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增强型荧光实时 —高灵敏度冠状病毒检测方法
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一

刃
一

严重急性呼吸综合征 叮
,

是由 冠状病毒
一 , 一

引起的传染性强
、

病死率高的疾病 「
’一 〕。 其传播的主要途径

是通过近距离呼吸道飞沫传播
。

目前
,

对于 的致病机

制和预防治疗正在研究中
。

发病的潜伏期约为 一

。

与其他病毒不同
, 一

在感染早期的患者体内病毒

数量相对较少
,

给疾病的早期诊断带来了困难
。

因此
,

需要

采用高灵敏度的方法检测才可能避免假阴性结果
,

并能及时

准确地发现疫情
,

报告给政府协调部门
,

尽早采取有效的防

控措施
。

鉴于 给人类健康和社会经济带来的巨大危

害
,

准确有效地检测疑似人群和环境样本
,

对于避免误诊
、

漏

诊
,

尽早采取隔离措施防止病毒传播
,

以及制定正确的诊疗

方案具有重要意义
。

灵敏
、

可靠
、

便捷的检测方法正是布好

这第一道防线的重中之重
。

取物进行 扩增
,

通过分析扩增产物判断是否感染病毒
。

由于其灵敏
、

快速
、

便捷的特点
,

成为 爆发期间进行
一

感染最为快速和可行的诊断方法
。

与常规

相 比
,

巢式 和荧光实时
一

, 一

的灵敏度虽然在一定程度上有所提高
,

但仍

然存在一定的局限性
。

特别是对于模板量极低的样本
,

由于

检测方法不够灵敏所导致的假阴性结果很可能造成漏诊
、

误

诊
,

造成病毒的肆意传播
,

危害人类健康
。

因此
,

亚待开发更

高灵敏度的检测方法
,

以准确
、

有效地发现感染病毒
,

尽早扼

制病毒传播
一 。

增强型荧光实时 —高灵敏度的
一

检测

方法

一

的实验室检测方法

目前
, 一

的实验室诊断方法主要有 类 血清学

方法
、

病毒培养法和核酸检测法
。

血清学方法主要是通过酶

联免疫吸附法
一

即
,

和

免疫荧光法 祖 。 , ’
检测病毒感染

后患者体内产生的特异性抗体
,

由于存在感染及产生抗体的

窗口期
,

因此难以对病毒感染进行早期诊断
。

病毒培养法能

够检测活病毒
,

而且灵敏度较高
,

但操作过程费时
,

对实验设

备要求较高
,

且具有一定的局限性
,

如不能检测丧失感染能

力或错误包装的病毒颗粒等
。

核酸检测法是 目前实验室常

用的检测方法之一
,

主要是采用聚合酶链反应
,

的方法对临床样本 血液
、

尿
、

粪便
、

呼

吸道分泌物
、

痰液
、

唾液和漱口液等 的核酸提取物进行体外

反转录
,

经 扩增后
,

进行定性与定量分析
。

根据
一

的遗传信息
,

科研人员已研究出若干基

于 技术的
一

检测方法
’, 一 〕。 其原理是针对

一

的基因组序列设计特异性引物
,

对样本的核酸提

本实验室从事基因检测研究多年
,

在 流行期间积

极参与了 的早期诊断研究
。

为克服常规 方法灵

敏度不足的弱点
,

我们特别针对
一

设计开发出一种

更高灵敏度的新型荧光实时 技术
,

命名为增强型荧光

实时 技术
一 ,

盯
一 ‘’,‘ 〕,

灵

敏度比册
一

方法高出 倍
,

更比常规 高出 倍
,

可显著提高
一

的检出率
。

基本原理
一

技术是在结合常规 和
一

技术 的基础上开发 出来 的
。

该技术首先采用一对针对
一

聚合酶基因的特异性引物对样本进行

扩增
,

产物经测序后证明与 目的基因序列一致
,

以确保

扩增引物的特异性
。

然后 以 产物为模板
,

进行下一步

的
一 ,

并在反应的每一步中加人适当的阴性

对照和阳性对照
。

分别采用
一

和
一

对同一批临床病例进行检测
,

结果如图 所示
,

采用 。

一

方法所得出的阴性和阳性曲线距离较近
,

阳性结果

偏左的 条曲线 与阴性结果 偏右的曲线群 难以区分

图
,

因此很难明确判断阳性和 阴性结果 而采用
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一

方法
,

所得出的阴性和阳性对照物曲线彼此区分得

相当清楚 图
,

对于模板含量较低的样本也容易进行判

断
。

一

技术则可顺利检测出样本中的
一 。

特别是

对于感染早期病毒载量极低的情况下
, 一

技术也可准

确判断样本中是否含有
一 。

因此
,

采用该技术可在

疾病的极早期明确判断是否感染病毒
,

缩短诊断时间
,

为治

疗疾病以及控制病毒扩散争取更多的时间
。

在 流行期

间
,

应用
一

技术对北京多家医院收取的临床样本检

测
,

得到了很好的结果
,

充分验证了该方法的灵敏度
、

特异性

和可行性
。

此外
,

我们还利用
一

对 例已经康复的 患

者进行跟踪监测
。

结果表明
,

患者在感染后的第 一 周内

虽然 病征已经消失
,

但仍然能够检测到
一

的

存在
‘, 〕。 提示这些残留在患者体内的

一

很可能成

为导致疫情再次爆发的传染源
。

而这些残余的病毒由于含

量低
,

很容易被忽略
。

因此
,

采用高灵敏度的检测方法进行

跟踪监测
,

以避免携带者将病毒传播到健康人群
,

导致

再次爆发
,

是极为必要和重要的
。

小结与展望

即 吐 欲

邵 且 邵 场
, 一 , 一

图
一

和
一

扩增曲线图
一 一

特异性和灵敏度

对于传染性疾病
,

特别需要有灵敏度高且特异性强的检

测方法
,

以减少假阳性和假阴性的出现
,

达到对疾病有效准

确的诊断
。 一

正是这样一种有效的检测工具
。

该方法的特异性强
,

采用 班 数据库中的

分析软件如
, ” “马对引物和探

针进行同源性分析
,

结果显示
,

扩增引物和探针与其它序列

特别是其它上呼吸道病原体没有明显的同源性
。

而且利用

这些引物和探针对一些已知的单链 病毒进行扩增
,

如

流感病毒 可记
、

副赫性病毒 刃吮。沉
、

副流感病

毒 ￡胡讹。
、

脊髓灰质炎病毒
,

以及从病毒培养

中分离出的生物
,

包括 型流感病毒 和刀
、

腺病毒

、二
、

副流感病毒 型 叨 了
、

呼吸道融

合病毒 叮 ”仁对
、

单纯疙疹病毒 型 , 。

“
,

结果并未检测到扩增产物
,

说明该扩增引物

是高度特异的“
, 〕。

将已知浓度 丁
’

的样本稀释 ”倍至

浓度为
一 ‘” 后

,

采用该方法仍能准确检出
一 ,

而常规 方法和
一

的检测下限仅为
一 , ‘ 。 和

一 ’ ‘ 。 。

临床应用

对 例香港收治的 疑似病例进行检测
,

结果显

示
,

采用
一

技术检出的阳性率均高于
一

和常规

以及病毒培养法 「川
。

说明
一

技术是一种快速
、

灵敏
、

准确的诊断方法
。

由于抗体的产生需要时间
,

因此在

病毒感染早期不能使用 血清学方法进行检测
,

而 此 时

核酸扩增技术特异性强
、

灵敏度高
、

操作简便易行
,

是目

前实验室常用检测方法之一
。

基于 的
一

检测

方法很多
,

但在病毒载量较低的情况下
,

检测方法的灵敏度

就成为快速诊断
、

有效控制病毒扩散的关键因素
。

由于

的临床症状非常不稳定 「
‘“ ,

与普通肺炎不易区分
,

而

且某些患者体内的病毒载量较低
,

使用普通方法不易检测
。

因此
,

开发并应用可靠的高灵敏度检测手段不仅可以有效检

测病毒
、

判断疫情
,

而且可以广泛应用到一线的医疗工作者

及环境的监测
。

但是
,

灵敏度高的检测手段同时常常会伴随假阳性的出

现
,

因此在分析检测结果的时候
,

应注意多种方法的有机结

合
,

以得出准确的诊断结果 ‘ 〕
。

不言而喻
,

将没有经过严格

证实的阳性结果报告出来
,

造成公众恐慌
,

影响社会安定
,

其

损失是极其严重的
。

目前对于 的研究主要集中在疫苗和抗 药物

的开发
,

而忽略了
“

第一道防线
”

—检测监测技术的巩
固和

加强
。 一

方法的建立已为我们展开了一个新的简便

易行且高度敏感的技术平台
,

成为对付有可能卷土重来的

疫情的强有力武器
。

其高度灵敏的特点使该项技术不

仅仅局限于
一

的检测
,

对于其他传染性疾病的检

测
,

环境监测
,

药物开发以及基础研究都具有广泛的应用价

值
’

,

‘ 〕。
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北京大学分子医学研究所心力衰竭机制研究获得新进展

北京大学分子医学研究所程和平实验室与美国马里兰

大学合作者们在美国《国家科学院院报 》尸瓜
, ,

上报道了有关心力衰竭疾病钙信号转导研究方

面的最新成果
,

该成果对认识心脏疾病机制具有重要意义
。

人类心脏搏动受细胞内钙信号如
“

钙火花
”

所调控
。

该

实验室在自发性高血压大鼠心力衰竭模型中发现
,

心脏肌肉

细胞中横管系统 一种亚细胞结构 呈现无序化
,

造成钙信号

分子间错位和脱藕联
,

表现为藕联成份的钙信号减弱
,

并伴

随有不同步的脱祸联钙信号
。

这一新发现解释了临床上心

力衰竭心脏的
“

钙佯谬
”

现象
,

即心脏心力衰竭同时兼具收缩

力下降的缺钙表征
,

以及钙依赖性心律失常的钙超载表征
。

这一发现对于认识心脏疾病病理机制
,

从而有效地预防和治

疗心力衰竭具有重要意义
。

年
,

当时旅美学者程和平与合作者在心肌细胞中首

次发现心脏亚细胞信号
“

钙火花
” ,

随后证明钙火花广泛存在

于多种细胞体系中
,

这是细胞钙信号转导领域最为重要的发

现之一
,

该项成果的原始论文被誉为一百多年以来 篇最

杰出的心肌研究论文之一
。

年 月 日 尸涅 又刊登

北京大学分子医学研究所程和平教授
、

周专教授和北京大学

医学部王宪教授等关于神经元钙火花的存在及生理功能的

研究论文
,

这是他们在北京大学独立完成的重要研究成果
。

程和平教授最近已经辞去美国国家卫生研究院 资深

研究员终身职位
,

到北京大学分子医学研究所主持钙信号转

导实验室工作
。

北京大学分子 医学研究所

© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net


