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流感病毒$
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&属于正黏病毒科#根据病毒内

部蛋白抗原性的不同分为甲$
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&+乙$
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&三型,根据病

毒表面结构蛋白血凝素$
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&和神经氨酸酶$
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&抗原性的不

同#又将
3

型流感分为不同的血清亚型#已发现有
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种
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亚型$
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,检测流感病

毒的方法主要有!病毒分离培养+血清学诊断+抗原检测+核酸

检测,病毒分离培养和血清学诊断耗时#敏感性差%抗原检测

结果的特异性受抗体纯度影响较大#需要多个实验室相互佐

证#限制了其在临床上的应用,随着分子生物学的飞速发展#

分子技术被应用于流感病毒的检测中,本文就分子技术在诊

断流感病毒中的应用综述如下,
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是将
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的逆转录$
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的聚合酶链反应$
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&相结合的技

术,针对不同目的采用不同的
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技术来设计不同的引物,

如果鉴别流感病毒的型别#扩增片段常常是具有高度保守序列

的核蛋白和
Q

蛋白%如果鉴定某型流感病毒的亚型#则针对编

码表面抗原基因的保守序列设计引物)
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*报道了

使用一个可降解的引物在一次
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反应中#对
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型流感病的
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基因进行全长扩增,对扩增的
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个基因

进行琼脂糖凝胶电泳#并将各个条带从凝胶中提取出来以进行

测序#特异性为
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根据对
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的研究发现#各亚型病毒
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蛋白裂解位点

的氨基酸组成不同,高致病性病毒的
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裂解位点含有
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或
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个碱性氨基酸#而高致病性病毒的
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裂解位点至少由
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碱性氨基酸组成)
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,据此#
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*针对编码高致病性禽流感
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血凝素蛋白基因的蛋白酶裂解位点设计引物#来检测高致

病性禽流感
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,产物由测序法来分析,其灵敏度是泛血凝

素
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法的
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' 倍#达到
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# 基因拷贝,此实验设

计的引物#只对高致病性禽流感
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进行扩增#不扩增低致病

性禽流感病毒
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#显示极高的特异性,
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用于多

型病毒的分型检测或同时检测几种病毒#是在
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基础

上实现单管多检的相对快速和经济的检测方法)
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亚型的基因

序列保守区域设计特异性引物#利用多重
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技术建立

的检测方法,该方法在一次性检测出
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型流感病毒保守区

域基因的同时#直接区分
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亚型,一

次实验即可检测出流感病毒及其亚型#可节省时间+降低实验

成本,
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检测流感病毒以
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是一个快速+敏感且经济有效的诊断和识别流感病毒亚型的方

法,
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引物与模板的配对#增加了可靠性#使

检测的亚型范围进一步扩展)
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,半巢式
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是在第
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轮扩增

时#设计单条引物#另一条引物与第
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轮扩增共用#效果也优于

单次扩增,
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*用半巢式
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扩增逆转录产物#与

单轮
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进行比较#半巢式
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的灵敏度在检测甲

型流感病毒时是单轮
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的
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倍#在检测乙型流感病毒

时是单轮
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的
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存在上述优点#但还存

在繁琐+费时+费用高和易污染的缺点,
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个
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进程#最后通过标准曲线或公式法对流感病毒的
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模板进行定性和定量分析,实时技术在同一个管内进行扩增

和检测#是分子诊断方法明显的改善,此种定量使用荧光色
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也被广泛应用于流感病毒的检测,在

同一个反应体系中存在一对以上的引物和探针#对不同型别的

流感病毒设计引物和探针#还可以对亚型设计引物和探针#进

一步分型,使用不同的发射波长相差较大的荧光染料基团标

记探针,
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型流感病毒,此种方法对甲型和乙型流感病毒有较高

的敏感性和特异性#与其他呼吸道病毒及其他亚型病毒无交叉

反应,

荧光定量
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技术利用了
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技术对
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的高效扩
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点#在实验室诊断中得到了很好的应用,与其他检测方法相

比#实时
-M!+,-

具有明显的优势,首先#此种方法快速#对

+,-

产物进行实时监控#
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结束即可获得结果#省却了电泳

和染色#避免了产物被污染,逆转录和扩增反应以及检测结

果#整个过程只需
#@

左右,其次#此种方法灵敏度高#由于采

用了特异性的荧光探针和高灵敏度的荧光
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仪#使该方法

比传统的
+,-

方法灵敏度高
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倍%特异性高#由于

不仅采用了特异性的引物#而且采用了特异性的探针#使该方

法的特异性高于传统
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方法#大大杜绝了非特异性扩增造

成的假阳性结果)
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测序法

-M!+,-

以及实时
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无法获得病毒基因的序列信

息#另外在检测出病毒的型别而无法进一步分型时#可以对

-M!+,-

的产物进行测序#对病毒进行鉴定+亚型判断以及致

病性分析)
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,当无法获得具体的流感病毒的检测方法时#可

以把测序作为一个临时的检测方法,另外#当一个新的亚型病

毒出现的时候#用测序可以检测新的病毒亚型#并且可以作为

其他方法的确证实验)
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非
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逆转录
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环介导等温扩增法$
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引物

的设计主要是针对靶基因的
(

个不同的区域设计
)

种引物#具

有很高的敏感性和特异性,有报道用此方法检测甲
$

型流感

病毒#敏感度可达
'%'"M,̂.&'

"反应#与流感病毒其他亚型和

呼吸道的其他病毒无交叉反应#特异性高)
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,但大多用电泳

观察结果#操作中应注意避免由污染而产生的假阳性,
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依赖核酸序列的扩增$

234R3

&

!

该技术使用
$

种酶$逆

转录酶+

-23

酶
a

和
M*-23

聚合酶&以及两条特别设计的

引物#上游引物
&W

末端含有噬菌体
M*-23

聚合酶的启动子

序列#下游引物的
&W

末端含有与标记的电化学发光检测探针

互补的序列,适用于以
-23

为模板的扩增#是一种持续等温

的核酸扩增技术#具有灵敏度高+特异性强+操作简单等特点,

可以减少人为造成的误差#而且是一种高通量的方法,扩增产

物为
-23

分子#不宜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)
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基因芯片技术

基因芯片与经典的核酸杂交原理一致,针对病毒基因组

序列的保守区域#设计特异性检测探针#制备病毒检测芯片%利

用限制性显示技术标记样品中的病毒靶序列#将标记产物与芯

片进行杂交+清洗+扫描及结果分析,可用于多种病毒及其亚

型的早期检测#而且其敏感性可以与实时
-M!+,-

相提并论,

此方法高通量+高灵敏度#特别适合于流感病毒基因和宿主多

态性的特点#用于病毒型别及亚型的检测)
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*

,然而芯片杂交

技术仍有无法克服保守同源序列及重复序列对杂交信息干扰

的缺点,
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展
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综上所述#多重荧光
-M!+,-

因其快速+灵敏+特异的优

点#值得在流感病毒的快速诊断方面推广应用,随着以分子技

术为基础的流感病毒检测方法和类型的显著增长#使得快速确

证性诊断成为可能#特别在流感大暴发时为流感病毒的预防控

制提供了可靠的技术支持,对于流感病毒而言#早诊断和早发

现是控制其流行和进行有效治疗的前提,因此#快速+特异+敏

感+经济的诊断试剂仍然是流感病毒检测研究的发展方向,
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组成眼睛的每个部分都很重要#但聚焦功能主要依靠角膜

实现#角膜在视觉信息的获得中发挥重要作用,圆锥角膜是一

种因结构或组成成分异常造成角膜比较薄弱的疾病,眼内压

将薄弱的角膜顶起变形#由正常的类似弧形成为圆锥形#造成

光学相差#出现视物变形症状,本文拟将近年来关于圆锥角膜

的治疗进展简要综述如下,

$

!

角膜接触镜

早期的圆锥角膜可以通过佩戴框架眼镜矫正#但到了晚

期#由于角膜已经严重变形#不规则散光就只能靠佩戴角膜接

触镜进行矫正,角膜接触镜可为严重变形的角膜提供一个正

常的屈光面#从而有效矫正不规则散光,该方法是治疗轻中度

圆锥角膜最简易的途径#在所有的治疗方法中占到了至少

7'6

的比例)

"

*

,角膜接触镜使用的类型主要取决于疾病的严

重程度,早期阶段软性角膜接触镜完全可以到达矫正的效果#

到了晚期#角膜的生物机械性降低#硬性透气性角膜接触镜则

可提供非常好的机械支撑功能,混合型角膜接触镜是一种中

间硬+边缘软的型号#且能像软接触镜一样舒适#因此是较常用

的类型)

#!$

*

,虽然角膜接触镜治疗圆锥角膜的优点不胜枚举#

但也有一些并发症,如角膜变形的时间过长#使晶状体维持较

好视力的时间受限%润滑不充分#角膜上皮擦伤#引起眼部不适

感#并出现视物变形)

)

*

,进一步完善角膜接触镜设计#有望减

少此类并发症的发生,

/

!

角膜环植入术

角膜环植入术是另一种圆锥角膜的治疗方法#美国食品药

品监督管理局于
#'')

年正式批准)

&

*

,这种手术是在角膜周边

部做两个放射状
#

"

$

深度的切口#将两片环状片段植入角膜基

质层内#对角膜塑形,该术式可降低圆锥角膜的陡峭程度#而

使角膜可以适应角膜接触镜的佩戴)

(

*

,由于操作精细程度的

提高和能量可控性的改进#飞秒激光在角膜环植入术中成为一

种非常有用的工具#并明显降低了术后并发症的发生,多数情

况下#角膜环植入术都能有效矫正早+中期圆锥角膜#并对不能

佩戴角膜接触镜#而需要进行角膜移植的患者#可提供另外一

种选择,最关键在于它保持了角膜中央的透明,但随着疾病

的加重#角膜环植入术也不能矫正圆锥角膜#而不得不进行角

膜移植,

'

!

角膜移植

角膜移植亦称为全层角膜移植术$

G

<B<C5=CAB

F

_<5=C8

G

9=>!

C

:

&#是严重圆锥角膜和角膜中央瘢痕的标准治疗方法,角膜

移植治疗圆锥角膜可取得非常好的效果#手术成功率高达

7&6

以上)

*!1

*

#并且随着设备的改进#如飞秒激光的使用#还有

望进一步提高,常见的并发症主要有移植排斥#眼内组织如虹

膜+晶状体的损伤#术后散光#术后再次出现圆锥角膜)

7

*

,近年

来#由于治疗技术的改进#这些并发症明显减少,但术后患者

仍需佩戴角膜接触镜#以矫正残留的近视和散光,

1

!

深层角膜板层移植术

如果患者的角膜内层组织健康#如内皮层和后弹力层#往

往采用深层角膜板层移植术治疗圆锥角膜)

"'

*

,与全层角膜移

植术不同#仅角膜的外层即上皮层和基质层被移植替代#而后

弹力层和内皮细胞层仍完全保留,这种术式有利于减少移植

术后并发症的发生,但该术式手术时间长#在上皮层和基质层

的去除过程中#尽量减少对后弹力层的损伤而使手术难度加

大#移植界面瘢痕化的形成也容易造成患者术后视力的低

下)

""

*

,

2

!

核黄素促进角膜胶原交联

目前认为#圆锥角膜硬度下降是因为基质层胶原纤维组成

的网状结构交联下降引起)

"

*

,核黄素的使用可促进角膜胶原

交联增加#而减缓甚至阻止圆锥角膜的发展)

"#!"$

*

,通过使用

光敏剂核黄素并紫外线照射
$';AB

可增加胶原交联,当核黄

素被活化#可产生氧自由基#通过光聚合作用#增加胶原纤维的

交联#而使得角膜硬度恢复,胶原纤维的交联仅局限于

#&'

#

;

以内角膜深度#这主要是由于核黄素对紫外线射线的

快速吸收所造成)

")

*

,这种局限性反而增加了该治疗方式的优

越性#因为其更有利于保护角膜内皮细胞和深层眼内结构#如

晶状体及视网膜免受紫外线损伤,但治疗中为了防止核黄素

在角膜上皮层中的扩散而降低治疗效果#往往需要去除角膜上

皮#这使得患者术后
"

周内视物模糊和疼痛都无法避免,
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