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提 要 将聚合酶链反应 (CP R )成份分两组
.

先加一组含 d N T sP
、

引物和 M邪 12 ,

并加 l 粒组

织切片用石蜡凝固为盖层
。

再加另一组反应液含待扩增模板
、

T aq D N A 聚合酶和 K CI
,

以与第一组

反应液分隔
。

P C R循环时高温可使中隔蜡层融化
,

两组反应液相混
,

蜡油上浮作为防蒸发屏障
。

由

此避免室温混合加样和预置导致引物聚体形成和错导非特异扩增
,

提高 P C R 特异性和灵敏性
。

作

者应用这一技术检测 53 例单项抗 H cB 阳性血清
,

检出 H B v D N A 13 例
,

检测 69 例 H B
s A g 阳性

和抗 H B
e
阳性血清

,

检出 H B V D N A 61 例
。

而同样样本用标准 P C R 检测
,

H B V D N A 阳性分别为

1。 例和 52 例
.

两种方法对 H sB A g 和抗 H B
c
双 阳性血清的 H BV D N A 检出率差别有显著意义 ( P

( 0
.

0 5 )
。

主题词 聚合酶链反应 /方法 ; 乙型肝炎病毒 ; 脱氧核糖核酸
,

病毒 /化学 合成
;
石蜡

中图号 R s i 2
.

6 2 ; Q 5 2 3
.

z

能检测单拷贝基因的特点使得聚合酶链

反应 ( P C R )l[ 〕技术在生命科学的多个领域中

得到广泛应用
。

但在标准 jZ[ 条件下
,

当靶基因

低于 10 个拷贝时其扩增结果多数不理想
,

而

需要探针杂交
、

标记物掺入或嵌套式 PC R 再

行检测
。

造成 P C R 灵敏性下降的原因主要是

引物错导 ( m i s p r im i n g )非 目的基因扩增和弓}

物聚体形成引起副合成反应竞争抑制所致
。

错导和聚体形成与否在很大程度上取决于扩

增前引物是否发生非特异退火
,

即引物与错

误模板不完全互补结合
。

标准 P C R 是先将各

反应成份在 室温 下混匀
,

然后进行
.

P C R 循

环
,

加热扩增之前 只要在室温下静置数分钟

就足够使引物和模板发生非特异退火
。

手工

热启动 P C R图改在反应体 系温度升至 94 ℃

时加入 T aq D N A 多聚酶
。

这种方法能减少

引物错导和聚体形成
,

从而提高 P C R 检测灵

敏性
。

石蜡分隔的热启动 P C R 41[ 则是利用石

蜡在 6 0 ℃熔化而在室温下凝固的特性而将

P C R 成份分隔为两组
,

加温熔蜡后再使之混

匀
。

这较手工方法精细
,

也更为标准化
。

本文

报道 这种技术在检测血清 H B V D N A 中的

应用
。

1 材料和方法

1
.

1 血清 H B V D N A 提取

用文献〔5〕方法
。

1
.

2 H B V 基因引物

同文献 [ 6 ]
。

C
:

和 C
:

用以扩增
,

C
:

用以

制备探针
。

1
.

3 电泳
、

转移
、

杂交和一般 P C R

同文献 [ 6 ]
。

1 9 9 2 年广东省科委科学基金资助课题
;
编号 9 2 0 4 4 8

第一作者
, 1 9 5 8 年出生

,

男
,

博士
,

副研究员

①②

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1995. 0040







中 Jti医科大学学报 (cA
ad J SU M S ) 19 9 5

,
1 6 ( 2 )

混匀
,

熔化的石蜡上浮形成油层
,

作为防止热

蒸发屏障
。

反应液混匀的温度就是石蜡熔化

的温度
。

P c R 中 D N A 合成有 3 条途径
,

即特异

扩增
、

引物聚体形成和引物错导
。

特异扩增是

目的所在
,

后两者则是副反应
,

可竟争抑制特

异扩增
。

目的基因少时容易出现两种副反应
,

背景 D N A 多时则加速错导
;
引物聚体形成

虽然比错导更易抑制特异扩增
,

但错导却是

影响 P C R 特异性与精确性的主要原因
。

热启

动 P C R 就是通过抑制副反应来增进特异性

和敏感性
。

C h o u [̀ ]发现
,

在 P C R 前 室温 下混 合各

反应成份后随着预置 时间延长
,

经 E B 染色

所见的非特异扩增逐渐增加
,

而探针杂交的

特异显影带则相应减少
。

改用石蜡分隔的热

启动 P C R
,

引物聚体形成减少
,

错导 产物 消

失
,

E B 染色和 S o ut h er
n
杂交结果清晰只见

特异扩增
。

本文结果热启动 P c R 的 H B v D N A 检

出率明显高于标准 P C R
。

后法不仅可见引物

聚体
,

还可见 明显的非特异扩增
,

而 热启动

P C R 则无此副合成反应 (图 2 )
。

提示抑制引

物交连和错导会提高基因扩增效率
。

单项抗 H B 。 阳性可能是一种 引致轻微

肝 炎 活动的 低水 平 H B V 感染
。

其时血 清

H B V 毒粒 < 1护 个 / m l
,

常规方法极 难检 出

病毒
,

但 P C R 则可能阳性 l0[ 〕
。

本文 53 例这

种受测血清
,

标准 P C R 法可从 10 例
、

热启动

P C R 法可从 1 3 例测 出 H B V D N A
,

这反映

了一个易被忽视的健康问题
。

为了避免低估

其介导 H B V 传播的危险性
,

应尽量改进检

测方法
。

对这种低水平的 H B V 感染
,

热启动

P C R 或许是一种值得推荐的检测手段
。

抗 H eB 阳性的 H sB A g 携 带者
,

其血清

H BV 毒粒介于 1 0` ~ 1 0 2

个 / m l 之间
。

抗 H B e

出现并不能使感染者丧失传染性
,

其肝炎活

动有可能呈进行性
。

这类病人分子杂交检出

H BV D N A 的阳性率明显低于 P C R [` 0 1
。

而本

文应用热启动 P C R 的 H B V D N A 检出率又

明显高 于 标准 P C R (尸 < 0
.

05 )
,

说 明提高

H B V
一

D N A 检 出率关键之一就是在 作 P C R

实验过程中如何抑制副合成反应以增进基因

的特异扩增
。

参 考 文 献

S
a ik i R

,

cS h
a r

f S
,

F
a
l o o n a

F
, e t a

l
.

E n z y m a t i e

a m p li fi e a t io n o
f 卜g l o b u l in g e n o m ie s e q u e n e e s

a n d r e s t r i e t io n s it e a n a l y s
i
s f o r d i

a g n o s i s o f s
ie k

-

l e e e l l a n e m i
a

.

cS i
e n e e ,

1 9 8 5
,

2 3 0 ( 4 7 3 2 ) : 1 3 5 0

I n n i s
M A

,

G e
lf

a n d D H
.

O P t i m iaz t io n o f P C R s
.

I n :

I n n is M A
,

G
e
lf

a

dn D H
,

S n in s k y J J
, e t a l

.

P C R p r o t o e o l s : a g u id e t o m e t h o d s a n d a p p l ie a -

t i o n s
.

S
a n D i

e g o ,

C
a l if o r n i a :

A e a d e m i e
P

r e s s

In
e ,

1 9 9 0
.

3

F
r o h m a n M A

,

〔入, s
h M K

,

M
a r t in G R

.

R
a p id

p r o d u e t i o n o
f f

u
l l
一

l
e n g t h

e
D N A s fr o m r a r e t r a n -

s e r i p t s : a m p l if ie a t io n u s i n g a s i n g le ge n e 一 s P e e if ie

o li g o n u e l e o t i d e p r i m e r
.

P
r o e

N
a t l cA

a d cS i

U S A
,

1 9 8 8
,

85 ( 2 3 ) .
8 9 9 8

C h o u
Q

,

R u s s e
l l M

,

B i
r e h D E

, e t a l
.

P
r e v e n -

t i o n o f p r e 一
P C R m is p r i m in g a n d p r

i m e r
d im e r -

i
z a t io n

im P r o v e s l o w
一 e o P y

一 n u m b e r a m P li f ie a -

t i o n
.

N u e le i
e A e i d s

R
e s ,

1 9 9 2
,

2 0 ( 7 ) : 1 7 1 7

Y
o t s u m o t o S

,

O k
a m o t o

H
,

T
s u

d
a

F
, e t a

l
.

S
u b t y p i n g h e p a t it is B

v ir u s D N A in f r e e o r
i
n t e -

g r a t e d fo r m s b y a m p l i fi e a t io n o f th
e

s
一
g e n e s e -

q u e n e e s b y t h
e P o

ly m e r a s e e h a in r e a e t i o n a n
d

s i n g l e t r a e k s e q u e n c in g fo r a d e n in e
.

J V i
r o

l

M
e t h

,
1 9 9 0

,

2 8 ( 2 ) : 1 0 7

吕 凌
,

姚集鲁
,

彭文伟
,

等
.

乙肝病毒 P C R 产

物的鉴定及单项抗 H eB 阳性血清的 H B V 基 因

扩增
.

中山医科大学学报
,

19 9 4
,

1 5 ( l )
, 1 2

K w o k S
,

H ig u e h i R
.

A v o id in g f
a

l
s e p o s

i t i
v e s

w i t h P C R
.

N a t u r e ,
1 9 8 9

,

3 3 9 ( 6 0 2 1 ) : 2 3 7

W
a r

d E S
,

G
u s s o w D

,

G
r i ff i t h

s A D
, e t a

l
.

B i n d in g a e t i
v

i t i
e s o f

a r e p e r t o
i
r e o f s

i
n

gl
e i m

-

m u n o g l o b u l in v a r
i

a b le d o m a i n s s e e r e t e d fr o m

E “ h e ir c h i a c ol i
.

N a t u r e ,
1 9 8 9

,
3 4 1 ( 6 2 4 2 ) :

5 4 4

N e wt o n C R
,

G r a h a m A
,

eH
p t in

s t a ll L E
, e t a l

.

A n a l” 15 o f a n v p o in t m u t a t io n in D N A : th e a

-m



第 2 期 吕 凌
,

等
.

石蜡分隔的热启动 P C R 技术扩增血清 H B V
一

D N A 7 1

P l i fi e a t i
o n r e f r a e t o r y m u t a t io i l s

邓 t e m

( A R M S O )
.

N
u e

l
e
i

e A c
id

s R e s ,
1 9 8 9

,
1 7 ( 7 ) .

25 0 3

1 0 D i B i s e e g lie A M
,

W a g g o n e r
JG

,

H o o f n a g l e
JH

,

e t a l
.

H e p a t it
s

B
v ir u s d e o x y r

i b o n u e le i
e a e id i n

li v e r o f e h r o n ie e a r r ie r s : e o r r e l a t io n w i th
s e r u m

m a r k e r s a n d
e
h

a n g e s a s s
oc i a t e d 侧 t h 10

5 5 o f

h e p a t i t is B
e a n t ig e n a ft e r a n t i

v
i

r a
l t h

e r a p y
·

G a s t r o e n t e r o l o g y
,

1 9 8 7
,

9 3 ( 6 ) , 1 2 3 6

( 1 9 9 3
一
0 4

一
0 5 收稿 1 9 9 4

一
1 0

一
0 6 修回 )

A M P L I F I C A T I O N O F H E P A T I T I S B V I R U S S E Q U E N C E S

F R O M SE R U M B Y W A X
一

M E D I A T E D H O T 一
S T A R T

P O L Y M E R A S E C H A I N R E A C T I O N

L u L i n g Y a o
J i l

u P e n g W
e n w e i Y a n g Zh a n

(块 p a r t m e n t o
f I n f e e t i o u s

肠
s e a s e s ,

T h e 3 r d A ff i li a t兮d H o s p i t
a l

S
u n

Y
a t一

eS
n U n

i
v e r s

it y o
f M

e d ie a l S e i e n e e s ,

G u a n g z h o u ,

5 1 0 63 0 )

A w a x 一

m e d ia t e d h o t
一 s t a r t P C R w a s e s t a b l i s h e d i n w h ie h t h e r e a e t a n t s w e r e d i v id e d i n t o

t w o g r o u p s , o n e e o n t a i n in g p r im e r s ,

d N T P s a n d M g C 1
2 ; a n o t h e r t e m p l a t e ,

T a q D N A p o l y
-

m e r a s e a n d K C I
.

T h e f i r s t g r o u p w a s a d d e d t o r e a e t io n t u b e s t o g e t h e r w i t h a w a x ( u s e d i n

t i s s u e P or e e s s i n g ) b e a d
,

t h e o t h e r a f t e r t h e w a x m e l t e d a t 6 8
`

C a n d s o l id i f i e d a t r o o m t e m
-

P e r a t u r e t o f o r m a l a y e r t h a t e o v e r e d t h e f i r s t
,

b y w h i e h t h e t w o w e r e m a d e s e P a r a t e d
.

W h e n

P C R b e g i n s ,
t h e w a x m e l t s ,

t h e 0 11 r i s e s t o t h e s u r f a e e t o f o r m a i n s u l a t i o n b a r r ie r , a n d t h e

r e a e t a n t s m i x a t a h i g h t e m p e r a t u r e , n o t t h e r o o m t e m P e r a t u r e t h a t P r e v e n t s P r im e r d im e r -

i z a t i o n a n d p r e 一

P C R m i s 一 p r im i n g
,

t o im p r o v e t h e s p e e i f i e i t y a n d s e n s i t i v i t y o f t h e a m P l i f ie a -

t i o n
.

T h e t e e h n i q u e w a s u s e d t o d e t e e t H B V
一

D N A f r o m 5 3 s e r a w h i e h w e r e p o s i t i v e t o a n t i
-

H cB
a n d 6 9 s e r a w h i e h w e r e p o s i t i v e t o H B s A g a n d a n t i

一

H B e
.

H BV
一

D N A w a s p i e k u P i n 1 3 /

5 3 o f t h e f o r m e r a n d 6 1 / 6 9 o f t h e l a t t e r
.

T h e s t a n d a r d P C R w a s a l s o a P P l i e d t o t h e s a m e s e r a

a n d t h e P o s i t i v i t y o f H B V
一

D N A w e r e 10 / 5 3 a n d 5 2 / 6 9 r e s P e e t i v e l y
.

T h e d i f f e r e n e e b e t w e e n

6 1 / 6 9 a l i d 5 2 / 6 9 h a s a s t a t is t ie a l s i g n if i e a n e e ( P < 0
.

0 5 ) s u g g e s t i n g t h a t t h e s p e e i f ie H B V
-

D N A a m Pl i f i e a t i o n e a n b e im p r o v e d b y d e e r e a s i n g t h e p r im e r d im e r i z a t i o n a n d m i s p r im i n g
.

S u b j e e t h e a d i n g s p o l y m e r a s e e h a i n r e a e t i o n /m e t h o d s ; h e p a t i t i s B v i r u s ; D N A
, v i r a l /

e h e m i e a l s y n t h e s i s ; P a r a f f i n


