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·临床论著·

庚型肝炎病毒实时荧光定量 ＰＣＲ检测方法的
建立及其在男男同志人群中的应用

刘志英　徐萌　绳波　寇卜心　李甜　陈德喜　吴昊

　　【摘要】　目的　建立庚型肝炎病毒（ＧＢＶＣ）的实时荧光定量ＰＣＲ检测方法。方法　根据ＧＢＶ
Ｃ５’端非编码区序列设计引物及其相应的ＴａｑＭａｎ探针，构建质粒标准品，建立绝对定量检测方法，
分别对９９份ＨＩＶ１阳性和１７５份ＨＩＶ１阴性男男同性恋者标本进行检测。结果　建立了绝对定量
的参照质粒，标准曲线相关系数为０．９９。９９份ＨＩＶ１阳性标本中，３４份检测结果为阳性；１７５份ＨＩＶ
１阴性标本中，２２份为阳性结果，检测结果线性范围良好，且均与定性巢式 ＲＴＰＣＲ检测结果一致。
结论　ＧＢＶＣ实时荧光定量 ＰＣＲ检测方法具有快速、特异性强和稳定性好等优点，为进一步研究
ＧＢＶＣ与ＨＩＶ１共感染对ＨＩＶ／ＡＩＤＳ患者疾病进程的影响提供了一定的技术支持和平台。
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　　庚型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＧｖｉｒｕｓ，ＨＧＶ），又称
ＧＢＶＣ，与 ＨＣＶ同属于黄病毒科，两者核苷酸有
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　　基金项目：北京市科委课题项目：男男性接触队列筛查工作模式
及ＨＩＶ急性期感染者管理体系研究（Ｎｏ．Ｄ０９０５０７０３５９０９０１）；国家
自然科学基金国际（地区）合作交流项目（Ｎｏ．３０９１０１８３）；北京市自
然科学基金重点项目（Ｎｏ．７１０１００５）
　　作者单位：１０００６９　北京，首都医科大学附属北京佑安医院性病
艾滋病实验室
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３０％的同源性［１］。ＧＢＶ一般不引起感染人群肝病或
其他疾病，感染数年后能自动清除。ＧＢＶＣ与 ＨＩＶ
具有相似的感染途径，大部分是经血液途径、性接触

或者母婴传播。在高危人群中存在很高的重叠感染，

如ＨＩＶ感染的人群中ＧＢＶＣ感染率明显高于正常人
群，４０％的 ＨＩＶ感染者显示有活跃的 ＧＢＶ共感染，
４６％的 ＨＩＶ感染者有既往 ＧＢＶ感染（抗Ｅ２阳
性）［２］。近年研究显示，ＨＩＶ感染者合并感染ＧＢＶＣ
可以延缓ＨＩＶ感染的病程，显著降低 ＨＩＶ感染者的
病死率［３５］。同时，ＧＢＶＣ共感染ＨＩＶ１同样影响高
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效联合抗转录病毒治疗（ｈｉｇｈｌｙａｃｔｉｖｅａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉｒａｌ
ｔｈｅｒａｐｙ，ＨＡＡＲＴ）的疗效，研究显示ＧＢＶ感染ＨＩＶ患
者，基线时ＣＤ４水平显著高于单一ＨＩＶ感染者；而病
毒载量（ｖｉｒａｌｌｏａｄ，ＶＬ）显著低于单一 ＨＩＶ感染者；
ＨＡＡＲＴ治疗后，共感染ＧＢＶ者ＣＤ４增高程度显著高
于单一ＨＩＶ感染者，且ＶＬ降低［６］。

本课题组对前期北京市科委支持的同性恋队列

研究中显示，正常同性恋人群中，ＧＢＶＣＲＮＡ阳性
率为 １３％；而在 ＨＩＶ１感染者中，阳性率高达
３４％［７］。但 ＧＢＶＣ共感染 ＨＩＶ１对 ＨＩＶ感染者的
病毒学和免疫学的影响是通过何种机制发生的，至

今尚无定论。因此，在对 ＧＢＶＣ进行定性检测的同
时，本研究针对ＧＢＶＣ建立了针对５’ＮＣＲ区的荧
光定量 ＰＣＲ方法，为进一步研究 ＧＢＶＣ共感染对
ＨＩＶ１感染者疾病进程的研究提供技术支持。

资料与方法

一、一般资料

研究对象来自北京市科委男男性接触队列，其中

包括９９例ＨＩＶ１阳性感染者和１７５例ＨＩＶ１阴性同
志人群，１８例丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）阳性患者，１０例
ＨＢＶ阳性患者，血浆标本均保存于－８０℃冰箱。

二、荧光定量ＲＴＰＣＲ标准品的构建
１．含 ＧＢＶＣ基因片段阳性质粒的构建：根据

ＧｅｎＢａｎｋ中ＧＢＶＣ核酸参考全序列，设计针对５’ＮＣＲ
的引物对：外侧引物正向 ＨＧＶＦ１：５’ＧＴＧＣＡＡＧＣ
ＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣＧＡＣ３’，外侧引物反向 ＨＧＶＲ１：５’
ＧＧＧＧＣＧＣＡＡＣＡＧＴＴＴＧＴＧＡＧＧ３’；内侧引物正向：
ＨＧＶＦ２：５’ＡＣＴＧＧＧＴＧＣＡＡＧＣＣＣＣＡＧＡＡＡＣＣ３’，内侧
引物反向：ＨＧＶＲ２：５’ＣＴＧＧＴＣＣＴＴＧＴＣＡＡＣＴＣＧＣＣＧ３’
（引物均由上海生工生物工程有限公司合成）。获取

５’ＮＣＲ区３６６ｂｐ基因产物片段，将此ＰＣＲ产物回收
后与ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体进行连接，转化大肠埃希菌
ＪＭ１０９，涂布 Ａｍｐ（＋）琼脂平板，挑取阳性克隆进行
ＰＣＲ和酶切鉴定。将阳性克隆接种到Ａｍｐ（＋）的ＬＢ
培养基（含Ａｍｐ１００ｍｇ／Ｌ）中增殖，３７℃摇床过夜，使用
质粒小量提取试剂盒提取质粒。

２．阳性标准品的梯度稀释：定量标准品的制
备，将含有ＧＢＶＣ５’ＮＣＲ区的质粒用紫外分光光
度计测定２６０ｎｍ与２８０ｎｍ波长下的吸光度（Ａ）值，
确定质粒的纯度与浓度（Ａ２６０／Ａ２８０＞１．８），然后按照
以下公式转换成质粒的拷贝数：拷贝数 ＝质粒浓度
×６．０２×１０２３／（６４８×质粒的总长度）。重组质
粒的总长度为 ３２４７ｂｐ，标准品作 １０倍梯度稀释。
得到４．６×１０３～４．６×１０１０拷贝／ｍｌ的８个浓度梯
度，以此为模板行实时定量 ＰＣＲ检测，得到标准曲

线，选取１０４～１０７拷贝／ｍｌ浓度梯度作为标准曲线
的定量标准。

３．荧光定量ＲＴＰＣＲ引物、探针的设计与合成：
根据ＨＧＶ５’端非编码区保守序列设计引物：ｇｂｖｐ１
（５’ＡＧＣＧＣＡＣＧＧＴＣＣＡＣＡＧＧＴＧＴＴ３’），ｇｂｖｐ２（５’
ＧＡＣＡＴＴＧＡＡＧＧＧＣＧＡＣＧＴＧＧＡ３’），ｇｂｖｐｒｏｂｅ（５’
ＦＡＭＣＣＣＴＡＣＣＧＧＴＧＧＧＡＡＴＡＡＧＧＧＣＣＣＧＡＣＴＡＭＲＡ
３’），引物、探针合成均由自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。

三、ＧＢＶＣ感染者标本的定量检测
ＧＢＶＣＲＮＡ提取、扩增：病毒 ＲＮＡ提取使用

Ｑｉａｇｅｎ公司的试剂盒 ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ。
ＧＢＶＣＲＮＡ定量检测采用 ＯｎｅＳｔｅｐＲＮＡＰＣＲＫｉｔ
（ＡＭＶ）ＲＴＰＣＲ法（ＴａＫａＲａ，大连）。２５μｌ反应体系：
２．５μｌＲＴＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲａ，大连），４００ｎｍｏｌ／Ｌ的
ｇｂｖｐ１，４００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｇｂｖｐ２和 ２００ｎｍｏｌ／Ｌ的
ｇｂｖｐｒｏｂｅ。用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ７９００ＨＴｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪
（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进行扩增，反应条件：５０℃ ３０
ｍｉｎ，９４℃２ｍｉｎ，９４℃１０ｓ，６０℃１ｍｉｎ，共４０个循环，
得到各自的 Ｃｔ值。应用 ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍｓ
（ＳＤＳ２．３）（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）软件进行数据分析。

结　　果

一、标准曲线的建立

将质粒作为标准品进行１０倍倍比稀释，取１０个
浓度（４．６×１０１～４．６×１０９拷贝／μｌ）进行实时定量
ＰＣＲ检测。当标准品浓度在４．６×１０３～４．６×１０７

拷贝／μｌ范围时，扩增曲线均呈“Ｓ”形，且标准曲线相
关性较好。故建立的ＨＧＶ实时定量ＰＣＲ检测系统的
线性范围为４．６×１０３～４．６×１０７拷贝／μｌ。将此
５个浓度梯度的质粒在 ＡＢＩＰｒｉｓｍ７９００ＨＴ扩增仪上
进行扩增，得到标准曲线Ｙ＝－２．９１Ｘ＋３９．６１，测定
值基本在一条直线上，与相应的 Ｃｔ值具有良好的相
关性（相关系数Ｒ２＝０．９９），见图１。

二、灵敏度和特异度检测

１．灵敏度检测结果：当标准品的浓度低至 ４６
拷贝／ｍｌ时，实时定量ＰＣＲ检测结果不稳定，而标准
品的浓度为４．６×１０２～４．６×１０８拷贝／ｍｌ时，可
得到稳定扩增曲线，因此，确定该方法的灵敏度为

４．６×１０２拷贝／ｍｌ。
２．特异度检测结果：实时荧光定量分析１８例

ＨＣＶ感染者和１０例ＨＢＶ阳性患者标本反应孔无荧
光信号出现，而 ＧＢＶＣＲＮＡ阳性标本则呈阳性反
应，表明该方法具有良好的特异性。

三、临床标本检测结果

分别对９９例 ＨＩＶ１阳性同性恋人群和１７５例
ＨＩＶ１阴性男男同性恋人群标本进行定量检测。９９
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例ＨＩＶ１感染者中有３４例呈现特异性荧光反应，定
量结果为１．６２×１０３～２．８２×１０６拷贝／ｍｌ，均在线性
范围内，Ｃｔ值为１７～２６。１７５份 ＨＩＶ１阴性 ＭＳＭ人
群标本中有２２份标本出现ＧＢＶＣ特异性荧光反应，
病毒载量为２．１×１０３～３×１０７拷贝／ｍｌ，其余１５３
份标本均无阳性扩增（Ｃｔ值＞３５）。实时荧光定量检
测结果与针对 ＧＢＶＣ５’ＮＣＲ区域的巢式定性 ＲＴ
ＰＣＲ结果完全一致，见图２。

讨　　论

庚型肝炎病毒（ＧＢＶＣ）为单股正链ＲＮＡ病毒，
呈全球范围分布，人体感染后无明显的肝功能损

害［１］。由于ＧＢＶＣ本身并不引起人类肝脏疾病，因
而，国内外对于 ＧＢＶＣ的研究热情较上世纪９０年
代初刚发现 ＧＢＶＣ时一度下降。直至国外一些研
究小组发现 ＧＢＶＣ共感染 ＨＩＶ１可以显著延缓
ＨＩＶ１感染者的病程，人们对 ＧＢＶＣ与 ＨＩＶ１共感
染的研究又重新受到重视。研究焦点主要集中在

ＧＢＶＣ通过何种机制对ＨＩＶ／ＡＩＤＳ患者的疾病进程
产生影响。因ＧＢＶＣ在体内的复制情况，其与ＨＩＶ
１病毒载量、ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞以及高效联合抗逆转
录病毒治疗（ＨＡＡＲＴ）疗效等的相关性研究是近期
ＧＢＶＣ与ＨＩＶ１共感染中的研究热点。

注：相关系数Ｒ２＝０．９９
图１　质粒标准品４．６×１０３～４．６×１０７拷贝／μｌ浓度梯度标准曲线

图２　临床标本ＧＢＶＣ实时荧光定量分析检测结果的扩增曲线
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　　ＧＢＶＣ的诊断主要依据核酸和抗体检测，ＧＢＶ
ＣＲＮＡ阳性意味着活跃的病毒复制及现症感染，而
血清中抗Ｅ２的出现则意味着体内病毒的清除，公
认的抗Ｅ２为保护性抗体［８］。已证实ＧＢＶＣ主要分
为５个亚型，我国流行的亚型主要有２型和３型，其
中以３型占多数［９］。本研究选取 ＧＢＶＣ基因２型
和３型均相对保守的５’ＮＣＲ区设计引物和荧光探
针，定量测定的基因型涵盖范围更宽、更广。本课题

组在前期对北京市男男同志人群的 ＧＢＶＣＲＮＡ阳
性率的研究中，已建立了成熟的基于巢式 ＲＴＰＣＲ
的定性检测方法，针对已确定为ＧＢＶＣＲＮＡ阳性的
患者标本，实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ定量检测方法进
行ＧＢＶＣ病毒载量测定的结果表明，其与普通巢式
ＲＴＰＣＲ的定性结果一致，同时具有操作简便，能避
免样本间交叉污染的优点，做到了定性、定量兼优的

检测功能。

本研究应用实时荧光定量 ＰＣＲ技术，实行单轮
ＰＣＲ完全闭管式操作，不仅能大大减少扩增产物污染
的机会，而且较常规ＲＴＰＣＲ技术，敏感性、特异性与
检测时间上都更具优势。本试验采用 ＴａｑＭａｎ探针
法，依据ＧＢＶＣ５’端非编码区序列设计引物及其相
应的ＴａｑＭａｎ探针，ＨＧＶ５’端非编码区相对保守，核
苷酸序列相对稳定，同时扩增过程中分别加入空白、

阴性对照以及一定浓度梯度的阳性对照，保证了试验

的特异性和稳定性。采用本方法从核酸提取至完成

检测，仅需３～４ｈ。检测的线性范围达４．６×１０３～
４．６×１０７拷贝／ｍｌ，满足了一定的检测要求。

但是，ＧＢＶＣ实时荧光定量ＰＣＲ检测方法同时
受一些因素的影响，诸如模板提取效率、逆转录效率

甚至ＰＣＲ扩增仪的性能等都将直接影响结果的准
确性。因此，对操作人员需严格要求，加样量一定要

准确且重复性好。目前，我国尚无成型的针对ＧＢＶ

Ｃ感染者血浆内病毒载量检测的商用试剂盒，因此，
本研究建立的基于实时荧光定量 ＰＣＲ的 ＧＢＶＣ病
毒载量检测方法，对进一步研究 ＧＢＶＣ／ＨＩＶ１共感
染者体内两种病毒是如何相互影响、相互作用，具有

重要意义。
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