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应用丙型肝炎病毒蛋白多区段合成肤检测特异性抗体的探讨
’

郝 飞 李梦东 (第三军医大学西南医院传染科 )。 3 0 0 38

提 要 应用丙型肝炎病毒 ( C HV )的核心 ( C )区和非结构 ( S N)区 4 条合成肤 ( C P
I 。 、

C P
, 、

C P o C

和 C P
I。。 )

,

建立了 E L IS A 检测抗
一

H CV 的方法
,

并用逆转录聚合酶链反应 ( R T
一
P C R )检测

血清 H C v R N A 作对比研究
.

发现在检测来自肝炎患者
、

供血员和其它疾病患者的 32 0份血清

标本中
,

有 4 9份血清对 1条或多条合成肤呈阳性 反应 ,单一合成肤抗体检 出率以 C IP
。

最高

(9
.

69 % )
,

C P ” C
最底 (3

.

44 % )
,

联合应用 C 区和 N S区合成肤可显著提高抗体的检出率 (尸 < 0
.

01

) ;
57

.

14 % ~ 88
.

24 %抗体阳性血清用 R T
一
P C R 可检出 H CV R N A

。

提示应用合成肤检测本地区

H C V 感染者特异性抗体是可行的
,

联合应用多区段合成肤对减少假阴性的发生有重要意义
。

关键词 肝炎病毒
;
肤 /生物合成

;
抗体反应

;
E L ls A

随着丙型肝炎病毒 ( H C V )基 因克隆成

功
,

已 相 继 建立 了 检 测 血 清 抗
一

H c V 和

H C V R N A 的方法
。

H C V 基因变异较大
,

导

致各地 区 H C V 感染检测结果不一致
。

应用

合成肤作 抗原检测抗
一

H C V 已获得成功
,

并

显示 良好的应用前景
“

·
2 , 。

我们在原有工作的

基础 上
` 3 ) ,

应 用 根 据 H C V 原 型 株 ( H C v
-

P ) “
,

和 日本株 ( H C V
一

J )
“ ’
基因序列合成的 4

条肤段作抗原
,

建立了 E IL s A 检测抗
一

H C v
,

旨在探讨联合应用人工 合成肤检测抗
一

H C V

的价值
,

试 图筛选 出适合本地区 H CV 感染

的血清学诊断方法
。

和北京医科大学提供
,

其中 C P
。

和 C P
I 。

位于核心 ( C )

区
.

C P
3 o c
和 C P

I。 。

位于非结构 ( N S )区
。

表 1 H CV 合成肤抗原
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1 材料与方法

1
.

1 血清标本来源

1
.

1
.

1 待检标本
:

待检标本均为我科 1 9 8 9年 4月至

1 9 9 2年4月部分住院患者的血清
,

计甲型肝炎 41 份
,

慢性乙型肝炎 6 6份
,

肝炎肝硬化 2 5份
,

非甲非乙型肝

炎 25 份
,

其它疾病 16 份 (包括阻塞性黄疽 9份
,

发热待

查6份
,

阿米巴痢疾 1份 )
。

1
.

1
.

2 对照标本
:

对照标本来自我院供血员血清
,

共 1 4 7份
。

1
.

2 CH V 肤段的选择和合成

按 cH v
一

P 株和 H c v
一

J株基因序列保守 区分别

合成 4条肤段 (表 1 )
。

合成肤分别由上海生化所

,
国家自然科学基金资助课题

1
.

3 方法

1
、

3
.

1 合成肤 E L IS A 抗体的检测
:

每反应孔包被
1 0 0川体积

,

每孔每条肤含量为 0
.

2拜g
,

单独或联合包

被
。

包被和检测条件根据 己报道的方法
“ , 3 ’

稍加改

动
。

结果判断
:

标本测定 O D 值减去空白测定值后与

阴性对照 O D 值和空 白测定 O D 值差之 比
,

比值大

于或等于 2
.

5为阳性
。

部分标本做了吸收抑制试验
。

1
.

3
.

2 血清 H C V R N A 的检测
:

血清 H C V R N A

的检测采用逆转录聚合酶链 反应 ( R T
一

P C R )
。

简要

过程如下
:

取血清 x o o 拌 l
,

按 C h
o nr e z y n s k i 等

〔, ’

方法

抽提 R N A
。

然后 加入聚合 酶缓 冲液
、
4 火 dN T P

、

R N a s in (华美公司产品 )
、

A M V 逆转录酶 ( P r o m e g a

公司产品 )
、

外引物 (序列为 H CV c D N A S
’

非编码 区

z ~ 2 0和 3 0 5~ 3 2 4核甘酸 )和 T a q D N A 聚合酶 (华美

公司产品 )
,

在42 ℃水浴 hl 进行
c D N A 合成

。

然后直

接在 9 4 ℃ 6 o s e c (变性 )
、
5 5 ℃ 6 o s e 。 (退火 )和 7 4 ℃
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1 2s 0e c(反应延伸 )共 5 3个循环条 件下进行第 1次
p C R

。

再取第 一次 p C R 产物 s 拜 l
,

加入内引物 (序列为
5
’

非编码 区 2 5~ 4 2和 2 6 9~ 2 8 8核甘酸 )
、

聚合酶缓冲

液
、
4 X d N T p

、
T a q D N A 聚合酶

,

按第 z次 P C R 反

应条件进行第 2次 P C R
。

取第 2次 P C R 反应产物 10 ~

20闪
,

在 1
.

5%琼脂糖凝胶电泳
,

澳乙锭染色
,

以 .S M
·

w 为 D N A 标志物
,

在紫外灯下观察 2 5 b7 p 处扩增

片段并判断结果
。

1
.

3
.

3 统计学处理
:

两组率之间比较用 丫检验
。

在49 份阳性标本中
,

各条肤或联合多条肤抗体

检出情况见表 3
.

表 3 抗
一

H c v 阳性血清对各亲肤反应

( 刀 二 4 9 )

T a b 3 S e r a P o s i t iv e w i t h a n t i
一

H C V r e s po n s e

t o d i f f e r e n t P e P t id e s ( n = 4 9 )

P e P t id e p o s
i t i v e n u m b e r ( % )

2 结果 C
r e g i o n

C P
一。 3 1 ( 6 3

.

2 6 )

2
.

1 单独或联合应 用各 条合成肤检 出杭
-

H C V 情况

在 32 0份标本 中
,

有 49 份标本对 1条或多条肤

E L is A 呈 阳性反 应
,

各条肤抗体检 出率以 C P
: 。

最

高
,

C P
: 3。
最低 (表 2 )

。

C P 。

C P
z o
+ C P

g

2 4 ( 48
.

98 )

3 9 ( 79
.

5 9 )

N S
r e g i o n

C P 3 3e

表 2 各肚段 E IL S A 检测血清抗
一

H C V 结果

( ,: 二 3 2 0 )

T a b 2 R e s u l t s o f d e t e e t io n f o
r s e r u m a n t i

-

H C v b y E L I SA b a s e d o n d if f e r e n t

P e P ti d e s ( n = 3 2 0 )

p e p t id e p o s i t i
v e n u m b e r (% )

C
r e g i o n

C P
l o 3 1 ( 9

.

6 9 )

C P
o 2 4 ( 7

.

5 0 )

C P
i o
+ C P

, 3 9 ( 1 2
.

19 )

N S
r e g i o n

C P
, 3 e 1 1 ( 3

.

4 4 )

C P
一0 0 2 1 ( 6

.

5 6 )

N S+ C
r e g i o n

C P
一。
+ C P

,
+ C P

l o o 4 7 ( 1 4
.

6 9 )

C P
i o o

1 1 ( 2 2
.

4 4 )

2 1 ( 4 2
.

8 8 )

N S + C
r e g i o n

C P
l o
+ C P

。
+ C P

l o o
4 7 ( 9 5

.

92 )

△△ P ( 0
.

0 1
, e o m p a r e d w it h C P

,。 + C P
。+ C P

I。 。

找 洲
P < 0

.

0 1
, 。 o m p a r

甲 w it h C P
,。 + C p

。

2
.

2 肝炎患者的血清对各合成肤的反应

不 同肤段 的抗体 在 同一类 型肝 炎 中检 出

率并不 一致
,

而 同一肤段抗 体在不 同类型 肝炎

中的检 出率也 有差别 (表 4 )
。

1例阿米 巴痢疾患

者和 3例 供血 员检 出抗
一

H C V
,

并 经 H C V R N A

检测证实为 H C V 感染
。

表 4 各型肝炎患者血清对合成肤反应 (% )

T a b 4 S e r a f r o m p a t ie n t s w i th s e v e r a l ty p e s o f h e p a t i t is r e s p o : l s e t o d i f f
e r e n t p e p t id e s ( % )

C
r e g io n

e l i n i
c a

l d i
a g n o s i s

C
r e g io n

N S
r e g i o n N s + e

r e g i o n t o t a
一p o s i t i v e

C P I C P
。

a e u t h e p a t i t i
s

A

e h
r o n i e h

e P a t i t i s B

】i v e r e i r
r
h o s i s

N A N B 1
1 e p走l t i t i s

t o t a l

4 1

6 6

l ( 2
.

4 4 )

C P
l o
+ C P

g

l ( 2
.

4 4 )

C P
3 3 e C P

l o o c C P
一。
+ C P

。
+ C P

l o o
n u m b e r

1 ( 2
.

4 4 ) l ( 2
.

4 4 )

9 ( 1 3
.

6 4 ) 6 ( 9
,

0 9 ) 1 1 ( 1 6
.

6 7 ) 2 ( 3
.

0 3 ) 4 ( 6
.

0 6 ) 1 6 ( 24
.

2 4 ) 1 7 ( 2 5
.

7 if )

6 ( 2 4
.

0 0 )

1 3 ( 5 2
.

0 0 )

2 9 ( 1 8
.

4 7 )

5 ( 2 0 0 0 ) 8 ( 3 2
.

0 0 ) 3 ( 12
.

0 0 ) 5 ( 2 0
.

0 0 ) 8 ( 32
.

0 0 ) 8 ( 3 2
.

0 0 )

10 ( 4 0
.

0 0 ) 1 5 ( 6 0
.

0 0 ) 4 ( 1 6
.

0 0 ) 8 ( 3 2
.

0 0 ) 1 8 ( 7 2
.

0 0 ) 19 ( 7 6
.

0 0 )

2 1 ( 13
,

3 8 ) 3 5 ( 2 2
.

2 9 ) 9 ( 5
.

7 3 ) 1 7 ( 1 0
.

8 3 ) 4 3 ( 2 7
.

3 9 ) 4 5 ( 2 8
.

6 6 )

rJ亡口一了,曰八乙尸a

,且
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2
.

3 各区段合成肤杭休与H C V R N A 的关系

对各区段合成肤抗体阳性血清进行 R T
一

P C R

检测 H CV R N A
,

发现 C IP
。

和 C P
。

抗体阳性血清其

H CV R N A 检出率最高
,

而单独 C P c33 抗体阳性血清

检出率最低 (表 5 )
.

另外检测了 22 例抗
一

H C V 阴性的

肝炎患者血清
,

发现 4例 ( 2 5
.

1 5写 ) H C v R N A 阳性
。

表 5 各肤段抗体与 H C V R N A 的关系

T a b 5 C o r r e l a t i o n b e t w e e n d i f f e r e n t a n t i
一
P e P

-

t i d e s a n d H C V R N A

P e p t id e
P o s l t l v e e a s e s

o f H C V R N A (% )

C
r e g i o n

C P
l o 1 7 1 5

C P
, 12 8

( 8 8
.

2 4 )

( 6 6
.

6 7 )

C P
l o
+ C P

,
1 9 1 6 ( 8 4

.

2 1 )

N S r e g i o n

C P 33e 4 ( 5 7
、

1 4 )

C P一0
0 1 8 1 1 ( 6 1

.

1 1 )

N S + C r e g i o n s

C P l o + C P
。
+ C P

l o o 2 2 17 ( 7 7
.

2 7 )

3 讨论

选择性地人工合成病毒蛋白氨基酸序列

的某一区段
,

来构成病毒蛋 白的抗原表位
,

建

立 E IL S A 法或放射免疫分析 ( R I A ) 法检测

相应的抗体
,

已在某些病毒感染的血清学诊

断中获得成功
` 6 , 。

合成的肤段要既是保守区
,

又具有抗原表位
。

我们应用的4条合成肤分别

位于 H C V 蛋 白的 C 区和 N S 区
,

均为较保守

区段
,

且经研究证实有抗原表位
` , ” , 。

应用这 4

条肤段检测本地区 H C V 感染者血清抗体
,

发现均有不同频度的阳性反应
,

提示这 4条合

成肤均可作为抗原用于本地 区部分 H C V 感

染者抗
一

H C V 的检测
。

由于合成肤仅含有 l一 2个抗原表位
,

如

机体感染病毒后针对所合成的抗原表位不产

生抗体或抗体产生不足
,

可造成检测的假阴

性
,

这是合成肤检测抗体一个重要的限制因

素
` , ’ 。

我们研究发现
,

不同合成肤在同一类型

肝炎患者 中抗体检出率不一致
,

而 同一条肤

段在不同类型肝炎患者中抗体检出率也有差

别
。

在多肤反应阳性血清中
,

单一肤段抗体检

出率为 22
.

42 %一 63
.

26 %
,

联合应用多条肤

段可使抗体检 出率达到 79
.

59 纬一 95
.

92 %
,

显著高于单一肤段的检出率
,

说明联合应用

多区段合成肤检测抗
一

H C V 对减少假阴性的

发生有较重要的意义
。

检测发现
,

各型肝炎中

均 可合并 H C V 感染
,

但以慢性 乙型肝炎和

肝炎肝硬化 患者合并 H C V 感染为多
,

支持

H C V 感染参予肝炎慢性化过程
。

H C V 抗原共约 3 0 0 0个
·

氨基酸
,

由 C 区
、

包膜 ( E ) 区和 5种 N S 区蛋白组成
,

以 C 区最

保守
,

E 区变异较大
。

我 们注意到
,

C 区肤段

抗体检出率最高
,

且阳性血清 H C V R N A 检

出率也最高
,

支持 C 区是较保守 区且 C 区抗

体的检出与 H C V 病毒血症存在有相关性 的

观 点
` 1) 。

我 们应 用 的 4 条 肤段 长 度 仅 约 占

H C V 抗原组成的 4%
,

N A N B 肝炎患者中抗
-

H C V 检出 率仅 达 到 76
.

0%
,

且 在 22 例 抗
-

H C V 阴 性 肝 炎 患 者 中 有 4 例 检 出

H c v R N A
,

提示所应用的 4条肤段可能不能

代表本地区 H C V 感染者对 H C V 抗原全部

抗体反应区域
。

H C V 基因的变异
、

H C V 感染

的不同时期和合并其它肝炎病毒感染均可造

成 H C V 抗原不 同区 段抗 体产生 水 平的差

异
,

对此尚需进一步研究
。

从 本实验结果来看
,

根据 H C V
一

P 株和

H C V
一

J榨么鉴因序列合成的 4条肤段用于检测

本地区 H c v 感染者特异性抗体是可行 的
,

联合应用 C 区和 N S 区合成肤可显著提高抗
一

H C v 的检 出率
。

但仍有必要进 一步明确本

地区 H c v R N A 基因序列及其变异规律
,

对

完善 H c v 感染者的血清学诊断及发展疫苗

均有重要意义
。



第三军医大学学报 1 9 9 3年第 15 卷第 3 期 2 1 1

参考文献

1
.

O k
a m o t o H

,
T s u

d
a

F
,

M
a e

h id
a A

, e t a
l

.

A n t i b
o d

-

a g a l n s t

P u t a t一 v e

s y n th
e t ie o l ig o p e p t id

e s
d

e
d
u e e

d f r o m

e o r e g e n e f o r t h e
d ia g n o s i s o f h

C
v i r u s in f

e e t io n
.

H e p a t o l
o g y

,
1 9 9 2 l 5

e P a t l -

1 8 0 ~

g a n i z a t i o n a n d d iv e r s i t y o
f t h e h e p a t i t is C

v ir u s
.

P r o e N a t l A
e a

d cS i U S A
,
1 9 9 1 ; 8 8

:
2 4 5 1~ 2 4 5 5

5
.

C h
o m e z

”
s k i P

,
S a e e

h i N
.

S i n g l e
一 s t e p m e t h

o
d

o f

R N A i s o l
a t i o n

b y q u a n id in iu m t h io e y a n a t e 一 p h
e -

n o
l
一 e h l o r o f o r

m
e x t r a e t i o n

.

A n a
l B io e

h
e m

,
1 9 8 7 ;

1 6 2
:
1 5 6~ 1 5 9

6
.

N o r r
b y E

.

H u m a n i m m u n o
d
e
f i

e i e cn y v i r u s a n t i
-

b o
d y r e s p o n s e s

d
e t e r m in e

d b y s it e
一

d ir e e t e d s e r o
l
-

o g y
.

I
n t e r v

i
r o

l
o g y

,
1 9 9 0 ; 5 1

:
3 1 5~ 3 2 6

7
.

Wh s
h i t

a n i Y
,

K
u r o

d
a N

,

Sh i r a k i H
, e t a

l
.

L in e a r

a n t i g
e n

i
e r e g i

o n s o f t h e s t r u e t u r a l p r o t e i n
s o f h u -

m a n T
一 e e

l l ly m p h
o t r o p i e v i r u s t y p e l d

e t e e t e d b y

e n z y m e 一
li

n k e
d im m u n o s o r

b
e n t a s s a y s u s i n g s y n -

t h
e t i e p e p t id e s a s a n t ig e n s

.

J C l in M ie r o
b io l

,

1 9 9 2 ; 3 0
:
2 8 7~ 2 9 0

(收稿
:
1 9 9 2一 。一 2 5 ;

修回
:
1 9 9 3

一
0 5

一
0 6 )

ieshetist

1 8 6

2
.

H
o s e i n B

,
F a n g C T

,
P o p o v s k y M A

, e t a
l

.

Im
-

p r o v e d s e r o
d i

a g n o s is o f h e p a t i t i s C
v ir u s i n fe e -

t i o n
w i t h

s y n t h
e t i

e p e p t id
e a n t ig e n f r o m e a p s id

p r o t e in
.

P
r o e N a t l A

e a
d cS i U S A

,
1 9 9 1 ; 8 8

:
3 6 4 7

~ 3 6 5 1

、
3

.

郝 飞 吴纯清 陈国致
,

等
。

合成肤抗原 E血 s A

检测丙型肝炎病毒核心抗体实验条件的初步探

讨
.

第三军医大学学报
,
1 9 9 2 ; 1 4 ( 2 )

:
1 7 4~ 1 7 6

4
.

C h
o o Q L

,

R i
e h m a n K H

,

H
a n JH

, e t a
l

.

G
e n e t ie o r -

I n v e s t i g a t i o n o n d e t e e t i o n o f s P e e i f i e a n t i b o d i e s w i t h s y n t h e t -

i e P e P t i d e s e o r r e s P o n d i n g t o c e r t a i n r e g i o n s o f h e P a t i t i s C

v i r u s a n t i g e n

H a o F e i
,

L i M e n g d o n g (D e p a r t m e n t o
f xn f

e e t io u 、 D i s e a s e , ,

s
o u t h w e s t H o s p it a 一

,

T h i r d M ili t
a r y M

e d ie a
l

C o
ll
e g e ,

C h
o n g q in g

,
6 3 0 0 3 8 )

A b s t r a e t F o u r s y n t h
e t i e p e p t i d e s ,

C P
,。 ,

C P
, ,

C P
3 3C a n

d C P
I 。 。 ,

w it h t h
e s e q u e n e e s e o r r e -

s p o n
d in g t o t h

e e a p s id p r o t e in a n d
n o n s t r u e t u r a

l p r o t e i n o
f h

e p a t it i s C
v i r u s ( H C V ) r e s p e e t iv e -

ly
,

w
e r e e m p l

o y e
d t o e s t a b l is h E L I S A t o d

e t e e t a n t i
一

H C V
.

S
e r u m H C V R N A w

a s id
e n t i f i

e d

w it h
r e v e r s e t r a n s e r ip t iv e p o

ly m e r a s e e
h

a in r e a e t i o n ( R T
一

P C R ) f
o r e o

m p a r is o n
.

O u t

o f 3 2 0 s e r a e o
l l

e e t e d fr
o m p a t ie n t s w it h v i r a l h

e p a t i t is
,

p a t i e n t s w i t h
o t h

e r
d is e a s e s a n

d b lo o
d

d o n o r s ,
4 9 w

e r e p o s
i t i

v e f o r a n t i b
o
d ie s a g a in s t a s in g l

e o r s e v e r a
l p e p t id

e s
.

A m
o n g t h

e p o s it iv e

r a t e s o
f

a n t i b o
d i

e s a g a in s t a s i n g l
e p e p t id

e , a n t i
一
C p

l。 r a t e ( 9
.

6 9 % ) w
a s t h

e
h i g h

e s t a n
d

a n t i
-

C P
3 3C

( 3
.

4 4 % ) t h e
l
o
w

e s t
.

T h
e p o s i t iv e r a t e f

o r a n t i
一

H CV
a n t ib

o d i e s w a s s i g n if ie a n t l y h ig h
e r

w h e n 4 P e P t id
e s

w
e r e e o m b i n e

d ly
u s e

d t h a n w h
e n o n

l y
o n e p e p t i d

e ( P ( 0
.

0 1 )
.

H CV R A N w a s

p o s i t iv e in 5 7
.

1 4写 t o 8 8
.

2 4环
o
f t h

e a n t i
一

H C V p o s i t iv e s e r a w h
e n

R T
一
P C R w a s u s e

d
.

O
u r

f i
n
d i

n g s s u g g e s t t h
a t s y n t h

e t ie p e p t id e s a r e e a p a
b l

e o
f d

e t e e t in g a n t i
一

H C V in p a t ie n t s

w i t h H C V i n f
e e t io n i n o u r a r e a , a n

d
s i m

u l t a n e o u s a p p l ie a t io n o
f

s e v e r a l p e p t i d
e s e a n s u

b
s t a n -

t ia l ly in e r e a s e t h
e p o s it iv e r a t e

.

K e y w o r d s h
e p a t i t i s v i r u s e s ; p e p t id

e s
/B l ; a n t i b

o
d y r e s

户
o n s e ; E L IS A

`


