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随善分子争物学技术的快速发浸。体外核酸扩增技术己

逐步应用于科研和临床。最近几年才兴起的核酸序列依赖性

扩增法(Nul ei c and sequeme h鹊ed ampl i pi cai n，NAsBA) 同传
统的实 验方法援 毙有灵敏缝 毫，特舁 性强，快速 ，亮邋糍 等拢

点，雨僚受中外学者的青睬。本文裁NASBA方法终一综述。

1 NASBA概述

NASBA目旷核酸序歹| j 依赖性扩增”。楚在PcR基础_f二发展

起来的 一种新的 扩增技术。 该技术首 先在1990年 由Gual el l i 提

出I”。1991年，comp阳n J对此进行了详细的描述f “。与普通PCR

不圈豹爱瓣AsB矗是枣 一对孳|耪 雩|导躲， 连续均一静体终特异

性核昔酸序列等溢扩增的酶促反应。NAsBA最适合予单链

RNA的扩增、检测及测序13l 。目前NAsBA作为一种诊断方法已

广泛应用予临床。

2 NASBA的扩增反应原理

该反应有赖于禽源成髓细胞瘸逆转录酶(A娟蝴

myel oblas拓蟮 i s Vi n王s reve惜e妇nse基p| s，A懿V—R霹、嚣Nase珏程
r17 RNA聚合酶，在3种酶的共同作用下，以单链RNA为模板

进行核替酸序列的扩增( 4】。

NASBA反应体系中除含有上述3种酶外，还含有弼种特殊

酶弓| 物，1)挂攀P《篪氧棱糖穰营酸)，N零疆狻糖棱嚣酸{秘缓i 孛

液，弓 I物l 3’末端与靶序列互补，5’端禽17RNA多聚酶的启

动子， 这一引物 是用于合成cDNA的。 引物Ⅱ的碱 基序列与cD—

NA的5’宋端互补四。

尽管瓣As嚣矗是一 个涟续的反 应遥耩，毽 是秀了更好 酶接

述，通常NASBA被分为毒E循环相和循环襁两个时褶。经过非

循环相，产生双链DNA，它含有17 RNA聚合酶的识别序列，

并且作为循环相的模板进行RNA的指数扩增。NAsBA的最终

反应产物为单链嚣NA瓣。
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3 NASBA的信号检测方法

3．1 定量NASBA

N矗sBA的 孛孥患使褥它 特舅l遴 合子分辑嘉遴 量样本，著是

究全自动纯。僵嫩扩增之后的产物分析却是一个费时费力的

丫作，早期采用琼脂糖凝胶电泳，印记技术或阉相杂交法，随

翩AsBA{佥测 拱椭了改进 ，出现了电 化学发兆止 趸应( Ekdr ochem
i l 娃mi neseenee，EcL)，酶联凝驳分粝( E船yme—l i nRe鬈el a渤y，
E撼A)等方法。

目前使用最多的定量检测NASBA产物的方法为EcI ．法。

该方法需要两个与NAsBA产物赢补的寡核许酸探针，分别是

捕获探拿}秘检测撵锌，接获掇针3’，端携带链霉亲穗素包被

的顺性磁珠，检淤獠搴}5’，末端标；芒有鞑G(翔s ami n椭或h黼e

l - I l t heni um)。 扩增反应完成后，产物加入含有捕 获探针和检测

探针的杂交溶液中。在温育过J莆．磁珠被仪器的磁体吸附到

电极表萄，因此撇G也被吸附到电极表面，对电极施以一定
静羝毫匿，钌金簇离子发生舞期健酶氧纯还琢反应，绫覆产

生光子，EcL阅读器将检测到的光能量转换成数字输出，光

能量和扩增反应产生的RNA扩增子总昔成比例对应17J。

另外，ELGA法也被用来梭测NAsBA产物。它是一种快

速、j≥放射连酶磁5’溃标{王辣穰过氧纯耪酶f瓣鬏秘的释特舅懿

凑聚核苷酸探针 “在溶液中”杂交的分析方法。杂 交反应后，过

剩的未杂交ELGA探针通过垂感凝胶电泳从杂交产物中析出，

聚丙烯酰胺凝胶经与针对HRP的底物液孵育腐湿色问。

3。2 实跨定量瓣焱S转A

上述方法怒：窿扩增之后进行 检测，与扩增阶段不同步，需

耍对扩增后的样品进行处理，增加了携带污染，对高通鼍也

产生一定的负丽影响。随着寅时荧光定量PCR的出现，Taq一

瑚黼检测技术的}| {瑷，实爵荧必定量检测方法逐潺应用翱

NASBA，从丽 产燕了实时定量NAsBA。实时定麓NAsBA是一

种结合NAsBA扩增技术和实时分子灯塔( Mol ecul ar beacon$)

检测技术的方法嗍。分子灯塔憨具有“发夹”样结构的单链寡

核跨酸探铮，一般为含20～30个核萤羧，繇状郝与基标链形

成耪异的互卒} 缨合。茎部的2条 核瞢酸链互补，形成双链分子。

蓥部的末端分别与 荧光素(5’端) 和淬火物质(3’端) 结合，茎部

的双链互补结构使末端的荧光豢和淬火物质紧靠在一起，因

荧光素共振能量转移终异j 丽婕荧光被吸收，这样荧光素就不

麓发蹩。鼍分子灯浯的环状郝分与舀标链将簿性结合时，所

形成的杂交分子比茎部双链结构更稳定，使得茎部双链分子
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分离，也就使荧光素和淬火物质相分离，通过自发构型重组

作用，在室温下就町使荧光素发光得以恢复。通过荧光仪或

合适配置的湿微镜可观察到。“分子灯塔”技术需低温反应，

而NAsBA技术最佳反应温度为41℃，闵此，两项技术结合可

形成适宜搭配，达到完美的匹配。该检测方法与其他方法相

比，具有相同的特异性和敏感性，与RNA扩增阶段同步。操作

简单且省时，减少了携带污染，特别适合于分析高通量样本。
3．3 多重实时定 量NASBA

在实时定量NAsBA的基础上，多重实时定量NAsBA也在

流行病学和疫苗研究领域得到应用。de Baar MP将不同的荧

光基团标记在HI V一1不同亚型的分子信标上，进行多重实时

定量NASBA反应，从而达到在同一个反应就能柃测不同的亚

型I m。LDens K也用多重实时定量NAsRAi 司时检测肺炎支原

体，肺炎衣原体和军团卡F菌川。由于多重实时定量NAsBA的

敏感性相对较低，从而限制了它在临床方面的应用。

4 NASBA的优点和不足

NAsBA用于检测具有以下的一些优点：①简单性和快速

性：NAsBA反应在41℃进行，经过1．5h的孵育，NAsBA将模板

RNA扩增到1012f静12l。②敏感性和特异性强。shi pi t syna E分别

用NAsBA和培养方法同时 检测有症状病人 尿液的淋病奈瑟

菌，两种方法的特异性均为100％，对女性病人来说，NAsBA

和培养方法 的敏感性分别为90．9％和31．8％，而对男 性病人来

说，两种方法的敏感性分别为100％和50彬w。③适用于检测样

品的范围广：由于NAsBA技术的反转录过程被直接合并剑扩

增反应中，因此NAsBA最适合分析RNA样品。④安全眭：与
PCR的产 物DNA分子不同，RNA分子不易对 实验仪器和环境

造成污染，避免了产物交叉污染实验仪器、操作环境导致的

假阳性结果。

NAsBA方法也有一些缺点。如在进行NAsBA时很多冈素

使结果出现假阳性或假阴性结果。基质相关的抑制剂能影响

目的基因的扩增从而f i j 现假阴性结果，相反的，基质相关的

某些成分出现非特异性扩增，从而出现假阳性结果。当目的

基因水平很低时，上述现象更容易出珊“l 。

5 NASBA的应用

由于NAsBA方法有上述诸多优点，该技术在科研和临床

方面得到了越来越多的应用。NASBA方法对科研，临床诊断、

治疗和预后都起到了重要作用。到目前为止已成功应用于病

毒、细菌、支原体、衣原体、霉菌、寄生虫和细胞冈子等的检

测。Taur i ai nen S通过NASBA方法扩增肠道病毒、胰岛素、G

蛋白和f 扰素的RNA，作为RT—PcR的阳性对照Ⅱ毛van der Mei —

de WF通过检测药物治疗前后6周皮肤利什曼病人利什 曼原

虫的载量，从 而判断药物疗效和临床预 后| 16J。wat D对囊性纤

维化病呼吸道症状加系病人进行实时定量NASBA，从而检测

出了低载量的呼吸道病毒，如流感病毒A、流感病毒B、鼻病

毒等，从而对临床诊断和抗病毒和抗生素的及时应用起到了

极大作用。

总之，NAsBA作为一种定性，定鼍检测RNA的方法，操作

简便，自动 化水平高，敏感性高。 特异性强，快速，高 通量，弥

补了PcR技术的很多缺点。该技术已成功应用于病毒、细菌、

霉菌、寄生虫和细胞因子等的检测，而且它的应用范嗣也越

来越广。因此，NAsBA技术是核酸扩增技术的重大改进，它将

会有更好的应 用前景。
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