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逆转录一聚合酶链反应同步法检测血清 H C V R N A 方法的建立

与应用

杨建民 刘为纹 罗元辉 (第三军医大学西南医院消化内科 ) 6 3 0 0 3 8

丙型肝炎病毒 ( H C V ) R N A 的检测
,

国外

虽已有较多报道
“

·
2

,

3) ,

国内广州和北京也建立

了类似的方法
`毛

’
5 ’ 。

但现行的检测方法
,

由于将

逆 转录 ( R T ) 合成
c D N A 和 聚 合 酶 链 反 应

( P C R )分步进行
,

既繁琐费时
,

又耗资很大
。

为

此
,

我们就血清 H C V R N A 的检测方法进行 了

一些探索
,

根据逆转录酶和 D N A 聚合酶活性

均依赖镁离子
,

D N A 聚合酶在 42 ℃左右可 长

时间保持活性并具有聚合能力的原理
,

建立了

R T
一

P C R 同步扩增法
。

应体积 20 川
。

取待检样品 5川
,

刀}l入反应混合液 1 5川 (其

中含外引物各 i o p M
,

逆转录 酶 Z L
.

R N a s i n 1 0
,J ,

D N A

聚合酶 1
.

S
U

)
。

于 42 仁温育 40 m in
,

完成 R N A 一
。 D N A

的合成过程
。

紧接着进行 35 周 P C R 循环
。

第二轮 P C R
:

反应体积 2 0闪
。

取上述产物 2川
,

加反

应混合液 1 8拜 l (含内引物各 z o p M
,

D N A 聚合酶 1
.

4 U )
,

循环 35 周
。

扩增产物分析
:

取产物 10 川在含澳乙锭的 2 %琼

脂糖中电泳后
,

紫外灯下观察萤光条带
。

以 p G E M
一

7 fz

( 十 ) D N A H
a e l 酶切产物作为分子量标志

。

材料与方法

1
.

1 试剂来源

引物
:

为 H C V 序列非编码区的两组引物
。

外引物

起 自 2 5 o R 和 7
,

分别 为 22 和 21 N T
,

扩增 片段 长

24 4b p ,
内引物起 自 1 9 o R 和 4 6

,

两端外接含限制酶位

点各 g N T
,

共各 2 8 N T
,

扩增片段长 1 6 3 b p “ ’ 。

由中科院

上海细胞所合成
。

A M V 逆转录酶 (批号 1 1 5 9 0 2 )购 自 p r o m e g a
公

司
.

D N A 聚合酶 ( L Y l l Z
一

0 0 4 )
、

R N a s i n ( S L l z 4 )及四种

脱氧核昔酸 ( d N T )P 均 由华美公司提供
。

H C V 抗体

IE A 试剂盒由上海科华公司提供
。

1
.

2 血清标本

H C V 抗体 阳性的慢性肝病 19 例
,

献血员 2 例
;

H C V 抗体可疑阳性的慢性肝病 3 例
。

1
.

3 H C V R N A 提取

按 G
a r s o n `” 和周荣川等方法进行

。

血清 1 0 0拜 I经

SDS 裂解
、

蛋白酶 K 消化
、

酚氯仿抽提和 乙醇沉淀后
,

以半导体冻干机抽干
,

沉淀物溶于 1 0川水中
,

于
一

70 ℃

冻存
,

作为待检样品
。

1
.

4 c D N A 合成与扩增

R T 和第一轮 P C R
:

在同一反应管中一次完成
,

反

2 结果

2
.

1 R T 和 第一轮 P C R 同步法与分 步法的 比

较

以两份血清按 G ar so
n 川和周荣等

“ `

的 R T 和第一

轮 P C R 分步法先合成
。 D N A

,

然后分别以
C D N A 和第

一轮 P C R 产物为模板进行两轮 P C R 扩增
,

同时与本

文方法作对 比检测
.

结果相同
,

重复 4 次实验结果完全

一致
。

护增产物经与 H B V x 基因 ( 2 2 s b p )和 H B v s 基

因 ( 4 1 3b p )的 P C R 扩增产物及 D N A 分子量标志对照
,

电泳位置符合 1 6 3 b p
。

见附图
。

附图 H C V R 闪 A 经逆转录和 两轮 P C R 后的 电

泳结果
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①为 D N A 分子贡标志 ; ②~ ⑥为 H C V R N A

扩清产物 l( 6 b3 p )
,

其 中②~ ④为 同份血清
,

②以

RT 和 P C R 分步法检浏
,

③ ~ ⑥以 R T
一

P C R 同步

法 检 浏 ;

⑦ 为 H B V X 垂 因 P C R 扩 增 产 物

( 2 2 8 b p ) ; ⑧ 为 H B V S 墓 因 P C R 扩 蜻 产 物

( 4 1 3 b P )
。

2
.

2 方法敏 感性

分别取 H e v R N A 阳性血清 一5产 l
、

3 0产l
、

6 0产 l
、

8 0产l

和 10 0川
,

以水补足 1 0 0川
,

经裂解消化和抽提后检测
,

15川血清即可出现强阳性结果
。

2
.

3 H C V R N A 在 H C V 杭体 阳性血清 中的

检 出率

21 例 H C V 抗体阳性血清中共检出 n 例
,

阳性率

为5 2
.

4环
。

其中
,

2例献血员中检出 1 例
,

3 例慢性重症

乙型肝炎中检出 2 例
,

6 例肝硬化中检出 5 例
,

10 例肝

癌中检出 3 例
.

此外
,

在 H C V 抗体可疑阳性的 2例肝

硬化中检出 1 例
,

1 例肝癌未能检出
。

可能为既往感染的免疫反应
、

抗体假阳性反应
、

病毒株不同的序列差异使引物难以互补结合或

感染水平低于本文方法的检测极限所致
。

H C V

抗体可疑阳性病例 中仍可检 出 H c v R N A
,

提

示 H C V 抗体不能检出全部 H C V 感染者
,

H C V

感染 的诊 断
,

尤其 对现存 感染
,

需依赖 H C V

R N A 的检测来进行
。

本组血清 H C V R N A 阳性的慢性肝病
,

血

清 H B V 五项标志除 1 例肝癌全阴性外
,

其余

病例均有二项以上标志阳性
。

表明 H C V 在重

庆地区多以与 H B V 混合感染的形式存在
。

这

种混合感染的临床效应问题值得进一步研究
。

关键词 肝炎
;
病毒性 ; 非甲乙型

.
核糖核酸

,

病

毒
;
逆转录酶类
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