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技术交流
·

热变性法处理 H C V R N A 模板直接扩增
①

高志良② 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 采用低浓度 2一琉基乙醉作为裂解剂
,

配合高热变性处理血清等标本中丙型肝炎病毒核酸

( H C V R N A )模板
,

将裂解上清直接逆转录
,

使 H CV R N A 转变为
c

D N A
,

再行套式多聚酶链反应 (CP R )扩

增
.

58 份抗
.

H C V 阳性血清标本中
,

可检出 32 份 ( 5 5
.

2沁 ) H CV R N A
,

虽与常规的酸服酚抽提方法所检出相

当 (即 30 份被检出 H CV RN A 阳性
,
5 1

.

7% )
,

由于这种直接法省去了用酚及饭仿抽提和醉类沉淀等步骤
,

具

有明显的实用价值
。
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丙型肝炎病毒核糖核酸 ( H C V R N A )的

检测对丙型肝炎诊断
、

药物 (如干扰素 )治疗

疗效判断等有重要价值
.

H C V R N A 在感染

早期即可由外周血检出
,

且滴度的高低反映

病毒的复制状况
。

CP R ( 多聚酶链反 应 ) 技术检测 H C v

R N A 自 1 98 9 年开始至今
,

已在许多实验室

开展
,

但由于该技术受影响因素多
,

在实际应

用当中
,

仍难为所有 医疗单位使用
.

除了逆转

录及 P C R 本身的因素之外
,

H C V R N A 模板

处理相当重要
.

R N A 易受外界环境中核酸酶

的作用而降解
,

因而从标本收集到 P C R 扩增

这阶段应尽量缩短时间及减少中间步骤
。

常

用 的 R N A
“

酸孤酚一步法
” 〔`」
抽提技术对有

关试剂的要求较高
,

如异硫氛酸肌溶液浓度

及配制方法要精确
,

市售的苯酚先需重蒸
,

再

用 T ir s (三轻甲基氨基甲烷 )平衡或水饱和
,

无水 乙醇沉淀
,

低温过夜
,

高速 离心沉淀等
。

本研究采用核酸处理方法中的
“

热变性
”
方

法
,

加上低浓度 2
一

琉基乙醇作为标本处理裂

解液
,

经处理的 H C V
一

R N A 模板被直接用于

逆转录
一

P C R 检测
。

1 材杆与方法

1
.

1 裂解液

0
.

5 % 2
一

琉基乙醇 ( 2
一

m e r e a p t o e t h a n o l )
,

稀释液用去离子三蒸水
。

1
.

2 引物设计

参照 H C V
一

J[ 幻序列 5
, 一

端非编码区 自行

设计
,

委托上海细胞生物所合成
.

H C V R N A

非编码区引物为
:

① C
: ;

5’
一

A C A T C C A A C A

T A G A T C A T C
一 3 ,

( 5 ~ 2 3 ) ; ② C : ; 5
` -

T C A C G T C T A C C T C G A G G T T
一

3
,
( 5 1 2 ~

4 9 4 ) , ③ C
: ; 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 6~ 6 5 ) ,④ C

` , 5
` 一

G T T G A T e

C A A G A A A G G A C C C
一

3` ( 1 9 0~ 1 7 1 )
。

其中

C
;

与 C :
为外引物

,

C
:

与 C
`

为内引物
,

产物

大小为 1 4 5 b p
.

1
.

3 热变性法处理

H C V R N A 模板直接扩增技术 (以下用

H D D 简称 )
。

1
.

3
.

1 标本热变性 在 0
.

s m l 离心管中加

裂解液 su l
,

待检标本 (血清
、

尿液等 ) 5 0闪
,

9 5℃ 1 5m in
,

1 1 0 0 0 r / m i n 离心 s m i n
.

1
.

3
.

2 逆 转 录 反 应 C :
与 C

:

引物 各

Z o pm o l / L
、

z m m o l / L d N T P s ( 4 种三磷酸去

氧核糖核昔的混合物 ) l 拼l
、

I U /拌1 R n a s in (核

①
②
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1 9o 0 r / m i n 离心 Zo m i n
,

吸上清 5 0拌l 作标本
,

用 H D D 法可检出 9 份 H CV RN A 阳性
。

3 讨 论

H CV 系单股正链 R N A 病毒
,

由于其基

因易变
,

在不同国家和地 区已发现不少于 5

型 H C V 基因型 [a
, `〕 .

由于 H C V s
`

末端非编

码区变异较少
,

故普通选用该区设计引物检

出率较高
。

有关 CP R 技术扩增 H C V R N A
,

以 P C R

技术本身而言
,

其影响的环节
,

如
,

引物选择
、

P C R 反应液中成份比例
、

循环温度与时间等

可以相对固定
,

而核酸模板的处理系 1个关

键因素之一 本研究采用热变性处理 H CV

R N A 模板方法
,

源于最简的核酸抽提技术
,

该方法在 H BV D N A 技术中已广泛采用
【们

.

本文单用 2
一

疏基乙醇作 为裂解剂一起热变

性
,

实验发现当其浓度在 0
.

5%左右时其检

侧效果可达到常规
“ “

酸孤酚一步法
”
的检出

率
,

> l %浓度时则扩增不出
.

虽然 H D D 法

与常规法效果相似
,

但因其无须酚一抓仿抽

提及乙醉沉淀
,

操作步骤少
,

有明显的实用价

值
。

H D D 法所以能用于 H CV R N A 模板处

理
,

可能与以下因素有关
:

① 95 ℃高温下加

上 低浓度裂解液可使标本中大部分 蛋白变

性
,

经离心后部分 R N A 与蛋白分离而游离

于上清中
.

另一方面
,

高温下标本中核酸酶完

全灭活
,

可避免其对 R N A 的降解
。

② H C V

感染者外周血及分泌液 (如汗液
、

唾液
、

精液

等 ) 中很少检出病毒抗原 s[]
.

一般认为 H C V

在体内产生的蛋白
,

初时为一大分子蛋白
,

继

之很快被分解为小分子蛋白
,

真正随核酸一

起包装到 外周 血的蛋白有 多少仍 不清楚
,

H C V R N A 在外周血中是裸露抑或有包膜目

前仍未定论
。

H D D 法用低浓度开壳剂 ( 2
-

M E ) 加上热变性能游离出病毒核 酸用 于

P C R 检测
,

亦间接说明 H C V R N A 外周蛋白

可能不多
.

③H D D 法之所以有较好的应用效

果
,

与其操作步骤少有一定关系
,

核酸抽提的

中间步骤越少
,

物理损伤及核酸酶分解的机

会就越少
,

被扩增的模板量就越 多
,

且 P C R

操作步骤越简单
,

越利于推广应用
。

H D D 法 不仅适 应 于血标本
,

对 54 例

H CV 感 染 者 尿 标 本 进 行 检 测
,

有 9 例

( 18
.

4% )扩增出 H CV R N A 阳性条带 (另文

详述 )
,

因而该法亦 适应于尿液标本 H CV

R N A 的检测
。
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0
.

5% 2
一

m e r e a p t o e t h a n o l w a s a d d e d t o s a m p l e s o f s e r u m o r u r i n e , t h e n t h e s a m p le s w e r e

h e a t e d a t 9 5℃ f o r 1 5m i n
。

A f t e r e e n t r i f u g a t i o n f o r sm i n
,
t h e s u P e r n a t e w a s d i r e e t l y u s e d f o r

r e v e r s e t r a n s e r i p t i o n o f H C V R N A i n t o e D N A
.

T h e n a n e s t e d P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e

P e r k i n 以 im e r C e t u s D N A T h e r m a l C y e l e r
.

C o m p a r i e d w i t h a e id g u a n id iu m t h io e y a n a t e p h e -

n 、 ) 1 e h l o r o f o r m ( A G P C ) e x t r a e t io n , t h e P r e s e n t m e t h o d h a d a s im i l a r P o s i t i v e d e t e e t i o n r a t e

f o r H C V R N A
.

K e y w o r d s h o t
一

d e n a t u r e , h e p a t i t i s C v i r u s ; R N A ; p o l y m m e r a s e e h a i n r e a e t i o n
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·

新成果
·

结膜
、

角膜与巩膜切除联合板层角巩膜移植

治疗蚕蚀性角膜溃疡的应用推广

课题负资 龚向明

(中山医科大学附属眼科医院 ,广州
,
5 1 0 0 60 )

蚕蚀性角膜溃疡是一种难治的眼病
,

且手术后易复发
,

课题组总结过去各学者的失败教训
,

创建了角结

膜
、

巩膜切除联合板层角巩膜移植术新方法
,

使手术治愈率提高到 97
.

3纬
,

取得满愈的疗效
,

同时
,

手术方法

易于掌握
,

便于推广
.

该成果 1 9 8 7年获奖后
,

继续进行了大面积的推广
,

得到同行的承认和推广应用
,

已有山

东
、

吉林
、

广东
、

广西
、

陕西和甘肃等省市医院及本单位应用此手术方法治疗病例达 500 多例
,

治愈率均在

90 % ~ 100 写
,

复发率很低
,

收到了显著效果
,

证明该方法是目前治疗蚕蚀性角膜溃疡最好的方法
,

具有很强的

应用性和推广价值
,

该手术方法具有一定的独创性
,
1 9 9 3 年获卫生部推广奖三等奖

.

(陈丽芳 )


