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技术交流
·

H B V D N A 与 H C V R N A 同步

扩增技术的建立与应用
①

高志良③ 姚集鲁

(中山医科大学附属第三医院传染科 , 广州
,
5 1 0 6 30)

提 要 同一份血清 中的 H BV D N A 与 H C V R N A 经热变性直接法一步裂解
,

先用针对

H C V 特异的外引物将 H CV R N A 逆转录为
c
D N A

,

然后采用 H B V
,

H CV 各 自特异的 2套引物进

行 P C R 同步扩增
.

结果按预定大小
,

P C R 产物出现 2 条带
,

分别为 42 8 bp
,

14 4 b p
。

将产物转移至

尼龙膜上
,

经
Q一 “ , P d C T P 标记 H CV 探针及地高辛素标记 H B V 探针进行重复杂交

,

证明 1 4 4 b p

为 H C V 所特有
,

4 2 8 b p 为 H B V 特有
。

用该方法对 3。份单独检测证实 H B V
,

H C V 核酸均阳性血清

测验
,

其结果完全吻合 ;该二联技术可明显缩短检测时间
,

具有简便
、

快速
、

敏感的特点
。
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·

6 3

近年来
,

丙 型肝炎病毒 ( H C V )所引起的

肝炎正在成为 又一种引起人们关注的疾病
。

同一个病 人重叠 H B V 与 H C V Z种肝炎病毒

感染的情况并不少见 1j[
。

应用 P C R ( 聚合酶链反应 )技术检测肝

炎患者血中 H B V D N A 或 H C V R N A 在国

内外 已逐步推行
,

该技术可以判断病毒在体

内的存在以及 复制状态
,

对疾病的诊断与药

物疗效判断有较大的实用价值
。

一般的 P C R

检测 H B V D N A 约 须 l d 时间
,

H C V R N A

检测约须 Z d 时间
,

本研究根据 P C R 的基本

原理
,

设 计将同 一方 法抽提 H B V D N A 与

H C V R N A
,

然后采用 2种病毒各自特异的引

物进行同一反应管 中 P C R 扩增
,

对 P C R 技

术进行改 良
。

该技术的建立能大大节省人力
、

物力及时间
。

1 材料与方法

1
.

1 H B V 与 H C V 引物设计

H B V 与 H C V 均设计嵌套式引物
,

即各

有 1嵌套外引物与嵌套内引物
。

H B V 引物以
a d r 、 a d w 和 a y w 3种亚型所共有 C 基 因序列

部 位设计
、

参见文献【7 ]
。

其 中外引物 B ; ,

Bz

产 物 6 6 4 b p
,

B
3

与 B `

为 内 引 物
,

产物 为

4 2 8 b p
。

H C V 引物以 H CV 一 J [ ,〕序列 5
’

末端

编码区与 C 区设计
。

C : : 5 ’ 一 A C A T c c A C
-

C A T A G A T C A C T 一 3 ’
( 6 ~ 2 4 )

,

C
Z :

5
’
一

T C A C G T C T A C C T C G A G G T T 一 3 ’
( 5 12一

4 9 4 )
。

G a : 5 ’
一 T T C A C G C A G A A A G C G T C

-

T A G 一 3 ’
( 4 4 6` 6 5 )

,

C
` : 5 ’

一 G T T G A T C
-

C A A G A A A G G A C C C 一 3
’

( 1 9 0 ~ 1 7 1 )
。

其中

C
l

与 C
Z

为外 引物
,

产物为 5 0 6 b p
,

C
3

与 C
`

为

内引物
,

产物 1 4 4 b p
。

1
.

2 血清 H B V D N A 与 H C V R N A 同步热

变性及逆转录

裂解液采用 0
.

5% 的 2 一琉基乙醇用热

变性处理 2种病毒核酸
,

有关 H B V D N A 或
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交
,

证明该 2种引物可以分别扩增 出清晰的各

自特异条带
,

其意义不仅使乙型
、

丙型肝炎病

毒核酸能快速
、

准确 的被扩增
,

而且对 P C R

技术本身亦增加了新的内容
。

.3 5 检测应用

对 2 33 份 肝病病 人血清检测
,

其 H B V

D N A 与 H C V R N A 检出率均达到 目前一般

P C R 的检出水平
,

其中 H B V D N A 与 H C V

R N A 双阳性有 50 %在重叠感染 乙型
、

丙型肝

炎病毒感染者中被检出
,

而在抗 一 H C V 阴性

组 中检 出的 7
.

06 %的 H C V R N A
,

可能与

H C V 感染早期者的存在或抗一 H C V 试剂的

假阴性有关
。
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.

T h e t e m P l a t w a s e x t r a e t e d b y a h o t
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R e v e r s e t r a n s e r iP
-

t i o n w a s e a r r i e d o u t
, u s e d P r im e r d e r iv e d f r o m H C V g e n o m e a l o n e ,

t h e n H B V D N A a n d
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.

T h e
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