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含有高浓度的 R N AP l ol
,

若以单位 D N A

量 (核仁 D N A量为总核量的 4%~ 5% )来表

示
,

核仁 P ol l 的含量或 /和活性是 细 胞 核

总 R N A P ol 含量或 /和活性的 10 倍 (2)
。

因

此
,

P ol l的活性对 R N A的转录 生成影响明

显
。

对用于体外转录分析所分离的细胞核
,

在 24 h内
,

最好分装后于液氮或 一 18 ℃保存
,

避免反复冻融
。

长期保存于液氮中的细胞核

以不超过两周为佳
。

O ℃保存的细胞核不适

用 于 R N A的体外转录生成研究
。

关匆词 遗传转录
, R N A聚合酶类

;
细饱核
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合成肤抗原 E LI s A检测丙型肝炎病毒核心抗体实验条件

的初步探讨
辛

郝 飞 吴纯清 陈国致 郑 红 李梦东 (第三军医大学西南医院 传染科 ) 6 3。。 3 8

自19 89年获得丙型 肝 炎 病 毒 ( H C V )

克隆并测出H C V R N A的大部分核昔酸序列

以来
,

相继建立了 H C V 抗体 测 定 和 聚 合酶

链反应 ( P C R ) 检测 H C V R N A的方 法
,

使

丙型肝炎的病原诊断取得突破性进展 《’ )( 2 )
。

目前所采用的重组抗原建立的酶联免疫吸附

试验 ( E L巧 A )和重组免疫印迹法 ( R I B A )

检测抗 H C V存在着感染早期 检 出 率低
、

试

剂昂贵和检出的临床意义不太 明确等缺点
,

且特异性较差 ( 2 ,
。

最近研究表明
,

用人工合

一
~

「国蒙自然科学基金资助项 目
-

成多肤作抗原检测特异性抗体显示 良好的应

用前景 (3)
。

我们用按 H CV R N A编码 的 部 分

氨基酸序列合成的多肤抗原
,

建立了检测抗

H C V 的 E L IS A方法
,

并与用重组抗 原 检测

的阳性血清作对比
,

结果较满意
,

现报告如

下
。

1 材 料 和 方 法

1
.

1 合 成肤 ( C P
。
)

按 H C V R N A序列 (’) 合成第 39 ~ 74 氨基酸的寡
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选择p H S
.

0的。 .

0 5m o l/L碳酸盐缓冲液时阳性血情

吸光值最高
,

故本方法选用 p H S
. 。碳酸盐缓冲液作

为包被液
。

2
.

1
.

3 C P 。包被浓度的选择 分别以每孔 含C P .

4
、

2
、

1 和。 .

5卜9 4 种 浓度 包 被
,

测 定 5 份

阳性血清和 5 份阴性血清
,

结 果 (图 i ) 可 以 看

卜...1̀eses,.l卜5000501
`
. JóU

(哟。u)

川火ǎ以对。g玛嗽彭

肤即C P 。 ,

此肤段为H C V核心蛋白第 2 个亲水区
。

CP
。
由第一军医大学肝炎基础实验室提供

。

.1 2 血清标本

一2
.

2 阳性标本 抗 C l 。 。阳性血清 ( C h i r o n公司

试剂盒 ) 1 5份
。

.12
.

2 待测标本 健康供血员d。人份
,

急性 甲型

黄疽型肝炎 20 人份
,

慢性活动性乙型肝炎 24 人份
,

重型乙型肝炎 13 人份
。

.13 E IL S A 方 法

将合成肤 C P .
用。 .

05 m ol / L碳酸 缓 冲液稀释

后
.

以每孔50 时包被反应板
,

置 4 ℃ 3 6 b
。

吸 去包

被液
,

用 含 。 .

05 % T w ee
n 一

20 的磷 酸 盐 缓冲液

(P BS
一

T ) 洗 3 次
,

每次 s m i n 。

吸干后 每 孔 加

20%小牛血清 2 0 0协l封闭
,

置 4
`

C s 6 h
。

洗 涤 s 次并

吸干后
,

每孔加稀释血清 50 闪
,

置 37 ℃保温药 m in
。

洗涤3 次吸干后
,

每孔加 1 : 100 辣根过氧化物酶标

记的单克隆抗人 I g G / 丫 ( S i g m a ) 5 0件 I
,

置 5 7 ℃保

温3 o m i n
,

然 后 加 2 m o l / L H Z S O . 2 0林l终止 反

应
,

在酶标 比 色 仪 上 用 波 长 492
n m 测 定 吸 光

值石

O j

- 一 一 阳性血清 二
。 ` , 。 e u ot ll

2
.

0 4
.

0

值

一
阴性血清

每孔抗原包被含量

图 1 不 同包被浓度抗原对结果的影响

2 结 果

005010

增双瞥

2
.

1 方法 的建立

2
.

1
.

1 阳性截止值 ( c ut of f) 检测40 人份健康

供血员血清
,

其抗 H C V O D值在。 .

10 ~ 。 .

71 之间
,

计算平均 O D值加 8 个 标 准差 (灭 士 3 5) 为。 .

68,

除去 1例 O D值 。 .

71 大 于 。 .

68 后 重算 M 士 s 为

0
.

5 8
。

2
.

1
.

2 C P
。
包被液 p H的选择 分别用 不 同 p H的

。 .

o s m ol / L碳酸盐缓冲液己被 C P 。 ,

在相同条件下

测定 S份阴性和 5 份阳性血清
。

结果 (附表 》可见
.

附表 不 同 p H 包被液对结果影响

出
,

选择 2 协以孔浓度包被 C P 。即 可 侧 出 阳性标

本
。

2
.

1
.

4 血清稀释倍数的选择 对同 i 份 阳性和队

性血清分 别 按 f
: 2 5

、

1 : 50
、

1 : 75 和 i
: 100 倍数

稀 释
,

相 同 条件下测定 不 同稀 释倍 数 的O D 4 o Z

值
,

结果 (图 2 ) 看出
,

选择 i :
50 稀释倍数 可 减

少非特异性吸附
。

吕

\ 又丈二匕
几- - ~ ~ ~ 一~ - - ~ 日` ~ ~ .

; 2 5 1 : 50 1: 75 1 : lX()

·

一
·

一 阳性血清
·

… … cu 回下 值

—
阴性血清

包被液
P H

阳性血清
(玲 = 5 )

阴性血清
(拄 = 5 )

0
.

5 7士0
.

1 2

0
.

8 3士 0
。

1 8

1
。

2 1士0
。

2 0

0
.

8 6土 0
。

1 3

0
。
6 8士 0

。
0 9

0
.

3 2士 0
。

1 1

0
。
2 8土0

。
1 5

O
。
3 1士0

。
1 3

o
。
3 9土 0

。
1 7

0
.

4 2士o
。
1 6

注
。
表中值为 OD ` 。 : 值

血清稀释倍数

图 2 不 同血清种释倍数对结果的影响

2
。

2 方法的考核

2
.

2
.

1 变异测定 取 i 份阳吹血清
,

同 时 测定 9

孔
,

计算批内变异系数为了
.

81 %
。

另先后 4 次测定

同 1 份阳性血清
,

计算批间差异系数为8
.

14 %
。

2
.

2
。
2 稳定性 将包被的酶标反应板封 闭干燥后

置 一
20 ℃冰箱保存

,

每隔 1 周测 1 次
,

观察抗原的

nù二Jn

…
月tJ了内口

8
。
5

9
。

0
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稳定性
,

前后检侧 4 次结果无显著差异
。

2
.

2
.

3 特异性 用本方法测定 15 份抗 C : 。。
阳 性血

清
,

有 11 例阳性
,

阳性符合率7 3
。

33%
。

40 例 健康

献血员中有 1 例阳性
,

检测 20 例急性甲型黄疽型肝

炎抗H C V均阴性
,

24 例慢性活动性乙型 肝 炎中有

2 例阳性 《8
.

3 % )
,

1 3例重型乙型肝炎有 4 例 阳

性 ( 2 5
。
0 3% )

。

3 讨 论

检测H C V抗体
,

可作为判断 H C V感染

的标志
。

目前多用重组抗原建立 E L is A法或

R IB A法检测抗H C V
,

但重组抗原含其它蛋

白成份
,

特异性较差
,

且不能明确检出抗体

的意义
,

也不能早 期 诊 断 (1) ` 2 ) 。 用 P C R检

测 H CV RN A
,

虽敏感性高
,

特异 性 好
,

但

因试剂昂贵和操作过程复杂而限制其推广应

用 .()
。

人工合成肤抗原分子 量 小
,

结 构简

单
,

避免混有其它蛋白成分而提高检出的特

异性
。

用本方法检测 抗 C
: 。 。
阳 性血清

,

其检

出率仅 7 3
。

3 3%
,

与同类报 道相似切
,

支持

上述观点
。

H C V基因组氨基酸序列已经 阐 明 《’ 》 ,

故选择保守区抗原性较强的肚段合成是检测

成功的关键
。

H C V RN A虽变异较大
,

但核

心区较为保守
,

且检测核心蛋白抗体可达到

早期诊断和提高特异性等目的
,

故合成核心

区的多肤有较大的实际意义
。

合成肤分子较

小
,

结构简单
,

因此易受检测条件因素的影

响
。

从本实验结果看
,

包被多肤浓度
、

包被

液 p H
、

被测血清稀释度等均对抗 体检测的

敏感性和特异性有影响
。

但合成肚在低温干

燥条件下保存
,

显示良好的稳定性
。

总之
,

进一步完善人工合成肤检测特异性抗体的方

法
,

可使 E L IS A的优越性和多 肤抗 原的 特

异性更具特色
。

如选择H C V序列 不 同 区段

合成多肤检测相应抗体
,

可望能明确各区段

抗体检出的意义
。

关 . 调
:

肝炎病毒 ; 抗体
,

病毒 ,

肤合成

, 考 文 狱

1
.

C h o o
Q L

,

W e i n e r A J
,

o v e r b y L R
,

e t a l
.

H e p a t i t i s C v i r u s : t h e m a
j
o r

e a u s a t i v e a g e n t o f v
i r a l n o n 一 A

,

n o n 一

B h e P a t i t i s .

B r M e d B u l l 1 0 9 0 ,

4 6 : 4 3 2ee 4 4 1

2
.

H o u g h t o n M
,

W e i n e r A J
,

H a n
J,

e t a l
.

M o l e e u l a r b i o l o g y o f t h e h e p a -

t i t i s C v i r u s e s : i m p l i e a t i o n f o r

d i a g n o s i s ,

d e v e l o p m e n t a n d e o n t r o l

o f v i r a l d i s e a s e .

H e p a t o l o
盯 1 9 0 1 ,

1 4 : 3 8 1~ 3 8 8

3
.

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 i s o f

h e p a t i t i s C v i r u s i n f e e t i o n w i t h

s y n t h e t i e p e p t i d e a n t i g e n f r o m

c a p s i d p r o t e i n .

P r o e N a t l A e a d S e i

U S A 1 9 9 1 : 8 8 :
3 6 4 7一 3 6 5 1

通
.

O k a tn o t o H
,

O k ad a S
,

S u g i y a m a Y
,

e t a l
.

T h e s ’ 一 t e r m i n a s e q u e n e e o f

t h e h e p a t i t i s C v i r u s g e n o m e .

J p n

J E x p M e d 1 9 0 0 , 6 0 : 1 6 7
一

1 7 7

5
.

K a n e k o S
,

U n o u r a M
,

K o b a y a s h i K
,

e t a l
.

D e t e e t i o n o f s e r u m h e P a t i t i s

C v i r u s R N A
。

L a n e e t 1 9 9 0 . 3 3 5 : 9 7 6

(收稿
, 1 9 9 1

一
1 1

一
0 1 , 修回* 1 9 92

一
0 1

一
1 6 )

胆道梗阻感染和胆道梗阻时有效肝脏血流 t 的测定
.

孙文兵 韩本立 段恒春 李 昆 (第三军医大学西南医院 肝胆外科 ) 6 3 0 0 3 8

胆道梗阻和急性梗阻性胆管炎是常见的

胆道疾患
,

常可引起肝脏严重损 害 甚 至 衰

竭 (’》 ,

肝脏橄循环障碍是导致肝衰的因素之

一 `盆) ,

因此
,

研究胆道梗阻和急性梗阻性胆
’

,
” ’

国象自然料学塞金资助项目
- 一 一

-

一一

管炎时有效肝脏血 流量 ( e f f e e t i v e 五 e p a t i e

b l o o d f l o w
,

E H B F ) 的变化规律对于胆源

性肝衰的预防和急救具有重要的理论意义
,

我 们 用放 射性 人体微 凝 白蛋 白 l(
2

叮 -


