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简化 H B V 一D N A 抽提用于

多聚酶链式基因扩增

高志良 姚集鲁 吕 凌 黄仰苏 郑锡澄

( 附属第三医院传染病科 )

提 要 采用异硫氰酸弧
、

柠檬酸钠
、

2 一

琉基 乙醇
、

十二烷基肌氨酸钠作为变性裂解剂
,

结 合水

饱和酚
、

氯仿
、

异戍醇等进行快速程序式抽提血清 H B V 一D N A 模板用 于 多 聚 酶链式 ( P C R ) 基因扩

增
。

该提取法比一般方法简单
、

稳定
、

不 易污染
,

抽提过程可在 l h 内完 成
。

P C R 应用结果表明敏感

性高于地高辛素标记探针斑点杂交法
。

经酶切及 a 一 ” P 标记放射自显影鉴定 P C R 产物具有良好的特异

性
。

关匆词 多聚酶链反应 ; 乙型肝炎病毒 ; 脱氧核糖核酸

中圈号 R 5 1 2
.

6 2 , Q 5 2 3
.

1

目前检测 H B V 一D N A 常 用 斑点杂交或多

聚酶链式反应 ( P C R ) 技 术
。

由于 P C R 技术

许多方面都优于斑点杂交
,

因而将会逐步广泛

地得到应用
。

现有用子 P C R 中 H B v一 N A 模

板制备
,

一般采用十二烷基磺酸钠 ( s D s )
、

乙二胺四乙酸 ( E D T A ) 及蛋 白 酶 K 「̀ ’
等作为

裂解剂以消化核蛋白
,

再用酚
,

氯仿等抽提
。

亦有不用抽提的直接微量法
〔 ” 。

但这些方法都

需时较长或步骤较多
,

不适于临床 医 疗 单 位

应用
。

我们采用异硫氰酸孤等作为蛋 白变性裂

解剂
,

参 用 C ho m cz ys kl 〔” 一步 法 快 速 制 备

H Bv 一 D N A 模 板
,

改进 P C R 检测过程
,

有利

于推广普及应用
。

测标本为本科门诊及住院病人血清
。

H B V一 O N A 模板快速制备 1
.

5 m l 带盖离

心管中加 A 液 2 8 0卜l ,

待检血清 1 0 0 卜l 混匀
。

立

即加 B 液 4 0 林l
,

水平晃动 1 0 5 ,

加 C 液 4 0 0 林l ,

混 匀
。

于
一 2 0℃静置 1 0 m i n后

, 2 0 0 0 0 r P m 离

心 10 m in
。

吸上清液子另 1 个 1
.

s m l 离心管
,

加 D 液 8 0 0协l 及 B 液 1 0 0林l ,一 2 0℃静置 2 0 m i n ,

2 0 0 0 0 r p m 离 心 1 5 m i n
。

用 恒 流泵由液相界

面小心吸除管内全部液体
,

余留沉 淀 物 即为

H B V一 D N A 模板用于 P C R 检测
。

P C R 试剂及

操作常规见前文
〔` ’ ,

用 P C R 热 循环仪 ( eP r ik n

E lm e r C e t p s ) 进行基因扩增
。

材 扦 与 方 法

试 剂 A 液
: 4

.

2 m ol / L 异 硫氰酸抓
、

25 m om l/ L 柠檬酸钠
、

0
.

1 om l/ L Z一琉基乙醉
、

。
.

5 % ( w / V ) 十二烷基肌氮酸钠
。

B 液
: 的比

例 Z om l/ L 醋 酸钠
, p H S

.

0
。

C液为混合液
:

即水饱和酚
:

氯仿
:

异 戍醇为 2 5 : 2 4
:

1
。

D 液
:

冰冻无水乙醇
。

p c R检测 H B v 一D N A
、

E L i s A

检测 H B s A g /抗
一 H B s

、

H B e A g /抗
一H B e 、

抗
一H B c

等物由本科制备
『今 , 5 ’ 。

地高辛素标记探针 检测

H B V D N A斑点杂交试剂由上海科华提 供
。

检

结 果

抽提液水相 p H 值变化对检出的影 响 10

份 H B s A g
、

H B e A g 双 阳 性血清标本抽提时分

别调 节 B 液 PH 值
,

来改变抽提液水相的酸碱

度
,

当 p H 为 5 ~ 6 时
,

H B V一N A 检 出率

最高
,

10 份全阳性
,

其次是 p H 4 和 7 时
, 9

份检出阳性
,

当 p H 过高 ( > 8
.

0 ) 或过低 ( <

4
.

0 ) 的情况下
,

检出率明显降低
。

另外
,

对 20 份水相阳性标本
,

将酚相用等

量蒸馏 水 洗 1 次
, l 0 0 0 o r p m 离心 s m i n ,

吸

出上清再做 P C R 检测
,

结果 18 例 H B V 一D N A
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