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碱性磷酸酶直接标记核酸探针检测血清中 

鸭乙型肝炎病毒 DNA方法的建立及应用 

陈压西 ，齐珍元 ，黄爱龙 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：建立碱性磷酸酶直接(AlkPhos Direc)标记核酸探针检测血清中鸭乙型肝炎病毒核酸(DHBV DNA)方法。方 

法：应用 AlkPhos Direc M。将碱性磷酸酶直接标记纯化的 DHBV DNA全基因制备探针 ，与目标核酸杂交后加入 CDP—Star化 

学发光试剂 ，用胶片放射 自显影检 测 DHBV DNA。同时检测了探针的灵敏度和特 异性。比较 了 AlkPhos Direc标记 DHBV 

DNA探针与地高辛标记的 DHBV DNA探针检测鸭血清标本 100份结果。并用 AlkPhos Direc标记探针检测血清中鸭 乙型肝 

炎病毒核酸的方法考核了活性肽类物质保尔佳(Polyerga)及其 8种单体体内抗鸭乙型肝炎病毒作用。结果：探针灵敏度为 

10pg，无非特异性的结果出现 ，与地高辛探针 比较 ，用 AlkPhos Direct标记探针检测方法的敏感性为 100％，特异性为 100％， 

符合率为 100％；抗鸭乙型肝炎病毒作用动物实验表明，保尔佳 001号单体(CMSO01)能使血清中 DHBV DNA明显降低(P 

<0．05)。结论 ：AlkPhosDirec标记 DHBVDNA探针检测血清中鸭乙型肝炎病毒核酸方法灵敏 、特异 ，与地高辛标记的 DHBV 

DNA探针检测结果完全相符合，可作为药物抗鸭乙型肝炎病毒作用动物实验疗效评价的手段。 
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EstabIishment and appl ication of the method for detecting DHBV DNA in serum 

using DHBV DNA probe labeled directly by alkaline phosphatase 

CHE『、f y妇  ．et al 

(Institute ofⅥ ，Hepatitis，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To establish the sensitive and specific technique for detecting DHBV DNA in serum using DHBV DNA probe 

labeled directly by alkaline phosphatase(AlkPhcxs Direct probe)．Methods：The probe that purified DHt3V DNA sequence was labeled 

directly by alkaline phosphatase and chemiluminescent substrate CDP—star for AP were used in the hybridization assay．DHBV DNA 

was detected by autoradiography on the film ．The test compared the chemiluminescent dot blot hybridization assay for 100 samples 

with digoxigenin— labe led DHBV DNA probe detective method ．The antiviral effects of polypeptide Polyerga and 8 kinds of 

monomers on duck hepatitis B virus in vivo were observed by Al kPhos Di rect probe detective method ．Results：The sensitivity of the 

probe labe led directly by alkaline phosphatase was 10pg at least．The coincidence was 100％ compared with digoxigenin— labe led 

DHBV DNA probe detection．The monomer CMSO01 could significantly reduce the serum level of DHBV DNA(P<0．05)．Conclu— 

sion：The method detecting DHBV DNA in serum by DHBV DNA AlkPhos Di rect probe is sens itive and specific．The results between 

two methods with Al kPhos Direct and digoxigenin—labe led HBV DNA probe  are coincident completely
． The method might be useful 

for the evaluation on anti—DHBV effects of drugs． 

【Key words】Alkaline phosphatase；Label；Duck hepatitis B virus：Nucleic acid 

鸭乙型肝炎动物模型不仅是国内外研究乙型肝 

炎病毒感染和复制规律的重要参考动物模型，而且 

是卫生部规定的新药抗乙型肝炎病毒药效学评价的 
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唯一动物模型。血清中肝炎病毒核酸的含量是评价 

和预测抗病毒药物的疗效的重要依据。然而，如何 

进行准确 、客观的肝炎病毒核酸定量 ，是 目前研究的 

热点及难点。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、液相杂交法、杂交捕获法等，这些 
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实验方法因成本高，费时 ，不利于大量样本检测，难 

于应用在实际工作中。我们用碱性磷酸酶直接标记 

核酸探针检测血清 中鸭乙型肝炎病毒核酸，旨在建 

立快速 、简便 、灵敏 、特异 的 DHBV DNA定量检测 

方法。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

1．1．1 AlkPhos Direct标记和检测系统(RPN3690q购 于安 

发马西亚生物技术 (中国)有限公司。 

1．1．2 含DHBV DNA全序列的 pBR325质粒，本所提供。 

1．1．3 质粒中量提取试剂盒(A7640)购于 promega公 司。 

1．1．4 Gel DNA Extraction Kit(1696505)购于德 国 

Boehringer Mannheim公司。 

1．1．5 DURSeries 600分光光度仪(Bankrnan公 司)。 

1．1．6 保尔佳(水剂 )及其单体 (冻干粉剂 )，由益桥 (湖南 ) 

制药有限公司提供 。拉米夫定(批 号：13038238，葛兰素威康 

英 国行动有限公司 )。 

1．1．7 动物模型 采用健康成年的重庆麻鸭产蛋孵化的 1 

日龄雏鸭，经 腹腔接种 0．1ml DHBV DNA 阳性 病毒血 清。 

接种 1周后 ，分别 颈外静 脉抽 血，用地 高辛 标记 的 DHBV 

DNA探针¨J经斑点杂交 检测 筛选出感染 阳性鸭 ，饲养 至 2 

周龄作为实验动物 。 

1．2 方法 。 

1．2．1 按试剂盒说 明中量提取 pB 25质粒 ，经 EcoRI酶切 

后 回收 DI-IBV DNA。将回收的 DNA溶液用 DUR Series 600 

分光光度仪定量。 

1．2．2 标记 探针 用 消毒双 蒸水 稀 释待 标记 的 DHBV 

DNA至 10ng l，按 AlkPhos Direct标记试 剂 盒进 行标 记。 

标记好的探针贮存于 50％(V／v)甘油 ，一20℃可保存 6个月 

以上 。 

1．2．3 检测探针的灵敏度及特异性 将已知浓度的 DHBV 

DNA回收液倍 比稀 释点样于硝酸纤维膜上，用 AlkPhm Di— 

rect标记的探针进行杂交检测探针 的灵敏度。分别用 20份 

鸭血清(其中 10份血清地高辛探针斑点杂交 DHBV DNA为 

阳性)、20份人血清和 20份大白鼠血清用 AlkPhos Direct标 

记的探针进行杂交检测探针的特异性。 

1．2．4 血清检测 将待检血清 40t4抽滤点样于硝酸纤维 

膜上 ，1NNaOH碱变性 ，80℃烤膜 2h。预杂交 15min，加入 

AlkPhos Direct标记的探针 100ng，55℃水浴杂交过夜。膜经 

洗膜液 15512漂洗 20min，洗膜液 II室温漂洗 10min。将膜 

放在一干净不吸水的平皿 ，吸取 CDP—Star detection reagent 

到膜上(30～40t4／cm )，保留 2--5min。将膜放入暗盒，正面 

朝上。在暗室将胶片放入暗盒 ，爆光 1h后 ，取 出胶 片冲洗。 

将AlkPhos Direct标记的探针检测的胶片的斑点用 Vuego 

Scan(Brisa一620ST)扫描仪进行胶扫描 ；用 ImageMaster To— 

talLab v1．11．Ink软件对斑点进行定量分析 ，斑点值为 Vol— 

UlTIe(volume=intensity×n1m )。 

1．2．5 与地高辛标记的 DHBV探针检测结果 比较 将 100 

份鸭血清分别用地高辛标记 DHBV DNA的检测试剂检测和 

AlkPhosDirect标记的 DHBVDNA探针检测，并 比较结果。 

1．2．6 将 DHBV感染阳性模型鸭 98只随机分为 11组 ① 

病毒对照组(9只)；用生理盐 。② 阳性药物对照组 (8只)；用 

拉米夫定 ，剂量 为 50mg／(kg．d)。③保 尔佳(8只)：剂量 为 

lOOsggkg．d)。④ CMS001(9只 )；⑤ CMS002(10只)；⑥ 

CMS003(9只 )；⑦CMS007(10只)；⑧ CMS008(8只)；⑨ 

CMS010(9只)；⑩CMSO11(9只)；⑩CMS015(9只)；剂量均 

为 50~g／(kg．d)。除拉米夫定每 日口腔灌喂 1次外 ，其余各 

组均每 日腹腔 注射 1次 ，实验用药时间为 4周 ，停药观察 1 

周。于用药前 、用药 1～4周 、停药 1周分别颈外静脉抽血 ， 

分离血清于一20℃保存待检。采用斑点杂交法，用 AlkPhos 

Direct标记试剂盒制备 DHBV DNA探针 、CDP—Star化学荧 

光测 定 试剂 (RPN3690)统 一检 测 ，用 Vuego Scan(B—sa一 

620ST)扫描仪进行胶片扫描 ；用 Image Master TotalLab v1． 

11．InK软件对斑点进行定量分析 。 

1．3 统计 方 法 

采用 spss软件 ，配对 t检验。 

2 结 果 

bp 

4072 

3054 

2036 

1．核 酸 Marker 

2．pBR325质粒 ， 

经 EcoRI酶切 

3．回收 的大 片段 

(DHBV DNA) 

图 1 1％琼脂糖电泳检测 pB 25质粒经 EcoRI~酶切后 

回收的大片段 

2．1 中量提取 pBR325质粒，经 EcoRI酶切后回收 

大 片 段 ，见 图 1。回 收 的 DHBV DNA片 段 约 为 

3．0Kb，浓度为 28t~g／ml，oi)26o／OD28o=1．9。 

2．2 用 AlkPhos Direct标记的 DHBV DNA探 针 的 

灵敏度和特异性的检测 

探针灵敏度至少为 10pg，见图 2。无非特异性 

的结果出现 ，见表 1。 

2．3 与地高辛标记的 DHBV DNA探针 比较 

按诊断性试验评价方法 ，与地高辛探针比较，用 
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AlkPhos Direct标 记 探 针 检 测 方 法 的 敏 感 性 为 

100％(60／60)，特异性为 100％(40／40)，符合率 为 

100％(100／100)。见表 2。 

100ng 10ng lng 100pg 10pg 

图 2 AlkPh~ Direct标记的 DHBV DNA探针的灵敏 

度检测 

2．4 活性肽类物质保 尔佳及其 8种单体体 内抗鸭 

乙型肝炎病毒的效果 

病毒 对 照组 (生 理 盐 水 )、保 尔 佳 、CMS002、 

CMS003、CMS007、CMS008、CMS010、CMS011、 

CMS015等各组用药 1～4周分别与同组用药前比 

较，均无 DHBV DNA滴度总体水平降低。阳性药 

物对照组(拉米夫定 )用药 1～4周 、CMS001组用药 

4周分别与同组用药前比较，DHBV DNA滴度总体 

水平有降低，统计学上有显著意义(P<0．05)但停 

药 1周后两组均有 DNA回升现象。见表 3。 

表 1 AlkPhos Direct标记 的 DHBV DNA探针检测不 

同种属血清结果 

表 2 两种方法标记的 DHBV DNA探针检测 100份 

血清标本结果比较 

3 讨 论 

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 ，研究 DHBV的分 

表 3 用药前后血清 DHBV DNA滴度改变情况(j±5) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2003年第 28卷第 2期 (Journal of Chongqing Medical University 2003 Vol 28№ 2) 一 143 一 

子生物学特性及其感染宿主、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。然而 ，如何进行鸭乙肝 

病毒核酸定量 ，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 ，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 ，一直是 

我们工作的重点及难点。多年 以来，核酸的标记检 

测一直用同位素 的方法来做，因为同位素标记灵敏 

度高且已经建立 了一套完整的操作方法 ，而非同位 

素检测和标记的灵敏度相对较低 ，但同位素的安全 

性和探针的保存时间都是要考虑 的因素。近年来 ， 

非同位素的标记和检测有 了较大的发展 ，尤其是化 

学发光和化学荧光的应用，灵敏度有了很大的提高， 

理论上，可达 50fg或更高。非同位素标记可以采用 

间接和直接标记两种方法 ，以往的鸭乙型肝炎动物 

模型实验中多采用非直接标记核酸的方法，如利用 

随机引物标记法将地高辛作为一个“半抗原”挂在探 

针上l1 ；用碱性磷酸酶直接标记核酸是最新推出的 

方法 ，最大的优点是快速 、方便 ，且不降低灵敏度 ，直 

接标记免去了与抗体偶联物温育的时间及相关的封 

阻 、洗脱等时间。不仅检测快速，并能使探针剥离 ， 

重新用同一张膜再杂交更方便 、灵敏度更高 ，可重新 

杂交的次数也更多。同时碱性磷酸酶可用化学发 

光，放射 自显影检测，也可用化学荧光配合合适的激 

光扫描仪进行检测。CDP—Star是通过 dioxetane 

CDP—Star在碱性磷酸酶的作用下不稳定发光进行 

检测 ，灵敏度高。Chen Y等报道l2 J用碱性磷酸酶直 

接标记 EB病毒 DNA斑点杂交化学发光检测灵敏 

度可达 4pg，与用碱性磷酸酶直接标记 DHBV DNA 

斑点杂交化学发光检测灵敏度可达至少 10pg相当。 

如何进一步提高探针 的灵敏度，使之接近理论水平 

还需不断优化标记条件。应用 AlkPhos Direct直接 

标记的核酸探针 ，进行了活性肽类物质保尔佳及其 

8种单体体内抗鸭乙型肝炎病毒作用考核。保尔佳 

是从动物脾脏中提取的活性肽类物质 ，除具有直接 

抑制肿瘤作用外 ，还有刺激免疫系统 ，促进细胞因子 

(IL一2，IL一3，7一干扰素)的释放，增加 T细胞活 

性等功能。本实验结果表明：保尔佳及其 8种单体 

中，CMS001用药 4周后能使血清中DI-IBV DNA含 

量明显降低 ，但停药后有 DNA回升现象。值得进 
一

步深入研究。AlkPhos Direct直接标记的核酸探 

针可以替代地高辛标记 的核酸探针 ，作为药物抗鸭 

乙型肝炎病毒作用动物实验疗效评价的手段。 
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