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据世界卫生组织(WHO)估计，全球大约有3 700万到4

500万人携带有人类免疫缺陷病毒(human immunodeficiency

virtl8，mV)，仅在2005年这一年中，HIV的新感染人数就有

490万到660万，获得性免疫缺陷综合征(Aequired immune de-

ficiency syndrome。AIDS)死亡病例为280万到360万。自从

1981年第一例AIDS被确诊以来，已经有超过2 000万人死于

此病fI】。自1985年我国发现第一例HIV感染者以来，HIV／AIDS

已从局部流行进入广泛流行的快速增长期，截至2005年8月，

全国共报告HIV感染者132 545例。其中AIDS患者30 158

例，死亡人数7 643例。我国约有84万HIV感染者，只有5％的

携带者可以确诊，发病的有8万人。按人口比例计算，与世界其

他HIV感染高发地区相比，我国HIV的总感染率虽尚属低水

平，但考虑到我国幅员辽阔，人口众多，其潜在感染者的数量将

大幅增长，这必须得到重视闭。

HW是慢病毒属逆转录病毒家族中的一个成员。HW最初

攻击的是人类的免疫系统，如CD4"T淋巴细胞、巨噬细胞和树

突状细胞；它可直接或间接地破坏CD4'T淋巴细胞，而CIMq"

淋巴细胞是免疫系统发挥正常功能所必需的，当足够量的CIM+

T淋巴细胞被HIV病毒破坏以后，免疫系统的功能将遭受极大

的破坏，导致我们所知的AIDS。HIV也可以直接攻击身体的器

官，如肾、心脏和脑，导致肾衰竭、心脏病、痴呆和脑病。由于免

疫系统功能的丧失，HIV感染者还要面I临更大的问题：如何避

免机会性感染和癌症【Il。

对于AIDS，至今尚无确切、有效的药物可以治愈，患者最

终几乎都将死于反复感染或肿瘤。因此，建立一种灵敏性高、特

异性强、高通量的检测方法，早期筛选出HW感染者并指导其

采取健康的生活方式，使用抗病毒的药物重建机体和免疫功能

及积极治疗各种机会性感染，增加患者的生存机会显得极为重

要。

1 HIV感染期间的宿主和病毒标志物

在FIIV感染期间，宿主和病毒标志物(Marke玛)通常被用

来诊断感染，观察病毒复制、疾病进程和免疫状态p等。I-HV感

染后，不同的个体间这些标识物的出现具有相当的一致性。这

些标识物出现的时间间隔决定着检测目标如抗体、抗原、分子

或CD4的确定和选择哪种方法进行检测及检测的目的。

HIV感染后，确定感染的病毒标志物依次出现的顺序为：

病毒RNA，病毒蛋白p24抗原，HIV抗原的抗体。在HIV感染

后2周内(10．14天)，血液中病毒RNA的数量呈指数级递增，

直到宿主的体液和细胞介导的免疫应答控制了HIV的复制。病

毒RNA的水平是判断病毒复制情况的重要指标。通常，在其逐

渐降低到—个相当平稳的水平，也就是我们所知的调节点(8et—

point)l：2前的两三个月内，病毒RNA的水平达到或接近100万

拷贝，毫升。在AIDS时期，病毒复制再次呈指数级，病毒RNA

的水平再次E升。对于没有接受抗逆转录治疗(Anti Retroviral

Therapy，ARTr)的个体，从感染HIV到发展为AIDS的时间通

常为10年。病毒蛋白p24抗原也能在血液中被检测到，病毒蛋

白p24抗原的增加与病毒的复制相平行。

抗体出现前的一段时期称为窗口期，其特征为：血清FIIV

抗体阴性，可检测到病毒血症(通过测定病毒RNA和病毒蛋白

p24抗原)。变化的CD4q"淋巴细胞水平。窗口期结束，特异性的

HIV抗体就能被检测到，HIV抗体通常在感染后34周出现，

但其也与应用的特异性抗体检测方法和不同的个体免疫应答

有关。尽管有报道少数人6个月才出现HIV抗体，但不论采用

什么方法，大多数HIV感染者2～3月后都能检测到HIV抗体。

在HIV感染的整个过程中，CD4淋巴细胞的水平一直在逐渐下

降，当其水平降低到200个细胞／毫升血液时，严重的免疫缺陷

就发生了。此时的个体就被定位为AIDS患者。

确定HIV感染的实验室检测方法在全世界范围已经被应

用了二十多年，在拯救生命方面，其将继续发挥重要作用。其主

要检测手段有两大类：血清学检测和分子生物学检测。

2血清学检测

早期对I-IIV的诊断主要依靠血清学试验检测抗FIIV抗

体，间接地诊断HIV感染。主要采用的方法有：酶联免疫吸附分

析法(Enzyme—Linked Immunosorbent assay，EuSA)用于检测抗

体并进行筛选诊断；蛋白质印迹法(Western Not，WB)，线状免

疫分析法(Line]YllIIltlrlo assays，LIA)和间接免疫荧光法(hdi弛ct

ImmunotlaoresceilC．,e assay，IFA)用于证实诊断。

2．1 ELISA

最初选择ELISA检测HIV抗体并不是因为其操作简单，适

合于大规模血液筛查，而是因为ELISA在其他各种感染源筛查
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中的成功应用。该方法不需要用放射性底物，且具有敏感性和

相关的特异性。用ELISA检测HIV抗体的方法经过不断的改

进，已经发展到第四代，其敏感性和特异性也得到了不断的提

高闱。间接ELISA是一种应用最广、最经济的HIV抗体检测方

法。抗原夹心ELISA能够检测所有类型的抗体，包括感染早期

产生的IgM，使早期感染检测的敏感性增加，但相对较为昂贵闭。

在抗原夹心ELISA的基础上进一步增加了病毒蛋白p24抗原

的检测。即将H1V抗原和抗p24的抗体同时包被反应板，同时

检测血清中的HIV抗体和病毒蛋白p24抗原罔。另外，应用ELISA

也可以检测病毒蛋白p24抗原，但因其敏感性低，在进行病毒

蛋白p24抗原分析时，需采用免疫复合物分离技术(Immune

complex dissociation。ICD)用。在ELISA技术的基础上，快速而又

简便的检测方法，如明胶颗粒凝聚技术和斑点印迹试验得以应

用，因其操作简便，不需要特殊的仪器和专业人员，在发展中国

家很快得到广泛应用。但快速检测也有自身的缺点，如假阳性

结果的出现、结果判断的主观性、昂贵的检测成本M等。

2．2蛋白质印哇法

蛋白质印迹法”巴黾一种最为被广泛接受的检测抗体的证实

诊断技术，基本原理是HIV全病毒抗原经过SDS—PAGE电泳，

将分子量大小不等的蛋白带分离开来，然后再把这些已经分离

的不同蛋白带电转移到硝酸纤维素膜上。将此膜切割成条状，

每一条硝酸纤维素膜上均含有经电泳分离过的HIV病毒抗原。

将待检血清样品用稀释液稀释成1：100，再把它直接加到硝酸

纤维素膜上，恒温振荡，使其充分接触发生反应，血清中若含有

抗HIV抗体，就会与膜条上的抗原带相结合。加入抗人16；酶

结合物和底物后，即可使有反应的抗原一抗体结合带呈现紫褐

色，可根据出现条带情况判定结果。但免疫印迹法的特异性不

是很高，有约2％的假阳性率，且当非病毒蛋白在待测的样本中

出现时，就会出现不确定的结果。

2．3线状免疫分析硅

线状免疫分析法『111的原理与蛋白质印迹法的原理相似，由

于抗原蛋白不需要从培养的淋巴细胞病毒裂解得到，排除了非

特异性宿主蛋白的影响，降低了非感染人群的不确定结果；合

成或重组的抗原能应用最合适的浓度作为标准，使点与点之间

的变化最小化。而不会像蛋白质印迹法那样，因为某些抗原蛋

白表大量的不足而出现问题。另外，线状免疫分析法也能进行

很好的质控，其敏感性与蛋白质印迹法持平，因此时常替代蛋

白质印迹法。

2．4间接免疫荧光法

间接免疫荧光法旧的基本原理为应用H一9或HUT一78培

养细胞作为载体，用HIV感染该细胞，该细胞内就会含有HIV

抗原，将感染HIV的细胞涂于玻片上，固定，制备为抗原片，加

入待检血清，待检血清中的抗HIV抗体与抗原结合后，再与荧

光素标记的抗人Ig结合，在荧光显微镜下可见到细胞内有黄绿

色荧光。这项技术在某种情况下能对蛋白质印迹法检测的不确

定结果进行最终的证实。但其成本昂贵、荧光物质难保存、结果

判断的主观性强等缺点限制了其应用。另外，假如患者接受过

如血管造影等治疗，就会发生假阳性。

3分子生物学检测
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随着分子生物技术的发展，核酸检测受到了人们越来越多

的重视，它可直接检查HIV RNA，可在发现血清学变化之前检

测HIV，而且比病毒蛋白p24抗原检测方法更灵敏。20世纪90

年代初，分子生物学技术被用于检测和定量血液中的病毒核酸

含量，到目前为止，主要有以下几种分子生物学的方法被应用

于HIV感染的检测：反转录聚合酶链式反应(11le陀ven把tran—

seription polymemse chain reaction，RT—PCR)，核酸序列依赖性

扩增(Nucleic acid sequence based amplification．NASBA)，转录

介导的扩：t者(Transcription mediated amplification，TMA)，连接酶
链反应(1igase chain macfion，LCR)，支链DNA(Branched chain

DNA，bDNA)。实时荧光定量PCR技术(ReM—Time Quantitative

PCR)和免疫PCR技术(Immuno—PcR)等。

3．1反转录聚合辟越式反应

RT—PcR是将RNA的反转录(RT)和eDNA的聚合酶链式

扩增(PCR)相结合的技术。首先经反转录酶的作用将RNA合成

eDNA，再以eDNA为模板，扩增合成目的片段。RT—PcR技术

灵敏度高而且用途广泛，可用于检测细胞中基因表达的水平，

细胞中RNA病毒的含量和直接克隆特定基因的eDNA序列。

作为模板的RNA可以是总RNA、mRNA或体外转录的RNA产

物。RT-PCR使RNA检测的灵敏性提高了几个数量级，使一些

极为微量的RNA样品分析成为可能IUl。

3．2柱■序列依棘性扩．11141

NASBA是由一对引物介导的、连续均一的、体外特异性核

苷酸序列等温扩增RNA的新技术。其基本原理是：提取病毒

RNA，加入AMV逆转录酶、RNA酶H、T7 RNA聚合酶和引物

进行扩增。整个反应分非循环相和循环相：在非循环相中，引物I

与模板RNA退火后在AMV逆转录酶的作用下合成eDNA，形

成RNA：DNA杂合体，随即RNA酶H降解RNA，引物Ⅱ与

eDNA退火，在反转录酶作用下合成第二条DNA互补链。双链

DNA可在T7 RNA聚合酶的作用下，经其启动子序列启动而转

录RNA，RNA又可在反转录酶的作用下反转录成DNA，进人循

环相，对模板进行大量扩增，反应在42℃进行，可在2 h内将

RNA模板扩增约109倍，比普通PCR高103倍，不需要特殊的

仪器，是一种快速、简便、特异的扩增手段，既可以用于检测

砌蛆，又可以用于mRNA的测序。

3．3转熏介导的扩增1151

TMA的原理与NASBA基本一致，略有不同之处是TMA利

用的是MMLV逆转录酶及T7 RNA聚合酶2种酶，MMLV逆转

录酶既有逆转录酶的活性，又具有RNA酶H的活性。扩增过程

没有洗涤和转移步骤，因而避免了污染。

3．4连接酶麓反应n日

LCR是基于靶分子依赖的寡核苷酸探针相互连接的一种

探针扩增技术，是继PCR后新发展的一种较有前景的体外扩增

技术。它的原理就是由2段寡核苷酸单链DNA探针与目标序

列杂交，当这2段DNA探针与没有发生突变的模板退火后，如

果2段DNA探针是紧邻的，中间没有核苷酸间隔，则可在连接

酶作用下连接起来，连接以后的新链又可以作为模板，引导下

～周期的连接，进而产生新的子链。若连接区段发生核苷酸的

碱基突变，则连接反应不能发生，扩增反应终止。LCR产物检测
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最初是通过这32p标记上游引物3 7末端，经变性凝胶电泳分离

后放射自显影加以鉴定，其检测敏感性达到了200个靶分子。

也可设计1个横跨2个引物的检测探针，用它与LCR产物进行

杂交检测。近年有应用荧光素、地高辛等非核素标记的方法。与

其他核酸扩增技术比较，其最大的特点为可准确区分基因序列

中单个基因的突变。另外，LCR技术还具有快速、特异和灵敏的

特性。因此常被用于肿瘤基因突变的分子诊断。

3．5支tDNAtm

bDNA是定量检测血浆中的I'I／V—l型RNA的一种方法。

bDNA是指人工合成的带有侧链的DNA片段，在其每个侧链上

都可以标记被激发的标记物。将HIV的RNA通过离心从病毒

颗粒中释放出来，然后用捕获探针l将其捕获到微孔中。捕获

探针2与病毒RNA的另一部分特异结合，又与预放大的探针

结合。后者再与放大探针即bDNA探针杂交。2套靶探针分别与

病毒RNA的州基因的不同区域特异结合，在微孔中形成了
HIV RNA一寡核苷酸复合物，再加入一种化学发光底物孵育后

可放大的化学发光信号。通过发光强度来定量，因为发光强度

与样品中HIV RNA的含量成比例。bDNA不存在扩增物的交叉

污染，这较PCR是一大进步。bDNA有数十个覆盖整个基因组

的探针，可以方便地检测HIV的某些变异株，但灵敏度不及

PCR，提高bDNA的灵敏度是一大难点。

3．6实时荧光定量PER技术psi

实时荧光定量PCR是指在PCR反应体系中加入荧光基

团，利用荧光信号实时监测整个PCR进程，最后通过标准曲线

对未知模板进行定量分析的方法。该技术的原理是使用荧光基

团标记探针，5’端标记荧光基团R，3’端标记淬灭基团Q，在没

有PCR扩增时，由于荧光基团和淬灭基团空间距离很近，使荧

光基团被淬灭，不发荧光；而当PcR扩增时，引物与荧光标记的

特异性探针同时结合在模板上，荧光标记的探针与模板的结合

位置位于上下游引物之间，利用Taq酶的5’-3，夕}切酶活性，将

荧光探针水解，荧光基团被释放出来，由于在空间上其与淬灭

基团分开，则发出荧光。发出的荧光可以被荧光探头检测到，一

边扩增，一边检测，这样就实现了实时检测。该技术不仅实现了

PER从半定量到定量的飞跃，而且与常规PCR相比，它具有特

异性强、自动化程度高、有效解决了PCR污染等问题的特点。

3．7免疫-PCR技术Ⅱ嗍

免疫一PCR技术结合了抗原一抗体反应的特异性和PER的

高敏感性，是一种极为敏感的抗原检测技术，并适合于各种微

量抗原的检测。免疫一PcR技术以一段特定的双链或单链DNA

来标记抗体，用PCR扩增抗体所连接的DNA分子，并进行电泳

检测，因此可由PER产物的量来反映抗原分子的量。由于PCR

的高扩增能力，只要存在着极微量的抗原—抗体反应，PcR都能

大量扩增抗体所连接的DNA分子，再用电泳来表明实验结果。

免疫一P{cR技术的关键就在于用一个连接分子将一段特定的

DNA连接到抗体上，在抗原和DNA之间建立相对应的关系，从

而将对蛋白质的检测转变为对核酸的检测。相对于ELISA和

PER方法，免疫一PER具有特异性较强、敏感度高等特点。PER

具有惊人的扩增能力，免疫PCR比ELISA敏感度高105倍以

上。可用于单个抗原的检测，且操作简便，是目前检测病毒蛋白

p24抗原较好的方法。

随着生物技术的不断进步，对mV感染的检测技术的灵敏

性和特异性也在不断增加，HⅣ感染的窗口期也在不断缩短。

但到目前为止，仍没有一种方法是最好的、最完美的、能够完全

避免假阳性或假阴性结果的出现。因此．对HIV感染的检测方

法必须认真地选择，适当地利用，并认识到各种方法的局限性，

对HIV感染确定结果的报告必须十分谨慎，最好多个指标综合

检测，相互印证。
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对低分辨率的第一套中国男性入体水平切面
彩图集进行整体三维重建的若干问题

付绍武
(云南医学高等专科学校，云南昆明650000)

摘要：目的研究中国人体质特征的可视化人体三雏重建，并在普通计算机上实现整个人体的体数据三维重建。方法采

用第三军医大学在互联网上公布的中国第一套男性人体断层数据集，使用VGStudio Max工具软件进行体数据三维重建，最

终获得一个可以从任意角度和层面观察的可视化人体数据，并能够实现部分组织的分离和表面抽取。结论对低分辨率的

第一套中国男性人体水平切面彩色JPG图像集进行可视化三雏重建，在电脑上实现快速、流畅的三雏显示，可以为解剖学

教学提供直观、准确的解剖学信息。

关键词：可视化人体；三维重建；VGStudio Max．r-具软件

中图分类号：G420 文献标识码：A 文章编号：1671—1246【2008)20-0152--02

1994年11月，在美国国立医学图书馆(NI．剧I)的资助下，美

国科罗拉多大学健康科学中心(Health Sciences Center)完成了

世界上第一个“可视人体计划(Visible Human Preject)”，并向世

界公布111。韩国可视人体(Visible Korean Human)5年计划于

2000年3月开始，预计2005年2月完成，现在已经公布了1例

人体的实验结果田。

2002年10月，第三军医大学获得了首例中国数字化可视

人体的数据集，选用标本为男性，35岁，身高1 700 nHn，体重65

k，重庆人，非器质性疾病死亡。经外形测量、20％红色明胶动

脉灌注后，用5％蓝色明胶包埋，置人一30℃盐水池中冰冻1

周，然后在一25℃低温实验室中用TK26350型数控铣床(铣切

精度为0．001衄，数控系统为日本生产，铣刀为法国生产)从头
至足逐层铣切。逐层用Canon高清晰度数码相机摄影，完成人体

模型数据获取，得到人体结构数据集。M砌扫描层厚为1．5 mm。

CT扫描层厚：头颈部为1．0 mm，其他部位为2．0 mm。连续横断

面扫描层厚：头部和颈部为0．5 nnn，其中颅底部为0．1衄，其
他部位为1．0 mm，全身共计2 518个断面。数字化摄影分辨率

为6 291 456(3 072 x2 048)像素，每个断面图像文件大小为36

MB，整个数据集数据量为90。648 GB。首例中国可视化人体

(Chinese Visible I-Iuman)使我国成为第三个拥有本国可视化人

体数据集的国家。其研究结果同时在国际互联网站发布，网站

基金项目：本文系云南省教育厅2005年科研项目(5214220)

HIV一1 BNA using branched DNA啦叫amplification technology[J]．J Ac-

qIlir hnlnune Defie Syndr Hum Retrovir01．1995，10(2)：35-44．

【18]Yoshinori Ito．Real-Time assay of individual human immunodeficieney

virus type 1 variants in coinfected human lymphoid tissues[J]．J of Clinical

MicroBio，2003，41(5)：2126-2131．

一152一

为：http．．I／www．ehinesevisiblehuman．com脚o

2004年年底，笔者从“中国可视化数字人”网站下载了第三

军医大学获取的中国第一例男性可视化数字人水平面切片图

2 518张(编号10001至12518)，图像格式为鹏格式，分辨率
为256x170。笔者下载了这套连续的图像集后，向云南省教育厅

申请了2005年科研基金，并于2007年将其三维重建后开发成

教学课件用于解剖学辅助教学。

1重建的实现过程

重建的硬件配置情况：HASEE Mobile PC。Processor Name：

IIltel Penfium II一1467 Processor；Freqeney：l 466．6MHz；Memory

Size：1 015MB；Video Chipset：Mobile Intel(R)965 Express

Chipset Family。

重建的软件配置：Microsoft Windows)(P Professional Scrviee

Pack 2；VGStudio MAX 1．2．1．334。

重建的参数：头部(10 000—10 782)：Data type：Indexed color,

Resolution：X 1．0 unit，Y 1．0 unit，Z 0．15 unit；躯干(10 783—12

518)：Dam type-．Indexed color,Resolution：X 1．0 unit，Y 1．0 unit，

Z 0．40unit．

重建结果：见图1。

2重建后的主要问题

(1)源图像未经过精确的配准处理，导致图像出现“螺纹

【19lSaao T．hnmuno—PER：very seusitive antigen detection by means of

specific antilx，dy—DNA conjugates[J]．Science，1992，258(5079)：120-122．

【20]Barletta JM．L刑啦the dc吐ection limits of HIV-1 viral load u8iIlg

real-time immtmo-PCR for HIV-1 p24 sotigen叨．AM J Clin P吡h0I，

2004．122(1)：20-27．A
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