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重型肝炎患者血清 

HCVRNA的 “巢式”PCR研究 

第二医院病毒畦肝炎研究所丝 竺 ． ／ 

提 要 采用逆转录和 巢式 PCR技术检测38例重型肝炎患者血蒋中爵肝病毒RNA．发现 

例慢性重型肝炎检出3例 (43笳)，28例亚急性重型肝炎中检出19例 (68 )，急重肝1例为阴性， 

HCYRNA阳 性率平均为6l届，因此丙肝病毒感染可能和肝兜的重症化有密切关系 HCVRNA 

(+)组乙肝病毒复制率较 HC~RNA(一)组低．可能提示丙肝病毒在体内能干扰乙肝病毒的复制。 

单纯HC~感染翳HcV台并HBV感染重肝患者的病死率明显高亍仅由HBV~jl起的重型肝是，表明 

感染HcV后．预后较差．易于慢性化，应爰早进行抗病毒治疗 

丧， ， 、I 
美■词 重型辟炎； 巢式 PCRl丙型肝炎 {{ 
中圈分类号 R512．6 ／ ； 

自l988年美国Chiron公司发现丙型肝 

炎病毒以来，研究进展十分迅速 。 目前认 

为，丙型肝炎为波及全球的传染病，易于慢 

性化、重症化。在血清中存在量较少，至今 

柬观察到完整的 病 毒 颗 粒，传 播 方 式 与 

HBV相 似。以前多采月j血清学 方 法 检 l测 

抗一HCV进行诊断，存在灵敏度低，特异性 

较差 以及检出时间较晚等缺 点 t 。近年来， 

由于PCR技术 的进 步，国内外相继报遭采 

用逆转录和“巢式”PCR技术 (RT—PCR) 

检测HCVRNA ， 。因采用二 次 PCR扩 

增，灵敏度和特异性都得到避一步提高，下 

面报道的是我们采用此技术检测重症肝炎患 

者血清~HCVRNA的结果。 

材料和方法 

1． 礴究材料 

(1) RT-PCR试剂盒购 自北医肝病所。外 

引物序列为(+)链5 CTGTGAGGAACTACT 

GTCTT 3 (28—47位 )．(一)链 AACACTA 

CTCGGCTAGCAGT 3 (229~248也)，内 引 

物序 列 为(+，链5 TTCACGCAGAAAGCGT 

CTAG 3 (46—6 位j．(一)链5 GTTGATCC 

AAGAAAGGACCC 3 ‘1 7l 0O位 )。 

(2) 小分子量棱酸标准 PGEM-7zf(+) 

DNA-HaeI，购自华黄treat程公司． 

(3) PC R扩增仪Perki~-E1 mer公 司‘80型 

PCR反应仪． 

(4) 棱酸电球装置Bio-R'ad公司产品． 

(5) 标奉来源主要采用数年来我所收治曲重 

肝患者留置血糟及门诊住院病人．包括慢重肝7例． 

亚重肝2g例和急重肝1仞，所有病例均经肝穿证实． 

谚新符台tog0年上海第者次垒目痛毒性l旰毙会议订 

论修订标准。 

2． 方棱 

(1) 血}llHCVRN~提取 

血清1o0 l加裂解液 (含sDS和蛋 白酶K) 

150~1，混句．e5℃，作用们皿in后．加人酚提取 

掖6~0#i，漏句约5rain．然后10000~离,G15minI 

取水褶加入等体积异丙醇，一7D℃，80min或--20℃ 

过夜．再14000g离心15min，用微量真空泵 吸去上 

蒲，沉淀溶于I~#ITE缓 冲液(古1URNasia／．a1)． 

10000g离心jmin．上精液作为逆转录样品 

(2) 逆转录 (20gl体系) 

取上莆样品 12#1．加人逆转录反应琨台液 (台 

PCR缓冲液、dNTP和 HCV 引 物)8#1．37℃。 

60rain后．95℃ 5min处理．供 PCR反 应使用 

(3) 巢式 PCR实验 

第一 冀PCR扩增 (50#1体系j：取io#l逆转录 

。物．加八PCR反应 台渍 (台 dNTP、外引物和 
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i．25u Taq聚台酶)40ui~2滴液体石蜡．循环参数 

为9l℃、1mia．55℃、1．5rain．72℃、2min，30 

循环 后进行第二次PCR。 

第二 次PCR扩堆(50 1体系)：取50 l PCR一1 

产物，加PCR反应混 芒r液 (台 dNTP、内 引 物 及 

． ．
25 Taq聚台酶 )45#I~N2滴试i奉I广喏．话环参数 

同前，最后72E延伸10mi 为PCR一2产物．或1 01*l 

进行 电埭检测 

(4) 产物鉴定 

采用12 聚丙烯酰胺电泳检洲．电 泳 缓 冲 渍 

TAE。 PH7
．
8．PCR-2产物FICVCDNA 段大 

小为145bp。 

结 果 

采用 RT-PCR方法共检测36例重肝患 

者血清标本，年龄范围l9-67岁，平 均 32．5 

岁，包括 慢重肝7佣 ，亚重秆28例和急重肝1 

例。和小分子量核酸比较，PCR产 物位子 

条带7-8&间，经计算与设计值完全相符，未、 

见有非特异性扩增条带出现、试剂对照和阴 

性对照 (鸭血清)均未出现相应扩增条带， 

因此具有明显特异性 (见附图)． 

附囝 HCV“巢式”PCR扩增图谱 

— — 扩增条带 

1
．

S
．

M．W ．DNA Marker(PGEMTzf(+) 

DNA-Hae■) 

2． 阳性 对照 

3 阴胜对照 (鸭血清j 

4． 阳性标本 

5． 阴性标本 

． 256 · 

6． 试剂对照 

根据我所张定风等 采用美国Orth0一 

代抗HCV诊断药盒 (C1oo一3)检出的结果， 

重症肝炎阳性率较高，犬于50 ，因此认为 

HCV感 染与肝炎的重症化有密切的关系。 

通过 PCR 检测我们得到与此相似的结果。 

36例重肝患者 中，有22例检出HCVRNA， 

占61 ，抗 HCv 性的23何中，HCVRNA 

阳性l9例 阴性4例，抗HCV阴性1 3例中， 

HCVRNA~[t洼有 3倒 ，其余仍为 阴性，说 

明抗 HCV 阳洼大部分能反映丙型肝炎病毒 

的复制状况，但由于 抗 C 00：-3抗体出现 较 

迟，少数抗Cl 00—3阴性者也出现 HCVRNA 

阳性，提 示 HCV感染在本地区重型肝炎发 

病中有重要意义，见表1。 

表1 两种方法检测重型肝炎患者体内丙 

肝病毒的比较 (符合率58．6师) 

HC RNA 

(+) 

C100—3f+) 19 

C100— 3(一 ) 3 

总 计 22(61男) 

HCYRNA 总计 
(一) 

4 23(63 ) 

1O 13 

1d 36 

寰2 丙肝病毒感染与重肝预后的关系 

例数 存插率 病程(d) 

HCVRNA(+) 19 26．3舅(5) 96．1 

C Joo-3(十) 

HC~RNA(+) 3 ·33．3男(1) 96．5 
C10O一 3(一) 

HC~RNA(一) 4 75男(3) 87．7 
C100—3(+ ) 

HCVRNA(一) 】0 70男(7) 876 
ClO0—3(一) 

从表2可看出，、不营丙肝抗体阻性 与否， 

HCVRNA阳性重肝患者的存活率均较低， 

病程一般较短，多为 亚 重肝。因此，蒜染 

HCV后，病情加重，预后较差。HCVRNA 

(一)蛆存活率高，病程较长，多为慢重I井=， 

但其中C!OO一3阳性的4例重肝 患 者 病 程 较 

短，是否与抗体阳性有关，目前还 不清楚。 
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HCVRNA J；}~性重肝息者中，约有 o 

的病例可检出乙肝孵毒的复制标志，此类双 

重感 染的患者忏损害严 重、存 活 率 低， 

HCVRNA阴性患者大多带焉乙肝病毒复制 

指标，存活幸高，病情较缓和，因此丙肝嫡 

毒在仁}=内可能干扰己肝病毒的复制，多重感 

染则易于重症亿。结果见表3。 

表3 丙肝病毒感染对乙肝病毒复 

制及预后的影响 

乙盱艏毒复制 HBsAgl~]住 
阳性率 存活率 

HCVRNA(+， 50 (jU22) 27 (3， 11) 

HcVRNA(一) 79努(1]／14) 3 (8／11) 

讨 论 

目前认为，在正常人群I ，丙型肝炎轲 

毒平均带毒水平较低，美国、英国、 13本等 

发达国家的感染率在0．23—1．2 不 等，我 

国jB京地区感染率较高为2．0 ，因交叉感 

染，河北 固安等县单献浆者抗一HCV阳性率 

高达56 ，输血后肝炎中有8o 以上为丙型 

肝炎病毒所引起，因此应及早进行预防和治 

疗。抗 Cloo-3诊断虽然任 丙 肝病毒 的发现 

和流行宿学调查方面起过重要作用，但近来 

发现其存在特异性较差，检出率较低和不能 

进行早期诊断等特点，正逐步为包括有结构 

区和非结构区台成多肽 的抗 HCV 检测药盒 

和 重 组免 疫 印 迹 实 验 (4一RIBA)所取 

代 t ，巢式PCR技术 的出现，进～步增强 

了丙型肝炎诊断的灵敏度和特异性。据报道 

血清内HCVRNA浓度虽较低，但PCR的 

灵敏度为对黑猩猩感染剂量的1o倍。因此可 

作为有无传染性的标志和抗捕 毒疗 效的依 

据。采用此法我们检捌了36例重肝患者血清 

中HCVRNA ，检出率嵩达61 ，表明HCV 

感染 可g『起严重旰损害，我们采用 PCR技 

术检测重肝患者血 清 中 HBVDNA，发现 

犬部分病例存在HBV复 制，并且此娄患者 

血清TNFTJ~平明显高于单 一 病 毒 感 染 患 

0，说明瘸毒感染及其活跃程度仍然是引起 

重症肝炎的重要原 因。HCVRNA(+)组乙 

盱病毒复制率较HCVRNA(一)组低，可能 

提示丙肝病毒在体内能干抚 乙肝 病毒的复 

制，单纯HcV感染或HCV台并 HBV感染 

重肝患：苣的死亡率明显高于仅由 HBV引起 

的重型肝炎，表 日感染HCV后，预后较差， 

易于重症化，虚及早进行抗病毒治疗。北医 

杜绍财等采用限制性内切酶降解上述扩增片 

段进行分型，发现重肝患者HCV病原体以 

Ⅱ型为主 (75簿)， Ⅲ型较少 (25 )，无 

棍 台型，与其它地区，其它类型的丙型肝炎 

相似，从而排除重型肝炎由特殊型 鄹 HCV 

感染所致的可能。至于重型肝炎的发作，可 

能和内毒素血症及激发的肿瘤 坏 死 因 子有 

关，后者可在原有肝损害基础上，形成大块 

或亚大块坏死 。 
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CLINICAL ANALYSIS OF THIRTEEN CASES 
-

。 

OF NEW BORN HIE 

zhou Lin 

Chbngqing Man ieipal Materity and Child ren Hospital 

This。paper ‘rdported‘thirteen cases of n~wborn H IE who ere treated i丑 

~ewborn warb of our hospital in 1892
．
There Were three m ild cases．six modeFate 

caseŝand four severe cases in this study．The clinical characteristics of HIE w42re 
discussed

．
The meehah．；sm of action of mannitol and t signifi c anc8 of its early 

us。 erB expla]ned
．
In th9 meantimP,,we had some suggestions for the prevention 

and treatment of HIE and its complicatiolls 

gEY WORD$ 1Newborn HIE Mannitolj OFR 

(上接257页) 

DETECTION 0F SERUM HEPATITIS C VIRAL RNA 
1 

IN PATIENTS W ITH HEP~iTIC FAILURE BY 
。  

●  

‘'
．NESTED~．POLYMERASE CHAIN REACTION 

Huong’Ai．ong，et al 

Viral Hepatitis Institlute 

A RT-PCR method was developed for serological diagnosis of hepatitis C vi· 

rue RNA 抽 36 patients with hepatic failure． eliminary studi0s showed that 3 

of 7 pationts with chronic hepatic failure and 19 of 28 patients ith subacute he． 

p ic failure were positire for HCVRNA． HCVRNA WaS not detected in one(,ase 

ol acute hepatic failure．The positive rate of HCVRNA was 61 on the a~erage． 

A11 these data sti'ongly suggested that HCV infect ion was the important reason of 

hepatic faihre．The lowjr HBV replleating levels HCVRNA-posltive pat nts 

as compared with those without detectable HCVRNA indicared that HC_v could 

interfere w ith th replication of HBV i丑 vire
．
The higher m6rtality rate of he- 

patir failures caused by HCV infecton or co一谊 fection with HBV showed that pro． 

gnosis of H CV infection was very poor and m ight lead to severe liver dam age． it 

should be considered eaflier for anti-vira1 thornpy 

KEY W ORDS hepatic Failure Nested PCR Hepatitis C Virus 
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