
·检验技术与方法·

基于芯片点样技术的ＲＴＰＣＲ平台建立及其在

ＨＣＶ、ＨＩＶ１快速检测中的应用


聂　滨，鲁卫平，雷开健，逯心敏

（宜宾市第二人民医院检验科，四川宜宾６４４０００）

　　摘　要：目的　建立基于芯片点样技术的荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）平台并将其用于 ＨＩＶ１和 ＨＣＶＲＮＡ载量的检测。方法

　选择 ＨＩＶ１和 ＨＣＶ的保守区域设计引物，制备基因芯片管，建立ＲＴＰＣＲ测定 ＨＩＶ１和 ＨＣＶ的反应体系，利用溶解曲线区

分病毒种类。对该方法的灵敏度和特异度进行评价，并用临床标本验证其检测性能。结果　该方法的特异度较好，其检测 ＨＣＶ、

ＨＩＶ１的最低检测限为１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ，对ＲＮＡ载量为１×１０
３
～１×１０

６ｃｏｐｙ／ｍＬ的临床标本能准确检测。结论　该方法为检

测 ＨＣＶ、ＨＩＶ１提供了新思路。

关键词：ＨＣＶ；　ＨＩＶ；　聚合酶链反应；　基因芯片
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　　 ＨＣＶ是引起慢性肝炎的主要因素之一，５０％以上的慢性

肝炎是由 ＨＣＶ感染引起的
［１］。《中国艾滋病防治联合评估报

告（２００７年）》指出，到２００７年底，我国现存艾滋病病毒感染者

和患者约７０万人，全人群感染率约为０．０５％，新感染率约占

１０％。宜宾的形势更严峻
［２］。为了更好地预防和控制这些疾

病，寻找１种快速、准确的诊断方法显得尤为重要。本研究旨

在建立１种基于芯片点样技术的荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）平

台，并将其应用于 ＨＩＶ１和 ＨＣＶ的检测，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ
?
Ⅲ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴＯＹＯＢＯ），阴、阳性质控

标本来自于用深圳达安生物工程有限公司开发的 ＨＩＶ１、

ＨＣＶ核酸扩增荧光定量检测试剂确认后的临床标本。

１．２　主要仪器　ＡＢＩ３９００台式高通量ＤＮＡ合成仪，科大创

新 ＨＣ３０１８Ｒ高速冷冻离心机，ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪，ＡＢＩ７５００

全自动荧光定量ＰＣＲ仪，生物芯片点样仪，ＵＶＳｔｒａｔａｌｉｎｋｅｒ紫

外交联仪。

１．３　方法

１．３．１　引物获得　ＨＩＶ１、ＨＣＶ序列可以从美国的基因库

（ＧｅｎＢａｎｋ）、基因组序列数据库（ＧＳＤＢ）、欧洲的分子生物学实

验室（ＥＭＢＬ）和日本的ＤＮＡ数据库（ＤＤＢＪ）中获得。根据这

些序列的保守区域，用引物设计软件 ＯＬＩＧＯ６．０设计寡核苷

酸引物，由Ｔａｋａｒａ公司合成。序列比对采用Ｃｌｕｓｔａｌｘ比对软

件。引物序列分别为（５′～３′）：ＨＩＶ１ＦＩ，５′ＴＧＣＴＡＴＧＴＣ

ＡＧＴＴＣＣＣＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＴ３′；ＨＩＶ１Ｒ，５′ＡＧＴＴＧＧ

ＡＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＡＡＴ３′；ＨＣＶ１ＦＩ，

５′ＧＴＣＴＡＧＣＣＡＴＧＧＣＧＴＴＡＧＴＡＴＧＡＧ３′；ＨＣＶ１Ｒ，

５′ＡＣＣＣＴＡＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡＡＧ３′。

１．３．２　基因芯片管制备　应用基因芯片的点样技术把每对引

物中的１条５′端固化在荧光定量ＰＣＲ管上
［３］，购自美国ＣＥＬ

公司该ＰＣＲ管是经过醛基化修饰的反应管，这种固化了多条

引物具有基因芯片高通量功能的荧光定量ＰＣＲ管简称基因芯

片管。制备基因芯片管的具体步骤：将需要固化的引物溶于

３×枸橼酸钠缓冲液（ＳＳＣ）中，其终浓度为５０ｐｍｏｌ／μＬ。使用

点样仪进行点样。点样结束后，用紫外交联仪交联２ｍｉｎ，放置

过夜。为了封闭芯片管上未与引物结合的醛基，并洗去未与芯

片管结合的引物，按照下列程序对芯片管进行处理：将芯片管

放人新鲜配制的０．１ｍｏｌ／ＬＮａＢＨ４５ｍｉｎ；０．２％ 十二烷基硫

酸钠（ＳＤＳ）洗涤１次，随后再用蒸馏水洗２次，每次１ｍｉｎ。处

理好的芯片管在干燥的环境中，避光保存，备用。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ　按ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ
?
Ⅲ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ

试剂说明进行逆转录操作。反应体系 （总体积 ２０μＬ）：

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂０．５μＬ，随机引物１

μＬ，５×ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ
?
Ⅲ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试
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剂０．５μＬ，总ＲＮＡ１．０μｇ１２μＬ。混匀后４２℃孵育６０ｍｉｎ，

８５℃孵育１０ｍｉｎ灭活逆转录酶。按ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ试剂说明进行ＰＣＲ操作。在已设计好的ＰＣＲ管中配置

以下溶液：ｃＤＮＡ５．０μＬ，下游引物１μＬ（ＨＩＶ１下游引物浓度

为０．４μｍｏｌ／Ｌ，ＨＣＶ下游引物浓度为０．２μｍｏｌ／Ｌ），２×ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，Ｈ２Ｏ４μＬ，总体积２０μＬ。反应

条件：９５℃１５ｓ，９４℃５ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃３０ｓ，７８℃３ｓ，共

４５个循环。最后增加熔解曲线步骤。在 ＲＴＰＣＲ反应完毕

后，ＰＣＲ仪上的探针起跳则为阳性样本，或者扩增产物经２％

琼脂糖凝胶电泳，有单一、清晰条带的也为阳性样本。

１．３．４　基因芯片管特异性检测　采用 ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ对引

物序列进行同源性比较，结果显示基因芯片管所用引物的种属

特异性；对产物进行２％琼脂糖电泳确定条带位置；提取已确

诊的 ＨＢＶ 阳性标本１０例，ＨＣＶ、ＨＩＶ 阳性标本各１例按

１．３．３介绍的方法进行测试。

１．３．５　基因芯片管灵敏度检测　将 ＨＩＶ１、ＨＣＶ标准模板

１×１０５ｃｏｐｙ／ｍＬｃＤＮＡ 使用阴性血清进行梯度稀释作为模

板，每个浓度检测５次，按１．３．３介绍的方法进行测试。

１．３．６　基因芯片管检测混合标本　将５例 ＨＩＶ１阳性标本

与５例 ＨＣＶ阳性标本两两混合后，形成５份达到相应浓度的

标本，按１．３．３介绍的方法进行测试，并用 ＨＩＶ１、ＨＣＶＲＴ

ＰＣＲ检测试剂进行确认。

１．３．７　基因芯片管检测临床标本　已用 ＨＩＶ１、ＨＣＶＲＴ

ＰＣＲ检测试剂确诊的 ＨＩＶ１和 ＨＣＶ阳性标本各５例和６例

阴性标本，按１∶１混合后形成１３个检测标本，再按检测程序

进行检测。

２　结　　果

２．１　基因芯片管的灵敏度和重复性　ＨＣＶＲＮＡ载量分别为

１×１０５、１×１０４、１×１０３、１×１０２、１０ｃｏｐｙ／ｍＬ的阳性标本，分别

采用基因芯片管 ＲＴＰＣＲ重复检测５次，结果１×１０５、１×

１０４、１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ的标本均得到５次阳性结果，１×１０
２ｃｏｐ

ｙ／ｍＬ的标本得到４次阳性结果，１×１０
３ｃｏｐｙ／ｍＬ的标本只得

到１次阳性结果。ＨＩＶ１ＲＮＡ载量分别为１×１０５、１×１０４、

１×１０３、１×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ的阳性标本，分别采用基因芯片管

ＲＴＰＣＲ重复检测５次，除了１×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ的标本只获得２

次阳性结果外，其余标本均获得５次阳性结果。将 ＨＣＶＲＮＡ

载量分别为１×１０５、１×１０４、１×１０３、１×１０２、１０ｃｏｐｙ／ｍＬ的阳

性标本分别与 ＨＩＶ１ＲＮＡ载量分别为１×１０５、１×１０４、１×

１０３、１×１０２、１０ｃｏｐｙ／ｍＬ的阳性标本按照１∶１的比例制备５

种稀释度的混合阳性标本，每份混合阳性标本分别采用基因芯

片管ＲＴＰＣＴ重复检测５次，结果１×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬＨＣＶ与

１×１０２ｃｏｐｙ／ｍＬＨＩＶ１混合标本获得２次阳性结果，１０ｃｏｐｙ／

ｍＬＨＣＶ与１０ｃｏｐｙ／ｍＬＨＩＶ１混合标本获得１次阳性结果，

其余混合标本均获得５次阳性结果。该体系检测 ＨＣＶ、ＨＩＶ

１在１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ及其以上浓度重复性好，能准确检测的

最低浓度为１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ。ＨＣＶ、ＨＩＶ１阳性标本及其混

合阳性标本的梯度反应曲线及溶解曲线图，见图１（见《国际检

验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　基因芯片管的特异度　所有扩增产物用２％琼脂电泳确

定条带位置。ＨＣＶ 和 ＨＩＶ１的 ＰＣＲ产物电泳图，见图１。

ＨＢＶ阳性标本ＰＣＲ产物电泳图，见图２。ＨＢＶ对 ＨＣＶ和

ＨＩＶ１的检测无干扰，该检测系统特异度良好。

２．３　临床标本验证情况　用 ＨＩＶ１、ＨＣＶ阳性标本各５例和

６例阴性标本，按１∶１混合后形成１３份检测标本后进行验

证，其验证情况见表１，ＲＮＡ载量范围在１×１０３～１×１０６ｃｏｐ

ｙ／ｍＬ的临床标本能准确检测。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１～２：ＨＣＶ阳性标本；３：阴性对照；４～５：ＨＩＶ１

阳性标本。

图１　　ＨＣＶ、ＨＩＶ１ＰＣＲ产物电泳图

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：阴性对照；２～１１：ＨＢＶ阳性标本；１２：ＨＩＶ１

阳性对照；１３：ＨＣＶ阳性对照。

图２　　ＨＢＶ阳性标本ＰＣＲ产物电泳图

表１　　临床标本验证情况

标本

编号

ＨＣＶＲＮＡ

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

ＨＩＶ１ＲＮＡ

（ｃｏｐｙ／ｍＬ）

标本混合

比例（ｖ／ｖ）

混合样本

ＨＣＶ结果

混合样本

ＨＩＶ１结果

１ ３．２×１０６ ３．７×１０５ １∶１ ＋ ＋

２ １．５×１０５ ２．１×１０５ １∶１ ＋ ＋

３ ２．９×１０４ ７．８×１０３ １∶１ ＋ ＋

４ ４．７×１０３ ／ １∶１ ＋ －

５ １．１×１０３ ／ １∶１ ＋ －

６ ／ ８．９×１０４ １∶１ － ＋

７ ／ １．１×１０５ １∶１ － ＋

８ ／ ／ １∶１ － －

９ ／ ／ １∶１ － －

１０ ／ ／ １∶１ － －

１１ ／ ／ １∶１ － －

１２ ／ ／ １∶１ － －

１３ ／ ／ １∶１ － －

　　／：阴性标本。

３　讨　　论

血液传播是感染 ＨＣＶ和 ＨＩＶ的主要途径之一。“窗口

期”一直困扰着输血感染检测，ＰＣＲ能检出９５％以上窗口期标

本，但需要分别建立不同的扩增体系、扩增方法和扩增条件，大

大增加了工作量。此外扩增后还需用电泳方法分析，费时、费

力且无法对扩增反应进行实时检测。为解决以上传统ＰＣＲ的

缺点，一些研究者尝试了采用多重ＲＴＰＣＲ、基因芯片技术进

行检验。

Ｐａｒｙａｎ等
［４］采用多重ＲＴＰＣＲ对 ＨＣＶ和 ＨＩＶ进行了检

测。多重ＲＴＰＣＲ具有灵敏度和特异度高、能实现多重反应、

自动化程度高、无污染、能实时检测等特点，（下转第３０９６页）

·３９０３·国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２２



本研究采用的探针不是 ＵｒｏＶｙｓｉｏｎ探针，而且其不能同

时在同一细胞中显示４种遗传学改变，因此具有一定局限性。

虽然本研究采用的探针组合能够筛选出膀胱尿路上皮肿瘤中

出现最频繁的染色体异常，但其是否是诊断膀胱尿路上皮肿瘤

最适合的探针组合，还有待进一步研究。本研究所得结果与

ＵｒｏＶｙｓｉｏｎ探针相似，证明其有可能成为在中国人群中检测膀

胱尿路上皮肿瘤发病率的有效手段。本研究未涉及ＦＩＳＨ 检

查在膀胱尿路上皮肿瘤术后和分期的诊断，尤其是姑息性治疗

后随访中的作用问题，需要在以后的进一步研究中加以研究。

综上所述，利用ＦＩＳＨ 技术检测３、７、１７号染色体和ｐ１６

基因染色体数目畸变来诊断膀胱尿路上皮肿瘤的灵敏度明显

优于细胞学检查，但２种方法的特异度差异不显著。ｐ１６缺失

作为膀胱尿路上皮肿瘤发生过程中最早的染色体改变，对临床

诊断有着重要的作用。能明显提高膀胱尿路上皮肿瘤的筛查

率是ＦＩＳＨ技术的一大优点，该技术有望成为筛查膀胱尿路上

皮肿瘤的一种新的无创性检查方法。
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但因几对引物同时在一个体系里反应，容易出现交叉反应，出

现非特异扩增，从而不容易寻找到能高通量的反应体系，而且

检测时需要多种荧光探针，所以它的推广受到限制。Ｔａｋｉｚａｗａ

等［５］采用基因芯片技术对 ＨＣＶ和 ＨＩＶ进行了检测。基因芯

片技术作为一种高通量的检测新技术，可以同时检测数以万计

的生物分子［６］。但目前通用的多种基因芯片技术，都存在着检

测技术复杂、条件和设备要求高等问题，限制了该技术在临床

检测中的应用。

本研究应用基因芯片的点样技术把每对引物中的１条５′

端固化在ＲＴＰＣＲ反应管上
［３］，然后在管内进行 ＲＴＰＣＲ检

测，利用荧光强度确定是否存在 ＨＩＶ１或 ＨＣＶ并确定病毒载

量，利用溶解曲线不同区分病毒种类。达到了多重 ＲＴＰＣＲ

和基因芯片技术同时检测 ＨＣＶ、ＨＩＶ１的优点，同时又避免了

它们的缺点。灵敏度试验说明该体系在１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ及以

上ＲＮＡ载量时检测 ＨＣＶ、ＨＩＶ１的重复性好，能准确检测的

最低载量为１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ。在特异性试验中，对阴性标本

和阳性标本ＰＣＲ产物的电泳验证说明该系统特异性好。在临

床标本验证实验中，ＲＮＡ载量范围在１×１０３～１×１０６ｃｏｐｙ／

ｍＬ的临床标本能准确检测，与其他厂家ＰＣＲ结果吻合率达

１００％。本研究建立的ＲＴＰＣＲ平台能对 ＨＣＶ、ＨＩＶ１ＲＮＡ

载量达到１×１０３ｃｏｐｙ／ｍＬ的临床标本进行准确检测。

在特异性试验中，对引物序列进行同源性比较，结果显示

所用引物均具有种属特异性，并有电泳图作支撑，但如果能用

多种病毒标准品进行验证则说服力会更强。建立的ＲＴＰＣＲ

平台只是同时针对 ＨＣＶ、ＨＩＶ１的检测，还达不到血站血液筛

查同时检测 ＨＣＶ、ＨＩＶ１、ＨＢＶ和梅毒螺旋体的要求，要让这

个技术转化成产品还有一段距离，但这种方法为同时快速检测

多种病毒带来了全新思路。

综上所述，本研究建立的基于芯片点样技术的 ＲＴＰＣＲ

平台灵敏度、特异度基本满足临床试验要求，为同时快速检测

ＨＣＶ、ＨＩＶ１提供了新的方法，也为同时检测多种病毒提供了

新的思路。
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