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［摘　 要］ 　 尼帕病毒（Ｎｉｐａｈ ｖｉｒｕｓ， ＮｉＶ）是一种人畜共患的高致病性病毒，人感染 ＮｉＶ 后，死亡率接

近 ４０％ ；猪作为中间宿主，感染 ＮｉＶ 后具有高发病率和高死亡率特点。 近年来，ＮｉＶ 疫情在我国相

邻的多个东南亚国家频繁出现，预示该病传入我国风险日益增高。 通过介绍近年来 ＮｉＶ 在血清学

诊断和分子学诊断技术方面的研究进展，包括临床常用的传统技术以及重组蛋白 ＥＬＩＳＡ、Ｌｕｍｉｎｅｘ、
二代测序等新兴诊断方法，为临床样本中 ＮｉＶ 的鉴定和监测方法更新换代提供参考，对监测 ＮｉＶ 从

国外的传入情况、防控猪群 ＮｉＶ 疫情发生以及守护公共卫生安全具有重大意义。
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　 　 尼帕病毒（Ｎｉｐａｈ ｖｉｒｕｓ， ＮｉＶ）是副粘病毒科亨

德拉尼帕病毒属的一种人畜共患的高致病性病

毒［１ － ２］。 为单股负链不分节段 ＲＮＡ 病毒，病毒呈

圆形或多形性，由囊膜和核衣壳组成［３］。 ＮｉＶ 基因

组全长约 １８． ２ ｋｂ，包含 ６ 个编码基因，分别编码融

合糖蛋白（Ｆ）、附着糖蛋白（Ｇ）、基质蛋白（Ｍ）、核
衣壳蛋白（Ｎ）、长聚合酶（Ｌ）、磷酸蛋白（Ｐ）等 ９ 种

蛋白［４］。 ＮｉＶ 的自然宿主是果蝠，猪作为重要的中

间宿主，被携带 ＮｉＶ 的果蝠或其污染物感染后，从
而再将 ＮｉＶ 直接或间接传染给人类或狗、猫、马、羊
等其他易感动物［５］。 因此，猪在 ＮｉＶ 的传播过程中

具有重要意义。
ＮｉＶ 自 １９９９ 年首次在马来西亚被发现后，主

要在东南亚和南亚地区流行［６］。 人感染 ＮｉＶ 后，主
要表现为脑炎症状，死亡率接近 ４０％ ；猪群中爆发

ＮｉＶ 疫情后，猪群感染率接近 １００％ ，发病率因年龄

而异，仔猪病死率可达 ４０％ ，症状主要表现为肺炎，
部分发生中枢神经系统病变［７ － ８］。 以往的研究中在

猪的上皮细胞中检测到 ＮｉＶ 抗原，证明 ＮｉＶ 可能在

上皮细胞（如口鼻、上呼吸道和下呼吸道）复制［８］。
除了上皮组织，还在猪体内检测到低水平的病毒血

症［９］，可以从人和猪的脑脊液中分离出病毒［８］。 小

血管和淋巴血管内皮细胞是 ＮｉＶ 易感宿主的主要

病毒靶点，血管系统的感染可通过血管外扩散导致

ＮｉＶ 侵染多个器官，例如脑、肺或脾脏［１０］。 除了血

管系统外，淋巴系统也是 ＮｉＶ 感染的重要靶点，人、
猪和猫的淋巴结、脾脏和胸腺中均可以检测到 ＮｉＶ
抗原，出现淋巴样坏死和衰竭［１１］。 同时，大脑也是

主要的靶器官，除了在血管末端及周围平滑肌中检

测到 ＮｉＶ 抗原，还有多种类型的脑细胞被感染，包
括脉络膜神经丛的神经元、胶质细胞、室管膜细胞、
上皮细胞等；肺部是人类和猪的重要靶标，在心脏、
肾脏、肝脏、子宫和胎盘中也检测到 ＮｉＶ 病毒［８］。

通过临床症状，难以鉴别 ＮｉＶ 与猪群中长期存

在的呼吸道症状为主要表征的病毒。 虽然目前我

国人群及猪群中暂未发现 ＮｉＶ 感染病例，但我国与

ＮｉＶ 主要流行国家经济贸易往来密切，并且已在我

国蝙蝠体内也检测到 ＮｉＶ 抗体，所以我国存在 ＮｉＶ

流行的潜在风险［１２］。 ＮｉＶ 的高发病率和高死亡率，
对养殖业和公共卫生安全构成了重大威胁。 目前，
尚无 ＮｉＶ 特异性治疗药物和疫苗［１３］，因此通过实

验室诊断技术持续监测 ＮｉＶ 疫情对防控该病的爆

发至关重要。
ＮｉＶ 的实验室诊断方法主要分为血清学诊断方

法和分子学诊断方法。 传统的血清学诊断方法主要

包括酶联免疫吸附测定（ ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏ －
ｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）和血清中和试验［１４］。 分子学诊

断方法主要包括一系列针对病毒核酸的检测方法，
主要包括聚合酶链反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）方法和核酸测序方法。 本综述阐述了近年来

在 ＮｉＶ 诊断技术方面的研究进展，并讨论了新兴诊

断技术相较于传统诊断技术的进步之处，为临床样

本中 ＮｉＶ 的鉴定和监测方法的更新换代提供参考，
对监测 ＮｉＶ 从国外的输入情况、防控猪群 ＮｉＶ 疫情

发生以及守护公共卫生安全具有重大意义。
１　 血清学诊断方法

ＮｉＶ 血清学传统诊断方法主要包括 ＥＬＩＳＡ 和

血清中和试验，常用靶标为 ＮｉＶ 的 Ｆ 蛋白、Ｇ 蛋白

和 Ｎ 蛋白。 其中，血清中和试验需要在生物安全四

级实验室中进行，是 ＮｉＶ 实验室诊断的“黄金”标

准；ＥＬＩＳＡ 是一种安全性好、敏感性高、特异性强和

经济实惠的诊断工具，可用于临床样本的大规模流

行病学调查和持续监测［１５］。 目前，检测 ＮｉＶ 常用

ＥＬＩＳＡ 方法包括捕获 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩｇＭ 抗体和间接

ＥＬＩＳＡ 检测 ＩｇＧ 抗体［１６］。 以往研究表明，第一代间

接 ＥＬＩＳＡ 结果存在非特异性反应，须由在生物安全

四级实验室中操作的血清中和试验进一步确定

ＥＬＩＳＡ 结果，使 ＮｉＶ 阳性样本的筛选不具有普适

性［１７］。 因此，开发和评价用于筛查 ＮｉＶ 疑似病例

的 ＥＬＩＳＡ 新方法，有助于监测猪群 ＮｉＶ 疫情以及制

定公共卫生预防措施。 随着诊断技术的发展和进

步，近些年来逐渐研发出更多适用于 ＮｉＶ 疫情监测

的新方法，对于新技术的开发使现有的血清学分析

得以改进，主要包括以下技术：
１． １　 基于重组蛋白的 ＥＬＩＳＡ 鉴别方法　 由于 ＮｉＶ
具有高度危险性，利用重组蛋白代替全病毒作为
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ＥＬＩＳＡ 检测抗原，可适用于临床样本的流行病学调

查。 ＮｉＶ 的 Ｇ 蛋白和 Ｎ 蛋白可以用于建立 ＮｉＶ 间

接 ＥＬＩＳＡ 检测方法，进行阳性血清的筛选以及 ＮｉＶ
与亨德拉病毒 （Ｈｅｎｄｒａ Ｖｉｒｕｓ，ＨｅＶ） 的鉴别诊断。
使用不同的表达系统表达 ＨｅＶ 和 ＮｉＶ 截短形式的

Ｇ 蛋白以及 ＮｉＶ 的全长 Ｎ 蛋白，以这些重组蛋白为

基础，采用 ＥＬＩＳＡ 检测猪血清中 ＨｅＶ 或 ＮｉＶ 特异

性抗体［１８］，以达到鉴定 ＮＩＶ 或 ＨｅＶ 目的。 因为

ＨｅＶ 和 ＮｉＶ 的交叉反应性，可以通过使用基于全长

Ｎ 蛋白的 ＥＬＩＳＡ 对血清进行初筛，然后再用基于截

短 Ｇ 蛋白的 ＥＬＩＳＡ 区分 ＨｅＶ 和 ＮｉＶ 感染。 但是

ＨｅＶ 和 ＮｉＶ 均属亨德拉尼帕病毒属，抗原之间密切

相关，为了排除交叉反应与假阳性现象，仍需进行

血清中和试验才能确认为 ＮｉＶ 阳性。
１． ２ 基于 ＮｉＶ － ｇ 蛋白多克隆抗体的抗原捕获夹心

ＥＬＩＳＡ　 采用基于 ＮｉＶ － ｇ 蛋白多克隆抗体的抗原

捕获夹心 ＥＬＩＳＡ 方法，可以用于检测咽拭子、鼻拭

子、脑脊液、尿液和血液中的 ＮｉＶ 感染。 经研究表

明，该方法能够更快速地诊断常规 ＰＣＲ 方法无法

检测到的新型 ＮｉＶ［１９］。 虽然 ＰＣＲ 是诊断 ＮｉＶ 感染

最敏感的技术，但当病毒变异后，可能会造成 ＰＣＲ
鉴定方法失效。 因此，这种基于 ＮｉＶ － ｇ 蛋白多克

隆抗体的抗原捕获夹心 ＥＬＩＳＡ 方法可以在血清学

层面鉴定到新型 ＮｉＶ 感染，补充传统血清学方法和

ＰＣＲ 方法在检测过程中可能遗漏的阳性病例。
１． ３　 Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定抗体法 　 血清学诊断方法除了

传统的 ＥＬＩＳＡ 和血清中和试验诊断方法，还有一种

Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定法已开发用于 ＮｉＶ 的血清学检测，包
括设计用于抗体检测和鉴别的 Ｌｕｍｉｎｅｘ 结合测定

法，以及设计用于病毒中和的 Ｌｕｍｉｎｅｘ 阻断测定

法［２０］。 该技术通过在不同荧光编码的微球上进行

抗原 －抗体结合反应，运用激光分别检测微球编码

和报告荧光来达到定性和定量的目的，一个反应孔

内可以完成多种不同的生物学反应，可同时检测上

百种生物靶标，并且在数小时内完成检测。 通过对

临床样本的筛选结果进行比较，结合测定法和阻断

测定法可以替代传统的 ＥＬＩＳＡ 和血清中和试

验［１７］。 因此，Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定法是一种快速、灵敏、特

异的检测临床样本血清中 ＮｉＶ 的有效替代方法。
并且该方法不需要在活细胞上培养病毒，无需在生

物安全四级实验室中进行，适用于临床疾病诊断和

流行病学监测可能需要的大批量操作条件［７］。
ＥＬＩＳＡ 可以用来准确测定大批量生物样品，但

传统 ＥＬＩＳＡ 只能分析一个目标分子，不具备同时分

析多种目标分子的能力。 在 ＥＬＩＳＡ 基础上发展的

Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定法不仅可以替代传统方法，还可以在

一次实验中完成对多种目标分子的分析，从而建立

了更加高效、快速的分析平台。
１． ４　 基于假病毒的中和试验　 由于 ＮｉＶ 中和试验

不具有普适性，因此可以通过构建 ＮｉＶ 假病毒，设
计基于假病毒的 ＮｉＶ 中和试验。 已有研究通过基

因重组技术构建了单独表达 Ｆ 或 Ｇ 蛋白的重组水

泡性口炎病毒作为已知抗原，并在此基础上建立了

检测 ＮｉＶ 抗体的空斑抑制试验；或利用基因重组技

术构建了共表达 Ｆ、Ｇ 蛋白与绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
的重组水泡性口炎病毒，作为已知病毒抗原检测

ＮｉＶ 血清样本。 上述表达绿色荧光蛋白或荧光素

酶的 ＮｉＶ 假病毒被称为第一代假病毒。 在检测过

程中，基于 ＮｉＶ 第一代假病毒的中和试验仍需要特

定的检测设备以检测荧光蛋白或荧光素酶。 所以，
在上述假病毒的基础上，ＮｉＶ 第二代假病毒采用表

达分泌型碱性磷酸酶的水泡性口炎病毒模型重组

Ｆ 和 Ｇ 蛋白，通过使用 ＥＬＩＳＡ 酶标仪测量上清液中

的分泌型碱性磷酸酶活性，从而开发出一种新型的

基于 ＮｉＶ 假病毒的血清中和试验检测方法，其结果

与传统的活体 ＮｉＶ 试验获得的抗体检测结果

一致［２１］。
２　 病原学诊断方法

分子学诊断方法主要包括一系列针对病毒核

酸的检测方法，除了传统 ＰＣＲ 方法外，还有实时荧

光逆转录 －聚合酶链反应（ｑＲＴ － ＰＣＲ）、多重 ＰＣＲ、
逆转录 ＰＣＲ 和双重套式 ＲＴ － ＰＣＲ 等方法，以及多

种核酸测序方法［２０］。 在临床上，通过采集脑、肺、
脾脏或淋巴结等组织，可用于 ＮｉＶ 的初筛及进一步

鉴定。 针对 ＮｉＶ 的 Ｍ、Ｎ 和 Ｐ 基因保守区域设计引

物监测疑似 ＮｉＶ 感染样本，常用于东南亚地区爆发

·２９·
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ＮｉＶ 疫情时的病毒鉴定［１３］。 其中，ｑＲＴ － ＰＣＲ 作为

目前应用最为普遍的分子学诊断方法［２２］，已被证

明比传统 ＰＣＲ 灵敏 １０００ 倍，因此在多次疫情爆发

时使用［１９］，其批间和批内差异小、重复性好、操作

简单、安全、快速，已成为病原分子诊断的金标

准［７］。 除了 ＰＣＲ 方法外，还有更多新兴分子学方

法可以用于 ＮｉＶ 诊断，主要包括以下技术：
２． １　 Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定核酸法 　 Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定法除了

可以应用于 ＮｉＶ 的血清学检测，还可以应用于 ＮｉＶ
的核酸检测，对 ＨｅＶ 和 ＮｉＶ 分离株进行检测和鉴

别，并且检测灵敏度与 ｑＰＣＲ 相当［２３］。 已有研究通

过利用低聚标记微球构建了用于 ＨｅＶ 和 ＮｉＶ 检测

和鉴别的多重鉴定方法，针对 Ｎ 蛋白和 Ｐ 蛋白编码

基因的多个位点构建 Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定法，使微球悬浮

阵列系统能够在一次反应中同时识别多个核苷酸

靶标，其结果与已有的 ｑＰＣＲ 相比，Ｌｕｍｉｎｅｘ 测定法

可明确鉴别 ＨｅＶ 和 ＮｉＶ 感染病例， 并且 ＨｅＶ 检测

的敏感性与 ｑＰＣＲ 相当，具有较高的分析和诊断特

异性和敏感性［２３］。
２． ２　 二代测序　 基于 ＰＣＲ 结果的一代测序在过

去 ＮｉＶ 的发现和诊断中起关键作用，对 ＮｉＶ 扩增产

物的测序可以进一步证实检测结果，并且对研究病

毒基因突变和病毒基因演化方面具有重要作用。
随着二代测序的普遍应用，相比于一代测序大幅降

低了经济成本，并且在保持测序准确性的同时，大
幅降低了测序时间。 利用二代测序从初筛阳性的

样本中获取 ＮｉＶ 全长基因组，以及鉴定新型 ＮｉＶ 毒

株，是目前最快捷、有效的诊断与分析流程［２４ － ２５］。
随着技术的进一步发展，具有巨大测序深度的高

通量测序，在排除大量宿主及环境背景信息的干扰后

能够检测到较小基因组的病毒，可以不进行 ＰＣＲ 步

骤、直接在临床和环境样本中检测 ＮｉＶ 核酸，为更加

直接、精确地从样本中鉴定 ＮｉＶ 基因信息提供了技术

支持。 该深度测序诊断方法设计了基于生物素化

ＲＮＡ 诱饵原理的病毒富集板，能够特异性捕获并富

集宏基因组中的病毒信号，可显著提高检测背景信

息复杂临床样品的敏感性，对于感染多种病原的样本，
能够同时检测到不同种病原的遗传信息［２６］。

３　 小结与展望

血清中和试验虽然是 ＮｉＶ 实验室诊断的“黄
金”标准，但是在临床采样检测和攻毒实验中，血清

中和试验的检测阳性率低于 ｑＲＴ － ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ
检测阳性率［２２，２７］。 ＥＬＩＳＡ 试验作为普遍应用的血

清学检测方法，无需在生物安全四级实验室中即可

进行检测；然而，其敏感性和特异性略低于分子检

测技术，如 ＲＴ － ＰＣＲ、ｑＲＴ － ＰＣＲ 和其他分子生物

学方法，无法快速、敏感和特异性地检测到 ＮｉＶ［１３］。
在 ＮｉＶ 疫情再次爆发时，ＰＣＲ 方法和基因组测序结

果对于 ＮｉＶ 的遗传学分析和分子特征研究是必不

可少的，但是由于引物靶向序列的局限性，ＰＣＲ 诊

断方法无法适应病毒的快速变异，可能会造成 ＰＣＲ
鉴定方法失效。 因此，只有将多种检测方法相结

合，才能更加快速、高效地诊断 ＮｉＶ，对防控猪群

ＮｉＶ 疫情发生、监测 ＮｉＶ 从国外的传入情况以及守

护公共卫生安全具有重大意义。
在目前的研究中，为了更精确的筛查临床样本

中的 ＮｉＶ 阳性病例，可先采用 ｑＲＴ － ＰＣＲ 方法初步

筛选大量临床样本中的阳性样本，再采用 ＥＬＩＳＡ 方

法对阳性样本的血清抗体进行进一步筛选及确认，
最后利用二代测序（ＮＧＳ）对组织和拭子样本进行

ＮｉＶ 的全基因组测序。 随着 ＮｉＶ 假病毒相关研究的

进一步发展，ＮｉＶ 的血清中和试验无需在生物安全四

级实验室中进行，使血清中和试验作为 ＮｉＶ 实验室

诊断的“黄金”标准有望在日后进一步推广；而具有

巨大测序深度的高通量测序，能够排除大量宿主及

环境背景信息的干扰，并且可以不进行 ＰＣＲ 步骤、直
接在临床和环境样本中检测 ＮｉＶ 核酸，为更加直接、
精确地从样本中鉴定 ＮｉＶ 基因信息提供了技术支

持，也有利于 ＮｉＶ 检测进一步从实验室推广到临床。
ＮｉＶ 的高发病率和高死亡率，对养殖业和公共卫

生安全构成了重大威胁。 目前，通过临床症状难以鉴

别 ＮｉＶ 与猪群中长期存在的呼吸道症状为主要表征

的病毒，为临床诊断 ＮｉＶ 造成了巨大困难。 所以，在
发展实验室诊断技术的同时，应进一步简化操作步骤，
发展易于临床操作的快速诊断分析技术，以降低我国

ＮｉＶ 流行的潜在风险，防控该病的输入与爆发。

·３９·
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