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摘要 目的 探讨恢复期严重急性呼吸综合征（)!*)）患者是否携带病毒及具有传染性。方法 选择 )!*)
抗体（%J’)! 检测法）阳性的 0XX 例恢复期 )!*) 患者，利用实时定量 B"* 法对患者的尿、粪便、咽漱液共 Q.0 份标
本中的 )!*) 冠状病毒（)!*)!"4Y）核酸进行定量检测。结果 0XX 例患者中有 SZ 例（,XPX[）标本病毒核酸检测
阳性，其中 .0 例（0XPQ[）0 种标本阳性，0S 例（XPZ[）, 种标本阳性，S 例（,P.[）. 种标本阳性。尿、粪便、咽漱
液的检出阳性率分别为 0SPX[（,R 例）、00PZ[（,0 例）和 0.PR[（,S 例）。标本中病毒核酸的拷贝数在 0-- \ SX ---
A43=7@!U? 之间，. 种标本中病毒核酸不同拷贝数量级的患者阳性例数经 !, 检验无明显差异。结论 住院中的恢复期

)!*) 患者约有十分之一仍然携带 )!*)!"4Y。有必要将 )!*) 冠状病毒核酸的实时定量 B"* 检测作为 )!*) 患者出院
与解除隔离的实验室指标。
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严重急性呼吸综合征（ !"#"$" %&’(" $"!)*$%(+$,
!,-.$+/"，0120），主要是通过近距离接触、飞沫和
其他不明途径传播 34567。目前已确认 0120 是由一种
新型冠状病毒（0120 &+$+-%#*$’!5 0120!8+9）感染所
致 3:;<7，利用 =82 凝胶电泳和实时定量 =82 核酸检
测技术对发病早期 0120 患者各种标本中 0120!8+9
核酸检出率达到 <>? ; @>?3@，A7，为临床早期诊断、

筛查患者提供了一种有效的实验室检测方法。迄今

对恢复期 0120 患者是否携带 0120!8+9 及是否有传
染性、患者何时出院与解除隔离均缺乏完整的标准，

只能依靠患者的临床表现和胸部 B 线影像学变化做
出判断 3C7。本研究通过检测恢复期 0120 患者咽漱液
和排泄物中 0120!8+9 核酸，探讨恢复期 0120 患者
是否携带、排出病毒及是否具有传染性，同时试图

为临床上判定患者是否达到出院及解除隔离的标准

提供实验室检测依据。

对象和方法

研究对象 病例来源于 6>>: 年 : ; D 月发病的
北京地区 4D 所 0120 定点医院 4@@ 例入院患者，年
龄 4< ; A6 岁，平均（:@EA F 4E<）岁；病程 6A ; @6 .，
平均（:@E: F >E@）.；男性 @D 例，女性 4>: 例。临
床诊断符合中华人民共和国卫生部颁布的《传染性

非典型肺炎的诊断标准》。恢复期标准参照美国

8G86>>: 年 @ 月 4A 日公布的恢复期血清收集标准，
选择发病后 6A .（含 6A .）以上的住院治疗患者。
标本采集 参考 HIJ 公布的标本采集方法，

按下述方法收集标本，同时收集患者的临床基本信

息，并采集患者静脉非抗凝血 6 /K 进行血清 0120
抗体的检测。咽漱液：在采集咽漱液前，要求患者

在饭后禁止饮水或进零食，6 L 后采样。先用生理盐
水反复冲洗咽喉部 6>;:> !，然后将咽漱液吐入 4> /K
无菌试管内封口。取咽漱液 M /K，存放于NA>O冰箱内
待测。尿液：使用 4M /K 灭菌离心管收集患者晨尿
中后段约 4> /K，存放于NA>O冰箱内待测。粪便：
采用医院常规粪便采集方法，使用 M> /K 灭菌离心管
收集约 6> P 粪便，存放于NA>O冰箱内待测。
标本的处理和病毒 !"# 的提取 取 4 P 粪便，

加入 4 /K 生理盐水制成悬浊液，振荡 :> /*- 后取
4D> !K 上清用于提取病毒 2Q1，咽漱液与尿则直接
取 4D> !K 用于病毒 2Q1 的提取。上述各项操作均
在北京朝阳医院 =6 实验室生物安全柜（R1S8JQ8J

公司，美国）内进行，使用 TU1%/) 9*$%K 2Q1 /*-*
V*( 试剂盒（TU1WXQ 公司，德国），按照说明书所
述实验步骤提取 2Q1，存放于NA>O冰箱内。

!"# 反转录合成 $%"# 采用 2"#"$!"!Y$%-!&$*)!
(*+- V*( 试剂盒（=$+/"P% 公司 5 美国），按照说明书
所述实验步骤进行 &GQ1 反转录合成。
实时定量 &’! 检测 使用 0120!8+9 核酸扩增

荧光检测试剂盒（中山大学达安基因股份有限公司，

中国），按照说明书所述实验步骤及条件在 =X!M@>>
型 =82 扩增仪（1SU 公司，美国）上进行 &GQ1 扩
增和定量结果分析。

(#!(!’)* !"# 的确认 选择实时定量 =82
法检测阳性标本的 &GQ1，采用 =82 1/)K*Z*&%(*+-
V*( 扩增试剂盒（Y%V%2% 公司，日本）进行片断扩
增。条件为：C:O 6 /*-；C:O 4M !，MMO 4M !，@6O
6> !，4> 个循环；C:O 4M !，MAO :> !，:M个循环。
0120!8+9 核酸引物序列： 0120（ [） M"!W11W8Y
1YY8WY818WYY8W!:"；0120（2）M"!Y11881WY1WW
Y181W8Y18!:"。用本实验室常规测序方法34>7，在 1SU!
:@: 型测序仪（1SU 公司，美国）上测定扩增产物序
列，并与公布的 0120!8+9 序列进行同源性比较，对
扩增的 0120!8+9 2Q1 片段进行确认。
酶联免疫吸附试验检测法 使用 0120!8+9 抗

体（UP\!UPW）诊断试剂盒（XRU01 法）（华大吉比爱
生物技术有限公司，中国），按照说明书所述实验步

骤检测患者的血清 0120 抗体并判定结果。
统计学处理 应用 0=00 9"$ <E> 软件包，对统

计数据中 : 种标本的病毒核酸拷贝平均数进行 ! 检
验，对 : 种标本中病毒核酸拷贝数的不同数量级阳
性例进行 "6 检验分析。

结 果

实时定量 &’! 检测结果 判定以 8( 值在 6@ 以
下为病毒核酸的检出阳性，此时检出的病毒拷贝数

均大于 4>> &+)*"!!/K 以上。4@@ 例 0120 患者中 DC
例患者的标本有 0120!8+9 核酸检出，占总数的
6@E@?，其中 : 种标本同时阳性者 D 例（6E:?），6
种标本同时阳性者 4D 例（@EC?），4 种标本阳性者
:4 例（4@EM?）。尿、粪便、咽漱液病毒核酸检出阳
性者分别为 6<（ 4DE@?）、 64（ 44EC?）和 6D 例
（4:E<?），各组差异无显著性（附表）。: 种标本病
毒核酸定量以每毫升病毒核酸拷贝数为单位，结果
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尿液为 !"# $ !% &&& ’()*+,!-.，平均（" /&& 0 122）
’()*+,!-.；粪便 !&&$%3 &&& ’()*+,!-.，平均（4 44/ 0
" 341） ’()*+,!-.；咽漱液 !2& $ !1 &&& ’()*+,!-.，
平均（" 43! 0 434）’()*+,!-.。/ 种标本的平均拷贝

数经 ! 检验显示各标本拷贝数的平均值差异无显著
性（" # &5&1）。
标本阳性率与患者性别、年龄和病程经分组统

计分析及 !" 检验均无明显差异（数据未列出）。

附表 各种标本阳性率及标本中不同数量级的阳性病例数与 !" 检验结果

!"#$% 67+ )(,*8*9+ )+:’+;8<=+> )(,*8*9+ ’<,+, (; 87+ ?*@@+:+;8*<. =:<?+ AB<;8*8C *; 87+ ?*@@+:+;8*<. ,<-).+, <;? 87+ :+,B.8, (@ !" 8+,8
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!! D%"5%EF
!% D1/5#EF
! D/5#EF

"4 D!%53EF

!& D%353EF
3 D//5/EF
% D!25&EF

"! D!!52EF

2 D/351EF
!% D1#5/EF
! D%5"EF

"% D!/54EF

&52#4
&5"&#
&5!%/
&53!1

G:<?+ AB<;8*8C H:*;+ DEF I8((. DEF JKL DEF !" 8+,8 " 9<.B+

JKLM (:()7<:C;=+<. N<,7*;= @.B*?

激素使用情况 !33 例患者中 !%/ 例使用过激素，
占总数的 #&5#E；激素总用量为 /1 $ !" "#& -=，平
均（ " %2" 0 "!!5"）-=；使用天数 " $ 1% ?，平均
（"&54 0 &52）?。!# 例患者未使用，!4 例无纪录。
测序结果 通过对 O6!PQO 扩增的 IROI!Q(S

核酸序列 !%& T) 长度片段产物进行测序，并与KUJ
公布的 IROI!Q(S 序列进行同源性比较分析，确认
与 KUJ 公布的 IROI!Q(S 核酸片段的序列相同（数
据未列出）。

血清 &’(& 抗体结果判定 V=G 数值以大于临
界值为阳性，临界值W&5!/X阴性对照 JY 均值。!33
例患者均为 IROI 特异性抗体 V=Z 或 V=G 阳性，参
照 KUJ 与中国 QYQ 的 IROI 血清学诊断标准，确
诊 !33 例患者为 IROI!Q(S 感染患者。

讨 论

IROI 是一种高度传染性疾病，除近距离接触和
呼吸道飞沫传播外，还有其他未知的传播途径。在

发病早期 IROI 患者的痰、尿、粪便、咽漱液中均
可检测出 IROI!Q(S，并具有强烈的传染性 [/，%，3>#\，

因此患者需要在一个严密隔离的状态下进行治疗。

但经过治疗的患者应何时出院及解除隔离尚没有一

个十分明确的依据。利用 PQO 凝胶电泳和实时定量
PQO 方法检测病毒所致疾病病原体，已作为实验室
检测与诊断方法广泛应用于临床 [!!\，其特点为操作相

对简单、快速，特异性和灵敏度高，用于 IROI 患
者各种标本 IROI!Q(S检测也有多篇研究报告[/>%>3>#\，故

本研究选择实时定量 PQO 法检测所收集标本中的
IROI!Q(S 核酸。

本研究选择 IROI 患者排泄物及咽漱液为检测
标本有两个原因：（!）IROI!Q(S 传播的一种途径为
与 IROI 患者接触，经飞沫通过呼吸道传播；而香
港陶大花园的局部暴发则是通过排泄物传播所致 [!"\。

（"）排泄物、咽漱液的采集相对于血、鼻、咽拭子
等标本的采集简单易行，既可减少患者的痛苦，也

降低了医护人员被传染的危险。

本组病例检测结果显示，!33 例恢复期 IROI 患
者中仍有约 "353E的患者标本有 IROI!Q(S 核酸检
出，特别是 !&5"E的患者有两份以上的标本同时检
出阳性，按照 IROI 实验室诊断依据，在同一患者
不同部位的标本有 IROI!Q(S 检出，可以确定患者
是 IROI!Q(S 感染者，所以本研究结果提示在恢复
期部分 IROI 患者体内仍可能有 IROI!Q(S 的存在。
另外，本组患者的抗 IROI 抗体检测均为阳性，说
明患者体内的免疫机能已经发挥了对病毒的免疫作

用，但部分患者的排泄物和咽漱液中仍有病毒核酸

检出，推测可能在患者的呼吸道粘膜细胞和消化道

粘膜细胞中有 IROI!Q(S 的存在，尽管机体的免疫
机制发挥了作用，血液中的病毒被中和，病毒不能

大量复制而导致 IROI 临床症状，但是存在于患者
体内细胞中的病毒却不能被完全清除，从而使患者

成为病毒携带者。由于本研究未对患者出院时标本

进行采集与检测，故无出院时的检测结果。但为防

止 IROI 的传染与扩散，建议最好对这类患者继续
采取严格的消毒和隔离措施，直到其标本中的病毒

检测呈阴性为止。

本研究结果还显示，在 !!52E的患者粪便标本
中有 IROI!Q(S 核酸检出，对 IROI!Q(S 核酸定量检
测结果分析表明，/ 种标本在病毒核酸拷贝数方面

恢复期 IROI 患者排泌物中 IROI]Q(S 核酸的定量检测
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虽然差异无显著性，但粪便标本中含有 !"# 数量级

病毒核酸拷贝数的标本检出例数较多，且病毒核酸

的平均拷贝数量也高于尿和咽漱液。由于 $%&$!’()
的完整性如被破坏，病毒的核酸会很容易被肠道中

的细菌降解，相对来说检出比较困难，因此粪便中

$%&$!’() 核酸的阳性检出表示有完整的病毒颗粒存
在，具有潜在的传染性 *+,。香港陶大花园居住区内引

发局部 $%&$ 广泛传播事件的原因，就是由于居住
区内的污水排泄系统被具有传染性的 $%&$ 患者排
泄物污染而致，提示经由粪便排出病毒是一个重要

的污染源 *+，!-,，本研究结果也支持这一观点。

笔者还发现，在 $%&$ 患者的治疗中普遍使用
了激素，而且时间较长（平均 -"./ 0）、用量较大
（平均 - #1- 23）。由于激素的使用对机体免疫系统
的影响较大，特别是抑制机体免疫反应，因此长期

大量的使用激素对病毒在患者体内存在、排出是否

有一定的影响，尤其是与恢复期 $%&$ 患者体内存
在、排出 $%&$ 病毒的时间延长有否关系，尚需进
一步研究。

为了控制实时定量 4’& 的检测质量，本研究在
检测中均加有阳性、阴性对照和空白对照 5 而且使
用了已为成品的试剂盒，减少了操作步骤，并注意

防止污染，所以结果是可靠的。实时定量 4’& 法对
恢复期 $%&$ 患者排泄物及咽漱液进行病毒核酸检
测，除具有操作相对简便、迅速等优点外，还可以

测定病毒核酸拷贝的具体数量。特别是对粪便标

本中病毒颗粒的检出，具有较高的灵敏度和可靠

性，有可能作为临床上判定 $%&$ 患者出院或解除
隔离的实验室检查指标。参照 678 提出的建议，
笔者认为对于恢复期 $%&$ 患者的同一种标本，间
隔时间在 - 0 以上重复采集后，使用同一种核酸检
测法（推荐使用实时定量 4’& 法）检测结果均为
阴性的，可以判断此种标本无 $%&$!’() 存在，并
可作为判断 $%&$ 患者出院和解除隔离的实验室检
测指标。

国家 $%&$ 防治紧急科技行动北京组部分参与单位 9 首都医科
大学附属北京朝阳医院（吕月平，肖白，丁洁，谭淑珍，王臻，徐

莉莉，梁燕，闫梅，童朝辉，刘敬忠，王辰），北京地坛医院（李兴

旺），首都医科大学附属北京佑安医院（吴昊），北京胸科医院（冯

俐），中国医学科学院、中国协和医科大学北京协和医院（徐作军），

北京大学神经科学研究所（于常海），军事医学科学院微生物流行病

学研究所（祝庆余），中国科学院北京基因组研究所（汪建）。
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    利用蛋白质组学技术,对纯化的严重急性呼吸综合征(SARS)冠状病毒颗粒所含核蛋白进行初步分离与鉴定.质谱分析结果最终表明,SARS冠状病毒核

蛋白的分子量位于47kD与52kD之间,所获得的SARS冠状病毒核蛋白的质谱分析数据覆盖了所预测病毒核蛋白氨基酸序列的87%,且符合率为100%.从而首次

从蛋白质水平对SARS冠状病毒核蛋白的氨基酸序列进行了证实.
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综合征(SARS)冠状病毒S蛋白的鉴定与分析 -病毒学报2003,19(4)
    利用293细胞对SARS病人样品进行病毒扩增,培养上清中病毒颗粒经过纯化后,利用蛋白质组学技术,对纯化得到的SARS冠状病毒颗粒蛋白进行初步分

离与鉴定.其中质谱分析结果最终表明,分子量约150kD的蛋白质的氨基酸序列与SARS-CoV基因组所预测S蛋白质序列高度吻合, 从而首次从蛋白质水平对

SARS冠状病毒S蛋白的氨基酸序列进行了证实.
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3.期刊论文 陈心春.王火生.李美忠.杨桂林.徐六妹.王辉.李丽雄.周伯平 严重急性呼吸综合征(SARS)冠状病毒抗

体的检测及其临床意义 -病毒学报2003,19(3)
    自2002年底出现的严重急性呼吸综合征(severe acute respiratory syndrome,SARS)严重影响全球经济,危害着人民的健康.2003年4月16日,WHO确

定一种新型冠状病毒为SARS的病因[1-3].随着对SARS病因的确认以及全球特别是中国的SARS疫情发展,困扰广大医学工作者的突出问题是SARS的防治,包

括预防性疫苗的研制及SARS的病原学早期诊断.WHO相应地公布了SARS的实验室诊断标准[4].为明了SARS冠状病毒特异性抗体产生的规律及其临床意义

,以进一步了解SARS病毒感染免疫的特点,采用中国军事医学科学院研制的SARS病毒IgG/IgM抗体检测试剂,对深圳东湖医院收治的SARS患者的系列血清进

行了抗体检测,现将结果简报如下.

4.期刊论文 鲍琳琳.涂新明.蒋虹.佟巍.丛喆.魏强.朱华.张扬清.高虹.邓巍.黄澜.刘亚莉.王健伟.秦川 SARS冠状

病毒分离培养和鉴定的实验研究 -病毒学报2005,21(1)
    建立严重急性呼吸综合征(SARS)冠状病毒分离、培养方法,为SARS冠状病毒动物模型的建立提供实验依据,并根据病毒在体内存活的时间确定检测指

标.选用已鉴定为SARS冠状病毒的毒株,经过鼻腔接种感染恒河猴.定期采集咽拭子标本,分离血清或血浆,用Vero细胞进行病毒培养、分离.结果显示,在

SARS冠状病毒感染恒河猴后2、5、7天,可以从拭子中分离到病毒,5～15天可在猴肺、脾、肝、肾和淋巴组织中分离到病毒,并用免疫荧光法和RT-PCR方

法进行了确定.首次实验证实了SARS冠状病毒可在恒河猴体内复制.SARS病毒的成功分离是SARS冠状病毒动物模型建立的主要依据,在进行疫苗安全性和

药效评价等工作中,病毒分离可作为药物筛选、疫苗评价的重要指标.

5.期刊论文 郝东.何礼贤.瞿介明.潘珏.胡必杰.张静.李倬哲.HAO Dong.HE Li-xian.QU Jie-ming.PAN Jue.HU

Bi-jie.ZHANG Jing.LI Zhuo-zhe SARS冠状病毒N蛋白致大鼠肺部炎症及糖皮质激素对其的作用 -中华内科杂志

2005,44(12)
    目的探讨严重急性呼吸综合征(SARS)冠状病毒N蛋白所致大鼠肺部炎症反应及糖皮质激素(以下简称激素)对其的调节作用. 方法 24只SD大鼠随机分

为4组,每组6只;A组大鼠气管内滴入无菌生理盐水0.2 ml,B组(6 h)、C组(24 h)大鼠气管内滴入SARS 病毒N蛋白溶液0.2 ml,D组大鼠气管内滴入SARS 病

毒N蛋白溶液0.2 ml的同时腹腔内注射10 mg/kg地塞米松.测4组大鼠外周血、支气管肺泡灌洗液(BALF)中WBC总数及分类;测4组大鼠肺组织湿/干(W/D)比

值;观察4组大鼠肺组织病理学变化;ELISA测4组大鼠血清及BALF 中IL-6、IL-10、转化生长因子(TGF)β1水平.结果 (1)外周血淋巴细胞比例C组较A组低

(P<0.05),D组较A、C组均低(P值均小于0.01);D组WBC总数较A、C组均低(P<0.01).BALF中WBC总数C组较A组高(P<0.05),D组较C组低(P<0.05);B、C 组

BALF中肺泡巨噬细胞占98%～99%.(2)肺脏W/D 比值B、C组较A组高(P<0.05), D组较C组低(P<0.01).(3)肺组织病理学变化:B、C组大鼠肺泡间隔明显增宽

,有较多的炎性细胞渗出,包括中性粒细胞、淋巴细胞、单核细胞、成纤维细胞等,血管充血、淤血,有的支气管腔内有炎性细胞渗出,C组变化较B组无明

显加重;D组大鼠肺组织炎性反应较B、C组减轻,肺泡间隔变薄,炎性细胞渗出减少. (4)血清及BALF 中IL-6、IL-10、TGFβ1水平B组较A组高

(P<0.01),C组进一步升高(P<0.01),D组较C组低(P<0.01).结论 SARS冠状病毒N蛋白具有致病性,能够引起大鼠肺部炎症反应和(或)急性肺损伤,肺损伤与

促炎性细胞因子、抗炎性细胞因子的升高及失衡有关;激素可有效地减轻SARS冠状病毒N蛋白所致的肺部炎症反应.

6.期刊论文 褚小刚.龚作炯.黄书岚.刘建军.王鲁文.孙小梅.叶林柏 发热患者SARS冠状病毒抗体分析 -中国公共

卫生2006,22(4)
    目的了解临床发热患者中是否存在严重急性呼吸综合征(SARS)冠状病毒(SARS-CoV)隐性感染或亚临床感染.方法对2003年5月～7月,SARS流行期间湖

北地区临床发热患者373例血清进行SARS冠状病毒(SARS-CoV)抗体(IgG、IgM、N蛋白抗体)酶联免疫吸附法(ELISA)检测和分子生物学(RT-PCR)检测.结果

373例发热患者中,检出冠状病毒抗体阳性者24例,阳性率6.43%(24/373),其中SARS IgG抗体、IgM抗体、N蛋白抗体阳性率分别为0.54%,1.34%和5.09%,但

SARS-CoV RT-PCR检测均为阴性.结论临床发热患者可能存在SARS-CoV隐性或亚临床感染,患者体内产生针对SARS-CoV的保护性抗体,应具有免疫力和抵抗

力.

7.学位论文 王艳鸽 SARS冠状病毒N蛋白单克隆抗体的研制及初步应用 2006
    严重急性呼吸综合征(severeacuterespiratorySyndrome，SARS)是一种以发热和严重肺部感染为主要特征的新发急性传染病。2003年4月16日

，WHO正式宣布：SARS的病原体是一种新型冠状病毒，并命名为SARS冠状病毒(SARS-CoV)。研究表明，SARS-CoV与人类普遍易感的冠状病毒OC43株和

229E株无抗体交叉反应，是一种新的从未在人类或动物中发现过的冠状病毒。尽管目前SARS的流行已经得到控制，但迄今为止，SARS的起源、动物宿主

、传播途径及致病机理等仍不完全清楚，SARS对人类的威胁依然存在。由于从临床症状及其发病体征很难与其它病原体引起的发热性呼吸系统疾病区分

，所以早期特异实验诊断显得更加重要。      本实验利用基因工程表达的重组SARS冠状病毒N蛋白免疫2月龄的BALB/c小鼠，取免疫后的小鼠脾淋巴细

胞与SP2/0小鼠骨髓瘤细胞进行融合，建立了10株能稳定分泌SARS冠状病毒N蛋白单克隆抗体的杂交瘤细胞株，通过制备腹水，对这些单克隆抗体进行纯

化、分析和鉴定。      对这些单克隆抗体进行了如下的免疫学鉴定：①效价测定：10株单克隆抗体中，除7＃腹水效价稍低一些为1∶104外，其他腹

水效价均在1∶107～1∶108之间，显示出这些单抗都有较高的抗SARS冠状病毒N蛋白活性。②免疫球蛋白类型及其亚类特异性鉴定：采用双向琼脂扩散

和酶联免疫吸附试验鉴定10株单克隆抗体，结果表明该10株抗N蛋白抗原的单克隆抗体都为IgG类型，IgG1亚类。③亲和力分析：利用抗体稀释法，对

10株单克隆抗体的亲和力进行分析，结果表明：a＃、b＃、c＃号单抗与N蛋白的亲和力最高，其亲和常数分别为：1.50×109L/mol、7.50×108L/mol、

1.05×109L/mol；d＃、1＃、2＃、4＃、5＃次之，其亲和常数分别为：3.75×108L/mol、3.00×108L/mol、3.00×108L/mol、1.80×108L/mol、

1.80×108L/mol；3＃、7＃与N蛋白的亲和力最低，其亲和常数分别为：4.39×106L/mol、6.00×106L/mol。④配对组合：利用制备的单克隆抗体，通

过对各株单克隆抗体特性和捕捉SARS冠状病毒N蛋白能力的比较以及单抗初步配对测定，发现有三组组合可以配对：a＃和a＃-HRP、1＃和d＃-HRP、

a＃和4＃-HRP，其中以a＃单抗作为包被抗体，4＃单抗标记辣根过氧化物酶(HRP)作为标记抗体为最佳配对组合，由此建立了单克隆抗体夹心法ELISA特

异检测SARS冠状病毒抗原的方法。初步试验结果证明，所建立的单克隆抗体夹心ELISA检测方法具有较好的特异性和灵敏度，灵敏度达到5ng/ml，通过

进一步的改进和完善，有望更好地用于SARS病毒感染的特异诊断。      通过系统鉴定，证明这些单克隆抗体针对冠状病毒N蛋白的不同抗原决定簇

，具有较高的特异性，不仅为开发SARS病毒早期诊断(抗原诊断)试剂的研究提供了单抗支持，而且解决了抗体检测阳性对照无害化的问题，同时对于

SARS-CoV保护性抗原研究、SARS免疫学和发病机制的研究提供了有力的手段。

8.期刊论文 叶沁媛.郑珩.王旻.吴梧桐.叶波平.郑苏婷.YE Qin-yuan.ZHENG Heng.WANG Min.WU Wu-tong.YE Bo-

ping.ZHENG Su-ting SARS冠状病毒半胱氨酸蛋白酶3CLpro的克隆表达及分离纯化 -药物生物技术2005,12(4)
    SARS(严重急性呼吸综合征)是由一种新型的人类冠状病毒引起的.由于SARS冠状病毒3CL蛋白酶在病毒的复制翻译中起关键作用,所以成为抗SARS药

物设计的关键靶标之一.该研究中,利用以pET28a为载体的高效原核表达系统,克隆表达出SARS冠状病毒3CL蛋白酶,然后由NTT-Ni2+亲和层析柱对表达的

蛋白进行分离纯化.3CL蛋白酶在大肠杆菌表达系统中的成功表达为今后进一步筛选抗SARS病毒药物奠定基础.

9.期刊论文 王海宝.刘景汉.欧阳锡林.于洋.马曙轩.李锡金.吕留彩.田亚平.刘红鹰.许红民.姚伟 156例SARS患者

血清抗SARS冠状病毒抗体的观测 -中国实验血液学杂志2003,11(5)
    本研究的目的是观察严重急性呼吸综合征(severe acute respiratory syndrome, SARS)患者抗SARS-冠状病毒(SARS-CoV)抗体IgG和IgM的产生及抗

体效价变化特征,探索采集SARS痊愈患者抗血清的时机.应用ELISA方法对随机抽取的156名SARS患者血清标本进行抗SARS-CoV抗体IgG和IgM抗体效价测定

.结果表明, 156名SARS患者于病后3至9周期间,IgG抗体阳性率为75.6%, IgM抗体阳性率为41.7%, IgG和IgM抗体均阳性为41%, IgG和IgM抗体均阴性为

23.7%; IgG抗体阳性患者中抗体效价为18.23±24.72, IgM抗体阴性患者抗体效价为2.18±1.13; IgG和IgM抗体效价与SARS患者的性别、年龄、病程、

体温正常天数无显著相关性.结论: 并非所有SARS患者都能产生抗SARS-CoV抗体,即使产生抗体,其效价的个体差异也较大,并不能通过性别、年龄、病程

及体温正常天数等因素较准确地评估抗体的效价.因此,在SARS抗血清采集前,应重新进行抗体效价测定,遴选具有高效价抗SARS-CoV抗体的SARS痊愈患者
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进行抗血清的采集,才能提高所采集的抗血清在临床的治疗效果,同时又可为患者抗体输注提供量化指标.

10.期刊论文 周光德.赵景民.王松山.孙艳玲.潘登.杨建法.李文淑.于海丽.张泰和 SARS冠状病毒对心脏及其传导

系统影响的病理学研究 -解放军医学杂志2004,29(1)
    目的探讨严重急性呼吸综合征(SARS)对心脏、尤其是心脏传导系统的影响.方法应用HE、组织化学及核酸原位杂交等方法,对6例SARS死亡患者的心

脏组织及其中1例死者的心脏传导系统进行病理研究.结果SARS患者的心脏损伤表现为心肌细胞空泡变性、萎缩和少数心肌细胞肌浆溶解,心肌间质轻度

水肿、少量炎细胞浸润及轻度小血管炎Macchiavello染色示心肌细胞胞质内偶见病毒包涵体;核酸原位杂交示少部分心肌细胞及心脏传导系统特化心肌

细胞内呈现明确的冠状病毒(SARS-CoV)阳性杂交信号.结论SARS-CoV不仅能够感染心肌细胞,而且可感染心脏传导系统中的特化心肌细胞,可引起心脏轻

度病毒性心肌炎性改变.该研究结果为解释临床上SARS患者心律失常和心肌酶谱异常提供了重要的病理学依据.
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