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多重荧光定量 )*+ 检测婴幼儿腹泻病毒感染及其
临床应用
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婴幼儿腹泻病是儿科常见病、多发病，是 ( 岁

以下婴幼儿死亡的第二大病因c"d。引起腹泻的病原

主要包括细菌、病毒和寄生虫等。对病毒、细菌和寄

生虫病原体进行有效的实验室检测有助于改善急

性腹泻的管理，并监测和控制这些感染的传播c!d。由

于抗生素的应用，细菌和寄生虫的感染已经得到明

显地控制，而对于病毒引起的感染作用甚微，尤其

是婴幼儿病毒性腹泻目前尚无特异、有效的治疗药

物。婴幼儿病毒性腹泻后果尤为严重，据报道每年大

&' 亿e(' 亿人次的 ( 岁以下婴幼儿患腹泻，导致将

近两百万患儿死亡，其中病毒感染占 %(:e=':，每

年仅由轮状病毒（+U83\EZN]f +g）即可造成发展中国

家超过 ;' 万以上 ( 岁以下儿童死亡，所以病毒性

腹泻越来越受到重视c&d。婴幼儿腹泻病毒性病原主
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要包括 !"、腺病毒（#$%&'()*+,- #$"）、诺如病毒

（.'*'()*+,，."）、星状病毒（#,/*'()*+,，#,/"）等，

病毒具有感染力强、传播快、潜伏期短、发病急、

病后免疫力不能持久等特点，极易造成疾病的大流

行01234。因此，能够及时准确地检出腹泻病毒，对于早

期发现传染源、控制疾病流行都具有非常重要的意

义。本文采用多重荧光定量 56! 技术，实现了多种

病毒的同时同步检测，旨在建立一种临床上快速、

灵敏、特异的检测方法，为疾病预防控制和临床快

速诊断提供一种新的技术手段。

! !"#$%

787 !"#$%&' 腹泻病毒性病原主要包括

!"、#$"、."、#,/"，由天津市 696 提供。临床标

本收集 :;7< 年 = 月—:;7> 年 = 月就诊于天津市第

三中心医院肠道科 73; 份婴幼儿腹泻患者粪便标

本，加 3;; !?（@A B >8C）5DE 悬浮后，3 ;;; * FG)&

离心 3 G)&，取 7;; !? 上清液，2H; !保存备用。

78: ()*+#,- IJK 9.# 聚合酶、$.I5,、IC

9.# 连接酶、!"#$"、5L%G2I MJ,N "%O/'* 和 9.#

PJ*Q%*为 5*'G%LJ公司产品，I!RS'T、P2P?" 逆转录

酶、!.#酶抑制剂、病毒核酸提取试剂盒均为 R&()/

*'L%& 公司产品，实时荧光定量 56!仪为 !'OU%公司

!'OU%2?)LU/ 6NOT%*2CH;荧光定量 56!仪。

78V ./

78V87 病毒核酸的提取 取上清液按病毒核酸提

取试剂盒说明书提取样本核酸，将提取好的核酸进

行分装，冻存于2H; !保存备用。

78V8: 多重荧光定量 56! 引物、探针的设计 从

W%&DJ&Q 上分别查找 !"、#$"、."、#,/" 的基因保

守序列，利用生物软件 D%JO'& $%,)L&%* >8; 分别设

计特异性引物、探针，并通过 .6DR 数据库进行了

DTJ,/ 同源性比对。引物、探针由 R&()/*'L%& 上海英

骏生物技术公司负责合成（表 7）。

78V8V 多重荧光定量 56! 扩增体系及反应条件优

化 为使 56! 达到最高的扩增效率和检测灵敏度，

分别对反应体系中引物、探针、扩增模板、离子浓度

以及反应条件进行优化。采用 :3 !? 56! 反应扩增

体系：56! 反应缓冲液 7:83 !?，引物探针混合液

（包含 C 种病毒的特异性引物和相应荧光探针，引

物探针的比例为 7X7）3 !?，IJKAE;83 !?，!I M&"

SNG% P)Y ;83 !?，模板 3 !?，9M56 水补足至 :3 !?。

优化后的反应循环条件X C:! 73 G)&，=3! V G)&；

=3! 73 ,，33! V; ,，C; 个循环。

78V8C 多重荧光定量 56! 特异性检测 分别以

!"、#$"、."、#,/" 以及柯萨奇病毒 D7 型、柯萨奇

病毒D: 型、呼吸道合胞病毒、博卡病毒的核酸为模

板，同时以 9M56 水为阴性对照进行检测，以验证

本实验方法的特异性。

78V83 多重荧光定量 56! 灵敏度检测 分别将

!"、#$"、."、#,/" 的标准品按 7; 倍梯度稀释成

7;

>、7;<、7;3、7;C、7;V、7;:、7;7、7;; 拷贝F!?，进行多重

荧光定量 56! 检测，重复 V 次，评价本实验方法的

灵敏度。

78V8< 多重荧光定量 56! 重复性评价 分别将

!"、#$"、."、#,/"的标准品按 7; 倍梯度稀释成 7;

<、

7;

3、7;C、7;V、7;:、7;7 拷贝F!?，对每一个浓度的样本

作 < 次重复检测，分别计算 6I 平均值、标准差及变

异系数，观察本方法的重复性。

78V8> 临床样品的检测 利用所建立的实验方法

和胶体金法对所提取的 73; 份临床标本进行平行

检测，比较两种检测方法的检出率，同时随机选取

:; 份病毒阳性标本进行测序检测。

病毒类型

!"

#$"

."

#,/"

56! 产物（Z@）

73<

7VV

7H=

7>7

注：!"：轮状病毒；#$"：腺病毒；."：诺如病毒；#,/"：星状病毒

引物和荧光探针

上游引物

上游引物

荧光探针

上游引物

上游引物

荧光探针

上游引物

上游引物

荧光探针

上游引物

上游引物

荧光探针

序列

3#2#66I66#WI#6#6WIIWI#2V#

3#26##WII6W##6#6#III6W2V#

3#2[#P2#I6#WI6##IWI6W#6##2DA\72V#

3#2W6#I6##6#IW#I6WWI6#2V#

3#26#6WI#W#IW6#6IWI6II2V#

3#26]326#6I6#I6#WIW6#66I62DA\:2V#

3#26W6#I#6W#W#II6##IW#2V#

3#2#IW6WI6#WI6W#WW66#62V#

3#2AM^26##W66#IWW#W6W#IW62DA\72V#

3#2#66#I6IWWIW##WI6#662V#

3#26W6IWI6W##6IW#66#IW2V#

3#2!_^26I6IW6#WI#6##6##6W2DA\:2V#

& ! '()*+, "#$-./)*012345

%&' ! ()*+,-*./ 0*)12.34.54. 6)&5+,+&+,7. "#$ -2,8.23 &59 5)4*.,4 &4,9 3.6).54. 10 0*12.34.5+ -21'.
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注：!"：轮状病毒；#$"：腺病毒；%"：诺如病毒；#&'"：星状病毒

! ! "#$%&' "#$()*+

%&' ! ()*+&,*-. /*)01-23-43- 5)64+&+6+&7- "#$ 68,*&/&36+&04 3)17-

()* !"#$% 采用 +,++(-). 统计学软件进行

数据分析，计数资料率的比较采用四格表资料的 !

/

检验，相应病毒检测结果的 0' 值之间的比较釆用方

差分析，! 1 .).2 为差异有统计学意义。

9 ,-

/)( &'()* !"、#$"、%"、#&'" * 种病毒分

别在单一引物或者 * 种混合引物的条件下都出现

特异的扩增曲线，而其他病毒以及阴性对照均未检

测到荧光信号，说明所建立的多重荧光定量 ,0! 方

法具有高度的特异性（图 (）。

/)/ &'+,- 将不同稀释度的 !"、#$"、%"、

#&'" 按上述方法进行检测，结果 * 种病毒在（(!3）

(.

-、(.3、(.2、(.*、(.4、(./ 拷贝 5!6 均可出现荧光增

幅，而在 (.

(、(.. 拷贝5!6 没有检测到荧光增幅，因

此，本研究所建立的荧光定量 ,0! 能检测的下限可

达到 (.

/ 拷贝5!6（图 /）。

/74 &./0* 病毒不同浓度多重荧光 ,0! 检

测结果可见，不同病毒核酸浓度各自的检测 0' 值标

准差均较小，变异系数均低于 ().8，表明检测体系

具有较好的重复性（表 /）。

!" #$" %" #&'"

混合引物

单一引物

模板拷贝
!" #$" %" #&'"

09 均数 标准差 0"（8） 09 均数 标准差 0":8; 09 均数 标准差 0"（8） 09 均数 标准差 0"（8）

(.

3

/.7*23 .7((/ .722 /.7422 .7(*3 .7-/ /.7((3 .7((/ .723 /.7-44 .7(.4 .7*<

(.

2

/47-42 .7/// .7<4 /47*=- .7(2( .73* /47432 .7(/2 .724 /47*23 .7(4( .723

(.

*

/37=3( .7(43 .72( /37=<4 .7/(( .7-= /37=-2 .7/.* .7-3 /374=2 .7(<3 .7-*

(.

4

/<7=*2 .7(34 .722 4.7//< .7/(/ .7-. /<7233 .7(=- .734 4.7*-2 .7/*- .7=(

(.

/

4/7-<3 .7/-( .7=/ 4472=* .74.( .7=< 4/7443 .7/*2 .7-3 447<3( .7(/- .74-

(.

(

427-3/ .7/4- .733 4372(/ .7/.2 .723 427(-* .7/42 .73- 437*2( .74/* .7=<

注：!"：轮状病毒；#$"：腺病毒；%"：诺如病毒；#&'"：星状病毒

. : /01234"#$% ";$56,-

<6= : >-+-3+&04 1-2)*+2 0/ 8)*+&,*-. /*)01-23-43- 5)64+&+6+&7- ";$ ?&+@ A&//-1-4+ 3043-4+16+&042 0/ 7&1)2

! : "#$%&' ";$784,-

%&' : B-42&+&7&+C 1-2)*+2 0/ 8)*+&,*-. /*)01-23-4+ 5)64+&+6+&7- ";$

/7* 123456 对采集 (2. 例粪便标本提取

核酸，采用多重荧光定量 ,0! 进行检测，共检测到

肠道病毒 2* 例，检出的阳性率为 437..8。其中，

!" (<例，阳性率为 (/73-8；#$" <例，阳性率为37..8；

%" /.例，阳性率为(47448；#&'" 3例，阳性率为*7..8；

胶体金法共检测到肠道病毒 2= 例，检出的阳性率为

4=73-8。其中，!" /4例，阳性率为 (27448；#$" < 例，

阳性率为 37..8；%" /( 例，阳性率为 (*7..8；#&'"

3 例，阳性率为 *7..8，均未发现有两种或多种病毒

感染的情况。两种检测方法比较差异无统计学意义

（!

/

>37<(，!?.7.2）。对扩增后的目的条带进行测序，

并进行 @6#+9比对，肠道 !"、#$"、%"、#&'" 与已知

的病毒株基因都具有高度同源性（表 4）。

D 9:

病毒性腹泻是儿科的常见病、多发病，其发病

; D <=>?@AB//0CDEFE!GFHG

<6= D H43&A-43- 0/ 36)26+&7- 7&1)2-2 6804' &4/64+2 ?&+@ 63)+- A&!

611@-6E!GFIG

病毒 多重荧光定量 ,0! 胶体金

未检测的病毒 <3（3*7..） </（3(744）

检出的病毒 2*（437..） 2=（4=73-）

!" (<（(/733） //（(*73-）

#$" <（37..） <（37..）

%" /.（(4744） /(（(*7..）

#&'" 3（*7..） 3（*7..）

注：!"：轮状病毒；#$"：腺病毒；%"：诺如病毒；#&'"：星状病

毒；!/> 37<(，! ? .7.2

张蝶，等7多重荧光定量 ,0! 检测婴幼儿腹泻病毒感染及其临床应用!
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率仅次于儿童呼吸道感染，若不及时救治，极易引

起机体的水与电解质代谢紊乱，严重者甚至可以导

致死亡。!"、#$"、%" 和 #&'" 是引起病毒性腹泻的

最主要致病因子，它们主要通过粪(口途径引起机

体感染，常见的传播途径为食用被污染的食品、水及

生活接触，从而导致更多人感染以及疾病的爆发流

行)*+,-。为防止病原更大规模扩散，在短时间内采用

快速简便的检测方法做出病原学准确诊断，从而阻

断病原传播对婴幼儿腹泻的治疗方案及治疗药物

的选择都具有非常重要意义。目前诊断腹泻病毒的

方法主要有电镜直接观察形态、病毒细胞内培养、

核酸分子杂交、酶联免疫检测以及胶体金技术检

测，但这些检测方法的各自检测缺陷限制了它们在

临床上的广泛应用。例如：电镜法对检测仪器和实

验技术条件要求较高；病毒分离培养法操作繁琐、

周期长；核酸杂交法和酶联免疫法灵敏度较低；而

胶体金技术由于抗原抗体的非特异性结合容易出

现假阳性).-。荧光定量 !/+01! 技术是采用荧光信

号探针与实时定量检测相结合的一种高灵敏度、高

特异性的核酸检测新技术，且操作简单，检测时间

短，反应产物无需处理，避免了产物交叉污染的可

能)2+34-。多重荧光定量 01! 同时使用多条引物在一个

反应管中进行多种核酸的扩增，从而实现多重病原

体的同步检测，因此更具有应用价值)55(56-。目前多重

荧光定量 01! 已被广泛运用于临床诊断、基础科

研、疾病研究及药物开发等领域，该技术是目前分

子诊断领域发展最快、应用最多的分子诊断技术，

由于其检测的高特异性使得该技术在病原学检测

方面更是发挥了不可替代的重要作用)5785,-。

本文所建立的多重荧光定量 01! 技术，经过对

反应体系优化，其检测灵敏度可达到 59

6 拷贝:!;，

检测灵敏度较高；同一稀释度重复 < 次 1/ 值的标

准差和变异系数都较小，表明所建立的反应体系具

有很好的重复性，可以进行可靠、稳定的检测。通过

对 !"、#$"、%"、#&'" 以及柯萨奇病毒 =5 型、柯萨

奇病毒 =6 型、呼吸道合胞病毒、博卡病毒等多种病

毒的检测，只有 !"、#$"、%"、#&'" 分别呈现特异的

扩增曲线，其他病毒均无扩增曲线，也无交叉反应，

特异性达到 599>。本研究中，多重荧光定量 01!

技术检测出肠道病毒 ?@ 例，检出率为 7<A99>，在

75B?>!?2>的范围内，与相关研究大致相似)5.+52-，传

统的胶体金方法检出 ?. 例，检出率为 7.B<,>，两种

方法比较差别无统计学意义。!"、#$"、%"、#&'" 的

检出率分别为 56B<,>、<B99>、57B77>和 @B99>，与

相关文献报道基本一致)69+67-。

本研究所建立的多重荧光定量 01! 所设计探

针的荧 光基 团 分 别 选 用 了 C#D、1E?、FGH 及

!IH，这 @ 种荧光基团的峰值在光谱上相隔较远，

重叠较少，可以更加有效的避免各种荧光探针之间

的互相干扰，有利于荧光定量 01! 仪对荧光信号进

行识别和区分，并对荧光信号进行准确分析，确保

能检测到独立的信号。猝灭基团选取 =FJ 系列，由

于它们本身不发射荧光而且吸收光谱范围广，所以可

以有效地降低荧光本底，进一步提高检测方法灵敏

度。随机选取的 !"、#$"、%"、#&'"病毒检测阳性样

本的测序结果与荧光定量 01!方法完全一致，进一

步验证了所建立的多重荧光定量 01!的准确性。

本研究所建立的多重荧光定量 01! 方法快速、

特异、灵敏，可以作为临床病原诊断的一个重要工

具且适用于流行病学调查研究。
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张蝶，等6多重荧光定量 BC@ 检测婴幼儿腹泻病毒感染及其临床应用!
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·网上快讯·

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

循环 ^A末端脑钠肽前体（^,A914S^B）是心肌细胞应对容量和压力负荷、促进血管舒张及尿钠排泄而释放的脑利钠肽无活

性的氨基末端片段，是经典的急性心力衰竭及左心室功能紊乱的标志物。女性 ^,A914S^B 水平高于男性。欧洲癌症与营养前瞻

性调查（YBFC）A波茨坦队列研究旨在探讨饮食与肿瘤及其他慢性疾病的关系，共包括健康受试者 IJ KQ\ 名（[R RQQ 名女性，

[G UGQ 名男性）。研究者在 YBFCA波茨坦队列研究中进行了一个分支研究，探讨初始健康者在发生糖尿病后 ^,A914S^B 水平与

糖尿病微血管及大血管并发症之间的关系，包括一个随机亚组队列（!d[ IUQ 名）、RQU 例 I 型糖尿病患者及 QJ\ 例心血管疾病

患者。对 KQK 例 I 型糖尿病患者进行随访，发生微血管疾病者 [HH 例、大血管疾病者 KG 例。检测所有初始健康者基线血浆 ^,A

914S^B 水平。结果发现，年龄大、女性、体重指数及每日饮酒量较低的受试者 ^,A914S^B 水平较高。在多变量模型中，̂,A

914S^B 水平与 I 型糖尿病的发生呈线性负相关（"#dG6U[，UKe$%：G6\R#G6U\），̂,A914S^B 水平每增加两倍，糖尿病风险降低

Ue，且这种相关性只在女性患者中存在。但是 ^,A914S^B 水平与心血管疾病、心肌梗死或卒中的发生风险没有显著的相关性。

在糖尿病患者，̂,A914S^B 与糖尿病并发症（"&d"6H"，UKe$%："6"H#"6KH）、糖尿病微血管并发症（'&d"6IG，UKe$%："6G"#"6QH）、

糖尿病大血管并发症（"&d"6HJ，UKe$%："6GH#"6\H）均呈正相关。研究者得出结论，̂,A914S^B 水平与糖尿病风险呈负相关，且

在女性中更明显。但是 ^,A914S^B 与随访时发生 I 型糖尿病患者将来发生血管并发症的风险呈正相关，且独立于年龄、性别、

体重指数、生活方式、炎症、心血管代谢生物标志物、性激素。因此，̂,A914S^B 可能用于监测糖尿病相关微血管并发症、大血管

并发症的发生风险，但还需进一步前瞻性研究加以验证。!S)1=]4: %T Y)7>.38'** +T_=P>'=( bT.- '36 b994()*X '((47)'-)4*( 4< ^,A

914S^B a)-> 1)(]( 4< D)'&.-.( '*D D)'&.-.(A1.3'-.D 74893)7'-)4*( D)'&.-.( 7'1.6 IGIGTQHf"Igh#UHGA#UHJ6$
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