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#+7*%3,检测甲型 P($( 病毒核酸

几种结果判定方法
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摘!要!目的!比较 DL>U,*J检测甲型 E"b" 流感病毒核酸几种不同的结果判定方法的差异!优化检测方法# 方法!利

用已知的阳性病毒样本!对比电泳"直接观察"加入 RW<DBDAAb

'

核酸染料和优化后的预染核酸染料和的检测灵敏度# 结果

电泳检测的灵敏度最高!加入 RW<DBDAAb

'

染料的灵敏度略低!而直接的肉眼观察灵敏度低约 % 个数量级# 加入优化后的预

染染料其检测灵敏度与加入 RW<DBDAAb

'

核酸染料相当# 结论!电泳法检测的灵敏度最高!可通过加入优化后的预染染料提

高目测判定反应结果的灵敏度!增强反应的特异性!并可降低气溶胶污染#

关键词!甲型 E"b" 流感病毒!DL>U,*J!结果判定
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N=H O><E&!,)E"b"* Q-\@[/-_87Q0[1, DL>U,*J, D/1[@:./:/0IQ-8:Q2-

!!甲型 E"b" 流感的暴发对人类健康造成严重威

胁!为了更好地进行传染病防控!减少不必要的忧虑

和社会恐慌!建立和完善传染病预警体系至关重要#

因此快速特异的病原体检测技术越来越受到各国的

重视# 核酸扩增技术是生命科学领域最具价值的工

具之一!已被广泛应用于病原微生物的检测# 包括(

JSD

."/

"DL>JSD"核酸序列扩增
.%/

) -[=@/Q=8=Q. 1/G

`[/-=/>?81/. 8IZ@Q\Q=8:Q2-!b,R<,*"自序列复制
.3/

)1/@\>1[1:8Q-/. 1/̀[/-=/0/Z@Q=8:Q2-! 3RD*"链置换扩

增
.F/

)1:08-. .Q1Z@8=/I/-:8IZ@Q\Q=8:Q2-! R+,*及环等

温介导扩增)U22Z >*/.Q8:/. T12:X/0I8@,IZ@Q\Q=8:Q2-!

U,*J*等方法# U,*J法是 %444 年 b2:2IQL等
.&/

开

发的一种新的核酸扩增方法!它利用有链置换活性的

<1:聚合酶!可以于 "X 以内在恒温条件下特异地扩增

+b,到 "4

#

个拷贝!该方法以其操作简便!灵敏度高!

特异性强!不需要昂贵的仪器等特点备受推崇# 由其

衍生的 DL>U,*J方法可以用于病毒 Db,的检测!

扩大了其应用范围# 由于该方法扩增效率高!在反应

完成后结果判定的操作中易造成气溶胶污染!因此!

寻求更好的结果判定方法是一个亟待解决的问题#

本研究就 DL>U,*J不同的结果判定方法进行了对

比分析#

材料与方法

"Y试剂(,*;反转录酶! .bLJ1等购自 L8K8D8,LX/0I2

<[\\/0!<1:聚合酶购自 bA<公司, RW<DB0//- T染料购自 Q-G

7/:02H/-,*HRV

F

!</:8Q-/购自 RQHI8!*-S@

%

!钙黄绿素等购自

北京化学试剂公司#

%Y引物设计及合成(使用 <Q2R[- 软件对报道的首例甲型

-($-
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E"b" 病毒核酸序列与 B/-<8-P 病毒库中数据进行对比!针对

E,区设计特异的 U,*J引物!F 条引物分别为(CTJ(&9>H:=::G

HHHH88:8:=:=888==:::::::8::8:H8HH8H=:88H8H8H=>39,<TJ(&9>=888HG

H:H:88=HH=8:::::H88:::==::::::88=:8H==8>39, C3( &9>:=8H8=88:HG

H88=H:H::>39,<3(&9>=:::===:::8:=8::88:H:8HH8>39# 引物由合成

L8K8D8公司合成#

3Y检测模板及定量(甲型 E"b" 病毒核酸样本由军事医

学科学院疾病预防与控制研究所提供# 对提取的 Db,测定

V+

%$4

与 V+

%(4

!通过公式计算 Db,浓度与纯度!将 Db,进行

"4 倍梯度稀释!以 "4""4

%

""4

3

""4

F

拷贝5微升做为模板用于

检测不同结果判定方法的灵敏度#

FYDL>U,*J反应体系的建立(利用 U,*J技术原理
.$/

!

同时添加 ,*;反转录酶!使其在恒温条件 )$%p*同时进行

Db,反转录和 +b,的扩增# 其基本反应体系为(反应缓冲液

"3

!

@)包含 LX/0I2<[\\/0!*HRV

F

!</:8Q-/!.bLJ1等*!引物混

合物 F

!

@!模版 "

!

@!,*;反转录酶 "

!

@!<1:酶 "

!

@!加除

Db81/无菌水至 %&

!

@# 为防止污染!可在反应液配好后用石

蜡液封#

&Y反应结果的判定()"*琼脂糖凝胶电泳判定结果(取 DL

>U,*J产物 3

!

@!加入上样孔中!在 &;5=I电压下进行琼脂

糖凝胶电泳!凝胶浓度为 "Y36# 阳性结果可见梯状条带#

)%*观察沉淀判定结果(反应完成后将反应管置于光线充足的

环境中以黑色或深色背景观察溶液浑浊度!出现白色沉淀为

阳性!清澈透明为阴性# )3*加入核酸染料判定结果(向反应

产物中加入 "

!

@"444 iRW<DBDAAb

'

!将反应管置于光线充

足并辅以深色背景观察!若结果为阳性!可见绿色荧光!阴性

则为橘色荧光# )F*加入预染染料判定结果(染料使用 *-S@

%

和叶黄绿素分别按照 "%Y&II2@5U和 4Y$%&II2@5U配制成 %&

i染色液
.&/

!经优化后!反应前加入该染料 "

!

@!待反应结束

后取出反应管置于光线充足辅以深色背景观察结果!橘红色

为阴性!绿色为阳性#

结!!果

"Y电泳检测法(使用 "Y36变性琼脂糖凝胶在

& )"4;5=I电压下电泳 %4IQ- 检测反应产物# 从

"4 )"4

F

拷贝均有阶梯状条带出现!说明电泳方法灵

敏度可低至 "4 拷贝以下!见图 "#

图 ()电泳检测不同模板浓度阳性模板

*Y+U%444,"Y"4 拷贝,%Y"4

% 拷贝,3Y"4

3 拷贝,

FY"4

F 拷贝,&Y阴性对照

!

%Y肉眼观察焦磷酸镁沉淀法(反应完成后取出观

察结果)图 %*!可见 "4 拷贝观察不到沉淀!"4

%

拷贝

有少量沉淀!"4

3

""4

F

拷贝可见沉淀出现# 检测灵敏

度与电泳法相比低 % )3 个数量级#

3Y反应后加荧光染料法(反应结束后加入荧光染

料观察颜色变化)图 3*!可见 "4 拷贝染色结果为阴

性!"4

%

)"4

F

结果均为阳性!检测灵敏度较观察焦磷

酸镁沉淀法高约 " 个数量级#

FY反应前加染料法(反应完成后取出观察结果见

图 F!可见 "4 拷贝颜色出现变化但与阴性对照相比

差异不明显# "4

%

)"4

F

拷贝均为阳性# 其灵敏度与

RW<DB0//-

'

相当#

图 -)通过焦磷酸镁沉淀判定检测结果

"Y"4 拷贝,%Y"4

% 拷贝,3Y"4

3 拷贝,FY"4

F 拷贝,&Y阴性对照

!

图 .)加入荧光染料染色后判定检测结果

"Y"4 拷贝,%Y"4

% 拷贝,3Y"4

3 拷贝,FY"4

F 拷贝,&Y阴性对照

!

图 /)反应前加入优化后的染料进行结果判定

"Y"4 拷贝,%Y"4

% 拷贝,3Y"4

3 拷贝,FY"4

F 拷贝,&Y阴性对照

!

讨!!论

U,*J具有操作简便!灵敏度高!特异性强等优

点# 由于其灵敏度高!容易造成气溶胶污染是限制其

广泛应用的主要问题!因此检测后不开盖进行结果判

-#$-
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定测将是其发展的趋势#

DL>U,*J扩增反应中可以形成可视的焦磷酸

镁白色沉淀!因此肉眼也可进行结果判别
.'/

# 目前!

日本已利用这种特性研制出专门用于 U,*J检测的

实时监控浊度仪!可以实现对 U,*J扩增过程的全程

实时监控!但其价格昂贵不适于推广应用# 利用电泳

检测法判定结果具有灵敏度高的优点!对于一些弱阳

性样本或扩增效率较低时的结果判定具有良好效果#

其缺点是需要电泳设备和时间!并且要开盖检测!而

此过程易产生气溶胶污染!影响后续实验# 通过肉眼

观察焦磷酸镁沉淀进行结果判定简便易行!反应后不

用开盖!避免了气溶胶污染!但此方法判定结果比电

泳检测灵敏度低 % )3 个数量级!在模板拷贝数很低

或扩增效率不高时!此方法容易造成假阴性# 反应后

加荧光染料法的优点是灵敏度较高!在直接观察不能

准确判断结果时!加入荧光染料可增加其可视性!提

高判断的准确度,缺点是需要反应完成后开盖加染

料!易产生气溶胶污染# 反应前加染料法在反应完成

后不需开盖即可观察结果!避免了气溶胶污染!同时

该染料经优化后!阴阳性色差明显!更容易判断结果!

避免了前 3 种方法的缺点#

从临床诊断需求来说!大部分检测只需要定性!

因此!反应前加入不抑制反应的染料是即满足检测的

灵敏度需求!又可避免气溶胶污染!同时价格低廉的

结果判定方法!在未来的 U,*J诊断试剂中有较大的

发展空间!有望在临床诊断上得到广泛应用#
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Q-H12\:X/b8:Q2-8@,=8./Î 2\R=Q/-=/1! "##%! (#( 3#% >33#

&!b2:2IQL! VP8̂8I8E! *81[?[=XQE! !"#$YU22Z >I/.Q8:/. Q12:X/0G

I8@8IZ@Q\Q=8:Q2- 2\+b,Yb[=@/Q=,=Q.1D/1! %444! %((/$3

$!L2IQ:8b! *20QW! K8-.8EYU22Z >I/.Q8:/. Q12:X/0I8@8IZ@Q\Q=8:Q2-

)U,*J* 2\H/-/1/̀[/-=/18-. 1QIZ@/7Q1[8@./:/=:Q2- 2\Z02.[=:1Y

b8:[0/Z02:2=2@1!%44(!3)&* (('' >((%

'!L20Q-QO8E! K2IQ̂8LYD8ZQ. ./:/=:Q2- 8-. `[8-:Q\Q=8:Q2- 2\N8Z8-/1/

/-=/ZX8@Q:Q17Q0[1? 0̂/8@>:QI/0/7/01/:08-1=0QZ:Q2- @22Z >I/.Q8:/. QG

12:X/0I8@8IZ@Q\Q=8:Q2-Y*Q=02?Q2@TII[-2Y%44$! &4)&* (3'# >3('

)收稿(%4"4 >4" >4"*

)修回(%4"4 >43 >"&*

!!作者单位('"443(!西安!第四军医大学唐都医院胸腔外科

通讯作者(程庆书!电子信箱(=X/=X/1:c\II[Y/.[Y=-

获得性食管气管瘘食管改道术后旷置

食管结构及屏障功能研究

杨!光!白光振!李小飞!王小平!周勇安!韩!勇!姜!涛!程庆书

摘!要!目的!探讨获得性食管气管瘘):08=X/2/12ZX8H/8@\Q1:[@8!LAC*食管改道术后旷置段食管组织结构及屏障功能的变

化情况# 方法!对 "& 只瘘旷置),组*杂种犬""& 只食管单纯旷置)<组*杂种犬及 & 只正常)S组*杂种犬的旷置段食管及正常

食管进行大体标本"EA染色"透射电镜)LA**"扫描电镜)RA**"硝酸镧示踪观察研究# 结果!,组与 <组犬旷置段食管组织结

构及屏障功能变化一致# ,"<组与 S组相比(

*

食管组织结构发生改变!黏膜下层腺体减少"缺失,

+

细胞间隙增宽!桥粒数目减

少!屏障功能降低!但基膜完整未见破坏!镧颗粒未能突破,

,

细胞间隙极易见到镧颗粒填充!呈线状分布# 结论!对于难治性获

得性 LAC!食管旷置术并食管改道术是简便"可行"有效的方法!术后并发症少!值得推广应用#

关键词!瘘!旷置!屏障功能
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