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I型脊髓灰质炎野病毒实时荧光RT-PCR
陕速检测方法的评价

龚成 罗明 陈萌 张铁钢 张合润 王玉梅李仁清董梅陈维新 陈丽娟

【摘要】 目的评价和探讨I型脊髓灰质炎(脊灰)野病毒快速检测策略。方法采集671

名来自脊灰野病毒流行疫区的在京学生粪便标本，采用一组实时荧光RT-PCR代替标准方法分别

进行肠道病毒通用型检测、脊灰病毒分型检测、I型脊灰疫苗株和野毒株鉴别检测。并利用I、Ⅱ

和Ⅲ型脊灰病毒标准株(Sabin株)和I型野毒株对实时荧光RT-PCR和标准方法的灵敏度进行比

较和评价。结果(1)新脊灰病毒检测流程(肠道病毒通用型检测+脊灰病毒分型检测+脊灰野

毒鉴别检测)检出非脊灰肠道病毒33例；脊灰病毒疫苗株16例，其中I型5例、Ⅱ型l例、Ⅲ型3

例、l+Ⅱ型l例、l+Ⅲ型4例、I+Ⅱ+Ⅲ型2例；脊灰病毒I型野毒株3例。(2)3种实时荧光

RT-PCR检测脊灰病毒比标准方法敏感l一100倍。其中肠道通用型检测和脊灰病毒分型检测2种

方法对Ⅱ型脊灰病毒疫苗株的检测，比标准方法敏感100倍；脊灰病毒分型检测能准确区分I、Ⅱ

和Ⅲ型脊灰疫苗株．脊灰野毒株鉴别检测对I型疫苗株的检测比标准方法敏感10倍；3种实时荧

光RT-PCR均能有效检测出I型脊灰野毒株，比标准方法敏感10倍。结论新的脊灰病毒检测流

程．可大幅缩短检测时间，提高检测通量，且灵敏度高于标准方法，适合于脊灰应急检测应对突发

疫情。
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【Abstract】0bjective To explore the Fast Testing Sstrategy(FTS)for wild poliovirus I

(WPl)．Methods Epidemiological investigations were carried out on 67l students from WPl

epidemic al"eas in China．A set of real time Rrr-PCR assays，including panenterovirus testings(PE)

assay，poliovirus serotypings(PS)assay and the assay distinguishing wild strain from vaccine strain of

poliovirus I(DWV)Were introduced into the screening program for WPVl to replace the

conventional Rrr-PCR，recommended by the China National Polio Laboratory(GNPL)．Additionally。

sensitivities of ail the assays were assessed by poliovirus type l to m(Sabin stain)and the isolated

WPVI．Results (1)33 non-poliovims enterovirus(NPEV)c鲻were detected，with 16 poIio vaccine-
related Casesincluding 5 polio I．1 polio 11，3poliom。1 polio I+Ⅱ，4polio I+m and 2 polio I+
II+皿Three WPV I cases were also detected in this study and eonfuTfled bv GNPL．(2)For polio
virus vaccine strain，sensl‘tl‘Vl‘U。eS of the set of teal time ImPCR assays ranged from l to l 00 times
than that of the in—house ImPCR assay．The sensitivities of PE and PS assays for the detection of polio
U were l oo times山an that of the RT_PCR assay and the sensiti“ty of DWV assay used for the

detection of polio 1 were l 0 times than that of thc R-r．PCR assay．For WPV 1．the sensitivity of three
leaI time R．r-PCR WaS 10 times higher也an that of the R，r-PCR assay．Condusion n忙novel丌S
for WPV I suggested by this study would include PE．PS and Dwv It not only could greatly shorten the

testing time but also more sensitive than the ImPCR and suited for emergency detection for WPVl．
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2011年8月26日我国新疆和田地区发现4例I

型脊髓灰质炎(脊灰)野病毒感染病例。北京市为

了应对可能出现的脊灰野病毒输入【I’2】，于9月对来

自疫区的在京学生开展了脊灰野病毒筛查。本次

筛查采用与国家脊灰实验室推荐方法不同的检测

流程b一】，发现3例I型脊灰野病毒健康携带者。为

此本文对筛查中的I型脊灰野病毒快速检测策略

进行评价和探讨。

对象与方法

1．调查对象：为来自本次脊灰疫区的所有在京

学生，入组条件为2个月内未服用脊灰疫苗者，在知

情同意下填写调查表，采集粪便标本，送至北京市疾

病预防控制中心免疫预防所脊灰实验室检测。

2．主要仪器和试剂：仪器包括ABI MagMax

Express一96自动核酸提取仪、ABI 7500 Fast实时荧

光PCR仪、ABI 3130 XL测序仪(均为Life

Technology)，II级生物安全柜(Bake)和QIAxcel自

动核酸电泳仪(Qiagen)。试剂包括MagMax Viral

RNA Isolation(Life Technology)，肠道病毒核酸检

测试剂盒(实时荧光PCR法)、脊灰病毒核酸多重

检测试剂盒(实时荧光PCR法)、I型脊灰病毒核

酸鉴别检测试剂盒(实时荧光PCR法)(均为迅必

达产品)，BigDye Cycle Terminator Kit 3．1(Life

Technology)，SuperScriptⅢOne-Step RT-PCR System
with Platnium Taq High Fidelity(Invitrogen)，脊灰

特异性引物(UCll：5’一从G AGG TCT CTA TTC
CACAr_37．UGl：57一mGTGTCAGCGTGT从T
GA一3’)，QIAGEN DNA Screening Kit(QIAGEN)．

POP一7测序胶(Life Technology)。其中SuperScript
11I One-Step RT-PCR System with Plamium Taq High
Fidelity和脊灰特异性引物为中国疾病预防控制中心

病毒病预防控制所国家脊灰实验室提供。

3．检测前方法评价：I、Ⅱ和Ⅲ型脊灰病毒标准

株(Sabin株，由中国疾病预防控制中心病毒病预防

控制所国家脊灰实验室提供)，在L20B细胞上滴度

(IgCCID，dO．1 mI)分别为4．78、4．82和4．77。对3种

脊灰病毒用含2％FBS的MEM培养基．做10倍系列

稀释，从l X 10倍稀释至l×107倍。对每个稀释度

提取KNA，提取方法参照MagMax Viral RNA

Isolation说明书。采用4种方法[分别为肠道病毒核

酸检测试剂盒(实时荧光PCR)(简称肠道通用法)、

脊灰病毒核酸多重检测试剂盒(实时荧光PCR)(简

称脊灰分型法)、I型脊灰病毒核酸鉴别检测试剂盒

(实时荧光PCR)(简称野毒鉴别法)和国家脊灰实验

室推荐的普通RT-PCR(简称标准法)]进行核酸检

测，每种方法所能检测出的某型脊灰病毒标准株的

最大稀释倍数，即为此方法检测该型脊灰病毒的最

低检测限。例如采用某方法可检测到的I型脊灰病

毒标准株最大稀释倍数为10 000倍，则认为该方法

检测I型脊灰病毒的最低检测限为1×104(本文简

记作-4，以此类推)。

4．检测过程：①标本处理：根据WHO(脊髓灰质

炎实验室手册》(2004年4版)处理粪便标本，制备便

悬液。②核酸提取：对粪便悬液用ABI MagMax

Express一96自动核酸提取仪提取RNA。③实时荧光
PCR检测：用肠道病毒核酸检测试剂盒和脊灰病毒

核酸多重检测试剂盒平行检测提取的RNA，对脊灰

病毒检测阳性者，同时鉴定血清型。④复核：对I型

脊灰病毒检测阳性者，将粪便悬液在二级生物安全

柜中接种至RD和L20B细胞，观察细胞病变效应，

同时将粪便悬液送至国家脊灰实验室复核，并做

VPI区序列分析(阳性分离物随后也送至国家脊灰

实验室)。本试验室也采用国家脊灰实验室推荐的

RT-PCR对阳性标本平行检测和VPI区序列分析。

5．检测后方法评价：利用检出的I型脊灰野病

毒代替疫苗株，再次评价上述4种方法的灵敏度，评

价方法同前。

结 果

1．灵敏度比较与评价：检测前利用I、Ⅱ和Ⅲ型

脊灰病毒疫苗株分别对上述4种方法进行灵敏度评

价。肠道通用法检测脊灰病毒疫苗株Ⅱ型比标准法

灵敏100倍；脊灰分型法能准确区分脊灰病毒疫苗

株3个血清型，其中检测Ⅱ型比标准法灵敏100倍；

野毒鉴别法检测脊灰疫苗株I型比标准法灵敏10

倍。检测后利用所获得的I型脊灰野病毒对4种方

法再次进行灵敏度评价，4种方法均能有效检测出

I型脊灰野病毒，3种实时荧光PCR检测脊灰I型

野病毒比标准法灵敏lO倍(表l和图1)。

表l采用不同脊灰病毒株评价4种检测方法

2．实际应用：采用3种实时荧光RT-PCR检测

671份标本。肠道通用法筛检出肠道病毒阳性53份；
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注：A07和A08分别为脊灰野毒原液和lo倍稀释液，每泳道均有2条15 bp和3000bp的比对Markcr条带；从左至右3条扩增曲线分别为野

毒原液、10倍稀释液和100倍稀释液

图1 4种检测方法对脊灰I型野病毒的检测限

脊灰分型法筛检出脊灰病毒20份(其中I型9份，Ⅱ

型1份，Ⅲ型3份，I+Ⅱ型l份，I+Ⅲ型4份，I+

Ⅱ+Ⅲ型2份)(注：后对7份含脊灰I型病毒的混合

型标本采用野毒鉴别法检测，脊灰I型病毒均为疫

苗株)；9份脊灰I型标本经野毒鉴别法检测，3份为

野病毒，5份为疫苗株，l份(标本编号551)为阴性

(该标本分别采用4种方法复测均为阴性)。该9份

标本经国家脊灰实验室复核和VPI区序列分析与本

文检测结果一致(表2)。

讨 论

国家脊灰实验室推荐的脊灰病毒核酸检测方

法，可特异性检测I、Ⅱ和Ⅲ型脊灰病毒疫苗株和野

毒株，亦可扩增vPl区全长序列，扩增产物能直接用

于序列分析。但该方法为普通RT-PCR，需电泳，易

导致污染，T作量较大，且相当于脊灰病毒的通用型

检测，不能区分脊灰病毒血清型，也不能区分疫苗株

和野毒株。本研究结合前期工作n】，采用新的检测

流程，即肠道病毒通用型检测+脊灰病毒分型检

测+I型脊灰野毒株和疫苗株鉴别检测。第一步为

筛查，平行进行肠道病毒通用型检测和脊灰病毒分

型检测；第二步为初步鉴别，对于第一步筛检出的脊

灰病毒阳性标本再进行野毒鉴别检测，以区分脊灰

野病毒和疫苗株。

新的检测流程在筛查阶段采用双靶点检测，与

标准方法相比，增加了一个检测靶点(肠道病毒通用

型)，有利于防止漏检，而且利用可分型的优点。将下

一步需要鉴别的检测范围缩小至脊灰I型阳性标

表2不同方法检测9例脊灰I型野病毒标本

注：UCIIAJGl为标准法；w为脊灰I型野毒株，V为脊灰l型疫菌株，{卅为75％<。CPE<100％，一为无cPE
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本，大幅减少工作量。本研究采用脊灰病毒疫苗株

和野毒株RNA X寸--者进行灵敏度比较，两种实时荧

光RT-PCR比标准方法敏感1。100倍。对于野病毒

的鉴别检测，标准方法不能分型，检出的脊灰病毒阳

性标本全部需要进行病毒分离和血清中和试验(时

间约l周)，分成单一血清型，再进行序列分析，才能

鉴别野毒株和疫苗株。如出现I型脊灰病毒野毒株

和疫苗株混合的情况(本次调查后，即给调查对象服

用疫苗，结果有3人可能同时排出野毒株和疫苗

株)，通过血清中和试验无法进一步区分单型的I型

野毒株和I型疫苗株，此时直接测序较为困难，新检

测流程采用实时荧光RT-PCR鉴别脊灰野毒株和疫

苗株，则有效避免了这一问题。本研究采用疫苗株

和野毒株RNA对这种方法与标准方法进行灵敏度

比较，前者比后者对I型脊灰的野病毒和疫苗株的

均敏感IO倍。

新检测流程灵敏度高，大幅缩短检测时间，提高

检测通量，适合脊灰疫情应急检测和大规模筛查，但

新流程并不能获得整个VPI区核酸片段，也不能鉴

别疫苗衍生脊灰病毒(VDPv)，因此应与标准方法结

合。当新流程方法筛查出脊灰病毒阳性者，再采用标

·729·

准方法结合序列分析，进行复核，不仅可确保检测结

果的准确性，同时还可发现脊灰病毒新的突变信息。
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全国传染病流行病学术研讨会暨第十一届全军流行病学
专业学术会议通知【第一轮)

·会讯·

为进一步加强全国传染病流行病学、全军流行病学专业学术交流，掌握流行病学国内外最新研究进展，推动流行病学学科

发展，“全国传染病流行病学术研讨会暨第十一届全军流行病学专业学术会议”拟于20 22年9月中旬在浙江省宁波市召开。会

议由全国流行病学专业委员会传染病流行病学组、军队流行病学专业委员会主办。军事医学科学院微生物流行病研究所、病原

微生物生物安全国家重点实验室、南京军区疾病预防控制中心、中国人民解放军第113医院、第二军医大学联合承办。具体事

宜通知如下：

一、会议内容：①流行病学研究最新进展；②新发突发传染病流行病学；③新发突发传染病的监测、实验室诊断、病原检测、

鉴定、预防及防护等；④新技术、新方法在漉行病学研究中的应用；⑤媒介生物控制及防治研究。

二、会议时间、地点：会议定于2012年9月中旬在宁波市召开，具体会议地点见第二轮会议通知。

三、会议征文：包括流行病学研究最新进展；新发突发传染病流行病学研究；新发突发传染病的监测、实验室诊断、病原检

测、鉴定、预防及防护等；新技术、新方法在流行病学研究中的应用；媒介生物控制及防治研究。会议热忱欢迎流行病学研究领

域的专家和从事相关丁作的人员踊跃投稿，积极参会交流。大会组委会将组织有关专家对征文进行评定。录用的优秀论文将

被推荐到《中华流行病学杂志》、《中国热带医学杂志》、《解放军预防医学杂志》等核心期刊发表。

四、征文要求：①未公开发表的论文或论文摘要(论文限5000字内．摘要限400字)。②论文以电子版Word文本提交，请在

文章中详细注明作者单位名称及通讯地址、邮政编码、手机号码和Email。③来稿请附单位论文投稿介绍信(扫描件以电子版

传送，同时邮寄原件)。④征文截止日期：2012年8月1日。

五、联系方式：联系人：刘玮、杨红通讯地址：北京市丰台区东大街20号五所四室(邮编：100071) 电话：010—66948442．

66948499．020 2—948442，948499(军)传真：0 20—63896082 Email：iiuxingbingyth@sohu．corn

全军流行病学专业委员会

病原微生物生物安全圆家重点实验室

 


