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　　［摘要］　目的　建立一种快速准确检测扎伊尔型埃博拉病毒（Ｚａｉｒｅｅｂｏｌａｖｉｒｕｓ，ＺＥＢＯＶ）的方法。
方法　以２０１４年西非新分离的３株ＺＥＢＯＶ全基因组参考序列及１９７６年从Ｍａｙｉｎｇａ分离的ＺＥＢＯＶ株
（ＮＣ＿００２５４９）为目标，基于Ｉｎｓｉｇｎｉａ系统算法与ＧｅｎＢａｎｋ中Ｎｔ库比对，求出ＺＥＢＯＶ特异性核酸标签序
列。设计引物、ＴａｑＭａｎ探针和优化反应条件，以１０倍系列稀释的阳性质粒做标准曲线，做准确性、重复
性实验。并以其余４个亚型的埃博拉病毒、马尔堡病毒、西尼罗河热病毒、东方马脑炎病毒、西方马脑炎
病毒等８种病毒对照及临床４８例患者复杂样本为对照做特异性检测。结果　选择比对得到的特异性
标签序列（ＫＪ６６０３４８，１１３３１－１１５１４）设计探针引物，标准曲线相关系数 ＞０．９９，灵敏度可达５×１０１拷
贝。准确性重复性实验结果批内变异系数（ＣＶ）为０．８８％～２．５０％、批间ＣＶ为１．７５％～３．３１％。８种
病毒及临床４８例患者复杂样本对照均为阴性。结论　ＺＥＢＯＶ核酸标签（ＫＪ６６０３４８，１１３３１－１１５１４）在
非编码区，在此基础上建立的荧光定量ＰＣＲ方法可特异性检测ＺＥＢＯＶ，且灵敏、重复性好。
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　　埃博拉病毒病是由埃博拉病毒（Ｅｂｏｌａｖｉｒｕｓ，
ＥＢＯＶ）感染引起的一种烈性传染病，主要以人和非人
类灵长类动物易感，致死率高达２５％ ～９０％［１－３］。临

床以发热及出血为主要特征，表现为急性起病、发热、

肌痛、出血、皮疹和以肝、肾为代表的多器官损伤［４］。

ＥＢＯＶ属于丝状病毒科（Ｆｉｌｏｖｉｒｉｄａｅ）埃博拉病毒属
（Ｅｂｏｌａｖｉｒｕｓ），有囊膜，为不分节段单链负股 ＲＮＡ。
ＥＢＯＶ基因组长约１９ｋｂ，含有７个基因，其排列顺序
为３′ＮＰＶＰ３５ＶＰ４０ＧＰ／ｓＧＰＶＰ３０ＶＰ２４Ｌ５′。ＥＢＯＶ
可分为５个亚型：扎伊尔埃博拉病毒（ＺａｉｒｅＥＢＯＶ）、
苏丹埃博拉病毒（ＳｕｄａｎＥＢＯＶ）、本迪布焦埃博拉病毒
（ＢｕｎｄｉｂｕｇｙｏＥＢＯＶ）、塔伊森林埃博拉病毒（ＴａｉＦｏｒｅｓｔ
ＥＢＯＶ）和雷斯顿埃博拉病毒（ＲｅｓｔｏｎＥＢＯＶ）［５］。其中
ＺＥＢＯＶ、ＳＥＢＯＶ和 ＢＥＢＯＶ对人具有致命性，又以
ＺＥＢＯＶ致死率最高［２］。ＥＢＯＶ实验室确诊手段常用
的方法有病毒分离培养，但存在盲目性且操作复杂敏

感度不高；ＩｇＧ捕获 ＥＬＩＳＡ和 ＩｇＭ捕获ＥＬＩＳＡ［６－７］，但
临床存在窗口期，不能在发病早期快速检出 ＥＢＯＶ；荧
光定量ＰＣＲ具有快速、敏感、定量的特点，但之前针对
ＥＢＯＶ的荧光定量 ＰＣＲ检测方法，大都针对 ＺＥＢＯＶ
和苏丹型ＥＢＯＶ糖蛋白设计通用探针引物［８－９］，无法

区分型特异性。因此，本研究通过比对运算求得

ＺＥＢＯＶ型特异性核酸序列，设计引物探针建立了敏
感、特异的ＺＥＢＯＶ荧光定量ＰＣＲ检测方法。

１　材料与方法

１．１　主要仪器与试剂
　　荧光定量 ＰＣＲ仪 （ＲｏｔｏｒＧｅｎｅＱ，德国 ＱＩＡＧＥＮ
公司）；荧光定量ＰＣＲ试剂购自宝生物（大连）工程有
限公司（ＴａＫａＲａＯｎｅＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＰＣＲＫｉｔ）；样
本核酸提取试剂购自德国 ＱＩＡＧＥＮ公司（ＱＩＡａｍｐ
ＶｉｒａｌＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ）。

１．２　阳性模板合成
　　从参考序列［１０］中截出特异性核酸序列（ＫＪ６６０３４８，
１１３３１－１１５１４）请英潍捷基（上海）有限公司合成目标
片段，构建质粒作为阳性模板。

１．３　引物与探针的设计、合成
　　通过ＧｅｎＢａｎｋ数据库，下载２０１４年从西非患者分
离的３株ＺＥＢＯＶ株（ＫＪ６６０３４８、ＫＪ６６０３４７、ＫＪ６６０３４６）［１０］

及 １９７６年 从 Ｍａｙｉｎｇａ分 离 的 ＺＥＢＯＶ 株 （ＮＣ＿
００２５４９），并以此为目标，依托中国科学院计算技术研
究所的 ＬａｍｂｄａＩＣＴ系统，运用 ＭＵＭｍｅｒ软件进行匹
配，再以匹配上的序列区段为基础，基于 Ｉｎｓｉｇｎｉａ算法
“同种求交”、“异种求并”，得到标签核酸序列，最后再

通过ＢＬＡＳＴ与 Ｎｔ库比较，筛选出最终的特异核酸标
签［１１］。从中选出一条序列（ＫＪ６６０３４８，１１３３１－１１５１４，
非编码区）交由英潍捷基（上海）有限公司设计合成

ＴａｑＭａｎ探针、引物，探针的 ５′端用荧光基团 ＶＩＣ标
记，３′端用淬灭基团ＴＡＭＲＡ标记（表１）。
１．４　标准曲线的制备
　　由英潍公司提取交付的阳性质粒浓度为
１０２．６ｎｇ／μＬ，根据合成序列的Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ含量计算出
其摩尔质量，乘以阿伏伽德罗常数６．０２×１０２３得到病
毒拷贝数，再用 ＤＥＰＣ水作１０倍系列稀释［１２］，得５×
１０７、５×１０６、５×１０５、５×１０４、５×１０３、５×１０２、５×１０１拷
贝／μＬ系列标准模板，采用优化好的条件进行扩增标
准模板，得到各自的Ｃｔ值。以Ｃｔ值为纵坐标，起始模
板浓度的对数为横坐标，制作扩增曲线和标准曲线。

１．５　准确性和重复性实验
　　取５×１０６、５×１０５、５×１０４拷贝／μＬ３个批次的质
粒标准品，同一批次下每个样本作３次重复，再在同一
反应条件下做３次重复实验，计算 Ｃｔ值批内、批间变
异系数（ＣＶ）。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物和探针序列

引物和探针 序列（５′→３′）　　　 长度（ｂｐ） ＧＣ（％） Ｔｍ值（℃）
正向引物　　 ＣＴＴＣＣＴＣＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴＣＴＴＡＡＣＣＴＡＣＴ ２８ ３６ ５８．４
反向引物　　 ＴＣＡＣＴＡＧＡＡＡＴＣＣＡＡＴＡＴＡＣＧＡＡＡＴＧＧＴ ２８ ３２ ５８．５
ＺＥＢＯＶ探针 ＶＩＣＴＧＡＡＡＣＣＴＡＡＣＡＣＡＣＡＴＧＡＣＣＴＧＣＧＧＧＴＡＭＡＲＡ ２７ ５２ ６９．２

２７４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．６　特异性检测
　　在相同条件下，以上海生工合成的本迪布焦
ＥＢＯＶ、科特迪瓦ＥＢＯＶ、莱斯顿ＥＢＯＶ、苏丹 ＥＢＯＶ、马
尔堡病毒、西尼罗河热病毒、东方马脑炎病毒、西方马

脑炎病毒相应区段非编码基因作对照，并随机选择本

院感染科、呼吸科、血液科、普外科等科室１９例住院患
者的痰液或粪便复杂样本 ＲＮＡ、重庆市公共卫生中心
住院患者１０例痰涂阳性痰液样本 ＤＮＡ、大学城１９例
不明原因发热患者咽拭子样本ＲＮＡ作为阴性对照。

２　结果

２．１　引物与探针浓度优化和扩增反应条件
　　用５×１０７、５×１０６拷贝／μＬ阳性质粒模板，优选引
物与探针的最佳浓度。结果表明，用０．２μｍ／μＬ的引
物和０．４μｍ／μＬ的探针对阳性质粒检测所获结果最
优。优化的荧光定量ＰＣＲ循环条件为：４２℃５ｍｉｎ；９５℃
１０ｓ；９５℃ ５ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环。
２．２　标准曲线的建立及荧光定量ＰＣＲ灵敏性
　　１０倍系列稀释阳性模板质粒进行扩增，建立扩增
曲线及标准曲线，标准品范围选５×１０７、５×１０６、５×
１０５、５×１０４、５×１０３、５×１０２、５×１０１拷贝／μＬ。结果显
示，阳性模板质粒拷贝数与相应 Ｃｔ值相关系数 Ｒ２＞
０．９９，该方法的灵敏性达到５×１０１拷贝（图１）。
２．３　荧光定量ＰＣＲ的准确性和重复性
　　批内重复实验：取５×１０６、５×１０５、５×１０４拷贝／μＬ
３个批次的标准样品，每份样品做３个重复。批间重
复实验：对上述３个批次标准样品，在同一反应条件下
进行３次独立的荧光定量ＰＣＲ检测。根据Ｃｔ算术平

均值计算ＣＶ，批内ＣＶ为０．８８％～２．５０％，批间ＣＶ为
１．７５％～３．３１％。见表２。
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Ａ：扩增曲线；Ｂ：标准曲线
图１　ＺＥＢＯＶ阳性质粒扩增曲线与标准曲线

２．４　荧光定量ＰＣＲ的特异性
　　以合成的本迪布焦 ＥＢＯＶ、科特迪瓦 ＥＢＯＶ、莱斯
顿ＥＢＯＶ、苏丹 ＥＢＯＶ、马尔堡病毒、西尼罗河热病毒、
东方马脑炎病毒、西方马脑炎病毒相应非编码区段重

组质粒，及临床 ４８例标本进行荧光定量 ＰＣＲ检测。
以浓度为５×１０７、５×１０６拷贝／μＬ的质粒为阳性对照，
再设阴性对照。结果见图２，除ＺＥＢＯＶ阳性质粒有荧
光响应起跳外，其余均无荧光起跳为阴性。

表２　批内与批间重复性实验

批内重复实验 批间重复实验
样本

Ｃｔ值 Ｃｔ值
ＣＶ（％） ＣＶ（％）

１ ２ ３ 珋ｘ±ｓ １ ２ ３ 珋ｘ±ｓ

５×１０６ ２１．８４ ２１．９４ ２０．９６ ２１．５８±０．５４ ２．５０ ２１．４５ ２１．７９ ２１．００ ２１．４１±０．４０ １．８５

５×１０５ ２６．６９ ２６．７５ ２６．２６ ２６．５７±０．２７ １．０１ ２５．８５ ２５．８８ ２４．４１ ２５．３８±０．８４ ３．３１

５×１０４ ３０．０５ ２９．５５ ２９．６６ ２９．７５±０．２６ ０．８８ ３０．２７ ３０．７９ ２９．７３ ３０．２６±０．５３ １．７５
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图２　８种相似病毒及４８例临床样本对照特异性扩增曲线
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３　讨论

　　以往的ＥＢＯＶ核酸检测，大多针对保守糖蛋白或
核蛋白作为靶向目标设计探针引物，且方法多为在

ＧｅｎＢａｎｋ上下载多条序列，进而设计通用引物和探
针［１３－１５］。而本研究通过以２０１４年从西非患者分离的
３株ＺＥＢＯＶ株及１９７６年从Ｍａｙｉｎｇａ分离的ＺＥＢＯＶ株
全序列为目标，依托中国科学院计算技术研究所超级

计算平台，运用相应软件采用同种求交异种求并的方

法，得到特异性标签核酸序列［１１］。最后选出一条非编

码区序列设计成探针引物进行验证，探求一条创新路

径。本研究对阳性质粒７个稀释度样品进行扩增，结
果显示，起始浓度与 Ｃｔ值之间具有良好的线性关系，
标准曲线相关系数＞０．９９，表明阳性样品稀释准确且
体系稳定高效。特异性检测中，４８份临床标本及合成
的８种病毒相关序列，仅阳性质粒样品为阳性，表明该
探针特异性好。且本方法检测下限达到５×１０１拷贝，
具有良好的灵敏性。

　　综上，本研究采用 Ｉｎｓｉｇｎｉａ算法比对出核酸标签
序列特异性强，设计 ＴａｑＭａｎ探针和引物建立的荧光
定量ＰＣＲ方法，灵敏度高、稳定性好，为 ＺＥＢＯＶ的快
速定性诊断提供了一种新方法，为 ＥＢＯＶ病快速临床
分子诊断研究提供了一种新的核酸探针区段选择思路。
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ＭｅｄＶｉｒｏｌ，２０００，６０（４）：４６３－４６７．

［１４］ＹａｎｇＺＹ，ＤｕｃｋｅｒｓＨＪ，ＳｕｌｌｉｖａｎＮＪ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅＥｂｏｌａｖｉｒｕｓｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｔｈｅｍａｉｎｖｉｒａｌｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ
ｏｆｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０００，
６（８）：８８６－８８９．

［１５］贾佳，康晓平，李裕昌，等．扎伊尔型、苏丹型埃博拉病
毒ＴａｑＭａｎ探针实时定量ＰＣＲ核酸检测方法的建立［Ｊ］．
国际药学研究杂志，２０１５，４２（１）：８０－８４．ＤＯＩ：１０．
１３２２０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｊｉｐｒ．２０１５．０１．０１２

（收稿：２０１６０２１８；修回：２０１６０３１９）

（编辑　邓强庭）
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