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　　摘　要：目的　建立一种从血清样本中基于荧光定量ＰＣＲ的快速检测戊型肝炎病毒的方法。方法　（１）从ＧｅｎｅＢａｎｋ获得包

含我国流行的３个基因型的１００条戊型肝炎病毒序列。选择合适的序列设计合成荧光定量引物和Ｔａｎｑｍａｎ探针。（２）将引物从

血清模板中ＰＣＲ扩增片段在体外转录产物作为荧光定量ＰＣＲ标准品，同时引入了微量核酸裂解液。（３）取１０份临床戊肝阳性

患者血清样品，用建立的方法检测，进一步验证该方法。结果　该检测技术可以有效检测Ｉ型和ＩＶ 型戊型肝炎阳性患者的血清

样本，而对其他病毒传染病患者血清检测为阴性结果，证实该ＲＴＰＣＲ检测技术的特异度较高、可靠性较好。对１０份临床血清样

品的验证检测进一步证实了该方法快速、便捷、灵敏且重复性好。结论　建立了一种适用于中国人群戊型肝炎病毒主要基因型检

测的荧光定量ＲＴＰＣＲ检测技术。可满足戊型肝炎病毒临床早期快速诊断的需求。

关键词：戊型肝炎病毒；　聚合酶链反应；　ＴａｑＭａｎ荧光探针

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０５．０１１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０５０６０１０３

犈狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋狅犳犪狉犲犪犾狋犻犿犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犚犜犘犆犚犪狊狊犪狔犳狅狉狉犪狆犻犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犺犲狆犪狋犻狋犻狊犈狏犻狉狌狊犻狀狊犲狉狌犿

犚狅狀犵犢犻犺狌犻
１，犔犻犢狅狀犵犾犻

２，犢狅狌犛犺犪狅犾犻１，犔犻狌犎狅狀犵犾犻狀犵
１，犠犪狀犣犺犻犺狅狀犵

１，

犣犺狌犅犻狀犵
１，犣犪狀犵犎狅狀犵

１，犠犪狀犵犎犪犻犫犻狀
２△

（１．犔犻狏犲狉犉犪犻犾狌狉犲犇犻犪犵狀狅狊犻狊犪狀犱犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉；２．犜犺犲犆犲狀狋犲狉狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，

３０２犕犻犾犻狋犪狉狔犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犆犺犻狀犪，犅犲犻犼犻狀犵１０００３９，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｖｉｒｕｓ（ＨＥＶ）ｆｒｏｍｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｂａｓｅｄｏｎ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ．犕犲狋犺狅犱狊　（１）ＯｎｅｈｕｎｄｒｅｄＨＥＶｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｏｕｒｃｏｕｎｔｒｙｐｏｐｕｌａｒｔｈｒｅｅｍａｊｏｒｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅＧｅｎｅＢａｎｋｗｉｔｈｔｈｅＶｅｃｔｏｒＮＴＩｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｔｈｅｐｒｏｐｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｄｅｓｉｇｎａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｔｈｅ

ｐｒｉｍｅｒｓｏｆｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅＴａｑｍａｎｐｒｏｂｅ．（２）ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎＰＣＲｆｒａｇｍｅｎｔｗａｓｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

ｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｃＲＮＡｓｔａｎｄａｒｄ，ａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｔｈｅｔｒａｃｅｓｅｒｕｍｖｉｒｕｓｌｙｓａｔｅｗａｓｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｏａｕｎｉｖｅｒｓａｌｒｅａｌｔｉｍｅＴａｑＭａｎＰＣＲ

ａｓｓａｙ．（３）１０ｃｌｉｎｉｃａｌｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｈｅｐａｔｉｔｉｓＥａｎｄｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ

ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｖｅｒｉｆｙｉｎｇｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｃｏｕｌｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｔｅｃｔｔｈｅｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｅｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｇｅｎｏｔｙｐｅＩａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅＩＶｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｓｅｒｕｍｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｔｈｅｒｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓ

ｅａｓｅｓｈａｄｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｓ，ｗｈｉｃｈｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈａｔｔｈｉｓＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｈａｄｈｉｇｈｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄｇｏｏｄｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ．Ｔｈｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍ１０ｃｌｉｎｉｃａｌｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｆｕｒｔｈｅｒｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈａｔｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｗａｓｒａｐｉｄ，ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｗｉｔｈｇｏｏｄｒｅ

ｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｍａｉｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆＨＥＶｉｎ

Ｃｈｉｎａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｉｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｗｈｉｃｈｃａｎｍｅｅｔｔｈｅｄｅｍａｎｄｏｆｅａｒｌｙａｎｄｒａｐｉｄｄｉａｇｎｏｓｉｓｆｏｒＨＥＶ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｖｉｒｕｓ；　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；　ＴａｑＭａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｂｅ

　　戊型病毒性肝炎（戊肝）是由戊肝病毒（ＨＥＶ）引起的自限

性的非甲非乙型肝炎。ＨＥＶ主要经肠道传播，患戊肝人群的

病死率约 ０．５％ ～１．５％，孕妇和大于 ６０ 岁人群中高达

２０％
［１２］。据世界卫生组织（ＷＨＯ）在２０１１年估计，全球每年

新发戊肝约３４００万例，其中死亡３０万例
［３］。同时戊型肝炎

病毒可感染多种动物甚至禽类，在家人和猪之间也可相互传

播，是危害养猪业和人类健康的一种重要病源［４］。目前全球发

现了 ＨＥＶ有４个基因型，对戊型肝炎感染采取的控制其流行

措施主要是及早发现 ＨＥＶ 感染，随时随地监测流行区的

ＨＥＶ流行情况以发现 ＨＥＶ传染源和阻断 ＨＥＶ的区域传播。

基于 ＨＥＶ流行病学的要求，需要建立一种通用的，敏感度高、

特异度强和快速方便的检测方法用于 ＨＥＶ 的早期临床诊

断［５］。ＨＥＶ主要经污染的水源和环境粪口传播，敏感度和特

异度高的 ＨＥＶ检测技术也有助于分子流行病学调查和 ＨＥＶ

病毒溯源［６］。在本研究中，利用新型血清核酸裂解液及 Ｔａｑ

Ｍａｎ技术建立了ＨＥＶ的荧光定量ＲＴＰＣＲ检测方法，并验证

了该方法对不同基因型样品和临床样品的检测能力。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＥＰＣ购自

Ｓｉｇｍａ公司，热启动Ｔａｑ酶购自ＴａＫａＲａ公司，ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ

购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＭＭＬＶ 逆转录酶为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产

品，质粒小提试剂盒购于上海生工公司，ＤＮＡ纯化试剂盒购于

Ｑｉａｇｅｎ公司，体外ＲＮＡ制备试剂盒购于Ｐｒｏｍｅｇａ公司。其他

生化试剂均为国产分析纯，台式低温高速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ），实

时荧光定量ＰＣＲ仪（上海宏石，ＳＬＡＮ）。

１．２　引物探针的设计和合成　从ＧｅｎＢａｎｋ收录的 ＨＥＶ全序

列分离株中获得１００条人源的不同基因型病毒株的序列，利用

ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ和 ＭＥＧＡ４．０基因分析软件对其进行比对和基因

·１０６·国际检验医学杂志２０１５年３月第３６卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．５



进化树分析，选择序列中高度保守的ＯＲＦ２区域序列作为荧光

定量ＲＴＰＣＲ扩增片段的区域，利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０引物软件设

计合成引物和 Ｔａｑｍａｎ探针，并由北京天一辉远生物公司

合成。

１．３　血清样本留取　采集北京解放军三二医院采集１０份

戊型肝炎患者血清，并采用ＩｇＧＥＬＩＳＡ对采集样品进行检测

为阳性。取１００μＬ样本血清按照ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＲｌｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ

说明书进行ＲＮＡ提取，并溶于无 Ｒｎａｓｅ的去离子水中，与剩

余患者血清样本一起置于－８０℃保存备用。

１．４　体外转录及标准品的制备　对所提取的 ＲＮＡ按购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司反转录试剂盒说明书进行反转录合成ｃＤＮＡ，

并利用特异性引物扩增约３５０ｂｐ核苷酸片段，将ＰＣＲ扩增片

段回收后克隆于ＰＧＥＭＴＥａｓｙ载体中，转化ＪＭ１０９大肠杆菌

感受态细胞。挑取菌落ＰＣＲ鉴定为阳性的单克隆，用４ｍＬ液

体ＬＢ培养基３７℃过夜培养后，用上海生工公司的质粒小提

试剂盒进行质粒的提取。质粒用ＰｖｕＩＩ内切酶（目的片段不含

该位点）消化后制备平末端的 ＤＮＡ片段，用 Ｑｉａｇｅｎ公司的

ＤＮＡ纯化试剂盒进行酶切产物纯化回收，回收产物作为转录

模板按照Ｐｒｏｍｅｇａ公司的体外ＲＮＡ制备试剂盒进行体外转

录。转录产物经 ＮＥＢ公司的无 ＲＮａｓｅ的 ＤｎａｓｅＩ消化除去

ＤＮＡ模板后，７５℃１０ｍｉｎ将 ＤＮａｓｅＩ灭活，测定转录产物

Ａ２６０吸收值并按公式计算ｃＲＮＡ浓度为１．０×１０８ｃｏｐｉｅｓ／１０

μＬ，保存于－８０℃备用。

１．５　ＨＥＶ荧光定量ＲＴＰＣＲ条件的优化和标准曲线的建立

　以制备的ｃＲＮＡ为模板，对ＰＣＲ反应体系中引物、ＴａｑＭａｎ

探针、ｄＮＴＰ、Ｍｇ
２＋的浓度以及退火温度进行优化筛选，选择灵

敏度高，背景信号低，ＰＣＲ扩增荧光信号曲线呈Ｓ型的反应条

件作为最适 ＰＣＲ反应条件。然后用灭菌双蒸水将纯化的

ｃＲＮＡ标准品倍比稀释为１０８、１０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２ｃｏｐ

ｉｅｓ／ｍＬ，采用优化的最适反应条件进行ＰＣＲ反应，ＳＬＡＮ荧光

定量ＰＣＲ仪自动绘制标准曲线。

１．６　ＨＥＶ荧光定量ＲＴＰＣＲ方法的稳定性和特异度检验　

从样品间重复性和样品内重复性两个水平来评价建立的荧光

定量ＰＣＲ检测方法的稳定性。样品内重复性检验方法：选取

同一份样本，设１０个平行反应同时进行，检验其荧光定量ＲＴ

ＰＣＲ反应ＣＴ值的变异系数。样品间重复性检验方法：选取２

个不同稀释浓度的ｃＲＮＡ标准品，１周内重复上样检测５次，

检测其荧光定量ＲＴＰＣＲ反应ＣＴ值的变异系数。用建立的

ＨＥＶ荧光定量ＰＣＲ方法对 ＨＥＶ阴性的 ＨＢＶ、ＨＣＶ和 ＨＩＶ

阳性患者血清样品进行检测，同时对基因Ｉ型和Ⅳ型 ＨＥＶ阳

性血清样本检测，以验证建立方法的特异度。

２　结　　果

２．１　引物和探针的设计　从 ＧｅｎＢａｎｋ中分析了１００株具有

代表意义的ＨＥＶ基因组全序列，其中 基因Ⅰ型２７株，基因Ⅲ

型５０株和基因Ⅳ型２３株。结果发现在 ＨＥＶ基因组６３００

６５００ｎｔ等区域的序列相对保守。序列 ＧＣ 含量为５０％～

６０％，且不易形成二级结构，适合ＰＣＲ扩增见图１（见《国际检

验医学杂志》网站主页“论文附件”）。所合成的引物 ＨＥＶ

Ｕｐ、ＨＥＶＤｏｗｎ和探针 ＨＥＶＰｒｏｂｅ（表１）。合成的引物和探

针与ＧｅｎＢａｎｋ中的序列进行比对，证实引物和探针的高度特

异度。

表１　　引物／探针名称、序列及核酸位置

引物／探针 序列 核苷酸位置（ｂｐ）

ＨＥＶＵｐ ５′ＣＴＴＧＣＴＧＡＴＡＣＧＣＴＴＣＴＣＧＧ３′ ｎｔ６２７４～６２９３

５′ＣＴＴＧＣＴＧＡ犆ＡＣ犜ＣＴ犌ＣＴ犜ＧＧ３′

ＨＥＶＤｏｗｎ ５′ＧＣＴＧＣＧＣＡＴＴＣＴＣＡＡＣＡＧＡＴＧ３′ ｎｔ６３９２～６４１２

５′ＧＣＴＧ犃ＧＣＡＴＴＣＴＣ犜ＡＣＡＧＡＴＧ３′

５′ＧＣＴＧ犃ＧＣＡＴＴＣＴＣ犆ＡＣＡＧＡＴＧ３′

ＨＥＶＰｒｏｂｅ ＦＡＭＣＣＧＡＣＡＧＡＡＴＴＧＡＴＴＴＣＧＴＣＧＧＣＴＡＭＲＡ ｎｔ６２９６～６３１８

　　
：加粗为简并引物核苷酸。

２．２　ＨＥＶ 荧光定量 ＲＴＰＣＲ反应条件　一步法实时荧光

ＰＣＲ检测，取０．２ｍＬＰＣＲ扩增管加３μＬ微量核酸裂解液（含

有ＲＮＡ酶抑制剂和蛋白变性剂），然后加入３μＬ的待测ＨＥＶ

病毒血清，用移液器轻轻吹打２～３次，加３０μＬ无菌石蜡油覆

盖，放入ＡＢＩ２７００ＰＣＲ扩增仪或者金属浴中于９５℃，１０ｍｉｎ，

冰浴２ｍｉｎ。然后直接加入ＰＣＲ扩增混合物，直接进入实时荧

光ＰＣＲ 扩增程序。ＰＣＲ 管中加入３μＬ 体外转录生成的

ｃＲＮＡ作为标准品模板，多次重复性试验中发现，该检测方法

最适反应总体积３０μＬ，其中模板３μＬ；最适的引物浓度为０．２

μｍｏｌ／Ｌ，探针浓度为０．３μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ
２＋浓度为３．５ｍｍｏｌ／Ｌ，

１．２５ＵＴａｑＤＮＡ，２００Ｕ ＭＭＬＶ逆转录酶，３０ＵＲＮＡ酶抑

制剂；ＰＣＲ反应最适循环参数为５０℃／５ｍｉｎ，９４℃／３ｍｉｎ；之

后９４℃／１５ｓ，５６℃／１５ｓ，７２℃／３０ｓ，３个预扩增循环；９４℃／

１５ｓ，６０℃／３０ｓ；４０个循环。

２．３　标准曲线的建立　梯度稀释的ｃＲＮＡ标准品在扩增后

呈现典型的Ｓ型扩增曲线。对荧光信号分析显示，在１０８、１０７、

１０６、１０５、１０４、１０３、１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ范围内，７个点具有线性关

系，斜率为－２．８３７，相关系数狉值达０．９９９６，反应效率为

１．１４，表明该标准品达到实验要求。以样本的拷贝数对数（犡）

为横轴，检测的循环数ＣＴ值为纵轴建立标准曲线，用于 ＨＥＶ

的绝对定量。见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文

附件”）。

２．４　特异度和重复性检测　用优化后的荧光定量 ＲＴＰＣＲ

对 ＨＥＶ阴性的 ＨＢＶ，ＨＣＶ，ＨＩＶ阳性患者血清进行检测，结

果均为阴性，而对Ⅰ型和Ⅳ型戊型肝炎阳性患者血清样品检测

时，均有良好的扩增反应，验证了所建立检测技术与其他病毒

无交叉反应。批内重复性实验结果表明，同一标本的１０个平

行反应管的ＣＴ值变异系数（犆犞）为１．２６％。批间重复性实验
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结果表明，１周内两个浓度的ｃＲＮＡ标准品的ＣＴ值的犆犞分

别为１．３８％和１．６３％。说明本研究建立的实时荧光ＰＣＲ方

法具有良好的稳定性和重复性。

２．５　临床戊型肝炎患者血清检测　从临床获得１０份 ＨＥＶ

ＩｇＧＥＬＩＳＡ检测阳性的患者血清，用优化后的一步法荧光定量

ＲＴＰＣＲ对其进行定量结果见表２。

表２　　荧光定量ＲＴＰＣＲ对１０例不同基因型的临床

　　戊型肝炎患者血清检测结果

样本编号 定量结果（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ） ＣＴ值 基因分型

１ ２．３５×１０３ ３０．５０ Ⅰ型

２ １．５６×１０４ ２７．８４ Ⅳ型

３ ３．３２×１０５ ２４．２１ Ⅰ型

４ １．４４×１０５ ２５．０２ Ⅳ型

５ ８．６５×１０２ ３２．１０ Ⅰ型

６ ５．０３×１０２ ３３．２５ Ⅰ型

７ ４．２１×１０６ ２１．６４ Ⅳ型

８ ３．３１×１０４ ２６．７４ Ⅳ型

９ ５．６８×１０３ ２９．３６ Ⅰ型

１０ ２．１５×１０４ ２６．６１ Ⅰ型

３　讨　　论

　　戊型肝炎，既往称非甲非乙型肝炎，由 ＨＥＶ 引起的一种

自限性疾病。主要经粪口途径传播，常见方式是通过污染水

源和食物传播 也可通过日常生活接触传播 主要流行于亚洲

非洲中美洲等发展中国家和地区［６］，在欧美等发达国家最近也

发现有个例感染 ＨＥＶ
［７］。抗ＨＥＶＩｇＭ是目前戊型肝炎急性

感染的主要诊断目标之一［８］，ＨＥＶ发病后的第２周就可以在

血清中检测到抗ＨＥＶＩｇＭ，发病后第６周达到峰值，之后迅

速下降，抗ＨＥＶＩｇＭ阳性持续的时间较短（约３个月），并且

现有的抗ＨＥＶＩｇＭ诊断试剂常会有漏诊和误诊，类风湿因子

等存在会影响患者血清抗ＨＥＶＩｇＭ的假阳性。因此抗ＨＥＶ

ＩｇＭ诊断试剂还不能满足 ＨＥＶ感染患者的临床诊断和 ＨＥＶ

的流行病学筛查与防治的需求。而 ＨＥＶ病原检测就变得十

分重要，有报道在戊型肝炎发病２０ｄ内，粪便中 ＨＥＶＲＮＡ阳

性占散发性戊型肝炎患者的９６．２％
［９］，在戊型肝炎出现临床

症状的ｌ～２周内，７０％以上的戊型肝炎患者可检出 ＨＥＶＲ

ＮＡ，随后 ＨＥＶＲＮＡ阳性检出率迅速下降，但有极个别的戊型

肝炎患者中 ＨＥＶＲＮＡ在发病１１４ｄ后仍可以检出
［１０］，所以

ＨＥＶＲＮＡ检测有利于戊型肝炎患者的早期诊断。常规 ＲＴ

ＰＣＲ灵敏度较低，套式ＲＴＰＣＲ方法操作繁琐且试验周期较

长，而且ＲＮＡ容易污染和降解。而实时荧光定量ＲＴＰＣＲ的

扩增效果与套式ＲＴＰＣＲ效果相当，且操作简单，降低了污染

和降解的概率。实时荧光定量ＲＴＰＣＲ更适用于 ＨＥＶ感染

患者的早期诊断［１１１２］。

本研究采用自创微量核酸裂解液和Ｔａｑｍａｎ技术建立了

ＨＥＶ病毒血清荧光 ＲＴＰＣＲ 快速检测技术。在对１００例

ＨＥＶ全基因组序列分析中发现，虽然位于 ＨＥＶＯＲＦ２的 Ｎ

末端与ＯＲＦ３融合的序列保守性很高，但因 ＧＣ水平较高，不

利于ＰＣＲ的扩增，检测结果不是很好。而位于 ＯＲＦ２区内部

的序列不仅相对保守，且ＧＣ水平也有利于ＰＣＲ扩增，这与乔

彩霞等［１３］设计的探针是相同的，但在引物设计中，主要以Ⅰ、

Ⅱ型和Ⅳ型为主，主要应用了两对简并引物，没有乔彩霞等
［１３］

在文章中复杂，同时引入了“一管法”和一步法检测 ＨＥＶＲ

ＮＡ，最大程度降低了实验步骤和污染的可能性。此外，通过体

外转录制备了荧光 ＲＴＰＣＲ的阳性标准品，优化了一步法体

系，验证了特异度和重复性。而对Ⅰ型和Ⅳ型 ＨＥＶ阳性血清

样品的检测结果也证实了该检测方法可有效应用于这两种基

因型 ＨＥＶ的检测，对Ⅲ型 ＨＥＶ阳性血清的检测能力尚有待

于进一步研究的证实。
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