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光敏生物素标记eDNA探针在肾综合征出血热 

实验诊断中的初步应用 
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刘竣彬 安家泽 吕海 刘军连 

(第四军医大学微生物学教研室 西安 710032) 

摄 薹 

本文用光敏生物紊标记曲 R3 eDNA 探针杂交检测了HFRS患者外周血淋巴细胞 

血请和屎沉淀细胞中 HFRS病毒核酸。结果 42份淋巴细胞标本中 30份为阳性，48份血 

请标本中有24份出现阳性杂交信号，8l份尿沉淀细胞标本中s3份为阳性，表明将此光敏 

生物素标记的 eDNA探针用于 HFRS实验诊断和致病机理的研究是可行的。 

关■髑：光敏生响素 eDNA探针 核酸杂交 肾综合征出血热 

自1978年南朝鲜学者李镐汪首次从黑线短鼠肺组织审检出朝鲜出血热相关抗原以 
来[I]，各国学者相继建立了多种检测肾综合征出血 (HFRS)病毒血清学方法， 如免疫 

荧光法、ELISA， 血凝爱血凝抑制实验等 。 这些方法促进 了对 HFRS的免疫学， 

临床和流行病学的广泛研究。本文 在成功地把 光敏生物素标记到 R3 eDNA探针的基 

础上，将此探针用于 HFRS的早期诊断，观将方法和结果报告如下。 

材 料 与 方 法 

一

， 生薹t捆 光敏生物紊为军事医学科学院研制，四氯哇蓝 (NBT)，5-澳■一氯 5一吲睬磷 

酸 (DCIP)为 Sigms产品。 

=，RI重量曩收 eDNA的太量蠢取 R3重组质粒由中国强防医学科学院病毒研究所抗长寿 

惠囊l 1 l，摄取方法基术同冷泉港分子克隆手册。 

兰、竞t生囊素誊记镰朴 参照文献t l进行， 主要步骤为， 分别取等量 eDNA 和光敏生物 

素漏匀置于凉水中，用200W 汞灯照射 1s分钟 (上述攘作在培室进行 )．然后用仲丁薄洗涤两次， 

去除辞离的光敏生物素。加 t／2体积的 7．5mol／L醋酸氨和±倍 体积的无术乙醇， 一加℃ 放置 l 

小时以上，15000r／m 离心 15分钟．沉淀标记的 eDNA 探钟，真空干燥，加 2oII1 TE(pH9．5)溶 

解，--20℃ 保存备用。此光敏生物素标记的 eDNA 据针可检出 lOpg的靶核酸序列l Vl。 

四、‘库誊奉的采●和魁疆 取临床诊断为HFRs患者静弥血2ml，肝薷抗凝，用Fi~oI1-泛影葡 

本文于109一年1e日l1月收搿．1991年元胄P1日謦目 

牛-理在诧阳军医后赫部军事医学研究所 11oo~1 
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歧 淋 巴细 胞分离液 离心，取 淋巴细胞 层，用 0．01mol／L pH7．4 PBS洗涤 3次，将细胞悬浮于 TNE 

液中，加 1眄的盐酸胍裂解液 反复冻融 3次，用酚氯仿抽提 3次，2倍乙醇沉淀，得到 HFRS病毒 

粗翩核酸。同时取少量淋巴细胞涂片 ，IFAT检测病毒抗原 ．另取 0．5ml患者血清加 l0眄SDS 50p．1。 

室温作用 l0分钟酚氯仿处理同上。取患者新鲜屎液10ml。1500r／m 离心 i0分钟，弃上清，加^ 

400~1 TNE 液溶解 沉淀细胞，再加 20嘶SDS 40pl，室温作用 l0分钟，酚氯仿处 理同上。同法处 

理阴性对照组屎细胞，血清和淋巴细胞标本。 

五、斑点杂交法1 8l 用甲醛法将病毒核酸变性．即在 7嘶的甲醛，6x SSC 中6s℃加热 ls分 

钟，立 即冲 塔 l0分钟。然后用 96孔抽虐加样器把病毒核酸抽虑 加到硝酸纤维 瑛上， 空气干燥， 

8 0℃烤 卫小时，固定棱酸。翩备好的杂交膜在 42—45℃ 术褡中预杂交2— 4小时 (预杂变液组成 

为， 5×SSC， 5×Denha rl s液，0、1轴SDS和／(}0pg／ml变性鲑鱼精 DNA)。然后在 预杂变液中 

加^变性的 标记好的探针， 42--45℃杂 交 6小时以 上 依次用含 0．1眄SDS的 2×SSC 室温， 

0．2×SSC 65℃各洗两遍，干燥。 

六、生物素标记探针用亲和素碱性 融一秉统检翻¨l 将洗好的杂变膜放入一 新鲜的塑科技 

内．用 3眄的 BSA 65℃封闭 l小时，击除 BSA． 加亲和素一碱性磷酸酶标记物，室温反应 ls分 

钟，用缓冲液I(0．1mcl／L Tris-HCl pH7．5，0．15mol／L NsC1)室温洗瑛两次．每 次 ls分 钟， 

缓冲液 IIl(0．1mol／L Tris-HCl pH9．0，0．1mol／L NaCI，50mmol／L MgCI 2)室温洗 瑛 i0分 

钟。然后放^底物缓冲液中 (1ml缓冲液 III含 4．4 1 NBT，3．3N1 BC1P)显色 40分钟以上。观 

察结果，拍照。 

七、闻接竞噍荧光法检翻外罔血淋巴细胞■●抗耳 参照文献1 2l进行 

结 果 

一

、 检测外周血淋巴细胞中 HFRS病毒核酸 共 检测 42份 标 本， 30份 为 阳 性 

(71．4％)。其中l一7病日 13份标本 7份为阳性 (53．8％ )，8—14病 日的 18份标本 

15份为阳性 (83．3 )，15—21病日 8份标本 6份为阳性 (75％)，杂交结果见图版 IV 

1。42份标本的病程分布见表 1。15份非出血热患者的外周血淋巴细胞核酸提取物杂交 

结果阴性。 

二、检测血清中 HFRS病毒核酸 共检测48份血清标本，24份为阳性(50．0 )。 

其中 1— 7病 日的 8份标本 6份为阳性 (75％ )， 8一H 病 日的 21份标本中 14份为阳 

性 (66．7％ )， 22病日后的‘8份标本有 1份为阳性 (12．5％ )。30份非出血热患者血 

清 (15份为正常人血清，15份为发热待查血清 )标本的杂交结果均为阴性。图版1T2为 

血清标本的杂交结果。48份标本的病程分布见表l。 

三、检测尿沉淀细胞中 HFRS病毒核酸 在8l份尿液标本中，有53份出现阳性杂 

交信号(65．4％)，其中1—7病日的26份标本有 21份 (80．8％)为阳性，8一l4病日 

的 25份标本 17份为阳性 (68．0)，22病 日后有的标本仍能查出病毒核酸。 图版1T3为 

部分尿液标本的杂交结果。81份尿液标本与病程的关系 见表l。同法检测了 55份 非出 

血热患者的尿沉淀细胞标本(其中 l5份为正常尿液，20份为发热待查，20份为泌 尿系 

统惑染 )，结果均为阴性。 

四、外周血淋巴细胞，血清和尿沉淀细胞捡出病毒核酸的相互关系，对5饲患者的 

尿细胞，血清和外周血淋巴细胞进行了同步动套观察，结果见表 2 
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讨 论 

核酸杂交以其具有特异性和敏感性而广泛用于临床实验诊断，流行病学调查和基础 

理论研究。但 HFRS核酸探 针迄今未用临床诊断， 本文 应用我国 R 株病毒 M 片 

~cDNA RI克隆为探针，用光敏生物素标记， 杂交检测 HFRS患者 血清， 尿中细胞 

和外周血淋巴细胞标本，获得初步结果。 

一、用核酸孝变检测 HFHS毒者临床标本的可行性 血清学方法早B证明，HFR$ 
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患者外周 血淋巴细胞和尿 中 脱落细胞含有 HFRS抗原， 血清 中含有 HFRS特异性抗 

体，血细胞和尿细胞中抗原 阳性率主要集中在1O天以前，即在发热期和少尿期 “”。这 

些结果尽管在临床早期诊断中起着积极作用，但它只为 HFRS病毒的存在 提供间接证 

据 ，还不能提供直接证据。应用特异的核酸杂交方法检测病毒核酸是证明病毒存在的简 

单方法，具有替代病毒分离的潜能。本文用光敏生物素标记的 R，eDNA 为探针， 杂交 

检测了 HFRS患者的48份血清标本，42份淋巴细胞标本和81份尿细胞标本， 分别检出 

24份 (50．9 )，32份 (71．4 )和53份 (65．4％ )而阴性对照 均为阴性。尿细胞， 

血清和淋巴细胞三 者检出率没有显著性差异 (P>0．05)， 这表明可用检测尿液的方法 

代替血清和淋巴细胞的检测，而且检测尿液标本还具有职材方便及患者无损伤等优点。 

这些结果不仅为 HFRS病毒的存在提供了直接证据，而且证明用核酸杂交 的方法捡测 

HFRS患者血尿标本中病毒核酸是可行的。 

二、病程与 HFRS病毒核酸阳性率的关系 从表1中可以看出，HFRS病毒核酸捡 

出率主要集中在病程的早期 (1—14天 )，但各 标本的分布情况不一， 血清和尿液主要 

集中 1— 7天，而淋巴细胞主要集中在 8—14天。这一结果与病毒抗原分布有所不同， 

病毒抗原 阳性率主要集中在10天前，这种差异的原因可能是由于发病早期，机体还投有 

产生特异性抗体 ，病毒大量复制，释放到血液中，造成病毒尿症和病毒血症 ，而病毒感染细 

胞内的病毒 含量较少，表现为血清和尿液标本检出率高而淋巴细胞检出率较低。随着特 异 

性抗体的产生和增多，细胞外病毒被逐渐清除，血清中病毒含量下降，而淋巴细胞中的 

病毒可暂时逃避抗体的攻击幸存下来，结果血清和尿细胞捡出率下降，淋巴细胞检出率 

较高，维持时问较长。从表2的动态观察似乎也存在这种趋势。 
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Experimental Diagnosis of HFRS with 

Photobiotin—Labelled cDNA Probe 

Zhao Hong—li● W ang Mei—xian Jiang Shun—zhun 

Liu Juo ；n An Jia．zbe Lu Hia Liu Jun—liBⅡ 

(Department。，Microbiology，The Fourth Mititary M dica!University， xi-4 710052) 

Hemo rrhagie fever with renal syndrcme(HFBS)viral RNA in specimens 

of urine cells，serum and peripherial blood lymphocytes(PBL )from patients 

was detected by dot—blot hybridization with photobiotin-labelled Rs eDNA 

probe． Positive results were obtained with 52 of 81 urine， 24 of 48 serum 

and 30 of 42 PBL specimens
．
Hybridization signal was not found in the 

specimens from those without HFRS of 55 urine，30 sera and 15 PBL
．
The positive 

rate of the three kinds specimens were not significantly different(P> O
．05)． 

Thus detection of viral RNA in urine cells with photobiotin—labelled probes 

CUB be used as u substitution of serum and PBL
． It may also be used for 

diagnosis of HFRS as well as for epidemlogieal investigation
． 

Key wordsl Photobiotin eDNA Probe Hybridization HFRS 
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