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H c c 组织中 H c v R N A 正链和负链的检测分析①
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7

利用高度敏感的逆转录套式 CP R 技术和特异

性引物的限制作用
,

本研究室从肝细胞癌 ( H cc )癌

组织和癌周肝组织中检测出丙型肝炎病毒 ( H C V )墓

因的正链和负链
,

现报道如下
:

3 讨 论

1 材料和方法

51 例 H C C (均经术后病理检查证实 )术前取血
,

分离血浆除检测抗 H C V 外
,

分装后冻存于 一 70 ℃
。

手术切除标本取癌组织和癌周肝组织各一份立即置

液氮中冻存
.

组织和血浆中 R N A 的提取采用酸性硫

氛酸弧
一

酚
一

仿一步法 IL]
.

所用套式引物位于 H C v 高

度保守的 5’ 端非编码区
,

nt 位里为
:

外引物 l
,
7
一
2 6 ,

外引物 2
,
3 2 8

一
s o g R , 内引物 3

,

5 1
一
7 0 ;

内引物 4
,

2 4 8
-

22 9R
。

H C V R N A 的逆转录
:

正链
C
DN A 的合成

,

用

外引物 2 限制
,

负链
。
D N A 的合成用外引物 l 限制

,

c
D N A 合成后 10 。 ℃水浴中 3 o m in 以灭活逆转录酶

,

尔后套式 cP R 扩角过程及结果判读同本室前文报

道 [ 2〕 .

2 结 果

5一例 H C C 的 1 0 2 份组织中
,

有 6 例 ( 1 1
.

8写 )检

测出 H CV R N A
,

其正
、

负链在各种标本中的检出情

况见附表
.

5例对照肝组织 (肾移植供者和胆石症患

者 )正
、

负链检测全部阴性
.

附表 6 例组织中 H CV R N A 阳性 H C C 患者

各种标本中正
、

负链检出情况

H C V 为单股正链 R N A 病毒
,

其复制无逆转录

过程而以 负链 R N A 为其复制模板
,

这种负链 R N A

不释放到细胞外
.

故负链 R N A 的检出可确切地反映

H C V 在某种组织细胞内存在并复制
,

而非来自血液

的污染 .3L 们 。

采用外引物 1 作为逆转录引物
,

由于

H C V R N A 正链无其互补序列
,

所合成的
c D N A 具

有负链特异性
,

然后完全灭活逆转录酶
,

再作套式

咒R 扩增
,

阳性结果即可反映负链的存在
。

我们用此

技术在 5 例 H C C 癌外肝组织
、
2 例癌组织中检测到

H C V R N A 负链
,

说明 H C V 确实在 H C C 癌组织和

癌周肝组织中存在并复制
。

这一结果为 H C V 感染与

H C C 关系的研究提供了进一步的病因证据
。
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