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提要 建立了一个替代 目前使用的套式 PCR的血清中丙型肝 炎病毒 RNA检测的新方法 。该方

法只需经过一状 PCR扩增，即可通过对掺入标记物的 PCR产物的 ELISA检j黉】得到与套式 PCR相

同的结果。与套式 PCR相比，该方法具有耗时少。易操作、较少产生假阳性等特点。
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丙型肝炎病毒(HcV)是近几年才发现的一种单链正股 RNA病毒lll。它是许多急性和慢

性非甲非乙(NANB)肝病的病因_2J。丙型肝炎病毒感染的诊断主要通过抗 HCV抗体的检测

和 HCV RNA的 RT—PCR检测。

由于后者比前者有更高的灵敏度，且能检测患者的病毒血症，因此 已成 为急性和慢性

HCV感染的诊断 标准。”“。而且 PCR方法对输血引起 的丙型肝炎的预 防将起重要 作用。

HCV的基因组约 10kb，其 5’端非翻译区(UTR)的 324～341个核苷酸具有高度保守性‘61．一

般均利用这段区域来设计 PCR扩增引物或杂交探针。

由于血清中 HCV含量较少以及病毒 RNA分离过程中的损失门一，经过逆转录和一次 PCR

扩增，其产物在琼脂糖电泳上很难检测到，因此 目前一般使用套式 PCR(两次 PCR)结合电泳

观察“’．或者一次 PCR结合液相杂交19’的方法 ，两次 PCR增加操作步骤，而且将 PCR产物

重新扩增．易引起不同样品间第一次 PCR产物的污染．造成假阳性【”：，而一次 PCR结合液相

杂交，时间较长且杂交技术比较麻烦。上述两种方法都不利于应用到 临床处理大量标本。运

用我们实验室已经建立的微孔板检测 PCR产物的方法，我们尝试直接检测只经过 一次 PCR

扩增的 HCV标本，与两次 PCR结合电泳的结果比较．发现两者灵敏度相同，并且一次 PCR结

束后只需 15h即可碍到结果，并且操作与常规 ELISA相同，避免了电泳和杂交的步骤 ，易于

实现 自动化 。

材料和方法

1 血清标本 由上海市传染病医院提供。用上海长征试剂公司试剂盒检测为抗 HCV—Ab(+)阳性血清和抗

HCV—Ab(一)阴性血清。 一20℃冻存。

2 试 剂 T,aq酶 为复 华公 司产 品，逆 转录 酶 为 GIBCO BRL产 品，DIG DNA检 测试 剂 盒是 Boehnng。r

Mastnheim产品=Rnasm是华美公司产品，其余试剂均为分析纯 。

3 目l物

引物 1，2．3，4．是在 ABI一381A型 DNA自动合成仪上合成 的．亚磷酰胺单体和 保护的脱氧棱苷 一CPG

桂均为 ABI公司产品．合成的引物经谁氨水处理从 CPG树脂上切落下来并且脱去全部保护基后，用 20％聚
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丙烯酰胺尿素凝睦电泳纯化得到产物，其中引物 2在 5’未端进行 了生物素标 记，引物设 计是参照 史献 。。“’

引物 1是 5CTGTGAGGAACTACTGCTTT3’引 物 2是 5’AACACTACTCGGCWAGCAGT3‘，扩增 产 物长 度 是

221bD。位 于引物 l，2内侧 的 引物 3(5‘TTCACGCAGAAAGCGTCTAG3。)．引物 4(5’GTTGATCCAA—

GAAAGGACCC3’)，扩增产物长度是 145bp。

4 RNA提取

RNA的提取是参照异硫腈酸胍方法“”并稍加改动。

5 反转录和 PCR扩增

将处理 200“I血清得到的 RNA沉淀溶于含 12U RNasin和 5pmol引物 2的 10p．IDEPC一％O。水灌 5

min后，冰{荇5min，补加反应试剂至 25~t(50retool／I，Tris。HCl(pH8．3)75mtoo]／1，KCI，10mmot／LDTl’，

3mmol／1。MgCl，dNTP各 O．5mmo]／1．．200单位 M—MLV逆转录酶，24URNasin)，3TC反应 1小时．加 55

“1DEPC—H，O95'C10分钟，再冰 浴 5分钟，离心后吸取 40“反转录 产物 (相 当于 100gl血清 )用于第 一次

PCR扩增，反应体积 50出(dATP，dGTP，dCTp各 200~*mol／1，，dTTPl00~mo]／1．．dig-11一dUTP2v．md／I-，Taq

酶缓冲液，引物 1，2各 l,umDI／1．TaqE酶 2单位 )]PCR循 环参数为 94℃ 30秒~50'C 30秒一72℃ 45秒，30

个循环最后 7YC延长 10分钟，得到长度 为 221bp的扩增产物。如做套式 PCR，将第一次 PCR产物 5一加凡

已配好的 PCR反应液，体积为 50pl(1×Taq酶蠼 坤液，dNTP各 200~md／L，P3．P4各 1,~moi／I．Taq酶 2单

位)PCR循环参数 为 94"C 30秒一55℃ 30秒~72'C 45秒．30个循环，蛀后 72"(2延长 10分钟，得到位于第 ‘

次 PCR产物 内侧的 145bp的扩增产物。

6 PCR产物的检测

61 电泳方法，将两次 PCR后的产物用 15％琼脂糖电泳．然后 EB染色，簧紫外订下观测 PCR扩增 产物条

带=HCVRNA阳性标本应看到 145bp的条带。

6+2 E1，1SA方 法

62 1 Strept㈣idi 包被 的 96孔板 的制备．每孔 加凡 100一，含 1ng／~d，Srreptavidin的 PBS(10tnltlo[／1，

Na2HPO~／Nail2PO．，pH75，015tool／I．NaCi)4E过夜，随后每个 孔 用洗液 (100pl—PsBs’0 1％ (v／v)

Tween20)诜 3次，每次 3分钟．洗好后微孔板可在 4℃保存 2个月。

将反应好的 20“L一次 PCR产物加入 80“LPBS+05％(w／v)封 闭试剂(BoehringerManlmim)然后加到

Strept㈣idi包被的孔 中，25℃ 摇席 0 5小时．然后将孔 内l艘体倒掉，加 八 100p．I．碱性磷酸 酶联 抗 d呕抗悼

(130ehrinzerManheira)，25℃摇寐 0．5小时将}L内液体倒掉 ，用洗液冼两次。

6．2．2 信号的发生

ln％1．底物液 (4rag／m1．PNPP，075m01／1．2-氨基．乙甲基丙醛，pHl03)加入微孔中，避光保存一定时闻．

用 ltl]oi／1，NaOH50,o．I．终止后，用酶标攸读数 OD405nm。

结 果

将抗体检测呈阳性的 l{】种血清(编号 l一10)，抗体检测呈阴性的 l(】种血清(编号 11—20)，

同时用 PcR—ELISA法及套式 PCR结台电泳法进行检测，得到如下结果；

1 PCR—ELISA法结果 10种阳性血清经检测全部为 HCV—RNA 阳性 ；10种阴性血清中

有 3种(13，15．18)检测出 Hcv—RNA阳性．其余均为阴性，见表 l。 。

试剂空白是指从 RNA提取开始，用灭菌双蒸水代替血清所做 的对照。后面所有处理，反

应步骤均与血清样品相同；
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表 I PCR ELISA法检测结果 ‘ 

Tab!el The r⋯ult f PCR EI [SA 

(加^底物藕后 30分钟终止 ) (stop at 30 rain after addmg substrate) 

2 套 式 PCR结合电泳检测结果 图 1为部分结果，10种阳性血清经 电泳均检测出 145bp的 

条带．10种阴性血清中有 3种(13，15．18)检测出 145bp的条带，其余 7种未扩增出条带。 

圈 1 套式 PCR的琼脂糖 电诛结 果 ．预期 PCR扩 增 片段 大小 为 145bp。1试 剂 空白 

2 PGEX 7Z1(+)Hae Ill Markers 3—7：抗体阳性血清 1—5号．8—1u I3，l5，18号抗体阴性血清。 

Fig 1 Electrophoresis of nested PCR products．expected length o r"PCR products is 145bp Line l：reagent contml 

1．ine 2：PGEX 7Z1(+)Hae 口 Markers 1Jne 3— 7：日nr1 HCV aatibody positive~mpte No 1— 5 l iae 8-- L0：⋯  

HCV andbody negative sample No 【3 15．18 
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由 1，2可知，PCR—ELISA法结果与套式 PCR结合电泳的结果完全相符。 

讨 论 

PCR—ELISA方法与传统的 NestedPCR结合电泳等方法相 比，具有操作简单、快速、便于 

实现 自动化等优点。微孔板法的缺陷在于对 PCR产物的大小不清楚。专一性不如 Southern 

blot，因此对于易引起非特性扩增的靶序列不太适用。这一缺陷可通过优化 PCR条件，谨慎操 

作，设置阴性对照得以弥补u 。由于该方法大大简化了操作。易于掌握，易于处理大量标本， 

其推广应用的潜力还是很大，特别在 HCV感染率较高的地区，该方法可用于对献血员进行 

HCV普查，从而有效防止输血后感染。 
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The Application of PCR·ELISA M ethod for Detecting 

Hepatitis C Virus in Serum 

Zhu Jianfeng Chen 13o Yang Beilei Chen Changqing 

(Sh4 譬̂ d Center ofBiotechnology，Academia Sinica，Shanghai 200233) 

W e have applied a new me~hed which may replace the nested PCR nowadays used to detect 

heDatitls C viru6 in serum The method is based on a PCR in which one of the primer is biotiny 

[ated ahd digoxigenin-11一dUTP is incorporated during elongation Thus，only 0ne PeR is needed 

and the D∞duct can be dectected by an“ELISA”一like format based on 96一wells micmtiter plates- 

The resuits。f the new meth。d are the same as that of t nested PCR Moreover，the Dew 

method has the advantages。f easy ha ndling ，shorter assay time，and less false positive results 

Key wards Hepatitis C virus，RT-PCR，ELISA．Nested PCR 
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