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7ALXA?&XV,探针对 UZT基因的检测及分型研究

林秀蓉!陈巧绘!林!海

!!!摘要"!目的!建立快速准确检测丙型肝炎病毒#<=DA8>8>)ZB>@9)$UZT%常见基因分型方法$为丙

型肝炎临床诊断和治疗提供依据" 方法!对 3. 例UZT&1[*阳性血清标本$通过逆转录为%W[*后$进

行7ALXA?&XV,探针检测'分型" 结果!UZT&1[*阳性血清 3. 例$共检出 $P 例$其中 "E 型 #P 例$占

23/$4_$#A型 0 例占 "#/O#_$$E型 4 例占 "$/$O_" 结论!所测患者的基因型以 "E 为主$$E 次之$#A

相对较低&7ALXA?&XV,探针分型的符合率达 P260_"

!关键词"!丙型肝炎病毒&7ALXA?&XV,探针&基因分型
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!!慢性丙型肝炎 ". 年内约有 #._发展成肝硬

化$而肝硬化患者每年约 $_发展为肝细胞癌$因此

丙型肝炎的快速分型与诊断是临床科学治疗的前提

和基础(")

" 丙型肝炎病毒# <=DA8>8>)ZB>@9)$UZT%

属黄热病毒科$为单股正链1[*病毒$约 P4.. 个核

苷酸$具有高度多态性和变异性$根据基因序列的同

源性可分为不同的型和亚型(#)

" N>FF(?:)提出并

根据UZT的 0r&[Z1区序列的差异$建立了 UZT基

因组序列的分型方法$将 UZT分为 4 种基因型和

$. 几种亚型($)

" 在此分型方法的基础上$目前已报

道的基因型有 "" 个$亚型超过 2. 种" 我国主要以

基因型 "E 为主$#A次之$$E 在华南和西南地区流

行$4A主要流行于港澳地区(3&0)

" 本研究针对国内

检测较多的 $ 种基因型分别设计 7ALXA?&XV,探

针$将 1[*逆转录为 %W[*后$再利用探针进行分

型$现将结果报告如下"

?@材料与方法

作者简介% 林秀蓉#"P2"&%$女$福建福州人$本科$主管护

师$从事门诊护理及管理工作

作者单位% $0..#0 福建福州$南京军区福州总医院门诊部

?/?@材料@#.". 年 O 月至 "# 月收集来自福建某

医院UZT&1[*阳性血清 3. 例$其中男 #3 例$女 "4

例$年龄 "0 \40 岁$静脉采血 3 FC于 $. F>?内分离

血清$ n#.b冻存备用"

?/A@仪器和试剂

?/A/?@主要仪器!*,M公司 20.. 型 @=AC8>F=&̀Z1

仪$7Ve&"4V低温高速离心机$新加坡RNZg3*&3*"

生物安全柜"

?/A/A@主要试剂!UZT&1[*定量试剂盒购于南

京冯阳生物技术公司$N9D=@N%@>D87X

,

第一链合成

试剂盒'17&̀Z1试剂盒购于M?B>8@(I=?公司$探针及

反应预混液购于上海基康公司"

?/A/B@探针及引物序列!对从美国国立生物技术

信息中心#[Z,M%下载的UZT基因序进行比较和筛

选$用RGD@=))#/. 设计基因探针#表 "%"

?/B@方法!针对三型常见的丙型肝炎基因型$分别

设计 7ALXA? 探针$在探针的 0r分别标记 a*X

#a*X&"E$a*X&$E%'TMZ#TMZ&#A%$$r标记萃灭基因

7*X*1*和XV,基因" 检测时每一个样品分两管

进行$第一管加入 a*X&"E 和 TMZ&#A$第二管加入

a*X&$ E和TMZ&#A$将TMZ设置为绿色 $a*X&" E
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设置为红色$a*X&$E 设置为棕色$扩增结束后$根

据读取的扩增曲线快速分型#图 "%"

表 "!试验所涉及的引物及XV,探针

#探针 "&$ 分别对应于 "E&#A和 $E基因$

引物名称 序列#0r

'

$r%

N=?)=&D@>F=@

*?8>&)=?)=&D@>F=@

"/̀@(E=&"E

#/̀@(E=&#A

$/̀@(E=&$E

77*VZZ*7VVZV77*V7

Z*Z7ZVZ**VZ*ZZZ7*

ZZZZVZV*V*Z7VZ&XV,

VVV**V7*Z7VVV7&XV,

**7ZVZZVVV*7V*Z&XV,

图 "!7ALXA?&XV,探针检测UZT基因示意图

!!检测 "E和 $E的等位基因的探针在 0r标记a*X发光基

团$检测 #A基因的探针在 0r标记TMZ发光基团

?/B/?@总 1[*的提取@将 #..

!

C血液样本放入

离心管$在离心管中加入 O..

!

C7@>K(C$室温混匀$放

置 0 F>?&加入 #..

!

C氯仿剧烈振荡 "0 )$室温放置

# F>?&3b "#... @dF>?#离心半径 O %F$下同%离心

"0 F>?&仔细吸取上层水相到另一离心管中$加入

0..

!

C异丙醇$轻轻混匀后室温静置 ". F>?&3b

"#... @dF>?离心 ". F>?$弃上清&加入 20_乙醇 "

FC$充分洗涤沉淀&3b 20.. @dF>?离心 0 F>?$弃上

清$洁净工作台内吹风至沉淀干燥&将沉淀溶于 ".

!

CWR̀Z处理的水中$立即进入 %W[*第一链的合

成"

?/B/A@%W[*第一链合成@反应体积 #.

!

C$其中 ".

FX:[7̀ "

!

C$". DF(C引物gC>I(#:7%"

!

C$总1[*

#

!

C$1[*酶抑制剂 "

!

C#3. kd

!

C%$N9D=@N%@>D87X

,

./0

!

C##.. kd

!

C%$按以下条件进行反转录反应*

P0b $ F>?$迅速置于冰浴中 # F>?&3#b$P. F>?$

2.b$"0 F>?$$2b加入 1[*A)=U## kd

!

C% "

!

C$孵

育 #. F>?$3b保存"

?/B/B@反应体系设计及检测@为了既节约又能检

测目的序列$我们设计了双管法来检测 UZT基因$

探针 @̀(E"' @̀(E# 和引物 a及 1组成一组$用来检

测 "E和 #A&探针 @̀(E# 和探针 @̀(E$ 及引物a'1组

成一组$用来检测 #A和 $E" 反应在 N8=:D (?=@=AC&

8>F=̀ Z1仪中进行$反应设置为*0.b预变性 # F>?$

P0b始变性 ". F>?$P0b退火 ". )$4.b延伸 3. )$

3. 个循环$每一次循环结束检测荧光$全部反应结

束后检测荧光判读基因分型"

A@结@果

利用荧光定量 Z̀17ALXA?&XV,扩增建立的

检测方案$对 3. 个样本进行了检测" 根据扩增曲

线$可以方便快速地检测出大部分样本的基因型

#图 #%$共有 $P 个样品被检出$检出率 P2/0_" 其

中$"E型 #P 例$占 23/$4_&#A型 0 例$占 "#/O#_&

$E型 4 例$占 "$/$O_"

B@讨@论

UZT是一种经血液传播引起的慢性肝脏疾病

的1[*病毒$其核酸是单股线性$正链 1[*长约

P /3 JED "由于病毒缺乏1[*复制酶亦缺乏校正

图 #!扩增结果

**UZT&#A&,*UZT&"E&Z*UZT&$E
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功能$复制时易引起基因突变$因此 UZT病毒呈现

高度异质性$不同地区'不同人群甚至不同个体分离

到的病毒株基因组均不同" 根据基因序列差异$目

前UZT主要被划分为 4 个基因型$不同基因型的分

布有地区差异"

我国大陆地区UZT基因型主要为 " 型$其次为

# 型$香港地区还有 4 型$其分布呈南北差异$南方

以 " 型为主$北方 # 型逐渐增多(2)

" 郝飞等(4)报道$

我国大陆地区 "E 型占 O._$与本研究结果大致相

当" 但是近年由于人口流动增加$UZT的地域分布

也有所变化$福建为沿海地区$对外交流多$人口流

动快$人群中 UZT基因型呈现动态变化$而不同的

基因型对治疗的反应性不同" 对丙型肝炎患者进行

快速准确的分型是医治的前提和基础$准确的分型

方法有助于提高丙型肝炎的医治水平(O)

"

丙型肝炎的诊断$除症状体征及肝功能检查以

外$主要是靠血清病毒学的实验室检测$而抗&UZT

阳性是临床诊断的重要依据$根据丙型肝炎的基因

分型$较具有说服力和实用价值" 基因分型的方法

很多$有测序法'酶切分型等(P&".)

$7ALXA? 法是近年

来应用较多的一种基因分型方法$其优点是检测的

特异性较高$但是也有不足之处$比如专用试剂合成

价格比较高'需要专业的公司合成等("")

" 本研究使

用的7ALXA?&XV,探针基因分型方法$探针设计合

理$灵敏度和特异性均较高$值得推广"
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