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双循环线性滚环扩增检测ＨＢＶ替诺福韦耐药位点的方法学研究
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　　［摘要］　目的　探讨双循环线性滚环扩增（ｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＣＡ）检测ＨＢＶ替诺福韦耐药基因突变位点的
可行性。方法　 以ＨＢＶ替诺福韦耐药基因突变位点为检测靶点，设计该位点的锁式探针以及包括该位点的 ＨＢＶ野生
型、突变性模板。锁式探针与野生型模板特异识别并结合，通过Ｅ．ｃｏｌｉ连接酶连接为闭合环形结构，加入引物启动第１轮
ＲＣＡ；扩增产物用ＨｐａⅠ酶切游离出检测模板，重复上述过程进行第２轮ＲＣＡ，琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物；并对该方法
的特异性、检测限及连接效率的影响因素进行初步探讨。结果　 探针与模板的杂交温度为４５℃时，探针的环化连接效率
最高、特异性最好。通过对不同浓度野生型模板的检测，单循环 ＲＣＡ的检测限为５０ｐｍｏｌ／Ｌ，双循环 ＲＣＡ的检测限为
５ｐｍｏｌ／Ｌ，检测灵敏度提高了１０倍。结论　 初步建立了检测ＨＢＶ替诺福韦基因耐药位点突变的双循环ＲＣＡ方法。
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　　病原微生物对抗菌药物的耐受大大降低了抗菌药
物的治疗效果，已成为临床感染性疾病治疗面临的棘

手问题。病原微生物的基因突变是其产生耐药性的根

本原因。细菌、真菌等病原微生物的耐药性可以通过

耐药基因检测和体外药敏实验进行监测，但乙型肝炎

病毒（ＨＢＶ）、丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）等病毒尚无体外药
敏实验，只能进行耐药基因检测。因此，耐药位点检测

在各种感染性疾病的治疗中，对于指导抗感染药物的

选择和合理应用具有重要临床价值。目前，基因突变

位点检测有测序法、芯片杂交法等。基因测序方法繁

琐，费用昂贵，耗时长；芯片杂交以 ＰＣＲ技术为基础，
易出现假阳性。滚环扩增（ｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＲＣＡ）是一种恒温线性扩增技术，以其快速简易、灵敏
度高和特异性强等优点受到广泛关注。锁式探针由

５′端模板结合区、中间连接序列区和３′端模板结合区
组成。其中 ３′端末端碱基一般为突变位点识别区。
当５′端和３′端与模板完全互补时，探针两端在ＤＮＡ连
接酶的作用下形成磷酸二酯键被连接成环，为ＲＣＡ提
供环形模板，后者与引物杂交并在ＤＮＡ聚合酶的作用
下启动滚环扩增反应，形成１条含大量环形模板互补
重复序列的ＤＮＡ单链。当５′端和３′端与模板不能完
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全配对时，探针无法连接成环而保持线状，也就不会发

生ＲＣＡ反应［１］。本研究基于上述工作原理，把锁式探

针和ＲＣＡ有机结合，建立检测 ＨＢＶ替诺福韦耐药基
因突变位点的双循环 ＲＣＡ方法，并对该方法的特异
性、检测限及扩增效率的影响因素进行初步探讨。

１　材料与方法

１．１　实验器材和主要试剂
　　 高速离心机 （ＳＴ１６Ｒ，德国 Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；ＰＣＲ仪
（ＭＧ９６＋，杭州朗基科学仪器有限公司）；多功能读数仪（ＶＡＲＩ
ＯＳＫＡＮＦＬＡＳＨ，美国热电）；凝胶电泳仪（ＤＹＹ６Ｄ，北京六一仪
器厂）；凝胶成像仪（ＶＩＬＢＥＲＬＯＵＲＭＡＴ，法国）。纳米金颗粒溶
液（１５ｎｍ粒径，浓度１．２４ｍｇ／ｍＬ）购自上海杰一生物有限公
司；限制性核酸内切酶 ＨｐａⅠ（１０Ｕ／μＬ）、Ｅ．ｃｏｌｉＤＮＡ连接酶、
ＥｘｏｎⅠ核酸外切酶、ＷｉｄｅＲａｎｇｅＤＮＡ标准、２０ｂｐＤＮＡ梯度标
准购自大连宝生物有限公司；ｄＮＴＰｓ混合液（各１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、
ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶购自上海生工生物有限公司。
１．２　探针、引物的设计
　　在ＧｅｎＢａｎｋ上获取ＨＢＶ替诺福韦耐药位点所在区域的基
因序列。以其为模板设计野生型锁式探针。使用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５０预测探针的５′端、３′端及引物的二级结构和 Ｔｍ值。最后在
Ｍｆｏｌｄ网站预测探针成环后的二级结构，力求二级结构最小。
　　为实现双循环ＲＣＡ，在锁式探针中间序列加入限制性内切
酶ＨｐａⅠ的酶切位点ＧＴＴＡＡＣ。同时设计合成野生型模板、突
变型模板、引物、巯基化引物、ＦＩＴＣ标记探针（表１）。

表１　野生型模板、突变型模板、引物、巯基标记引物、ＦＩＴＣ
标记探针序列

基因 核酸序列（５′→３′）

锁式探针（野生型）
ＰＯ４ＣＣＴＡＣＧＡＡＣＣＡＣＴＧＡＡＣＴＧＣＴＴＣＴＴＣＧＧＴＧＣＣＣＡＴＡＣＡＴ
ＣＡＡＡＴＧＣＣＡＣＧＴＴＡＡＣＡＧＴＣＡＧＧＣＣＴＡＧＴＧＧＧＧＧＡＡＡＧＣ

野生型模板
ＡＣＴＡＧＴＧＣＣＡＴＴＴＧＴＴＣＡＧＴＧＧＴＴＣＧ
ＴＡＧＧＧＣＴＴＴＣＣＣＣＣＡＣＴＧＴＴＴＧＧＣＴＴ

突变型模板
ＡＣＴＡＧＴＧＣＣＡＴＴＴＧＴＴＣＡＧＴＧＧＴＴＣＧＴＡＧ
ＧＡＣＴＴＴＣＣＣＣＣＡＣＴＧＴＴＴＧＧＣＴＴ

引物 ＡＴＧＧＧＣＡＣＣＧＡＡＧＡＡＧＣＡ
巯基标记引物 ＨＳＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＴＧＧＧＣＡＣＣＧＡＡＧＡＡＧＣＡ
荧光素标记探针 ＦＩＴＣＣＣＴＡＣＧＡＡＣＣＡＣＴＧＡＡＣＴＧＣ

下划线处为ＨｐａⅠ酶切位点

　　上述模板及引物的合成与修饰由上海生工生物有限公司
完成，ＵＬＴＲＡＰＡＧＥ方法纯化。
１．３　实验方法
１．３．１　纳米金颗粒表面的ＲＣＡ反应
１．３．１．１　引物的纳米金修饰　　４８５μＬ纳米金溶液与
１００μｍｏｌ／Ｌ巯基化引物１５μＬ混匀，室温放置１６ｈ；加入１ｍＬ
缓冲液 Ａ［０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ７．０）］，混
匀，室温放置４０ｈ；１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２５ｍｉｎ，弃上清；再加入
１ｍＬ缓冲液Ａ清洗。离心，弃上清后用１５０μＬｐＨ７．０缓冲液
Ｂ（０．３ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１０ｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４）重悬，４℃保存备用

［２］。

１．３．１．２　锁式探针的环化连接　　灭菌水１２μＬ、１μｍｏｌ／Ｌ探
针２μＬ、模板２μＬ和１０×Ｅ．ｃｏｌｉＢｕｆｆｅｒ２μＬ混匀，４５℃孵育
４０ｍｉｎ后，加入１０×ＢＳＡ２μＬ和０．２μＬＥ．ｃｏｌｉ连接酶，混匀，

３７℃进行环化连接反应４０ｍｉｎ。继续加入１０×ＥｘｏｎⅠＢｕｆｆｅｒ
２μＬ和ＥｘｏｎⅠ核酸外切酶２μＬ，混匀，３７℃反应１ｈ，消除未
环化的探针，最后在９５℃条件下灭活外切酶。
１．３．１．３　ＲＣＡ反应和荧光探针杂交检测　　总反应体积
２０μＬ，纳米金修饰的引物３μＬ、探针环化连接产物１０μＬ和
１０×ｐｈｉ２９Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，９５℃孵育 ５ｍｉｎ，冰浴 １ｍｉｎ。再加入
ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶１μＬ、ｄＮＴＰ液２μＬ和１００μｍｏｌ／ＬＦＩＴＣ探
针２μＬ，混匀后在３７℃避光条件下进行ＲＣＡ反应２ｈ。
１．３．１．４　ＲＣＡ产物检测　　将 ＲＣＡ产物溶入１ｍＬＰＢＳ液
中，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２５ｍｉｎ，弃上清，重复上述操作２次。最
后用１００μＬＰＢＳ液重悬，多功能读数仪检测荧光强度（吸收光
波长４９２ｎｍ，发射光波长５２０ｎｍ）。
１．３．２　双循环ＲＣＡ
１．３．２．１　锁式探针的环化连接与酶切　　方法同１．３．１．２。
１．３．２．２　第１轮ＲＣＡ　　总反应体积３０μＬ，探针环化连接
产物２４μＬ、１００μｍｏｌ／Ｌ引物１μＬ和１０×ｐｈｉ２９Ｂｕｆｆｅｒ３μＬ，
９５℃５ｍｉｎ，冰浴１ｍｉｎ。加入ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶１μＬ、ｄＮＴＰ液
１μＬ，混匀后３７℃进行ＲＣＡ反应２ｈ。
１．３．２．３　ＲＣＡ产物的酶切　　总反应体积 ３５μＬ，第 １轮
ＲＣＡ扩增产物３０μＬ、１０×ＨｐａⅠ Ｂｕｆｆｅｒ３．５μＬ和 ＨｐａⅠ核酸
内切酶１．５μＬ，混匀后３７℃酶切１２ｈ。酶切产物９５℃孵育
５ｍｉｎ，冰浴１ｍｉｎ后备用。
１．３．２．４　锁式探针的连接　　酶切的 ＲＣＡ产物 ３５μＬ、
１μｍｏｌ／Ｌ探针１μＬ和１０×Ｅ．ｃｏｌｉＢｕｆｆｅｒ４．５μＬ，混匀，４５℃孵
育４０ｍｉｎ。加入１０×ＢＳＡ４．５μＬ和０．４μＬＥ．ｃｏｌｉ连接酶，混
匀，３７℃进行环化连接反应４０ｍｉｎ。加入１０×ＥｘｏｎⅠ Ｂｕｆｆｅｒ
５μＬ和ＥｘｏｎⅠ核酸外切酶２μＬ，消除未环化的探针，反应条
件同１．３．１．２。
１．３．２．５　第２轮 ＲＣＡ　　反应总体积６０μＬ，环化连接产物
５０μＬ、１００μｍｏｌ／Ｌ引物１μＬ和１０×ｐｈｉ２９Ｂｕｆｆｅｒ６μＬ。９５℃
孵育５ｍｉｎ，冰浴１ｍｉｎ。加入ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶２μＬ和ｄＮＴＰ
液１μＬ，混匀，３７℃进行 ＲＣＡ反应２ｈ。扩增产物用１．０％的
琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪观察电泳结果。

２　结果

２．１　杂交温度对锁式探针环化连接效率的影响
　　由于琼脂糖凝胶电泳电泳条带之间微弱的信号差异肉眼
难以区分，我们将引物修饰在纳米金颗粒上进行 ＲＣＡ并用荧
光素标记的探针检测扩增产物，以荧光强度数值的形式对扩增

产物的变化进行比较，以探讨杂交温度对连接效率的影响。我

们将锁式探针分别在３５、４０、４５、５０、５５℃条件下与终浓度为
１０ｐｍｏｌ／Ｌ的ＨＢＶ野生型模板进行杂交，连接成环后与纳米金
颗粒修饰的引物进行 ＲＣＡ反应。利用荧光探针检测 ＲＣＡ产
物，以荧光强度表示扩增产物的浓度（图１）。结果表明锁式探
针与模板在４５℃杂交时，探针环化连接的产物最多，后续ＲＣＡ
的扩增效率最高。

２．２　杂交温度对锁式探针环化特异性的影响
　　采用同样方法将锁式探针分别在３５、４０、４５、５０、５５℃条件
下与高浓度突变型模板（终浓度１μｍｏｌ／Ｌ）杂交，检测 ＲＣＡ非
特异性扩增产物，产物浓度以荧光强度表示（图２）。结果表
明，锁式探针与模板杂交温度为４５℃时，ＲＣＡ的非特异性扩增
产物最少，ＲＣＡ扩增反应的特异性最高。
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图１　杂交温度对锁式探针环化连接效率的影响
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图２　杂交温度对锁式探针环化连接特异性的影响

２．３　锁式探针的特异性验证
　　实验设计的锁式探针分别与高浓度的ＨＢＶ野生型和突变
型模板（终浓度１μｍｏｌ／Ｌ）在上述建立的条件下进行环化连接
反应，反应结束后用核酸外切酶ＥｘｏｎⅠ切除未连接的探针，连
接反应产物电泳结果如图３所示。结果显示探针与野生型模
板特异识别，杂交结合后被连接成环，从而不被核酸外切酶切

除，电泳条带明亮。突变型模板中由于基因位点突变，不存在

探针结合的特异序列，探针不能与模板结合，因此探针未能连

接成环，仍保持线状而被 ＥｘｏｎⅠ消化，电泳结果无条带出现，
证明本实验针对ＨＢＶ的替诺福韦耐药位点设计的锁式探针具
有较强的特异识别能力。
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Ｍ：标准；１：野生型模板连接产物；２：突变型模板连接产物
图３　锁式探针环化连接产物电泳结果

２．４　ＲＣＡ反应的特异性验证
　　用双循环 ＲＣＡ检测终浓度分别为５００ｆｍｏｌ／Ｌ、５ｐｍｏｌ／Ｌ、

５０ｐｍｏｌ／Ｌ、５００ｐｍｏｌ／Ｌ的突变型模板，探讨 ＲＣＡ反应的特异
性。电泳结果显示各浓度的突变型模板均未见明显扩增产物

条带（图４），证明本实验所建立的ＲＣＡ反应特异性强。
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Ｍ：标准；１：空白对照；２～５：分别为５００ｆｍｏｌ／Ｌ、５ｐｍｏｌ／Ｌ、５０ｐｍｏｌ／Ｌ
和５００ｐｍｏｌ／Ｌ突变型模板扩增产物
图４　双循环ＲＣＡ检测不同浓度的ＨＢＶ替诺福韦耐药突变位点

２．５　ＲＣＡ反应的最低检测浓度
　　采用单循环ＲＣＡ和双循环ＲＣＡ反应检测不同浓度野生型
模板，ＲＣＡ产物电泳结果显示，单循环 ＲＣＡ在模板终浓度 ５
ｐｍｏｌ／Ｌ以下均未见扩增产物，模板终浓度５０ｐｍｏｌ／Ｌ以上均可
见明亮条带，表明单循环 ＲＣＡ的最低检测浓度为 ５０ｐｍｏｌ／Ｌ
（图５）。双循环ＲＣＡ在模板终浓度５００ｆｍｏｌ／Ｌ以下均未见明
显条带，模板终浓度５ｐｍｏｌ／Ｌ以上均可见明亮条带（图６），并
且条带亮度明显强于单循环 ＲＣＡ。结果提示，双循环 ＲＣＡ的
最低检测浓度为５ｐｍｏｌ／Ｌ，其检测灵敏度较单循环 ＲＣＡ反应
提高了１０倍，能较好地满足低病毒载量标本的检测。
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Ｍ：标准；１：空白对照；２～５：分别为５、５０、５００ｐｍｏｌ／Ｌ和５ｎｍｏｌ／Ｌ
的模板扩增产物

图５　不同浓度ＨＢＶ替诺福韦耐药位点野生型模板的ＲＣＡ产物检测
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Ｍ：标准；１：空白对照；２～５：分别为５００ｆｍｏｌ／Ｌ、５ｐｍｏｌ／Ｌ、５０ｐｍｏｌ／Ｌ
和５００ｐｍｏｌ／Ｌ模板扩增产物
图６　不同浓度ＨＢＶ替诺福韦耐药位点野生型模板的双循环

ＲＣＡ产物检测

３　讨论

　　目前，ＨＢＶ等病毒耐药性监测需先用ＰＣＲ技术对

５９０１
第３５卷第１１期
２０１３年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１３



病毒靶基因进行扩增，再通过测序技术分析基因的突

变位点。该方法耗时，且费用较高，不能满足高通量、

快速临床监测的需要。锁式探针结合 ＲＣＡ技术是一
种检测基因位点突变的新方法，通过锁式探针特异识

别靶基因的点突变位点，ＲＣＡ放大检测信号。该方法
不需特殊设备、操作简单、特异性好、灵敏度高，在病原

体耐药位点突变检测方面具有独特优势［３－５］。

　　不同种类的连接酶会影响探针识别和环化连接的
特异性。有研究者发现用Ｔ４连接酶时，探针会发生自
成环连接的现象，而 Ｅ．ｃｏｌｉ连接酶则不存在这种问
题［６］。探针自成环连接会导致后续 ＲＣＡ反应的背景
条带干扰，严重影响检测的特异性［７］。本实验采用

Ｅ．ｃｏｌｉ连接酶，在高浓度（终浓度１μｍｏｌ／Ｌ）的突变型
模板的环化连接实验和空白对照实验中均未见产物生

成，而野生型模板的环化产物条带清晰、明亮。结果证

明采用Ｅ．ｃｏｌｉ连接酶，探针不会发生自成环连接，同时
也提示我们设计的锁式探针特异性强，可准确识别检

测模板中的单个碱基突变，能够用于ＨＢＶ耐药基因的
检测。

　　ＲＣＡ扩增反应首先取决于锁式探针的环化连接
反应，而探针与模板的杂交温度是影响连接效率的关

键因素［８］。本实验结果显示，当杂交温度为４５℃时，
探针环化连接的效率最高、连接反应的特异性最好，结

果与Ｓｕ等［８］的研究相似。目前，杂交温度影响探针

连接效率的具体原因尚不清楚。我们推测可能是：温

度越高，探针与模板越易处于解离状态，不利于两者的

杂交；温度过低，探针与模板会发生部分非特异性配

对，最终可能导致探针的５′端末端与３′端末端未能处
在相邻位置，连接反应无法进行。Ｓｕ等［８］报道了利用

电化学发光法检测 ＲＣＡ产物，检测限可达１０ｆｍｏｌ／Ｌ。
本实验中使用琼脂糖凝胶电泳方法检测扩增产物，单

次ＲＣＡ扩增的检测限仅为５０ｐｍｏｌ／Ｌ。为了提高该方
法的检测灵敏度，我们特意在设计的锁式探针的中间

序列加入了限制性核酸内切酶 ＨｐａⅠ的酶切位点ＧＴ
ＴＡＡＣ，在双循环 ＲＣＡ时，可用 ＨｐａⅠ酶切第 １次
ＲＣＡ的扩增产物，从而游离出更多的模板（扩增产物
为含大量模板重复单位的 ＤＮＡ长链），有利于新一轮
的ＲＣＡ。结果显示，双循环ＲＣＡ方法可将检测限提升
至５ｐｍｏｌ／Ｌ，检测灵敏度提高了１０倍。有研究报道
ＲＣＡ产物的生成主要在反应的前１００ｍｉｎ，在３０ｍｉｎ
内将模板复制１０００倍以上，１００ｍｉｎ后扩增速度将逐
渐减缓［６，８］。为了合成更多模板产物，我们将扩增时

间延长至２ｈ。另外，本研究使用的ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶
ＤＮＡ链置换能力强，理论上可合成长度超过７００００ｂｐ

的单链［９］。本实验证实单次扩增的检测限为５０ｐｍｏｌ／Ｌ，
而我们设计的探针长度为７８ｂｐ，按理论值计算双循环
ＲＣＡ检测限可提高至５０ｆｍｏｌ／Ｌ，但研究结果显示双循
环ＲＣＡ的检测限仅为５ｐｍｏｌ／Ｌ。原因可能为：①第
１次ＲＣＡ产物酶切不够彻底。扩增产物为长度约
７００００ｂｐ的 ＤＮＡ单链。单链间或单链自身相互缠
绕，导致ＨｐａⅠ酶切位点无法充分暴露，酶切不彻底。
②实验发现，终浓度１０ｐｍｏｌ／Ｌ的模板２ｈ内单次ＲＣＡ
的产物长度大部分约为５０００ｂｐ，即仅仅复制了６０倍，
其原因尚不清楚，可能是环化探针量少，其与 ＤＮＡ聚
合酶、引物结合形成扩增复合体所需时间更长。

　　本研究利用锁式探针对单碱基突变的特异识别作
用，建立了检测ＨＢＶ替诺福韦耐药位点的ＲＣＡ技术，
不仅方法检测特异性高，而且使用了双循环 ＲＣＡ，成
功将检测限提高到５ｐｍｏｌ／Ｌ，具有较高的检测灵敏度，
有望作为一种ＨＢＶ替诺福韦耐药位点检测的新方法。
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