
简单，无需特殊的设备，有较高的特异性但灵敏度低［３］，容易漏

检。ＥＬＩＳＡ法具有操作简便、快速、有仪器的自动化、结果易

于判断的特点，适于大批量标本检测［４］。ＦＱＰＣＲ是近年来发

展应用的新技术，它融合了ＰＣＲ的高敏感性和ＤＮＡ杂交技术

的高特异性以及光谱技术的高精确定量为一体，在全封闭下操

作而避免污染造成假阳性，达到简便、快速、准确的检测病原

体，还可以通过定量检测病原体的变化进行疗效观察［５］。本文

结果显示，三种方法的特异性高，均在９８．５％以上，说明它们

对真阴性标本检出能力高；三种方法的ＰＰＶ高，均在９３．５％

以上，说明它们的假阳性率低；ＩＣＡ的灵敏度明显低于ＥＬＩＳＡ

和ＦＱＰＣＲ的灵敏度（犘＜０．０１），说明其对真阳性标本检出能

力低，容易发生阳性漏检；ＩＣＡ的约登指数明显低于ＥＬＩＳＡ和

ＦＱＰＣＲ的约登指数（犘＜０．０１），说明其发现阳性和阴性标本

的总能力都较低；ＩＣＡ的ＮＰＶ明显低于ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ的

ＮＰＶ（犘＜０．０１），说明其假阴性率较高。

综上所述，ＥＬＩＳＡ和ＦＱＰＣＲ作为临床ＣＴ感染的实验室

检测方法，其灵敏度、特异性均接近理想诊断方法的标准，两者

的诊断符合率十分接近，均可为临床治疗和监测ＣＴ提供可靠

的依据；ＩＣＡ的灵敏度低，作为实验诊断ＣＴ感染的方法不太

理想［６］。因此，笔者建议有条件的实验室采用ＦＱＰＣＲ，标本

量大的实验室采用ＥＬＩＳＡ，最好不用ＩＣＡ。
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·检验技术与方法·

单管巢式ＰＣＲ结合测序技术检测ＨＢＶＹＭＤＤ突变

唐　彦

（重庆市中医骨科医院检验科，重庆４０００１０）

　　摘　要：目的　为了进一步提高 ＨＢＶ低载量标本ＹＭＤＤ突变检测灵敏度，建立一种快速检测方法。方法　分别采用单管

巢式ＰＣＲ、双管巢式ＰＣＲ和单管ＰＣＲ对临床选择的３５例标本进行ＰＣＲ扩增，然后进行Ｓａｎｇｅｒ测序验证，对几种方法进行比较。

结果　实验结果显示，单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ的吻合度一致，阳性率均为［９１．４％（３２／３５）］，而单管ＰＣＲ的阳性率［５４．

３％（１９／３５）］显著低于单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　单管巢式ＰＣＲ不仅能够显著提高

ＨＢＶＹＭＤＤ突变检测灵敏度，而且相比于双管巢式ＰＣＲ，具有显著降低污染、缩短实验时间的优点，为一种高效、安全的检测方法。

关键词：单管巢式ＰＣＲ；　ＹＭＤＤ突变；　肝炎病毒，乙型

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１１．０３３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１１１４１９０３

　　拉米夫定是当前应用最为广泛的核苷酸类药物之一。它

能显著降低 ＨＢＶＤＮＡ水平，但拉米夫定的长期应用，常因

ＨＢＶＰ基因的ＹＭＤＤ基因发生变异而对其产生耐药性。治

疗１年的耐药率为１７％～４６％，治疗３～４年的耐药率可达

６７％～７５％
［１２］。产生耐药的主要机制是由于拉米夫定作用位

点ＹＭＤＤ位点的突变，如能迅速、及时检测到 ＨＢＶＹＭＤＤ突

变，可以帮助医生及时改变用药方案。目前检测 ＹＭＤＤ突变

的方法很多，有实时定量ＰＣＲ法、芯片法、测序法等，但灵敏度

均较低，尤其是对于 ＨＢＶＤＮＡ载量低于１０×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ

的标本，各种方法的检测均很难１００％检出
［３４］，所以希望寻找

一种快速、高效的方法用于检测这些低病毒载量的标本。

１　资料与方法

１．１　标本来源　选取乙型肝炎患者血清标本３５例。所有标

本经过达安基因公司 ＨＢＶ定量检测试剂盒进行过载量检测，

均为阳性，ＨＢＶ载量为１００～１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，诊断均按照中华

医学会传染病与寄生虫病学分会２０００年西安会议修订的诊断

标准。其中男性１３例，女性２２例，年龄２０～６７岁，平均年龄

４４．８岁。

１．２　仪器与试剂　ＤＮＡ纯化回收试剂盒（北京天根公司）；

ＨＳＴａｑ酶（北京天根公司）；ｄＮＴＰ（北京天根公司）；ＰＣＲ及测

序用引物来源于文献或使用Ｐｒｉｍｅｒ５软件设计，并由生工生物

工程（上海）有限公司合成；ＡＢＩ３１３０型遗传分析仪（美国Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），ＨＢＶ定量检测试剂盒采购于广州达安基

因检测公司。

１．３　方法

１．３．１　引物和探针设计　根据 ＮＣＢＩ的 ＨＢＶ 序列，进行

ＨＢＶ耐药区引物设计，其中包括外侧引物Ｆ１／Ｒ１，和内侧引物

Ｆ２／Ｒ２，引物由上海生工技术服务有限公司进行合成。见表１。

１．３．２　标本收集　用一次性无菌注射器抽取受检者静脉血１

ｍＬ，注入无菌的干燥玻璃管，１５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，吸取上

层血清，转移至１．５ｍＬ灭菌离心管中。标本可立即用于处

理，也可以保存于－２０℃储存备用。

１．３．３　ＨＢＶＤＮＡ提取　采用裂解液煮沸法进行 ＤＮＡ提

取［５］，略有修改，裂解液配制（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ＳＤＳ，ｐＨ９．５），１００μＬ待测样本

加入５０μＬ裂解液，煮沸１０ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，该上

·９１４１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１



清液即纯化的ＤＮＡ溶液。

１．３．４　ＰＣＲ反应　（１）单管巢式ＰＣＲ，反应体系（５０μＬ），包

括１μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），５μＬ１０ＰＣＲ缓冲液，４

μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），３μＬＦ１引物（０．２μｍｏｌ／Ｌ）、３μＬＲ１

引物（０．２μｍｏｌ／Ｌ），３μＬＦ２引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、３μＬＲ２引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ），４μＬＨＢＶＤＮＡ模板，用去离子水补齐至５０

μＬ。反应条件：预变性９５℃３ｍｉｎ，变性９４℃３０ｓ，退火６８

℃３０ｓ，延伸７２℃３０ｓ，共２０个循环；再次变性９４℃３０ｓ，退

火５３℃３０ｓ，延伸７２℃３０ｓ，共３５个循环；最后仪器冷却２５

℃１ｍｉｎ。（２）双管巢式ＰＣＲ，反应体系（５０μＬ），包括１μＬ

ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）；５μＬ１０ＰＣＲ缓冲液，４μＬｄＮＴＰ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）；３μＬＦ１引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、３μＬＲ１引物（１０

μｍｏｌ／Ｌ），４μＬＨＢＶＤＮＡ模板，用去离子水补齐至５０μＬ。反

应条件：预变性９５℃３ｍｉｎ，变性９４℃３０ｓ，退火６５℃３０ｓ，

延伸７２℃３０ｓ，共３０个循环；ＰＣＲ结束后，取１μＬＰＣＲ产

物，引物换做３μＬＦ２引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、３μＬＲ２引物（１０

μｍｏｌ／Ｌ）；扩增条件为９５℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

３０ｓ，共３０个循环。（３）单管ＰＣＲ，反应体系（５０μＬ），包括１

μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），５μＬ１０ＰＣＲ缓冲液，４μＬ

ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），３μＬＦ２引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、３μＬＲ２引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ），４μＬＨＢＶＤＮＡ模板，用去离子水补齐至５０

μＬ。扩增条件为９５℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃３０

ｓ，共４５个循环。采用 Ｃｈｒｏｍａｓ２．２３软件对测序结果进行

分析。

表１　　ＨＢＶ耐药区引物

引物 序列（５′～３′） Ｔｍ（℃）

外正向引物Ｆ１ ＧＣＴＴＴＣＧＣＡＡＧＡＴＴＣＣＴＡＴＧＧＧＡＧＴＧＧ ６８．１

内正向引物Ｆ２ ＧＣＣＡＴＴＴＧＴＴＣＡＧＴＧＧＴ ４７．９

外反向引物Ｒ１ ＡＧＧＴＣＴＡＴＴＴＡＣＡＧＧＣＡＧＴＴＴＴＣＧＡＡＡＡＣＡ ６６．７

内反向引物Ｒ２ ＣＡＴＴＧＣＴＴＧＡＧＴＴＴＣＡＧＴＡＣ ４７．０

测序引物ＣＦ ＣＣＣＣＡＡＣＴＴＣＣＡＡＴＴＡＣＡＴＡＴＣＣ ５７．４

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学分析，率

的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　单管巢式ＰＣＲ、双管巢式ＰＣＲ和单管ＰＣＲ的对比情况

　单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ的吻合度一致，阳性率均为

９１．４％（３２／３５），单管ＰＣＲ的阳性率［５４．３％（１９／３５）］显著低

于单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。

表２　　３种方法检测结果比较［狀（％）］

ＨＢＶ载量

（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）
狀 单管巢式ＰＣＲ 双管巢式ＰＣＲ 单管ＰＣＲ

≥１０８ ２ ２（１００．０） ２（１００．０） ２（１００．０）

１０７～＜１０８ ４ ４（１００．０） ４（１００．０） ４（１００．０）

１０６～＜１０７ ６ ６（１００．０） ６（１００．０） ６（１００．０）

１０５～＜１０６ ６ ５（８３．３） ５（８３．３） ４（６６．７）

１０４～＜１０５ ４ ４（１００．０） ４（１００．０） ２（５０．０）

１０３～＜１０４ ８ ７（８７．５） ７（８７．５） １（１２．５）

＜１０３ ５ ４（８０．０） ４（８０．０） ０（０．０）

２．２　测序结果分析　单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ测序

ＹＭＤＤ突变的吻合度一致，检出率均为２８．６％（１０／３５），而单

管ＰＣＲ的检出率［１４．３％（１０／３５）］显著低于单管巢式ＰＣＲ和

双管巢式ＰＣＲ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表３。

表３　　３种方法检测ＹＭＤＤ突变的结果比较［狀（％）］

ＨＢＶＤＮＡ载量

（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）
狀 单管巢式ＰＣＲ 双管巢式ＰＣＲ 单管ＰＣＲ

≥１０８ ２ ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０）

１０７～＜１０８ ４ ２（５０．０） ２（５０．０） ２（５０．０）

１０６～＜１０７ ６ ２（３３．３） ２（３３．３） ２（３３．３）

１０５～＜１０６ ６ ２（３３．３） ２（３３．３） １（１６．７）

１０４～＜１０５ ４ １（２５．０） １（２５．０） ０（０．０）

１０３～＜１０４ ８ ２（２５．０） ２（２５．０） ０（０．０）

＜１０３ ５ １（２０．０） １（２０．０） ０（０．０）

３　讨　　论

通过本实验，单管巢式ＰＣＲ和双管巢式ＰＣＲ有着相同的

扩增效率，而与普通ＰＣＲ法相比，具有如下优点：（１）具有更高

的灵敏度。单管巢式ＰＣＲ结合测序分析 ＹＭＤＤ突变能有效

提高点突变检测能力，通过两轮的扩增，显著提高了目的片段

的产物量，本文结果显示，其灵敏度可提高１０～１００倍，这对于

低载量 ＨＢＶ的标本具有重要意义
［６８］。（２）具有更高的特异

性。普通ＰＣＲ电泳时常出现拖尾或条带及其浅等现象，本文

通过２对特异性的引物，其中一个外侧引物在初始扩增中显著

扩增了目的片段，内侧引物在此基础上进行特异性的扩增，强

化了ＰＣＲ检测的特异性。巢式ＰＣＲ使扩增产量极大地增多，

电泳时呈现的条带也更清晰、整齐等［９１１］。

综上所述，本文建立的单管巢式ＰＣＲ对于早期检测 ＨＢＶ

ＹＭＤＤ突变具有重要的参考价值，对于临床指导用药具有参

考意义。
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·检验技术与方法·

紫外分光光度法测定血液中的百草枯

白　云，范川鹏，李素燕，杜书明

（白求恩国际和平医院检验实验科，河北石家庄０５００８２）

　　摘　要：目的　建立百草枯中毒患者血清百草枯定性定量的紫外分光光度法测定。方法　血清经２０％三氯醋酸沉淀蛋白，

－２０℃冰箱放置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心，取上清液，采用５０μＬ微量比色池，紫外分光光度法测定。结果　血清中百草枯

浓度在０．０５～４０μｇ／ｍＬ范围内呈线性，回归方程犢＝０．０８４２犡＋０．０１３６，其相关系数为０．９９９６，回收率为９２．５％～１０３．０％，

ＲＳＤ为３．６％～４．７％。日内、日间相对标准差分别为２．８％～４．８％和２．２％～４．６％，最低检出限为０．０２μｇ／ｍＬ。结论　该方

法操作简便、分析快速，结果准确。为临床百草枯中毒的定性定量检测提供了一种简便准确的检测方法，适合对血液灌流前、后的

百草枯浓度的测定。

关键词：血清；　百草枯；　紫外分光光度法；　定性；　定量

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１１．０３４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１１１４２１０２

　　百草枯是一种广泛使用的吡啶类除草剂，因近年来百草枯

中毒病例不断增多［１］，临床上迫切需要简便、准确、快速的血液

百草枯测定的试验方法。目前测定血液中的百草枯主要采用

高效液相色谱法［２］，一般实验室很难开展。笔者参考有关文

献［２４］，探讨了将患者血清除蛋白，冷冻后高速离心，取上清液

用紫外分光光度法扫描测定血液中百草枯的方法，取得了满意

的效果。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康人血清，百草枯中毒患者血清均由本院

提供。

１．２　仪器与试剂　ＵＶ２６００双光速紫外／可见分光光度计

（上海天美科学仪器有限公司），配置５０μＬ微量比色池；

ＬＧ１６Ｂ型台式离心机（北京雷勃尔离心机有限公司）。百草枯

标准品（纯度为９９％，由国家农业质量监督检验中心提供）；

２０％三氯醋酸，无水乙醇，碳酸氢钠，连二亚硫酸钠（保险粉）均

为分析纯试剂。

１．３　方法　取２支带盖的塑料试管标明Ｖ管和Ｂ管，Ｖ管加

百草枯中毒患者血清０．６ｍＬ，Ｂ管加健康人混合血清０．６

ｍＬ，分别加入２０％三氯醋酸０．２ｍＬ，充分振荡混匀５ｍｉｎ，置

冰箱（－２０℃）冷冻１０ｍｉｎ，然后以１２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径为

６ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，取Ｂ管（空白）上清液５０μＬ做基线测量，取

Ｖ管（患者）上清液扫描。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学处理，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　检测波长的确定　用百草枯标准品配制成１０μｇ／ｍＬ的

百草枯标准水溶液，以蒸馏水为空白对照做基线测量，然后对

１０μｇ／ｍＬ的百草枯标准水溶液进行扫描。结果百草枯在２５７

ｎｍ处有最大吸收峰，因此确定２５７ｎｍ为百草枯检测波长。

２．２　空白实验　取健康人混合血清０．６ｍＬ，分别加入３个带

盖的塑料试管中，用其中１份上清液５０μＬ做基线扫描，然后

再扫描其他２份空白上清液。空白实验表明：采用本试验方法

进行检测，一旦在２５７～２６２ｎｍ处出现最大吸收峰，应考虑血

清中有百草枯的存在。

２．３　线性范围与检出限　配制５０μｇ／ｍＬ的百草枯标准水溶

液，将其用健康人混合血清稀释为４０．０、２０．０、１０．０、５．０、１．０、

０．５、０．０５、０．０２μｇ／ｍＬ的百草枯血清样本，在２５７ｎｍ测得吸

光度值（犢）并对质量浓度（犡）进行回归，得到线性回归方程为

犢＝０．０８４２犡＋０．０１３６，其相关系数为０．９９９６，线性范围为

０．０５～４０μｇ／ｍＬ，检出限为０．０２μｇ／ｍＬ。

２．４　回收率试验　采用加入回收法，用健康人混合血清配制

浓度分别为４．００、１０．００、２０．００、４０．００μｇ／ｍＬ的百草枯血清

样品，采用紫外分光光度法进行扫描测定，回收率为９２．５％～

１０３．０％，ＲＳＤ为３．６％～４．７％，见表１。

表１　　血清中百草枯浓度的回收试验结果（狀＝５）

配制浓度（μｇ／ｍＬ） 实测浓度（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％） 回收率（％）

４．００ ３．７０ ４．７ ９２．５

１０．００ １０．３０ ３．６ １０３．０

２０．００ １９．２ ４．２ ９６．０

４０．００ ３８．８ ３．９ ９７．０

２．５　精密度试验　用健康人混合血清配制浓度分别为０．５、

１．０、２．０、４．０μｇ／ｍＬ百草枯样品，采用紫外分光光度法进行扫

描测定，分别在日内各测定５次；然后４℃冰箱保存，并隔日对

每个浓度样品连续各测定５次。分别计算日内与日间犚犛犇，

见表２。

表２　　血清中百草枯浓度的精密度实验结果（狀＝５）

百草枯浓度

（μｇ／ｍＬ）

日内

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

日间

狓（μｇ／ｍＬ） 犚犛犇（％）

０．５ ０．４８ ２．８ ０．５１ ２．２

１．０ １．０５ ３．４ ０．９７ ３．８

２．０ １．９７ ３．１ １．９８ ４．４

４．０ ４．０７ ４．８ ４．０２ ４．６

２．６　血清标本品百草枯定量与尿液百草枯定性　分别取本院
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