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摘要　介绍一种逆转录 聚合酶链反应 ( RT-PCR) 的简单快速检测和定型脊髓灰质炎病毒 ( PV )的方法 , 无需

提取 PV RN A, 共用一种缓冲系统 , 将 RT和 PC R试剂混合在 20μL反应体系中 , 整个操作可置于一不间断温

度循环程度程序中完成。一步法 RT-PCR与常规 RT-PCR及中和抗体试验对 PV的检测结果完全一致 ,它的检

测敏感度可达 5TCID50 /m L。 该法需要的时间 , 费用和污染的都大大减少 , 而且特别适于临床常规诊断和鉴别

PV的需要。
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Abstract　We describe a simple method fo r the rapid detection and identi fica tion of poliovi rus

( PV ) using one-step reverse t ranscription PCR ( RT-PCR) method. Without RN A ex trac-

tion, 20μL of mixed reagents fo r both RT and PCR were added into a tube, wi th sharing one

buf fer system. The whole procedure w as perfo rmed w ith a sing le uninter rupted thermal cycling

pro g ram. A good concordance w as found among the PV neutralijation test , the routine RT-

PCR and one-step RT-PCR. The sensi tivi ty of one-step RT-PCR method reached the vi rus in-

fectious ti ter of 5TCID50 /mL. The needed time, cost and oppor tunity of contamination of this

assay w as reduced g reat ly. The one-step RT-PCR method is especially sui table fo r routine de-

tection and identification of PV in clinical labo rato ries.
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　　脊髓灰质炎 (简称脊灰 )是一种急性病毒性传染

病 ,其危害严重性在于此病可因麻痹而导致持久性残

疾。对急性驰缓性麻痹病例及周围接触者作出早期实

验室诊断 ,以确定病原是非脊灰的肠道病毒或何种型

别 PV, 是控制和消灭脊灰的重要环节。目前常规应

用的细胞培养分离病毒 , 中和试验鉴别 PV的方法 ,

因操作烦琐和费时 (需 3周～ 4周 ) ,而不能满足早期

快速诊断的需要。以后发展的核酸斑点杂交
[1 ]
, 也因

特异性和敏感性低 , 而未能推广。逆转录聚合酶链反

应 ( RT-PCR)已成功地应用在脊灰病毒的诊断和分

型 [ 2]。但由于常规 RT-PCR检测费工费时且成本高 ,

难于适应我国的日常监测需要 ,为此 , 在原来研究的

基础上 [3 ] , 我们通过简化步骤 , 试剂国产化 , 缩小反

应体积 , 建立了一种快速、 简便、 灵敏、 特异和费用

低廉的检测方法。 现报告如下:
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1　材料和方法

1. 1　病毒样品

疫苗株 PV 1 /Sabin Ⅰ 、 PV 2 /Sabin Ⅱ 、 PV 3 /

SabinⅢ ,标准野毒株 PV1 /Mahoney、 PV2 /MEF-1、

PV3 /Saukket均由中国医学科学院医学生物研究所

提供 ; PV分离株选自 1986年以来从麻痹病人分离

到的 22株 PV,经中和试验定型 ,其中 12株为 PV 1,

7株为 PV 2及 3株为 PV 3。 病毒经 V ero单层细胞

37℃培养 , 出现 CPE (+ + + + ) 后 , - 20℃冻融 3

次 , 12 000 r /min离心 15 min去细胞碎片 ,病毒上清

备用。

1. 2　引物

由卫生部北京生物制品研究所提供 , Polio 01和

Polio 02用于区分脊灰病毒和其它肠道病毒 , 其它 3

对引物分别为 SabinⅠ 、 Ⅱ 、 Ⅲ型的引物。它们的序

列分别为:

　　 Polio　 01 ( - ) ( 515- 532) 　　　

( 5′- GACT TGCGCGT TACGACA- 3′

　　 Polio　 02 (+ ) ( 424- 440) 　　　

( 5′- AGAGCCTAT TGAGCTAC- 3′

　　 Sabin　 11 ( - ) ( 2769- 2788) 　　　

( 5′- AAGCT GAGT TA TCCACGGTT- 3′

　　 Sabin　 12 (+ ) ( 2521- 2540) 　　　

( 5′- AGCAT GTTGACAACACAGT- 3′

　　 Sabin　 21 ( - ) ( 2697- 2715) 　　　

( 5′- TCGCGT TCGTCTCTGGA TG- 3′

　　 Sabin　 22 (+ ) ( 2570- 2589) 　　　

( 5′- CCAA TAGCCT GCCTGGACAC- 3′

　　 Sabin　 31 ( - ) ( 3371- 3390) 　　　

( 5′- CTCAGATAAGGGGTCCAAGT- 3′

　　 Sabin　 32 (+ ) ( 3155- 3174) 　　　

( 5′- CAGAT GCCAATGACCAGAT T- 3′

1. 3　试剂

4× dN T P、 RNasin、 DNA分 子量 标 准及

TagDN A聚合酶及 10× PCR缓冲液购自华美公司 ,

AMV逆转录酶及 5× RT缓冲液由美国 Promega提

供 , 异硫氰胍为德国 Serv a公司产品。

1. 4　基因扩增仪

DNA Thermal Cycle.

1. 5　方法

1. 5. 1　常规法。 参考文献 [2]。

　　 ( 1)病毒 RNA提取　取离心后的病毒液 100

μL, 加 5μL二硫基乙醇 , 400μL DS裂解液
[4 ]
, 酚

/氯仿 /异戊醇 500μL,置 1. 5 m L离心管内 ,充

分混匀后 60℃水浴 5 min, 12 000 r /min, 离心 15

min,取上相 ,加入等体积氯仿 /异戊醇混匀后 , 15 000

r /min, 离心 5 min, 取上相加入 2. 5倍体积的无水

乙醇 , 置 - 70℃ 0. 5 h或 - 20℃ 2 h, 12 000 r /min

离心 10 min, 吸去上清并真空干燥 , 加双蒸水 10μL

溶解 , 置 - 20℃备用。

　　 ( 2)合成病毒 cDN A　 2μL病毒 RNA, 4μL 5

× RT缓冲液 , 40U RNasin, 8. 5 U AMV逆转录酶 ,

5 mmo l /L 4× dN T P 3μL, 引物 Polio 01或 Sabin

11, Sabin 21, Sabin 31各 3μL ( 10 pmol /L) , 加双

蒸水至 20μL, 混匀后覆盖液体石蜡 50μL, 置 42℃

水浴 30 min。

　　 ( 3) 病毒 cDN A扩增　在上述逆转录反应液中

加 Polio 02或 Sabin 12, Sabin 22, Sabin 32各 2μL

( 10 pmol /L) , 10× PCR缓冲液 (含 15 mmo l /L Mg-

Cl2 ) 10μL, Tag酶 2 U, 加双蒸水补至 100μL, 混

匀置扩增仪内反应 , 扩增程序为 94℃ 3 min后 , 以

94℃ 45 s, 56℃ 45 s, 72℃ 60 s循环 35次 ,最后 72℃

延伸 5 min。

1. 5. 2　一步法　 10μL病毒液 95℃ 5 min。 12 000

r /min离心 5 min。取 5μL上清加 10× PCR缓冲液

(含 15 mmol /L M gCl2 ) 2μL, 1 mmol /L 4×dN T P

2μL, 15 U RNasin, 2. 0 U AMV逆转录酶 , 1 U Tag

酶 , 每对引物 ( 5 pmol /L) 各 1μL, 加双蒸水至 20

μL混匀后覆盖液体石蜡 20μL, 置扩增仪内反应 ,

42℃ 30 min逆转录 , 94℃ 3 min热变性 , 进入 94℃

30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 30 s循环 35次 , 最后 72℃延

伸 5 min。

1. 6　产物分析

　　取 10μL PCR产物与 2μL上样缓冲液混合 ,作

1. 5%琼脂糖凝电泳 , 电泳后 EB染色。 在电泳时

设 PBR322 / HaeⅢ分子量参照 ,以确定产物片段大小。

所有操作过程严格按照防交叉污染操作规程进

行: PCR的前处理、 PCR以及 PCR产物的检测分别

在 3个不同的场所进行 , EP管及吸头均为清洁无菌 ,

一次性使用 ,加样器严格分开使用 ,每次实验均设空

白和正常对照 , 以防假阳性出现。

2　结果

2. 1　一步法 RT-PCR的特异性

Po lio 01和 Po lio 02引物用一步法扩增疫苗株

PV 1 /SabinⅠ 、 PV 2 /SabinⅡ和 PV3 /SabinⅢ ,及标

准野毒株 PV1 /Mahoney、 PV2 /MEF 1和 PV 3 /

Sauket t均出现一条大小为 109 bp的清晰电泳带。用

Sabin 11, Sabin 12, Sabin 21、 Sabin 22和 Sabin 31,
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Sabin 32分别扩增对应的 PV疫苗株和标准野毒株

时 , 分别出现 268bp、 146bp及 233bp大小的型异性

条带 , 与预期结果完全一致。且引物与不同型别 PV

配对使用时 ,不会出现交叉反应 ,阴性对照均未见条

带。一步法的结果与常规法相同 (图 1)。

　　图 1　一步法 RT-PCR检测脊灰病毒 sabin疫苗株的扩

增产物比较

　　 Fig. 1　 Compa rison o f one-step RT-PCR amplification

products of poliov irus sabin st rain

M . DN A分子量参照 pBR322 / HaeⅢ M. DN A mark pBR322 /

HaeⅢ ; 1. SabⅠ 型用引物 Sab11、 Sab12的扩增产物 Products

o f SabⅠ using primer s Sab 11, Sab 12; 2. SabⅠ 型用引物

Po lio 01、 Polio 02的扩增产物 Products SabⅠ using prime rs

Po lio 01, Polio 02; 3. SabⅡ型用引物 Sab 21、 Sab 22的扩增

产物 Products SabⅡ using primer s Sab 21, Sab 22; 4. SabⅡ
型用引物 Polio 01、 Po lio 02的扩增产物 Products of SabⅡ

using primer s Polio 01, Polio 02; 5. SabⅢ型用引物 Sab 31、

Sab 32的扩增产物 Products of SabⅢ using prime rs Sab 31,

Sab 32; 6. Sab Ⅲ型用引物 Po lio 01、 Po lio 02的扩增产物

Products o f SabⅢ using prim ers Polio 01, Po lio 02; N . 正常

Vero细胞对照 N. No rmal V ero cells contro l.

2. 2　一步法 RT-PCR的敏感性

将已知滴度的 PV 1 /Sabin Ⅰ 疫苗株病毒培养

物 , 按 10倍系列稀释至 10- 5时 , 用一步法 RT-PCR

检测 , 仍可出现特异性条带 , 经推算 , 此法可检出少

至 5TCID50 /mL的病毒 RNA, 其灵敏度与常规法相

同 (图 2)。

2. 3　病毒分离株的一步法 RT-PCR检测

22株 PV分离株经 Polio 01和 Polio 02引物扩

增 ,进一步证实均为 PV ,再经型特异性引物检验 ,发

现 12株 PV 1, 7株 PV 2, 3株 PV3与中和试验及常

规 RT-PCR结果完全相同。

3　讨论

本实验所用的 Polio 01、 Po lio 02引物是对 PV

高度保守的 5′端非编码区设计的 , 可用来区分脊灰

病

　图 2　一步法 RT-PCR检测脊灰病毒 sabinⅠ 株的敏感性

　　 Fig. 2　 Sensitiv ity o f detection of poliov irus sabin strain

by one-step RT-PCR

M. DNA分子量参照 pBR322 / HaeⅢ M. DNA mark pBR322 /

HaeⅢ ; 1. 104 TCID50 /mL; 2. 103 TCID50 /mL; 3. 102 TCID50 /

mL; 4. 10 TCID50 /mL; 5. 5 TCID50 /m L; 6. 1 TCID50 /m L;

7. 0. 5 TCID50 /mL; N. 正常 Vero细胞对照 Normal v er o cells

contro l.

毒和非脊灰的肠道病毒。而 PV 1, PV 2, PV 3型的引

物 , 是参照 SabinⅠ , Ⅱ , Ⅲ型疫苗病毒的表面蛋白

编码区 V P1设计的 , 它们能准确地识别 PV1, PV 2,

PV 3型病毒。但需注意的是 ,由于脊灰病毒野毒株之

间的差异可超过 20%
[ 5]
, 当变异发生在型引物结合

区时 , 则型引物无法与对应的 PV核酸序列结合 , 出

现 Polio 01、 Polio 02检测阳性 , 而 Sabin 11、 Sabin

12, Sabin 21、 Sabin 22、 Sabin 31和 Sabin 32检测

都阴性的病例 ,在此情况下须用抗体中和试验配合定

型。

分离 PV用的阳性细胞培养物 ,其病毒含量常达

107 TCID /mL以上 , 一步法 RT-PCR能检出少至

5TCID50 /mL的培养物 , 因此足以适应常规检测。另

外 , 一步法仅用 5μL PV培养物就可有效地检出 PV

RNA, 而常规法则需 100μL。

基于 PV在细胞培养物中的滴度高 ,且所含

RT和 PCR的抑制因子相对较少 , 我们采用 95℃

加热 5 min一步裂解病毒 ,释放病毒 RNA,同时使蛋

白质变性分离 , 省去了异硫氰酸胍裂解 , 酚 /氯仿抽

提 ,乙醇沉淀的复杂费时方法。进而用 10× PCR缓冲

液替代 5× RT缓冲液 ,使 RT和 PCR反应物能同时

混和于一管内进行反应。对一个新分离的 PV, 我们

只需对它加热离心 ,加入 RT-PCR反应液 ,以后由基

因扩增仪做程序化反应。这样我们在不影响检测效果

(下转第 52页 Continue on page 52) 　　
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5　结语

式 ( 11) 所示的单元刚度方程与式 ( 4) 所示单

元刚度方程都是由 6个平衡方程组成的 . 二者之间

的根本区别在于单元自由度的含义上 .式 ( 4)中 , {W}
e

是由单元 e的两个结点 i、 j的横向位移 w、转角θ及曲

率i所组成 ;而式 ( 11)中 ,组成 { c}e的 6个参数没有任

何几何或物理意义 ,它们是广义的 .这 6个广义参数

c
e
i ( i = 1, 2,… , 6)同样条插值节点参数 ck (k= i - 2,

i - 1,… , j+ 2)之间存在着式 ( 8a )所示的一一对应

关系 .这就决定了两类单元性能上的区别 . 5次 (二

阶 ) Hermite单元在公共结点上不但挠度、转角相等 ,

而且曲率也连续 .所以这种单元不能直接应用于曲率

不连续的变厚度梁、板等结构中 .因而尽管这种单元

的计算效率 (自由度与精度的综合比较 )要比低阶单

元高 ,但使用范围上的局限影响了它的应用 ,是其致

命的缺陷 .而广义参数高阶单元则不存在这个问题 .

除此之外 ,自由度在含义上的不明确性带来了另外一

大优点: 结构的离散自由度大大减少 .尽管 5次广义

参数单元 (本文由于采用样条函数形成此类单元 ,故

可以称之为样条元 )的两个端点同 5次 Hermite单元

一样共有 6个自由度 ,但样条元的自由度都相应地与

某个样条插值参数 ck 通过式 ( 8a )联系起来 .这就大

大增加了相邻样条元之间的共用自由度 ,某些即便不

相邻的样条元也可能拥有同样的结点参数 .因而在同

样的分划下 ,特别是当离散单元个数较多时 ,使用

Hermite单元时的自由度要大大超过样条元的自由

度 .同时 ,从算例可以看出 , 5次广义参数元仍保持高

阶单元所具有的高精度特性 .

另外 , 在截面突变处 ,弯矩应取左右两相邻单元

在此处弯矩值的平均 .
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的前提下 , 大大地简化了操作步骤 , 使原来要 2 d～

3 d完成的工作 ,在 4 h内可办到 ,且其中绝大部分时

间为机器操作。另外 ,由于一步法 RT-PCR的整个操

作过程可在一只管内完成 ,极大地减少了因移液和开

盖而造成污染的可能性 , 使假阳性率降低到最小程

度。我们曾试图将 Sabin 11、 Sabin 12, Sabin 21、 Sabin

22、 Sabin 31和 Sabin 32引物预混于同一管 ,以期对

PV1、 PV2、 PV 3同时检测 , 但效果不佳 , 出现某型

PV因竞争干扰未被检出的问题。

该技术通过下面 3个途径来降低实验费用: ( 1)

省略 RNA提取步骤 ,避免使用提纯试剂 ,特别是 DS

裂解液中用量大价格贵的进口试剂异硫氰酸胍 ; ( 2)

除 AMV逆转录酶目前尚无国产外 ,其余均为国产试

剂 ; ( 3)将原先 RT20μL和 PCR 100μL合并缩减至

RT-PCR 20μL,使得 AMV逆转录酶的用量由 8. 5 u

降至 2 u, Tag酶由 2 u降至 1 u, RNasin由 40 u降

至 15 u, 引物和 4× dN T P的用量分别减少了 1 /

6和 1 /7,因此实验费用由原来的常规法约 50元降低

到一步法的约 10元。

在本方法的基础上 ,我们还研制了 PCR检测 PV

RNA的试剂盒 , 使用起来更为方便。
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