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　　摘　要：目的　建立用于检测 ＨＩＶ１的基于核酸序列扩增的酶联免疫吸附测定（ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ）法。方法　根据 ＨＩＶ１基

因组长末端重复序列设计引物对 ＨＩＶ１ＲＮＡ进行基于核酸序列扩增（ＮＡＳＢＡ），结合微孔板中液相杂交和酶标显色反应检测核

酸扩增物，并对该检测方法的灵敏度、特异度及其对临床样本的检测结果进行评价。结果　该方法可检测到０．１ｆｇ／μＬ的ＲＮＡ，

且对 ＨＩＶ１具有特异性。在１２０例临床样本的检测中，其检测准确度高于常规的实时荧光定量反转录聚合酶链反应（ｆｑＲＴ

ＰＣＲ）法。结论　ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ方法能灵敏并特异地检测 ＨＩＶ１。
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　　根据病毒核酸测序将 ＨＩＶ分为 ＨＩＶ１和 ＨＩＶ２两型，其

中 ＨＩＶ１是目前全球流行的主要病毒类型，具有很强变异性，

分子流行病学调查结果显示，中国已经成为 ＨＩＶ１流行最多

的国家之一［１］。目前国际上建立了一系列用于检测 ＨＩＶ的方

法，其中最常用的是抗体检测，但从人体感染 ＨＩＶ到血液出现

ＨＩＶ特异性抗体有１个１～３个月的“窗口期”，该时期内患者

无法确认自己是否感染，故无法对 ＨＩＶ１实现早期诊断
［２］。

对病原体进行核酸检测可以缩短检测的“窗口期”。常用的核

酸检测方法主要有实时荧光定量反转录聚合酶链反应（ｆｑＲＴ

ＰＣＲ）、反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）等
［３４］。但ｆｑＲＴＰＣＲ

因需要昂贵的荧光定量ＰＣＲ仪而限制了其在发展中国家广泛

推广；而普通ＲＴＰＣＲ虽对设备要求较低，但较容易出现假阳

性结果，不能很好地满足临床需要。随着中国艾滋病感染者的

增多，建立经济的、适合国情的 ＨＩＶ１核酸恒温检测方法非常

必要；核酸序列依赖性扩增（ＮＡＳＢＡ）是一项成熟的恒温ＲＮＡ

扩增技术，现已广泛应用于肝炎病毒［５］、狂犬病病毒［６］、禽流感

病毒［７］等病原体的快速检测。其中检测禽流感病毒的 ＮＡＳ

ＢＡ方法已被列为国家诊断标准方法之一。本试验在 ＮＡＳＢＡ

扩增 ＨＩＶ１ＲＮＡ的基础上结合寡核苷酸液相分子杂交和酶

标显色反应，建立了用于检测 ＨＩＶ１的基于核酸序列扩增的

酶联免疫吸附测定（ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ）方法。

１　材料与方法

１．１　标本来源　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）、丙型肝炎病毒

（ＨＣＶ）、甲型肝炎病毒（ＨＡＶ）阳性血浆，长春地区疑似 ＨＩＶ

１感染的１２０例血浆样本及 ＨＩＶ１阳性血浆均由吉林大学第

二医院检验科提供。

１．１．１　仪器与试剂　Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＡＭＶ

反转录酶、Ｔ７ＲＮＡ聚合酶、ＲＮＡ酶抑制剂、核糖核酸酶 Ｈ均

购自ＮＥＢ公司；链亲和素板、对硝基苯磷酸二钠（ｐＮＰＰ）购自

Ａｍｒｅｓｃ公司；碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗体购自罗氏公司；

ＮＡＳＢＡ扩增基础试剂盒购自法国梅里埃生物公司。

１．１．２　引物设计与合成　根据 ＨＩＶ１病毒各亚型基因组５′

端高度保守序列设计引物及探针［８］。序列如下，正向：５′ＴＧＡ

ＴＧＣＡＡＧＧＴＣＧＡＴＡＴＧＡＧＣＴＣＡＡＴＡＡＡＧＣＴＴＧＣＣ

ＴＴＧＡ３′，下划线部分与检测探针互补；反向：５′ＡＡＴＴＣＴ

ＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＧＧＣＧＣＣＡＣＴＧＣＴＡ

ＧＡＧＡ３′，下划线部分为Ｔ７启动子序列。捕获探针：５′生物

素ＴＣＴＧＧＴＡＡＣＴＡＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣ３′，为基因特异探

针；检测探针：５′ＤＩＧＴＧＡＴＧＣＡＡＧＧＴＣＧＡＴＡＴＧＡＧ

３′。正、反向引物预计扩增片段长度为１２０ｂｐ，引物及探针均

由上海生物工程有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　ＮＡＳＢＡ 扩增反应程序　Ｔｒｉｚｏｌ法提取样品总ＲＮＡ，

取０．５μＬＲＮＡ和１０μＬ反应混合液［含４０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ８．５

的 ＴｒｉｓＨＣｌ，１２０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的 ＫＣｌ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ 的 ＭｇＣｌ２，５

ｍｍｏｌ／Ｌ的二硫苏糖醇（ＤＴＴ），１ｍｍｏｌ／Ｌ的脱氧核苷三磷酸

（ｄＮＴＰ），１０ｍｍｏｌ／Ｌ的核苷三磷酸（ＮＴＰ），１００ｇ／Ｌ的二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ），上、下游引物各０．２μｍｏｌ／Ｌ］加入到６００μＬ离心管
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中，６５℃加热２ｍｉｎ，以去除ＲＮＡ二级结构。４１℃冷却２ｍｉｎ

后迅速加入酶混合液５μＬ（含４０ＵＳｕｐｅＳｃｒｉｐｔⅡ反转录酶、８０Ｕ

Ｔ７ＲＮＡ聚合酶、０．２Ｕ核糖核酸酶 Ｈ），反应总体积为２０μＬ，

轻弹混匀后４０℃反应９０ｍｉｎ，然后于－２０℃终止反应。

１．２．２　扩增产物的琼脂糖凝胶电泳检测　焦碳酸二乙酯

（ＤＥＰＣ）水配制２％琼脂糖凝胶及１×ＴＡＢ，凝胶及电泳仪在

Ｈ２Ｏ２ 中浸泡１５ｍｉｎ，用ＤＥＰＣ水冲洗，取恒温核酸扩增物于５

Ｖ／ｃｍ电压电泳１５ｍｉｎ，凝胶成像系统观察。

１．２．３　扩增产物的ＥＬＩＳＡ检测　（１）链霉抗生物素蛋白包

被的酶标板的制备：将链霉亲和素用ｐＨ８．６、０．０５ｍｏｌ／Ｌ的碳

酸盐缓冲液稀释为０．０１２５ｍｇ／ｍＬ，包被酶标板，每孔１００

μＬ，室温过夜；用含１％牛血清白蛋白（ＢＳＡ），ｐＨ９．６、０．０５

ｍｏｌ／Ｌ的碳酸盐缓冲液封闭酶标板，每孔１００μＬ，３７℃孵育２

ｈ，ＰＢＳＴ洗板３～５次，４℃避光保存备用。（２）杂交：每孔加入

４３μＬ杂交缓冲液、２μＬ探针混合液和５μＬＮＡＳＢＡ扩增产

物，振荡混匀，４１℃孵育３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗板３～５次。（３）结

合酶标抗体：每孔加入１００μＬ碱性磷酸酶标记的抗地高辛抗

体（１∶５０００稀释），室温孵育３０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗板３～５次。

（４）显色：每孔加入１００μＬｐＮＰＰ，室温避光显色１０ｍｉｎ，每孔

加入１００μＬ碳酸钠终止显色。（５）读值：用酶标仪测定４０５

ｎｍ波长的光密度（犗犇）值。阴性与阳性的临界值为０．２７，当

样品犗犇值大于或等于０．２７时判定为阳性，样品犗犇 值小于

０．２７时判定为阴性。

１．２．４　特异性试验　用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取乙型肝炎病毒、丙型

肝炎病毒、甲型肝炎病毒的ＲＮＡ，用ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ法进行检

测，确定检测的特异性。

１．２．５　灵敏度试验　将初始浓度为１ｎｇ／μＬＨＩＶ１ＲＮＡ做

１０－１～１０
－８倍的稀释，ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ方法分别对其进行检

测，以确定检测的灵敏度。

１．２．６　样本的检测　对疑似 ＨＩＶ１感染的１２０例样本用

ｆｑＲＴＰＣＲ及ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ两种方法进行检测，每次试验均

取１例阴性血浆作为阴性对照，同时取３５例健康者血清进行

ｆｑＲＴＰＣＲ及ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ鉴定。

２　结　　果

２．１　ＮＡＳＢＡ扩增产物的电泳检测　用建立的 ＮＡＳＢＡ方法

对 ＨＩＶ１ＲＮＡ及从阴性血浆提取的ＲＮＡ进行扩增，扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳，见图１。ＨＩＶ１ＲＮＡ扩增出大小约

为１２０ｂｐ的目的片段，而阴性血浆无特异性的扩增产物，表明

该方法能够完成对 ＨＩＶ１ＲＮＡ的扩增。

２．２　特异性试验　只有 ＨＩＶ１ＲＮＡ检测结果为阳性，而其

他病原体样品的检测结果均为阴性，表明该方法对 ＨＩＶ１

ＲＮＡ的检测具有特异性，见表１。

表１　　ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ特异性试验

毒株 犗犇 结果

ＨＩＶ１ ０．９７５ ＋

ＨＣＶ ０．２０７ －

ＨＢＶ ０．１８２ －

ＨＡＶ ０．１６５ －

２．３　灵敏度试验　对初始浓度为１ｎｇ／μＬ的 ＨＩＶ１ＲＮＡ进

行１０倍梯度稀释（稀释后浓度依次为１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、

１０－５、１０－６、１０－７、１０－８ｎｇ／μＬ）。对稀释的系列浓度样本采用

ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ方法检测，得到的犗犇值依次为１．２１３、１．２３１、

１．００４、０．９０１、０．６６９、０．５６４、０．３７９、０．２１４。可见，ＲＮＡ样本稀

释至１０－７ｎｇ／μＬ时仍有阳性扩增产物，灵敏度为０．１ｆｇ／μＬ，

表明该方法具有较高的灵敏度，见附表１（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

　　Ｍ：标准带；１：阴性对照；２：ＨＩＶ１ＲＮＡ。

图１　　ＮＡＳＢＡ扩增 ＨＩＶ１ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳

２．４　临床样本检测　ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ方法检测出１３例阳性

样品，阳性率为１０．８％；ｆｑＲＴＰＣＲ方法检测出１４例阳性样

品，阳性率为１１．７％，二者的符合率高。对ｆｑＲＴＰＣＲ检测为

阳性而ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ检测为阴性的１例样品，将其扩增结

果送上海生物工程有限公司进行测序，结果在 ＧｅｎＢａｎｋ中进

行ＢＬＡＳＴＮ分析，证实其为假阳性。表明 ＮＡＳＢＡＥＬＩＳＡ方

法准确性更高，不易出现假阳性，更适合临床样本的检测。

３　讨　　论

ＮＡＳＢＡ是在ＰＣＲ基础上发展起来的一项新型扩增技术，

１９９１年加拿大Ｃａｎｇｅｎｅ公司首次对该技术进行了介绍
［９］。其

原理是利用３种酶（ＡＭＶ反转录酶、Ｔ７ＲＮＡ聚合酶、核糖核

酸酶Ｈ）的混合物及２条特别设计的寡核苷酸引物，在４２℃条

件下形成一个连续的扩增系统。该技术特别适用于扩增单链

ＲＮＡ，在最适宜的条件下，扩增倍数将达１０９ 之多。在随后的

检测过程中，ＲＮＡ扩增产物通过捕获探针被特异性地固定在

微孔板上，随后加入的检测探针与被固定的扩增产物杂交。底

物加入后所产生的比色信号可在４０５ｎｍ波长下进行检测，这

一检测读数与ＲＮＡ的扩增产物质量浓度呈正比。扩增过程

中的引物和检测过程中的探针的双重作用保证了病原体检测

的特异性。

本研究将ＮＡＳＢＡ技术与液相杂交和ＥＬＩＳＡ检测方法相

结合，初步建立了 ＨＩＶ１ＲＮＡ的检测方法，且检测结果具有

较高的灵敏度及特异性，临床样品的检测结果也表明ＮＡＳＢＡ

ＥＬＩＳＡ与ｆｑＲＴＰＣＲ 方法具有较高的可重复性，ＮＡＳＢＡ

ＥＬＩＳＡ的准确性高于ｆｑＲＴＰＣＲ方法，更适合临床样本的检

测。另外，在发展中国家，越是处于社会底层生活条件落后的

人群其感染 ＨＩＶ的概率越高，由于检测条件的限制，只有少数

ＨＩＶ感染者被发现，而大多数仍处于隐蔽或不知晓状态。本

研究建立的对 ＨＩＶ１ＲＮＡ的检测仅需要一个恒温水浴锅和

一台常规酶标仪就能够完成对病原体的早期检测，克服了以往

核酸检测产品成本高、仪器设备要求高、难以普及等缺点，非常

适用于基层单位开展，对 ＨＩＶ１病原体的检测具有实际意义。
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２．２　ＡＭＹ、ＬＰＳ单独及联合检测用于诊断的比较　ＡＭＹ、

ＬＰＳ单独及联合检测用于诊断的情况，见表２、３。ＡＭＹ、ＬＰＳ

联合检测的准确度、特异度以及灵敏度均高于 ＡＭＹ、ＬＰＳ单

独检测，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；另外，ＬＰＳ单独检测比

ＡＭＹ单独检测的准确度、特异度、灵敏度高（犘＜０．０５）。

表２　　不同检测方式的阳性和阴性检出情况（狀）

项目 阳性 阴性

临床确诊结果 ５０ ５０

ＡＭＹ单独检测 ６３ ３７

ＬＰＳ单独检测 ５９ ４１

ＡＭＹ、ＬＰＳ联合检测 ５３ ４７

表３　　不同检测方式的检测准确度、特异度、灵敏度（％）

检测项目 准确度 特异度 灵敏度

ＡＭＹ ８７．０ ７４．０ ７９．４

ＬＰＳ ９１．０ ８２．０ ８４．７

ＡＭＹ联合ＬＰＳ ９７．０ ９４．０ ９４．３

３　讨　　论

急性胰腺炎如发现和治疗不及时，会进展为ＳＡＰ；统计显

示，ＳＡＰ患者中，约有１／５的患者最终死亡
［３］。因此，采取合

理的诊断方式及时予以诊断，可通过及时对病情进行控制，降

低患者的死亡风险。

ＡＭＹ与ＬＰＳ均是临床用于急性胰腺炎诊断的比较常用

的指标。其中，ＡＭＹ一般在发病后的３～１２ｈ即开始持续性

升高，并于１～２ｄ内升至高峰，多数患者 ＡＭＹ水平于发病２

ｄ后会基本恢复至正常，另有极少数患者的 ＡＭＹ水平升高后

会持续１０ｄ以上。因此，一般对上腹部出现剧痛且发病时间

在１２ｈ内的患者采用ＡＭＹ检测可对是否发生胰腺炎作出初

步的判断，但部分重症患者，因胰腺腺泡受到严重破坏，导致

ＡＭＹ的生成量明显减少，血 ＡＭＹ或尿 ＡＭＹ的水平反而与

正常值差别不明显，此时仅采用 ＡＭＹ对急性胰腺炎进行诊

断，存在一定的漏诊率［４］。

ＬＰＳ是胰腺分泌的一种消化酶，仅存在于胰腺中，且在健

康者的胰腺中水平很低，一旦发生急性胰腺炎，ＬＰＳ的水平会

在４～８ｈ后即明显升高，并于１～２ｄ升至高峰，维持时间一般

在７～１０ｄ。与ＡＭＹ相比，ＬＰＳ升高时间更早，且维持的时间

更长，因此在急性胰腺炎的诊断中效果更理想［５７］。本文研究

显示，ＬＰＳ比ＡＭＹ用于诊断的准确度、特异度、灵敏度更高，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），但是胰腺癌、慢性和酒精性胰

腺炎以及多种肝胆疾病患者的ＬＰＳ水平一般也较健康者更

高。因此，ＬＰＳ单独检测用于对急性胰腺炎的诊断也存在一定

局限性。

ＡＭＹ、ＬＰＳ联合检测方式可集合这２个检测指标的优势，

弥补单独检测存在的不足。本研究显示 ＡＭＹ、ＬＰＳ联合检测

比ＡＭＹ、ＬＰＳ单独检测用于急性胰腺炎诊断的准确度、特异

度、灵敏度更高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。除此之外，急

性胰腺炎患者ＡＭＹ、ＬＰＳ水平与病情的严重程度有关，本研

究中ＳＡＰ较 ＭＡＰ组患者的ＡＭＹ、ＬＰＳ水平更高。

综上所述，ＡＭＹ、ＬＰＳ联合检测用于急性胰腺炎的诊断具

有较高的应用价值，值得积极推广。
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