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埃博拉病毒病（Ebola virus disease，EVD）自 1976年首次

在扎伊尔（现刚果民主共和国）和苏丹暴发以来，已在非洲的

乌干达、刚果、加蓬、苏丹、科特迪瓦、利比里亚和南非等地形

成地方性流行[1]。EVD由埃博拉病毒（Ebola virus，EBOV）引

起，可经人与人之间的亲密接触传播，传染性强，病死率高达

40%~90%。2014年 9月 22日美国食品和药物管理局（FDA）
批准实验药物TKM-Ebola用于紧急治疗，但尚无批准上市的

用于预防埃博拉病毒的疫苗[2]。EBOV属于丝状病毒科（Filo⁃
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viridae）丝状病毒属（Filovirus），是非分节段的单股负链RNA
病毒[3]。目前已鉴定的EBOV有 5种亚型，分别是：本迪布焦

型埃博拉病毒（Bundibugyo ebolavirus，BDBV），扎伊尔型埃博

拉病毒（Zaire ebolavirus，ZEBOV），莱斯顿型埃博拉病毒

（Reston ebolavirus，RESTV），苏丹型埃博拉病毒（Sudan ebola⁃
virus，SUDV），塔伊森林型埃博拉病毒（Taï Forest ebolavirus，
TAFV）[1,4]。其中，扎伊尔型 EBOV 和苏丹型 EBOV 毒力最

强 [5]。虽然EDV目前主要呈现地方性流行，绝大部分集中于

非洲，但随着全球化进展，物流、人流的交换更加快捷频繁，

增加了EDV输入性暴发流行的可能，对人类健康和公共卫生

安全造成潜在的威胁。EBOV的早期临床症状与其他病毒性

出血热有类似之处，及时检出和确诊病例对其流行控制和治

疗有重要意义。EBOV的确诊一般需要结合患者的临床症

状、病理变化和实验室的检测。目前对EBOV的实验室检测

方法主要有病毒分离、病毒粒子的电子显微镜、逆转录聚合

酶链反应法（RT-PCR）、抗原检测试验、抗体酶联免疫吸附试

验（ELISA）和血清中和试验。主要的检测对象包括病毒抗

原、抗体和核酸，以及感染的血液和组织样品中的病毒培养

物。在每次EVD疫情调查中，多种实验室诊断方法被结合使

用，用于EBOV感染的确诊。

1 病毒分离培养

病毒分离是诊断EVD的一个简单和灵敏的方法。EBOV
在 MA-104、Vero E6、Vero 76、HeLa-229、SW-13 和 DBS-
FRhL-2等多种细胞株中都生长良好，使用最多的是Vero E6
细胞[6~9]。用细胞培养分离鉴定EBOV，通常需要 3~10 d。取

急性期患者的血液、尿液或尸检组织悬液直接接种敏感细胞

进行培养，分离培养的病毒可以通过直接观察细胞病变，或

是用多克隆抗体或病毒型特异或株特异的单克隆抗体，通过

间接免疫荧光试验（indirect immunofluorescence assay，IFA）
或其他特异性免疫检测手段进行鉴定。也可以结合其他方

法，如RT-PCR方法进行检测，或通过电子显微镜进行形态学

检测辅助确认。病毒分离诊断结果准确，但费时较长，实验

过程中需要严格的实验环境，对实验条件和实验操作人员要

求也很高。由于EBOV的分离培养须在BSL-4实验室中进

行，而从疫情发生地区到BSL-4实验室通常距离较远，在适

合的条件下（冷链）运输用于病毒分离的样本是非常困难

的。这些都限制了病毒分离方法在EBOV检测中的应用。

2 电子显微镜

电子显微镜（electron microscope，EM）能够直接观察到细

胞分离培养物或临床样品（粪便、尿液和活检标本）中的病毒

颗粒的具体形态，在病毒检测尤其在鉴定未知病原和生物恐

怖袭击病原中发挥着重要的作用，可以作为疫情暴发或恐怖

袭击事件中病毒的快速检测方法[10~13]。EM技术曾在EBOV的

发现过程中发挥过重要作用[14~16]。在处理1976年刚果民主共

和国（前扎伊尔）暴发的出血热疫情时，通过EM观察细胞分

离培养物，发现引起出血热的病毒为一种丝状病毒，即扎伊

尔型EBOV[14]。莱斯顿型EBOV也是最早在1989年从细胞分

离培养物中通过EM鉴定出的[16]。由于只需要经过简单的负

染就可以直接观察到病毒粒子的形态，EM作为一种快速的

诊断方法，被多次用于EVD疫情暴发时的EBOV检测 [6,16~19]。

除了检测或识别病毒，EM也可以用来通过形态上精密的超

微结构的差异来区分类似的病毒，例如同属于丝状病毒科的

马尔堡和EBOV[6]。EM的灵敏度相对较低，检测的病毒浓度

底限为105~106 /mL，而且在用EM方法鉴定EBOV时，必须在

专门的高等级生物安全实验室进行[20]。

3 逆转录聚合酶链反应法（RT-PCR）
分子生物学的发展为病原体的检测和特性分析提供了

快速、可靠的技术手段。由于病毒核酸从症状出现后的第3~
16天可在血液中检测到，因此通过逆转录PCR（RT-PCR）技

术及实时荧光定量RT-PCR（real time RT-PCR）技术检测病

毒核酸，可用于EBOV感染的早期诊断[21]。

3.1 普通RT-PCR与巢式PCR
在EBOV核酸检测时，一般选择高度保守的编码聚合酶

的 L基因、糖蛋白（GP）或核蛋白（NP）编码基因作为扩增靶

标。目前已有多个实验室分别根据这些基因设计了特异性

引物或核酸探针，其敏感性和特异性与血清学抗原检测法相

当或更高，且简便快速，已在多次EVD暴发或流行中得到应

用[22~26]。在检测 1995年刚果民主共和国和 1996年菲律宾等

地暴发的EVD的人类和非人灵长类动物样本中的EBOV时，

Sanchez等[24]根据病毒L基因、GP及NP编码基因分别设计了

用于扩增所有丝状病毒科病毒的通用引物FILO-A和FILO-
B，用于扩增EBOV所有亚型的通用引物EBO-GP1和EBO-
GP2，及用于扩增扎伊尔型 EBOV 的特异引物 ZAI-NP1 和

ZAI-NP2、用于扩增莱斯顿型EBOV的特异引物RES-NP1和
RES-NP2。在处理 2000—2001年期间在乌干达暴发的EVD
疫情时，Towner等[25]根据NP编码基因序列设计一套巢式RT-
PCR引物，可同时检测扎伊尔型和苏丹型EBOV。

3.2 实时荧光定量RT-PCR
实时荧光定量RT-PCR技术相对于普通RT-PCR方法更

为快速、灵敏、污染小、可实时定量并易于标准化和高通量，

近年来也广泛应用于暴发 EVD疫情时的 EBOV检测 [25,27,28]。

Drosten等 [27]建立的一步法实时荧光定量RT-PCR是在 San⁃
chez等[24]设计的丝状病毒通用引物FILO-A和FILO-B的基础

上，加入DNA荧光染料SYBR green I，用于扩增EBOV所有亚

型的 L基因。此外，刘阳等 [29]根据GenBank中公布的 EBOV
NP基因序列，通过设计引物和优化反应条件，建立了一种

EBOV的 SYBR green I荧光定量RT-PCR检测方法，可检测5
种亚型的EBOV。染料法荧光定量PCR法在引物设计上相对

简便，但特异性相对较差。在EBOV实时荧光定量RT-PCR中

使用更多的是TaqMan探针法[25,28,30,31]。Gibb等[28]在Sanchez[24]设

计的用于扩增EBOV所有亚型的通用引物EBO-GP1和EBO-
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GP2基础上，设计了 FAM和VIC两条不同标记的荧光探针，

两种荧光信号通过发射光谱的不同加以区分，建立了在一个

管中同时检测扎伊尔型和苏丹型EBOV的反应体系。Towner
等[25]建立了扩增苏丹型EBOV Gulu毒株NP基因上的两步法

TaqMan探针法荧光定量RT-PCR方法，与巢式RT-PCR方法

结合使用来检测EVD疫情处理中EBOV的检测。Huang等[30]

也针对NP编码基因的保守区域，设计了引物和探针，建立了

用于扩增扎伊尔型 EBOV 的 TaqMan 探针法荧光定量 RT-
PCR检测方法。盖微微等[31]根据不同国家和地区分离的苏丹

型和扎伊尔型EBOV GP编码基因的保守区序列，设计了一对

通用引物及苏丹型和扎伊尔型的特异性 TaqMan探针，建立

了EBOV荧光定量RT-PCR检测与分型方法。探针法扩增的

靶基因片段比染料法更短，进一步缩短了PCR反应的时间。

刘阳等[32]根据GenBank中公布的EBOV NP编码基因序列，设

计引物和MGB探针，通过优化反应条件，建立了一种检测扎

伊尔亚型和苏丹亚型的EBOV一步法MGB荧光定量RT-PCR
方法。TaqMan-MGB探针标记技术，与普通的 TaqMan探针

相比，MGB探针的 3'端淬灭基团可以降低本底的信号强度，

提高分辨率，同时探针上还连接有MGB修饰基团，不增加探

针碱基数就可以将探针的Tm值提高10℃左右，进而提高扩增

产物的特异性。最近非洲爆发EVD疫情后，中国的多家机

构，如上海之江生物科技股份有限公司、军事医学科学院、中

国疾病与预防控制中心、中国科学院武汉病毒研究所等，也

分别报道研制成功了埃博拉病毒核酸检测试剂盒。

3.3 简并RT-PCR
EBOV基因组为单负链RNA，变异较大，存在许多不同的

基因型和亚型，而这些RT-PCR检测方法往往是针对EBOV
某一个或几个亚型设计的，相对特异，不能用于所有EBOV所

有亚型的检测，尤其是对潜在的新亚型的检测。为了解决这

个问题，Zhai等[33]根据已知的L基因序列信息，设计了用于扩

增所有丝状病毒的简并引物，建立了一步法RT-PCR检测体

系，并用所有已知的丝状病毒，包括一株L基因序列信息还未

公布的CIEBOV，验证了该体系。Ogawa等[34]比较了所有已知

的丝状病毒的核苷酸序列，设计了针对NP编码基因高度保

守区域的一套简并引物。

3.4 环介导等温扩增RT-PCR
RT-PCR和实时荧光定量RT-PCR方法需要精密的温控

设备和分析仪器，限制了其在EVD疫情暴发时现场检测中的

应用，为解决这一问题，Kurosaki等[35]建立了一种特异检测扎

伊尔亚型EBOV的环介导等温扩增（loop-mediated isothermal
amplification，LAMP）RT-PCR方法，对体外转录的RNA和病

毒感染的细胞培养物中的RNA检出限分别为 20拷贝和 10-3

FFU与实时荧光定量RT-PCR方法的灵敏度相当，且操作简

单，不需要热循环、对仪器设备要求低，肉眼即可判定结

果，适合于现场、野外或条件较差的实验室进行 EBOV的

快速检测。

4 抗原检测试验

由于人体感染EBOV以后，发病急，死亡快，很难在患者

体内产生抗体，而体内的病毒抗原会急剧增加。通常在人体

遭到EBOV入侵的第 3天，在病人的血液中就可以检测出病

毒抗原的存在，所以抗原检测方法成为早期快速特异检测

EBOV的有效方法[21]。抗原捕获ELISA方法，借助EBOV特异

抗体直接捕获血液、感染组织匀浆或病毒培养液中的病毒抗

原，具有很高的敏感性和特异性，适合早期患者血清标本的

检测，已被广泛用于EVD疫情中的EBOV抗原检测[21,36]。检测

病毒抗原首先需要获得特异性的多克隆或单克隆抗体。在

早期的抗原捕获ELISA方法建立中，主要以EBOV的灭活病

毒株为抗原制备单克隆抗体[37]。Lucht等[38,40]在实验中分别利

用 EBOV 糖蛋白（GP）的单克隆抗体以及 EBOV 基质蛋白

（VP40）的单克隆抗体对病毒进行检测，均很灵敏的检测出了

EBOV的存在。由于EBOV传染性高，危险性大，需要在高等

级的生物安全实验室中进行操作，而重组蛋白操作简单、易

于大量培养，且更加安全，于是研究者开始探索以各种EBOV
的重组蛋白NP、GP、VP40和VP35蛋白为免疫原制备单克隆

抗体 [41]。Saijo 等 [41]重组表达了 EBOV 的核蛋白（NP）His-
ENP，并分别以His-ENP作为抗原制备单克隆抗体，建立了高

灵敏度和特异性的抗原捕获ELISA。Ikegami[45]和Niikura等[46]

也利用重组的病毒NP蛋白制备了单克隆抗体，用于EBOV抗

原捕获 ELISA方法的建立。王晓杜等 [44]利用制备的 EBOV
NP蛋白的单克隆抗体实现了对不同型别的EBOV特异性抗

原的快速检测。除了利用完整的抗原外，抗原结构中一些特

殊区域也可以用于病毒的检测中。在EBOV NP蛋白中，由于

其C端结构域对于相应的抗体有强烈的亲和性，因此该结构

域可以作为EBOV抗原试验的一个靶点[47]。

除了用ELISA方法检测EBOV抗原外，死者皮肤标本或

活检皮肤标本经甲醛固定后，可用多克隆或单克隆抗体进行

免疫组织化学检查（IHC）病毒抗原。此法不需冷藏保存标

本，操作安全，可用于感染的诊断和监测[48]。

5 抗体酶联免疫吸附试验

抗体检测试验主要采用抗体捕获ELISA和间接免疫荧

光试验（IFA）。人感染EBOV后，最早可从发病后2 d的患者

血清中检出特异性 IgM抗体，IgM抗体可维持数月。发病后

6~18 d可检出 IgG抗体，IgG抗体可维持数年[21]。多数患者抗

体出现于发病后 10~14d ，也有重症病人始终未能检出抗

体。抗体捕获ELISA检测方法多是基于重组表达的蛋白质

建立的。Prehaud等[49]首次用大肠杆菌表达的扎伊尔型EBOV
的Gabon 94毒株NP和GP蛋白建立了检测 IgG和 IgM抗体的

ELISA方法。随后，Saijo等[41]利用昆虫-杆状病毒系统表达的

扎伊尔型EBOV NP建立起间接法ELISA，显示了高的灵敏度

和特异性，不仅能检测到扎伊尔型EBOV抗体，而且与其他莱

斯顿型和苏丹型等亚型的抗体均有反应。Saijo还在大肠杆

102



科技导报 2015，33（1） www.kjdb.org

菌中表达了部分截短的扎伊尔型EBOV NP，截短后的NP蛋

白仍保留了很强的抗原性。用同样的方法，Ikegami等[50]利用

大肠杆菌表达的截短的莱斯顿型EBOV NP建立了 IgG-ELI⁃
SA检测体系。Groen等[51]建立了基于扎伊尔亚型EBOV VP35
和NP的 IgG抗体检测ELISA。基于NP的 IgG抗体检测ELI⁃
SA方法与之前的检测方法一致，除了检测扎伊尔型EBOV抗

体外，与EBOV其他亚型的抗体均有反应，而基于VP35的 IgG
抗体检测ELISA，只对扎伊尔型EBOV抗体有反应。由此可

见，基于 EBOV NP的 IgG抗体检测 ELISA方法比基于VP35
的 IgG抗体检测ELISA更灵敏。盖微微等[52]通过基因工程方

法表达的重组VP40蛋白作为包被抗原，初步建立了具有应

用价值的间接ELISA方法，为开发检测EBOV的间接ELISA
试剂盒打下了基础。

IFA是将病毒感染或表达重组抗原的细胞经固定，与待

检测的血清标本结合后，再用荧光标记的抗人抗体与之作

用，在荧光显微镜下观察结果，该技术对操作者的经验要求

较高。抗体 IFA检测方法多是基于重组表达的NP建立的。

基于 Saijo等 [53]用昆虫-杆状病毒系统在HeLa细胞中表达的

扎伊尔型EBOV NP以及 Ikegami等[54]用真核表达载体pKS336
在HeLa细胞表达的截短的莱斯顿型EBOV NP建立的 IFA检

测方法，可以灵敏、特异地检测EBOV抗体。

6 血清中和试验

中和试验是在体外适当条件下孵育病毒与特异性抗体

的混合物，使病毒与抗体反应一段时间后，将混合物接种到

病毒敏感的细胞或动物体内，然后测定残存的病毒感染力。

当EBOV侵入人体以后，人体在抵抗EBOV感染的过程中会

可产生高水平的中和抗体，而且中和抗体在体内存续时间

长，因而血清中和试验可以用来检测EBOV的感染 [55,56]。在

EBOV感染过程中，准确评价病毒感染后体内中和抗体反应

不但对确诊具有重要价值，而且对研究免疫保护相关性也是

非常有价值和必要的。EBOV GP是病毒表面唯一的跨膜蛋

白。由于GP通过与宿主细胞受体的结合引导病毒进入宿主

细胞，GP是诱导产生中和抗体的最关键蛋白[57,58]。试验证明，

来自EVD恢复病人的单克隆抗体对分泌型GP（sGP）和GP有

不同程度的中和作用[59]。中和试验是一种灵敏度和特异性都

较高的血清学试验方法，但须要在高等级的生物安全实验室

中操作活病毒，因而限制了血清中和试验在EBOV感染诊断

中的应用。

7 其他检测方法

EBOV具有多种血清型，病毒株的变异较快，根据已知病

毒序列设计出来的引物不可能包括全部的病毒株，尤其对未

知病毒，可能无法扩增出相应的基因片段，因此可能造成漏

检，导致假阴性结果。基因芯片技术是近年兴起的一种快

速、高通量、自动化的基因检测新技术，能够根据同一属病原

体中不同的病毒株设计多条探针，既可分型检测又不会漏

检。夏文英等[60]根据NCBI中EBOV的全基因保守序列，设计

合成 20条特异性寡核苷酸探针，结合采用多重置换扩增

（MDA）和荧光标记PCR技术，初步建立了EBOV基因芯片的

检测方法。基因芯片除了用于检测同一属的不同病毒株外，

还可通过设计多种病原体的检测探针，用于多种病原体的同

时检测。EVD初期症状与其他病毒性出血热的症状相似，黄

吉城等[61]用同样的方法，制备了黄热病、西尼罗热、登革热、基

孔肯雅热、埃博拉病毒病、马尔堡出血热、拉萨热等多种病毒

性出血热集合检测基因芯片，并建立了一种适用于直接检测

核酸含量较低临床血清标本的新型芯片靶基因扩增标记方

法。欧青叶等[62]也利用多重PCR技术结合液相芯片技术，实

现了包括EBOV在内的多种出血热病毒的同时检测。基因芯

片在EBOV检测中体现出诸多优越性，但目前仍有一定的局

限性，如探针的制备和合成过程要求严格，使用成本高。此

外，由于一个芯片上多种探针的最适条件不一致，因此对杂

交条件的选择要求也很高。这些都限制了基因芯片在实际

检测中的推广应用。

8 展望

目前已有多种实验室检测方法可以用于EBOV的检测。

病毒分离培养简单灵敏，但耗时长，对样本的保存、操作者的

技术以及生物安全的要求都很高。利用电子显微镜可以直

观地观察病毒颗粒形态，但灵敏度不高，病毒滴度低时会影

响观察，需要先对病毒进行富集。由于需要操作活病毒，病

毒分离和电子显微镜观察需要在生物安全最高的P4级实验

室中进行，限制了这两种方法在实际中的应用。核酸检测和

抗原抗体检测方法可以在生物安全P3级实验室将样本中病

毒灭活后再进行检测，在目前实际检测中应用较为广泛。鉴

于实验室检测结果在EBOV防控中的重要作用，在实际检测

中，应注重了解每种检测方法的特点和局限性（表1），采用多

种方法联合检测来对EBOV感染进行确认。

其次，应持续关注病毒变异对于目前检测方法和试剂的

影响。在对 2014年在西非暴发EVD疫情研究中，来自哈佛

大学、Broad研究院等多个研究机构的研究人员对99个EBOV
基因组进行测序和分析，发现EBOV在人际传播过程中已经

出现了超过300处的基因突变[63]。研究发现，EBOV的基因组

变化速度快，而且通常发生在蛋白编码区，其中包括了影响

EBOV检测准确率的关键区域。病毒变异可能会令现有或正

在开发中的诊断试剂的测试效果受到影响，尤其是基于PCR
技术的诊断试剂。随着对疫情研究的深入，引起此次疫情暴

发的EBOV相关信息正不断被完善，为提高诊断试剂的准确

率，应持续关注病毒突变，并在必要时，调整目前的检测试剂

或者研发后续诊断试剂。

由于目前EBOV主要在经济比较不发达的非洲爆发，为

了更有效地早发现EBOV感染病人，非常有必要研制操作简

单、不需要复杂设备、能在现场快速检测EBOV的方法和试剂

盒。由于操作感染病人的血液和体液具有高度的风险性，现
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场检测方法还要实现不需要、或者很少样本处理就可以检测

样本中EBOV的要求。现场检测EBOV的方法和试剂盒将会

是今后EBOV检测的发展方向。

表1 不同检测方法的对比

Table 1 Comparison of different detection methods

检测方法

病毒分离培养

电子显微镜观察

RT-
PCR

抗原

检测

试验

抗体捕获ELISA

间接免疫荧光

血清中和试验

普通RT-PCR

巢式PCR

实时荧光定量

RT-PCR

简并RT-PCR

环介导等温

扩增RT-PCR

抗原捕获ELISA

免疫组织

化学检查

检测靶标

病毒颗粒

病毒颗粒

L基因[24]、NP编码

基因[24]、GP编码基因[24]

NP编码基因[25]

L基因[27]、NP编码

基因[25,29,30,32]、GP编码

基因[28,31]

L基因[33]、NP编码

基因[34]

尾随序列[35]

NP[41,44~47]、GP[38]、

VP40[40]

NP[48]、GP[48]

NP抗体[41、49~51]、

GP抗体[49]、VP35抗体[51]、

VP40抗体[52]

NP抗体[53,54]

GP抗体[59]

样本来源

血液尿液

唾液组织

血液尿液

唾液组织

血液尿液

唾液组织

血液尿液

唾液组织

肝

脾

皮肤组织

血清尿液唾液

血清尿液唾液

血清尿液唾液

方法特点

简单、灵敏

直观、快速

快速、灵敏

灵敏度和特异性都

很高

快速、灵敏、污染

小、高通量，可进行定

量分析

针对保守区域设计

的简并引物可用于

EBOV所有亚型，甚至

是潜在的新亚型的检

测

不需要热循环、对

仪器设备要求低，可

用于现场检测

快速、灵敏、操作简

便、对技术设备要求

不高

特异性强，灵敏度

高，且不需冷藏保存

标本，操作安全

快速、灵敏、操作简

便、对技术设备要求

不高

特异性强

灵敏、特异

方法局限性

耗时较长，对样本

的保存情况、实验室

条件及操作者技术要

求较高

灵敏度不高

存在 RNA 酶和基

因组 DNA 污染的风

险

操作过程需要开盖

处理，容易污染

成本高、需要精密

的温控设备和分析仪

器

扩增效率和特异性

差

引物设计复杂

结果判定不易标准

化，对操作者的经验

要求较高

不能用于病毒的早

期诊断

需要荧光显微镜，

存在非特异性染色，

结果判定客观性不

足，对操作者技术要

求高

成本高、耗时长、对

操作者技术要求高

所需的生物

安全实验室级别

BSL-4

BSL-4

BSL-3

BSL-3

BSL-3

BSL-3

BSL-3

BSL-4
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