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鸭乙型肝炎病毒核酸荧光定量 PCR方法的建立及应用 

陈压西，黄爱龙，齐珍元，郭树华 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：建立鸭乙型肝炎病毒核酸(DHBV DNA)荧光定量的方法。方法：根据DHBV DNA S基因区的序列设计扩增 

所需 3条引物 ，通过偶联反应用 AmpliSenSOr荧光信号标记半巢式引物，经过前期不对称扩增、半巢式扩增及在线检测建立 

DHBV DNA阳性标准品 QPCR的标准曲线，并将 70份鸭血清分别用荧光定量 PCR方法和地高辛标记的DHBV DNA探针斑 

点杂交的方法检测，比较结果的相关性。结果：DHBVDNA阳性标准品经过 30次循环后，扩增产物经 2％琼脂糖凝胶电泳检 

测，可以看出有 180bp、70bp两个片段，与设计的片段大小相符，扩增产物的浓度与标准品的起始浓度成正比，扩增指数的数值 

大小与该循环时已合成的扩增产物的量成正比，起始浓度的大小与要合成的一定扩增产物的量所需的循环次数成反比。用 

荧定量 PCR方法和斑点杂交的方法检测血清中 DHBV DNA的结果有良好的相关性(r=0．97，P<()．01，v=58)。结论：荧光 

定量 PCR方法可作为检测 DHBV DNA含量的一个重要手段。 
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Establ ishment and appl ication of the method for detecting 

DHBV DNA with fluorescence quantitative PCR 

CHEN Y＆zi．et nl 

(，7lstitute Viral Hepatitis，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objatire：To establish the method for detecting duck hepatitis B vi nls(DHBV)DNA using fluorescence quantitative 

PCR．Methods：Three primers derived from DHBV DNA S gene were designed．The semi nested primer was labelled by AmpliSen— 

sor using coupling reagent．The standard curve of the positive standards of DHBV DNA was established after asymmetric preamplifi— 

cation ，semi—nested amplification and on— line detetion．70 samples of duck serum were tested by fluorescent quantitative DHBV 

DNA PCR method and dot blot hybridization aKsay using digoxigenin labelled DHBV DNA probe．The correlation of results between 

the two method s was analysed ．Results：After 30 cycles，amplification products showed two bands about 1 80bp and 70bp by 2％ a— 

garose gel electrophoresis．The concentration of am plification prod ucts was in direct proportion tO the initial concentration of the posi— 

tive standards．The magnitude of detection index was in direct proportion tO the amount of amplification prod ucts accumulating at the 

current cycle．The initial concentration of the l~sitive standards was inversely proportional tO the number of cycles needed for the 

am ount of am plification products．The correlation coefficient of results was 0．97(P<0．0 1)between fluorescent quantitative PCR 

method and dot blot hybridization a&~ay．Corn·lusion：Fluorescence quantitative PCR can be USed as a method tO detect I)HBV DNA． 

【Key words】Duck；Hepatitis B virus；Fluorescence quantilalive PCR 

与人乙型肝炎病毒(HRV)一样，鸭血清中的 

DHBV DNA是病毒复制活动最直接和可靠的标志。 

通过检测血清中肝炎病毒核酸的含量，可以分析病 

毒在体内的复制活动情况，从而为研究病毒性肝炎 

的发病机理 ，评价和预测抗病毒药物的疗效提供重 

要依据。然而，如何进行准确 、客观的肝炎病毒核酸 
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定量，是我国乃至全世界研究肝病的工作者致力于 

研究的热点及难点。目前，应用荧光定量 PCR方法 

进行 HBV DNA 的定量 检测 已在 临床 开 始应 

用[1～引，而对于鸭乙型肝炎病毒 DNA的定量研究， 

国内外尚无文献报道。 

1 材料和方法 

1．1 材料 
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1．1．1 通用 AmpliSen~r标记试剂盒，购于美国 Biotronics 

公司 。 

1．1．2 DHBV DNA PCR扩增所需三条 引物参照 DHBV 

DNA S基因区的序列设计如下 ，5 _tggcctaatcggattactgg一3 

(20bp)限量引物(上游引物)；5 一cctgggcatccccacgggcagg一3 

(22bp)过量引物(下游引物)；5 一gggacgcgcgctttccaagatactg 

一 3 (25bp)半巢式引物。合成于上海生物工程公司。 

1．1．3 TaqDNA多聚酶 ，购于德国罗氏公司。 

1．1．4 血清标本中提取 DNA试剂盒购于德国罗氏公司。 

1．1．5 96孑L加热块 PCR仪、ACT一9600Analyzer荧光光度 

计、AS,~P专用数据软件，购于深圳百雅克泰公司。 

1．1．6 含鸭乙肝病毒留置血清(本所提供)。 

1．1．7 DHBV DNA阳性标准品系克隆有 DHBV DNA全基 

因序列的 pBR325质粒经 EcoRI酶切、低融点琼脂凝胶回收 

DHBV DNA全序列 ，再经紫外分光光度计定量，系列稀释成 

6个梯度 2．76×10 ～2．76×10拷贝／J』l。 

1．2 方法 

1．2．1 QPCR方法的建立 

1．2．1．1 连接反应 应用通用 AmpliSensor标记试剂盒进 

行偶联反应标记半巢式引物(即 5×AmpliSenmr引物浓缩 

液)，5×偶联试剂 10 I，5×通用荧光信号 10tfl，半巢式引物 

0．5t*g加水至 50t,l；37℃孵育 90min，加 50t*l水后 90℃加热 

5min灭活酶 ，以终止反应。 

1．2．1．2 接反应后的效果测算 分别设定 2孔样品(每孔 

含 5×AmpliSensor引物浓缩液 1 l和 1×PCR缓冲液 4『』l、 

5t,IPCR延伸反应液)、2孔阴性对照(每孔含 5×AmpliSensor 

引物浓缩液 0．1ul和 1×PCR缓冲液 4．9ttl、5t~IPCR延伸反 

应液)作为本底信号对照、2孑L标准品(每孑L含 5×AmpliSen— 

sor引物浓缩液 0．1ift和 1×PCR缓冲液 4．9ttl、5t,IPCR延伸 

反应液)作为最大能量传递的参照、2孔空白对照(每孔含 

H2O5t,l和、5ulPCR延伸反应液)经 94℃20s，55℃20s，72℃ 

30s，再于 20℃30s平衡信号。读取荧光值作为基本读数。 

在样品孔和标准 品孔 中各加入 1 的 TaqDNA 多聚酶经 

94℃20s，55℃20s，72℃30s，运行 3个循环，再于 20℃30s冷 

却，比较延伸反应后样品与标准品相对荧光增强的读数，就 

可估测偶联的效果。 

1．2．1．3 前期 不对称扩 增 扩增 的理论片 段长度 为 

182bp。在 1．5ml离心管中加入以下试剂，配备 PCR主反应 

液 10×PCR缓 冲液 110tfl，40nmaol／L MgCI，110／d，10× 

dNTP 110tfl，10×过量引物 110tfl，10×限量引物 110t4，加水 

至 880t4可做 100次反应。设立阴性孔(5ul水)、峰值孔 、标 

准品孔(5ul不同梯度的阳性标准品)、样 品孔(5ul待测样 

品)，除峰值孔加 10tfl的 PCR主反应液，其余孔各加 5 l 

PCR主反应液，0．5U Taq酶。按 94℃30s，55℃30s，72℃30s 

程序运行 25个循环，循环结束后再 72℃30s，20℃30s冷却。 

1．2．1．4 半巢式扩增及在线检测 扩增的理论片段长度为 

70bp。在 0．5ml离心管中配制 AmpliSensor反应液(5×Am— 

pliSensor引物 浓缩 反 应液 661．1，10×PCR 缓 冲液 33t*1， 

40mmol／L MgCl2 33 l，加水至 330u1)，每孔加入 5f|l的 Am～ 

pliSensor反应液，经 94℃30s，55℃30s，72℃30s，再于 20℃30s 

冷却以平衡信号。经 AG一9600Pmalyzer应用标准模式读取 

荧光值，将此数据贮存为基本读数。按一定的循环数继续扩 

增 ，每 2次循环读取荧光值，贮存为检测循环读数，应用 A— 

PAS软件将每次读数转换为检测指数(Omega指数)，检测指 

数的数值大小应该与该循环时已合成的扩增产物的量成正 

比。启动报告窗口，显示每个样品的定量数据。 

1．2．2 用 QPCR、DHBV DNA地高辛标记的探针经斑点杂 

交检测含 DHBV DNA不同滴度的鸭血清 70份。血清斑点 

结果用 Vuego Scan(Hrisa一620ST)扫描仪进行胶扫描；用安 

发马西亚公司的 the Discovery Seties Quantity One软件对斑 

点进行定量分析，用斑点值表示 ，斑点值 =色强度 ×斑点面 

积(rnm!)。 

2 结 果 

2．1 通 用 AmpliSensor标记试 剂盒进行偶联 反应 

标记半巢式引物偶联的效果 

检测指数 2个样品孑L为 424．79、551．28，偶联 

指标为“+”，表示样品的连接反应的效果大于 70， 

可用来做不对称 PCR。 

1 2 3 4 5 6 7 8 bp 

前 
一
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1．阴性对照 

2—7．DHBV DNA 性标准品(2．76×10“2．76×10。拷g!／g1) 

8．标准分 量 

图 l 2％琼脂凝胶 电泳检测不同浓度 DHBV DNA阳性标 

准品 QPCR的结果 

1．阴性对照 2～7．DHBV DNA阳性标准品(2 76×10 ～ 

2．76×10拷贝 1) 8．标准分子量 

2．2 DHBV DNA 阳性标准品 QPCR的检测结果 

DHBVDNA阳性标准品 l0倍稀释 6个梯度 

2．76×10 ～2．76×10拷贝 l，经过 30次循环后， 

扩增产物经 2％琼脂凝胶电泳检测，可以看出有 

180bp、70bp两个片段，与我们设计的片段大小相 

符。扩增产物的浓度与标准品的起始浓度成正比。 

见图 1。 

2．3 DHBV DNA阳性标准品 QPCR的标准曲线 

图2所示DHHVDNA阳性标准品Stdl—Std5 
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(2．76×106～2．76×10 拷贝 1)扩增指数 Omega 

值与循环次数的曲线，扩增指数的数值大小与该循 

环时已合成的扩增产物的量成正比。DHBV DNA 

阳性标准品的起始浓度与循环次数的曲线(略)，起 

始浓度的大小与要合成的一定扩增产物的量所需的 

循环次数成反比，该曲线的线性关系良好，相关系数 

r=0．992。 

2．4 两种方法检测鸭血清DHBV DNA结果 

将 70份鸭血清分别用百雅克泰公司荧光定量 

PCR仪和地高辛标记的 DHBV DNA探针检测，并 

比较结果的相关性。结果表明二者有良好的相关性 

量 PCR方法检测 DNA在<×10 拷贝／ml时，用斑 

点杂交方法检测不出核酸。 

15 19 23 27 31 35 39 

循环次数 

(r=0．97，P<0．0l，v=58)见表 1。其中用荧光定 图2 DHBV DNA阳性标准品扩增指数标准曲线 

表 1 两种方法检测 70份血清标本 DHBV DNA定量结果的相关性分析 

3 讨 论 

以往，对于乙肝病毒核酸的定量研究有许多报 

道，如竞争性 PCR、同位素掺人 PCR、分支链 DNA 

信号放大法、斑点杂交法、液相杂交法、杂交捕获法 

等，这些实验方法因定量标准不够客观，受影响因素 

多，难于应用在实际工作中。荧光标记聚合酶链反 

应(Ampli~nmr—PCR)是最近发展起来的一项世 

界领先的技术，该方法是根据测定荧光能量的转换， 

来进行 DNA分子的定量分析，设计的双链信号引 

物的两条链上，分别标记了荧光供体基团和荧光受 

体基因，未进行扩增循环时，这种信号引物处于双链 

互补结构，产生荧光；随着 PCR循环的重复进行，信 

号引物的双链结构被破坏，其中的一条链参与到产 

物的合成中，荧光就消失，这种荧光强度的变化，与 

反应中特异性的扩增产物的量成比例关系，即荧光 

强度的减少程度与起始靶 DNA含量及扩增程度成 

正比，因此，通过荧光光度计在线检测 PCR反应体 

系中的荧光强度的变化、ASAP专用数据软件进行 

数据处理即可推算出样品中模板核酸的含量。Am— 

pli~nmr方法的信号产生的机理与引物紧密相关， 

经典的 PCR，其单链引物是可能引导非特异扩增的 

主要因素，Ampli~nmr引物是稳定的双链结构，即 

是半稳定状态的双链寡核苷酸，每条链分别标记上 

荧光素能量的供体与受体，其中一条长链的5 末端 

比短的一条多7个核苷酸(5 gcgtccc一3 )，而半巢 

式引物的 5 末端的 7个核苷酸正好与其互补，偶联 

反应在Td连接酶的作用下能有效进行，该引物不会 

随机引导扩增，而且对应于所有能量传递效应的荧 

光信号是可预测的和序列特异性的，能直接监测扩 

增产物的量。作为一种简便而均一的定量 PCR方 

法，AmpliSenS()r技术是靶特异性的，并可标化信号 

量及样品量，因此，当调整不同反应扩增效应的差 

异，就能准确计算出扩增后产物的量。Ampli~nmr 
—

PCR技术正逐渐成为分子生物学领域中又一经 

典技术，为病毒核酸定量检测、遗传病的分析，癌症 

的诊断等方面的研究，提供了新的手段。目前，国内 

外应用该技术进行人类乙、丙型病毒性肝炎(HBV、 

HCV)的临床诊断、评价和监测抗病毒药物以及干 

扰素的疗效的预测等方面的研究正在起步。 

鸭乙型肝炎病毒(DHBV)与人乙型肝炎病毒 

(HBV)同属于嗜肝 DNA病毒科，二者有着相似的 

分子生物学特征，其核酸序列的同源性达 40％，研 

究 DHBV的分子生物学特性及其感染(下转第52页) 

∞ 踟 ∞ ∞ O 
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(上接第38页)宿主 、体内复制的过程，疾病的转归， 

筛选有效的抗病毒药物等是目前研究人类乙型肝炎 

的重要实验手段。应用鸭乙型肝炎动物模型进行新 

药抗乙型肝炎病毒药效学评价的试验，用以往的实 

验方法(DHBV DNA斑点杂交法)来检测病毒血清 

学标志，以及 Southern blot、原位杂交法检测肝组织 

中DHBV DNA从而进行药物抗病毒治疗效果的评 

价和监测及其预后的判断，虽有重要的参考价值 ，但 

若能应用 AmpliSenmr—PCR这一世界领先技术， 

建立动物乙肝病毒核酸定量的标准方法，使得新药 

药效学考核的动物学试验有一个客观的量化指标， 

将会为开发治疗病毒性肝炎的新药提供更科学 、更 

有参考价值的实验资料。 

参 考 文 献 

l 1] Nagata I，Colucci G，Gregorio GV，et a1．The role of HBV 

DNA quantitative PCR in monitoring the reslx)nse tO interferon 

treatment in chronic hepatitis t3 virus infection[J]．J Hepatol， 

l999：30(6)：965． 

[2] Kessler H H，Preininger S，Stelzl E，et a1．Identification of 

different states of hepatitis B virus infection with a quantitative 

PCR a&say[J]．Clin Diagn Lab Immunol，2000；7(2)：298． 

[3] Chen T，Luk J M，Cheung S T，et a1．Evaluation of quan— 

titative PCR and branched —chain DNA aKsay for detection of 

hepatitis B virus DNA in sera from hepatocellular carcinoma and 

liver transplant patients[J]．J Clin Microbiol，2000；38(5)： 

1977． 


