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聚合酶链反应 

在乙型肝炎诊断中的应用及进展 

肝炎研 所 综述 张定风 审校 R J2．6≥o． 

中圈分奠号 R512．62；QTS 

自Saiki等 。1985年首次用体外酶放大 

法诊断镰刀型贫血病以来，聚合 酶 链 反 应 

(Polymerase Chain Reaction，PCR) 

很快用于分子生物学各个领域。它不仅用于 

基因分离、克隆和核酸序列分析，还用于突 

变体构建、基因表达调控研究，遗传病、传 

染病诊断及法医鉴定 ”：。本文 就 PCR在 

乙型肝炎诊断中的应用及进展作一综述。 

PeR原理及方法 

简单地说，在模板DNA、四种 脱 氧核 

糖核苷酸及引物存在条件下，利用Taq DNA 

聚合酶，经变性、退火、延伸三个阶段，连 

续重复数十次将目的基因体外扩增。由于每 

次循环产生的DNA均能成为下次循环 的 模 

板，故产物成几何级数增加。三 十 次 循环 

后，理论上扩增10~倍，一般认为可达l0。"10 

倍 。用于乙型肝炎诊断主要优点在于： 

其一，短时间内将待测DNA或RNA迅速扩 

增 数百万倍，提高检酒灵敏度，其二，可迅 

Chemin菩 

Sumazaki等 

Kanek]o等￡I。 

Kanek1O等  l 

Baker等 

速得珂大量某一特定DNA片段，对于测序、 

桉苷酸变异分析提供了极大方便 。目前改 

进方 法有快速放大cDNA末端 (RACE)、 

反向PCR、巢式PCR、重组PCR、不对称 

PCR、定量PCR 以及精定PCR 等。 

PCR在乙型肝炎中的应用及进展 

1． 用千HBV DNA检测 

(1， 血情HBV—DNA检测 

Cheminf 、 8umazaki~：、 Ka neko 

E ：、[11：
、

·Bhkert“：等用PCR、斑点杂 交两 

种方法阿时检测 HBsAg阳 性 患者 血清 

HBV—DNA，结果如下表 ： 

从衾中可以看出：PCR检测HBeAgffi 

性组，’HBV—DNA检出 率 均 为 100．O咛刍， 

HBeAg阴性组检出率为80呖左右，斑点杂 

交HBV—DNA检出率 HBeAg阳 性 组 为 

90
．O％左右，HBaAg阴性组仅3O嘶左右 。 

表明PCR法检羽j血清HBV—DNA 明 显 优 

于斑点杂交。 

HBsAg+HBeAg(+)组 ： 
～ ⋯  

_  

例数 斑点杂交 (嘶) PCR(嘶) 例敦 

14 14(100．0嘶 ) 14(100．0嘶 ) 11 

6 0 6(100．0％) 8 

14 9(64．3％) ]4(100．O％) 9 

16 15(03．8辱 ) 1 6(100．0％) 25 

31 3O(g6．O辱 ) 31(100．0％) 46 

HB奉Ag+。HBeAg(-)组 

斑点杂交(晡 ) PCR(畴) 
⋯  ～  ⋯  

2(18．2％ ) 10(90．9嘶 ) 

0 3(37．5霸 ) 

2(22．2％ ) 8(B8．g嘶 ) 

10(40．0％) 1B(64．0弼) 

1 4(30．0弼) 36(78．0嘶) 
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蕞近，Liang等“ 报告 采 用抗一HBs 

单抗吸附／PCR扩增67／t~JHBsAg阴性的 特 

发性慢性秆病患者血 清 HBV-DNA。第一 

组，HBV血清学标志均阴性38例，第二组， 

血滑抗-HBs、抗-HBc阳性 31例。结果： 

第一组U佣 (a0．0嘶)，第二组 l0例(32．3嘶) 

检出低水平HBV DNA。推测常规方 法不 

能检出的低水平HBV感染是特发性慢性肝 

病的重要病因。 

(2) 肝组织中HBV DNA捡测 

Lampertico等⋯ 用PCR捡测坫 例肝 

组织标率中 HBV—DNA存在情况。血清仅 

HBsAg阳性 5倒， 抗一HB8、~-HBc阳 

性1例，HBV血清学标志阴性8例，l倒胎儿 

未能检测。结果 6例血清学标志均阴性者肝 

组织中无一例检出HBV—DNA。认为PCR 

检测HBV感染是一个有臻的诊断手 殷，将 

有助于忏炎病毒发病机理的研究。 

最近，Shindo等“ 报告用 PCR方法 

捡溯慢性乙肝、非甲非乙型 肝 炎 秆 组织中 

HBV—DNA。55份肝 活 捡 标 奉 中，血清 

HBsAg、HBeAg陌性的慢性 肝 炎n份， 

慢性非甲非乙墅忏炎 44份 (其中 血 清 抗 一 

HaV阳性33份)。结果n份血清 HBsAg． 

HBeAg阳性的漫性肝 炎肝 组织 中HBV 

DNA均阳性，25份冰冻 非 甲非乙型肝炎肝 

钼织中HBV—DNA无一例阳 ，21份 石蜡 

． 包埋的非甲非乙型肝炎肝 组 织 中 亦无一例 

HBV—DNAffi性 。 

2． 用于HBV DNA变异研究 

(1) 嗜肝DNA病毒基因组自然突变 

蜜 

Girones等“ 对体 内复制的地松 鼠 肝 

炎病毒 (GHBV)基因组自然突变率进 行 

了研究 。结果表明基因组核苷酸替代宰≤2．0 

×】0 ／位点／年，比RNA病毒突变 率 高l0 

-- ]oO倍，与逆转录病毒gag基因组 突 变率 

相同 。 

(2) HBV—DNA的Pre—C／C区基因 

突变 

Brunetto等 ：报 告 用Pre-C／C区寡 

核苷酸引物对7例HBsAg~性、HBeAg阴 

性肝炎患者血清进行PCR扩增，随 后 克隆 

八 M 。噬菌体或采用不对称PCR、链 终止 

法测序。结果发现6例放大的Pre--C DNA 

片段有三个突变位点均位 于 Pre—C／C区交 

界处，第1896位a÷A突变产生一个终止密 

码， 导致血清HBeAg缺乏。两种方法潮序 

结果一样。据此推测，Pre-C突变是患者血 

清HBeAg阴惶的原因，病毒基因蝈变异和 

严重肝病的关系也应引起注意。 Fiordali 

sic等 ：对 11例 HBsAg、抗一HBe、抗一 

HBc厦斑点杂交HBV—DNA均阳性患者血 

清进行 PCR扩增、测 序 研 究。结果发现 

Fre-C／C区有高度变异性，即使从 同 一例 

患者分离所得克隆亦有变异，8D％有l一3个 

位点变异。第1856位T÷C突变导 致X 基因 

终止密码消失，影响突变的 X蛋白合成，第 

1896位G-)A突变导致终止 密码产生，阻止 

HBeAg台成及分泌。表明HBV 含有逃逸 

宿主免疫高度变 异的基因箜b 最近，Kasa— 

ka等“ 报告采用PCR、链终止法定序检测 

10铡HBV重肝患者Pre--C变异 情况。9例患 

者113个克隆Pre-C第83位按苷酸均有 a÷ 

A突变，导致由色氨酸 (TaG)转 变 为终 

止密码(TAa)，阻止HBeA眙 成与分泌； 

在另一例23个克隆中无一个有Pre—C突变； 

8例正常无阡衰的急性肝炎患者180个克隆对 

照组中无一罚有 Pre-C突变。表明 Pre—C 

突变的变异株是暴发性忏嶷。 

最近，Carman等 报告用体 外酶 放 

大技术，链终止按定序对重肝与Pre-C变异 

关磊进行了研究。18例HBV重型 肝 炎患者 

l5俪进行了定序。9~gHBeAg阴性患者8例 

八院对血清检测即发现Pre~CN第1896位G 

A突变I 6例HBeAg~fl性者未发现有Pre 
— C变异。含变异病毒抹患者很快发展为盱性 

脑病，但生存率比无变异毒株或混合株高。 

认为当重型忏炎发生在慢 性 HBV感 染 由 
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HBeAg向~％-HBe虮清 转 化时，Pre—C 变 

异可自发产生。 

(3) S医基 因突变 

Yokosuka等 ’用S区的一对寡援苷酸 

引物对克隆的adr．adw亚墅及从患 者 血清 

标本中提取的DNA进 行 PCR扩 增，采用 

Sanger方法测序。结果发现：所分 稃 的两 

一个克隆都有d决定簇，郎第l22位 密 码子都 

是粕氨酚。第160拉则不周#《dr克 隆 株是 

精氟酸 (AGA)，adw．克 隆 株 是 赖 氨 酸 

(AAA)。分析T例患者PCR产物在第122、 

160做密码子周围变异情况，发现5例是 ads 

亚型，3例是adw亚墅，第]25、126、1．gO 

13l 136、161和I7]位密码子发生变异，．其 

中第126、131租161位变异引起氨基酸谈变 ， 

重复疆次得到同样结果。表明在放大过程中 

引起序列误差是非 常稀少的 一 。 · 

(t) 基因组缺失突变 、 ． 

Lamper
．

tico等 在用e区引物检捏I肝 

组织标本申HBV DNA时发现，22份 样 本 

中宥2份其扩增片段比预想片段短30--．4Obp．， 

S0uthern杂交证实为HB 一DNA 特 异 序 

列，换用S区；I物扩塔 该样本又产生正常爽- 

小扩增片段。推泓其与C区基因 担 缺 失 有 

关。 。 一 -- 

3． 用于HBV DNA复制状态妁研究 

Baginski等【“-采用RNA逆转~：PCR 

对2倒患者外用畹单攘细狍(PBMC)中HB．V 

RNA存在状态进行了研究。 两俄患者均系 

抗一HBc阳性慢肝．病例— 重叠感染HDV。 

结果发现两例患者 PBMC胞核，胞质中均 

有HBV特~ mRNA PC Y(A)序列， 

而教有斑点杂交或PCR所能检测到的HBV 

DNA穿刊。表明PBMC内存在HBV—D．I~A 

的转录，病佣l_的 HBV—DNA阴性结果可 

能系由子HDV持续复制所致。 

PCR检测中应注意的问题 

DNA分子，亦可出现假阳性， 因此在操作 

过程中，以下问题值得注意。 

1． 实验室内最好安装紫外灯，不定期 

室内消毒。 

2． 所有缓冲液、滴头、离心管使用前 

均应消毒，滴头、离心管均一次性使用· 

3． 引物 、dNTP、缓 冲 液 应小量分 

装，在加样过程中样品 模板 DNA 最后加 

入 。 ． 

4． 操作前戴好手套．并经常更换，严 

格避免交叉感染 -- - ． 

5． 每次试验巾应设m性，一阴性对照，． 

并做灵敏度检测 阳性结果必要 时 重 复试 

验，阴性结果换用鸺医gf物拧增。威 用重迭 

PCR试验 。， “ 
，  

展 望 

PCR是生命科学方法l上构又·次革命。 

它已广泛用于医学拉划领域，如 单 疱 病 毒 
r

、 人类乳头瘤状病毒 、轮状病毒 ， 

爱糍宿病毒 、弓形体 魔凡类染色体基 

园检测 等，对遗传病、传染病的诊 断以 

瑟发病机理曲研究将发挥重要的作用·使用 

多十重选引物，巢引物以及对扩增 片段 览 

隆 覆f序将有助于 HBV 的 诊 斯 、’变 异似 

及低水平复制机理的研究，利fl}POR监测， 

也可用于随访抗病毒治疗疗效以及赍 选有效 

抗病毒药物。 

由于PCR放大鼓能高，即使污染 微量 [6】 
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我校学报召开常务编委会 

1993年 3月12日下午．我校召开了一次学报常务编委会 会议由学报主编黄崇本教授主持。学报编辑室 

主任杜创云教授向到会常委汇报了学报近年的工作情况．主管学报副校长邱宗荫教授到会。 

会议主要议题是 为适应当前的发展形势进一步提高学报的质量I到会常务编委就这一问题进行了认真 

的讨论．并提出了一些好的建议。常委认为．学报质量主要体现在有高质量的学术论文．关键是如何调动我 

校科技人员积极性，鼓励多出科研成果，多写高质量的论文．投八学报。同时建议基层领导、各编委关心学 

报．宣传学报．把好论文质量关，鼓励作者将高质量的论文投八学报。有计划地参加各种大型学术会议，广 

泛组胡稿件．也不失为拓宽稿谅的一种好的办法。 

邱副校长对学报工作很关心．指出学报是我校的一个重要窗口．近期要向我校各级领导宣传学报．使全 

校关心学报．稿极向学报投稿。并表示要对穗校办刊条件的完善等同题给予支持。 

我校学报是向国内外公开发行为正式学术性刊物．在全国省内刊物评比中多次获奖，在国内具有一定影 

响．为把穗校学报办得更好．为社会作出应有的贡献．希望全校师生都来关心学报。 

学报端辑室 

1993年 3月22日 
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