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建立一种适合口岸现场快速检测乙型脑炎和登革热病毒的环介导等温扩增"

V,T!

#定量技术%方法
!

根据

V,T!

方法的原理!设计
V,T!

检测引物和反应体系!建立
V,T!

检测方法!同时综合评估初始拷贝数值与方法中的灵敏度$特

异度$重复性及荧光信号值反应时间"

%d%(

'

#之间的线性关联%结果
!

检测选用
%

套
V,T!

引物!完成时间为
(1)C

!传统
!-.

检测与
V,T!

对比!差异明显!

V,T!

检测可有效提高灵敏度!是
!-.

检测技术的
%(

倍%循环阈值和模版浓度具有良好的线性

联系!实验室变异系数为小于
)3

%结论
!

该方法是特异度与灵敏度较高!操作简单$结果判断容易$设备要求低的快速检测方

法!适合基层医疗卫生机构和现场查验机构的广泛应用%
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目前#乙型脑炎在临床中是较为常见的疾病之一#此类疾

病主要由蚊子等昆虫进行传播#主要分布于亚洲地区及东南亚

地区'

%

(

)临床显示乙型脑炎发病症状为痉挛*高热*意识障碍

等#严重者会导致后期出现后遗症)据国际卫生组织数据显

示#每年约有
)((((

例患者患有乙型脑炎#病死率为
%

"

$

#给社

会及家庭带来了严重影响)登革出血热$

*]S

%与登革热均由

登革热病毒引发#主要引发的原因为昆虫及蚊子叮咬通过血液

进行传播)此类疾病分布较广#登革热病毒是危害较重的一种

昆虫类病毒)近几年每年都有数百万病例报告#全球实际感染

人数远超于报告人数'

#

(

)由于世界人口每年不断增加#且流动

性较大#缺乏治疗此类疾病的有效疫苗#登革热目前已被世界

划为严重影响日常生活及公共卫生的问题)本研究采用荧光

定量环介导等温扩增$

V,T!

%的技术和设备研究乙型脑炎和

登革热病毒)此方法相比病毒分离培养#简便易行#相比聚合

酶链反应$

!-.

%方法其灵敏度高#更适合基层医疗防疫机构及

现场快速测定)

B

!

材料与方法

B1B

!

样品来源
!

乙型脑炎病毒株来源于江苏省疾控中心#登

革热病毒株来源于中国检科院和江苏国际旅行卫生保健中心

媒介生物实验室#其他的对照病毒如甲型流感病毒*乙型流感

病毒*副流感病毒和呼吸道合胞病毒的病毒株来自辽宁国际旅

行保健中心媒介生物实验室)

B1C

!

仪器与试剂
!

本次扩增仪
!-.

$

,"O2$((

%由美国
,"O

技

术公司提供&紫外凝胶成像系统为美国
";>0.,*

公司提供&高

速离心机由德国
8ORT,

公司提供&空气浴振荡箱
]̂ h0-

由

中国金坛友联仪器研究所提供&恒温混匀器购自德国
X

LL

D=0

A>9E

技术公司&低温离心机由美国
"X-6T,+

公司提供&专用

微量有机超纯净水机购自中国重庆利迪实验仪器设备有限公

司&

L

]

计购自美国
"X-6T,+

公司&振荡器购自美国
/CD90

H>

公司&恒温水浴锅购自广州康恒仪器有限公司)

!-.

试剂

由上海生工生物技术有限公司提供&

*+,

提取试剂盒由北京

博奥生物科技有限公司提供&

L

RXT0/DG<

B

购自
!9>HD

I

G

公

+

%$5%

+

国际检验医学杂志
#(%2

年
2

月第
$4

卷第
%'

期
!

O=?UVGKTDA

!

U@J

B

#(%2

!

W>J1$4

!

+>1%'



司&质粒
*+,

提取试剂盒购自
,N

BI

D=

公司&胶回收试剂盒购

自
,N

BI

D=

公司&

%((K

L

JGAAD9*+,0TGZD9

购自北京全式金

生物技术有限公司&

V,T!

引物购自通用生物系统$安徽%有

限公司&

!;F>R9DD=

染料购自
T>JDF@JG9!9>KD<

公司&

8f".

R9DD=

&

染料购自南京诺维赞生物科技有限公司&

"<?*+,

大

片段聚合酶购自上海研拓生物科技有限公司&甜菜碱购自西宝

生物科技上海股份有限公司&其他试剂如国产分析纯)

B1C

!

检测方法

B1C1B

!

引物的设计与合成
!

选择乙型脑炎
RD=DKG=Z

登录号

为
,"#$%'&)1%

的乙型脑炎病毒基因作为目标基因#登革热病

毒
RD=DKG=Z

登录号为
Sg$&&&(#1%

的
AD=

I

@DEDPD9

基因作为

目标基因#对比数据库$

RD=D"G=Z

%中引物序列#数据显示#引

物序列保守性较好)引物设计采用
!9;HD9

软件进行#分别设

计引物
S$

与
"$

两对引物#内引物为
"O!

与
SO!

见表
%

*

#

)

表
%

!!

针对乙型脑炎病毒基因序列设计的
V,T!

反应引物

引物名称 序列组成$

)_0$_

%

S$ /RRR/,R,/R/RR/,-/RR,

"$ ,-,-,-,,,R//-R-R/-//

SO! RR-,RRR///R/R,-//--R/-/-,--,--,/RR-,

,,,R,-

"O! --/R-R-,,,-/R/R-,//R,/R/RR-//-/--//R

/R//R

表
#

!!

针对登革热病毒基因序列设计的
V,T!

反应引物

引物名称 序列组成$

)_0$_

%

S$ /R,RR,-,-R,/R,--/,-,

"$ ,--//-,R,RR,-,/--,-R

SO! R-,-R/ /-- ,/, RR/ -,- --, /-R R,/ -,-

/R,RR-RR,,

"O! ,,-/RR -R, ,-, --R ,-R ,R- RR- /-/ /R/

//-/,RR--

B1C1C

!

病毒基因组
F*+,

提取
!

取
#HV

病毒液#利用
.+,

提取试剂盒提取病毒
.+,

)经反转录得到
F*+,

样品#

a#(

`

保存)

B1C1D

!

采用
S$

*

"$

进行引物扩增
!

扩增目的片段
F*+,

由

胶回进行纯化观察
L

RXT0/DG<

B

的链接反应状态#转化至大

肠杆菌观察
*])

(

态细胞有无明显变化#过夜培养#

!-.

检测

菌落选取阳性克隆因子)鉴定后的阳性克隆因子扩增#提取质

粒#酶切#测序鉴定#将测序后的质粒放置于
a#(`

箱中存放)

选用南京拜睿生物技术有限公司进行质粒重组与构建)

B1C1E

!

V,T!

创建定性检测方案
!

V,T!

反应体
#)

$

V

#包

含成分为!

%(d"<?K@EED9#((HH>J

"

V/9;<0]-J

$

L

]414

#

#)

`

%

#1)

$

V

#

"D?G;=D

$

'H>J

"

V

%

)

$

V

#序列引物
%

$

V

#

S$j

"$jSO!j"O!7)

$

H>J

"

Vj)

$

H>J

"

Vj'(

$

H>J

"

Vj'(

$

H>J

"

V

#酶$

4b

%

%

$

V

#

A+/!<

$

%(HH>J

"

V

%

$1)

$

V

#

T

I

-J

#

$

#)HH>J

"

V

%

&

$

V

#模板
%

$

V

#灭菌去离子水
)

$

V

)配制反应

体后#放置于
&)`

后反应观察
&(H;=

#再置于
4(`

进行反应

观察
%(H;=

#灭活
"<?*+,

聚合酶终止反应试验)反应结束

后#加入反应管
%

$

V!;F>R9DD=

染料#观察反应管颜色与之前

有无明显变化)抽取
))VV,T!

反应产物#放置于
#3

的琼

脂糖凝胶上#选用电泳进行检测#观察有无明显梯状条带出现)

B1C1F

!

采用标准曲线检测
V,T!

荧光定量的建立
!

扩增反

应仪器选用
,"O2$((

#加入
V,T!

反应体
%

$

V%(d8f".

R9DD=

&

#进行温扩增检测)以
L

RXT0/0UXW

为模板进行检

测重组的质粒#曲线绘制以初始模版与反应阈值为基础进行)

以定量重组质粒
L

RXT0/0UXW

为模板#观察荧光曲线数据与

扩增反应体$

,"O2$((

%)曲线绘制以反应结束后根据反应阈

值中荧光定量
%d%(

' 的对应时间扣模版初始拷贝数对数值

绘制标准曲线)

B1C1I

!

特异性水平评价
!

采用
V,T!

进行扩增
*+,

病毒基

因与阳性质粒
L

RXT0/0*X+

#以荧光曲线与琼脂糖凝胶电泳

或加入
!;F>R9DD=

进行染色#观察试验结果#检验
V,T!

检测

后病毒的特异性)

B1C1J

!

灵敏度综合评价
!

以
V,T!

进行对重组质粒模版的

定量检测#以
%(

倍稀释法稀释
L

RXT0/0*X+

进行扩增#

V,T!

与
!-.

进行扩增结果对比)采用琼脂糖凝胶电泳法观

察实验结果)

B1C1T

!

重复性评价
!

采用实时荧光
V,T*

法在
)

个梯度进

行
%(

批次水平试验#观察试验结果并计算变异系数)荧光信

号值为
%d%(

' 时进行数据统计分析)

B1D

!

统计学处理
!

采用
8!88%51(

软件进行数据处理及统计

分析)

C

!

结
!!

果

C1B

!

V,T!

检测结果
!

阳性对照管*乙型脑炎病毒和登革热

病毒管显色为阳性)阳性对照管*乙型脑炎病毒和登革热病毒

管有明显梯状条带出现#见图
%

*

#

)实验说明
V,T!

凝胶电泳

和染料染色的结果是一致的)

!!

注!

T

为
%((K

L

JGAAD9

标记物&

%

为阳性对照
L

RXT0/0*X+

&

#

为

乙型脑炎病毒
*+,

样品&

$

为阴性对照)

图
%

!!

乙型脑炎
V,T!

扩增产物凝胶电泳图

C1C

!

荧光定量
V,T!

检测方法标准曲线
!

反应时间与初始

模版拷贝数对数值有良好的线性关系$乙型脑炎病毒
@

#

7

(155&)

#登革热病毒
@

#

7(1545)

%)见图
$

*

'

)

+
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注!

T

为
%((K

L

JGAAD9

标记物&

%

为阳性对照
L

RXT0/0*X+

&

#

为

登革热病毒
*+,

样品&

$

为阴性对照)

图
#

!!

登革热病毒
V,T!

扩增产物凝胶电泳图

图
$

!!

乙型脑炎病毒实时荧光定量

V,T!

检测方法标准曲线

图
'

!!

乙型脑炎病毒实时荧光定量

V,T!

检测方法标准曲线

!!

注!

T

为
%((K

L

JGAAD9

标记物&

%

为阳性对照
L

RXT0/0*X+

&

#

为

乙型脑炎样品
%

&

$

为乙型脑炎病毒样品
#

&

'

为甲型流感病毒&

)

为乙

型流感病毒&

&

为副流感病毒&

2

为呼吸道合胞病毒&

4

为阴性对照)

图
)

!!

乙型脑炎及相关病毒
V,T!

扩增产物凝胶电泳图

C1D

!

特异性水平评价
!

通过染色和凝胶电泳两种方法的研究

显示#阳性质粒$

L

RXT0/0*X+

%与乙型脑炎或登革热病毒组

*+,

为模板的反应管呈阳性#其他致病毒均为阴性#见

图
)

*

&

)

!!

注!

T

为
%((K

L

JGAAD9

标记物&

%

为阳性对照
L

RXT0/0*X+

&

#

为

登革热病毒
%

&

$

为登革热病毒
#

&

'

为甲型流感病毒&

)

为乙型流感病

毒&

&

为副流感病毒&

2

为呼吸道合胞病毒&

4

为阴性对照)

图
&

!!

登革热及相关病毒
V,T!

扩增产物凝胶电泳图

C1E

!

V,T!

与
!-.

灵敏度比较
!

所建立的乙型脑炎病毒和

登革热病毒
V,T!

检测方法的灵敏度是
!-.

方法的
%(

倍#

检测限达到
#d%(

#

F>

L

;D<

#见图
2

*

4

)

!!

注!

,

为乙型脑炎病毒
V,T!

检测法琼脂糖凝胶电泳图&

"

为乙

型脑炎
!-.

检测方法琼脂糖凝胶电泳图)

T

为
%((K

L

VGAAD9*+,

标记物&

%

模板为
\F>

LB

&

#

#

%(

模板为$

#d%(

(

#

#d%(

4

%

F>

L

;D<

#

%(

倍

梯度递增)

图
2

!!

乙型脑炎病毒
V,T!

检测法与
!-.

法

灵敏性实验对比结果

!!

注!

,

为登革热病毒
V,T!

检测法琼脂糖凝胶电泳图&

"

为登革

热病毒
!-.

检测方法琼脂糖凝胶电泳图)

T

为
%((K

L

VGAAD9*+,

TG9ZD9

&

%

模板为
\F>

LB

&

#

#

%(

模板为$

#d%(

(

#

#d%(

4

%

F>

L

;D<

#

%(

倍

梯度递增)

图
4

!!

登革热
V,T!

检测法与
!-.

法

灵敏性实验对比结果

C1F

!

重复性评价
!

对反应荧光信号值达到
%d%(

' 所需的时

间进行统计分析#变异系数均小于
)3

#试验的稳定性和重复

性较好#见表
$

*

'

)

+

$$5%

+

国际检验医学杂志
#(%2

年
2

月第
$4

卷第
%'

期
!

O=?UVGKTDA

!

U@J

B

#(%2

!

W>J1$4

!

+>1%'



表
$

!!

乙型脑炎病毒
)

个梯度水平进行
%(

批

!!!

次重复试验结果

梯度$

F>

L

;D<

% 平均值$

He>

#

H;=

% 变异系数$

3

%

#d%(

$

$41$'#2e%1%#&$ #144

#d%(

'

$41(%$2e%1($42 #1'4

#d%(

)

$21#'$2e(1542$ #152

#d%(

&

$)1&2'$e%1(%$4 #1'%

#d%(

2

$#1'%$)e(15#$' #1$'

表
'

!!

登革热病毒
)

个梯度水平进行
%(

批

!!!

次重复试验结果

梯度$

F>

L

;D<

% 平均值$

He>

#

H;=

% 变异系数$

3

%

#d%(

$

$51'%#4e%1#$&5 $1%'

#d%(

'

$41$'%4e%1%$5& $1(4

#d%(

)

$21$'#4e%1($42 #125

#d%(

&

$)1)$#'e(15&$2 #1)$

#d%(

2

$$1$)42e(1425' #1&4

D

!

讨
!!

论

!!

随着全球疫情形势的增加#检测乙型脑炎的方法应选择一

种快速检测且特异度与灵敏度较高的方案#为控制和预防由乙

型脑炎和登革热病毒引起的疾病提供客观*可信的量化资料)

传统的
!-.

技术是目前检测乙型脑炎和登革热病毒技术中最

常用的方法之一'

$

(

#但在特异性*简便程度*温度*试剂和仪器

要求等方面有缺陷'

'0)

(

#不利于基层医疗及现场查验机构的广

泛应用)随着分子生物学的发展和不断对传统核酸扩增技术

的改进#一种新的
V,T!

技术解决了目前基因检测的弊

端'

&02

(

)通过本课题的研究可以看出#

V,T!

技术检测乙型脑

炎和登革热技术灵敏度高#耗时短#特异性强#重复性好#比目

前普遍采用的
!-.

方法检测时间缩短一倍#说明
V,T!

方法

对条件要求并不苛刻#仪器要求简单#适用于基层推广)

本研究按照
V,T!

反应的原理#将乙型脑炎和登革热病

毒特异性基因检测结果作为基础进行
V,T!

引物序列的设

计#通过优化
V,T!

进行试验确定一套有效的反应检测体系

与方案)

本研究在定性
V,T!

的基础上#利用荧光
!-.

的原理#

通过检测
V,T!

反应过程荧光物质强度的变化进行了
V,T!

产物分析)与生物检测技术相比#荧光定量
V,T!

的主要技

术优点在于!$

%

%动态实时监测#能在反应结束后得到
V,T!

扩增动力学曲线图#可直观地观察
V,T!

反应过程及其动态

变化&$

#

%实验过程中除加样开盖外#全程采取封闭式操作试

验#封闭操作可有效防止扩增产物被污染#避免出现假阳性率&

$

$

%由于
V,T!

反应需采用
'

条引物进行针对不同的
&

个区

域进行检测#如果每一个区域出现不匹配情况试验则无法进

行#非特异性的出现率极低#特异性较高&$

'

%操作简单*快速#

更为关键的是由于
V,T!

方法仅需要在恒温状态下进行反

应#不需要昂贵的生化检测设备#且反应程序简单#定性方法仅

需一台水浴锅即可#且检测限高于
!-.

法的
%(

倍以上&定量

方法也仅需要一台具有简单温控功能的荧光光度计即可#结果

简单#同时国外已经成功研制了实时浊度计#设备要求更为简

单'

405

(

)本研究数据显示#采用
V,T!

检测乙型脑炎与登革热

病毒具有较高的灵敏度与特异度#扩增反应达到了
#d%(

#

F>

L

;D<

#效果明显高于
!-.

检测法)

!-.

与
V,T!

对比研究

中发现#

V,T!

特异性与稳定性高于
!-.

#且无假阳性出现和

较大的结果波动#根据重组质粒
V,T!

反应制作的标准曲线

表明!当荧光阈值为
%d%(

' 时所取的
-?

值与模板拷贝数的对

数呈良好的线性关系'

%(

(

)

综上所述#

V,T!

具有快速检测的优势#方便与基层医疗

防疫站使用)随着对乙型脑炎和登革热研究的深入#迫切需要

建立一种能简单*快速定量检测的方法广泛用于基层医疗机构

和现场疾病检查机构#荧光定量
V,T!

技术的出现为这方面

的研究提供了新的思路)
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