
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｌｉｎＬｉｖｅｒＤｉｓ，２００４，８（４）：８３９８５９．

［２７］ＡｂｏｕｓｓｏｕａｎＬＳ，ＳｔｏｌｌｅｒＪＫ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｃｙ：ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＲｅｓｐｉｒＭｅｄ，２００９，１０３（３）：３３５３４１．

［２８］ＢｒａｎｔｌｙＭ．Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄａｃｃｕｒａｔｅａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔｏｔｈｅｌａｂｏｒａｔｏｒｙｄｉ

ａｇｎｏｓｉｓｏｆａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ：Ｔｈｅｐｒｏｍｉｓｅｏｆｅａｒｌｙｄｉ

ａｇｎｏｓｉｓａｎｄｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｅｍ，２００６，５２（１２）：２１８０

２１８１．

［２９］ＲｏｄｒíｇｕｅｚＦｒíａｓＦ，ＶｉｌａＡｕｌｉＢ，ＨｏｍｓＲｉｂａＭ，ｅｔａｌ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆ

ａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ：ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓｏｆｒａｐｉｄｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙｔｅｓｔｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＢｒｏｎｃｏｎｅｕｍｏｌ，２０１１，４７（８）：４１５４１７．

［３０］ＧｒｅｅｎｅＤＮ，ＰｒｏｃｔｅｒＭ，ＧｒｅｎａｃｈｅＤＧ，ｅｔａｌ．Ｍｉｓｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎ

ａｐｐａｒｅｎｔａｌｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎ“Ｚ”ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖａｒｉａｎｔｂｙｍｅｌｔｉｎｇａ

ｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，２０１１，４１２（１５／１６）：１４５４１４５６．

［３１］ＦｅｒｒａｒｏｔｔｉＩ，ＳｃａｂｉｎｉＲ，ＣａｍｐｏＩ，ｅｔａｌ．Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆａｌ

ｐｈａ１ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２００７，１５０（５）：２６７

２７４．

［３２］ＬｕｉｓｅｔｔｉＭ，ＢａｌｆｏｕｒＬｙｎｎＩＭ，ＪｏｈｎｓｏｎＳＲ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓｆｏｒ

ｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｎｄａｃｃｅｓｓｏｆｔｈｅｒａｐｉｅｓｆｏｒｒａｒｅｌｕｎｇｄｉｓ

ｅａｓｅｓｉｎＥｕｒｏｐｅ［Ｊ］．ＲｅｓｐｉｒＭｅｄ，２０１２，１０６（６）：７５９７６８．

［３３］欧海龙，雷霆雯，李红梅，等．慢病毒介导的重组人α１抗胰蛋白酶

在小鼠体内的表达［Ｊ］．世界华人消化杂志，２０１２，２０（１９）：１７２０

１７２５．

［３４］ＳｅｎｎＯ，ＲｕｓｓｉＥＷ，ＩｍｂｏｄｅｎＭ，ｅｔａｌ．Ａｌｐｈａ１Ａｎｔｉｔｒｙｐｓｉｎｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｃｙａｎｄｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ：ｒｉｓｋｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙｏｃｃｕｐａｔｉｏｎａｌａｎｄｅｎ

ｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｉｎｈａｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｓｐｉｒＪ，２００５，２６（５）：９０９９１７．

（收稿日期：２０１２１０１７）

作者简介：闫超（１９８５～），女，硕士研究生，主要从事常见病原菌的研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｓ．ｈｏｎｇｍｅｉ＠２６３．ｎｅｔ。

·综　　述·

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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科细菌超过２／３，其中１／２以上为大肠埃希菌，是呼吸道分泌

物、尿液和伤口分泌物培养最多见的细菌。

由于呼吸道、消化道常见致病菌感染率较高，耐药菌株不

断增加，对儿童危害较大。但目前细菌的鉴定还是采用传统培

养及生化鉴定法，受抗菌药物影响较大，需要的时间较长，且有

些标本的检出率不高，常规的微生物敏感性试验需要２～３ｄ，

而在此之前的治疗均为临床医师的经验性治疗。为满足临床

早期、快速、可靠的病原学辅助检查的需要，病原体基因检测方

法不断涌现。与传统的细菌培养法或酶联免疫吸附测定（ｅｎ

ｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法相比，Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ准确性好、特异性强、敏感性高，不受标本中存在的抗菌

药物或其他抑菌物质的干扰。国内多数 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测

试剂盒可检测１０２ 拷贝的病原体核酸，还有报道采用多重

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法进行结核菌菌种、沙门菌血清型、志贺菌属、

大肠埃希菌肠毒素及艾滋病相关泌尿生殖道病原菌的鉴定工

作等。

由于ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应和分析在完全闭管的条件下进

行，能有效防止ＰＣＲ产物的污染，提高检测结果的可靠性；试

剂在ＰＣＲ检测仪上进行扩增和分析，无需电泳和紫外灯观测

等步骤，只需０．５～１．２ｈ即可完成ＰＣＲ过程，自动化程度高。

因荧光信号的产生是模板与探针杂交及模板扩增共同作用的

结果，因此其特异性强。传统ＰＣＲ法均为终点监测，Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ很好地解决了这一局限，可根据荧光强度实时监测反应

过程，并可根据标准曲线获得定量结果。多重ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

可同时检测多种病原菌，并区分主要致病菌和次要致病菌，为

临床诊治提供依据。目前 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ已经被广泛应用于

儿童呼吸系统、消化系统及泌尿生殖系统等常见病原菌的

检测。

３．１　呼吸系统病原菌　呼吸道感染是目前国内儿童发病率最

高的疾病，常见病原菌主要包括肺炎链球菌、肺炎克雷伯菌、金

黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、流感嗜血杆菌、大肠埃希菌、铜

绿假单胞菌、结核杆菌、百日咳鲍特菌、化脓性链球菌、嗜肺军

团菌、肺炎支原体、肺炎衣原体、白色念珠菌、脑膜炎双球菌，卡

他莫拉菌等。

孟茹等［４］采用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对于结核杆菌初始模板的

最低检出限可达１×１０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，比常规ＰＣＲ法高１００倍。

苏明权等［５］用此法检测金黄色葡萄球菌的最低检出限为

１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，相当于１０个菌细胞。Ｍｏｒｏｚｕｍｉ等
［６］对于肺炎

支原体检测显示，此法的敏感性可达９９．２％，特异性可达

９７．５％，最低检出限可达１００ＣＦＵ／ｍＬ。Ｇｕｌｌｓｂｙ等
［７］利用此

法检测肺炎支原体和肺炎衣原体，与普通ＰＣＲ比较，肺炎衣原

体的敏感性和特异性分别为９３％、１００％，肺炎支原体的敏感

性和特异性分别为１００％、９８％。Ｈｉｎｄｉｙｅｈ等
［８］利用此法分析

肺炎克雷伯菌的犅犔犃犓犘犆基因，其特异性达９１．６％，检出值

为１ＣＦＵ，且与其他混合耐药致病菌没有交叉感染。Ｂａｙｒａｍ

等［９］利用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测肺炎链球菌，与传统的培养法

比较，其敏感性和特异性分别为９７．２％、６０．９％。Ｓｅｐｕｔｉｅｎé

等［１０］检测了耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，其灵敏性可达

９８．７％，特异性达１００．０％，阳性、阴性预测值分别为１００．０％、

９６．６％。Ａｂｄｅｌｄａｉｍ等
［１１］利用多重ＰＣＲ法检测引起下呼吸道

感染的肺炎链球菌和流感嗜血杆菌，敏感性分别为９５％、

９０％，特异性分别为７５％、６５％。Ｍｃｃｕｌｌｏｃｈ等
［１２］检测儿童囊

性纤维化患者的铜绿假单胞菌，其结果与金标准培养法比较，

特异性为１００％，敏感性为５８％。

３．２　消化系统病原菌　引起儿童感染性腹泻的病原微生物主

要是肠道致病菌和病毒，也有少部分由寄生虫感染引起。其

中，肠道致病菌主要是肠致病性大肠埃希菌、沙门菌属、志贺菌

属、空肠弯曲菌等。目前，Ｈａｒｄｅｇｅｎ等
［１３］利用多重犜犪狇Ｍａｎ

ＰＣＲ法检测致病性大肠埃希菌，可有效区分致病性大肠埃希

菌和黏附性大肠埃希菌。Ｇｕｉｏｎ等
［１４］利用熔解曲线分析及多

重ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 法对于大肠埃希菌的检测，特异性可达

１００％，敏感性可达９９％。Ｌｉｎ等
［１５］对于粪便中空肠弯曲菌的

检测表明，此法敏感性为１０３ ＣＦＵ／ｇ，便于操作且耗时短

（３．５～４．０ｈ），可用于临床诊断和流行病学监测。Ｎｇａ等
［１６］对

于沙门菌的检测，特异性可达１００％，敏感性可达５３．９％。杨

俊超等［１７］检测沙门菌的检出率为１２．５％，高于常规ＰＣＲ的

１０％和细菌分离培养的５．０％。

３．３　泌尿生殖系统病原菌　大多数泌尿系统感染是由１种细

菌感染所致，混合感染少见。革兰阴性菌是泌尿系统感染的常

见致病菌，其中又以大肠埃希菌最为常见。其他革兰阴性杆

菌，如变形杆菌、克雷伯菌、绿脓杆菌等也占一定比例。在由革

兰阳性菌引起的儿童泌尿系统感染中，以葡萄球菌和肠球菌感

染为主。此外，沙眼衣原体、支原体、腺病毒感染、结肠内阿米

巴原虫、红斑丹毒丝菌等感染也有报道。

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测阴道加德纳菌含量的线性范围为

１×１０－１～１×１０
５ 拷贝／ｍＬ，其诊断细菌性阴道炎的总体敏感

性和特异性分别为９２．９％、８０．３％
［１８］。陈暖等［１９］利用此法检

测淋球菌，其阳性检出率可达２９．３５％。许菁
［２０］利用此法对于

淋球菌、沙眼衣原体、解脲脲原体检测的特异性达７６．６１％，敏

感性为９７．８３％，高于培养法的检出率（２７．３８％）。Ｌｅｈｍａｎｎ

等［２１］利用ＳｅｐｔｉＦａｓｔＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测泌尿生殖系统常见

致病菌及真菌，其敏感性及特异性分别为８２％、６０％，与常规

培养法比较，节省了４３ｈ。

３．４　其他病原菌　Ｓｍｙｔｈｅ等
［２２］对于钩端螺旋体的检测表

明，此法可检测血液或尿液，不依赖于培养法，可特异性区分病

原体，最低检出下限为２个细胞。对于念珠菌的最低检测下限

达到ｌ～５ＣＦＵ／ｍＬ，可同时检测５种念珠菌（白色念珠菌、光

滑念珠菌、近平滑念珠菌、热带念珠菌及克柔念珠菌）的熔解温

度［２３］。此外，还可用于芽孢杆菌等非常见病原体的检测。

４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的应用前景

目前，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ已广泛应用于部分儿童常见病原菌

的检测。但是随着ＰＣＲ仪的不断更新、诊断标准的优化、芯片

技术的发展、光学和热循环技术的改进，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术将

被广大临床诊断实验室应用，有助于临床医师对疾病的诊断和

治疗。Ｃｈａｋｒａｖｏｒｔｙ等
［２４］将探针与ＤＮＡ熔解温度结合检测目

的片段，与单一探针检测单一片段相比，此法可利用极少的探

针检测较多的目的片段。此外，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术可以帮助

积累大量有关病原体核酸数量与感染性疾病发生、发展和预后

之间关系的资料，从而形成感染性疾病的临床分子诊断。
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·综　　述·

犆犲狉犫犅２基因在消化道肿瘤研究中的进展

侯振江 综述，侯建章 审校

（沧州医学高等专科学校，河北沧州０６１００１）
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　　犆犲狉犫犅２是目前研究较多的癌基因之一，属于表皮生长因

子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）的家族成员，

其编码相对分子质量为１８５０００的跨膜糖蛋白与ＥＧＦＲ相似，

具有酪氨酸激酶活性，与配体结合后激活蛋白激酶活性，促进

细胞的分裂、增殖［１］。犆犲狉犫犅２作为一种细胞来源的原癌基

因，正常情况下处于非激活状态，当受到体内、外某些因素作用

时被激活，其结构改变、扩增或过表达会促进细胞有丝分裂、

ＤＮＡ合成增加，使某些不正常细胞的独立生长能力失控，加快

细胞增殖，导致细胞生长异常，从而转化为肿瘤细胞［２］。研究

表明，肿瘤患者犆犲狉犫犅２基因扩增或过度表达与肿瘤转移、病

理分型、临床分期和预后相关。本文就犆犲狉犫犅２基因在消化

道肿瘤研究中的进展概述如下。

１　食管癌

食管癌患者ＣｅｒｂＢ２阳性表达率的结果差异较大。有研

究报道，食管鳞癌患者ＣｅｒｂＢ２蛋白过表达率为１８％；食管癌

患者ＣｅｒｂＢ２阳性表达率为５０．８％，与肿瘤分级、浸润、淋巴

结转移和预后有关。贵永贤等［３］报道，早期食管癌ＣｅｒｂＢ２

表达阳性率（３５．３％）显著高于食管上皮异型增生的表达率

（７．５％），并与肿瘤的分化程度和分级密切相关。符宝敏等
［４］

报道，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级食管癌患者ＣｅｒｂＢ２的表达率分别为５０％、
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