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}2· D-t 
提 要 用套式多聚爵链反应(N~ted—PcR)技术对 169对 瑚 g及 印3sAg／印 Ag阳性孕妇爰 

其新生儿外周血清进行 了HBV—DNA检测。103对 瑚 g陌性孕妇及其新生儿外局血清中 HBV 
— DNA阳性率分别为 72．8％和 33．O％；66对 瑚 g和 HBeAg双阳性的孕妇及 其新生儿外局血 

清中 HBV—DNA陌性率分别为 86．4％和 43．9％。对 55倒 瑚 g及 印3sAg／印 Ag阳性 产妇产 

后的初 乳 进行 了 HBV—DNA检测，结果 HBV—DNA阳性 率 为 36．4％。结 果表 明 瑚 g和 

HBeAg双陌性的孕妇及其新生儿外周血清 HBV—DNA检出率较 瑚 g单阳性 的孕妇及其新生 

儿要高，其初乳中 HBV—DNA的检出率也高 还 对 105倒注射 了乙肝疫苗及高竹乙肝特异性免 

东，我国为高发区。妊娠妇女为 HBV的易感者，孕妇感染了 HBV后 ，可以通过母要垂直传播 

给新生儿。在感染的婴儿中大部分将成为慢性携带者，严重影响了婴幼儿的健康成长⋯1。因 

此有必要对 HBsAg及 HBsAg／HBeAg阳性孕妇进行密切监测．并探讨 HBV母婴垂直传播 的 

规律及可能机制，为更好地预防和阻断其传播提供依据。本研究用套式多聚酶链反应技术对 

169对 rtBsAg及 HBsAg／HBe~ 阳性孕妇及其新生儿进行外周血清 I-IBV—DNA进行检测。 

对 55例产妇的初乳进行 了HBV—DNA检测。此外还对其中105倒 6月龄的婴儿进行 了外周 

血清 珊 v—DNA检测。 ． 

材料与方法 

1 宴验村料 

1．1 孕妇及其新生儿血清 

孕妇外周血取 自1993年 3月至 1995年 3月我院产检 印 fmeAg阳性孕妇(妊娠 28周后)；iEx,t~J新 

生儿出生后当天抽取外局血，血蘸经离心后，取血清置 一20C玲存，备用。 

车文于 1995年 12月 12日收到，1996年 5月 12日修回 

· 车课题受广州市卫生系统青年科研基盒资助 
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1．2 6月赞要儿血清 注射 乙肝疫苗爰高价 乙肝特 异性免疫球蛋白的 6月赞要儿来我院复查(未配对 )．抽 

取外周血，离心后，取血清置 一20℃冻存，备用 

I．3 初乳 }Ⅱ g及 啪 ŝg，Ⅷ 阳性产妇产后 2--4天取初乳 1．5mL置 一2o℃砖存备用 (未配对)。 

I．4 化学试剂和酵类 Taq DNA聚台酶陶自英国 FiT公司，NP仲、Twem=I~自美国 Sigma公司．蛋白酶 K 

购 自中国华美生物工程公司，4×dNTP陶自上海复生生物工程研究所 。 

2 用于 PCR的样品镧备 ‘ 

2 I 血清 将 12．5 L血清加入到 112．5 L的古蛋 白酵 K、0．45％NP̈ 、0．45％Tweea~~的 1×TaqDNA爵 

缓冲掖中，置 50℃温育 2 h；95℃ 10min灭活蛋白酶 K．然后从中取出 25 进行 PCR拉 。 

2 2 初乳 取 1mL乳汁于 1 5mL EP d0ff管中，5000 r／rain离心 5min，去上请 ，沉淀经 PIgS洗二遍后．用 

200 ，TNE重悬，加入 10％ SDS，20山 Pmteine~eK 8 L(20mg／mL)，37℃过夜 。酚．氯仿 抽提 后，乙醇沉 

淀。沉淀溶于 20． 灭菌双蒹水中，取 10 作模板进行 PCR【 。 

3 PCR引物爰反应条件 

第一对引物 HBV cIR：GAATTTGGAGCTACTGTCG,HBV cI L． 

片段为 471 bp(从 1924 nt至 2394 nt)。第二对 引钫即 套式引物 HBVGRN 

AGG，扩增 

HBV c．LN：G1 rrGATAAGATA0 ；Gc，扩增片段为 372 bp(从 1958nt至 2329 nt)。此二对引物均由台湾 

长庚医学院包家驹教授惠瞄。 

PCR反应总体积为50 L，其中有直清或乳汁中提取的 HBVDNA模板．Tm —HCI(pH8．0)1ommd／L， 

KCI 50mmol／L，MgCh 1 5 ran~ L，4×dNT~$100fanol／L．上、下游引物均为 20 pmol／L，此外还古有 1单位 

的 TaqDNA多聚酵，PCR反应经 94℃，30"；55℃．3 ；72℃，60 循环 35次，最后一次循环后于 72℃延伸 10 

rain．结束反应。同时用正常孕妇直清或正常产妇初乳傲阴性对照，用重组 HBVDNA质粒为阳性对照。第一 

次 PCR结束后，从中取出 2 L产物为模板再傲套式 PCR反应．体积及条件均与第一次相同。 

上 PCR反应后，取每个反应样车终产物 10 L进行 1．5％琼脂糖凝肢电泳，凝胶经 EB染色后在紫外光 

下观察结果并拍照，若有一条与阳性对照相应大小的 DNA片段(约 370 bp)出现．则为阳性。 

结 果 

1 孕妇及其新生几血清中HBV DNA的套式 PCR检测 对 169对HBsAg及 哪 sAg／}玎jeAg 

耵性孕妇及其新生儿外周血清进行 了Nested—PCR检测，103对 HBsAg单阳性母亲及其新生 

儿 HBV-DNA 阳性率分 g4为 72 8％和 33．0％(第一次 PCR的阳性率 分g4为 54 4％和 

15．5％)。66对 HB~,g和 HBe2~ 双阳性母亲及其新生JL}'b周血清 HBV—DNA阳性率分别 

为 86．4％和 43．9％(第一次 PCR的阳性率分别为 65．2％和 24．2％)。 

2 HBsAg及 HSsAg／HBeAg阳性孕妇及其新生几外周血清中 HBV—DNA与孕妇外周血清 

中 HBsAg、nBe2~ 之间的关系 见表 1。 

3 乳汁中 HBV—DNA的套式 PCR检弱 对 55份 HBsAg和 HBsAg／卸BeAg阳性母亲的初 

乳进行了 Nested—PCR检测。HBsAg单阳性母亲的初乳中 HBV—DNA阳性率为 25％(第一 

次 PCR的阳性率为 11 1％)。HBsAg和 HBe2~双阳性母亲的初乳 中HBV—DNA的阳性率 

为 57．9％(第一次 PCR的阳性率为 31 6％)。 

4 HBsAg及 HSsAg／HBe2~ 阳性母亲外扇血及其初乳中的 HBV DNA与血清中 HBsAg、 

HBeAg之间的关系 结果见表 2。 
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表 1 }玎 Ag殛 }Ⅱ }玎3eAg阳性母裹殛萁新生儿外一直；膏中1-1BV—DNA阳性事 

n b．1 The 帆 of1-1BV—DNA 蛐  the 0f邶 5̂ g orⅢ  HBeAg嘣 bm  and r P,eooal(~ 

寰 2 }Ⅱ ̂ g殛 }ⅡW }玎jeAg阳性母裹外甩直；膏殛萁韧乳中的 HBV—DNA与 

其血；膏中 }Ⅱ ̂ g殛 }玎}eAg之目的关蕞 

Tab．2 1k relat~ p rM theI 一DNAin dve ofthe佃k̂ g o『}ⅡW }Ⅱ}eAg 

m~her's sen~m and∞b m  ⅦB5̂g∞ HBeAg oft f nⅡn 

5 乙肝疫苗及免疫球蛋白的作用 105例注射了乙肝疫苗及高价乙肝特异性免疫球蛋白的 6 

月龄要儿外周血清中}玎 v—DNA阳性率为 21．9％(第一次 PCR的阳性率为 8．6％)。 

图 1 ^清 I玎Ⅳ 一DNA经 Nested—PCR扩增后的璩膳糖麓睦电诛‘1 5％ ) 

1．2 3．6 7．8为阳性血清标本；4为胡性血清标奉； 

5为分子量标记 ~DNA／rrmdlll；9号为胡性对腻；l0号为阳性对照 

1 耽 m opI ofNested—PcRh  senum (1．5' ) 

1．2．3．6-7．8：the 面 senum 印 I唧 ；4：the f " senum 印吐嗍 ； 

5：MV／'~DNA／HmdⅢ；9：negat~,e啪 t∞l；10=P皤i吐 ~onm~ 
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囤2 韧乳中 }砸V—DNA经 Nested—PCR扩增后的凝歧 电滹(1 5％畦) 

1，2，5，6，8，9为阴性韧乳标本 ；3．4为阳性初乳标本 ； 

7为分子量标记 XDNA／F~ndⅢ；10为阴性对照；11为阳性对照 

Fig 2．E1ec廿c 啊曲 of Nested—PCR h  edannlm (1 5％gd) 

1，2，5，6。8，9：the negative colostrtma specimen； 

3．4：the p0*itive colostrum specimen：7：Mw^IXqA／Hh~tⅢ； 

10：negadve一  ：11：positive eomml 

讨 论 

HBV携带者孕妇通过母娶垂直传播的方式将 HBV传染给新生儿是一个很严重 的问题， 

国内外报道母婴传播的机率为 40--90％t4-~]，由于所用的检测方法及标本不 同而得出的结果 

也不完全相同。本实验抽取新生儿当天的外周血进行血清 HBV—DNA套式 PCR检测，若新 

生儿 HBV—DNA阳性则说 明有病毒血症，可认为是宫内感染所致。我们采用的套式 PCR技 

术既保持了 PCR的特异性，又可提高其敏感性．且无需做核酸杂交检测，只根据 EB染色的 

DNA电泳带型即可直接判断结果。在实验中作者采取了一些措施，如枪头、离心管等经高压 

后均一次性使用，每一次 PCR反应均作阴阳性对照，避免了套式 PCR中易出现的假阳性[8】。 

因此本实验得出的结果准确可靠，可以反映宫内感染的发生率。母婴传播除宫内感染外还有 

其他的方式引起，如分娩时经产道感染 产后密切接触以及哺乳等，其结果新生儿感染率较低， 

HBsag单阳性孕妇所生新生儿感染率为 33．O％，而 HBsag和 HBeAg双阳性孕妇所生新生儿 

的感染率为43．9％，以上结果表明HBV母婴垂直传播中根大一部分为宫内感染引起，为垂直 

传播的一个主要途径。 

我们还对55例 rt~Ag及 HBsAg／HBeAg阳性产妇产后的初乳进行了套式 PCR检测． 

HBsAg阳性母亲的初乳中 HBV—DNA阳性率为 25％；}玎3sAg和 I-IBeAg双阳性母亲的初乳 

中HBV—DNA阳性率为57 9％。这证明HBV携带者母亲中有相当一部分人初乳中存在着 

微量病毒毒粒．有可能引起一部分新生儿感染 HBV。因此，这些母亲的母乳 喂养是一个值得 

注意的问题。 

以上结果提示，HBsAg和 BeAg双阳性母亲的血清及初乳 中 HBV—DNA 阳性率均较 

HBsAg单 阳者要高，并且所生新生儿感染 HBV的机率也较高．说明 e抗原在 HBV母婴传播 
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中有着重要作用，应引起重视。 

本研究还对 105名注射了乙肝疫苗和乙肝高价免疫球蛋白(HBIg)的 6月龄婴儿进行了 

外周血清 HBV—DNA检测，结果 23例为 I-IBV—DNA阳性，说明新生儿经主动和被动免疫后 

仍有 21．9％的婴儿有病毒血症。出现以上结果可能有下述三种原因：首先是新生儿宫内感染 

了 I-IBV，导致新生儿对 I-IBV抗原产生耐受性，因而乙肝疫苗失效；第二，早期应用 I-IBIg可能 

暂时保持婴儿不出现病毒血症，但 I-IBV已经感染 了白细胞、肝细胞或其他细胞后又再度复 

制；第三，可能是该婴儿先天对乙肝疫苗反应性低或是由于出生后水平感染所致_3】。以上只 

是对 6月龄婴儿进行的监测，当然还应对这些儿童作进一步的跟踪调查。 

本研究仅为套式 PCR结果．对其扩增的 DNA条带未用 I-IBV特异性探针进行 Southem 

印迹杂交以证实其核酸序列的同源性．尚有欠缺之处，有待以后改进。图 1"4 号标本及。9”号 

阴性对照出现的少许非特异性扩增，应是血清分离时混有少许有核细胞．以至有非乙肝病毒 

DNA存在所造成的，在以后的实验中应对 PCR各项参数进行调整，以控制非特异性扩增的出 

现。 
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Detection of Hepatitis B Virus in Perinatal Transmission 

by Nested Polymerase Chain Reaction ’ 

HnangXi~ tln HnangYarong ZhengHuitong 

Fu Yuliang Cheng Huosheng 

(CruangzlwuMaternal andNeonatalHospital，6∽ n _̂∞ 510180) 

*(Department ofMicrobiology,Sun Yat-sen University of 

Medical Science，G∽础咖  51O089) 

A high sensitivemethod of nested——polymerase chain reaction(Nested——PCR)was estab— 

lishedtO detect m V—DNA in peripheral serurB from 169珈B or HB~ dHBeAg positive 

pregnantwom en andtheir neonates ．PositiveofHBV —DNA was 72．8％ in 103 positiveof HB 

sagmothers and 33．0％ in their neonates．In the other 66 b0tb}玎j and HBeAg positive 

mothers andtheir neonates。theHBV—DNA positive was 86．4％ and 43．9％．Fiftyfive samples 

o{the∞ nnnfrom169HBSAg讲 HBsAg／Iq13eAg positivemothersweredeteeted，the隅 v— 

DNA wasfoundin 20mothecs．These results suggestedthe  ean tige~wasimportantin HBV peri— 

na tal transmission．Additional detection Was rned e in 105 c．a．se$of 6 months infan tS from above 

neonates after inieetiori of NBV vaccine and hepatitis B immunoglobulin．23 positive sam!~lles were 

found iEt serum ． 

Key words Nested —PCR，Serum，Colostrum，}玎BV，Perinatal—transmission  
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