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，。 地高辛标记 DHBV DNA 

制备及应用 

探针的 

第二医院病毒性肝炎研究所陈压西郭树 V／陈学华 

提 要 采用 随机 引物 法制 备地 高辛 标记 含鸭己型肝 炎病毒 (DHBV)~-团片段的质 牡 

PBR322作为探针．建立 DHBV DNA斑点杂交试验-结果 ：探针可检出 I．0pg同源 DNA片段 -不 

与人乙肝病毒(HBv)及鸭肝细胞 DNA发生杂交 ，与”S—DHBV DNA探针的灵敏度相似 。该探针 

检 出重庆地 区 2—3月龄麻鸭血清 DHBV 自然感染率为 25．48 I用 DHBV血清经腹腔感染 l一2 

日龄雏鸭 ．1周后 阳性感染率为 82．90 ．并可持续感染至步 2月。 

关键词 星! 丝塞妻 童圭 堑皇童享 垫 ! 
中圉分类号 R512·6 

DHBV与 HBV同属于嗜肝 DNA病毒 

科 (Hepadnavirus)．国内外用鸭乙肝动物模 

型不断进行了乙肝发病机理、病毒复制过程 

及筛选有效的抗病毒药物的研究。随着基因 

工 程技术 的发展，应 用核酸杂交技 术检测 

DHBV 的方法正不断建立和完善，DNA是 

乙肝感染最直接 、特异和灵敏的指标 ，本文应 

用地高辛标记含 DHBV 基因片段质粒作为 

探针，建立了检测 DHBV DNA 基因片段质 

粒作为探针，建立了检测 DHBV DNA的斑 

点杂交技术，获得了快速、特异、敏感的检测 

结果 ，为实验研究提供了可靠的检测手段。 

材料与方法 

1．含 DHBV DNA片段的 PBR322质粒 由北 

京第一传染病院赠送 。 

2．地 高辛标记药 盒 购 自德 国 Boehrlnger— 

Mannheim公司。 

3．”s—DHHv DNA挥 针 ：购 自北京 第一传 染 

病医院 ．灵敏度为 2．5pg。 

4．质 粒 扩 增、提 取 与 纯 化 受 体 菌 为 

LE392Ecoli(本所提供)．采用碱变性裂解法Ⅲ，酣氯 

仿 抽 提 ．无 水 乙 醇 沉 淀 ．氯 化 铯 密 度 梯 度 离 心 

(55．000rpm，16小时)纯化 ，用紫外分光光度计测定 

质粒的浓度 ，琼脂糖凝胶电沫分析质 牡的纯度。 

5．DHBV DNA挥针标记 参照产品说明书，用 

随机引物标记法进行。 

6．标本来源 

(1)临床HBV DNA阳性乙肝病人血清 20份。 

(2)取 l0只未 感 染 DHBV 的 鸭 肝 组 织 各 

200mg制成匀浆 ，经 0．5M EDTA pH8．0}100~g／m] 

proteinaseki0．5 sarcosyl溶解 ．酚／氯仿抽提，乙 醇 

沉 淀【 ，沉淀溶 于 100 lIE 内．即为鸭肝组织 DNA 

提取液．一20℃保存，待检 。 

(3)采集重庆邻郊 2—3月龄麻鸭血 263份 ．分 

离血清后于一20℃保存待检 。 

(4)一次性经腹腔注射 DHBV DNA(+)血清给 
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76只 1—2日龄雏 鸭(0．1m]一lml／只)，于接种病毒 

血清后 1—8周经颈外静脉抽血 ，分离血清 ，一2o'0 

保存待检 

7．DNA斑点杂 交试验 按产 品说明书进 行， 

探针浓度为 1．1SbLg／m]，用 96孔微量抽滤器将标本 

分别加到硝酸纤维薄膜上，经 NaOH变性、中和液 

中和后于 8O．0 烘烤 2小时，预杂交 4小 时，杂交 18 

小时t于暗处显色 2小时启观察记录结果 。 

结 果 

评价 方法 ，地高 辛探 针敏 感性 为 91．67 

(22／24)，特 异性 为 97．92 (47／48)，与 S 

探针符合率为 95．83 (69／72)。 

3．动物血清标本检测 

(1)在采集的 263份鸭血清中有 67份为 

DHBV DNA阳性 ，占 25．48 (67／263)。 

(2)人工感染鸭乙肝动物模型的观察，各 

周 阳性率与第 1周比较无显著性差异 (P> 

0．05)，说明动物模型 DHBV DNA无 自然转 

阴现象 ，见表 1。 

表 1 接种 DHBV阳性血清 1—8周后平均阳性感染率 

1．地 高辛标记 的 DHBV DNA 探针的 

特异性和灵敏度 

(1)特异性 探针仅与 DHBV DNA和 

同源性 的质粒发 生杂交，不与 2O份 HBV 

DNA(+)乙肝病人血清及 1O份鸭肝组织 

DNA发生杂交反应。 

(2)灵敏度同源性的质粒系列稀释后，地 

高辛探针可检出 lpg的量，见图 1。 

I O ● ● ● 
100rig 10rig 1rig 100pg 10pg lpg 

图 1 地高辛标记的 DHBV DNA探针的灵 

敏度 

2．与 S--DHBV DNA探针比较 

从 263份鸭血清中随机抽取 72份分别 

用 S和地高辛标记的 DHBV DNA 探针检 

测 ； S探针检测 24倒阳性 ，其中 22例地高 

辛探针检测阳性 ； S探针检测 蚰 例阴性，其 

中47例地高辛探针检测阴性。按诊断性试验 
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讨 论 

地高辛是一种甾族半抗原化合物 ，它借 
一

交联臂与 duTP相连，地高辛与 duTP作 

为底物掺入 DNA 而合成地 高辛标记的探 

针，在与靶 DNA杂交后，利用抗地高辛抗体 
一

碱性磷酸酶复合物进行酶联免 疫试验检 

测，地高辛标记的探针具有灵敏性高、特异性 

强、操作方便、易于贮放 、适当保存稳定性可 

达 2年以上等优点 ]。 

同位素标记探针虽有特异性好、敏感性 

高等优点，但由于其半衰期短，运输及放射性 

污染等问题难以解决 ，限制了其在一般实验 

室和临床的常规应用。地高辛 DHBV DNA 

探针检测灵敏度与同位素探针的检测灵敏度 

相当，这除了与地高辛配基的分子较小 、标记 

时易于掺入，且对探针杂交的空间阻遇效应 

较小，使探针杂交更容易、更牢固外 ，还可能 

与探针标记方法有关，制各地高辛探针使用 

的随机引物标记法 代 替了缺 口平移法0 ． 

前者有更高的掺入率。 

对 72份鸭血清棼测结果显示 ，我们自制 

的如高辛 DHBV DNA探针具有较高的敏感 
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性和特异性 ，与 s—DHBv DNA探针检测 

结果有较高的符合率，因而在实验研究中，可 

用地高辛探针代替阿位素探针。 

以往的鸭乙肝动物模型实验中，常用”P 

或 s探针进行实验检测 ，而改用地高辛探针 

后无需放射 自显影过程，3天便可得到结果， 

可以缩短动物实验周期，节约开支，更有利于 

抗病毒药筛选的研究 。用人工感染动物模型 

观察，DHBV DNA至少在 2个月 内无 自然 

转阴现象 ，使得治疗药物观察的结果稳定、可 

靠 。 

地高辛标记的 DHBV DNA探针的特异 

性结果表明，该探针不与人 HBV DNA发生 

杂交反应 ，人 HBV 与 DHBV的 DNA序列 

同源性为 40 ，因而国内有报道 DHBV与 

HBV的 KNA可以发生杂交，且 DHBsAg与 

HBsAg有部份交叉反应“ ，是否与我们的血 

清样本未经浓缩处理，DNA滴度 低，且作为 

探针的 DHBV DNA仅是完整的 DNA的片 

段有关，有待于我们进一步研究 。 
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图 tL"内膜心肌活检组织学改变 A； 

HE×200，B：HE×400。说明见正 

文。 
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