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提 要 

37 、尸 
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本研究用克隆的HCMV AD169株DNA片段，制备了生物素标记的DNA探针，建立了 

捡测临床脐带血 、尿标 本中HCMV DNA的桉 酸探 针杂交 方法。 诙探 针可 测出 100pg同源 

DNA，不 与人胚肺细胞 、Hep-2细胞DNA以及其 他疱密 病毒 的DNA发生 反应。用 核酸杂 

竞方法捡测丁30份脐带血标本，有 11倒阳性，阳性率为33嘶。 10例孕妇尿标本中， 3侧 

阳性，阳性率为30晡。检测结果表明：我们建立的生物素标记的 HCMV DNA探针的点杂 

交法，具有 高度的特异性 、敏 感性，比分离病毒 法更迅速 ，可 用于HCMV感染的临床标本 

的病毒核 酸检测。 

美薯词：人巨细胞寤毒生物素探针脐带血 旦 删  针 

人巨细胞病毒 (Human cytom g 1ovi ru s，HCMV)感 染的普遍性及对人类造 成的 

严重危害在世界范围内受到高度重视 。大量的血清流行病学资料证实9 0 的人都存在有 

HCMV抗体 。HCMV也是 引起人类先天性畸形的重要原 因之一。孕妇的原发或新 的复 

发感染均可 引起新生儿宫内感染或围产期感染 ，此种感染严重者可导致新生儿的一系 

列疾病，直接影响优生优育和人口素质的提高。因此建立一种特 异性强、敏感性高的快 

速诊断技术用于l临床诊断，对HCMV病的预防将会有非 离重要的作用。近年来，国 内外 

相继建立了“P标记的探针 诊断 HCMV感染的新技术，但 同位素本身存在着半衰期 短 

和对人体有损害等不足。本文介绍用生物素一7一dATP标记的克隆化 HCMV DNA酶切片 

段做探针，采用核酸斑点杂交法检测临床标本取得满意的结果，现报道如下。 

材 料 和 方 法 

t．HCMV探针的制备 flCMV AD169株DNA片段 的重组质 粒PACYC184由美国加 利福尼亚大 

学 D．H．Spector教授赠送。 HCMV DNA E eoR I D片段 克隆到质 {立pACyC184的 E eoR I酶切部 

位 见参考文 献【 ¨。 重组 质粒用冷氯 化钙 法转化到大 肠杆菌，在 含有 选 择性抗 菌素的 LB培 养液 

中 生 眭， 然后用酚一氯 仿方法分离提 纯 重组质 粒。 用限制性 内切酶 EcoR I降 解重组质 粒， 将酶 解 

片 段进行 电冰分离，用透 析膜 电泳冼脱法 ，从琼脂糖凝 胶中回收DNA片段 。 

生物素标记HCMV DNA核酸探针的制备： 使用BRL(Bethesda ReseⅢ h Laboratorivs MI． 

本文于1991年 1 月21日收到，1992年 6月 2目修回。 
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rylan cl Ni ck Translation Kit， Kito kit)缺 口翻译 法将 Bictln-7-dATP标记到纯化的 HCMV 

DNA J~ 段上，过程简述如下：反应混合 物包括适量的dGTP、 dTTP、 dCTP、Blotin一7-dATP、 

DN ase I、DNA聚 合酶 I， 14"(3水浴保 温过夜，加 2P"1 0．5tool／L EDTA(pH 8．0)终止 反应 ，用 2 

倍体积95晴乙醇混台过夜 ，4℃ 10000r／m离心20分钟，弃上清， 用适量的70 和95 乙醇浸洗沉 

淀物，室温晾干，加适量TE缓冲液，存一20℃备用o 

2． 病毒培养 HCMV AD169株用于试验，当人胚肺纤 维母细胞 (HEL)长 成单层 后接 种 

HCMVIoOTCD50／O．1ml，病毒接种后的第 6小时、12小时、2日、4日、 6日分别将收获细胞做 

不同处理，以未接种病毒的HEL作为阴性对照，用于病毒抗原、病毒桉酸检测。 

单纯疱疹病毒 (HSV)的培 养：HSV接种于已 长成 单层 的Hep-2细胞，待 CPE达 到 75嘶 以上 

同HCM~密染一样处理，拄常规方法提取病毒DNA殛正常细胞DN^I I。 

5． 临床标本的处疆 标本由湖北医学院附属第二医院妇产科提供。 

(1)屎样 处理 取清 晨孕妇30ml新鲜 尿液于 3000r／m离 心 15分钟，弃上清。 

(2)血样处理 将加有 肝素的脐带血 10ml，2000r／m离心 15分钟，吸取白细胞层，用 3倍体 

积0．83嘶氯化铵溶解红细胞， 置 4℃冰箱1s分钟，4500r／m离心 10分钟，反复 2— 3 次， 弃 上 

清。 

处理过的血和屎标本况淀物溶于DNA缓冲液 (pH8．0 TE)，分别用 SDS、RNase和 P~outse 

处 理，然后用等量混合 的酚、氯 仿、异戊 醇提 2次，乙 醇沉淀，溶于 TE缓 冲液 中 (50mmol／L 

Tri s， 0
． 1mmol／L EDTA)。 

4． 寨变试验： 

(1)点 掸：点杂 变试验用于检 测病 毒癌染的细胞和临 床标 本。将标本DNA打 点到 硝酸纤维 膜 

(西德Sehleicher ＆ Scbuell公司 产品 )上，置80℃干燥 2小时 。 

(2)预杂变：将膜投入大小适合的囊乙烯塑斟摄里，加入硬杂变液(4×SET 10xDenhardts， 

10-50~tg／ml变性小牛胸腺DNA)，使膜全部浸入，热封 疆口，置42℃水浴保温 1— 3小时，中造 

不 时摇动，以 防膜相互 贴附。 

． (3)杂变：剪开疆 口，倒 出藕杂 交攫，加入预热 (42℃ )杂变液 (45 甲酰铵 ，4x SET，2× 

Denhardt s，10ttg／ml变性小 牛膊 腺 DNA，20—4011g／ml变性探 针)，热封袭 口，置 42℃ 水浴保 温 

过夜 ，中 间不 时摇动。 

(4)漂冼：杂交结束后剪开袭口，例出杂变液。加入足量2ssc一0．5嘶SDS溶液，室温漂洗三 

扶，每 次 5—10分 钟。 

改换足量0．2SS-0．s啊SDS，室温漂 诜三次 ，每 次 s一 10分钟。 

更换0．2SSC-o．s啊SDS溶液，50~55"C水搭漂诜15分钟 (必要时可重复一次 )。 

5． 醇联置 色 

将膜浸入封闭液 (2啊BSA，0．1mol／L Tris·C1 pH 7．s，lmol／L NaC1，2mmol／L MgCI2， 

5嘶Tween20，0．05啊 Triton—x一100)中，室 温作用 1小 时。 用 链霉亲和 素一碱性 磷酸 酶 (sA- 

AP)处理，将膜浸入酶联介质(0．1mol／L Tris·C1 pH7．s，0．15mol／L NaC1，l~g／ml SA-AP) 

中，室温 反应 10分钟；又将膜浸^足 量的不含有SA-AP的溶液 中， 室温漂诜二次 ，每 扶 10分钟； 

改换(0．1mol／L Tri s·C1，pH9．5，0．1mol／L NaC1．50mmol／L MgCIl溶液 ，室温漂洗10分钟j将 

膜置于显色介质(0．1mol／L Tri s·C1 pH9．5，0．1mol／L NaC1， 50mmol／L MgC1l，0．33 g／m1 

NBT,~0．17mg／ml BCIP)中，置暗处显色15—60分钟 最后将膜 浸入 10mmol／L Tris·C1 pH 

7．s，1mmol／L EDTA溶1腹中 终止反应。 

观 察绪果 ，出现 紫兰色 沉淀圈为 阳性，阴性无 色。 
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结 果 

1． 生物素标{~HCMV DNA探针特异性的检测I 

该法标记的生物素探针与 HCMV ADI69株 感染 的 HEL细胞DNA及HCMV D片段 

一 pACYC184重组体杂交，不与未感染 的 HEL细胞、 HSV一1、 HSV一2、 Hep一2细 胞的 

DNA及小牛胸腺DNA杂交 (图 1)。 

2． 生物素标记HCMV DNA探针敏感性观察： 

我们将HCMV感染HEL细胞后，第 6小时、1 2小时、2日 4日，6日分剐提纯HCMV 

DNA，Il}j生物素标记的DNA探针均检测到HCMV DNA，而未感染HCMV的 HEL细胞则 

未检测到HCMV DNA(图 2)。同时进行了定量检测． 该探针可检 测到100pg的同 源 

DNA (图 3 )。 

3． 临床标本检测 

该DNA探针检测3O份脐带血标本有11倒阳性，阳性率为33 (图 4)，10例 尿 标 

本有 3例阳性，阳性率为30 (图 5)。 

论 

本实验进行 了生物素标记HCMV DNA探针的制备以及应 用于HCMV感染 的 研究 。 

结果表明，该探针不仅可在细胞水平 上研究HCMV的感染，而且可检~OHCMV感染后的 

临床标本 及临床诊断。 这就改变了过去 HCMV感染诊断常用病毒 分离和检测血清 中的 

IgM 抗体等方法，为HCMV的早期诊断提供了一个 敏感性高，特异性强的新手段。 

实验室所用的HCMV DNA片段是 ADI69株用 Ec oRI酶切的 D片段，该片段与人细 

胞DNA无 同 源性， 用D片段制备的HCMV生物素DNA探 针不与HEL细胞发生反应，也 

不与其他疱疹 病毒~HHSV一1和HSV一2发生反应，该探针的敏感性高特异性强，可检测到 

1O0 Pg的同 源DNA。 

我们用该探针检测 HCMV感染的 HEL， 发现在 病毒 感染 6小时后就能测到 病毒 

DNA 该法敏感性高，有利于在临床标本 上作早期诊断。 我们在临床 标本中，检测30 

份脐带血和10份孕妇尿标本 ，阳性率分别为33 和3O ，与国 内报道同位素探针检测脐 

血、孕妇尿的阳性率为 25 ～38 ” 相符合。在妊娠早、中 晚期HCMV检出率各 

有所不同，晚期较高一些。 孕妇HCMV感 染会严重影 响胎 儿 的 生长发育 脐带血 的 

HCMV检 出 证明了HCMV母婴 传播的重要性。因此在妊娠早期，用核酸探针方法对孕妇 

进行HCMV~染的常规捡查，同时配合血清学的检测，进行HCMV感染的临床诊断， 避 

免 婴儿 宫内HcMV感 染是非 常必要 的。 

生物素核酸探针是继同位素核酸探针以后发展起来的新方法，同位素尽管有很高的 

敏感性，但本身存在着放射性和半衰期短等问题，对实验人员和周围环境都有危害，在 

推广方面受到一些条件的限制。而生物素则不然，其稳定性强，保存期长，对人体和环 

境无危害，整个实验周期短，24小时内可观察结果，可在基层 医院实验室普及应用．具 

有较高的实用价值，是值得推广的技术。 
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l 生物素标记 的HcMV DNA探 针与各类DNA杂交的结果 

Fig 1
． 

R⋯ lI of h rjdiz tio口 0f biotjⅡ一labe】led HcMV P robe itb DNA t B cted 

f rom D f r agment of HCMV—pACYC184～ 0mbjnan￡(A)．HEL DNA(B) [15~-I 

DNA(C) HsV一2 DNA(D)， HEP一2(E)， HEL ceil s infe cte0 with HCMV st rtiu 

DNAfF)．aⅡd calf tby⋯ DNA(G1． 

图 2．HCMV感染HEL后不同时间收获并提取病毒DNA与生物素标记的HCMV 

探针杂交的结果 

Fig 2
．  

Re sult of by5ridizati0口 of biotin一】abel】ed liCMV probe it]l DNA from 

HEL infec￡ed by HeM V ●t diffe reⅡt timeB 

A； HEL DNA B： 6 hou rs C： 12 h0urs 

D： 2 day 8 E；{ d吖 s F： 6 y8 

图 3 生物素标记的HcMV DNA探针与不同量的同源DNA杂交的结果 

Fig 3
．  

R e8Ⅱl￡of hY br|di￡ation blotin—labe】 d HCM V P ob i￡h 

bom Ol0SOuB D N A 

图4 生物素标记的HCMV DNA撂针捡铡30特脐带血标本的结果 

F ig 4
．  

Re5u】t Df b b ridizBtjoD Df bi0￡in一】Bb】】ed HCMV P robe wi￡h 30 

um bj】ic Hl cord h[ood spe~im ⋯  

D5． HEL DNA D6 HSV一1 DNA． 

D7 DNA eI￡r日c￡ed f rom HEL c eIls infen ed i￡h HeMV t in AD1 699 

A2． A 5． A8．A9 B7， B8． C2． C3， C4．C7． D3： HOM V P。sitlye P i蚴 日 

A1 A3． A4， AT． A8-BI B2， B 3 B4， B5． B6． B9- C1- C 5 C6．C8- 

C9． DI， D2 HCMV neg￡i e ap*clme~8． 
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[6] 

[7] 

图 5． 生物素标记的HGMV DNA探针检测1o份孕妇尿标车结果 

rig 5
．

Re BuIt of h，bridiz4tjon af bjotia—lal,elled HCMV probe to 10 urine pe ctm 

B4： ItEL DNA． B5： HSV一1 DNA． 

B7． DNA eilr日cted from HEL cclls infeeted with HCMV etr̂ iⅡ A D169． 

A2， A3， A5， A8． AT， B1， B2I HCMV ncgatiTe speci㈣ B． 

A 1 A4， B3． HCMV po sili sp imea 9． 
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Preparation and Application of Biotin—labelled Human 

CytOmegalO us Nucleic Acid Probe 

Cheng Li Chen M an Chen W enkai Guo Sufang 

(Virus Research Institute，H ubei M edical College．W uka 430071) 

A diagnostic assay has been deve loped to detect human ytom g IoTiIus 

(HCMV)DNA in elinieal speeimens with biotin—labelled DNA probe． cloned 

fragment of HCMV strain AD169
．
The biotin-labelled probe can detect 100 

pg of homologous DNA and doe s not hyb ridize with DNA f rom other herpe— 

svirus or human emb ryonie lung cells(HEL) and Hep一2 eelIs． 30 umb-ilieal 

cord blood and 1 0 urine specim ens from pregnant women were examined by 

hyb ridization assay w ith biotin—labelled probe
．  

Am ong 30 um bilical cord 

blood specimens， 11(30 ) and，among 10 u rine specimens，3(33％ ) we re 
positive for HCM V DNA respectively

．

The results suggest that the DNA-DN A 

hybridization assay with biotin-labelled DNA probe is high specific and 

sensitive， and mole rapid than routine tissuse culture techniques
．

Biotin— 

labelled HCM V probe can be used in clinical diagnosis of hum an eytom ega— 

lovirus infection
．  

K ey w ordsl Human Cyt omegalo~irus Biotin-labelled Umbilical 

e ord bIood Urine 
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