
中国生物工程杂志　China B iotechnology, 2005, 25 (11) : 91～94

NASBA———一种新型禽流感病毒检测方法 3

刘乐庭 1, 2　刘　爽 1, 2　封燕芸 1, 2　陈建国 3　于常海 1, 233

(1北京大学神经科学研究所　北京大学医学部神经生物学系　教育部神经科学重点实验室　北京　100083)

(2香港基因晶片开发有限公司　香港　3北京大学生命科学院　北京　100871)

摘要　NASBA ( nucleic acid sequence - based amp lification)是一项持续等温的核酸扩增技术 ,特别

适合于以 RNA为模版的扩增 ,与其它常用禽流感病毒检测方法 (病毒培养法、免疫学方法和

PCR)相比 ,具有灵敏度高、特异性强、操作简便等特点。就 NASBA的操作原理及其在禽流感病毒

检测中的成功应用进行综述。NASBA不仅成为禽流感病毒检测的有力工具 ,而且对于其它恶性

传染病的监测、检测同样具有重要价值和意义。
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　　禽流感是一种从呼吸道疾病到严重性全身组织出

血性病变等多种症状的急性高度致死性传染病 ,其致

病元凶禽流感病毒 (A IV )属于 A型流感病毒 ,是一种

负链 RNA病毒。根据其膜蛋白 HA和 NA的抗原性可

将现有的 A IV分为 15种 HA亚型 (H1～15)和 9种 NA

亚型 (N1～9)。近来 , Fouchier等在北欧又发现了一种

新的 A IV病毒亚型 ,根据其基因序列和抗原性分析命

名为 H16亚型禽流感病毒 [ 1 ]。而在 16种亚型中 , H5

及 H7被定为高致病性 [ 2 ]。

　　A IV除感染禽类外 ,传播给人类的事件也屡有报

道。因此禽流感对社会经济和人类健康构成的严重威

胁应越发引起我们的重视。当前的重点是预防、围堵

和控制 A IV的传播 ,因此建立快速、准确、有效的病毒

检测手段至关重要。

1　禽流感病毒的检测

　　A IV的常用检测方法包括 :病毒培养法、免疫学方

法和核酸检测方法。病毒培养法是广泛应用的实验室

检测方法之一 ,灵敏度高 ,但操作费时 (7～10天 ) ,而且

对实验室条件的要求也较高 [ 3 ]。与之相比 ,免疫学方

法相对快速简便 ,但灵敏度和特异性差 [ 4 ]。而且抗体

检测的结果仅仅说明被检测的禽类或动物曾经感染过

禽流感病毒 ,而不能准确反映当前是否感染或携带病

毒 ,因此 ,在应用方面具有一定的局限性。特别是目前

的家禽大多被注射疫苗免疫 ,则不能使用该方法进行

筛查。核酸检测方法 (如 PCR )用于 A IV的检测 ,灵敏

度高且快速 ,能够准确反映是否携带病毒 ,可结合其它

检测方法加以进一步判定 [ 5, 6 ]。与常规 PCR相比 ,荧光

实时 PCR ( real2time PCR)技术检测禽流感病毒 ,其灵敏

度有很大提高 ,但是对于某些超低病毒载量的样品 ,仍

不能达到检测要求 [ 7～9 ]。于是我们在此基础上开发了

一种增强型荧光实时 PCR ( ERT2PCR )检测技术 ,灵敏

度比标准的荧光实时 PCR高出最少 100倍 ,比常规

PCR更高出 10
7倍 [ 10～12 ]。尽管如此 ,我们发现 ,基于

PCR原理的检测方法在扩增的过程中可能会丢掉很多

信息 ,因此特别采用适用于扩增 RNA模板的 NASBA

技术对禽流感病毒进行检测 ,开发了一系列检测禽流

感病毒的试剂盒 [ 13～18 ]。

2　NASBA技术检测禽流感病毒

　　NASBA ( nucleic acid sequence2based amp lification)

技术是一项以 RNA为模板的快速等温扩增技术 [ 19 ]
,这

项技术特别适用于 RNA分子的检测。其特点是整个

扩增过程在恒温条件下进行 ,因此不需要特殊 (如 PCR

仪 )的控温装置 ,大大避免了 PCR扩增过程中复杂的温

度变化。该技术使用 3种酶 (逆转录酶、RNA酶 H和
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T7 RNA聚合酶 )以及 2条特别设计的寡核苷酸引物。

上游引物 5′末端含有噬菌体 T7 RNA聚合酶的启动子

序列 ,下游引物的 5′末端含有与钌标的电化学发光检

测探针 ( ECL Probe)互补的序列 ,如图 1所示的原理

图 , NASBA是一种连续扩增技术 ,并不像 PCR需要实

时退火 ( real2time annealing) ,所以在同一时间内 ,

NASBA拥有比 PCR更高的扩增效率。此外 ,有很多因

素会影响 PCR反应 ,如一些 PCR抑制物质 (特别在取

样过程中 ) , NASBA技术却不会受这些因素的影响 ,而

且即使在有 DNA污染或存在的情况下 ,同样具有较高

的特异性和灵敏度。该技术已成功应用于病毒、细菌、

霉菌、寄生虫和细胞因子等的检测 ,如人类艾滋病病毒

1型、丙型肝炎病毒、EB病毒、麻疹、带状疱疹、人类乳

头瘤状病毒 16型、沙门氏菌、沙眼衣原体、麻风分支杆

菌、念珠菌、曲霉菌、疟原虫、编码巨噬细胞来源的趋化

因子 ,组织因子和人抗肿瘤坏死因子 alpha等的

mRNA
[ 14 ]。因此 , NASBA作为一项检测技术是十分成

熟的 ,并且已经在国际上受到基础科学研究和应用研

究领域的一致认可。

图 1　NASBA技术扩增原理图

F ig. 1　Applica tion m echan ism of NASBA

　　本研究小组自 2002年首次在国际刊物上发表了

关于应用 NASBA技术检测禽流感病毒的论文 [ 13 ]以来 ,

迄今已成功开发出可检测禽流感群特异性 ( H12H15 )

( NASBA2A IV )、H5 亚 型 ( NASBA2H5 )、H7 亚 型

(NASBA2H7)的 NASBA /ECL检测试剂盒 [ 13～18 ]。实验

结果显示 , NASBA技术比目前商品化的免疫检测试剂

盒至少敏感 1 000倍 ,比常规 PCR方法也敏感许多 ,与

现行的病毒培养检测方法的灵敏度相当 [ 13～18 ]。但是病

毒培养通常需要至少几天以上的时间才能得到结果 ,

而 NASBA技术通常仅需要 4～6小时就可以准确地得

到结果 ,便于尽早采取防治措施。我方在英国与联合

国兽医参考实验室 (Veterinary Lab Agency)合作 ,采用

NASBA技术对来自不同地区、不同时期爆发的禽流感

病毒进行检测 ,结果显示 , NASBA2H5、NASBA2H7、

NASBA2A IV均可准确无误地检出病毒 [ 13～18 ]。NASBA

技术操作简便 ,自动化水平高 ,可以减少人为造成的误

差。而且还是一种高通量的方法 ,可以同时检测 50个

样本 ,非常适用于大规模样品的筛查。NASBA技术的

扩增产物为 RNA分子 ,使用者可以根据需要选择不同

的检测方法 ,如电化学发光法和酶联法 (m icrop late)等。

而且 ,与 PCR的产物 DNA分子不同 , RNA分子不易对

实验仪器和环境造成污染 ,避免了产物交叉污染实验

仪器、操作环境导致的假阳性结果。

　　适用于 NASBA技术的样品范围很广 ,除动物组

织、血液、体液样本外 ,还可对环境样本进行监测 ,如禽

类饲养场所、交易场所、运输工具等 ,因此为监测和控

制禽流感的传播提供了有效的依据和手段。

3　小结与展望

　　NASBA技术是一项灵敏度、准确度高且使用方便

的快速检测方法 ,能应用于现场样品的检测 ,该技术的

广泛应用将大大提高对禽流感的监测和控制力度。

NASBA技术不仅在疫情爆发时能够及时、准确地监测

和检测病毒感染的情况 ,以采取有效措施控制病毒扩

散。同时 ,由于其具有灵敏、准确、快速的特性 ,使其对

于疑似感染的排除具有重要意义。这样 ,一方面可以

减少由于不能确诊病毒而造成的不必要的恐慌 ,另一

方面 ,还可以减少由疑似病例造成的大面积的家禽捕

杀 ,用以降低经济损失。NASBA技术作为一种有效的

禽流感病毒检测方法 ,既新颖又成熟 ,并且成功经历过

多方面的实地考验 ,具备成为国家乃至国际性的禽流

感病毒检测标准的必备条件 ,对国家的农业、禽牧业及

世界禽畜贸易均具有重要的社会意义和经济效益。

　　鉴于最近亚洲爆发的禽流感疫情所造成的巨大社

会经济损失 ,以及对人类生命健康构成的严重威胁 ,我

们必须尽快采取一切措施控制疫情。2003年初爆发的

SARS疫情 ,为我们防范与控制传染性疾病提供了宝贵

的经验 [ 12 ]。与疾病斗争的过程清楚地告诉我们 ,一定

要建立一种快速、灵敏、准确的检测方法 ,而且这种方

法必须是达到国际标准的 ,经得起实际考验的科学的
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方法。就目前而言 ,控制疫情最有效的手段就是大规

模筛查检测 ,在最短时间内发现感染病毒的患畜或人

员 ,以迅速采取隔离措施 ,防止病毒的肆意传播。因

此 ,灵敏、可靠且快速的检测手段是我们打赢这场战争

的锐利武器 [ 18 ]。

　　我们在 Science、N ew England Journal of M edicine和

N ature B iotechnology杂志上发表的文章都提到了建立

标准化检测方法的重要性和必要性 [ 11, 12, 18 ]。此外 ,还

特别指出检测过程中产生的假阳性和假阴性问题 ,由

于检测方法的灵敏度有限导致的假阴性结果 ,会造成

病毒的肆意传播 ,而假阳性结果的错误报道同样具有

危害 ,往往会导致不必要的恐慌 ,甚至影响社会安定和

经济稳定。因此 ,如何在检测方法上加以改进 ,提高特

异性和灵敏度至关重要。我们经过多年的研究 ,在比

较各种检测方法的基础上发现 , NASBA技术特别适合

于禽流感病毒的常规检测操作 ,而且经过大量样品的

检测及国际上的多方评估验证 ,具有很好的特异性和

灵敏度 ,值得信赖。
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NASBA———A New M ethod to D etect Av ian Influenza V irus
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　　Abstract　NASBA ( nucleic acid sequence2based amp lification) is a continuous, isothermal, enzyme2based

method for the amp lification of nucleic acid. It is especially suitable for amp lifying RNA sequences, and more

sentive, specific and convenient than other virus detection methods such as viral culture, viral antigen detection

techniques and PCR . In this review, The p rincip le and successful app lication of NASBA in avian influenza virus

detection were focused on. NASBA is not only a useful tool for avian influenza virus detection, but also suitable

for routine screening for other RNA virus.

Key words　NASBA　Avian influenza　Detection method
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