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摘要      朊病毒蛋白(prion protein, PrP)是传染性海绵状脑病的病原体, 其检测是该病诊断的重

要依据。该文从原理、方法、影响因素和检测应用方面对蛋白质错误折叠循环扩增(protein mis-
folding cyclic amplification, PMCA)这种朊病毒蛋白新型检测技术做了介绍, 旨在为朊病毒蛋白的

检测和发病机制研究提供理论参考。
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朊病毒蛋白(prion protein, PrP)是传染性海绵状

脑病(transmissible spongiform encephalopathy, TSE)
的病原体, 该蛋白在哺乳动物体内均表达正常结构, 
即细胞型朊病毒蛋白(cellular prion protein, PrPC), 当
PrPC构象发生错误折叠(β折叠增多)时, 会形成病变

朊病毒蛋白(scrapie prion protein, PrPSc)[1-2]。PrP主要

存在于中枢神经系统, 即脑组织中, 但也少量存在于

肝脏、肾脏、胎盘及其他分泌物和排泄物(如皮肤

分泌物、粪便、尿液、乳汁、鼻子分泌物和唾液等)[3]

中, 甚至在动物活动的周边环境和土壤中也有PrPSc

的存在[4], 而分泌物和排泄物和污染的环境则可能

是间接接触传播的重要途径。

PrP是一类无免疫原性的蛋白分子, 传统的检测

方法主要针对大脑组织的空泡化病变。最近几年, 
PrP浓缩技术与免疫组化和斑点杂交等检测技术的

结合, 使得早期检测对更多来源的样品(如肝脏、小

肠和新鲜乳及商品乳等)有了技术上的突破, 改变了

之前普遍认为的乳液中不存在朊病毒蛋白及其制品

安全可靠的观点[5]。但这些方法的应用仍不能满足

早期检测和微量检测的需要, 而近期发展起来的高

效蛋白质错误折叠循环扩增(protein misfolding cy-
clic amplification, PMCA)技术可以在体外扩增和检

测PrPSc, 弥补了原有技术的不足, 实现了快速和早期

检测, 因此PMCA具有更高的应用价值。

1　PMCA原理
Prusiner[6]发现并提出TSE的“唯蛋白假说”, 认

为PrPSc是该病的唯一病原, 即只有当PrPC存在时才

会被传染而形成大量PrPSc并积聚。基于上述理论, 
Saborio等[7]在2001年首次提出并报道了利用PMCA
技术在体外产生大量PrPSc。这个方法类似于通过

PCR循环扩增DNA, 二者都以少量的模板作为“种
子”获得大量的产物。将含有PrPSc的脑匀浆物和含

有大量PrPC的正常脑匀浆物按一定的比例混匀, 之
后进行恒温孵育, 诱导PrPC转变成PrPSc并生成聚集

体, 再通过超声破碎仪将PrPSc聚集体破碎成更多的

感染单元作为新的“种子”, 继续诱导新的PrPSc生成, 
经过上述“孵育–超声破碎”多次循环后生成大量的

PrPSc[8], 这就是蛋白质错误折叠循环扩增技术(图1)。
PMCA不仅能快速扩增PrPSc, 也为“唯蛋白假

说”提供了强有力的证据: 只要宿主组织提取物能

通过体外PMCA产生PrPSc就可以认为感染了TSE[9]。

因此PMCA可以用于疾病的诊断和样品的检测, 具
有微量快速并能定量检测等许多优点。

2　PMCA方法
2.1　基本方法

一般认为, PMCA过程中得到PrP的中间结构, 即
蛋白酶抗性PrP(protease-resistant PrP, PrPres), 其在循

环扩增后97%以上能形成PrPSc[7]。PMCA体系包括



1142 · 综述 ·

作为“种子”的感染动物脑组织、大量正常的PrPC底

物以及必需的细胞因子, 利用“孵育–超声破碎”过程

来实现PrPSc“种子”对正常PrPC的结构转化。

将纯化的PrPC和PrPSc混合, 添加经过处理的器

官组织匀浆物(如肝脏、肾脏、脑、心脏及肌肉等), 在
37 ºC孵育并加以超声破碎, 如此循环之后用蛋白酶

K处理, 处理后的样品用SDS-PAGE分离并转移到硝

酸纤维素膜上, 即可实现后续的蛋白质杂交检测[10]。

2.2　PMCA衍生技术

根据PMCA的基本方法, 研究人员从优化反应

条件和是否添加增速反应材料等方面进行了不断改

进和创新, 建立了几种比较高效的PMCA方法, 如直

接PMCA、连续PMCA(serial PMCA, sPMCA)、重组

PrP-PMCA(rPrP-PMCA)、有特氟隆珠参与的导电性

PMCA(PMCAb)以及定量PMCA(quantitative PMCA, 
qPMCA)等。

PMCA方法建立之初, 直接在含有PrPSc的脑匀

浆物中加入正常动物脑匀浆物(稀释倍数可以为10, 
102, 103等), 37 ºC恒温孵育后再进行一个短暂的

(30 s、20 s)超声破碎, 如此经过144个循环, 最后用

Western blot检测[10]。这一过程中PMCA的复制能力

可达105倍, 但PrPC向PrPSc转化的效率较低[11-12]。尽

管如此, 某些来源的样品(如肝脏、血液、尿液、唾

液、粪便等)中PrPSc的含量仍在检测限度以下, 这就

限制了PMCA技术的应用。而sPMCA大大弥补了

直接PMCA的不足, 把直接PMCA的产物作为“种子”
加入正常仓鼠脑匀浆物进行新一轮96个或144个循

环, 每一轮的产物用正常脑匀浆物稀释10倍, 再进

行数轮循环, 结果表明, 在1010稀释倍数时仍能检测

到PrPSc[11]。此反应体系中必须不断添加新鲜的正

常脑匀浆物作为反应底物, 保证了各种转化因子的

有效性, 提高了转化效率, 也显著提高了PMCA的检

测灵敏度。但随着PMCA扩增效率的增加, 其特异

性在第六轮开始下降, 因此有研究者建议, sPMCA
最好不要超过七轮[13-14]。后来, Atarashi[15]利用仓鼠

重组过表达的PrP(rHaPrP)代替原来使用的PrPC, 建
立了rPrP-PMCA方法。这个过程能以指数方式增加

rPrPres的产量, 只需要两轮循环就能达到检测极限

(5×10-17 g或1 000个分子), 大大提高了检测的灵敏

度, 但是rPrP-PMCA会抑制PrPSc的扩增。为了消除

rPrP-PMCA对PrPSc扩增的抑制性, 科研人员建立了

PMCAb方法。一般来说, 标准PMCA反应体系中PrPC

向PrPSc的转化率只有近10%, 而加入珠子时(3个大的

或者5个小的), 转化率接近100%。聚四氟乙烯和乙

缩醛等材料制成的珠子, 能在48个循环的PMCA中

使检测灵敏度提高2-3个数量级, 可减少扩增轮数、

提高特异性。PMCA的超声破碎过程不论是否添加

珠子都能破碎聚集体, 但用原子力显微镜(AFM)观
察碎片发现, 有珠子参与能使碎片更小, 得到更多的

颗粒[12]。因此, 有珠子参与的超声破碎可以将PrPSc

破碎成更小的寡聚体, 形成更多的新生感染单元来

诱导产生更多的PrPSc。添加特氟龙珠子也很可能有

助于匀浆物在超声波中的分散, 改善了扩增效率并

减少了样品之间的逆变性[14], 从而提高了扩增效率。

最近, qPMCA技术的建立使得PrPSc在定量检测

方面取得了重要突破, 类似于定量PCR原理, 样品中

■: 正常脑匀浆物, ■: 异常脑匀浆物。A: 将少量异常脑匀浆物和过量正常脑匀浆物混匀; B: 37 ºC恒温孵育30 min; C: 进行20 s超声破碎。B、
C反复进行多个孵育–破碎循环。

■: normal brain homogenate, ■: infectious brain homogenate. A: a small amount of infectious brain homogenate and a large amount of normal brain 
homogenate are mixed together; B: incubate the mixture for 30 min at 37 ºC; C: sonicate the product for 20 s. Repeat B and C for many incubation-
sonication cycles. 

图1　PMCA技术示意图

Fig.1　The sketch map of PMCA technology
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PrPSc的量与达到检测所必需的PMCA的循环数有直

接关系。将纯化的PrPSc去糖基化, 用蛋白质印记法

得到PrPSc的信号, 再将所得信号与已知含量的重组

朊病毒蛋白的信号作比较, 从而得到其浓度; 然后

根据加入试管的PrPSc的量和PMCA的循环数, 通过

标准曲线和测定未知样品所需的PMCA的循环数就

可以估算样品中PrPSc的原始含量[16]。该方法缩短了

TSE的早期检测时间, 提高了风险评估的可靠性, 具
有很高的应用价值。

3　PMCA的影响因素
PMCA通过一系列循环达到扩增PrPSc的目的, 

其过程受到反应体系中多种因素的影响, 如PrPSc的

破碎程度、脑组织匀浆物中总RNA、金属离子和一

些细胞转化因子等。PrPSc的生成过程中会形成聚集

体, 适度增加PMCA中超声破碎的功率能提高扩增

效率, 但当达到临界点时扩增效率便不再增加甚至会

降低, 破碎不彻底或破碎分子太小都会降低效率[17]。

这一事实也说明了PrPSc扩增中聚集体形成的“种子”
大小有一个最小限度, 破碎功率和时间都会影响扩

增效率。

体外PrPSc的生成过程中必须有一些细胞因子

的参与, 这些细胞因子大多位于细胞膜脂筏结构中, 
但是到目前为止尚未完全阐明这些细胞因子的种类

和具体作用。PrPC结构中磷脂酰肌醇(GPI)锚定位点

是其固定于细胞膜的主要结构, 该结构还在PrPSc的

转化中发挥重要作用, 细菌的重组PrP(rPrP)因缺少

此结构而不能作为PMCA的反应底物; 在PMCA过

程中用磷脂酶处理除去GPI锚定位点的PrPC很大程

度上能减少甚至完全不能生成PrPSc[18]。因此, GPI锚
定位点在PrPC向PrPSc的转化过程中起着十分重要的

作用。实验证明, 纯化的PrPC和PrPSc混合并不能发

生转化, 而加入哺乳动物脑组织后则会发生[19]。另

外, 小而高度结构化的RNA、脊椎动物的总RNA以

及核苷酸聚合物如polyA和polydT等均能使PrPC向

PrPSc转化。这些细胞因子存在于多数哺乳动物的主

要器官中, 如大脑、脊髓、肝脏等, 但低等生物(酵
母、细菌和蝇类)不存在类似的转化因子[10]。此外, 
少量NADPH可以促进rPrP向PrPres的转化, 与其结构

相似的NAD和NADP, 还有硫酸化多糖、RNA分子、

DNA分子和分子伴侣等也有类似的功能。其中, 聚
合阴离子尤其是poly(A)RNA, 能在PMCA体系中直

接诱导PrPC向PrPSc转化[19]。而硫酸化多糖可能是通

过促进或稳定PrPC和PrPSc的相互作用来加速PrPSc的

形成[20]。

PrPC具有转运金属离子的作用, 但PrPSc对金

属离子的作用尚不清楚。不过低剂量(50 mmol/L)
和高剂量(500 mmol/L)的Mn2+、Ni2+和Zn2+都能促

进PMCA反应, 而Cu2+则不能, 但Cu2+可以使失活的

PrPSc恢复其侵染性和蛋白酶K抗性[17]。

在PMCA反应体系中添加特氟龙珠、Al2O3、尼

龙能促进扩增, 此外, 添加两性分子的苷类如0.05%
的皂素也能将PMCA的灵敏度提高5~25倍。这些条

件的优化使PMCAb比转基因小鼠的生物检测法提

高105倍的灵敏度[21], 为TSE的检测提供了快速高效

的方法。

4　PMCA的应用
PMCA技术为PrP的检测和病理学研究提供了高

效的技术手段, 并且利用PMCA技术复制出的跨界朊

病毒蛋白可为有效治疗人类克雅氏病提供参考[22]。

体外生成的PrPSc在理化特性上与脑源性PrPSc十分相

似, 且具有感染性[8]。因此, 可利用该技术体外生成

PrPSc进行早期检测诊断或代替脑源性PrPSc进行多种

研究。

4.1　PrPSc的检测

在英国疯牛病爆发之后, 研究人员建立并逐步

改进了TSE的检测方法, 从利用大脑和中枢神经系

统等的免疫组化检测到血液甚至尿液检测都获得了

极大进展, 但是这些检测技术都需要一定量的PrPSc。

而在潜伏期或者患病个体的外周组织和体液及分泌

物(如肝脏、脾脏、肾脏、肠、血液、奶、脑脊液

等)中的PrPSc含量通常很低, 常规技术如免疫组化及

ELISA等往往不能检出, 这给动物性食品安全带来

一定的潜在风险。TSE的潜伏期很长, 早期症状不

明显, 感染动物的分泌物中的侵染性PrPSc是该病传

播的重要潜在途径, 利用PMCA检测奶、粪便、尿

液、唾液等样品中的PrPSc可以实现对该病的早期检

测[4,18,23-24]。正常脑匀浆物经过PMCA不会产生PrPres, 
而连续PMCA可以将样品中的微量PrPSc扩增到可以

检出的水平, 以前者为对照可以避免假阳性的出现

进一步提高早期检测的准确性。对患病晚期鹿的口

腔液、泌尿生殖系统和肠胃组织进行分析, 结果显

示, 在这些组织中存在PrPSc, 其中唾液腺、膀胱和小
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肠中含量较高[25]。用sPMCA能在潜伏期动物的乳

液、粪便和唾液以及发病期动物的乳液、粪便、尿

液和唾液中检测到PrPSc[4]。近来, 利用sPMCA在患

病羊的精液中也检测到侵染性PrPSc的存在[26], 为证

明该病的垂直传播提供了证据。

一项对痒病传染性的研究表明, 患病羊污染的

羊舍16年后仍具有传染性, 据此推测环境中的PrPSc

可能会保持几十年的活性[27]。并且对土壤中PrP的
研究表明, 附着在土壤颗粒以及石英微粒、蒙脱石

和高岭石等载体表面PrP的侵染性都得到了提高, 这
可能是因为与这些颗粒相连后使得其构象或聚集状

态发生改变而更适合其传播[28]。因此, PMCA还可

以对物品及环境中的微量PrPSc进行监测, 从而更好

地控制TSE的传播。

4.2　PrPSc的定量分析

目前, 可通过qPMCA方法来估算脑、神经系统、

脾脏、肝脏、血液和尿液等组织和器官中PrPSc的浓

度[16]。用连续qPMCA对鹿感染性脑匀浆组织PrPSc

的检测限度可达6.7×1013稀释度, 而利用生物化学标

记方法则为107稀释度[21], 且这种检测方法适用于所

有菌株和物种的PrP[16]。利用qPMCA测定发病期仓

鼠的脾脏、血沉棕黄层、血浆和尿液中PrPSc的含量

分别为脑中的10–6、10–8、5×10–10和10–11倍[16]。定量

检测技术的建立在疾病诊断、治疗效果评估、药物

筛选和环境监测方面具有重要作用, 检测最低限度

达到仅相当于一个侵染性PrPSc分子[14]。另外, 利用

PMCA技术在一些羊场20 cm2的容器污染物表面检

测到含有2.4×10–15 g PrPSc[29]。因此, PMCA不仅能对

生物体还可以对环境污染程度进行定量分析, 评估

环境的安全性。此外, 由于PrPSc对理化灭活等有很

高的抗性, 可以通过监测PrPSc的含量变化筛选适于

细菌、真菌和病毒的新型广谱消毒剂[30]。

4.3　致病机制及传播的研究

依据朊病毒蛋白模板假说, PrPSc模板能诱导

PrPC精确地复制其折叠形式。但PMCAb的研究中发

现, 与PrPSc相似的纤维状rPrP并不能复制侵染性蛋

白, 而与PrPSc折叠形式不同的另一种形式却能诱导

侵染性蛋白的产生, 又在PrPSc稳定结构形成前观察

到PrPres的存在, 这说明PrPC错误折叠的第一产物是

PrPres[31]。因此可以证明, 可能存在与模板假说不同

的另一种TSE的传播机制。

利用sPMCA进行检测可能接触过痒病因子羊

的口腔分泌物和乳液, 结果显示, 大部分样品存在

PrPSc, 这表明痒病感染早期的亚临床状态(至屠宰前

或者死亡前均无临床症状者)在动物和人中可能普

遍存在[32-33]。同时, 由于羊相互舔舐的生活习性以

及乳液在动物和人食物链中的重要性, 唾液和乳液

PrPSc在TSE的水平传播中可能是一种重要途径[32-34]。

临床早期患病妊娠母羊的羊膜和胎儿大脑、脾脏、

盲肠和咽后淋巴结都能检测到PrPres[35], 这表明TSE
在胚胎期是可以感染的。这些发现改变了以往认为

TSE主要通过水平传播(牛羊源性食物)和散发性的

观点, 垂直传播的可能或许是彻底消灭该病的关键

控制点。

5　结论与展望
PMCA为哺乳动物PrPSc的检测提供了重要手

段和方法, 方便样品采集的同时大大提高了TSE的
早期检测和灵敏度。该技术能对动物内脏组织、口

腔液、粪便以及污染物进行检测, 扩大了应用范围, 
提高了环境监测和控制疾病传播的能力。而定量

PMCA可以估算感染的程度以及各种灭菌方法的效

果[36], 在生物实验室安全和环境监测中具有良好的

应用前景。另一方面, PMCA的效率受到底物成分

的影响, 因此为研究PrPSc生成过程中参与的细胞因

子以及结构转换机制提供了技术手段。脑组织匀浆

粗提物比纯化重组PrP有着更高的PrPSc转化率, 推测

还有其他未知宿主因子的参与, 这些因素可能会影

响到潜伏期甚至临床表现。

近来, 科研人员用PMCA检测发现某些苔藓植

物提取物能够降解PrPSc至原来的1%以下, 甚至到免

疫斑点杂交检测限度以下的水平[37], 这无疑为TSE
的治疗带来了希望。同时可以利用qPMCA技术在

多种组织和体液中监测临床期PrPSc的动态变化, 从
而判断药物的治疗效果, 为药物设计、筛选和药效

评价提供技术手段。总之, 随着PrP检测技术的发展

和对其分子结构的深入研究, 相信不久的将来人们

对该病的病理机制、诊断和治疗都将获得重大突破。
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Progress on Protein Misfolding Cyclic Amplification and Its Applications in 
the Detection of Prion Protein

Wang Haixia1, Shi Guoqing2, Liu Yixiao1, Wan Pengcheng2, Guan Feng1,3*
(1College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 310018, China; 2The Key Sheep Breeding and Reproduction 

Biotechnology Laboratory of Xinjiang Production and Construction Group, Shihezi 832000, China; 3China Jiliang University, 
Zhejiang Provincial Key Laboratory of Biometrology and Inspection & Quarantine, Institute of Plant Environmental 

Biology and Measurement Technology, Hangzhou 310018, China)

Abstract        Prion protein (PrP) is the pathogen of transmissible spongiform encephalopathy (TSE), and its 
detection is the important diagnosis basis of the disease. In this paper, a new technology named protein misfolding 
cyclic amplification was reviewed, including the technical principles, methods, influence factors and applications in 
the prion diseases detection. The aim is to provide theoretical references for the detection of prion protein and the 
mechanism of the disease.
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