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肝炎病人血清 外周血单核细胞及肝脏中 G B V
一

C / H G V 负链 R N A 的检测

聂青和
`

李梦东 胡大 荣 朱永红 陈国致 (第三军 医 大学 附属西南 医 院全 军传 染病 专科中心 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提
’

要 目的
:

研究 27 例肝 炎病 人血清
、

外周血单 核细胞 ( P B M C )及肝脏 中 G B V
一

C /H G V 正 链及负链

R N A (复制中 间体 ) 的存在 状 况
。

方法
:

应 用逆 转 录
一

巢 式 多 聚酶链 反应 技 术检 测 G B V
一

C / H G V 正
、

负链

R N A
。

结果
:

27 例病人中 21 例病人血清
、
7 例 P BM C

、

10 例肝组织中检测到 G B V
一

C / H G V 正链 R N A
,

其中 2

例单一 G BV
一

C / H G V 感染 者肝 组织 中检 测到负链 R N A
,

在 27 例病人血 清及 P BM C 中均未检 测到 负链

R N A
。

结论
:

G B V
一

C / H G V 是 一种 嗜肝病毒
,

肝脏可能是其复制的主要 场所之一
,

但 G B V
一

C / HG V 与 H C V

混合感染时
,

在 P BM C 及肝脏中尚未发现该病毒复制的证据
。

关键词 G B 病毒 C 型 ;
庚型肝炎病毒

;
逆转录

一

巢式 多聚酶链反应
;
外周血单核细胞

;
病毒复制

中图法分类号 R 3 9 4 ; R 5 1 2
.

6

庚型肝炎病毒 ( G B V
一

C / H G V )是否有致病性 的研

究是十分重要的课题
。

目前对 G B V
一

C / H G V 的寄居部

位及复制场所也尚未 阐明
。

资料表 明
,

G B V
一

C / H G V

与 H CV 均为单股正链 R N A 病毒
,

其复制过程相似
。

因此
,

检测病毒负链 R N A 可 以作为细胞 内病毒复制

的指标 .l[
’ 〕 。

我们检测同一患者血清
、

外周血淋巴
一

单核

细胞 ( P e r i p h e r a l b l o o d m o n o n u e l e a r 。 e l l
,

P BM C )及肝

组织 中 G B V
一

C /H G V 正
、

负链 R N A
,

力求探讨 G B V
-

C /H G V 的组织亲 和性
,

试图为其致病性的研究提供

实验依据
。

1 材料与方法

1
.

1 研究对象

选择经 R T
一 n

P C R 试验检测血清 G BV
一

C / H G V R N A 阳性

肝炎病人 21 例
,

其中单一 G BV
一

C / H G V 感染者 8 例
;
另选慢性

丙 型肝炎 6 例 (血清 G B V
一

C / H G V R N A 阴性
,

抗 H C V 及 H C V

R N A 阳性 )
。

本组研究对象共 27 例
,

为血 清
、
P B M C 及肝组 织 3

种标本齐全的病人
,

年龄 18 ~ 39 岁
,

男性 19 例
,

女性 8 例
。

1
.

2 R T
一 n P C R 引物序列

参照 aS iot 等阁报道 的引物序列
。

外引物 H G 1 6 6 5气 C C A C T A T A G G T G G G T C T T A A
一
3
`

外引物 H G 3 8 0 R 5忆 C CA C T G G T C C T T G T C A A C T C
一
3
`

内引物 H G 1 6 6 5忆 CC A C T A T A G G T G G G T C T T A A
一
3

,

内引物 HG 34 l R S忆 T G G T C A A G A G A G A C A T T G A A

G G G
一
3
`

第二次巢式 P C R 扩增产物 长度为 21 0 b p
。

1
.

3 肝组织 中总 R N A 的提取

参照 C ho m yz ns ik 等闭介绍 的异硫氰酸肌 ; 酚
:

氯仿提取

法
,

略有 改动
.

具体操作过程如下
:

①取 40 m g 肝组织
,

用无菌

。
聂青和

,

男
,

37 岁
,

副主任 医师
,

博士
,

现在第四 军医大

学附属唐都医院传染科 西安
,

7 1 0 0 3 8

生理盐水冲洗 3 次后
,

置 于无菌玻璃匀浆管中 ;②加人 6 0 0闪变

性母液 ( 4 m
o
l / L 异硫氰 酸肛

,

2 5 mm o
l / L 柠檬 酸钠

; p H 7
.

o
,

0
.

5 % 十二烷 基磺酸 钠和 6 闪 卜琉 基乙 醇 )
,

电动匀浆 3 次
,

每

次 3 0 5 ;③匀浆后在 冰水中超声震 荡 1 m i n ;④将此匀浆液移至

1
.

5 m l E p p e n
d

o r
f 管中

,

加人 2 m
o
l / L N

a
A

c ( p H 4
.

o ) 6 0 拜l
,

饱

和 酚 6 0 0 川
,

抓仿
:

异 戊 醇 ( 4 9 : 1 ) 4 0 0 川
,

混匀 后 置冰浴 15

m in
,

4
O

C 1 0 o o o x g 离心 1 5 m in
,

取 上清加等体积氯仿再提取

一次
。

再取水相加等体积异丙醇 一 20
O

C 沉淀过夜
;

③一 70
O

C沉

淀 3 0 m i
n ,

4
O

C 2 0 o o o X g 离心 2 0 m in
,

弃去 液体
,

以 7 5 %冰冷

乙 醇 60 0川 漂洗 沉淀
,

同上离 心 10 m in
,

弃去乙 醇
;

⑥沉淀物以

半 导体冻 干机抽 干
,

溶 于焦 碳 酸 二 乙醋 ( iD
e
ht y l p y r

oc
a r b o n -

at e ,

D E P C )处理的水 中
,

于 一 70
O

C冻存作为统一待检样 品
.

1
.

4 淋巴
一

单核细胞分离及 总 R N A 的提取

1
.

4
.

1 淋 巴
一

单核 细胞 的 分离 按 文献 [5」的方 法略有改

动
。

具体操作过程 如下
:

①取抗凝 静脉血 s m l
,

用 R PM l l 6 4 O

液将之 1 : 1 稀释
。

②取比重为 1
.

0 77 士 0
.

0 01 的聚蔗糖
一

泛影葡

胺分层液 4 m l
,

放人 巧 m m x 1 5 o m m 试管 中
。

③用毛细吸管吸

取稀释血液
,

在 离分层 液面上 I c
m 处

,

沿试管壁慢慢加人 8 m l

左 右
。

④用水平 离心机 50 o x g 离心 30 m in
,

将 毛细吸管轻轻插

到血浆与分离液界面的白膜 状层
,

沿试管壁周缘吸 出界面层细

胞
,

移人另一无菌试管中
。

⑤加 5 倍左 右的 R PM I 1 640 液
,

充分

混 匀
,

2 0 o x g 离心 1 5 m in
,

弃去 R PM I 1 6 4 0 液
,

将沉淀 细胞用

R PM l l 6 4O 液重悬后 反复洗涤 4 次
。

将最后一次洗涤液 留取
,

一 7 0
“

C贮存统一待检
。

⑥加 5 0 0 川 重蒸水后
,

冰浴条件下用

M S E 超声波粉碎仪振动 1 m i
n 。

在 4
O

C下 2 0 0 0 0 x g 离心 1 5

m i
n ,

吸去上 清液 4 0 0 拌l后 一 7 0
O

C贮存统一待检
.

1
.

4
.

2 G B V
一

C /H G V R N A 的提 取 采 用异 硫氰 酸肛
一

酚
-

抓仿 一步法
。

1
.

5 血清中 R N A 的提取

取待检血清 1 0 0 拌l 加 5 0 0 拌l 裂解液 ( 4
.

2 m m
o
l / L 异硫氰

酸肛
; 0

.

5% 十二烷基磺酸钠 ; 2
.

5 m m o
l / L T r i s

,

2 5 m m o
l / L 柠

檬酸钠
,

0
.

1 m m ol / L 卜琉基 乙 醇 ) 混匀
,

置 45 m in
,

然后加人 2

m m o l / L 醋酸钠 5 0 拌l
,

酚 5 0 0 拌l 和抓仿
:

异戊 醇 ( 2 4 : l ) 1 0 0

川
,

混匀
,

静里 10 m in
,

取上 清
,

移置另一离心管中
,

并加人等体
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积 的异丙 醇
,

置 一 2 0
O

C过夜
。

然后 1 0 o o o x g 离心 2 0 m i n
,

沉淀

物用真空 干燥备用
。

1
.

6 G B V
一

C / H G V 负链 R N A 的检测

参照 s
a i t o 等 [ 3 ]和 T a k e

h
a r a
等 [ 6 〕介绍 的方 法

,

略有 改动
.

具体操作过程 如下
:

1
.

6
.

1 逆转 录反应 反 应体积 2 0 川
.

将待检样 品和不 含

酶
、

R N as in 的反 应混合液分别先在 93
O

C变性 6 m in
,

再将此待

检样 品 1 0 拜l 加人到含 1 0 拌l 反应混合液 (含 l o x P C R 缓 冲液 2

拌l
、
4 种 Z m m

o l / L d N T P 4 拌l
、

与负链 G B V
一

C / H G V R N A 互补

的有义外引物 1 0 p M
、

R N
a s

i
n Zo U 及 A M V 逆转录酶 SU )的反

应 管中
,

盖上石蜡油
,

离 心混匀集 中
。

于 42
O

C反应 40 m in
,

接着

于 9 5
O

C变性 2 0 m in
,

使逆转录酶充分灭活
.

1
.

6
.

2 第 l 轮 P C R 反应 体积 4 0 闪
。

在上述逆转录反应产

物 管中加人反应混合液 20 川 (含 10 x P C R 缓冲液 2 闪
、

与正链

G B V
一

C /H G V R N A 互补的反应外引物 1 0 pM 及 T
a q D N A 聚

合 酶 ZU )
,

离心混匀
,

进人 P C R 循 环
。

参 数为
:

① 9 4
O

C 1 m i n
,

s o
0

C 1 m in
,

7 2
“

C 2 m in
,

循环 3 周 ;②继 之 9 4
O

C 3 0 5 ,

5 0
O

C

4 0 5 ,

7 0
“

C 4 0 5 (每周递 增 1 5 )
,

循环 3 7 周
;

③最后于 7 2
O

C延伸

6 m i n
。

1
.

6
.

3 第 2 轮 P C R 反应体积 4 0 尸l
。

由 4 拌 l第 l 轮 P C R 产

物 和 3 6“ l 反 应 混 合 液 (含 1 0 X P C R 缓 冲 液 4 拌l
、

每种

Z m m o l / L d N T P 4 拜 l
、

两条内引物各 l o p M
、

T
a q D N A 聚合酶

ZU ) 组成
。

参数为
:

① 9 4
O

C 1 m i
n ,

5 0
O

C 1 m i
n ,

7 0
O

C 2 m in
,

循

环 3 周
;

②继 之 9 4
O

C 3 0 5 ,

5 0
O

C 4 0 5 ,

7 0
O

C 4 0 5 (每周递增 l

s )
,

循环 37 周
;

③最后于 72
O

C延伸反应 6 m in 结束
。

以 上温育

反应均在 B
r a n s t e a d l T h

e r m o ly n e
公 司出品 的自动 化热循环仪

上进行
。

1
.

6
.

4 G BV
一

C / H G V 负链 R N A 的 R T
一 n P C R 扩增 产物 分析

取第 2 轮 P C R 扩增产物 10 川加人含澳乙 锭 的 2% 琼脂糖

凝胶 中电泳
。

2
.

4 P B M C 最后一次洗涤液检测

将最后一 次冲洗 P BM C 的 R PM I 1 6 4 0 液体
,

按上述方法

提取 R N A
、

R T
一 n P C R 检侧

,

结果未 检出 G B V
一

C / H G V R N A
。

表 1

T a b

肝炎病 人 G B V
一
C / H G V 负链 R N A 检测结果

1 R e s u lt s o f G B V
一
C / H G V R N A d e t e e t io n

i n h e P a t通t is P a t i e n t s

T y卯
o f

i n f e e t io n

eS
r u m P BM C L i v e r

C a s e

P l u s
M i n u s P l u s

M i n u s Pl u s
M in u s

C o 一 i n民
e r i o n

5 1雌 le 一 i n fec t i o n

C h or n ie h e p a ` i t i s C

T o t a 】

0 0

2 7 2 1 0 0 1 0

3 讨论

2 结果

2
.

1 G B V
一

C / H G V 负链 R N A 检测 的特异性

为防止假阳性的 出现
,

每次试验 中均随机插人 2 例正 常人

血 清或 P B M C
。

18 例正常人血清
、

P BM C 均按实验组病人血清
、

P B M C 一样提取 R N A
,

然后进行 R T
一 n

P C R 检测
,

结 果未发 现

有非 特异性 扩增 带出现
。

检测肝组织时取 2 例正常人肝组织 同

实 验组病人 肝组织 进行 R N A 提 取及 R T
一 n

P C R 检测
,

结果 为

阴性
。

2
.

2 检测结 果见表 1

2
.

3 重复性试验

将 10 例肝组织中检 出 G B V
一

C /H G V R N A 的提取 液
,

冰壶

内存放迅速移置本 院消化 内科 实验室
,

按原实验 方案及 实验条

件进行 R T
一 n

P C R 检测
,

以 上 温育 反应均 在美 国 P E 公 司 4 8 0

型 自动化热循 环 仪 上进 行
。

检 测 结果同前
,

10 例 肝 组 织 中

G B V
一

C / H G V R N A 阳 性 和 2 例单 一 感染 组 病人 肝 组 织 中

G BV
一

C /H G V 负链 R N A 阳性
。

自从肝炎病人血清中克隆成功 G B V
一

C 及 H G V

以来
,

该病毒的定居及复制场所已成 为病毒学专家们

感兴趣的课题
。

K a r a y ia n n is 等 [ ,」于 2 9 9 7 年初报道了

在 G BV
一

C /H G V R N A 阳性 病人 P B M C 中检测 到该

病 毒 R N A
,

并提出 了 H G V 可能类似 C M V 或 E B V
,

肝脏不是其特定寄居及侵袭场所
,

只是在某种条件下

可致肝脏损害而已
。

继而
,

M a
de oj n 等 81[ 报道

,

在慢性

肝病患者的血清
,

外周血单核细胞和肝脏 内均检测到

正 链 G B V
一

C / H G V R N A
,

但 仅 在肝 脏 检 测 到 负链

R N A
。

S a i t o 等 [ 3〕从 6 例肝炎病人肝脏检测到 H G V 负

链 R N A
,

其中 2 例病人的血清和 1 例病人的外周血单

核细胞也检测到 H G V 负链 R N A
。

上述两篇报道的作

者们认为 G B V
一

C / H G V 是在肝脏复制的嗜肝病毒
。

但

L as k u s 等图 的研究得 出完全相 反的结论
,

10 例血清

H G V R N A 阳性慢性肝病患者中
,

9 例 H C V R N A 也

为阳性
,

6 例在肝脏检测到正链 H G V R N A
,

均未检测

到负链 H G V R N A
。

与此同时
,

9 例均在肝脏检测到正

链 H C V R N A 者
,

其 中 7 例 也 检 测 到 负 链 H CV

R N A
,

提示至少在与 H C V 合并感染 者 中
,

肝脏不是

H G V 复制部位
。

L as k u s 等 l0[ 〕继续报道在美国不明原

因肝硬化病人中检测到 6 例血清 H G V R N A 阳性
,

其

中 5 例在肝脏 中检测 到正链 H G V R N A
,

6 例均未检

测到负链 H G V R N A
,

再次证明肝脏不是 H G V 的复

制场所的观点
。

最近
,

R ad k o w sk i 等 ll[ 〕报道 9 例血清

G B V
一

C /H G V R N A 阳性病人 中
,

5 例病人外周血单核

细胞 中检测到正链 G B V
一

C / H G V R N A
,

病人 P B M C

中均 未检 测 到负 链 G BV
一

C /H G V R N A
,

结 论认 为

P BM C 不是 G B V
一

C / H G V 的复制场所
。

上述 3 篇论

文 9[ 一川的报道均出 自美 国匹 兹堡医 学中心同一实验
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,

等
.

肝炎病人 血清
、

外周血单 核细胞及 肝脏 中 G BV
一

C / H G V 负链 R N A 的检侧 5 0 1

室的结果
,

其可信程度有待证实
。

国内目前尚未见关于

G B V
一

C / H G V 复制研究的报道
。

由于 P C R 技术具有极高的灵敏度
,

只要肝组织 中

存 在微 量 来 自血 液 的 病 毒就 可 能 出现 阳性 反 应
。

T a k e h a r a 等 [ 6 〕应用 R T
一

P C R 技术研究 9 例慢性肝炎
、

肝 硬化 患 者 的肝 组织
、

血 清和 P B M C 中负链 H C V

R N A
,

发现它只存在于肝组织中
,

而血清
、

P B M C 中则

为 阴性
,

说 明这种 技 术可 以避 免 肝 组织 中 的 H C V

R N A 是来 自血液的污染
。

实践证明
,

检测负链 H C V

R N A 能较准确地反映受检组织 中 H C V 的存在与复

制状况
。

H C V 负链 R N A 检测的成功
,

给我们的研究

带 来 启示
。

单 纯检 测 肝组 织 中正链 G B V
一

C / H G V

R N A 的方法
,

难 以确切反映肝组织 中 G B V
一

C / H G V

的存 在与 复制 状况
。

从理论 上讲
,

与正链 G B V
一

C /

H G V R N A 相互补的负链 R N A (复制中间体 )只存在

于有病毒复制的组织和细胞
,

检测患者肝组织中的负

链 G BV
一

C / H G V R N A 可 以避免肝组织来 自血液循环

毒 粒 的 污染
,

能 够 准确 地 反映 受 检患 者 肝组 织 中

G B V
一

C / H G V R N A 的复制状况
。

我们参照 T a k e h a r a 等及 S a i t o 等介绍的方法
,

在

逆转录反应时仅加入与负链 G B V
一

C / H G V R N A 互补

的有义外引物
,

等逆转录反应结束
,

将逆转录酶变性灭

活后再加人反义外 引物
,

然后进行巢式 P C R 扩增
。

结

果发现 2 例单一 G B V
一

C / H G V 感染者肝组织中存在

G B V
一

C /H G V 负链 R N A
,

而对照血清及 正常人肝组

织检测均阴性
。

这 2 例病人血清
、

P BM C 及肝组织 中

G B V
一

C / H G V 正链 R N A 均 为阳 性
,

但 未能从血 清
、

P B M C 中检出负链 R N A
。

如用血液污染来解释这个结

果显然是不合适的
。

由于从单一 G B V
一

C / H G V 感染者

获得肝组织标本十分困难
,

虽然本研究例数太少
,

难以

得 出 肯定 性 结 论
,

但 重 复性 试 验证 实 确 实 在 单 一

G B V
一

C / H G V 感染者肝组织 中检 出负链 R N A
,

提示

肝脏可能是 G B V
一

C / H G V 复制的场所之一
,

至少在单

一 G BV
一

C / H G V 感 染病 人 中如此
,

也说 明 G B V
一

C /

H G V 对肝脏是有亲和性的
。

R T
一 n P C R 的技术要求相对较高

,

操作过程 中要

谨 防污染
,

实验过程应随时插人至少 2 例阳性对照
,

以

保证实验的特异性
。

本组实验在同时检测丙型肝炎病

人 的血清
、

PB M C 及肝脏标 本时
,

均 未检出 G B V
一

C /

H G V R N A
,

加之 18 例正常人对照 以及 P BM C 洗涤液

的检测结果均为阴性
,

为本实验的特异性提供了保证
。

从 目前 资料 分 析
,

多 家 报 道 了 G B V
一

C /H G V

R N A 阳性 病 人 P BM C 中可 检测 到 G B V
一

C /H G V

R N A [ ,
·

,一` ,〕 。

这些研究结果如象 A l t e r [̀ ,〕所言检测病

人 P BM C 及 肝 脏 中 的 G B V
一

C / H G V R N A 均 采 用

R T
一

P C R 法
,

P C R 反应阳性有可能来源于污染的血或

肝细胞外的其它组织细胞
,

这一论断似难以令人信服
,

何况上述研究均进行 了特异性确证实验
。

至于 G B V
-

C / H G V 感染者 P BM C 中有 G B V
一

C / H G V R N A 存在

究竟有何意义
,

尚值得进一步探讨
。
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C / H G V R N A i n t h e s e r u m
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E L I S A 法初筛献血员 a n t i
一

H I V ( 1 / 2 型 )初探

P r i l im i n a r y i n v e s t i g a t i o n

b l o o d d o n o r s b y E L I S A

0 n t h e e a r l y S C r e e n i n g
o f a n t i

一

H I V ( 1 / 2 ) o f

秦水春
’

李忠俊 滕本秀 (第三军医 大学附属新桥医院输血科 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 7

我科用 4 种不同 厂家生产 的酶联免疫 吸附 ( E L IS A )试剂

2 2 7 7 人 次献血员初筛
a n t i

一

H IV ( 1 / 2 型 )抗体
,

结果报道如下
。

1 材料与方法

1
.

1 标本的采集与 处理

于献血前采集小标本
,

空腹肘静脉血 Z m l
,

不抗凝
;
采血后

留取 Z m l 不抗凝标本
。

标本充 分吸收后
,

离心得 到血清
,

以 消

除纤维蛋 白的干扰
。

检测在 4 h 内进行完毕
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 试 剂 E LI S A 法试剂
:

卫生部规定 an it
一

H IV 检测试

剂必须使用经卫生部药品生物制 品检 定所每批 检定合 格 的产

秦水春
,

女
,

4 3 岁
,

主管技师

品 ( 《关于对 四种体外免疫诊断试剂生 产
、

销售
、

使用
、

管理 的补

充通知 》卫药发 ( 1 9 9 5 )第 32 号文 )
。

我们使用 的 4 种 E LI S A 试

剂分别 由
:

上海实业科华生物 技术有限公司
、

珠 海丽珠 医药集

团股份有限公 司
、

华美生物工 程公 司
、

厦 门新创科技 有限公 司

所生产
。

试剂盒 经卫生部药品生物 制品检定所每批 检定 都合

格
。

每次实验都设空 白对 照
、

阴性对照
、 a

nt i
一

H IV (l 型 )
、 a nt i

-

H IV ( 2 型 ) 阳性 对照
,

以消除实验系统误差
。

实 验 由专人操作
、

固定加样器
、

水浴箱温度恒定 37 ℃
。

具体操作按试剂盒说明书

进行
。

1
.

2
.

2 仪 器 微 量 加 样 器 定 期 进行 校 正
,

酶标 仪 使 用

IX〕3 0 2 2A 型单 孔酶标仪
。

D 、
值测定 取单波长 45 0 m m

。

结果判定
:

D
、

值 )
c ut of f 值为 阳性

,

否则为阴性
。
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