
中山医科大学学报 (Ac
a d J SU M S ) 1 9 9 4

,
1 5 ( 1 ) : 1 2 ~ 1 8

乙肝病毒 P C R 产物的鉴定及单项抗
H cB 阳性血清的 H B V 基因扩增

`
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提 要 本文报道 H B V 基因扩增产物的限制性酶切分析和寡核昔酸探针杂交鉴定
、

应用血

清 H BV D N A 的咒R 扩增产物制备基因探针和单项杭 H BC 阳性血清的 H BV 基因扩增
。

CP R 用

ad
r 、

ad w
、

ay w 3种亚型 H B v 的 C 荃因区共有序列为内外两对引物分单次或套式扩增
,

产物为

“ 4 b p 或 4 2b8 p
,

两者序列中段共含一 B g l l 酶切点并与一寡核昔酸探针同源
.

42 8b p 产物被用以缺

口平移标记
3

乍探针作斑点和转印杂交检测
。

结合分子杂交的 CP R 结果从单项抗 H BC 阳性的 8 / 4 2

例慢性肝炎和 2 / 1 2例无症状受测者血清中检出 H B V D N A
,

证实病毒低度复制和传染性
.

关键词 多聚酶链反应 ,分子杂文 ,乙型肝炎病毒 ;脱氧核糖核酸

中图号 R 5 1 2
,
6 2 , Q 52 3

.

1

检 出血清乙型肝炎病毒 ( H B v ) D N A 提

示病毒复制
、

肝病活动和传染性
。

分子杂交检

测 H B v n N A 的 低 限 是 0
.

l p g 或 10 5

个毒

粒
l ’ 丁,

多聚酶链反应 ( P C R ) 由于将病毒基因

组的一个区段进行几何级数扩增
,

故灵敏度

提高至 ag 水平
,

相当于 3一 5个毒粒 2[]
。

本文

报道 3个方面的有关研究
:

① H B V 基 因扩增

产物的限制性酶切分析和寡聚核昔酸探针杂

交 鉴定
。

②应 用 H B V 基 因扩 增 产物 制 备

D N A 探针
。

③单项 抗 H B。
携带 者 血清 的

P C R 研究
。

1 材料与方法

1
.

1 单项抗 H cB 阳性病例

均为本科住院或门诊就医的42 例慢性肝

炎病人和 12 例无症状查血者
。

R I A 检测 H B
-

s A g 和 抗 H B s 、

E L IS A 检 测 H B e A g 和 抗

H eB
、

斑点杂交检测血清 H B V D N A 均阴性
,

E L IS A 检测抗 H B。 阳性
。

l
·

2 H B V 墓因引物

设计序列后委托中国科学院上海细胞生

物 学 研究所 合成
。

序列 ( 图 l) 均为 H B V 之
a d r 、 a d w 或

a y w 3种亚型基因组 C 基因区共

有的保守序列
`, 〕 ,

在 H B V 基因组中呈嵌套式

间隔
,

既可作嵌套式 P C R
,

又可作寡聚核 昔

酸探针杂交
,

以提高 P C R 的敏感性与特异

性
。

C
,

和 C
Z

为内引物
,

可扩增 D N A 长 4 2 8 b p
,

C
3

和 C
;

为外引物
,

可扩增 D N A 长 6 6 4 b p
。

两

对引物的扩增产物共含 1个 B g ll 限制性酶

切 点
,

酶 切 后 6 6 4b p 产 物 产 生 4 o 6 b p 和

z 5 4 b p
、

4 2 8 b p 产物产生 2 9 9 b p 和 12 5 b p 各 l个

限制性片段
。

C
S

为设计的寡聚核昔酸探针序

列
,

基因位置处于所扩增基因区段的中间
。

l
·

3 P C R 扩增

同文
「̀ : 。

嵌套式 P C R 第 l 次用引物 C
,

和

C
Z ,

模板为萃取之血清 D N A ;
第 2次用引物

C
3

和 C
; ,

模板为 5拌 l 第 l次 P C R 产物
。

防污染

措施按文
「’ 1要求进行

。

L 4 限制性酶切分析

.
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·

出
。

当然也应考虑以下可能
:
( l) 体细胞裂解

,

胞 内 H B V D N A 释放
; ( 2 ) H B V 基因变异

,

抗原不表达或被修饰
; ( 3 ) P C R 带转污染

。

关

于 ( 1 )
,

已有研究表明
,

肝和肝外组织均 有

H B v n N A 整 合
〔川

,

而且 在 H B s A g 被清除

的慢性 H B V 感染者的循环血细胞中依然还

有染色体外形式的非复制状态的 H B v D N A

存在 [ ,
卜

’ 3〕 。

关于 ( 2 )
,

目前发现某些 H B V 感

染个案会发生病毒基因突变
,

受累基因有 S

区 l[’ 〕
、

前 c 区和 c 区 9j[
,

因此会出现相应的

抗原表达异常
。

以上两种情况就本文 目前的

情况而言还较难确定
。

至于 ( 3 )
,

采取了严格

的防带转污染措施并设置多层阴性对照加以

防范
。
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F o u r o l ig o n u e l e o t id e s f r o m t h e C O R F o f t h e H B V g e n o m e a n d e o 一 e o n s e r v e d b y a d r ,
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a m p li f y H B V D N A in s e r u m e h a r a e t e r i z e d b y a s i n g l e m a r k e r a n t i
一

H B e p o s i t i v e
.
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