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摘 要 参考国内外已完成测序的庚型肝炎病 毒(GBV C／HGV)基因序列，选取 毒株同 系列较保 

守的基因片段，并合成与之互补的核昔酸序列(Annsense)，用束端转移酶将荧光 素一No_dd ATP标 

记该片段，制成庚肝病毒基因探针。在严格控制温度的条件下．与固定于硝酸纤维膜(NC膜)上血 

清斑点杂交，洗膜后与抗一荧光素一碱性磷酸酶(AP)结合．加底物后化学发光自显影判断结果。该 

方法检测与套式逆转录一聚合酶链反应(Nested RT-PCR)检测结果的阳性符合率为88 2％．胡性符 

合率为 100％；并且与其他相关病 毒基因无交叉反应，具有较好的特异性与灵敏性 。其检测结果 比 

EIA法检测庚肝病毒抗体更具临床意义。 y 

关键词 辱翌8 蛩壁 蠢，逆转录一聚合酶链反应·薹 童堑 蓬! ，苞i蟹曼壅 

1995年起美国 Abbot公司与 Genlab公司相继报道一种新的与人类肝炎相关的病原因子 

GBV—C／HGV，现统称为庚型肝炎病毒。流行病学研究表明【1-31，庚肝病毒是一种广泛分布并 

经肠道外传播的病原因子，它在急慢性肝炎患者，献血员和吸毒人群中都存在感染。 

国内外已发表多株庚肝病毒基因的全序列[4 j，并选择不 同地理株间同源性较高的核苷 

酸序列作为PCR引物．检测病毒 RNA，并开发了庚肝病毒基因重组抗原 EIA试剂检测抗体。 

RT—PCR是目前检测庚肝病毒最为灵敏的方法．但试验费用高、操作复杂，且假阳性率高，故不 

能作为常规方法在临床上应用。庚肝病毒抗体一般要在感染数周后才能检 出，且抗体阳性不 

能直接说明受检者体内庚肝病毒的存在，而现行的 EIA试剂检测结果也难以信服。为此本研 

究建立了荧光素标记基因探针，利用分子杂交方法检测血清中庚肝病毒 RNA。 

1 材料方法 

1 1 标本来源 

收集本站和南宁中心血站及市内部分 医院体 检的从业^ 员、献血员及患者 血清，血清标本于 一70℃保 

存。 

1，2 RT．PeR引物及探针 DNA片段合成 

参照 GBV-C克隆序列(Genbank U36 380)设计两对引物及用于标记的单链 DNA片段．委托中科院上海细 

胞生物所合成，引物及探针序列如下： 

～
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引物 R ：5l_CTCT_rrGTG GTAGCCGAG AGA T-3 (6902--6926 nt) 

引物 F2：5'-TCGGTTACTGAGACR2 TCAGATGAG~3 (6978～7004nt1 

引物 RI：5'-AGA TCC CCA GCC CAT GGC AGG-3 (7673--7693 nt) 

引物 R2：5'-CAT CR2T TAG GcA GGC TTG AGc一3 (7610～7629 lit) 

探针基因片段(Antisense)：5'-GCGTCG CTCTGT GGAAAT AAGGCT TTG AGT AC-3 (7121～7152 

nt) 

1．3 探针标记 

依照产品操作说 明(美 国 NEN NEL公 司)进 行。Y-末 端转 移酶 2．0 L，氯化钻 2 5 L，荧光 索一 一 

ddATP 4．0 L．用于标记基因片段 1 (100 pmol／,uL)~JIl水至体积 35 ，37℃30rain．于 一2O℃保存备用。 

1．4 血清中病毒 RNA的提取、TR．PCR检测及 Southen．blof杂交 

血清中病毒 RNA的提取依文献[5]所述方法进行。病毒 RNA利用套式 RT-PCR进行检测，在 25 L总 

体积 中含提取的病毒 RNA模板和转录 系统各成分(均 为 Promaga公 司产 品)．依 照产 品操 作说明合成病毒 

eDNA。套式 PCR第一步反应总体积 50 ，．古逆转录舍成的eDNA，引绚 F。、R1，以及 PCR各成分(Promega公 

司产品)．经 94℃ 1min，52℃ 1rain，72℃ 1 5min．30十循环；第二步反应取5 L第一步反应产物作为模板、 

引物 F2、R2，以及 PCR各成分．循环方式同第一步反应 2．0％琼脂糖凝胶观察结果。 

RT-PCR产物依常规方法转移至 NC膜上 】，与用上述方法标记的庚肝病毒基 因探针杂交，化学发光观 

察结果。 

1．5 点膜、斑点杂交 

取血清标本用 3：2的 20×ssc，37％甲醛 65℃处理 35 rain．取混合物经加榉器真空抽滤至 NC膜上 】， 

NC膜于真空干燥器 8O℃ 1 h．将 NC膜置于预杂交液中[5×ssc．0 1％SDS，5 g／L Blocking Reagent．5O L 

萄聚糖硫酸酯]于 51℃下杂交 1 5 h，将标记好的探针加入预杂交液中使探针终浓度 为 10 pmol／mL，于 5l℃ 

下杂交 2 h．NC膜于洗涤液 I(2×ssc、0 1％SDS)及洗涤液Ⅱ(0 1×SSc、o．1％SDS)中5l℃各洗 l攻。 

l 6 化学发光 自显影判断结果 

将上述洗膜后的 NC膜置抗一荧光索抗体缓冲液中[I×磷酸盐缓冲漩．0 5％Tweea一20、5 I Blocking 

Reagent．0．1％(体积分数)Antifluo~sein-AP Conjugate]1 h，用洗涤漩 [1×磷酸盐埋冲液(pH7．4)，0．05％ 

Tweea一2]洗 2攻，每次 2min，于 NC膜上加发光剂 CDP．starTm 5rain，x光片压 10rain，观 察结 果，感光斑点为 

阳性 (参见美国 NEN NEI 公司 3 。end labeling F]uoresein kit with Anti—fluoresein-AP操作说明)。 

2 结果 

2．1 血清标本的 RT．PcR检测 

血清标本 经套式 RT-PCR重复检测有 17饲为庚肝 病毒 RNA 阳性，用正常人血清及 

HCV-RNA阳性血清各一份作为对照，扩增产物经电泳分析，庚肝病毒。RNA阳性标本产生长 

640 bp条带，正常人及 HCV．RNA阳性血清未见扩增产物。结果见图 1．A 

为了证明 RT-PCR结果的可靠性，在设计基 因探针核苷酸序列时．选择 了位 于套式 RT． 

PCR所用两对引物之间的互补序列，以此片段制备的基因探针与 RT-PCR产物转膜后印迹 

(Southem．blot)杂交，结果表明该基因探针与 RT-PCR产物杂交均为阳性 ，结果见图 1．B．说明 

RT．PCR产物为庚肝病毒 RNA特异性扩增产物。 

2 2 探针的特异性及敏感性 

为了测定用荧光素标记探针的灵敏度，将纯化后的 Oxgtoxin DNA(NEN NEL公司提供) 

分别按 100、25、6．25、1．56、0 4和 O．1 Pg点样于 NC膜上，将纯化后的 Oxytoxin基 因片段 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 2期 宁德刚等 ：荧光索标记的庚型肝炎病毒基因探针的制备及应用 149 

(Amisense 30 reel"由NEN NEL公司提供 )用荧光素标记制成揉针，并与上述斑点杂交．结果 

显示可检测出≥1．56 Pg的基因组 DNA，结果见图2。证明该方法制备的基因探针具有极高的 

灵敏度。由于 HCV与庚肝病毒在进化顺序上有着很近的亲缘关系，以 HCV—RNA 与庚肝病 

毒基因揉针进行斑点杂交，结果表 明庚肝病毒基 因揉针与 HCV-RNA没有 出现阳性结 果，证 

明该基因揉针具有很好 的特异性．结果见图 3。 

1． 

j醴 

图 1 HGV—RNA RT-PCR产物凝胶电诛分析(A)及 

RT-PCR Southern Not与荧光 寮标记基因探针杂交分析(B) 

M：DNA分子量标准 1～4{HGV．RNA标本 

F 1 Agar∞e gel elcetrophoresis of RT-PCR product。f HGv．RNA (A)and 

hybrldlzation of RT-PCR Southern blot with fluormcein山beled oligottudeodde probe(B) 

M ：DNA markel" 1～4：HGV-RNA specimens 

· 。 

0 
兽 躲 静 暗 瓣。 

_土 

图2 荧光束标记的 HGV基因探针灵敏度检测 

Fig 2 $ensit[vJty of fluore~cein-Labeled oxytoxin (30m ) 

antisense o]ig~ ucleodde for the detectiott of ox~oxin e 

DNA by h ridJz~tion 

Purified DNA from A to F：100pg、25pg、6 25pg、1．56pg 

0 38pg、0 0lpg 

圈 3 荧光翥标记探针特异性检测 

E；RT-PCR及 s∞ 酊}bh 杂交证明为 HGV-RNA阳性 

标本。F：小牛胸腺DNA、G～T：RT-PCR检测为 HCV．RNA 

阳性标本 

Fig．3 SOeeificlty fluorescein-hbeled o]igonuel~ tlde probe 

by dot-blot hyhrldizaticn with HGV-RNA specim~s and 

HCV-RNA specimens calf thymus DNA A ～ E：HGV—RNA 

positive specim ens；F：C f~hymusDNA；G ～ J：HCV-RNA 

positive specime~ 

2．3 庚肝病毒基因探针检测及与 RT-PCR检测结果的符合率 

庚肝病毒基因探针与部分样品斑点杂交结果如图4所示。标本在用基因探针检测的同 

时，进行了套式RT-PCR检测，结果表明在 l7例经 RT．PCR检测阳性的标本中l5例基因探针 

检测为阳性，阳性符合率为88 2％。30例经 RT-PCR检测阴性的血清标本，经基因探针检测 

均为阴性，阴性符合率为100％，基因探针检测阳性率低于 RT-PCR检出率，其可能的原因为 

血清中庚肝病毒滴度低．受基因揉针灵敏度的限制而无法检出。 
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一  3讨论 目前在临床诊断中，实验室检测HGV RNA 乃为诊断HGV感染的直接证据。目前医疗单位 应用的诊断庚肝病毒的试剂，主要利用人工合成 多肽抗原或基固重组抗原包被的EIA法检测抗 体，在实际应用过程中试剂本身存在诸多尚需改 进之处，同时庚肝病毒抗体阳性并不能说明受检 者体内庚肝病毒存在。PCR技术为检测目的基 
囤晟为灵敏的方法，但 由于 PCR的影响 固素较 

图4荧光素标记基因撵针与部分样品HGv．RNA斑 ， 标本的 测常导致假阴性 ，并且_此 高度 
点杂交结果(化学发光自显影) 敏感，污染 又会通过 扩增 造成 假 阳性 ，同时 

F 4 Do H hybridi龃tion ofHGV~RNA f1．or髓．PCR技术的应用需要一定的条件，一定程度上限 

cefiu-labded 制了它的临床应用。 

oligonucleotide probe(by ch—il山nb autog。 核酸基固探针杂交技术由于具有很 高的特异 

性和敏感性，而被广泛应 用于鉴定特 定的核酸。 

同位素标记 的基 固探针尽管具有很高的敏感性， 

但存在放射性污染和半衰期短等问题，在推广应用方面受到一些条件限翩，相对而言非放射性 

基固探针显示其优越性，放射性转为非放射性，消除了对人和环境的危害，操作方法简单，对核 

酸的标记适用面广，单链、双链 DNA，RNA均可，亦可人工合成，稳定性好，保存时间长，不需 

长时间自显影和特殊设备，成本低，不失为值得推广的技术，尤其对大规模诊断的基层实验室， 

可采用分子杂交作为诊断依据。 

此外，荧光索标记探针相对其他非放射性基因探针具有独特的优点：(1)本研究中根据公 

式 Tm=81．5 16．6lg[Na ]+0．41(G+c)％一6O0／N计算 Tm，在杂交和洗膜 中选择了 Tm 
一 16℃即 51℃的温度严格进行，保证了杂交结果的特异性，该类探针可区分点突变 ；同时该 

探针选择了比较保守的 Ns 区基固作为探针标记片段，试验结果证明该基固探针不与庚册病 

毒在进化顺序上亲缘关系较近的 HCV RNA杂交．它可与不同庚肝病毒毒株进行杂交，又具 

有 良好 的特异性 ；并且由于标记物荧光素不象生物素标记的探针，因人体本身就有生物素存 

在，而使杂交产生非特异的杂交反应。(2)该基因探针采用了3'-末端拖尾标记的方法，增加了 

标记物的掺入，提高了杂交信号放大率，而碱性磷酸酶和化学发光剂底物的应用使杂交信号进 
一

步放大。本试验的结果也证明，利用其进行斑点杂交可检测 出≥1．56 Pg的基 因组 RNA。 

(3)由于探针所用的基因片段仅有 31个核苷酸，杂交时探针容易与标本间目的基固的碱基互 

补配对，因而杂交时间短 ；同时由于采用增效化学发光剂，化学发光在 10min内足以使普通 

x光片感光。但需要指出的是基固探针还未达到 PCR的灵敏度，同时 目前人们掌握不同病毒 

株基因序列有限，因此试图用一个寡核苷酸基因探针对庚肝病毒不同变异株进行检 测仍有困 

难。随着庚肝病毒的分子生物学进化研究的不断深入，核酸片段的选用将更为全面可靠。 
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Detection of HGV-RNA by Hybridizati0n 

with Fluorescein．Labeled Probe 

Ning Degang Liu Haiyan Lei Shimei 

(Sanitary andAnti—epidmic Station ofNanning，Nanning 530011) 

Li Tianxian 

(Wuhan Institute Virology，Academia Sinica，Wuhan 430071) 

Abstract The sequences of HGV gene that had been reported were checked and~ualyzed．After 

comparison of HGV seqenees from different virus strains，a gene fragment of 31 nucleotides(7121 

— 7152 nt)served as a probe was labeled by fluorescein—N6-dd ATP with terminal transferase． 

The specificity of HGV probe was tested by dot—blot hybridization with HCV RNA— related virus 

RNA，C．T DNA，HGV-RNA，and Southern—blot hybrldlzatioh with RT—PCR product of HGV 

Positive results obstained only from the HGV-RNA of positive sera that was confirmed by nested 

RT—PCR．all others were negative．The sensitivity of fluorescein-labeled probe was examined． 

The result showed that the fluorescein—labeled probe was able to check≥ 1．56 Pg of target 

genome The conformity of HGV—RNA detection using RT_PCR and HGV gene probe was 

97 9％ ．The experiment suggested that fluorescein·labeled probe can be used in clinic detection 

and epidemic study． 

Key words HGV．RT—PCR，Fluorescdn—labeled probe，Hybridization 
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