&

(

)

U23

位点碱基不同会使
?</2"

的
+P

值发生变化#使其在升

温过程中先后解开#形成不同的熔解曲线#荧光染料从局部解

链的
/2"

分子上释放#从荧光强度与时间曲线上就可判断是

否存在
U23

#而且不同
U23

位点*杂合子与纯合子等都会影响

熔解曲线的峰形#因此
:5*

能够有效区分不同
U23

位点与

不同基因型)

:5*

采用新型的饱和染料#如
.49CAA>

#

Ug,

+[H

等'

!G

(

)与
Ug-59CAA>

!

不饱和染料法相比#

:5*

更

易于检测单碱基突变*小片段插入或缺失#适合用于甲基化*多

位点突变的检测)其不足在于#对
5+,345

分析仪的要求较

高)国内已有针对
09d5

中
K

个外显子突变检测的商业试剂

盒上市)

B

"

小
""

结

尽管
5+,345

技术发展迅速#所采用的方法和手段也多

种多样#但还是存在一些问题)与此同时#如何正确认识各种

方法的合理性#以及了解不同方法的检测原理和对仪器的要

求#都需要深入学习和探讨)随着
5+,345

技术在临床中的

广泛应用#对检验工作提出了新的挑战#例如如何将
5+,345

技术*仪器与检测目标更高地结合起来#使其在科研及临床中

得到最合理的应用)相信在不久的将来#随着
5+,345

技术

的完善#其应用范围将得到进一步扩大#在临床应用和科研中

也将发挥更大的作用)
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血小板免疫介质分泌及与免疫病理关系研究进展
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关键词"血小板#
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免疫介质#
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动脉粥样硬化#
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脓毒症#
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最早关于血小板与免疫系统联系的认识来自血小板自身

免疫攻击$免疫性血小板减少症&和同种异体免疫攻击$胎儿或

新生儿同种异体血小板减少和输血后紫癜&#以后逐步证实血

小板在调节天然免疫和获得性免疫中有重要作用'

#
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血小板结构

血小板为小*卵圆盘形#浆膜表面一般光滑#可被损伤的血

管壁激活#形状变为多刺环形#促使血小板膜表面黏附蛋白和

凝固蛋白受体数增加#活化血小板吸引其他血小板相互聚集#

形成血栓#阻塞血管渗漏处)该过程也导致很多细胞因子*趋

化因子和细胞表面分子的表达#不仅激发止血#也可诱导白细

胞聚集到损伤组织#例如活化血小板表达
3

选择素#促进淋巴

细胞滚动和黏附至高内皮小静脉'
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血小板颗粒

血小板有
$

种主要颗粒!

%

颗粒*密集颗粒和溶酶体)

%

颗

粒占
K(_

$

'(_

#其内部蛋白包括凝血因子*趋化因子*黏附

蛋白*丝裂原因子和血管生成调节因子)有研究发现
%

颗粒也

含有纤维蛋白原和血管性血友病因子$

T@d

&#推测血小板颗粒

有不同的促炎性反应和抗炎性反应亚群'

$,K

(

)

A

"

血小板合成介质

血小板不仅贮存生物活性介质#也能合成分子#在止血和

炎性反应过程中可形成自身蛋白'

&

(

)血小板与凝血酶活化后

能分泌
$((

种以上蛋白质#其中部分蛋白质#如白细胞介素
,#

$

8.,#

&*

+EDD

样受体$

+.5

&和
4/#&K

#可参与血液凝固以外的

过程#使血小板功能十分复杂'

G,)

(

)

活化血小板表达的生物活性物质和黏附蛋白有利于血小

板与不同免疫细胞群相互作用#例如活化血小板介导中性粒细

胞黏附至内皮#亦上调其促炎性反应功能)血小板与树突状细

胞$

/4

&相互作用使
/4

迁移至组织损伤处#刺激
/4

释放炎性

反应趋化因子和细胞因子)因此#血小板在炎性反应过程中是

细胞交流的关键介质)

B

"

血小板表达的免疫介质

B%?

"

细胞因子和趋化因子
"

血小板颗粒内贮存有很多分子#

如血小板衍生生长因子$

3/9d

&*腺苷二磷酸$

"/3

&和血栓素

"!

$

+X"

!

&#均与止血功能有关)

3/9d

有助于炎性反应部位

的激发和调节伤口愈合)血小板颗粒亦含许多促炎性反应和

抗炎性反应细胞因子及趋化因子#例如转化生长因子
'

$

+9d

'

&#在调节
+9d

'

方面具有重要作用)免疫性血小板减

少症患者血体内
+9d

'

减少#治疗后血小板数正常#

+9d

'

恢

复正常'

'

(

)近年来有报道认为#免疫性血小板减少症患者

4/K

c

4/!&

c

dEO

6

$

c调节性
+

细胞$

+CA

F

&减少#经治疗$静脉

注射免疫球蛋白*地塞米松*血小板生成素&能恢复
+CA

F

数量

和功能'

H
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#说明
+CA

F

分化依赖
+9d

'

#可能与血小板贮存的

+9d

'

有助于
+CA

F

细胞内环境稳定有关)血小板内贮存的其

他细胞因子和趋化因子功能尚未清楚#是当前研究热点之一)
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4/K(

和
4/#&K

"

淋巴细胞和抗原递呈细胞间的
4/K(

和
4/#&K

是一对受体
,

配体#其中心作用是促进相互作用#在

血栓性疾病中有重要作用)现知血小板表达
4/#&K

#可与内皮

细胞上
4/K(

相互作用#上调内皮细胞表达细胞间黏附分子
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$

84"*,#

&和血管细胞黏附分子
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$
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&#释放单核细胞

趋化蛋白
#

$

44.!

&#促进白细胞募集至炎性反应部位'
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外#活化血小板释放的可溶性
4/#&K

可通过相同途径促使白

细胞募集至炎性反应部位#也可与血管细胞$包括内皮细胞&相

互作用#诱导
0

选择素和
3

选择素上调#释放
8.,G

和组织因

子)事实上人血浆中大多数可溶性
4/#&K

来自活化血小板#
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