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·检验技术与方法·

乙型肝炎病毒实时荧光定量ＰＣＲ检测方法的建立

何紫琪，李从荣△，童永清

（武汉大学人民医院检验科，武汉４３００６０）

　　摘　要：目的　建立一种采用Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ系统进行 ＨＢＶＤＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ的方法，并探讨其临床应用价值。方法　

针对 ＨＢＶ基因组Ｓ区设计一对扩增引物，并通过预实验严格优化反应体系的组成和条件；将Ｔ载体与 ＨＢＶＲＴ区扩增后纯化

的产物进行连接反应，然后转染大肠杆菌（ＤＨ５α），经蓝、白斑筛选后挑取阳性菌落，提取质粒，制备外标准品。结果　用于制成外

标准品的质粒经１∶１０的缓冲液倍比稀释，制作标准曲线，线性方程为：犢＝－３．３４４犡＋３７（狉２＝０．９９９９）；通过检测已知浓度并经

倍比稀释的 ＨＢＶＤＮＡ，表明其最低检测限为５×１０２ＩＵ／ｍＬ；拷贝数介于５×１０２～５×１０８ＩＵ／ｍＬ之间的 ＨＢＶＤＮＡ浓度与Ｃｔ

值具有良好的线性关系。结论　外标法实时荧光定量ＰＣＲ是一种定量相对准确、灵敏度高、特异性强、操作相对简便的方法；该

方法可用于乙型肝炎患者病情监测，有效指导临床用药；联合该法与血清标志物检测，可更准确评价 ＨＢＶ感染者病情。
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　　ＨＢＶ属于嗜肝ＤＮＡ病毒科的双链ＤＮＡ病毒，它可引起

急、慢性肝炎。据世界卫生组织统计，全球约有２０亿人感染

ＨＢＶ，且有３．５亿人处于持续感染的状态，每年全球因肝细胞

癌或肝衰竭死亡的患者约有１００万人
［１］。因此，ＨＢＶ感染的

治疗一直是临床上占据重要地位的议题。由于患者血清中的

ＨＢＶ载量与疗效存在相关性，因此治疗前后患者血清中 ＨＢＶ

载量的变化往往能反映药物对患者的疗效，并可作为患者的临

床症状缓解与否的主要指标之一［２３］。本研究拟采用ｌｉｇｈｔｃｙ

ｃｌｅｒ１．２实时荧光定量ＰＣＲ系统建立 ＨＢＶＤＮＡ实时荧光定

量检测的方法，并探讨其临床应用价值。

１　资料与方法

１．１　临床血浆标本来源　收集本院感染科和消化内科住院及

门诊 ＨＢＶ感染患者（诊断符合《慢性乙型肝炎防治指南》
［４］）

的血浆标本２００例（男性１１４例，女性８６例），患者年龄１４～７９

岁，平均（４８±５．８６）岁。

１．２　引物设计　一对 ＨＢＶＲＴ区的扩增引物，扩增片段长约

９８９ｂｐ，Ｐ１：５′ＴＴＣＣＣＣＣＡＣＴＧＴＴＴＧＧＣＴＴＴ３′，Ｐ２：５′

ＣＴＣＡＡＧＧＴＣＧＧＴＣＧＴＴＧＡＣＡ３′；一对 ＨＢＶＳ区特异

引物，扩增区片段长约１２２ｂｐ，Ｐ３：５′ＧＧＧＴＣＡＣＣＡＴＡＴ

ＴＣＴＴＧＧＧＡＡＣ３′，Ｐ４：５′ＣＣＴＧＡＧＣＣＴＧＡＧＧＧＣＴＣＣ

ＡＣ３′。该引物通过软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计，由美国Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

１．３　仪器与试剂　普通ＰＣＲ扩增仪（美国ＡＢＩ公司），恒温摇

床（江苏汉康有限公司），细菌培养箱（上海ＣＡＮＹ公司），离心

机（美国ｔｈｅｒｍｏ公司），ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ１．２实时荧光定量ＰＣＲ扩增

仪（美国 Ｒｏｃｈｅ公司）。体液游离 ＤＮＡ 提取试剂盒（上海

Ｌｉｆｅｆｅｎｇ公司），凝胶回收试剂盒（美国 Ａｘｙｇｅｎ公司），Ｔ载体

（大连Ｔａｋａｒａ公司），ＬＢ培养基（ＩＰＴＧ、Ｘｇａｌ、氨苄青霉素），质

粒ＤＮＡ提取试剂盒（德国 ＱＩＡＧＥＮ公司），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧

光染料（大连Ｔａｋａｒａ公司）。

１．４　方法

１．４．１　ＨＢＶＤＮＡ的提取　严格按照ＤＮＡ提取试剂盒说明

书操作。

１．４．２　标准品的构建　取一例经测序法验证ＲＴ区无突变的
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ＨＢＶ患者血浆标本，提取病毒ＤＮＡ，扩增该标本的ＲＴ区，纯

化扩增产物，并将其与ＰＵＣｍＴ载体连接，以连接产物转化

ＤＨ５α大肠杆菌菌株，在含Ｘｇａｌ、ＩＰＴＧ、氨苄的ＬＢ平板上筛

选白色转化子菌落，摇菌后用质粒提取试剂盒提取质粒ＤＮＡ

（经ＰＣＲ验证为目的ＤＮＡ片段）。用已知确定浓度的 ＨＢＶ

ＤＮＡ标准品校准其含量，并配成标准品。

１．４．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测　体系组成：２ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

１０μＬ，引物（０．２μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７μＬ，总体

积２０μＬ。按照上述体系在毛细反应管中加入反应液，经瞬时

离心后，置Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ１．２扩增仪中进行扩增。扩增条件为：

３７℃３ｍｉｎ；９２℃１ｍｉｎ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循环。每

次延伸结束时检测Ｆ１通道的荧光强度。

１．４．４　标准曲线的制作　用 Ｅｌｕｅｎｔ稀释液将校准的质粒

（５．０４×１０７ＩＵ／ｍＬ）１０倍梯度稀释４份，即样品浓度依次为

５．０４×１０７ＩＵ／ｍＬ，５．０４×１０６ＩＵ／ｍＬ，５．０４×１０５ＩＵ／ｍＬ，５．０４

×１０４ＩＵ／ｍＬ，设置反应程序后作标准曲线。实时荧光定量

ＰＣＲ反应程序结束后制作熔解曲线程序为９５℃，０ｓ，２０℃／ｓ；

６５℃，１５ｓ，２０℃／ｓ；９５℃，０ｓ，０．１℃／ｓ。根据标准曲线，利用

待测标本的Ｃｔ值求出相应的 ＨＢＶＤＮＡ含量，Ｃｔ＞３５判定为

阴性。

１．４．５　质量控制　为保证结果的准确性，每次测量均设置空

白对照管。

２　结　　果

２．１　方法学评价

２．１．１　标准曲线　采用已知确定浓度的质粒ＤＮＡ经倍比稀

释后，制作标准曲线。曲线方程为：犢＝－３．３４４犡＋３７，其中Ｘ

表示标准品拷贝数的对数值，犢 表示测得的Ｃｔ值，狉＝０．９９９９。

２．１．２　特异性　通过熔解曲线看出，ＨＢＶ质粒标准品扩增仅

出现特异性的单峰，说明引物特异性良好，熔解温度为

８４．５８℃。

２．１．３　重复性　取４份 ＨＢＶＤＮＡ含量不同的血浆标本连

续７ｄ分别作定量扩增，Ｃｔ值变异均不显著，变异系数分别为

２．０６％、１．２９％、２．４２％、３．５４％。

２．１．４　灵敏度　取经商品化试剂盒校准的 ＨＢＶ阳性血清标

本（５．０４×１０７ＩＵ／ｍＬ），用 ＨＢＶ阴性血清对其作１∶１０倍连

续稀释，采用构建的试剂盒进行检测，Ｃｔ＞３５判定为阴性，结

果显示，该试剂盒最低检出限为５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ。

２．１．５　线性范围　用已知确定浓度的阳性校准品（５．００×

１０１０ＩＵ／ｍＬ）校正重组 ＨＢＶ质粒，然后用ＴＥ缓冲液依次进行

１∶１０的连续稀释，以拷贝数的对数作横坐标，以循环数Ｃｔ值

作纵坐标，进行线性回归。结果显示，在５．００×１０２～５．００×

１０８ＩＵ／ｍＬ之间具有良好的相关性（线性范围的方程为犢＝－

２．７７６犡＋３４．３１，狉２＝１．００），此范围就是其线性范围。

２．２　临床应用评价

２．２．１　外周血中 ＨＢＶＤＮＡ含量与 ＨＢＶ血清标记物的关系

　对２００例 “两对半”结果为“大三阳”（ＨＢｓＡｇ＋、ＨＢｅＡｇ＋、

ＨＢｃＡｂ＋）和“小三阳”（ＨＢｓＡｇ＋、ＨＢｅＡｂ＋、ＨＢｃＡｂ＋）的本

院住院及门诊乙型肝炎患者外周血 ＨＢＶＤＮＡ进行实时荧光

定量ＰＣＲ检测，结果见表１。

２．２．２　在乙型肝炎治疗监测中的应用　选择１例临床诊断为

“慢性病毒性乙型肝炎”的住院患者进行跟踪调查，入院时其

ＨＢＶＤＮＡ含量高达１．０２×１０４ＩＵ／ｍＬ，口服贺普丁片剂治疗

后显著下降，３个月后降至５．００×１０２ＩＵ／ｍＬ以下。

表１　　ＨＢＶＤＮＡ含量与 ＨＢＶ血清标记物的关系

组别 狀 阳性例数（狀） 阳性率（％） 拷贝数对数

“大三阳” ６１ ５９ ９９．９７ ５．５２１．５７

“小三阳” １３９ ５５ ３９．５７ ３．９４０．８７

３　讨　　论

实时荧光定量ＰＣＲ技术相较于传统的定性检测是一项飞

跃，它使准确地定量检测核酸浓度成为可能，而且无需ＰＣＲ后

续的凝胶电泳等繁琐步骤［５６］。

近年来，国内外研究中提出了许多 ＨＢＶＤＮＡ定量的方

法，Ｃｏｍｂａｓａｍｐｌｉｃｏｒ检测系统是基于 ＨＢＶ靶ＤＮＡＰＣＲ扩增

后的一项显色测ＯＤ值的技术，该方法具有较好的重复性，而

不足之处在于其线性范围较窄［７］，若病毒滴度超过线性范围则

无法准确定量。支链 ＤＮＡ（ｂＤＮＡ）技术是一种信号扩增技

术，它不依赖ＰＣＲ，该技术因不存在ＰＣＲ扩增中指数级的扩增

过程，因此稳定性和重复性均较高，但研究证实该技术的线性

范围也不广，随着标本中 ＨＢＶＤＮＡ浓度的增加超过阈值后，

定量检测的准确性下降［８］。现在使用最广泛的ＰＣＲ定量方法

是ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料法和Ｔａｑｍａｎ探针法
［９］。相对Ｔａｑｍａｎ

探针，染料的成本较低，但由于它能于任何双链ＤＮＡ结合，因

此特异性不如探针技术，但经熔解曲线分析、优化反应体系可

解决此问题［１０］。此时，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料技术即凭借着它灵

敏度高、操作方便、不易交叉污染等优势在临床上的应用日益

广泛［１１］。

本实验成功建立了 ＨＢＶＤＮＡＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ实时荧光

定量的方法，结果显示：整个体系的扩增效率较高，达到

９９．０９％；荧光信号与扩增循环数的线性关系非常好，狉２ 高达

０．９９９９；方法的敏感性较高，检测下限可达５×１０２ＩＵ／ｍＬ，与

德国 ＱＩＡＧＥＮ公司的成品试剂盒达到一致水平
［１２］；重复性

好，变异系数小；特异性强，通过熔解曲线的分析，仅存在单一

的特异性熔解峰；线性范围广，处于５．００×１０２～５．００×１０８

ＩＵ／ｍＬ之间的样本可准确检出；反应全程仅需４５ｍｉｎ，较赵清

等［１３］研究方法中所用到的８５ｍｉｎ还要缩短４０ｍｉｎ，适合于在

短时间内作批量检测。

目前临床上对慢性 ＨＢＶ携带者的治疗措施包括免疫调

节、抗纤维化、抗病毒等，抗病毒是从根本上抑制病毒对肝细胞

损伤的方法，除传统的干扰素之外，核苷类似物是近年来使用

最广泛的抗病毒药物［１４］。但由于 ＨＢＶ变异性强，同种核苷类

似物的长期盲目服用会引起病毒耐药性的产生，这必将导致患

者病情反复甚至恶化。因此，对使用抗病毒药物治疗的乙型肝

炎患者进行 ＨＢＶＤＮＡ水平监测就显得尤为重要，定量结果

可提示是否需要调整药物剂量、更换药物或联合用药。ＨＢＶ

抗原抗体（ＨＢｓＡｇ、ＨＢｓＡｂ、ＨＢｅＡｇ、ＨＢｅＡｂ、ＨＢｃＡｂ）５项血清

学标志物是临床上常用来判断患者 ＨＢＶ感染情况或疗效的

指标，但是它们不能有效的判断病毒数量、复制及传染程度，传

统的观点认为，ＨＢｅＡｇ阴转是慢性乙型肝炎好转稳定的标志，

但定量的结果却表明 ＨＢｅＡｇ阴转并不代表传染性减弱。本
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研究结果就显示：“小三阳”组中 ＨＢＶＤＮＡ的阳性检出率仍

高达３９．５７％，表明许多“小三阳”患者体内 ＨＢＶ复制水平较

高，仍具备较强的传染性，究其原因，可能与 ＨＢＶ易于突变引

起的ｅ抗原表达停止有关
［１５］。因此，联合定量与血清标志物

结果能够更准确地评价乙型肝炎患者的病情。

乙型肝炎病毒ＤＮＡ是最直接反映 ＨＢＶ存在的指标，它

也能可靠地反映病毒的复制状况和传染性强弱，对其动态监测

的结果可提示治疗效果的好坏、是否产生耐药性，进而指导临

床合理使用抗病毒药物。在我国这样一个 ＨＢＶ感染高发的

国家，采用实时荧光定量ＰＣＲ进行 ＨＢＶＤＮＡ的检测对于

ＨＢＶ的感染和治疗监测有不可替代的作用。
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（上接第４６３页）

和Ｆ亚型，分型结论就有待全基因组测序证实。ｅｎｖ区域分为

ｇｐ４１与ｇｐ１２０两部分，本研究进一步提取出从Ｇｅｎｂａｎｋ中找

出１０４条 ＨＩＶ１Ｍ组全基因序列的ｇｐ４１与ｇｐ１２０区域，通过

ＭＥＧＡ５．０进行比对，建 ＮＪ系统进化树之后发现ｇｐ１２０区域

未能把Ｊ亚型与 Ａ１亚型分开；ＧＰ４１区域未能把Ｋ亚型与 Ｈ

和Ｆ亚型分开，Ｊ亚型未能与Ａ亚型分开。宋丹等
［２］应用逆转

录及套式ＰＣＲ方法扩增 ＨＩＶ１ｇｐ４１基因并进行测序，然后应

用 ＭＥＧＡ３．１软件构建系统进化树进行分型。如果分型存在

Ｋ、Ｈ、Ｆ、Ｊ和Ａ亚型，分型结论就有待全基因组测序证实。

本研究从生物信息学的角度应用 ＮＪ方法进行大样本序

列建树分析，比较了 ＨＩＶ病毒结构基因ｇａｇ、ｅｎｖ、ｐｏｌ、ｇｐ４１、

ｇｐ１２０区域的基因分型结果，发现ｐｏｌ区没能把Ｄ亚型和Ｂ亚

型分开；ｇａｇ区未把Ｋ亚型和Ｆ亚型分开；ｅｎｖ区能对ＨＩＶ１Ｍ

组正确分型。而ｅｎｖ的亚区域ｇｐ４１和ｇｐ１２０也不能对 ＨＩＶ

１Ｍ组正确分型。ｅｎｖ为 ＨＩＶ１Ｍ 组正确分型的推荐区域，如

果使用其他区域进行分型，部分亚型仍需要全基因测序证实。
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