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PCR制备地高辛素标记的探针检测轮状病毒核酸 

卓礼梅 徐 帆；／陈火胜 严泳楷 
—  

教瞄 广 0851 0089) s 之～ (中山压科大学微生物学教研室，广州 r、 ／～， 

K j z 
提要 甩聚合酶链反应(PER)技术 ，制备了轮状病毒第 9基因部分片段的地高辛标记的cDNA探 

’ 针．DNA-RNA斑点杂交表明该探针具有轮状病毒A组的特异性，可检出T Op~ V-RNA。实验巾选 

择了粪便标本提取接酸后点膜和粪便上清直接点膜进行斑点杂交．两种方法的结果一致 ‘同时将斑 

点杂交法与PAGE法的结果进行了比较．实验结果表明甩PCR技术直接制备地高辛素标记的cDNA 

撵针具有方便、快速、标记辜高、特异性强的特点，具有一定的应甩前景。 

关键词
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核酸杂交试验利甩核酸碱基互补配对的特异性 ，通过标记特异核酸片段作为探针 ，用于 

检测标本中的 目标核酸。该技术在病毒性疾病的实验室诊断和不同米源核酸问同源性的研究 

上已获得广泛应用。在轮状病毒感染的研究中，已有文献报道应用核酸杂交试验 。其中多 

以第 9或第 8基因片段或克隆的eDNA作为探针，且探针多用同位素标记。Flores等人_3·以轮 

状病毒 RNA和克隆的 eDNA作为模板 ．用PcR直接翩备 P标记的探针，该法简便 、快速。据 

此 ，我们在 PCR反应液中加入适量的DIG-11-dUTP，制备了地高辛素标记的HRV-eDNA探钊’， 

并对 120份急性胃肠炎患儿粪便标本进行了轮状病毒RNA斑点杂交试验，同时与 PAGE法进 

行 了比较 。 

材料和方法 

I 粪便标本的收集及处理 

I991年 10月至 1992年 1月，在广州市两家医院收集急性胃肠炎住院患儿(≤2岁)粪便标本 120份。成人 

轮状病毒(ADRV)感染的粪便标本由第一军医大学流行病学教研室余守义教授惠赠。粪便甩pBS稀释成 10— 

20％的恳液，50o0r／|njn离心 10分钟 ．取 清置一20℃备甩。 

2 毒株与细胞株 

HRV标准株 Wa株(血清 I型)、 椿(血清 2型)、Yo捧(血清 3型)、H~chi株(血清 4型)、牛轮状病毒 

NCDV株(血清 6型)；恒河冁旺肾细胞株(MA104细胞)；稼病毒7型(Adz)；登革病毒 2型(DE )均为_奉室保 

存。 

， HRV-RN̂ 的提取与浓缩 

按文献[4]方法盎行。 

l tlRV·RNA聚丙烯酰胺藏胶电泳(PAGE) 

按文献 ] 法芷E行。 

本文于 1993年 9f【f 28甘收到 ，1993年 l2月 l3日修回 

·巾山大学昆虫所十物工程室 ，广州 510,275 
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5 斑点杂交 

5．1 PCR日I物及试剂 

5 I．1 弓I物 引物设计扩增 A组 HRV-V'P7基因第51--392位棱苛酸(342b~)片段 ，由，I1国科学院 卜淘细胞 

所代合成．上游引物序列：5'-GTATGGTATqX3AATATACCAC-3 ；一F游引物序列 ；5'-GATC(TPCTTGGCCATCC一 

。 

I．2 试剂 RNA逆转录试剂盅(AMVReverseTrar~criptase)为美国Prorrmga公司产品~p(TR试剂盘勾卜海复 

旦大学遗传所产品l<DTG>标记检测试剂盒为B0chringer№lnnb咖 公司产品。 

5．2 探针的制备 

2．1 逆转录 HRV-RNA(从Wa株纯化的病毒诫所提取)先经g5~C：加热 7分钟，立即置冰搭，I1 3分钟使2 

变性 以变性的HP-．v-NNA为模扳．PcR下蝣弓l物为逆转录引物 ，按逆转录试剂盘说明书进行逆转录合成 

cDNA。 

5．2．2 PcR扩增标记 PcR总反应体积 5 。在 Eppcndc．rf管-I J依次加入 5×缓冲液 I 、dNTP底物(各 

2mmol，L)叫、DIG一1 I—duTP(25nmol，L) 、上下游引物各 1 (10 0flB／ )、逆转录产物 5 、灭菌双蒸水 25 、FD 

DNA多聚酶 I．5U，混匀后覆盖石蜡油开始PCR循环(使用FR一300DNA扩增仪，复口公司产品)：93c，45 一 

55℃，45 ~72"C．90 30个循环。同法扩增 Wa株cDNA．但不加DIG．11-dUTP作 对照。PCR扩增完毕．取扩 

增产物电泳(1．5 琼脂糖凝腔)进行鉴定后，扩增标记的产物用饱和酚抽提．尤出乙醇沉淀备用 

5．3 斑点杂交 基奉按试剂盒说明书盛行。 

5．3 I 核酸样品点样 待检样品致对照组病毒桉酸首先置潍水浴_lI 5分钟 ，市即冰浴 3分钟 ，使 dsRNA或 

DNA变性 在真空抽谴条件下，依次将阳性对照、肼性对照及待检样品点洋于预处理的硝酸纤维膜(NC膜)卜 

点样完毕 ，将 NC膜置室沮下晾干，再放于 80"C烘干 2小时 

5．3．2 粪便 卜清商接点样 粪便上清直接点在预处理的 NC膜 ，然后将 NC膜转至变性液(0．Imoi／L 

NaOH、lmol，LNaC1)浸过的定性谴纸 ，放置 5分钟，再置于搔有【I】和液Ca,1 Tris-HCI pH7．2、I mol／LNaC1)的 

定性滤纸 E 5分钟，虽后转置 2×sSc浸过的滤纸上两次，每次放置 10分钟 室温干f漠后．置∞c烘干2小时。 

3．3 颓杂交、杂交及显乜 按<DIG>标记与检测试荆盒说明书盎行。 

结 果 

l PCR标记产物鉴定 

PCR扩增产物经 1．5 琼脂糖电泳后 ，对照扩增产物在 342bp处有一扩增带 ，PCR标记产 

物则在约 390bp处有一扩增带 ，这是由于扩增 片段中掺入了 DIG i1一dUTP，因此分子量较大 ， 

泳动较慢 ，亦表明<PCR—DIG>撵钭’标记成功。见罔 1。 

Obp 

2bp 

围 I P(’R标记产物电泳 

I岬 322／HⅢf I‘2、4-P(’R标记产物 5．对照扩增产物 

F嘻 t Elcctroph~~esis of b ucd PCR prad~-'t 

1．pBR322／Hinf I什agrncn 2．4．tm／：Td．ted PCR口r州ud‘ 

3．5 ^m 叫 product,as a c,~tto1 
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2 <PcR-DIG>探针的敏感性 

HRV—RNA(Wa株)进行 l0倍稀释(用 Pharmacia公司 Ultrospe~I紫外分析仪测 OD值定 

量 )后点膜 ，探针与其进行杂交 ，在 RNA量为 10pg时仍有杂交信 号出现(见图 2)。这表明 

<PCR DIG>探针的敏感度达 1 0pg水甲。 

● ◆ 、◆ ◆ 
1 lO抽‘ I蛳  1llg 

5 孽 

1Oop毫 10pt 2 

图 2 PCR—DIG探针的敏疑；性 

(样品 ：Wa橡 HRV的 RNA) 

F 2 Ser~ y of p( —DIG 日均  

(Sampl~ HRV—RN  ̂ Wa strain) 

3 ~PCR-DIG 探针的特异性 

<PCR—DIG>椿针与 A组 HRV—RNA(Wa、 、Y0、Hoehi、NCDV株)呈阳性杂交反应 }而与 

MA|04细胞 、ADRV—RNA、DEV2一RNA Ad7一DNA及 11三缓冲液杂交后不显色 ，无交叉反应 ，表 

明该探针具有 A组 HRV特异性。见图 3。 

●1 囊2 。 

图 3 P(1且-DjG撵针的特译性 

日竹 {】--4 Wa、Sz，Y0 Hoc'ai株 HRV的 RNA‘5．MA104细胞 ； TE对照 

b行 {l·Wa橡 HRV-RNA的 RT-PCR产物 ；三NCDV橡 HRV的 RNA F Ad DNA F4
． DV2一RNA。 

Fig．3 SF m d PCR—D10 

Raw ：1-- 4 HRV—RNA ofWa
．Sz、Y0、Hochi$$iBi／1~{5．MA104 OdbI 6．1-E controlt 

Raw b；】·RT。IK'R xh埘 0f HRV—RNA(Wa s~rain } HRV RNA(NCDV slt )
I ^d DN^‘4．DV2-RNA, 

4 斑点杂交与 PAGE法检测患儿粪便中 HRV—RNA的结果比较 

用斑点杂交和 PAGE法检测了 120份患儿粪便标本 ，HRV—RNA的捡出率分别为57
． 5 、 

50 ，经统计处理 ，两肯差异肯显著性意义。见罔 4和表 1
。  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 1期 卓礼悔等 ；PCR制各地高辛素标记的探针检澍轮状病毒核酸 25 

● 等 ● ● 攀纂 翟蘸 自‘ 

罄 ● ● 

# 势 1稻 

· · ● 参 ≮ 誊 

图4 PCR-D]G探针与急性胃肠炎患JL粪便-l—HRV RNA的杂交结果 

行 以受 f行的 1—6孔：急性胃脑 毙患 JL粪便标奉}f行{7一＆ADRV—RNA对照#9～10．HRV-RNA(Wa株 对照#l】一12． 

TE对照 。 

F 4 DeU~ion of HRV—RNA in faec~ of infams wilh 8a~roenteritis by~ aaion Io PCR—DIG 妇  

Raw a— e and】一 6 w of raw f：The f ∞ o~ainld fm  infants wltb gastmemerltist 

R w f：7—8．ADRV-RNA ~ trolt9一 I咀 HRV—RNA conlr~l(Wa ra )|Il一 】2．TE contrd 

寰 】 斑点杂交与PAGE法检测息几粪便中HRV RNA的结果比较 

Table 1 C 呻 ∞ dotblot hy d【强6 and PAGEin 血l哪 '嘴 HRV—RNA from lhcf∞0∞ 0f I9日dinfants 

一 |．76 P< 0．05 

5 两种点样法杂交效果的比较 

用提取 的核酸点膜和粪便 清直接点膜法进行斑点杂交检测了 60份患儿粪便标本检出 

结果如表 2所示 

表2 提取攘酸点曩洼和粪便上清直接点曩法结果比较 

Table 2 Compenson tbe results obtained by dj Ioadmg口 Ioa~ng after 

Ⅲ n● ∞ or"nt~leic acid from fecal supernatant 
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讨 论 

核酸分子杂交技术具有快速 、敏感及可大量检测临床标本等优点 ，近年来巳广泛应用于 

病毒性感染的检测中。核酸探针的制备是杂交成功的关键 ，以往多采用同位紊或生物紊标记 

的探针 ，前曹虽然特异性 、敏感性较好 ，但存在放射性同位紊防护 、成本高及放射 自显影设备 

的贿置等限制 ，而且固同位紊衰变而影响检测结果的可靠性 ；生物紊探针则由于组织中生物 

紊结合蛋白或内源性生物素的存在 ，在实验中往往出现较高的非特异性背景和假阳性结果 · 

影响了检测的准确性[s ] 地高辛紊标记探针是近几年来发展的一种非放射性标记方法 ，地高 

辛紊是从植物洋地黄中提取的同醇类半抗原物质 ，由一十较长的问臂共价结台到尿嘧啶环的 

5位上 ，构成地高辛紊标记锄(Dig一11-dIJTP)，在标记探针时即可掺入到 DNA或 RNA中 地高 

辛紊标记技术由于用阻断剂封闭非特异性结合位点后 ，降低了本底 ，故背景清晰 ，而且因单股 

核酸配对 ，从而提高了反应的特异性 ，在很大程度上弥补了上述两种方法的不足 ，使临床诊断 

的准确性 、敏感性和特异性部有所提高[ 。 

近年来国内外均有采用 PCR法制备”P标记 、地高辛素标记探针的报道E3,￡。国外肓用 

PCR制备托P标记的HRV—cDNA探针。但束见用 PcR技术制备地高辛素标记的 HRv—cDNA探 

针的报道。我们首次眉PCR扩增 HRV—VP 基因(Wa株)第 51—392位核苷酸片段制备地高辛 

紊标记探针获得成功 ，并用 cDNA—RNA斑点杂交检测了 HRV—RNA，结果表明该撵针具 A组 

HRV特异性 ，具有一定的通 用性 ，可检出 10pgHRV—RNA，灵敏度与 P标记的 HRV—cDNA撵 

针相似[ 。 

检涣I轮状病毒感染的常用方法有电镜 、PAGE、ELISA、DIA(免疫斑点法)、核酸杂交法 ，近 

年来由于PCR技术的发展，亦有用 PCR法检测HRV感染的报道[ ，但由于采用PCR法必须先 

进行逆转录 ，成本较高 ．且一旦有 HRV感染 ，病人粪便中排病毒量较高(1 0”十／g)，此时用PCR 

法与一般的棱酸杂法已无明显区别。因此 ，作者认为对于HRV感染用棱酸杂交法检测即可，在 

本文中我们利用PCR法制备地高辛紊探针 ，该方法方便 、快速 、标记率高，是标记探针的好方 

法 。 

我们同时眉斑点杂交法(自行标记的地高辛索探针)和 PAGE法对 120份患儿粪便标本中 

HRV—RNA进行了检测 ，发现两者检测结果差异胄显著性意义 ，斑点杂交法 灵敏度较 PAGE法 

高 ，可达 10pg水甲 ，而 PAGE法则为 535pg水甲[ 。前者比后者高 50倍左右。 

在杂交方法 卜我们同时比较了提取核酸点样法和粪便 清点样法 ．发现两 肯结果无显著 

差异 ，与文献报道相似[ 。从而表明可用简单的粪便 卜清直接点样法进行棱酸杂交反应，简化 

了实验步骤 一有利于大批临床标本的检测。 
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Detection of Nucleic Acid of HRV by a Dig-Labelled Probe  

Prepared with Polymerasc Chain Reaction(PCR) 

Zhuo Limei Xu Fan Chert Huosheng Yan  Yongkai 

( r 哦 of村妇曲 ， c一删 f 。，  ̂ ＆ ，0嘲 鲈k融510089) 

A eDNA probe ofthe partial~enomo segm．o~t ofHRV nir th genewas labelled with DIG by the 

technique of PCR． DNA—RNA dot blot hybridization results showed the properties of HRV A group 

specificity of this pr~oe，The results wex~oansistent by the method W  loadi~ the sam ple su]~ ttant 

directly or loading after the extraction of fecal sample nucleic acid
． W e also compared the results of 

dot blot hybr~izaEon and PAGE．It was strongly indicated in this experiment that the Dis-labeI1ed 

HRv cDNA probe prepaxed directly by PCR appeared to be convenient
． fast．hish labelling rate and 

highly specific． 

Key words Polymerase chain rean don(PCR)，DIG labelling，Dot blot hybridization．Human r0 

tavirus(HRV 1 
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