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RT - PCR 检测庚型肝炎病毒的研究
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　　庚型肝炎病毒是Simmons等于 1995年证

实的一种非A- E型肝炎病毒
[ 1]
。随后在我国也

证实有庚型肝炎病毒( HGV)存在
[ 2]。有资料表

明, HGV 在美国供血员中的流行情况较 HCV

严重,并且与供血员的 ALT 状况无关
[ 3]
。为了

有效地控制HGV 的传染和HGV 的早期诊断,

我们根据国内外发表的有关序列资料
[ 1, 4, 5]

设计

二对引物, 用于巢式 RT - PCR 检测 HGV

RNA 的存在与否,现将结果报告如下。

　　材料和方法

1. 非甲- 戊型肝炎患者血清: 11例来自长沙市传

染病医院的肝炎患者血清,经检测A - E 型肝炎感

染指标为阴性。HGV 阳性血清来自地坛医院。

2. HGV 引物:利用分子生物学计算机软包辅助

设计, 由中国科学院北京科海医疗生物工程公

司 DNA 合成室合成,引物序列分别为:

外 引 物: p1 ( Sense ) 5′- CGCT -

CAAGCCAGCCTAAGCA

- 3′

p2 ( ant isense ) 5′- CAAT -

ACCTCT CACCGACGGG-

3′

内引物: p3 ( Sense ) 5′- GGACT TCCG-

GATAGCT-

GAAAGCT 3′

5′- GCGTCCACAC

AGAT GGCGCA3′

3. HGV RNA 检测:

( 1) HGV RNA 提取: 取 100�l 血清溶于
400�l科海医疗生物工程公司的 ly sI 中, 充分

振荡后,加 100�l氯仿,混匀, 1500rpm 离心 10

分钟,小心吸取上层水相,加 3倍体积的冰冻无

水乙醇, - 20℃放置 40 分钟, 15000r pm 离心

10 分钟, 弃上清, 沉淀置室温晾干, 然后溶于

5�l无 RNase水中, 用于 RT- PCR反应。

( 2)反转录及第一轮 PCR: 在上述 Ep管中

加 8u AMV, 10 u RN A 酶抑制剂, dNT Ps, 外

引物及反应缓冲液,反应体积为 20�l, 于 42℃

水溶 40分钟。然后再加 Iu T aq酶, 离心数秒,

按以下参数 94℃ 45 秒, 55℃ 45 秒, 72℃ 45

秒,循环 35次。

( 3)第二轮 PCR:取第一轮扩增产物 2�l加

入含内引物、dN TPs、Taq 酶及 PCR 缓冲液的

Ep 管中, 按 94℃ 45 秒, 55℃ 45 秒, 72℃ 45

秒,循环 30次。于 72℃延伸 5分钟。

( 4)扩增产物检测: 2%的琼脂糖凝胶在

T BE 缓冲液中 100V 电泳 35 分钟, EB 染色紫

外灯下观察结果(见图)

　　结果与讨论

1. RT - PCR 检测 HGV RNA 的特异性: 对

HBV、HCV 及 HGV 阳性血清分别用我们设计

的引物进行 RT - PCR 检测, 只见 HGV 的阳

性血清有一条清晰的 170bp 扩增带, HBV、

HCV 阳性血清均未扩增出 170bp带。说明本引
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物设计是特异的可用于临床。

2. 临床标本的检测结果: 11例非甲- 戊型肝炎

病毒感染的肝炎患者血清, 经 RT - PCR检测

HGV RNA, 其中有一例为阳性; 其他为阴性,

阳性率为 9. 09%。

庚型肝炎病毒( HGV)是正链 RNA 病毒
[ 6]

属黄病毒类。HGV与 HCV 病毒一样,是经血

传播, 可造成病毒的持续感染, 在目前的报道

中,这种感染可持续 9年之久;而且在各种肝病

人中均可检到HGV。因此,建立可靠、灵敏的检

测方法, 对于控制和预防 HGV 的传播显得格

外重要。RT - PCR 方法具有灵敏度高,且特异

性强,对于 HGV RNA的检测不失为一种好方

法,可作为临床检测的有效手段。但在进行 RT

- PCR 实验要注意操作的严谨性,既要避免假

阴性, 又要避免假阳性, 每次实验要设阴性对

照,以免造成误诊。
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Research Development of New Antitumor and Antivirus Material with Low

Toxic Side Ef fect- Mismatched Double-Stranded RNAs

Nie Shijian　Hu Dongqin　Zhao Hong　LuoWei
( Beijing Research In st itute for Nut rit ional Resources Fungu s Engineerin g Laborator y)

Abstract　Double- Str anded RNAs( dsRNA) are inducer of interfer on, interleukin-6 and in-

terleukin-2, w hich can augment human natural killer cell activity and potentiated Lymphokine-ac-

tiv ed killer cell act ivity. But dsRNAs ar e so div erse as to include those w hich are considered bene-

ficial such as their immunoadjuvant ef fects as w ell as those which are considered toxic such as

their pyr ogenic effects. M ismatched Double- Stranded RN As are nonto xic analogues of dsRNAs,

w hich can affect human immune respondence without side effects. PolyI: Po lyC12U is best com-

pared w ith a lot o f M ismatched Double- Stranded RNA s.
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