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·临床论著·

TaqMan荧光定量PCR检测HIV-1 DNA
方法的建立及初步应用
韩根鹏 1  熊勇 1  高雨 2  杨小霞 1  

【摘要】 目的  建立基于TaqMan探针的HIV DNA荧光定量PCR检测方法，并检验其可靠性和稳定

性。方法  选择HIV-1的保守区域LTR-gag设计引物和探针，构建质粒标准品，建立检测方法，对12份
HIV-1阳性标本和5份HIV-1阴性标本进行检测。将检测结果与罗氏HIV DNA定性检测试剂盒作比较。

结果  荧光定量PCR体系的检测下限为50 拷贝/μl，标准曲线的相关系数为0.99，斜率为－1.65，截距

为39.80；12份HIV-1阳性标本，检出率为100%；5份HIV-1阴性标本，检测结果均为阴性。该方法与

罗氏HIV DNA定性检测试剂盒检测结果完全一致。采用不同方法提取的DNA再行HIV DNA检测，其

差异无统计学意义（t = 0.033、P = 0.974）。结论  成功建立了一种HIV DNA的检测方法，具有快速、

特异性强以及稳定性好等优点。
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【Abstract】 Objective  To establish a real-time PCR assay for HIV DNA quantification. Methods  
The primers were designed according to the sequence of LTR-gag gene. A recombinant plasmid containing 
LTR-gag gene was constructed as a standard control. HIV DNA quantification were detected by real-time 
PCR assay. Reproducibility and specificity of this assay were also evaluated. HIV DNA from 12 cases with 
HIV-1 infection was also detected. The results were compared with Roche HIV DNA qualitative detection kit. 
Results The detection limit of the fluorescent quantitative PCR was 50 copies/μl. The correlation coefficient 
of the standard curves was 0.99, the slope was －1.65, and the intercept was 39.80. HIV-1 DNA from 12 cases 
with HIV-1 infection was successfully quantified using this assay．All the results were consistent with the 
results of the Roche HIV DNA qualitative detection kit, with no significant differences in the results of HIV 
DNA by different extraction methods (t = 0.033, P = 0.974). Conclusion  HIV DNA detection method that is 
rapid, specific and repeatable was established successfully.
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人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency 
virus，HIV）感染是严重危害人类健康的全球问题，

自1981年在美国被识别并发展为全球大流行至今，

已累计导致几千万人死亡。高效抗逆转录病毒疗法

（highly activeantiretroviral therapy，HAART）虽然可

使HIV感染者血浆中的HIV-1 RNA水平低于实验室检
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测下限[1]，但HIV DNA仍然存在于部分感染者的细胞

中，这些细胞被称为病毒储存库。储存库的存在是

HIV-1感染者能否彻底治愈的重大挑战[2]，HIV DNA
可以反映病毒储存库的含量。故HIV-1 DNA水平可作

为除CD4+ T细胞计数和HIV-1 RNA外，特别是在HIV-
1 RNA已经到达检测下限时的另一标志物，判断经抗

病毒治疗患者的疾病进展[3-4]。血液中HIV-1 DNA含量

的测定是目前最常用的测量方法，Real-time PCR是用

于检测HIV-DNA的最常见方法，较多文献均已报道

过关于HIV-1 DNA的检测方法[5-13]。
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虽然关于HIV-1 DNA检测的研究日渐增多，

但其中一些方法为半定量[11]；其余方法要么缺乏足

够的灵敏度[14-15]，要么无法正确量化所有的HIV-1
（M）主要基因亚型（探针和引物针对的HIV-1区
域只能包含＜ 70%的HIV-1亚型）[14, 16]。而本研究

设计的方案基本包含了HIV-1（M）的所有亚型，

与其他方法相比，大大提高了检测的准确度。现将

实验设计和分析报道如下。

资料与方法

一、一般资料

1.研究对象：均来自武汉大学中南医院感染科

2015年12月～2016年7月就诊的住院和门诊患者，

共12例HIV-1感染者（女性5例，男性7例），年龄

27～62岁，平均年龄为37.6岁；其中5例患者合并

乙型肝炎，5例合并丙型肝炎；另外选取5例本校

学生为健康对照。HIV-1感染诊疗标准参照中华医

学会感染病分会AIDS学组2011年版的AIDS诊疗

指南，所有病例均经Western blot印迹分析确诊为

HIV-1感染。所有受试者均于采血前签署知情同意

书，且本研究已获武汉大学中南医院医学伦理委员

会批准。

2. 主要试剂和仪器：ABI 7900实时荧光定

量PCR仪（美国应用生物公司）、水平电泳仪和

紫外分析仪购自北京君意东方电泳设备有限公

司；RNase Inhibitor（TransGen）、dNTP Mixture
（TINGEN）、50× ROX Reference Dye、All-in-
one tm qPCR Mix购自VAZVME公司、Ex TaqTM、

DL2000 DNA Marker购自TAKARA公司、淋巴细

胞分离液（天津灏洋）、TIANamp Genomic DNA 
Kit、TIANprep Mini Plasmid Kit购自TIANGEN
公司，COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan HIV-1 
Qualitative Test，V2.0；引物及探针委托南京金斯

瑞生物科技有限公司合成。

二、实验方法

1. 引物、探针的设计与合成：由于HIV的遗

传变异程度高，要确保所有HIV-1（M）主要基

因亚型都能被检测到，这就对实验设计提出了

很高的要求。首先，本研究从美国Los Alamos国
家实验室HIV数据库（http://www.hiv.lanl.gov）
下载了HIV-1的主要流行毒株序列，经分析后选

取了基因LTR-gag的保守区设计PCR引物和探针

[包含了美国国家生物技术信息中心（National 
Center of Biotechnology Information，NCBI）数

据库中约91%的HIV-1序列数据，见表1]。为保

证所有HIV-1（M）主要亚型都能被检测到，研

究又补充设计了反向引物2，当样本无法检测

HIV DNA时则补充添加反向引物2再进行实验。

Real-time PCR的引物和探针构成如下。上游引

物：5′-TACTGACGCTCTCGCACC-3′；下游引

物1：5′-CTCGACGCAGGACTCG-3′，下游引物

2：5′-TCTCGACGCAAGGACTCG-3′；标记探针

FAM：5′-CTCTCTCCTTCTAGCCTC-3′，引物设计

针对HIV-1的LTR-gag的684→810碱基序列。

2. 样品处理（HIV DNA的提取）：12例HIV-1感
染者的病毒载量测定由武汉大学中南医院艾滋病临

床指导培训中心实验室完成，病毒载量结果详见表

2。
（1）标本采集及外周血单个核细胞（peripheral 

blood mononuclear cells，PBMC）的分离：12例HIV
感染者均抽取10 ml EDTA抗凝静脉血，标本采集按

照《全国艾滋病检测技术规范》，在采血后4 h内以

淋巴细胞分离液分离获到PBMC，再使用QIAGEN
公司的TIANamp Genomic DNA Kit进行DNA提取，

具体操作见说明书。用于核酸检测的血样在4 d内进

行的可存放于4 ℃，3个月以内检测的应置于－20 ℃
以下，3个月以上的检测应置于－70 ℃以下。

（2）选择罗氏公司的COBAS AmpliPrep/
COBAS TaqMan HIV-1 Qualitative Test V2.0试剂盒

作为对照方法进行HIV DNA定性测定，具体操作

参见产品说明书。

3 .  模板制备：为获取标准模板，查阅

GenBank中的HIV核酸序列，选取LTR-gag区285 bp
（629→913）的基因片段，并交由金斯瑞生物科技

 表 1  NCBI 数据库数据分析

错配
NCBI数据库中所占比例（%）

HIV-FOR引物 HIV探针 HIV-REV引物

None               4 881（90.82） 1 924（99.70） 1 810（97.52） 

3G→A         249（4.63） — —

4A→G         245（4.55） — —

9A→G              —          5（0.30）  —

引物2                                  — —        16（0.86）

13G→A                                 — —         5 （0.28）

14C→T                                 — —        25（1.34）

   注：“—”：无相关数据
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有限公司进行片段合成，再将基因片段与pUC57载
体进行连接，构建质粒标准品。将重组质粒进行

扩增，提取质粒并测定质粒浓度，计算质粒拷贝

数，－20 ℃保存备用。一定体积的质粒溶液中质粒

拷贝数计算公式如下：质粒拷贝数 =（质粒浓度 × 
质粒体积/质粒相对分子质量）× 6.02 × 1023。使用无

菌水对标准质粒进行10倍系列倍比稀释，稀释范围

为1 × 102拷贝/μl～1 × 108拷贝/μl，用于建立标准参

考曲线。

4. 荧光定量PCR方法的建立：采用TaqMan探针

法，以10倍稀释的质粒标准品为模板在ABI 7900实
时荧光定量PCR仪上进行扩增反应。PCR体系为：

AceQqPCR Probe Master Mix 10 μl，上下游引物各

0.4 μl（10 μmol/L），ROX Reference Dye1 0.4 μl，
TaqMan Probe（10 μmol/L）0.2 μl，灭菌蒸馏水补足

至20 μl。反应条件：预变性95 ℃、5 min，循环反

应 95 ℃、30 s，60 ℃、30 s，40个循环，荧光通道

选择FAM。以质粒标准品拷贝数的对数为横坐标，

Ct值为纵坐标，绘制标准曲线，得到回归方程。

5. 灵敏度、特异度以及稳定性检测

（1）灵敏度检测：以标准质粒为检测模板，通

过换算确定其拷贝数后，根据需要在每个反应体系

中加入10、20、40、50、60、80、100、500拷贝/μl的
质粒模板来确定实验的灵敏度，以所有重复管检测

均呈阳性的最低梯度为检测的灵敏度，确定检测下

限。

（2）特异性检测：先选取健康对照、乙型肝

炎患者、丙型肝炎患者血样进行交叉实验来检验实

验方法的特异性；再将制作标准曲线时的real-time 
PCR扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳分析，观察产物

的特异性。

（3）稳定性试验：为评价实验的稳定性，选

取7个梯度（1 × 102～1 × 108拷贝/μl）的标准品，

每个梯度设2个复孔，进行检测。将得到的实验结

果计算变异系数（coefficient of variation，CV）进

行分析。

6. Real-time PCR的初步应用：对12例HIV-1感
染者和5例健康对照的标本进行定量检测，每个样

本均设置3个复孔。采用罗氏HIV DNA定性检测试

剂盒和自建的方法进行比较。本实验采取了两种

不同方法制备DNA：即用血细胞直接提取DNA或

将血液分离得到PBMC后再提取DNA。经阅读大量

文献后发现在很多研究中有以全血进行检测，亦有

分离得到PBMC后再进行检测，为探究二者有无区

别，行对比试验，将12例患者的血样分别用两种方

法提取DNA，再进行检测。

结    果

一、TaqMan荧光定量PCR检测

荧光定量PCR反应显示，PCR循环数与质粒标

准品的拷贝数间存在线性关系，当标准品浓度在

1 × 102～1 × 108拷贝/μl时，扩增曲线呈梯度分布。

得到标准曲线Y = －1.65 ln（X）+ 39.80，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。

     表 2  两种方法 DNA 定量结果 

样本编号
方法1 方法2 血浆HIV-1 RNA

（拷贝/ml）Ct值（ x ± s ） 拷贝数 Ct值（ x ± s ） 拷贝数

1 25.96 ± 0.16 4 387 26.12 ± 0.07 3 996 6 890

2 26.68 ± 0.11 2 833 26.82 ± 0.11 2 613 13 458

3 24.07 ± 0.16 13 817 24.28 ± 0.13 12 151 189 537

4 24.97 ± 0.18 7 993 24.95 ± 0.30 8 113 89 231

5 24.34 ± 0.06 11 717 24.31 ± 0.22 11 926 165 782

6 22.99 ± 0.03 26 558 22.96 ± 0.03 27 115 203 563

7 28.02 ± 0.11 1 263 28.08 ± 0.32 1 214 7 057

8 24.02 ± 0.06 14 208 24.02 ± 0.27 14 211 179 437

9 24.27 ± 0.01 12 235 24.26 ± 0.24 12 345 153 784

10 31.29 ± 0.05 174 31.19 ± 0.17 185 452

11 31.47 ± 0.15 156 31.55 ± 0.26 148 280

12 24.41 ± 0.11 1 1260 24.40 ± 0.08 11 317 156 783
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二、灵敏度、特异度及稳定性的检测

1. 灵敏度检测：当体系中加入50拷贝/μl的质

粒模板时，荧光信号结果不稳定，故确定该方法的

检测下限为50拷贝/μl。
2. 特异度检测：用HBV感染者、HCV感染者

及健康人标本进行交叉实验的结果显示均为阴性，

而HIV感染者标本则均为阳性，提示该法具有良好

的特异性；将PCR反应产物进行琼脂糖凝胶电泳

后，所得到的特异性片段（图2）与目的基因片段

大小相吻合，提示实验特异性良好。

3. 稳定性分析：对实验结果进行分析发现在

1 × 102～1 × 108拷贝/μl的范围内，质粒标准品的重

复性表现良好，Ct值变异系数（CV）均＜ 2%（表

2），具有较好的重复性，提示所建立的real-time 
PCR扩增结果稳定，重复性好。

三、临床标本检测

研究结果显示，12例HIV感染者均呈现特异性

荧光反应，检出率为100%；5例健康对照检测结果

均为阴性。定量结果显示，最低HIV DNA含量为

148拷贝/μl，最高HIV DNA含量为27 115拷贝/μl，
均在线性范围内。罗氏HIV DNA定性检测结果与real-
time PCR结果也完全一致，符合率为100%。采用两种

不同方法提取DNA进行的HIV DNA测量结果见表3。
          

讨    论

HIV病毒储藏库的存在是HIV感染难以治愈的重

要原因之一。在HIV感染早期，外周血细胞和其他组

织中就已形成潜伏的病毒库，并且衰减速度很慢[17]。

虽然HAART能将HIV感染者血清中的病毒水平降至

低于检测下限，但是具有复制能力的病毒可能会持续

存在而未被彻底清除，且不断有新感染的细胞补充到

病毒储存库中，故在有效的抗病毒治疗后仍能检测到

HIV-1 DNA。目前，已有越来越多的研究[18-19]将HIV-1 
DNA、血浆RNA和CD4细胞计数一同作为监测疾病进

展的指标。因此，监测HIV-1 DNA含量对于HIV感染

者的疗效以及疾病进展有着重要意义。本研究所建

立的实验能对HIV DNA含量进行有效测定。实验过程

包括3个基本阶段，即患者血样的获取、DNA提取和

HIV-1 DNA含量测定。从患者抽血开始到实验结束，

HIV-1 DNA含量测定可在1 d内完成，操作简便，大大

提高了检测效率，为患者HIV-1 DNA定量提供了一

种快速、简便、可靠的方法。

Real-time PCR检测成功的关键在于引物的设

计。文献已报道的检测方法选择的HIV靶基因包括

LTR[5-6]、gag[7-8]、pol[7-9]和env[7]等，本研究通过对

表 3  PCR 稳定性分析（拷贝 /ml）
指标 108 107 106 105 104 103 102

Ct值 9.86 12.46 17.35 20.46 24.56 27.91 32.71

9.75 12.32 17.68 20.08 24.31 27.02 32.29

9.63 12.23 17.34 20.73 24.87 27.23 32.12

Ct平均值 9.75 12.34 17.46 20.42 24.58 27.39 32.37

标准差 0.11   0.11   0.19   0.33   0.28   0.46   0.30

变异系数（%） 1.18   0.91   1.09   1.59   1.14   1.69   0.93

图1  质粒标准品浓度梯度标准曲线

图2  扩增片段的凝胶电泳结果
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HIV各参考株基因组序列的全面比对，发现HIV-1
病毒变异性较大，难以找到绝对保守的区域。最

终，结合TaqMan探针短、设计灵活的优点，本

研究选取了HIV-1相对保守的LTR-gag区域作为对

HIV-1 DNA定量的目的基因，并对PCR的体系和程

序进行了优化。

实验的线性检测范围在50～1 × 108拷贝/μl，且

采用该方法对HIV感染者、乙型肝炎患者、丙型肝

炎患者、健康对照进行的交叉分析结果显示了良好

的特异性；琼脂糖凝胶电泳的结果也显示real-time 
PCR的产物特异性高，可以满足一定的实验要求。

在重复性实验中，变异系数（CV）均＜ 2%，误差

小，提示该检测方法具有良好的稳定性。而本研究

用两种方法提取DNA再进行HIV DNA含量测定后，

采用t检验分析结果发现二者数据差异无统计学意义

（t = 0.033、P = 0.974），提示全血HIV DNA与血液

经分离得到PBMCs后的HIV DNA含量差异无统计学

意义。故当在实验条件有限或者实验要求不高的情

况下可以用全血HIV DNA来替代分离得到PBMC之
后的HIV DNA，同时全血DNA的检测较为简单，适

用于临床应用和大规模人群的检测。

本研究建立的TaqMan荧光定量PCR检测方法

虽然应用数据较少，但显示出良好的扩增效果和实

用性。方法的建立可以为深入探索HIV感染的免疫

机制和致病机制，为药物的导向治疗、靶点设计提

供理论依据，为日后进一步寻找彻底清除HIV的新

治疗方案提供了一定的理论基础。
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