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HBV-DNA的生物素寡聚核苷酸探针快速检测 

吴云涛 蔡宜权 

(中国科学院武汉病毒研彻f，武汉430071) 玎 -z／ 

提 要 本文建立—种快速唧 -DNA检测方法．此法是基于生物素标记的寡聚拔苷酸与硝酸纤 

维素滤膜上的靶DNA杂交．然后通过s c呻v 碱性磷酸酶偶联体及生色底物进行检测．本文研 

HBV-DNA的检测在实验室及临床检测中具有重要意义 ，但 由于传统的 P标记探针的局 

限性 ]，主要是放射性、半衰期、操作复杂及费时等原因限制了它的大面积推广运用．因此人 

们试图建立各种新方法以克服上述缺点 ：，但 目前仍未能解决操作复杂 、费时等问题 。因此 

我们研究了一种快速 、操作简便的生物索 HBV-DNA检测方法 ，在 d小时内便可检测出HBV— 

DNA分子 ，且操作简便、灵敏度接近同位索法 ，可望用于实验室及临床诊断中HBV-DNA的快 

速检测。 

材料和方法 

I 探针的制备 

选取[-IBV-DNA序列中保守性较高区域序列： TC~CCGCGTCGCAGAAGATC3／(中科院上博细胞研究所 

代为合成)．该寡聚核苷酸序列在合成中5r具有氨 基．通过化学方法对其 端进行生物素标记 ]．在0．1mol／L 

磷酸钠(pH7．5)溶液中通过 羟基琥珀酰生物素(N-hy~roxysuccinyl hl0曲)与其氨基反应从而将生物素标记在 

端．标记好的探针通过PAGE纯化，溶于TE(1Ommol／L 2Ms．a pH8．0．1nm~／L EDTA)中．置}20"C保存． 

同位素标记 HBV-DNA探针制备如— 。] 0．5mgHBV-DNA，2~mol／L dNTPs、l0 i[ ’ p]椰 (福瑞生物 

工程公司产品)．5UDNA Po 眦r 1，0．05~s／miDN啦 !，15"C保温 2小时、标记好的探针经Sop~dexG-50分 

离、收集．测比活大于 101~pm／~DNA． 

2 杂交条件的选择 

生物素寡聚核苛酸探针的杂交条件如下：接Bolto~法【1D 计算出此寡聚拔杼酸探针的Tm值，然后通过实验 

确定其 值。杂交条件选择在n值 下 5--10"C进行．预杂交蔽为 6XSSC、5×De r s液 ，预杂交时间30 

分钟。杂交液同上 ，加入生物素标记寡聚拔昔酸探针 ，浓度为 ipmvl／L，杂交时间1小时．杂交后洗膜条件为 2 

XSSC，0．1 sDs溶液中洗涤三次．每次2--3分钟 ，室温，然后转入 0．2XSSC，0．1 sDS 洗涤5分钟，温度 

为 45℃。 

s P标记的HBV-DNA探针的杂交条件如下：预杂交液为6XSSC，5XDc~mmrt 8液，68℃预杂交 l小时、杂 

交液同上，加入印 标记探针，68℃杂交过夜．杂交后洗膜条件为：2×s8c、0．1~oSDS溶液中洗涤三吠，每吠5分 

·本文于1992年 12月 12日收到．1993年3H 17日修回。 
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钟 ，室温．m 2~SSC．0．1 SDS中68"C洗涤 1小时。然后转入0．2×ssc．0．1 SDS溶液中室温洗涤5分钟。 

3 检测方法 

生物素寡聚桩苷酸探针杂交后的硝酸纤维素滤膜、经洗涤后在 TBS-Twom20中诜涤 1分钟，然后于 37℃ 

下封闭液中浸泡30分钟。加入 rep【∞v_曲 碱性磷酸酶偶联体置室温 10分钟。再将此膜于TBS2Twee~O中洗 

涤三次，每次3分钟．加入 Bc【P、tCaT(BRL公司产品)于黑暗中显色。Bc【P、NBT的配制如文献rIJ]。同位索探针 

杂交后经过洗涤的硝酸纤维素滤膜，通过 x光片感光．加增感屏于-70"C曝光—周。 

‘ 检测血清样品的处理 

取待检血清50 ．加等体积新鲜配制的变性液(10~SAC、2NNaOH及 I5 甲醛)混台 ，70℃保持 10分钟， 

然后通过抽滤器加到硝酸纤素滤膜上，干燥后用 lmol／L Ttis．C11：pH7．5)，o-5mol／h NaCI中和三次。置80"C烘 

烤2小时．杂交前置6XSSC中浸泡1分钟。 

结 果 

1 生物素寡聚核苷酸探针 Ti值的估测[1日 

如图 1，取 ]0ng HBV-DNA分子点于硝酸纤维索滤膜上 ．于 25'C下同寡聚桉苷酸探针杂交 

2小时，然后分别置于图中所示温度下洗涤5分钟。显色后可见如下结果：(1)此探针与HBV— 

DNA杂交后 ，杂交点显色的强度随洗涤温度上升丽减弱 (2)在 25℃下洗涤时，杂交点显色最 

强；在 70℃洗涤时，杂交点完全消失。(3)25℃一40℃下洗涤时 ，随温度上升杂交点颜色减弱较 

慢 }50'C一55℃时减弱较快 }60℃一70℃时杂交点 逐渐消失 (d)最强显色强度 50 的杂交点 

存在于 50℃--55~洗涤温度之问。园以上杂交点显色的强弱代表杂台分子的解离程度 ，25"C 

洗涤时解离最少，70℃洗涤时完全解离 ，50"C一55"C时有50 解离，因此寡聚核苷酸探针的口 

值在 50℃一55℃之间。 
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图1 生物素寡聚棱苷酿搽钟n值的测定．】嘶g I-IBV-DNA变性后点于硝酸纤维熹游膳上．20℃杂交2小时。杂交后将 

此滤膜于k-~'／B度下洗潦5分钟，通过av曲 一碱性磷酸酶但联体显色步骤显色． 

Fis．1 Det*u'minatlon _n biOAny~tedd．~onuclcxXiOe probe,】 HBV-DNAm denatured and spotted oI∞ rdh-ocelhllo~ 

filte~ and hidi0酣 吐 25℃  ̂2tar,After时h r【i∞，口 filterswerewashedfor 5 udn attheindicatedtempea'at~  

and vitalized with t,he mancta~~ m i 翻 印h砒噼 detecti~m procedm'~． 

2 杂交时闻对杂交结果的影响 

如图2，将HBV—DNA样品与生物索寡聚校苷酸探针进行杂交．杂交时间分别为 15分钟至 

l2小时不等．其结果如下：当杂交时间为 l5分钟时，即能出现大部分阳性杂交点；但 30分钟 

杂交时较 15分钟时强{30分钟至 3小时杂交时间、各种杂交时闻下杂交点强弱无明显变化， 

且检测下限相同。7小时至 l2小时 ，杂交点有微弱增强 ，但并未增加检测灵敏度。故 30分钟为 

快速杂交的最佳杂交时间，多于 30分钟对于HBV-DNA的检测灵敏度无明显效果。 

圈2 杂交时同分析．HBV-DNA通过梯度稀释后点于南酿耋F罐素撼膜上，按上述杂交时阿于42℃下杂交。 

F 2 Hybddlzatlontime蛐 dy出 H]~t-DNA was科  】y~duted and spotted∞  nltro0eAluloaefilte~~and 嘶 删 砒 42℃ 

Lot"lhe h~ Uedt_雌  

3 杂交中探针浓度的研究 

如图 3，将 HBV-DNA点于硝酸纤维索膜上，然后分别置于 0．01pmoltL至 10pmoltL各种 

探针浓度下杂交 ，其结果表明：lpmoltL浓度下杂交效果最佳，低于 lpmol'／L杂交点有减弱趋 

势 ，0、01pmol／L浓度下已无杂交点出现．但大于 lpmol／L浓度时，增加探针深度 ．无明显效果。 

‘ 灵敏度的测定 

如图4，将 HBV．DNA点于硝酸纤维索膜上 ，其量分别从 100pg至 0．5pg之间，按最佳杂交 

条件进行杂交。结果表明：此探针在 4小时内检测HBV—DNA的最低量在 1—10pg之间。 
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图3 探针浓度对杂交的髟晌。HBv_DNA按梯度稀释后点于硝酸纤维素滤膜上，42~ 2 d、时·杂交液中的探针浓度 

址 ． 

％ 3 D 咖 ∞ 时 恤 hy蛐 t_啪 叩 probe删 恤 唧 v-DNAwas ser~ly d~luted删 |p donⅢn雠 叫 懈  啪  

and蜥 di脚 丑t 42"C the zoZut~n~ootabl~8恤 ind~cazed be时 ．嘲nr砒 · 

图4 杂文灵敏度分析。皿v．DNA按梯度稀释．点于硝酸纤维素滤曦上·42"c~ 30分钟，探针诔度为l删 ， · 

4 seI'Bi hy 0f 时晡 血  m删 ．HBv—DNA帅 }蛐 diI删 丑nd3p删 帅 n 咖 岫 劬 e堪 bri删 |l 

42℃ for$0rnln in the∞ n舯 啪 t丑jrIiIIBlpn1d／L b~ ylated~dlgon~ prd 

5 临床检测运用中与同位素挥针的相关性 

将待柱血清点于两张硝酸纤维素膜上，分别与同位索探针及生物素寡聚核苷酸探针杂 

交，其结果如图5。96份血清中，同位素探针柱出 l6份阳性 ，其中1份弱阳性血清用生物素寡 

聚核苷酸探针未柱出}生物素寡聚核苷酸探针柱出阳性血清 17份 ，其中有 2份阳性结果在用 

同位素探针检测时为阴性。 
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图5 人血清样品分析．人血清样品点干砖酸纤维素游膜上，分别干生物索寡聚棱苷酸探针(̂ )l盟，zP_标记HBV-DINA 

探针杂交。 

Fig．S nuI rtgttt scrota 3aI 皓 anu1
．w0．s．Human船rum mm01~ were app眦 to nitroceLLulose filters anO时 br 埘 j with biotin~1at 

ed djgoI1啦Lc0t r,ra~(A)mfl a*0-tabeled HBV—DNA pro se0amtely． 

讨 论 

生物素寡聚核苷酸探针用于HBV—DNA的临床检测．太大缩短检测时间，同时具备操作简 

便、探针易于长期存放、无放射性等优点。但在灵敏度及特异性方面仍不及同位素法。 

Ruth[n 曾系统研究过标记数量及位点对生物素寡聚核苷酸探针灵敏度的影响，相信通过 

在适当位置引入更多的生物索基团能将其灵敏度提高至同位索探针水平 ．同时如与 PCR方法 

结合 ，则能大大缩短PCR扩增后的杂交检测时问，达到高灵敏度及较快的检测速度。目前我们 

正在从事这方面的探讨。 

在特异性方面 ，生物索探针在检测血清样品时不如同位索方法 ．可能是部分血清中含有 

能与生物索或Streptoavidin结合的杂质所致，详细机理有待探讨 此外杂交后洗膜温度的控制 

对于消除非特异性杂交十分重要 ，如图 1中，在 25"C—d0℃洗涤 5分钟 ，并未能去除非特异性 

吸附．硝酸纤维素滤膜上背景较深 ．且 |_DNA斑点也明显存在．只有在 45"C以上洗涤时才能消 

除这种非特异性吸附。 

综上所述，尽管生物素寡聚核苷酸探针在灵敏度及特异性方面尚不能超过同位索探针 ， 

但用安全、快速的检测方法取代同位素法是大势所趋，而其中用寡聚核苷酸探针是达到快速 

检测的重要途径之一。我国是乙肝高发区，生物素寡聚核苷酸探针的使用将特别有助于乙肝 

的临床诊断 、流行病学调查和科研工作 。 
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Rapid Detection of HBV-DNA by 

Using Biotinylated Oligonucleotide Probe 

w u Yuntao Cai Yiquan 

(w 吼 龇  VirdogV，A 洲 ．W~／,an 430071) 

A rapid method for detection of HBV-DNA wRs developed．This as say was  based  on the hy bridiza． 

tion of biotinylated oliBonucleotide probe to target DNA immobolized on nitrocellulose membrane 

which was then incubated with av／d／n—alkaline Dh~phatase。0njugator and measured with ehromogenk~ 

substrates．The praetieality of the method was  investigated．It was found that the method was fast 

(4hr)，sensitive(1一 lOpg)and expedient for laboratory and clinical detection of HBV—DNA— 

Key words HBV—DNA．DNA Hybridization，Biotiny1ated oligonueleotide 
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