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0l一 。 P HBV DNA探针的制备及其 

在血清检测中的应用 

丁清泉 陈少俊 柯而华 

(中国科学院武茂病毒研究所，武汉 ) 

提 要 

采用缺口转移 (Nick—tran glation)方法标记克隆化的乙型肝炎病毒 (HBV) DNA 

制各探针，能特异地与 HBV DNA杂交，在率实验条件下， 其最低检铡量为 0．2pg， 同 

位素参八率为 23．s一67．0和．使用 10O~Ci弛P dCTP 比放射活性为 i0 cpm／．~g DNA 

左右 。临床 血清捡恻统计 分析表 四：HBV DNA 与 HBsAg、ttBeAg． HBcAg、DNAP的 

阳性符合率分剐为 s3．3啊．69．7％、78．6叻、81，7％， 其灵敏性和特异性均比免疫学检 

铡法高 。 

关量词：乙型肝发唬毒，探针 欣口转移 血清检觏{。 

乙肝病毒 (HBV)引起的乙型肝炎是对人类危害极大的传染病 临床上常用免疫学 

方法作为捡测 HBV 存在的主要依据。随着分子生物学技术的发展， 用放射性嗣位素标 

记 HBV DNA作探针直接检测 HBV DNA的存在 比免疫学方法更为直接可靠。 目前， 

HBV DNA 探 针 已 用 于临床“ 。 许多研究者从乙肝患者血清中分 离 DNA 制 备 探 

针 。由于患者血清来源有限， 近年来应用DNA重组技术已将 HBV DNA克隆进大 

肠杆菌 ，能方便地获得大量高纯度的 HBV DNA。我们用口 P dCTP标记克隆化 

的 HBV DNA制备探针， 经本实验室及三十多家医疗卫生单位的实验和应用， 均获得 

满意的结果。 

材 料 和 方 法 

一
、 HBV DNA 从本室克隆的 pHBV，质垃中分离提纯。 

=，缺 口转移台成系统 u"p-dCTP(6000Ci／mmo1)． 缺口转移药盘 (Nick T r an slation 

Kit)均系 Amershsn公司产品。 

=．se adex G 50 Pharmaeia盛司 产品。 

四 抽 样抽尊叠 由本室设计 ，江苏泰 县医疗器械厂生 产。 

五 硝t 纤维素誊囊 孔径 0，3—0，45p，北 京化 工学校附属 工厂产 品。 

六 医，r用 x光薮 片 上 海感光胶片厂 产品。 

七 靠针捌鲁 参照药盘说四书之方法l Ï ，印一捷反应液中岔HBV DNA 1 g，a”P dCTP 

率定予1g87年7月20目锋纠 
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100pCi，100~LM dATP
． 1OOl~M dGTP、lOol~M dTTP、6单位 DNA聚 台酶 I．I20pg DNase I．终 体 

积 100]~1。1s℃ 反 应两小时后加终止反 应澈 200~1(50mmol／L Trls—HC1中台 I50mmol／L N aC1、 

10mmol／L EDTA、 0．1％SDS．pH7．5)．混匀霜坚 Scphadex G50柱层析 ，用 1×TNE(10mmol／L 

Tris—HC1
．
1~mmol／L EDTA 100~xmmol／L NaC1，pH7．5)洗 脱 ，分 管收集 ，刮定各收集管每分 

钟脉 冲数 ( pm)．古并第 1峰E：为 探tl。第 Ⅱ昨为束参八台成反应 的游离 的 "P dCTPo 

八、放射性测定 常规放射{羔测定 在国营=大一生产均 FH-408自动定标器 (FT一603井型 ‘ 

闳烁 探头 )上进 行， 为 了拇到相对 阳齑的数据 ． 我 们 将 同 一样 品分别 在 FH一408 自动定 标器和 

Bekraaa公司 LS9800液体 闪烁计数 器上 同时 删数 ，根据 三次删定 结果 ，得 到平均棱 正系数为49．5。 

文 审所 列数 据均为 经校正后 值。 

九， 血清检测 取待捡血 膏40 l点在加 祥抽避器趵硝酸纤维素滤膜上 ．经 碱 溶液变性处理后 

进行预杂 交。按常规方法杂 交 漂洗、放射 自显影 【1 j。有 班点 阴影 者为阳 性， 每 lOO人份 血清 

样品媳膜 的择针用量为 0．2x 10 epm 右 。 

结 果 和 讨 论 

一

、 同位素参入率及探针的比活 

经 LS 9800液体闪烁器校正， l 00#Ci dCTP的放射性为 1．2—2．2×l0。cpm(缺口 

转移前同位索的半衰期不同 )，因而经校正后的结果可信。我们采用酞口转移方法制备 

探针， l 00#Ci P dCTP 参入 率 为 5 0％ 左右， 最高时可达 67 ， 探针比放射活性为 

l 0 Bepm／pg DNA左右，最高时可达 1．5×1 0 epm／pg DNA。Rigby采用15--20pmol／L 

P dATP和 B- P dCTP(比 活 为 1O0--250Ci／mmo1)双 标记探针的比活为 1—3× 

1 0 cpm／pg DNA⋯】。 Weinstock采 用2 M 口-”P dNTP (比活为300—350Ci／mrao1) 

四标记探针比活为 3×10 8cpm／mg DNA[] 。 杜绍财采用lmoI／L P dCTP、 口 P 

dATP双标记制备的HB~ DNA探针【_匕活性为 4．8×10 epm／~g DNA0 。 我frJ采 用高L七 

放的口 P dCTP(6000Ci／mmo1)单标记 HBV DNA探讣巴取得令人满意的结果。 

二、探针制备条件的探讨 

在同样条件的缺 口转移反应体系中分别 用 0．25gg、0．5,Ug和 lPg HBV DNA合成 

探针，随后分三次柱层析，其洗脱曲线见圈 l，三次反应的同位素参入率及探针比放射 

活性比较见喜 1。 

陌 1 用 ：同砧 DNA 古成撵针的洗脱 曲线 

一 0． }Lg DNA ·-⋯  0．51tg DNA 

一 ⋯ 一 1 DNA 

Fig．t E】ut{0⋯ Im s 0 th c D{ck— 

r n slated p rohe~ w l Eh 【1【ffe r eat qufin 

ti“㈣ f DNA ⋯ th ⋯ olu n 9 

× 10 7CPM 

3 

2 

1 
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裹 1 相同反应系统中 HBV DNA与◆^事囊比旅的关系 

T日bl e t Re]a rian among ttBV DNA．in eorpo rttion r Bt㈥ nd speeif J c 

B cIivili㈨ i tbe 8 re⋯ ti n 9Y sI c m _ 

从图 l可以看出，当 DNA量为 0．25／zg时， I峰 (探针 )最高 cpm 收集管为 1．14 

×10 cpm， Ⅱ峰 (游离的 dCTP)最高 cpm收集管为 0．95×i0 cpm， 两管 cpm接近， 

但 Ⅱ峰总 cpm值高于 I蜂。D1NA量为 l#g时 ， I蜂最高管为 2．85×i0 cpm， Ⅱ峰最 

高管为 0．26×i0 cpm， I峰总 cpm值明显多于 Ⅱ蜂，从表 l的比较可 以进一步看出： 

DNA量为 0．25,Ug时 的 dCTP参入率为 23．9 ，台成探针仅 0．5 x i0 cpm，随着 DNA 

量的增加， P dCTP参入率增加， 台成探针量也增加 。因此，我们认为每次反应加 

人 lag DNA既可以充分利 用同位素，又可最大限度地增加探针的总量。 

应用 Sephadex GS0层折柱回收探针，能有效地将台成 的探针与游离的 Ⅱ P dCTP 

分离开。我们 比较了一柱用一次及一柱用多次的结果。一柱 用一次，回收探针量少，一 

柱反复使用，则第二次后回收的探针明显增加，图 2为两次同条件的台成反应液在同一 

柱分离的结果，第一次 回收探针量为 0．5 x 10。cpm，第二次 回收量为 1．34×10。cpm在 

其它几次相同内容的实验中都发现有这种趋势，只不过差异没有这样悬殊。我们认为； 

Sephadex GS0层忻柱初次使 用时对探针具有一定 的非特异性吸附。 

× 1 0 CPM 

收集许号 

同 2 两次同条件台戚的探针在同一柱分 

离的洗脱曲癌 

⋯ 一 第一改过柱 一一 第=汰过柱 

Fig ． 2 Elution Ⅲ  ⋯ f tw0 Dick·t r4n 5lated 

probes thzoagh ㈣ column r e*Feetlvlty 

三、探针特 异性 

为了检查 HBV DNA探针的特异性，我们 

分别 用几种不同类型的 DNA——单纯疱 疹 病 

毒、巨细胞病毒、棉铃虫核型多角体病毒、家 

蚕桉型多角体病毒等病毒 DNA 以及 噬菌体 

DNA、小牛胸腺 DNA、根瘤菌 DNA——与探 

针杂交。结果表明揉针只能与 HBV DNA杂交 

出现 自显影斑点，异源 DNA均 为阴性反应。 

四，探针敏感性 

将系列不 同稀释度热变性的 HBV DNA点 

在硝酸纤维素滤膜上，8O℃干燥后按血清检测 

方法预杂交、杂交、漂洗、干燥，将杂交膜置 

于 x光软片中放射自显影。图 3为 870125 探 
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针 (比放射活性为 1．34×l 0 cpm／／~g DNA、杂交探针量为 0．27×10 。p ， 放射 自显 

影 4天， X光软片按上海感光片厂推荐的 X光软片显影液、定影液配方显影 4— 6分 

钟、定影 15分钟观察结果， 照片经 x光软片反拍按常规曝光冲洗条件洗印 )敏感度检 

测结果， 其最低捡测量为 0．2pg HBV DNA在临床检测中， 实际可检测到的血请 中的 

HBV DNA含量要高于这个极限。 

圈 3 棵针敏感度检测 

探针批号：8T0l 探针比活；1． 4×1 0 epm／ g DN  ̂

梅 针 量：0．27 X l 0 叩 m 放射 自显 影 时 间：4灭 

Fig
．
3 Detectien of the Probe‘ Ⅱ tjv【ty 

prob e No：8701 p robe、s spe clfie activity： 1
． 34×1 0 8 c]*m／l~g DNA 

P r0h 。 q⋯ titY{0 27×1u Pm ituto d̂l。g ·Pb；4 d Y 

五、温度对放射 自显影的影响 

一

般认为， 放射 自显影应在低温下 (一70℃ )进行“ 。 考虑到使 用探针单位不一 

定具备这种条件，我们比较了在不 同温度下放射 自显影 的效果。图 4结果表明不 同温度 

对结果的判断无明显影响，在低温 (一70℃、 一28℃ )下放射自显影的斑点外圈清晰， 

而 4℃自显影斑点外圈模糊，但不会导致结果的误判，也不会降低探针的敏感度。因此 

只要具备有普通冰箱的单位即可开展此项工作。 

圈 4 不同温度条件下放射自显影结果 

^： 一70℃ B：一 8℃ 

c：一 1 8℃ D： 4℃ 

F LE
．
4 Aato r di g Ph 0f the byhTidtz ed fi LteT 

at differ ent t洲 P ●tu re 

六 、临床检测分析 

将HBV DNA指标与其它免疫学指标进行比较， 既可以评价 HBV DNA挥针检测 
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的可靠性，又可 评价免疫学指标的临床意义。我们对 各种免疫学指标为阳性的血清F 

HBV DNA刚性符台率进行了统 计，结果见表 2。 

从裘 2可以看出；DNA与 HBeAg、HBsAg、HBcAg、DNAP的阳性符合率均大于 

S0 ，而与其相应的抗 HBe，抗 HBs、 抗 HBc的阳性符合率均小于 50 。 HB~ DNA 

与免疫学指标 的 i傩符台率顺序是 DNAP(81．7 )、HBcAg(78．6)、HBeAg(69．7 )、 

HBsAg PHSA(68．3 )、HBsAg(53．3 ) 由此可见，DNA与各抗原相关性密切，抗 

原为阳性的血请中大都可以检出 DNA，而相应抗体为阳性的血清中DNA检出率就低。 

毫 2 免疫学阳性舅中的DNA阳性率 

T 1e 2 DNA Posltire rate3 i“ positlye i Ⅱ0a ssj s eT 

有关 HBV DNA与 HBeAg系统的关系， 许多研究者作了不少工作，但结果不尽相 

同， DNA与 HBeAg的阳性符合率相差很大 (49一l0O％ ) ’2 。 我们随机抽 

查的结果与 Liberman(68．6 )[41和闻玉梅等 (52．9 ) 的结果相近。 

Krogsgard等对 HBeAg和 HBV DNA均为阳性的患者进行追踪观察发现；HBeAg 

与 HBV DNA的存在和消除与患者的病期及免疫状态有关， 阳性符合率随患者病期不 

同而显示出差异 。因此， 仅以 e系统作为传染性指标是不够的。 HBekg阳性血请 中 

DNA阳性率高，但二 者并不完全相符 

Brech~t在对慢性肝病患者血清中 HB~ DNA的研究中发现， 13例无任何 HBV感 

染的免疫学指标的血清中 HB~ DNA全部为 阳性。 他认为 此类病人 HBV基因在肝细胞 

中表达缺陷或缺乏对 HBsAg和 HBeAg的体液免疫反应 。 Feinmsn毙现 用免疫学最 

敏感的检查方法—— 放射竟疫测定 (RIA)—— 不能检出 HBsAg和 HBeAg的血清仍能 

传播乙肝 ， 用DNA杂交法则可检测 相当于感染水平的 l0 稀释度 [5】。 Krogsgard的 

另一研究表 明，在 HBsAg阳性献血者血清中， 即使 HBeAg和抗 HBc·IgM阴性， HBV 

DNA仍可在血清中存在，只要 HBV DNA存在，都将使受血者感染 HBV， 并且后果严 

重 。 

上述有关结果及报道提示我们，应列 目前临床应用的一些免疫学检测手段的评价加 

以保留。因为一些免疫学指标在某些情况下并不能直接反 映 HBV DNA是否存在以及存 

在的状态 而只有查出 HBV DNA才是感染 HBV的直接证据和传染性指标。HBV DNA 

分子杂交探针在临床检测中的广泛应用必将推动人们对乙型肝炎的更深入研究 
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Preparation of a一。 P HBV DNA Probe and its Application 

in the Se rum Detection 

Ding Qing·cluan Chen Shao·jun Kc Li—hua 

(Wuhan Institute of Virology Acad emia Sinica，W uhan) 

Hepatitis B virus (HBV ) DNA purified from the cloned plasmid pHBVl 

and labelled by nick—translation with Ⅱ_32P dCTP was as probe， which can be 

hybridized specifically with HBV DNA． The minimum amount about 0．2pg of 

DNA has been detected by high specific activity probes． The range of the iso— 

tope incorporation rates were 23．5— 67．0 per cent． The probes s specific actlvl— 

tie s were l～1．50×10。cpm／gg DNA．According to clinical statistics the positive 

proportions of HBV DNA Correspond to 53．3 69．7 78．6％ and 81．7 for 

H BsAg， H BeAg and H BcA g as well as D NAp respeetivlty The H BV D NA hybdiz a— 

tion m ethod for serum deteotion is m ore sensitive and specific than im munoassay 

m ethods． 。 。 

K ey w ordl Hepatitis B virus， Probe， Nick translation。 Serum detection． 
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