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汉城病毒的ＴａｑＭａｎＢＨＯ探针实时荧光定量检测方法的建立
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　　摘　要：目的　建立一种汉城病毒实时荧光定量ＲＴＰＣＲ快速的检测方法。方法　用专业软件设计引物和ＴａｑＭａｎＢＨＱ

探针，以人工合成Ｌ基因的片段作为模板，进行实时荧光定量ＲＴＰＣＲ研究。结果　模板的Ｃｔ值与模板稀释浓度的对数存在良

好的线性关系，标准曲线为犢＝－３．６０７犡＋４１．８４，狉２＝０．９９８，ＰＣＲ扩增效率为１０８．１％，其最低检出限为５３．２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。结论

　应用ＴａｑＭａｎＢＨＱ１探针的实时荧光ＲＴＰＣＲ检测汉城病毒核酸，具有耗时短、灵敏度高等特点。
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　　汉城病毒（ＳＥＯＶ）易起人的肾综合征出血热（ＨＦＲＳ）
［１２］。

我国是世界上受肾综合征出血热危害最严重的国家，ＳＥＯＶ是

我国的流行优势株之一［３］。ＳＥＯＶ于１９８１年首次在我国家鼠

中分离到ＳＥＯＶ
［４］。ＳＥＯＶ基因组由大（Ｌ）、中（Ｍ）、小（Ｓ）３

个基因片段组成，分别编码ＲＮＡ聚合酶、膜表面糖蛋白Ｇｎ和

Ｇｃ以及核蛋白（ＮＰ），其中编码ＲＮＡ聚合酶的Ｌ基因在种属

间比较保守，适合于病毒的核酸检测［５］。

汉坦病毒与宿主存在共进化关系，在一定程度上存在特定

的对应关系，其中ＳＥＯＶ的宿主主要为褐家鼠。随着人类对

自然环境的进一步改造及全球贸易交流日益加剧，使得褐家鼠

的迁徙、扩散加快，使得褐家鼠携带的ＳＥＯＶ基因型为全球分

布型，因此极易造成病毒的流行［６８］。为适应病原体快速检测

的需要，本研究对汉城病毒的快速检测方法进行设计。

１　材料与方法

１．１　引物探针的设计与合成ＳＥＯＶ的Ｌ基因片段合成由英

潍捷基（上海）贸易有限公司合成，Ｌ基因的引物探针设计参考

ＳＥＯＶ流行的６个基因亚型的病毒株序列并由英潍捷基（上

海）贸易有限公司合成。合成的引物探针为：（１）ＳＥＯＶＰ：（５

３）：ＦＡＭＴＧＣ ＴＡＴ ＡＣＧ ＧＴＣ ＣＡＧ ＴＴＡ ＡＴＴ ＣＣＣ Ａ

ＢＨＱ１，（２）ＳＥＯＶＦ：ＡＴＧＴＡＧＡＡＡＡＧＴＧＧＧＴＡＧＡＧＡ

ＴＴＡＧ，（３）ＳＥＯＶＲ：ＡＴＴＡＧＴＡＧＴＡＴＴＧＴＣＣＧＡＴＴＡ

ＧＴＧＧ。

１．２　方法

１．２．１　构建载体　将合成的ＳＥＯＶ的Ｌ基因片段，通过ＰＣＲ

扩增、切胶纯化后直接连接于ＰＣＲＩＩ载体，将构建好的ＰＣＲ

ＩＩＳＥＯＶＬ转化至感受态细胞 ＤＨ５α，挑取阳性单克隆测序，

确定序列与实际序列相一致。

１．２．２　模板ＲＮＡ的制备　依次加入转录试剂盒（购自Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司）中，按照试剂盒的说明书操作进行专录反应。转录

产物用酚氯仿法抽提ＲＮＡ，得到的沉淀用无ＲＮＡ酶水溶解，

－８０℃保存。

１．２．３　鼠肺样本样本的ＲＮＡ提取　将鼠肺制成匀浆液，取

上清液１４０μＬ，按照Ｑｉａｇｅｎ公司 ＶｉｒａｌＲＮＡ ＭｉｎｉＫｉｔ说明书

进行操作，ＲＮＡ于－８０℃保存。

１．２．４　实时荧光ＲＴＰＣＲ的体系优化　按照 ＡＢＩ公司的实

时荧光ＰＣＲ试剂盒中推荐的引物、探针浓度作为初始扩增条

件并在此基础上进行体系的优化。主要针对引物浓度（依次为

０．４、０．６、０．８、１．０μｍｏｌ／Ｌ）和探针的浓度（依次为０．１２、０．２及

０．４μｍｏｌ／Ｌ）进行优化。

１．２．５　灵敏度检测将制备的模板ＲＮＡ　用ＮａｎｏＤｒｏｐｓｅｐｅｃ

ｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ测定浓度，进行１０倍倍比稀释，后者作为模板

进行实时荧光ＲＴＰＣＲ反应。

１．２．６　特异性检测　选择汉坦病毒的其他基因亚型汉滩型

（ＨＴＮＶ）、普马拉型（ＰＵＵＶ）、多布伐贝尔格莱德型（ＤＯＢＶ）

及辛诺柏病毒型（ＳＮＶ）的ＲＮＡ作为模板来考查本方法的特

异度。

２　结　　果

２．１　扩增体系优化结果　见表１，

２．２　ＳＥＯＶ实时荧光ＲＴＰＣＲ的标准曲线的绘制　经检测转

录的ＳＥＯＶＬ基因ＲＮＡ的浓度为１８．９４３μｇ／μＬ，按照文献拷

·２３３３· 国际检验医学杂志２０１４年１２月第３５卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２４



贝数的计算方法，本实验中转录的 ＲＮＡ的拷贝数为５．３２×

１０９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ
［９］。ＳＥＯＶ实时荧光 ＲＴＰＣＲ的扩增图如图１

（上）所示。结果显示，模板中ＳＥＯＶＲＮＡ的拷贝数从５．３２×

１０１ｃｏｐｉｅｓ／μＬ到５．３２×１０
９ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，均得到了成功的扩增，

而且具有良好的重复性，达到了制作标准曲线的要求。从图１

中可看出，本实验可以检测到的最低拷贝数为５３．２ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ，Ｃｔ值为３４．２１。以Ｃｔ值为纵坐标，ＲＮＡ拷贝数的对数值

为横坐标做标准曲线，见图１（下），其回归方程为犢＝－

３．６０７犡＋４１．８４，犚２＝０．９９８，ＰＣＲ扩增效率为１０８．１％，Ｃｔ值

从９．４３～３４．２１。

表１　　不同浓度引物、探针组合下实时荧光ＲＴＰＣＲ的结果

引物浓度
不同探针浓度下的Ｃｔ值

０．１２μｍｏｌ／Ｌ ０．２μｍｏｌ／Ｌ ０．４μｍｏｌ／Ｌ

０．４μＭ ２９．３０ ２９．２１ ２８．９６ ２６．３０ ２６．２８ ２６．３３ ２８．３８ ２８．３９ ２８．４０

０．６μＭ ２９．１２ ２９．２６ ２９．１９ ２９．５６ ２９．７８ ２９．６０ ２８．５２ ２８．６１ ２８．６０

０．８μＭ ２９．６０ ２９．９０ ２９．８１ ２９．３８ ２９．３８ ２９．４０ ２８．３３ ２８．３０ ２８．３０

１．０μＭ ２８．６７ ２８．５８ ２８．６７ ２７．４５ ２７．３９ ２７．５０ ２８．６２ ２８．６１ ２８．６０

图１　　建立的ＳＥＯＶ实时荧光ＲＴＰＣＲ的扩增图（上）

及标准曲线（下）

２．３　ＳＥＯＶ 实时荧光ＲＴＰＣＲ的特异度检测　利用建立的

方法对汉坦病毒的其他基因亚型 ＨＴＮＶ、ＰＵＵＶ、ＤＯＢＶ及

ＳＮＶ的Ｌ基因进行检测，均没有明显的扩增曲线，Ｃｔ值为０。

对ＳＥＯＶ宿主褐家鼠的ＲＮＡ检测也为阴性。

３　讨　　论

随着全球经济一体化和贸易自由化，使得啮齿动物跨境迁

徙及繁殖，致使啮齿动物中携带的病毒在宿主间进行跨种传播

成为可能。ＳＥＯＶ主要在褐家鼠中流行，而褐家鼠为全球分布

的鼠种并在相应地域发现有人肾综合征出血热病例的报道，危

害比较严重［１０］。同时，ＳＥＯＶ及 ＨＴＮＶ在我国有比较广泛的

疫区，截止目前约有４０多年的流行史，造成的疾病负担较重。

目前常规的ＳＥＯＶ的检测方法主要是基于宿主组织的间

接荧光免疫法和基于宿主核酸的巢式 ＲＴＰＣＲ方法
［１１１２］，前

者主要利用抗原抗体反应同时借助荧光显微镜进行观察，该法

比较耗时费力，同时假阳性率偏高，容易造成型别误判增加不

必要的工作量；后者是利用外套引物及内套引物对疑似宿主的

ＲＮＡ进行巢式ＰＣＲ反应，该方法可以很好地特异性扩增出目

的基因，但耗时较长，一般情况下需要３～４ｈ，由于逆转录与

ＰＣＲ常是分开进行的，因此比较容易造成样本的污染。实时

荧光定量ＰＣＲ技术的出现，大大地加快病原体检测、基因分型

及临床诊断等领域的检测速度同时实时荧光ＰＣＲ技术以其高

特异性、高灵敏度、低污染及耗时短等特点，已经越来越多地被

用于新发传染病病原体检测的第一手段。
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