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　　α１ 抗 胰 蛋 白 酶 缺 乏 症 （ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，

ＡＡＴＤ）是一种严重的基因紊乱性疾病，主要是由于编码α１抗

胰蛋白酶（ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ，ＡＡＴ）的基因突变引起血浆中蛋

白酶抑制剂ＡＡＴ的缺乏，从而使中性粒细胞弹性蛋白酶与蛋

白酶抑制剂之间的平衡遭到破坏，中性粒细胞释放的弹性蛋白

酶、组蛋白酶不断积累并降解肺组织的弹性蛋白，损伤肺泡的

弹性纤维，破坏肺泡间隔，从而导致肺气肿［１］。该疾病的临床

表现多样，其中主要引起肺气肿、肝硬化，极少引起致死性脂膜

炎和继发性脉管炎。１９６３年ＣａｒｌＢｅｒｔｉｌＬａｕｒｅｌｌ与ＳｔｅｎＥｒｉｋｓ

ｓｏｎ首次报道了ＡＡＴＤ，他们认为血清 ＡＡＴ水平低下与肺气

肿的发生有很大关系［２］。此后，ＡＡＴＤ的发病机制和基因异

常得到进一步研究。ＡＡＴＤ主要是由于编码 ＡＡＴ蛋白的基

因突变引起ＡＡＴ的含量降低。它是一种常染色体共显性遗

传，符合孟德尔遗传定律［３］。该疾病的主要突变类型是ＰＩＺ和

ＰＩＳ型，其中 ＰＩＺ型为３４２位谷氨酸（ＧＡＧ）突变为赖氨酸

（ＡＡＧ），ＰＩＳ型为２６４位的谷氨酸（ＧＡＡ）突变为缬氨酸

（ＧＴＡ）
［４］。ＰＩＺＺ型纯合突变体可引起严重的疾病，这种突变

型是引起呼吸道症状的一个危险因素［２］。另外，环境因素如吸

烟、粉尘等能加重疾病的进程。ＰＩＺＺ型也可以导致儿童期和

成年期的急慢性肝损伤［２３］。另外，有研究显示ＡＡＴＤ可以增

加肝癌、膀胱癌、结直肠癌、胆囊腺癌和恶性淋巴瘤等肿瘤的发

病风险。虽然ＡＡＴＤ在肺癌发展中的确切作用未知，但已证

明携带ＡＡＴＤ等位基因的患者可增加肺癌的发病风险
［５］。

１　ＡＡＴ的分子、蛋白特性

ＡＡＴ是体内一种重要的丝氨酸蛋白酶抑制剂，主要由肝

细胞合成的相对分子质量为５２０００的蛋白，但是也可由单核

细胞、巨噬细胞、肺泡细胞、肠上皮细胞和角膜上皮细胞合

成［２，４，６］。它主要在肺脏中发挥生理功能，保护肺弹性组织免

受中性粒细胞弹性蛋白酶的降解。该蛋白由位于１４号染色体

ｑ３１３２．３的蛋白酶抑制剂基因编码，即犛犈犚犘犐犖犃１基因，该

基因长１２．２ｋｂ，包括４个编码外显子，３个非编码的外显子和

６个内含子
［７］。肝细胞和单核细胞都有编码该基因的启动子，

分别通过不同的机制介导。ＡＡＴ的半衰期为５ｄ，其蛋白组成

包括３９４个氨基酸和３个与天冬氨酸相偶联的糖基化侧链，这

些侧链对延长ＡＡＴ分子的半衰期有很重要的作用
［２，８］。ＡＡＴ

是一种急性时相反应蛋白，在炎症、感染期患者的血浆中，

ＡＡＴ含量会增加３～４倍。在口服避孕药治疗和妊娠期间，其

含量也会增加［６］。大量实验证实，ＡＡＴ参与炎症反应的调

节［９］。另外，ＡＡＴ的主要功能是抑制胰蛋白酶，可抑制中性粒

细胞弹性蛋白酶的活性。ＡＡＴ也可以抑制或减慢细菌、病毒

的复制和传染，包括人类免疫缺陷病毒［３］。

２　ＡＡＴＤ的相关特性

２．１　病理生理学特性　ＡＡＴ的基因突变类型很多，大约有

１００多种已经被鉴定。其中，最常见的突变类型 ＰＩＺ和 ＰＩＳ

型。不同的突变类型与肺气肿的患病风险有很大关联，ＰＩＺＺ

型和无效基因型的个体患病风险最高，９５％的临床相关缺陷的

患者是ＰＩＺＺ基因型；ＰＩＳＺ的个体有中等强度的患病风险。血

浆ＡＡＴ的相对检测阈值是１１μｍｏｌ／Ｌ
［１０］，如果低于该值应怀

疑其有相关突变并需要做进一步的检查。Ｚ型突变是３４２位

的谷氨酸被赖氨酸取代，Ｓ型突变是２６４位的谷氨酸被缬氨酸

取代。还有一些罕见突变，如 Ｍｍａｌｔｏｎ型突变是５２位的苯丙

氨酸缺失或５１的苯丙氨酸缺失，Ｓｉｉｙａｍａ型突变是５３位的丝

氨酸被苯丙氨酸取代，Ｍｈｅｅｒｌｅｎ型突变是３６９位的脯氨酸被

亮氨酸取代，Ｍｐｒｏｃｉｄａ型突变是４１位的亮氨酸被脯氨酸取代

等［１１］。其中，ＰＩＭＭ型占８５％以上，存在于正常人群中。其他

ＰＩＭＳ、ＰＩＳＳ、ＰＩＭＺ、ＰＩＳＺ和ＰＩＺＺ大约占１５％
［８］。

ＰＩＺ突变体与肝脏疾病有很大关联，通常在ＰＩＺＺ纯合个

体和少量的杂合个体中发现肝脏疾病。在Ｚ突变蛋白合成过

程中，Ｚ基因被转录翻译，Ｚ突变蛋白聚集形成大量的多聚物，

多聚物的形成在疾病的病理生理过程起关键性作用［１２］。但这

种误折叠和聚合作用的分子机制还不清楚。有研究认为，

ＡＡＴ分子三聚体的这种结构揭露了多聚物连接时是通过羧基

末端３４位残基的功能切换区介导的
［１３］。ＡＡＴ分子结合中性

粒细胞弹性蛋白酶的活化位点与蛋白的构象变化有关［７］。多

聚物在肝脏中聚集是导致肝病的主要因素，在肺脏中是否会有

多聚物的形成和累积还需要进一步研究。

Ｓ突变是与临床疾病相关的第二大突变。Ｓ蛋白在胞内

单独存在，不形成多聚物。而ＰＩＳＺ杂合子会在肝脏中形成杂

合多聚体，当然也会导致肝脏疾病的发生，发病情况仅次于

ＰＩＺＺ纯合子
［１２］。

２．２　流行病学特性　ＡＡＴＤ有２个主要的流行病学特征：

（１）它是一种常见的疾病；（２）它没有引起临床医生的重视，但

能引起严重的不良反应［１１］。尽管 ＡＡＴＤ是常见的遗传性疾

病，但ＡＡＴＤ的流行在不同国家之间有很大差异。不同的变

异类型，其相关疾病的发展也不相同。其中，最常见的突变类

型ＰＩＳ、ＰＩＺ与肺气肿和肝硬化有很大关联。ＡＡＴＤ在不同人

群中都有报道，包括非洲黑人、阿拉伯人、中东地区的犹太人、

澳大利亚人、欧洲和北美地区的白人、中亚人、远东亚洲人和东

南亚人［１４］。该疾病主要见于欧洲，是白种人常见的基因遗传

病，各个国家之间仍有差异。有学者对２１个欧洲国家其基因

·１１１１·国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９

 基金项目：江苏省常州市科学技术局资助项目（ＣＭ２０１１３００７）。　作者简介：秦莉（１９８６～），女，在读硕士研究生，主要从事疾病分子诊断

方面的研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｓｈｉｎｅｒｏａｒ＠１６３．ｃｏｍ。



突变频率进行调查和统计分析显示［１５］，Ｚ型突变主要在南部

的斯堪的纳维亚和北欧沿海地区，往南、往东地区的基因频率

逐渐减少。相反，Ｓ等位基因的突变引起血浆 ＡＡＴ中等程度

的缺乏，其中，在南欧较为常见，往东北逐渐减少。美国Ｚ突变

基因频率比欧洲低，而其Ｓ突变比北欧高
［７，１５１６］。

有学者对２０个亚洲国家的ＰＩＳ、ＰＩＺ型突变频率进行流行

病学调查后发现，这２种突变类型在这些国家的不同地区也有

差别。其中，ＰＩＺＺ型最高的在阿富汗、巴基斯坦、沙特阿拉伯

和泰国［１７］。然而，中国对该疾病的研究调查较少，临床对

ＡＡＴ的检查也没有普及，因此，有许多患者没有被检测出来。

因ＡＡＴＤ与肺气肿和肝硬化有很大关联，对这些患者应进行

常规ＡＡＴ含量或基因型的检测，防止漏诊。

３　与ＡＡＴＤ有关的疾病类型

３．１　肝脏疾病　与 ＡＡＴＤ有关的肝脏疾病是一种与遗传和

环境都相关的疾病，导致肝脏疾病的主要突变类型是 ＰＩＺＺ

型，也包括ＰＩＺ杂合子
［２，１８］。ＰＩＺＺ突变体可以导致儿童期和

成年期的急、慢性肝损伤。主要的临床体征是新生儿出生后黄

疸延长，伴结合胆红素过高和转氨酶异常［２］。最近国内报道了

１例肝功能异常的儿童患者，其最终确诊为 ＡＡＴＤ
［１９］。与Ｚ

型突变相关的婴儿肝脏疾病主要表现为新生儿胆汁淤积性黄

疸，数月后自然消退［６］。那些在儿童期没有肝脏疾病的患者，

成年后肝硬化和肝细胞癌的风险增加，肝硬化发生在５０岁左

右［６］。Ｚ型突变蛋白在肝内质网的慢性聚合作用是肝硬化和

肝纤维化形成的主要原因。该折叠蛋白的异常堆积极大地增

加了肝脏疾病的风险，其堆积形成的胞内包涵体使肝脏受

损［６７，２０］。聚合作用是该疾病的病理生理过程的一个重要步

骤，ＡＡＴ分子结合中性粒细胞弹性蛋白酶的反应位点与该蛋

白的构象变化有关。Ｚ蛋白突变体通过替代位于反应位点的

单一氨基酸，改变该分子的构象灵活性，从而导致突变蛋白的

聚集［１２］。目前尚没有针对与 ＡＡＴＤ相关的肝脏疾病的有效

治疗方案，只能采用一些措施来预防并发症（如出血、腹水、瘙

痒、营养不良、脂溶性维生素缺乏、感染和恶性肿瘤等）的发生。

３．２　肺部疾病　ＡＡＴ的主要生理功能是保护下呼吸道组织

免受中性粒细胞弹性蛋白酶的降解［２１］。在正常生理状态下，

蛋白酶抗蛋白酶保持平衡状态，这是防止肺气肿发生的重要

因素。由基因突变引起的ＡＡＴ缺乏导致肺泡组织受损，最终

导致慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａ

ｓｅｓ，ＣＯＰＤ）、肺气肿的形成
［４，２０２１］。众多实验结果显示，ＡＡＴ

相对缺乏引起的蛋白酶抗蛋白酶系统失衡是国人肺气肿致病

的真正原因，但也有学者认为此类患者血清ＡＡＴ数量并未减

少，而是表现为功能不足［２２］。肺气肿是与 ＡＡＴＤ相关的最常

见的疾病，一般在早期（４０～５０岁）发病，主要影响肺基底部全

小叶，出现不对称的病理变化［７］。研究发现一秒用力呼气容积

（ｆｏｒｃｅｄｅｘｐｉｒａｔｏｒｙｖｏｌｕｍｅｉｎｏｎｅｓｅｃｏｎｄ，ＦＥＶ１）是评估患者生

存率和肺气肿发生的主要指标，ＰＩＺＺ型低ＦＥＶ１比高ＦＥＶ１

的患者发生肺气肿的概率更大。发展为肺气肿有３个危险因

素———气道高反应性、反复感染和家族遗传因素［３］。ＡＡＴ多

聚体的形成在肺气肿的进展中发挥重要作用，它可以加速肺部

的炎症反应。多聚体主要在较低的ｐＨ环境下形成，而吸烟可

造成轻度酸性环境，加速多聚体的形成，造成肺组织的损

伤［２３］。研究结果显示，ＡＡＴＤ也与肺癌的患病风险有很大关

系，大多肺癌患者体内存在ＡＡＴ变异蛋白和中性粒细胞弹性

蛋白酶启动子区域的多态性（－９０３Ｔ 和－７４１Ｇ 等位基

因）［５，２４］。吸烟可以增加患病的风险，通过诱导肺组织的炎症

反应和氧化应激，促进肺组织的炎症细胞释放蛋白水解酶，使

蛋白水解酶与抗蛋白水解酶失衡，引起肺组织的损伤［７，２５］。

３．３　坏死性脂膜炎　１９７２年 Ｗａｒｔｅｒ等人首次发现 ＡＡＴ与

坏死性脂膜炎相关［１１］，主要表现为自发性皮肤坏死、化脓，主

要发生在臀部和躯干［２］。少数病例报道，注射纯化的人 ＡＡＴ

制剂可以使脂膜炎的临床症状快速消退［６］。然而，脂膜炎的发

生比较罕见，ＡＡＴＤ患者的发生率大约为１‰
［７］。该疾病可能

伴有的基因型为ＺＺ、ＳＺ及ＳＳ
［１１］。

３．４　系统性脉管炎　该疾病在ＡＡＴＤ中的发生频率不高，有

病例显示ＡＡＴ异常的患者与抗蛋白酶３抗体［如抗中性粒细

胞胞质抗体（ａｎｔｉｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＮＣＡ）］阳

性的脉管炎有一定的关联［７，１１］。目前提出３种可能导致与

ＡＡＴＤ相关脉管炎发生的机制：（１）蛋白酶３是 ＡＡＴ的主要

作用物，ＡＡＴ缺乏可增强机体对蛋白酶３的自身免疫性反应；

（２）连锁不平衡性可能会引起自身免疫性基因伴随异常的

ＡＡＴＤ表型遗传；（３）Ｚ突变体的聚合作用也会促使自身免疫

性脉管炎的发生［１１］。对抗蛋白酶３抗体（如ＡＮＣＡ）阳性的脉

管炎要加以重视，并进行相关检查［１１］。目前为止，还有证据显

示ＡＡＴＤ可增加肿瘤（如淋巴瘤、膀胱癌、胆囊癌和肺癌）的发

病风险，并促进疾病的进展［３］。

４　实验室诊断与筛查

在欧洲，此类疾病很常见。临床上某些患者若疑诊为该遗

传病，需要做相关检查，其中包括吸烟或不吸烟的伴有呼吸困

难、ＣＯＰＤ或肺气肿症状的年轻人
［３］；久治不愈的哮喘患者、不

明原因的支气管扩张患者［２６］；先证者的有相关症状的同

胞［２７］；有出血障碍的新生儿、黄疸延长和一些不明原因的肝硬

化患者［２３］。２００３年美国胸科学会和欧洲呼吸协会已对

ＡＡＴＤ的诊断方针做了相关的概述。ＡＡＴＤ的诊断包括定量

试验（血浆ＡＡＴ水平的测定）及定性试验（ＡＡＴ突变基因的

测定）。

４．１　血浆ＡＡＴ水平检测　一般用火箭免疫电泳、放射免疫

扩散和免疫比浊法来检测血浆 ＡＡＴ水平。这些检测方法简

便、低廉，但敏感性和特异性不高［４，１０］。该蛋白是急性时相反

应蛋白，炎症会使其含量增加，此时血浆含量就不能反映其真

实水平［３］。ＡＡＴ水平的阈值为１１μｍｏｌ／Ｌ，低于此值时，肺气

肿的患病风险大大增加。ＡＡＴ含量测定只能作为初步筛查实

验，并不能确定是哪种类型的突变，所以要想检测突变类型还

需要做表现型和基因型测定。

４．２　表型测定　对定量检测ＡＡＴ水平异常的患者可进行表

型检测，根据各种突变蛋白的等电点不同，用等电聚焦法检测。

根据各种突变蛋白在ｐＨ梯度下的电泳迁移率不同，将它们分

成不同的类型。起初Ｆ表示快迁移，Ｓ表示慢迁移，Ｍ 表示居

中，随着新突变的发现，人们按阿拉伯字母顺序进行编码［３］。

由于ＡＡＴ分子的微观多态性和突变类型的多样性，这种技术

的实施需要特定的专家来进行［２８］。此外，由于患者体内 ＡＡＴ

含量比较低，其表型可能不被测定出来，结果还需要用特异性

等位基因杂交技术检测［２９］。比如，无效突变血中没有 ＡＡＴ，

所以不能用等电聚焦法检测表型，只能分析基因序列来确定。

尽管该技术有一定的缺陷，但它仍然为筛查和诊断提供了有用

的信息。

４．３　基因型测定　基因分子水平的检测是从全血细胞中提取

ＤＮＡ，用实时定量ＰＣＲ技术的等位基因特异性扩增来分析已

知突变类型［４］。一般利用熔解曲线来检测突变基因。有研究

者用双探针法来检测正常和突变基因［３０］。最常检测的基因类
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型是 ＭＭ、ＭＺ、ＳＳ、ＳＺ和ＺＺ型，不能检测无效突变类型。如果

其他未知的突变类型需要鉴定，可以采用直接测序法［３１］或变

性梯度凝胶电泳法［２１］。

因该疾病的临床症状不典型，常存在并发疾病，许多医院

并未常规开设ＡＡＴ含量测定，这导致漏诊而延误治疗。对无

症状患者的早期诊断可以帮助患者改善生活习惯来减少肺气

肿的发生，特别是对于儿童，该疾病的预防很重要。因此，加强

对该疾病的诊断力度，增强对该疾病的防范，以遏制其进一步

发展和恶化。

５　相关治疗

伴有ＣＯＰＤ的ＡＡＴＤ患者应接受常规支持治疗，包括支

气管扩张剂、注射皮质类固醇激素和肺部的康复治疗。一般这

些患者有正常的免疫反应，建议注射抗流感和肺炎双球菌疫

苗，增强抵抗力［２６］。细菌感染会导致疾病的加重，建议使用抗

菌药治疗，防止病情的进一步恶化。研究者还在进一步研究新

的治疗方案和新的药物，然而任何新药的应用都需要大量的实

验证实才可以用于临床。随机、双盲和安慰剂的临床试验是评

估某种治疗药物是否有效的金标准［３２］。对 ＡＡＴＤ的特异性

治疗一般采用ＡＡＴ支持疗法，其中，有４种可能的治疗方法：

（１）静脉注射纯化人血浆蛋白的治疗；（２）ＡＡＴ吸入剂的应用；

（３）重组ＡＡＴ治疗和人工合成弹性蛋白酶抑制剂的治疗；（４）

肺的减容修复手术［７］。近来，还有些研究以慢病毒为载体，通

过组建人ＡＡＴ表达载体，分析其表达和可能的治疗作用
［３３］。

这些研究为基因治疗提供了一些的实验依据。其他的抗感染

治疗还在进一步的研究中。

６　小　　结

吸烟是该疾病最重要的危险因素［２０］，其他影响疾病进程

的危险因素包括：被动吸烟，职业性暴露于呼吸道刺激物、特殊

环境（如煤、油燃烧和农业劳作等）［３４］。预防该疾病发作的有

效措施包括：戒烟［７］、减少空气污染、抗流感和肺炎感染的免疫

治疗以及有炎症患者的早期抗菌药治疗等。目前一般医院没

有开设ＡＡＴ含量测定项目，国内对该疾病的相对诊断率比较

低，对该疾病的报道也较少。然而，医务工作者应对一些可疑

病例进行筛查，包括早期肺气肿患者，不明原因的肝硬化、新生

儿胆汁淤积以及一些已知患者的家族成员等。通过检测血浆

ＡＡＴ水平，测定表型和基因型来确诊该疾病。有效预防该疾

病可减少并发症的发生，减轻患者的痛苦，甚至可延长患者的

生命。因此，开发一套完善、快速、简便、廉价的诊断方法是今

后研究的重点。
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实时荧光定量ＰＣＲ法检测儿童常见病原菌的研究进展

闫　超 综述，孙红妹△审校

（首都儿科研究所细菌研究室，北京１０００２０）
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　　实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉ

ｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）是根据荧光共

振能量转移原理，设计相应的荧光标记核酸探针，通过ＰＣＲ反

应对靶ＤＮＡ进行定性、定量测定的技术
［１］，可根据样品的循

环阈值，参照标准曲线准确计算出样本内核酸的起始浓度，实

现ＰＣＲ从定性到定量的飞跃。在ＰＣＲ扩增的早期即可监测

其反应动力学，既保持了ＰＣＲ技术快速和灵敏的优点，又克服

了传统ＰＣＲ技术中存在的假阳性污染和不能进行准确定量的

缺点。与现有基因检测方法相比较，该方法具有多病原同时检

测、操作简便、仪器设备要求不高、经济等优势，可迅速应用于

临床。

１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的原理

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ是在常规ＰＣＲ基础上添加了荧光染料或

荧光探针，利用荧光信号积累实时监测整个ＰＣＲ进程，最后通

过标准曲线对未知模板进行定量分析，见图１。其基本原理在

于ＰＣＲ反应体系中加入了荧光化学物质，ＰＣＲ产物随着ＰＣＲ

反应的进行不断积累，荧光强度与ＰＣＲ产物的数量呈对应关

系，实时检测荧光信号强度，进而确定扩增产物的数量，即检测

每个循环结束后的产物量，从而实现ＰＣＲ扩增的动力学监测，

扩增曲线为Ｓ型。

　　在 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术中２个重要的概念：荧光阈值和

ＣＴ值。荧光阈值是在荧光扩增曲线上人为设定的一个值，一

般设置为扩增过程３～１５个循环的荧光信号的标准差的１０

倍。当荧光值超过阈值时的循环数被称为ＣＴ值。ＣＴ值与该

模板的起始拷贝数的对数存在线性关系，起始拷贝数越多，ＣＴ

值越小。利用已知起始拷贝数的标准品可作出标准曲线，以

ＣＴ值为横坐标，以一系列标准ＤＮＡ分子的起始拷贝数的以

１０为底的对数为纵坐标，因此，只要获得未知样品的ＣＴ值，即

可从标准曲线上计算出该样品的起始拷贝数［２］。

２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的类型及特点

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术可以分为非特异性的ＤＮＡ结合染料

法和特异性探针法，后者由于增加了探针的识别步骤，特异性

更高，但前者则简便易行。

２．１　非特异性的ＤＮＡ结合染料法（非探针类）　荧光染料可

以非特异性结合双链ＤＮＡ的小沟，嵌合进ＤＮＡ双链，但是不

与单链结合。反应起始时，只产生很少的荧光，但随着反应进

行，扩增产物的增加，即双链ＤＮＡ的增加，荧光强度也随之增

强。当ＤＮＡ变性时则荧光信号降低。因此，通过每个循环结

束时荧光强度的变化可估计ＤＮＡ增加的量。此方法的优点

是不需设计探针，简便，同时降低了检测成本，但其特异性较

差，染料可以和任意双链ＤＮＡ结合。目前常用的ＤＮＡ结合

染料为ＳＹＢＲ?ＧｒｅｅｎⅠ
［３］。

２．２　特异性荧光定量ＰＣＲ方法（探针类）　此方法是根据荧

光共振能量转移原理，当荧光基团与一个荧光淬灭基团（可以

淬灭前者的发射光谱）的距离接近至一定范围（７～１０ｎｍ）时，

会发生荧光能量转移，淬灭基团会吸收荧光基团在激发光作用

下激发的荧光，从而使其不发光，一旦二者分开，淬灭作用即消

失。根据荧光探针类型，目前常用的有犜犪狇Ｍａｎ探针、双杂交

探针、分子信标、蝎形探针等相关技术。以犜犪狇Ｍａｎ探针为例

说明其工作原理，探针完整时，报告基团发射的荧光信号被淬

灭基团吸收；ＰＣＲ扩增时，犜犪狇酶的５′～３′外切酶活性将探针

酶切降解，使报告荧光基团和淬灭荧光基团分离，从而荧光监

测系统可接收到荧光信号。

３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对于儿童常见病原菌的检测

国内系统性的关于儿童常见病原菌种类的报道较少，但总

体上从城市儿科医院收集的标本测定结果看，儿童常见致病菌

与成人有不少相似之处，少数存在特异性［３］。其中，革兰阴性

菌的比例约占６０％，超过革兰阳性菌。革兰阴性菌中肠杆菌
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