
进骨折愈合作用!而降低全血黏度及血浆黏度!改善

血液流变性可能是其潜在的效应机制"
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检测甲型 NIVI 流感病毒富集方法的初步探索

李!华!柯华昕!龙润乡!杨!蓉!何春艳!白慧珠!崔萍芳!谢忠平

摘!要!目的!探索甲型 D"=" 流感病毒的富集方法!提高流感病毒核酸检测的灵敏度" 方法!分别用 /R:I3M8F>-及

D"=" 特异性血清处理流感病毒样品!根据国家流感中心设计的 D"=" 亚型检测通用引物!采用反转录 _聚合酶链反应 #5@_

/?5$方法!扩增产物为 *+'EO!来评价病毒的富集效果" 结果!两种富集方法均能提高检测灵敏度!用 /R:I3M8F>-富集处理后检

测灵敏度可达 "&

_%

!用 D"=" 特异性血清沉淀富集处理后灵敏度为 "&

_*

" 结论!初步建立的富集甲型 D"=" 流感病毒方法!有

效提高了流感病毒 5@_/?5检测的灵敏度!可用于甲型 D"=" 流感病毒的检测"

关键词!流感病毒!甲型 D"=" 亚型!富集!检测
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IM:8 6386MIMSMIQ<@V343I3GIM:8 6386MIMSMIQ:T/R:I3M8 F>-N84 D"=" _6O3GMTMG63R7K38RMGVK38IK3IV:46G:7;4 R3NGV "&

_%

N84 "&

_*

R36O3G[

IMS3;Q<B%#,'/)+%#!C7GV 36INE;M6V34 38RMGVK38IK3IV:46T:RM8T;738hNF#D"="$ SMR76G:7;4 3TT3GIMS3;QMKOR:S3IV343I3GIM:8 6386MIMSMIQ

:TM8T;738hNSMR7636IVR:7PV 5@_/?5N84 G:7;4 E37634 I:43I3GÎ8T;738hNF#D"="$ SMR76<

G"8 H%-$)! 8̂T;738hNSMR76+ D"=" 67EIQO3+ H8RMGV+ .3I3GI

!!流感病毒属正粘病毒科!其基因组由分节段(单

股负链 5=F组成!其相对分子质量为 *&&&\.N" 分

为甲(乙(丙 $ 个型别!均可引起人类急性呼吸道疾

病
,"!+-

" 甲(乙型流感毒粒基因组有 ) 个基因节段!

而丙型仅有 ' 个!缺 " 个编码神经氨酸酶蛋白的基

因节段" 基因组分节段是造成同型不同毒株间产

生很高基因重配率的原因" 甲(乙型流感病毒交替

流行!涉及面广!对人群造成不同程度的危害!在婴

幼儿(老年人和免疫抑制患者中有更高的发病率和

病死率"

+&&# 年 $ 月!墨西哥暴发甲型 D"=" 流感!造成

人员死亡!疫情很快蔓延到世界各地!我国内地也相

继出现!因此!防治甲型 D"=" 流感成为当务之急"

防治流感病毒首先要加强流感病毒变异的检测!尽量

作出准确的预报!以便进行有针对性的措施如疫苗接

种(治疗等" 目前!实验室常规检测流感病毒的方法

有 $ 种+血清学诊断(病毒分离#通常取呼吸道标本包

括鼻咽洗液和咽拭子!接种鸡胚或敏感细胞分离病

毒!培养 "% 0'+V$(快速诊断#使用 HL̂CF和免疫荧

光法
,$ 0%-

$ " 这些免疫测定方法需要相当完整的靶抗

)"')
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原和型特异性的免疫血清!操作步骤繁琐" 现在通过

采用反转录 _聚合酶链#5@_/?5$反应的分子检测

为甲型 D"=" 流感早期诊断的主要方法!但如何解决

样品中病毒含量过低(临床样品中存在抑制 /?5的

物质等影响因素" 本研究主要将样品采取特异抗体

捕捉及联合运用特异性抗体与 /R:I3M8 F>-结合的方

法对流感病毒进行富集!以达到更准确(更灵敏地检

测甲型 D"=" 流感病毒
,'-

"

材料与方法

"<材料'D"=" 亚型检测通用引物 *+'EO'上海生物工程

技术有限公司合成甲型 D"=" 流感病毒样品'由英国 =̂]C?

提供" 抗甲型 D"=" 流感病毒血清'由中国医学科学院医学

生物学研究所生物制品五室提供" /R:I3M8 F>-A;IRN;M8\ 536[

M8'@V3RK:6GM38IMTMG<;:I'11"+(%%+" 5=F提取试剂盒 F̀QP38

]:4Q Y;7M4 9MRN; .=F>5=F 2M8MOR3O BMI< L:I< =:'

B?*&&'&$&"" 5@_/?5BMI'@FBF5FU836I3O 5@_/?5BMI<

;:I']B)&""

+<方法'#"$D"=" 流感病毒样品最低检测下限浓度的确

定'对病毒样品直接稀释#不做任何处理$!取 "q+&&("q$&&(

"q(&&("q*&&("q%&&("q'&&("q)&&("q"&&& 共 ) 个稀释度!分

别取 +*&

0

;!用 5=F提取试剂盒直接提取核酸!再用 @FBF5F

U836I3O 5@_/?5BMI!反应体系为 +*

0

;!其中 5=N63YR33XN[

I3R"$

0

;!* n5@_/?5缓冲液 *<&

0

;!H8hQK32M̀"<&

0

;!上游

引物及下游引物各 &W*

0

;#+&

0

K:;>L$!模板 5=F*<&

0

;" 反应

条件为 %&p"KM8!(+p"&KM8!*&p$&KM8!#*p"*KM8 进行反转

录!然后 #(p$&6!*+p$&6!'+p"KM8!进行 $* 个循环!'+p

'KM8" 电泳检测" #+$免疫沉淀中特异性血清浓度的探索'选

稀释度 "q*&& 病毒样品!分成 ' 管!$<& 毫升>管!分别在各管

中加入特异性血清 "&

0

;(+&

0

;($&

0

;((&

0

;(*&

0

;(%&

0

;('&

0

;!混

匀后!放置于 $'p水浴 "V!"+&&&R>KM8 (p离心 "&KM8!弃上

清!沉淀加入 $&&

0

;水 #无 5=F酶 $悬浮!分别取 +*&

0

;!用

5=F提取试剂盒直接提取核酸!再用一步法 5@_/?5BMI按

说明进行核酸扩增!电泳检测" #$$/R:I3M8 F>-浓度的确定'

选稀释度 "q*&& 病毒样品!分成 ' 管!$<& 毫升>管!分别在各

管中加入特异性血清 (&

0

;! (p过夜后!加入 /R:I3M8 F>-

"&

0

;(+&

0

;($&

0

;((&

0

;(*&

0

;(%&

0

;('&

0

;!混匀后!于 $'p恒温

摇床中以 "+&R>KM8 结合 %&KM8!离心!弃上清!用含 &W&*,

@Z338+& 的 /]C 洗涤 $ 次!沉淀加入 $&&

0

;水#无 5=F酶$悬

浮!分别取 +*&

0

;!用 5=F提取试剂盒直接提取核酸!再用一

步法 5@_/?5 BMI按 说 明 进 行 核 酸 扩 增! 电 泳 检 测"

#($D"="流感病毒样品富集'取 D"=" 流感病毒样品进行稀

释!稀释度从 "&

_"

0"&

_#

!分为两组!一组加入 D"=" 特异性

血清中和富集!另一组加 D"=" 特异性血清及 /R:I3M8 F>-进

行富集+分别按#+$和#$$处理!各取 +*&

0

;!用 5=F提取试剂

盒直接提取核酸!再用一步法 5@_/?5BMI按说明进行核酸

扩增!电泳检测" 同时用水做阴性对照"

结!!果

"<流感病毒样品最低检测下限浓度的确定'病

毒样品稀释后在 "q+&&("q$&&("q(&&("q*&&("q%&&(

"q'&&("q)&&("q"&&& 共 ) 个稀释度中!最低检测下

限为 "q*&&"

+<免疫沉淀中特异性血清浓度的探索'选稀释度

"q*&& 病毒样品!加入特异性血清 "&

0

;(+&

0

;($&

0

;(

(&

0

;(*&

0

;(%&

0

;('&

0

;作用后!(& 0'&

0

;均有较好的

免疫沉淀作用! 而 "& 0$&

0

;的免疫沉淀作用不明

显"

$</R:I3M8 F>-浓度的确定'选稀释度 "q*&& 病

毒样品!先各加入 D"=" 特异性血清 (&

0

;!再分别加

入 /R:I3M8 F>- "&

0

;( +&

0

;( $&

0

;( (&

0

;( *&

0

;( %&

0

;(

'&

0

;作用!结果 (&

0

;效果较好"

(</R:I3M8 F>-与特异性血清'将病毒样品进行

稀释!分别加入 D"=" 特异性血清及 /R:I3M8 F>-

(&

0

;富集作用后!其结果显示 D"=" 特异性血清可检

测的稀释度为 "&

_*

!结果见图 "+/R:I3M8 F>-可检测

的稀释度为 "&

_%

!结果见图 +"

图 I6NIVI 特异性血清富集作用结果检测稀释度为 IU

AQ

2<蛋白质标记 .L+&&&+"<阴性对照+

+ 0"&<病毒稀释度 "&

_"

0"&

_#

!

图 !6<-%."+#:O4富集作用结果检测稀释度为 IU

AY

2<蛋白质标记 .L+&&&+"<阴性对照+

+ 0"&<病毒稀释度 "&

_"

0"&

_#

!

讨!!论

核酸检测 D"=" 流感病毒的方法是基于 /?5原

理的一种快速有效的诊断方法!在突发传染病应急工

作中发挥了巨大作用" 在进行流感病毒检测方法建

立过程中!对病毒进行不同富集方法的探索研究!以

达到更灵敏(快速有效地检测流感病毒!为及时有效

)+')

!!论!!著!
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地预防(控制疫情及治疗做准备" 由于有些临床样品

病毒数量极少!浓度极低!难以直接检测!参考目前提

高环境水体中的病毒浓度的方法
,)-

!对样品中 D"="

流感病毒的浓集采取免疫学反应法和免疫吸附法"

其中免疫学方法#抗原抗体反应$其敏感性非常高(

特异性强(操作简便+免疫吸附法在免疫学方法的基

础上进一步浓集病毒!使检测的敏感性更高( 特异性

更强" 通过富集!增加了病毒量!浓缩并纯化了检测

的病毒样品!排除了干扰" 对用于 /?5方法检测的

样品!消除了抑制物的影响
,#-

" 在本实验中有两个

特异性选择过程!一是抗原 _抗体的特异性免疫结

合" 另一个是 /R:I3M8 F>-与抗原 _抗体免疫复合物

的又一次特异性结合!保证了抗原样品的纯度及灵敏

度!减少了非特异性!降低了检测结果的假阴性!提高

了 5@_/?5检测的灵敏度" 实验中选择 /R:I3M8 F>

-!是利用其特性来富集(浓缩病毒以提高检测的灵

敏度" /R:I3M8 F>-是使用 /R:I3M8 F与 /R:I3M8 -的

抗体结合结构域融合后的重组蛋白和树脂偶联制成"

由于 /R:I3M8 F>-连接所有人类 P̂-亚类(还有 P̂F(

P̂H( P̂2及少量的 P̂-!且连接不受环境条件 OD的影

响" /R:I3M8 F>-使用多位点交联技术!稳定性好(特

异性高并具有广谱结合力!每毫升基质可特异性结合

% 0"&KP抗体"

由结果可知!对样品直接 5@_/?5!其检测的稀

释度仅约 "&

_+

#"q*&&$!当采用 D"=" 特异性血清免

疫沉淀病毒后!其检测的稀释度提高至 "&

_*

!而用特

异性血清与 /R:I3M8 F>-联合使用!其检测的稀释度

达 "&

_%

!检测的灵敏度又提高 "& 倍!所采用的病毒

富集方法效果是显著的!说明通过用富集病毒的方

法!使检测灵敏度得到提高!有可能为 D"=" 病毒分

子检测提供新的思路和方法依据!同时也为其他

5=F病毒的分子检测提供新的模式"
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#]FCU$(中性粒细胞#=HA@$和淋巴细胞#Lf2$的数量变化" 结果!在诱喘过程中!虎杖苷干预组大鼠的哮喘症状得到明显改

善!虎杖苷干预组大鼠 HUC(Lf2和 2U=U数量,#&<"$$# J&<&"'#($ n"&

#

>L!#%<*((& J&<(#*$&$ n"&

#

>L!#&<+"() J&<&)+)'$

n"&

#

>L-较哮喘对照组大鼠的 HUC(Lf2和 2U=U,#&<"#() J&<&+(*($ n"&

#

>L! #)<&&#& J&<'""%%$ n"&

#

>L! #&<+#(% J

&W"(+*'$ n"&

#

>L-有所下降#%l&<&*!%k&<&*!%k&<&*$!且与正常对照组水平#&<"+*' J&<&+(*(!%<#%"& J&<#'+($!&<"#'( J

)$')
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