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$$&摘要'$目的$基于多酶恒温扩增"FD>?#联合成簇规律间隔短回文重复序列";>D̂=># 8;'N6!'反式
切割系统%建立一种快速(特异(灵敏检测眼内液中单纯疱疹病毒"P̂ \#或水痘b带状疱疹病毒" \̀ \#的新方
法并进行评价)$方法$以 BL[\NR9] 和 [M[\K?̂ 9_ 保守基因序列为检测靶标并构建标准质粒%分别设计特
异性扩增引物和 ;>D̂=>>A? "3L>A?#,建立 FD>?体系并筛选 FD>?最佳引物组合和最佳单链 BA?
"NNBA?#报告探针序列,建立 ;>D̂=>8;'N6!'检测体系并优化 ;'N6!'与 3L>A?的最佳浓度和比例以及
NNBA?最佳浓度,建立单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测方法%并对其检测限与特异性进行评价,收集 !"!5
年 6f6! 月在徐州市第一人民医院经实时定量 =;>"S>_@=;>#检测 P̂ \8\̀ \的房水或玻璃体核酸提取液样
本 666 份%评价本检测方法与实时定量 =;>" S>_@=;>#方法的一致性)$结果$本研究建立的单管式 FD>?@
;>D̂=>8;'N6!'检测方法%可在 5: g恒温条件下%于 <# &(4 内完成,该方法检测灵敏性高且特异性强%针对
P̂ \和 \̀ \的最低检测限分别为 6 和 6" 拷贝8(),P̂ \和 \̀ \检测与腺病毒%%W病毒%巨细胞病毒%人类疱疹
病毒 E(: 和 9 型无交叉反应性) 在眼内液临床样本检测中%本方法对 P̂ \的检测灵敏度为 7<d6!e%特异度为
7!d#"e%总符合率为 7!d79e%与 S>_@=;>检测法高度一致" T'MM'w"d959#,本方法对 \̀ \的检测灵敏度为
7<d:5e%特异度为 6""e%总符合率为 79d6#e%与 S>_@=;>检测法完全一致"T'MM'w"d7#7#)$结论$本研究成
功建立的单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'核酸检测方法%可快速灵敏且特异性地检测眼内液中 P̂ \或 \̀ \%其
性能与 S>_@=;>法相一致%为病毒性眼病的实验室检测提供了一种新方法)$

&关键词 ' $房水, 玻璃体, 单纯疱疹病毒, 水痘b带状疱疹病毒, 感染性眼病, 多酶恒温扩增,
;>D̂=>8;'N6!'
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N'&M)1NU1L1H1NH12 HI'NN1NNHK13I4N(NH143+R1HU114 HK(N&1HKI2 '42 S/'4H(H'H(Q1L1')@H(&1=;>XS>_@=;>Y0_K(N
NH/2+U'N'MMLIQ12 R+HK1%HK(3N;I&&(HH11IJs/*KI/ [(LNH=1IM)1xNPINM(H')XAI0-++))h!"!6i6"<Y0$Q'-.0)-$_K1
N(4G)1@H/R1FD>?@;>D̂=>8;'N6!'21H13H(I4 &1HKI2 1NH'R)(NK12 (4 HK(NNH/2+3I/)2 R13I&M)1H12 U(HK(4 <# &(4/H1N
/421L(NIHK1L&')3I42(H(I4N'H5: g0_K1&1HKI2 21&I4NHL'H12 K(GK N14N(H(Q(H+'42 NM13(J(3(H+OU(HK cCBNIJ
6 3IM+8()JILP̂ \ '42 6" 3IM(1N8()JIL\̀ \0_K121H13H(I4 IJP̂ \ '42 \̀ \ K'2 4I3LINN@L1'3H(I4 U(HK
'214IQ(L/NO%WQ(L/NO3+HI&1G')IQ(L/NO'42 K/&'4 K1LM1NQ(L/NH+M1NEO:O'42 90D4 HK121H13H(I4 IJ3)(4(3')
N'&M)1NO3I&M'L12 U(HK HK1S>_@=;>OHK(N&1HKI2 21&I4NHL'H12 'N14N(H(Q(H+IJ7<d6!e '42 NM13(J(3(H+IJ
7!d#"e JILP̂ \21H13H(I4OU(HK '4 IQ1L'))'GL11&14HL'H1IJ7!d79eONKIU(4GK(GK 3I43IL2'431U(HK S>_@=;>
XT'MM'w"d959Y0[IL\̀ \21H13H(I4OHK(N&1HKI2 '3K(1Q12 'N14N(H(Q(H+IJ7<d:5e '42 NM13(J(3(H+IJ6""eOU(HK
'HIH')3I43IL2'431L'H1IJ79d6#e XT'MM'w"d7#7Y0$7+,*0.-1+,-$_K(NN/331NNJ/))+21Q1)IM12 N(4G)1@H/R1
FD>?@;>D̂=>8;'N6!'4/3)1(3'3(2 21H13H(I4 &1HKI2 3'4 MLIQ(21L'M(2ON14N(H(Q1O'42 NM13(J(321H13H(I4 IJP̂ \
'42 \̀ \(4 (4HL'I3/)'LJ)/(2 U(HK M1LJIL&'4313I&M'L'R)1HIS>_@=;>O'42 MLIQ(21'4IQ1)'MMLI'3K JIL)'RIL'HIL+
21H13H(I4 IJQ(L')1+12(N1'N1N0

;@'/ A+(2->??S/1I/NK/&IL]\(HL1I/NRI2+]P1LM1NN(&M)1-Q(L/N]\'L(31))'@*INH1LQ(L/N]D4J13H(I/NI3/)'L
2(N1'N1N]F/)H(14*+&1(NIHK1L&')L'M(2 '&M)(J(3'H(I4];>D̂=>8;'N6!'

B.,2&(+5(43CA'H/L')̂3(1431[I/42'H(I4 IJZ('4GN/ =LIQ(431XWm!"!!6!67Y]Z('4GN/ _L'(4(4G=LIGL'&IJ
D44IQ'H(I4 '42 %4HL1ML141/LNK(M JILt421LGL'2/'H1X!"!56"565"<" Ỳ

BCDa6"05:E"83&'0,03466#797@!"!#"<!6@""65"

$$病毒作为一种常见病原体%可感染眼部多种组织
并引发严重炎症反应

- 6. ) 单纯疱疹病毒 " K1LM1N
N(&M)1-Q(L/N% P̂ \# 是眼部感染常见病毒 - !. %分为
P̂ \@6 型和 P̂ \@! 型%其中引起眼部感染的 P̂ \主要
为 P̂ \@6 型%可导致疱疹性基质角膜炎(葡萄膜炎(结
膜炎等

- 5. ) P̂ \@! 型引起眼部感染的情况较少%但也
可导致严重的眼部病变) 水痘 b带状疱疹病毒
"Q'L(31))'@*INH1LQ(L/N% \̀ \#则主要引起单侧皮肤疱
疹(角膜及眼内炎症 - <. ) 由于眼部组织具有相对免疫
赦免特性%病毒感染后难以有效控制%容易引发严重的
视力损害甚至致盲

- #. ) 同时%病毒与其他病原体感染
导致的眼病症状和体征易混淆%容易造成误诊或漏
诊

- E. ) 因此%及早进行病原学检测以快速明确病毒类
型%对于感染性眼病的及时治疗(并发症的防治及疾病
预后的判断十分重要%是实现精准治疗的前提 - :. )

近年来%基于成簇规律间隔短回文重复序列
" 3)/NH1L12 L1G/)'L)+ (4H1LNM'312 NKILH M')(42LI&(3
L1M1'HN%;>D̂=>#及其相关蛋白 ;'N6!'构建的反式切
割生物传感系统凭借其靶向精准(灵敏度高且操作简
单高效等优势%逐渐成为感染性疾病精准检测与科学
研究的重要工具

- 9. %并已广泛用于临床核酸检测领
域

- 7b66. ) 多酶恒温扩增 "&/)H(14*+&1(NIHK1L&')L'M(2
'&M)(J(3'H(I4%FD>?#技术是一种新型恒温扩增技术%
具有等温扩增(灵敏度高(设备依赖性低等特点 - 6!. %与
;>D̂=>8;'N6!'系统相结合有望实现快速(灵敏且特
异的检测) 目前%针对眼部病毒感染的检测方法主要
包括抗原抗体免疫学检测(实时定量 =;>" S/'4H(H'H(Q1

L1')@H(&1=;>%S>_@=;>#和宏基因组高通量测序技
术

- 65. ) 抗原抗体检测可在 6#f!" &(4 内检测出结果%
同时无需复杂设备%但存在灵敏度低和易发生交叉反
应的缺点) 宏基因组测序技术具有广谱检测和实现复
杂感染精确诊断的优势%但其测序成本高%数据分析周
期长

- 6<. ) S>_@=;>技术作为一种具有高灵敏度(高特
异性的病原学诊断方法%已成为当前国内外眼部病毒
性感染精准诊断的重要工具

- 6#b6E. ) 然而%在临床实践
中%S>_@=;>仍存在诸多局限%如扩增循环时间长(荧
光探针价格昂贵且不易保存(需要严苛的实验室条件(
仪器设备昂贵等

- 65%6E. ) 因此%建立一种快速灵敏(特
异且经济的检测方法对病毒性眼病的精准诊断和治疗

具有重要意义) 本研究以病毒性眼病中常见的 P̂ \
和 \̀ \为研究对象%联合 FD>?技术与 ;>D̂=>8
;'N6!'系统%建立一种单管式新型检测方法%并对其
灵敏度和特异度等进行评价%以期为眼部病毒感染的
精准快速检测提供一种新的技术方法)

E?材料与方法

E0E$材料
E0E0E$临床样本来源$收集 !"!5 年 606! 月在徐州
市第一人民医院临床诊断为感染性眼病患者的眼内液

"房水或玻璃体#%经 S>_@=;>实验室检测 P̂ \8\̀ \
的核酸提取液样本共 666 份%其中 P̂ \阳性 6: 份%
P̂ \阴性 <" 份%\̀ \阳性 67 份%\̀ \阴性 5# 份) 本
研究遵循*赫尔辛基宣言+%经徐州市第一人民医院医
学伦理委员会审核批准"批文号$-++))-!"!6.6"<号# )
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表 E?JKL与 LML的 OPQ<引物及报告探针序列
U4=0'E?K'V.',*'-+6OPQ<&(13'(-4,2('&+()'(&(+='-6+(JKL4,2LML

引物 序列"#y@5y#

P̂ \[=6 V?VV?VV_V?_;V?;??V?_;??;V;;??VV

P̂ \>=6 VVV__V_?;__V?VV_;VV_VV_V_V;;?V

P̂ \[=! ;;;;__;V?VV?VV_V?_;V?;??V?_;??

P̂ \>=! ;V?VVVV__V_?;__V?VV_;VV_VV_V_V

\̀ \[=6 V;;V_;???_V__?__??V_?;;?V?V?__?

\̀ \>=6 _???;?;?V??_;;V_?_;_;;?_?_?_??;;

\̀ \[=! ?_?__;?_??_??;_VVV;;V;?___V??;

\̀ \>=! V??_;;V_?_;_;;?_?_?_??;;___?;;_;

P̂ \3L>A? t??ttt;t?;t??VtVt?V?t?;;VVV?;V?;;?;V?V?;;

\̀ \3L>A? t??ttt;t?;t??VtVt?V?tVV?V?V??;V;t?;ttt;??

NNBA?6 [?F@__?__;;;;;@WPv6

NNBA?! [?F@;;;;;;;;@WPv6

$注$P̂ \$单纯疱疹病毒,\̀ \$水痘b带状疱疹病毒,FD>?$多酶恒温扩增,3L>A?$;>D̂=>>A?,
[=$正向引物,>=$反向引物,NNBA?$单链 BA?,;>D̂=>$成簇规律间隔短回文重复序列
$AIH1aP̂ \aK1LM1NN(&M)1-Q(L/N]\̀ \aQ'L(31))'@*INH1LQ(L/N]FD>?a&/)H(14*+&1(NIHK1L&')L'M(2
'&M)(J(3'H(I4]3L>A?a;>D̂=>>A?][=aJILU'L2 ML(&1L]>=aL1Q1LN1ML(&1L]NNBA?aN(4G)1@NHL'4212
BA?];>D̂=>a3)/NH1L12 L1G/)'L)+(4H1LNM'312 NKILHM')(42LI&(3L1M1'HN

样本采集获得受检者或其家属的知情同意)
E0E0! $ 主 要 试 剂 及 仪 器 $ cR';'N6!'蛋 白(
A%W/JJ1LL!d6"美国 A1U%4G)'42 W(I)'RN公司#,BA?恒
温快速扩增试剂盒"基础型#-安普未来"常州#生物科
技有限公司.,P̂ \核酸检测试剂盒 "sk@%=@"7!6#(
\̀ \核酸检测试剂盒"sk@%=@69!6%上海烜雅生物科
技有限公司 #,寡核苷酸探针(FD>?引物(;>D̂=>
>A?"3L>A?#及质粒均由生工生物工程"上海#股份
有限公司合成) ^H1MC41=)/N>1')@_(&1=;>仪 "美国
?WD公司#,^+41LG+P6 多功能酶标仪"美国 W(I_1T 公
司#,_'4I4 <!"" 凝胶成像系统"上海天能生命科学有
限公司#)
E0!$方法
E0!0E$3L>A?设计$在 V14W'4T 数据库中检索 P̂\@6(
P̂ \@! 及 \̀ \的基因组序列%通过序列比对%初步筛
选 P̂ \保守基因"包括 NRX:(NRa9(NLc(NL_(NLa 以
及 NR9] 等#与 \̀ \保守基因 "包括 K?̂ XY(K?̂ 9_(
K?̂ Yc( K?̂ c9( K?̂ cX( K?̂ 9Z( K?̂ a 以 及 K?̂ X_
等#%然后根据 FD>?引物及 3L>A?设计原则%对上述
基因进行引物设计%综合考虑引物自连(引物二聚体以
及引物@3L>A?二聚体等情况筛选可设计出最优 FD>?
引物及 3L>A?的基因作为检测靶基因%最终选择 BL[\
NR9] 基因 "V141DB$!<!:6<E7%P̂ \@68! 间同源性达
9:d""e#高度保守区 "位点$ ##"6# b##!!"%保守性
6""e#及 [M[\K?̂ 9_ 基因"V141DB$6<9::6!%同源性
达 6""e#高度保守区 "位点$ <:7## b<9!5"%保守性
6""e#作为检测靶标%并将其分
别装载至质粒上以构建标准质

粒) 基于前间区序列邻近基序位
点"___A或 ???A#%利用在线设
计 工 具 ;PC=;PC= " KHHM$88
3KIM3KIM0 3R/0 /(R0 4I8# 及

;>D̂=C> " KHHMN$883L(NMIL0 G(0
/3N3012/8#设计 3L>A?"具体序
列见表 6#%并通过 Wc?̂_评估其
特异性)
E0!0!$FD>?引物设计与最佳引
物组合选择$依据 FD>?引物设
计原 则% 通 过 Wc?̂_" KHHMN$88
UUU043R(04)&04(K0GIQ8HII)N8
ML(&1L@R)'NH8#于 3L>A?序列对应
模板的两端设计 FD>?扩增引
物%引物长度为 5" f5# RM%其中
P̂ \引物为 P̂ \@6 与 P̂ \@! 共

用引物%对 P̂ \@6 与 P̂ \@! 均可检测) 将正向和反向
引物进行不同组合%并分别对含病毒保守基因片段的
标准质粒进行 FD>?扩增%所得产物经琼脂糖凝胶电
泳分析%筛选特异性和扩增效率较好的候选引物对%并
进一步通过 ;>D̂=>反应确定最佳引物组合)
E0!0F$FD>?体系的建立与扩增时间选择$将预混
体系 6 - 含 !7d< ()? 缓 冲 液( ! ()正 向 引 物
"6" (&I)8c#(! ()反向引物 " 6" (&I)8c#及 66dE ()
无核酸酶水.加入含冻干粉的基础反应单元中%充分
混匀后将其均分为 ! 份并转至 =;>管底部,然后将预
混体系 !-含 6 ()"! 4G8()#质粒和 6d# ()W缓冲液.
加入上述 =;>管中%快速充分混匀后置于 57 g恒温
条件下%分别扩增 6"(6#(!"(!#(5" &(4) 扩增产物一
方面进行琼脂糖凝胶电泳分析%以确定最佳扩增时间,
另一方面作为激活剂%用于建立 ;>D̂=>检测体系)
体系配制过程在冰上操作)
E0!0G$;>D̂=>8;'N6!'体系建立与优化
E0!0G0E$建立 ;>D̂=>8;'N6!'体系$将 6 ()上述
FD>?扩增产物快速加入含 !d# ()"6 (&I)8c#;'N6!'
酶(!d# ()"6 (&I)8c#3L>A?(6d!# ()"6" (&I)8c#单
链 BA?"N(4G)1@NHL'4212 BA?%NNBA?#探针(# ()6" 倍
反应缓冲液的 ;>D̂=>8;'N6!'预混体系中%补充无核
酸酶水至总体积为 #" ()%快速混匀后将其置于荧光检
测仪中%激发波长为 <99 4&%发射波长为 #!9 4&%于
5: g条件下读取荧光强度% 6 次8&(4% 连续检测
!" &(4) 体系配制过程于冰上操作)
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E0!0G0!$ ;'N6!'酶与 3L>A?浓度及比例优化$
;>D̂=>体系中保持其他组分不变%设定 ;'N6!'酶(
3L>A?工作浓度分别为 6"(!"(<"(9" 4&I)8c%共形
成 6E 个不同的浓度比例组合) 通过检测荧光信号
强度%确定 ;'N6!'酶与 3L>A?的最佳工作浓度及
比例)
E0!0G0F$NNBA?报告探针的序列选择与浓度优化$
NNBA?探针序列及其浓度会影响 ;>D̂=>8;'N6!'体
系中;'N6!'的酶切效率%为此本研究首先对NNBA?序
列进行优化) 在 60!0<0! 部分确定的 ;'N6!'酶与
3L>A?最佳浓度及比例条件下%分别将 ! 种含有不同
序列的报告探针 NNBA?6(NNBA?! 加至 ;>D̂=>体系
中%工作浓度均为 !#" 4&I)8c) 读取荧光强度并选择
信背比高的 NNBA?作为检测探针) 保持其他组分不
变%检测 NNBA?探针工作浓度分别为 56d!#( E!d#(
6!#(!#" 和 #"" 4&I)8c的荧光强度及信背比%以确定
NNBA?最佳浓度)
E0!0#$单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测体系的建
立$单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测方法$ " 6#配
制 ;>D̂=>8;'N6!'预混体系-含 6d"" ()" 6 (&I)8c#
;'N6!' 酶( !d"" ()" 6 (&I)8c# 3L>A?( 6d!# ()
"6" (&I)8c#NNBA?探针(#d"" ()6" 倍反应缓冲液%
补充无核酸酶水至总体积为 !#d"" ().并将其加至
"d! &)=;>管"平盖#盖内,"!#配置 FD>?反应体系
-含 6<d:" () ? 缓 冲 液( 6d"" ()正 向 引 物

"6" (&I)8c#(6d"" ()反向引物"6" (&I)8c#(6d"" ()
"! 4G8()#质粒(6d#" ()W缓冲液%补充无核酸酶水至
总体积为 !#d"" ().并将其加至 =;>管底部," 5#轻
轻关闭管盖%5: g恒温扩增 !# &(4,"<#扩增完成后%
将 ;>D̂=>8;'N6!'体系与 FD>?体系低速离心混合
均匀,"##目标序列存在时%;'N6!'被扩增产物中保守
基因片段特异性激活并反式切割含 [?F 标记的
NNBA?报告探针%释放荧光信号%5: g恒温检测荧光
信号 !" &(4"6 次8&(4#%阳性样本产生显著的荧光信
号%阴性样本则无明显信号"图 6#)
E0!0W$FD>?@;>D̂=>8;'N6!'体系检测限评价$将
经浓度梯度稀释 "含 6 z6"#( 6 z6"<( 6 z6"5( 6 z6"!(
6z6"6

和 6z6""
拷贝8()#后的标准质粒进行单管式

FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测%评价该方法的灵敏度%加
入无核酸酶水作为阴性对照) 同时%使用相同浓度的
质粒进行 S>_@=;>检测%反应体系为$ 6" ()! 倍
;K'&v t4(Q1LN') ^kW> S=;> F'NH1L F(-( < ()
"6 (&I)8c#引物对(6 ()质粒%补充无核酸酶水至总体
积为 !" ()) =;>扩增条件$7# g预变性 5" N,7# g变

图 E?单管式 OPQ<N7QPKDQR74-E!4 检测方法原理图?3L>A?$
;>D̂=>>A?,NNBA?@[v$单链 BA?报告探针,;>D̂=>$成簇规律间
隔短回文重复序列,FD>?$多酶恒温扩增
B15.('E? K*8'34)1*2145(43 +6)8'-1,50'N).='OPQ<N7QPKDQR
74-E!4 2')'*)1+,3')8+2$3L>A?a;>D̂=>>A?]NNBA?@[vaN(4G)1@
NHL'4212 BA?L1MILH1LMLIR1];>D̂=>a3)/NH1L12 L1G/)'L)+(4H1LNM'312
NKILH M')(42LI&(3 L1M1'HN] FD>?a &/)H(14*+&1 (NIHK1L&') L'M(2
'&M)(J(3'H(I4

性 6" N%E" g退火及延伸 5" N%重复 <" 个循环,熔解曲
线采集为 E" g 5" N%7# g 6# N%E" g 6 &(4)
E0!0X $ FD>?@;>D̂=>8;'N6!'体系检测特异性评
价$对含有腺病毒%%W病毒%巨细胞病毒%人类疱疹病
毒 E(: 和 9 型眼部感染常见病毒的核酸混合物进行单
管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测%评价其特异性%以无
核酸酶水作为阴性对照)
E0!0Y$临床样本检测$采用本研究建立的 FD>?@
;>D̂=>8;'N6!'检测方法以及 S>_@=;>检测方法%对
6 ()眼内液核酸提取物样本进行 P̂ \或 \̀ \同时平
行检测%以评价其灵敏度(特异度及一致性) FD>?@
;>D̂=>8;'N6!'检测方法%最高荧光强度!无模板对
照"4I@H1&M)'H13I4HLI)% A_;#平均值{5z标准差为阳
性%最高荧光强度|A_;平均值{5z标准差为阴性) 使
用 P̂ \核酸检测试剂盒"荧光 =;>法#以及 \̀ \核
酸检测试剂盒"荧光 =;>法#对眼内液行 S>_@=;>检
测%反应体系$67 ()反应液(6 ()酶液(6 ()核酸提取
液%补充无核酸酶水至总体积为 !# ()) 扩增条件为$
7# g预变性 ! &(4, 7# g变性 6# N% E" g退火延伸
5" N%重复 <" 个循环) 根据说明书%检测通道 ;H值"
<" 且有明显的指数增长曲线为阳性,样本检测结果 ;H
值}<" 或无 ;H值为阴性)
E0!0Z$FD>?@;>D̂=>8;'N6!'与 S>_@=;>的检测耗
时及成本$记录 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'与 S>_@=;>
的检测耗时(耗费及仪器使用情况)
E0F$统计学方法
$$采用 ^=̂ ^ !:d" 统计学软件进行统计分析%采用
VL'MK='2 =L(N& 6" 软 件 作 图) 计 量 资 料 数 据 经
^K'M(LI@l()T检验证实呈正态分布 %以"~/表示 %!个
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图 !?OPQ<引物及扩增时间选择??0不同 P̂ \FD>?引物对扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图$

W0不同 P̂ \FD>?引物对随扩增时间的 ;>D̂=>反应荧光强度变化曲线图$;0P̂ \FD>?对不

同扩增时间下扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图$B0不同 \̀ \FD>?引物对扩增产物的琼脂糖凝胶

电泳图$%0不同 \̀ \FD>?引物对随扩增时间的 ;>D̂=>反应荧光强度变化曲线图$[0\̀ \

FD>?不同扩增时间下扩增产物的琼脂糖凝胶电泳图$FD>?0多酶恒温扩增,P̂ \0单纯疱疹病

毒,;>D̂=>0成簇规律间隔短回文重复序列,\̀ \0水痘b带状疱疹病毒,F0BA?分子量标准参照

物,[=0正向引物,>=0反向引物
B15.('!? K'0'*)1+,+6OPQ< &(13'(-4,243&0161*4)1+,)13'$ ?a?G'LIN1G1)1)13HLIMKIL1N(N

N3L114(4GIJP̂ \FD>?ML(&1LN$Wa[)/IL1N31431(4H14N(H+3/LQ1NIJ;>D̂=>L1'3H(I4NU(HK 2(JJ1L14H

P̂ \FD>?ML(&1LM'(LN$;a?G'LIN1G1)1)13HLIMKIL1N(NJILIMH(&(*(4GP̂ \FD>?'&M)(J(3'H(I4 H(&1$

Ba?G'LIN1G1)1)13HLIMKIL1N(NN3L114(4GIJ\̀ \FD>?ML(&1LN$%a[)/IL1N31431(4H14N(H+3/LQ1NIJ

;>D̂=>L1'3H(I4NU(HK 2(JJ1L14H\̀ \FD>?ML(&1LM'(LN$[a?G'LIN1G1)1)13HLIMKIL1N(NJILIMH(&(*(4G

\̀ \ FD>? '&M)(J(3'H(I4 H(&1$ FD>?a&/)H(14*+&1(NIHK1L&')L'M(2 '&M)(J(3'H(I4]P̂ \aK1LM1N

N(&M)1-Q(L/N];>D̂=>a3)/NH1L12 L1G/)'L)+(4H1LNM'312 NKILHM')(42LI&(3L1M1'HN]\̀ \aQ'L(31))'@*INH1L

Q(L/N]FaBA?&'LT1L][=aJILU'L2 ML(&1L]>=aL1Q1LN1ML(&1L

组间比较采用非配对 &检验,多
组间总体差异比较采用单因素方

差分 析% 组 间 多 重 比 较 采 用
B/441HH@&检验) 采用 T'MM'检验
分析检测结果的一致性) T|
"d"# 为差异有统计学意义)

!?结果

!0E$最佳 FD>?引物
凝胶电泳结果 显 示% < 种

P̂ \以及 \̀ \引物对均可扩增
出预期大小一致的产物%其中
P̂ \[=6>=6 与 [=!>=6 引物对

存在明显杂带%因此选择特异性
更佳的 [=6>=!([=!>=! 引物组

合为 候 选 引 物 对) 同 理% \̀ \
[=!>=6([=!>=! 引物对特异性

高%作为候选引物对) 进一步通
过 ;>D̂=> 反 应 验 证% P̂ \
[=6>=! 以及 \̀ \ [=!>=! 为最

佳引物组合"图 !#)
!0!$最佳 FD>?时间

P̂ \与 \̀ \的 FD>?扩增
产物随扩增时间增加逐渐增多%
鉴于扩增 !#(5" &(4 后的条带亮度相差不大%但扩增
5" &(4 后 P̂ \产物杂带增多%本研究选择 !# &(4 作
为 FD>?最佳扩增时间"图 !#)
!0F$;'N6!'与 3L>A?最佳浓度与比例

在 ;>D̂=>体系其他组分不变的条件下%随着
;'N6!'酶或 3L>A?浓度的增加%荧光强度曲线峰值不
断增高且达峰时间明显缩短) 当 ;'N6!'酶工作浓度
为 !" 4&I)8c(3L>A?工作浓度为 <" 4&I)8c时% P̂ \
和 \̀ \荧光曲线在 6# &(4 内即可达到平台期) 综合
考虑检测效率和成本因素%在 6E 个 ;'N6!'酶与
3L>A?浓度比例组合中%;'N6!'酶与 3L>A?最佳比例
为 6 j!%且工作浓度分别为 !"(<" 4&I)8c"图 5#)
!0G$NNBA?探针序列与最优浓度

使用 NNBA?! 探针 P̂ \检测体系的荧光强度峰值
和信背比分别为"59 #E5~:"5#>[t和 5!d"<~!dEE%均
高于使用 NNBA?6 探针的 " 5# :9# ~6 #5! # >[t和
!5d6!~6dEE%差异均有统计学意义 "&w!d9##%Tw
"d"<E,&w<d7!E%Tw"d""9#,使用 NNBA?! 探针 \̀ \
检测体系的荧光强度峰值和信背比分别为 " << #!<~
6 :97#>[t和 5#d:"~5d!E%均高于使用 NNBA?6 探针

的"5: 69"~6 66"#>[t和 !<d7"~:6d96%差异均有统
计学意义"&wEd"<5%Tw"d""<,&w<d795%Tw"d""9#%
因此%本研究选择 NNBA?! 探针作为检测探针并进行
浓度优化) 结果显示%P̂ \和 \̀ \;>D̂=>反应中荧
光强度和信背比均随着 NNBA?! 探针浓度的增加而升
高%差异均有统计学意义" ŵ6"Ed!""(665d6""%均 T|
"d""6#) 综合考虑荧光强度峰值(反应时间(试剂成
本%本研究选择工作浓度为 !#" 4&I)8c的 NNBA?! 进
行后续实验"图 <#)
!0#$单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测体系评价
!0#0E$检测限$结果显示 P̂ \(\̀ \最低检测限分
别达 6( 6" 拷贝8()%与 S>_@=;>检测限相当 "图
#(E#)
!0#0!$特异性$与眼部感染常见的其他 E 种病毒核
酸混合样本验证结果显示%含有 P̂ \或 \̀ \的混合
样本在 # &(4 时荧光信号即明显增强%而单独的混合
样本 以 及 阴 性 对 照 则 无 荧 光 增 强% 表 明 FD>?@
;>D̂=>8;'N6!'检测体系具有高度特异性"图 :#)
!0#0F$FD>?@;>D̂=>8;'N6!'与 S>_@=;>对眼内液
病毒检测结果一致性比较$FD>?@;>D̂=>8;'N6!'对
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图 F?7QPKDQ74-E!4 与 *(Q0<最适浓度及浓度比优化?;'N6!'

与 3L>A?浓度分别为 6"(!"(<"(9" 4&I)8c%形成 6E 种不同浓度比例

组合$?$;>D̂=>;'N6!'工作浓度为 6"(!" 4&I)8c时对应不同工

作浓度 3L>A?的 P̂ \扩增 ;>D̂=>反应荧光强度曲线图$ W$

;'N6!'工作浓度为 <"(9" 4&I)8c时对应不同工作浓度 3L>A?的

P̂ \扩增 ;>D̂=>反应荧光强度曲线图$;$;'N6!'工作浓度为 6"(

!" 4&I)8c时对应不同工作浓度 3L>A?的 \̀ \扩增 ;>D̂=>反应荧

光强度曲线图$B$;'N6!'工作浓度为 <"(9" 4&I)8c时对应不同工

作浓度 3L>A?的 \̀ \扩增 ;>D̂=>反应 荧 光 强 度 曲 线 图 $

;>D̂=>$成簇规律间隔短回文重复序列,3L>A?$;>D̂=>>A?,P̂ \$

单纯疱疹病毒,\̀ \$水痘b带状疱疹病毒

B15.('F?S&)131\4)1+,+6)8'*+,*',)(4)1+,4,2(4)1+ 6+(7QPKDQ

74-E!4 4,2*(Q0<$;'N6!'14*+&1'42 3L>A?3I4314HL'H(I4NU1L1

N1H'H6"O!"O<"O'42 9" 4&I)8cOL1N/)H(4G(4 6E 2(NH(43H3I4314HL'H(I4

3I&R(4'H(I4N$?a[)/IL1N31431(4H14N(H+3/LQ1NIJ;>D̂=>L1'3H(I4NJIL

21H13H(4GP̂ \OU(HK ;'N6!'UILT(4G3I4314HL'H(I4N'H6" '42 !" 4&I)8c

'42 Q'L+(4G3L>A?UILT(4G3I4314HL'H(I4N$Wa[)/IL1N31431(4H14N(H+

3/LQ1NIJ;>D̂=> L1'3H(I4NJIL21H13H(4GP̂ \OU(HK ;'N6!'UILT(4G

3I4314HL'H(I4N'H<" '42 9" 4&I)8c '42 Q'L+(4G 3L>A? UILT(4G

3I4314HL'H(I4N$;a[)/IL1N31431(4H14N(H+3/LQ1NIJ;>D̂=>L1'3H(I4NJIL

21H13H(4G\̀ \OU(HK ;'N6!'UILT(4G3I4314HL'H(I4N'H6" '42 !" 4&I)8c

'42 Q'L+(4G3L>A?UILT(4G3I4314HL'H(I4N$Ba[)/IL1N31431(4H14N(H+

3/LQ1NIJ;>D̂=> L1'3H(I4NJIL21H13H(4G\̀ \OU(HK ;'N6!'UILT(4G

3I4314HL'H(I4N'H<" '42 9" 4&I)8c '42 Q'L+(4G 3L>A? UILT(4G

3I4314HL'H(I4N$ ;>D̂=>a 3)/NH1L12 L1G/)'L)+ (4H1LNM'312 NKILH

M')(42LI&(3L1M1'HN]3L>A?a;>D̂=> >A?] P̂ \a K1LM1NN(&M)1-

Q(L/N]\̀ \aQ'L(31))'@*INH1LQ(L/N

P̂ \的检测灵敏度为 7<d6!e " 6E86: #%特异度为
7!d#"e" 5:8<" #%总符合率为 7!d79e " #58#: #%与
S>_@=;>检测法高度一致" T'MM'w"d959#%进一步经
基因测序证实本研究方法检测 P̂ \呈阳性而 S>_@
=;>检测结果为阴性的 5 份样本确定为 P̂ \阳性)
FD>?@;>D̂=>8;'N6!'对 \̀ \ 的 检 测 灵 敏 度 为

7<d:5e " 69867 #% 特 异 度 为 6""e% 总 符 合 率 为
79d6#e " #58#< #% 与 S>_@=;> 检 测 法 完 全 一 致
"T'MM'w"d7#7#"表 !%5#)
!0W$FD>?@;>D̂=>8;'N6!'与 S>_@=;>的检测耗时
及成本比较

S>_@=;>检测耗时约 7" &(4 且需依赖荧光定量
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图 G?JKL和 LML7QPKDQ反应中 --H0<序列及浓度优化??$不

同 NNBA?探针序列的 P̂ \和 \̀ \荧光强度曲线图$W$NNBA?6 与

NNBA?! 的 ;>D̂=>反应荧光信背比比较$&w<d7!E(<d795%均 T|

"d"6"非配对 &检验% . w5# $;$不同工作浓度 NNBA?! 报告探针

P̂ \荧光强度曲线图$ B$ P̂ \ ;>D̂=>反应体系中不同浓度

NNBA?! 荧光信背比比较$^w6"Ed!""%T|"d""60与 !#" 4&I)8c相

比%'T|"d"6"单因素方差分析%B/441HH@&检验,.w5#$%$不同工作

浓度 NNBA?! 报告探针 \̀ \荧光强度曲线图$[$\̀ \;>D̂=>反应

体系中不同浓度 NNBA?! 荧光信背比比较$^w665d6""%T|"d""60

与 !#" 4&I)8c相比%'T|"d"6"单因素方差分析%B/441HH@&检验,. w

5#$P̂ \$单纯疱疹病毒,\̀ \$水痘b带状疱疹病毒,;>D̂=>$成簇

规律间隔短回文重复序列,NNBA?$单链 BA?,A_;$无模板对照

B15.('G?S&)131\4)1+,+6--H0<-'V.',*'-4,2*+,*',)(4)1+,-1,

JKL4,2LML7QPKDQ('4*)1+,-$?a[)/IL1N31431(4H14N(H+3/LQ1NIJ

P̂ \'42 \̀ \U(HK 2(JJ1L14HNNBA?MLIR1N1S/1431N$Wa;I&M'L(NI4 IJ

HK1J)/IL1N31431N(G4')@HI@R'3TGLI/42 L'H(IN(4 ;>D̂=>L1'3H(I4NR1HU114

NNBA?6 '42 NNBA?!$&w<d7!EO<d795]RIHK T|"d"6 Xt4M'(L12 &@

H1NHO. w5Y$ ;a[)/IL1N31431(4H14N(H+3/LQ1NIJP̂ \ U(HK 2(JJ1L14H

UILT(4G3I4314HL'H(I4NIJNNBA?! L1MILH1LMLIR1$ Ba;I&M'L(NI4 IJ

N(G4')@HI@R'3TGLI/42 L'H(INU(HK 2(JJ1L14H3I4314HL'H(I4NIJNNBA?! (4 HK1

P̂ \;>D̂=>L1'3H(I4 N+NH1&$^w6"Ed!""OT|"d""60;I&M'L12 HI

HK1!#" 4&I)8cGLI/MO'T|"d"6 XC41@U'+?AC\?OB/441HH@&H1NHO

.w5Y$%a[)/IL1N31431(4H14N(H+3/LQ1NIJ\̀ \U(HK 2(JJ1L14HUILT(4G

3I4314HL'H(I4NIJNNBA?! L1MILH1LMLIR1$[a;I&M'L(NI4 IJN(G4')@HI@

R'3TGLI/42 L'H(INU(HK 2(JJ1L14H3I4314HL'H(I4NIJNNBA?! (4 HK1\̀ \

;>D̂=>L1'3H(I4 N+NH1&$ ^w665d6""OT|"d""60;I&M'L12 HIHK1

!#" 4&I)8cGLI/MO'T|"d"6 XC41@U'+?AC\?OB/441HH@&H1NHO. w

5Y$P̂ \aK1LM1NN(&M)1-Q(L/N]\̀ \aQ'L(31))'@*INH1LQ(L/N];>D̂=>a

3)/NH1L12 L1G/)'L)+(4H1LNM'312 NKILHM')(42LI&(3L1M1'HN]NNBA?aN(4G)1@

NHL'4212 BA?]A_;a4IH1&M)'H13I4HLI)

=;>仪完成%每份样本耗费 <# f## 元,本研究建立的
FD>?@;>D̂=>8;'N6!'法 <# &(4 内即可完成检测且无
需复杂设备%每份样本所需成本低于 5! 元%较 S>_@
=;>法有明显成本优势)
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图 #? JKL和 LML单管式 OPQ<N7QPKDQR74-E!4 体系检测限
评价??0不同浓度 P̂ \标准质粒 ;>D̂=>反应荧光强度曲线图$
W0不同浓度 \̀ \标准质粒 ;>D̂=>反应荧光强度曲线图$P̂ \0单
纯疱疹病毒, \̀ \0水痘b带状疱疹病毒,FD>?0多酶恒温扩增,
;>D̂=>0成簇规律间隔短回文重复序列,A_;0无模板对照
B15.('#?$I40.4)1+,+6)8'0131)+62')'*)1+,6+(-1,50'N).='OPQ<N
7QPKDQR74-E!4 -/-)'3 6+( JKL 4,2 LML$ ?a [)/IL1N31431
(4H14N(H+3/LQ1NIJ;>D̂=>L1'3H(I4NU(HK 2(JJ1L14H3I4314HL'H(I4NIJP̂ \
NH'42'L2 M)'N&(2N$ Wa [)/IL1N31431 (4H14N(H+ 3/LQ1N IJ;>D̂=>
L1'3H(I4NU(HK 2(JJ1L14H3I4314HL'H(I4NIJ\̀ \NH'42'L2 M)'N&(2N$P̂ \a
K1LM1NN(&M)1-Q(L/N]\̀ \aQ'L(31))'@*INH1LQ(L/N]FD>?a&/)H(14*+&1
(NIHK1L&')L'M(2 '&M)(J(3'H(I4];>D̂=>a3)/NH1L12 L1G/)'L)+(4H1LNM'312
NKILHM')(42LI&(3L1M1'HN]A_;a4IH1&M)'H13I4HLI)
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图 W?JKL和 LMLVQUND7Q检测限分析结果??0不同浓度 P̂ \
标准质粒 S>_@=;>扩增曲线$W0不同浓度 \̀ \标准质粒 S>_@=;>
扩增曲线$P̂ \0单纯疱疹病毒,\̀ \0水痘b带状疱疹病毒, S>_@
=;>0实时定量 =;>,A_;0无模板对照
B15.('W?<,40/-1-+6)8'0131)+62')'*)1+,6+(JKL 4,2LML I14
VQUND7Q$?aS>_@=;>'&M)(J(3'H(I4 3/LQ1NIJP̂ \NH'42'L2 M)'N&(2N
'H2(JJ1L14H3I4314HL'H(I4N$WaS>_@=;>'&M)(J(3'H(I4 3/LQ1NIJ\̀ \
NH'42'L2 M)'N&(2N'H2(JJ1L14H3I4314HL'H(I4N$ P̂ \aK1LM1NN(&M)1-
Q(L/N]\̀ \aQ'L(31))'@*INH1LQ(L/N] S>_@=;>a S/'4H(H'H(Q1L1')@H(&1
=;>]A_;a4IH1&M)'H13I4HLI)
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图 X?JKL和 LML单管式 OPQ<N7QPKDQR74-E!4 体系特异性评
价??0P̂ \单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'体系检测病毒混合核酸
样本荧光强度结果$W0\̀ \单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'体系检
测病毒混合核酸样本荧光强度结果$P̂ \0单纯疱疹病毒,\̀ \0水
痘b带状疱疹病毒,FD>?0多酶恒温扩增,;>D̂=>0成簇规律间隔短
回文重复序列,A_;0无模板对照,FDs0腺病毒0%W病毒0巨细胞病
毒0人类疱疹病毒 E0: 和 9 型核酸混合物
B15.('X?K&'*161*1)/ 'I40.4)1+,+6)8'-1,50'N).='OPQ<N7QPKDQR
74-E!4 -/-)'36+(JKL4,2LML$?a[)/IL1N31431(4H14N(H+L1N/)HNIJ
HK1N(4G)1@H/R1FD>?@;>D̂=>8;'N6!'N+NH1&JIL21H13H(4G&(-12 Q(L')
4/3)1(3'3(2 N'&M)1NJILP̂ \$Wa[)/IL1N31431(4H14N(H+L1N/)HNIJHK1
N(4G)1@H/R1FD>?@;>D̂=>8;'N6!' N+NH1& JIL21H13H(4G &(-12 Q(L')
4/3)1(3'3(2 N'&M)1NJIL\̀ \$ P̂ \aK1LM1NN(&M)1-Q(L/N]\̀ \a
Q'L(31))'@*INH1LQ(L/N]FD>?a&/)H(14*+&1(NIHK1L&')L'M(2 '&M)(J(3'H(I4]
;>D̂=>a3)/NH1L12 L1G/)'L)+ (4H1LNM'312 NKILHM')(42LI&(3 L1M1'HN]
A_;a 4I H1&M)'H1 3I4HLI)] FDsa 4/3)1(3 '3(2 &(-H/L1 3I4H'(4(4G
'214IQ(L/NO%MNH1(4@W'LLQ(L/NO3+HI&1G')IQ(L/NOK/&'4 K1LM1NQ(L/NEO
K/&'4 K1LM1NQ(L/N: '42 K/&'4 K1LM1NQ(L/N9

表 !?OPQ<N7QPKDQR74-E!4 与 VQUND7Q
对眼内液 JKL检测结果一致性比较

U4=0'!?7+,-1-)',*/ *+3&4(1-+,=')A'',OPQ<N7QPKDQR
74-E!4 4,2VQUND7Q6+(JKL2')'*)1+,1,1,)(4+*.04(60.12

FD>?@;>D̂=>8;'N6!'
S>_@=;>

阳性 阴性

总计

阳性 6E 5 67

阴性 6 5: 59

总计 6: <" #:

$注0FD>?0多酶恒温扩增,;>D̂=>0成簇规律间隔短回文重复序列,
S>_@=;>0实时定量 =;>,P̂ \0单纯疱疹病毒
$ AIH1aFD>?a&/)H(14*+&1(NIHK1L&')L'M(2 '&M)(J(3'H(I4];>D̂=>a
3)/NH1L12 L1G/)'L)+ (4H1LNM'312 NKILH M')(42LI&(3 L1M1'HN] S>_@=;>a
S/'4H(H'H(Q1L1')@H(&1=;>]P̂ \aK1LM1NN(&M)1-Q(L/N

表 F?OPQ<N7QPKDQR74-E!4 与 VQUND7Q
对眼内液 LML检测结果一致性比较

U4=0'F?7+,-1-)',*/ *+3&4(1-+,=')A'',OPQ<N7QPKDQR
74-E!4 4,2VQUND7Q6+(LML2')'*)1+,1,1,)(4+*.04(60.12

FD>?@;>D̂=>8;'N6!'
S>_@=;>

阳性 阴性
总计

阳性 69 " 69

阴性 6 5# 5E

总计 67 5# #<

$注0FD>?0多酶恒温扩增,;>D̂=>0成簇规律间隔短回文重复序列,
S>_@=;>0实时定量 =;>,\̀ \0水痘b带状疱疹病毒
$ AIH1aFD>?a&/)H(14*+&1(NIHK1L&')L'M(2 '&M)(J(3'H(I4];>D̂=>a
3)/NH1L12 L1G/)'L)+ (4H1LNM'312 NKILH M')(42LI&(3 L1M1'HN] S>_@=;>a
S/'4H(H'H(Q1L1')@H(&1=;>]\̀ \aQ'L(31))'@*INH1LQ(L/N

F?讨论

近年来%基于 ;>D̂=>@;'N系统的病原核酸检测
技术%凭借其靶向精准0快速便捷等特点%在即时检测
领域受到广泛关注

- 6!. %而 FD>?技术可在恒定温度下
快速扩增目标核酸序列) 本研究将 FD>?与 ;>D̂=>8
;'N6!'系统相结合%建立了一种用于眼内液中 P̂ \或
\̀ \核酸检测的新方法)

尽管引发眼部感染的 P̂ \主要为 P̂ \@6 型%但
P̂ \@! 型也可导致严重眼部感染 - 5%6:. %因此%本研究在
P̂ \3L>A?和引物设计过程中%选取编码 GW糖蛋白
且在 P̂ \@60P̂ \@! 型中均高度保守的核酸序列区作
为检测靶标%以期可同时检出 P̂ \@6 和 P̂ \@!) 对于
\̀ \%则针对编码 BA?聚合酶的保守基因序列设计
FD>?引物和 3L>A?) 琼脂糖凝胶电泳和荧光检测结
果显示%本研究筛选出的 P̂ \与 \̀ \最佳引物组合
可特异性识别靶标%同时不会与眼部感染常见的腺病
毒0%W病毒以及巨细胞病毒等发生反应%表明 FD>?@
;>D̂=>8;'N6!'检测方法具有高度特异性)

!966! 中华实验眼科杂志 !"!E 年 ! 月第 << 卷第 ! 期$;K(4 Z%-M CMKHK')&I)%[1RL/'L+!"!E%\I)0<<%AI0!
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本研究通过优化 FD>?与 ;>D̂=>8;'N6!'体系%
显著缩短了核酸扩增和荧光信号检测时间%整个分析
过程可在 <# &(4 内完成,同时可检测出极低含量的目
标 BA?%其中 P̂ \(\̀ \检测限分别为 6(6" 拷贝8()%
其灵敏度与 S>_@=;>方法相当) 此前%=())1H等 - 69.

建

立了一种针对 P̂ \与 \̀ \的多重 S>_@=;>检测方
法%对 P̂ \@6( P̂ \@! 以及 \̀ \的检测限分别为
67EdE#(76d9 和 <6<d": 拷贝8&)%但是该方法严格依
赖实验室环境与仪器设备%耗时长且无法实现即时检
测,>122+等 - 67.

以 BL[\Y NRY\NR9 基因为靶标%建立
了一种环介导等温扩增法检测 P̂ \@6%其灵敏度为
6" 拷贝8()%但检测时长达 :# &(4%并且该方法引物设
计更复杂,BI/ 等 - !".

基于 ;>D̂=>建立了多步阶跃计
时安培b光电化学法%该方法可定量分析 P̂ \@6 核酸%
最低可检出 5 '&I)8c靶标模板 P̂ \@6 BA?%但其耗时
长且技术复杂) 与既往研究 - 69b!".

相比%本研究建立的
FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测方法%操作过程简单(耗费
时间短(无需复杂仪器设备且所需费用低)

由于 FD>?组分和 ;>D̂=>组分不相兼容%大部
分等温扩增结合 ;>D̂=>的核酸检测方法采用两步
法

- !6b!!. %即先对靶标进行扩增%然后将扩增组分加入
;>D̂=>系统中进行反应%在转移扩增产物过程中易
导致样品污染%造成假阳性结果 - !5. ) 本研究中%将
;>D̂=>体系和 FD>?体系分别加入管盖和管底%待
FD>?反应 !# &(4 后%将 ;>D̂=>组分离心入管底并
混匀%建立了单管式 FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测方法%
其可有效避免开盖造成的气溶胶污染) 同时%通过实
验条件优化%以 5: g作为单管最适反应温度%实现全
程等温检测%使整个检测过程更加简便) 但是%当把
FD>?扩增体系与 ;>D̂=>8;'N6!'检测体系于单管中
混合时%可能引入一些潜在干扰因素$FD>?扩增体系
中的多种酶以及缓冲溶液的组分可能会影响 ;'N6!'
的酶切活性进而导致检测灵敏度降低

- !<. ,另外%扩增
时间也是一种潜在干扰因素%扩增时间过长可能产生
非特异性扩增%进而导致假阳性结果 - !#. ) 本研究对此
进行优化后减少了这些潜在干扰因素对检测结果的

影响)
本研究进一步使用临床样本对建立的单管式

FD>?@;>D̂=>8;'N6!'检测方法的灵敏度(特异度及
符合率等进行了评价%结果显示本研究方法与 S>_@
=;>方法具有高度的一致性 " P̂ \$ T'MM'w"d959,
\̀ \$T'MM'w"d7#7#) 值得注意的是%本研究方法在
S>_@=;>检测呈阴性的 5 份样本中成功检出 P̂ \)
这可能与本研究方法以 P̂ \@6 型和 P̂ \@! 型的高度

保守区为靶标%对 P̂ \@6 型和 P̂ \@! 型均可检出%而
大多数商品化 =;>试剂盒主要针对 P̂ \@6 型保守区
有关%表明本研究方法在眼内液病原检测中具有良好
的临床应用价值) 但需要强调的是%尽管眼内液检测
可为临床精准诊疗提供重要的参考%但其应在临床适
应证范围内规范开展%不能盲目扩大眼内液检测的适
用范围%加重患者经济负担 - !E. )

本研究建立的方法目前仍需核酸提取步骤%无法
对临床样本直接进行检测%因此仍存在一些局限性)
未来%可通过整合基于纳米磁珠或核酸纤维隔离膜的
核酸快速提取步骤实现更为简单快速的检测

- !:. ,也可
通过化学还原或热变性裂解法灭活样本中的核酸酶以

实现临床样本的直接检测
- !9. ) 另外%本研究样本量较

小%后续还需增加样本量验证该方法在临床实践中的
可行性,并且检测结果仍需依靠仪器检测荧光强度进
行评价%不便于进行现场即时检测%后续本课题组将探
索通过蓝光灯照射%用裸眼观察进行定性检测的可行
性

- !7. ) 此外%该方法目前无法实现 P̂ \与 \̀ \同时
检测%体系仅限于单靶标检测) 未来%本课题组拟通过
基因微阵列芯片将针对 P̂ \与 \̀ \的 ;>D̂=>8
;'N6!'检测体系置于不同检测孔中%以实现 P̂ \和
\̀ \的双重检测%并探索与其他常见病毒的多重
检测)

综上% 本 研 究 建 立 的 单 管 式 FD>?@;>D̂=>8
;'N6!'检测方法是一种灵敏度高(特异性强(操作简
单且设备依赖性低的病原核酸检测方法%可快速检测
眼内液中 P̂ \及 \̀ \%为病毒性眼病的实验室检测提
供了一种新方法)
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