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Abstract
AIM: To set up a competitive fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction (CFQ-
PCR) for decreasing the false negative ratio in 
HBV DNA detection.

METHODS: According to HBV adr subtype 
gene, a pair of HBV-specific primer as well as a 
specific TaqMan probe was synthesized. Based 
on the above primer sequences, a constructed 
inner control DNA and an inner TaqMan probe 
was constructed. Right amount of inner control 
DNA was added into the HBV FQ-PCR system 

for co-amplification with the target HBV DNAs�.

RESULTS: In a 30-μL CFQ-PCR system, about 
20 copies of inner control DNA produced a sta-
ble amplification curve. Electrophoresis showed 
co-amplification products bands as about 100 
to 500 copies of inner control DNA were used. 
In 8 of 210 (4.3%) cases with HBsAg positive in 
serum, both the inner control DNA and HBV 
DNA were not amplified, while in 2 of 60 (3.3%) 
samples with HBsAg negative in serum, the in-
ner control DNA was not amplified. But after 
purification, all the above cases that failed in 
amplification succeeded in the inner DNA am-
plification, of which 7 HBsAg-positive cases suc-
ceeded in HBV DNA amplification.

CONCLUSION: CFQ-PCR has a big advantage 
in telling out the false negative result in the HBV 
DNA PCR assay.

Key Words: Hepatitis B virus; Competitive fluores-
cence quantitative polymerase chain reaction; False 
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摘要
目的: 建立竞争性荧光定量聚合酶链反应
(CFQ-PCR), 并探讨CFQ-PCR在乙型肝炎病毒
(HBV)临床检测中的意义. 

方法: 根据HBV病毒adr亚型基因组序列合成
一对HBV特异的引物, 和一条特异的TaqMan
探针; 根据上述引物序列, 采用分子克隆技术
制备内对照DNA; 再根据内对照序列合成一条
内对照DNA特异的与上述TaqMan探针不同标
记的TaqMan探针; 将适量的内对照DNA加入
到PCR反应体系中, 使其与HBV靶序列共扩增. 

结果: 在30 μL CFQ-PCR反应体系中, 加入约
20拷贝内对照DNA能够稳定地获得共扩增曲
线; 经琼脂糖凝胶电泳分析, 加入约100-500拷
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■背景资料
建立一种能够精
确定量分析, 同时
又解决好假阳性
问题和假阴性问
题, 提高检测的准
确性和精确度是
当前HBV临床基
因检测研究的热
点和重点. 实时荧
光定量PCR能克
服常规PCR不能
定量的缺点, 也使
PCR检测的假阳
性问题基本解决, 
而竞争PCR使假
阴性问题也得到
部分解决. 



贝内对照DNA能够有效地获得共扩增产物条
带信号; 在210个临床HBsAg阳性血清标本的
CFQ-PCR扩增中识别出8个未能有效扩增的
标本, 60份HBsAg阴性血清标本中识别出2个
内对照未能有效扩增的标本, 后经DNA纯化
处理, 上述全部标本的内对照均获得阳性扩
增结果, 其中有7个HBsAg阳性血清标本获得
HBV DNA扩增阳性结果.

结论: C F Q-P C R能够有效地提示临床标本
HBV DNA体外扩增时由于扩增失败导致的假
阴性, 适合临床推广应用.

关键词: 乙型肝炎病毒; 竞争性荧光定量聚合酶链

反应; 假阴性
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0  引言

聚合酶链反应(PCR)技术已被广泛用于核酸分

析, 但普通PCR还存在下面一些缺点: (1)只能给

出定性结果, 无法给出临床需要的定量结果; (2)
由于采用电泳检测PCR扩增产物, 易引起PCR产
物的交叉污染, 增加了假阳性结果的可能性, 同
时增加了操作的工作程序和时间; (3)采用的染

色剂溴乙锭是致癌物, 可能危害操作人员及污

染环境. 而实时荧光定量PCR方法(fluorescence 
quantitative PCR, FQ-PCR), 由于采用荧光技术

和闭管检测, 以及能够精确定量待测把序列的

起始拷贝数, 克服了前述常规PCR方法的主要

缺点, 并且随着基因扩增实验室及实验操作的

规范化以及检测试剂质量的不断提高, 使PCR检
测的假阳性问题、定量问题及时效性问题已经

基本解决, 从而使由于病毒变异、标本质量不

一或试剂的使用不当造成的假阴性问题成为提

高临床HBV DNA检测准确性所要解决的最重

要问题[1-3]. 为此, 我们建立了竞争性荧光定量聚

合酶链反应(competitive fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction, CFQ-PCR), 并初步验

证了其在临床检测HBV血清时指示扩增时产生

的假阴性的有效性.

1  材料和方法

1.1 材料 210份H B s A g阳性临床血清和60份
HBsAg阴性血清. 所用辛酸钠为国产分析纯, 
PCR试剂购自大连宝生物公司, 荧光定量PCR仪
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为上海枫岭生物科技公司FTC2000型.
1.2 方法 (1)样本处理. 辛酸钠法: 90 mmol/L辛
酸钠水溶液50 μL, 加入血清50 μL, 充分混匀, 
99℃ 15 min, 13 000 g离心15 min, 取上清用于

扩增; (2)引物. 扩增靶DNA为前C与C区的保守

区, 上游引物为P1: 5'-CTACCAAGGTATGTTGC
CCGTTTGT-3', 下游引物P2: 5'-GTACAGACTT
GGCCCCCAATAC-3', 产物322 bp, TaqMan探针

PR: 5'-FAM-GTTCGTAGGGCTTTCCCCCAC-
TA M R A-3'; 内对照Ta q M a n探针:  5'-T E X-
CTCCTACCGAGCCTCACGAC-TAMRA-3', 
由上海生工生物工程公司合成; (3)制备内对

照D N A. 人工合成两条5'端分别与P1、P2相
同, 3'端互补的寡核苷酸, 其序列分别为P I1: 
5'-CTACCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTATT
GGACTCCTACCGAGCCTCACGAC-3'; PI2: 
5'-GAAAGCCCTACGAACCACTGAA ATGTCG
TGAGGCTCGGTAGGA-3', 于50 μL PCR反应液

中[终浓度为250 μmol/L dNTP, 10 mmol/L Tris-
HCl, pH8.0, 50 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCl2, 
0.1 g/L明胶, 两引物各0.3 μmol/L, 1 U Taq酶
(PROMEGA公司)]通过PCR(在PE9600上94℃变

性2 min后, 94℃ 30 s、50℃ 60 s、72℃ 60 s循
环5次, 72℃ 5 min)聚合成二聚体, 产物序列为

5'-CTACCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTATTG
GACTCCTACCGAGCCTCACGACATTTCAGT
GGTTCGTAGGGCTTTC-3', 长度75 bp. 溴乙锭

30 g/L琼脂糖凝胶电泳观察结果并与相对分子

质量标准对照回收75 bp条带, 克隆, 大量制备, 
紫外分光光度计测定其DNA浓度, 将DNA含量

换算成拷贝/μL, 并用TE缓冲液进行稀释成5×
104拷贝/μL, 5×103拷贝/μL, 5×102拷贝/μL, 50
拷贝/μL, 10拷贝/μL, 2.5拷贝/μL等6个浓度梯度; 
(4)内对照DNA的PCR扩增及扩增体系灵敏度测

www.wjgnet.com

■创新盘点
建立了乙型肝炎
病毒DNA检测的
竞争性荧光定量
聚合酶链反应, 既
能够精确定量分
析乙型肝炎病毒
DNA拷贝数 ,  同
时又解决好假阳
性问题和假阴性
问题, 并在实际临
床检测中发挥了
预期的效果是本
研究的特色.

表  1  各种稀释度的内对照DNA的PCR扩增的Ct值

     
                                     内参照DNA拷贝数                     阴性

                   105        104      103        102       20         5       对照

1             24.5    28.0    31.0    35.0    37.0    39.5      -

2             24.0    28.0    31.5    35.0    36.5    39.0      -

3             24.0    27.5    31.5    35.5    37.5    -           -

4             24.0    28.0    31.0    35.5    37.0    40.0      -

5             24.5    28.0    31.5    35.0    37.0    38.5      -

6             24.5    27.5    32.0    35.0    37.5    39.0      -

平均数    24.2    27.8    31.4    35.2    37.1    39.2

Ct值
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试. 分别取上述各个稀释度的内对照DNA 2 μL, 
加入28 μL PCR反应液, 各成分的终浓度分别为

250 μmol/L dNTP, 10 mmol/L Tris-HCl, pH8.0, 
50 mmol/L KCl, 1.5 mmol/L MgCl2, 0.1 g/L明胶, 
P1、P2各0.3 μmol/L, 1 U Taq酶(PROMEGA公

司). 在FTC2000上94℃变性2 min后, 94℃ 20 s、
58℃ 30 s、60℃ 60 s, 于60℃时收集荧光, 循环

40次, 72℃ 5 min. 观察分析扩增曲线, 读出每一

扩增的Ct值. 
HBV及内对照的扩增方法: 2 μL样本裂解

上清液, 2 μL内对照(5×10拷贝/μL), 加入16 μL 
PCR反应液, 各成分的终浓度为: 内对照5拷贝

/μL, 其余成分同1.5, 于FTC2000(上海枫岭公司)
上94℃变性2 min后, 94℃ 20 s、58℃ 30 s、6℃ 
60 s循环45次, 最后72℃ 5 min. 溴乙锭琼脂糖凝

胶电泳观察结果.

2  结果

2.1 在PCR反应体系内只加入不同量的内对照而

不加HBV DNA时, 6次重复实验结果显示能够获

得稳定的阳性扩增结果的最小内对照拷贝数约

为20拷贝(表1). 
2.2 在HBV-PCR扩增体系中加入内对照能够获

得共扩增结果, 加入100拷贝内对照对HBV特异

性扩增强度无显著影响. 
2.3 在60例临床HBsAg阴性血清的CFQ-PCR检
测中, 有58例获得了内对照扩增阳性结果, 而
HBV全部为阴性; 在210例临床HBsAg阳性血清

的CFQ-PCR检测中, 有199例内对照扩增阳性, 
202例HBV扩增阳性; 其中有3例HBV扩增阳性

而内对照扩增阴性, 且他们HBV扩增的Ct值均

小于16; 共有8例内对照和HBV扩增同时阴性. 
经过对这10例内对照和HBV扩增同时阴性的标

本(HBsAg阴性血清2例, HBsAg阳性血清8例)重
新提取纯化血清中DNA, 和重新进行CFQ-PCR
检测, 则有7例获得HBV扩增阳性, 同时内对照

全部为阳性.

3  讨论

PCR技术在正常情况下具有极高的灵敏度. 在其

应用于临床标本的基因检测的初期, 由于实验

室不规范和操作者技术缺陷等条件的限制, 很
容易出现因PCR产物的污染或标本的交叉污染

导致的假阳性, 因而人们对PCR检测的假阳性

问题非常重视, 并通过建立标准PCR实验室使

空气单向流动和操作人员规范的技术培训等进

行了有效的控制. FQ-PCR方法的出现更是由于

采用完全闭管检测, 不需PCR后处理, 极大的避

免了交叉污染和假阳性, 并能够获得精确的定

量结果, 对临床诊断和治疗具有了更大的意义. 
然而PCR结果假阴性的问题一直未引起人们足

够的重视. 部分被检测的临床标本由于含有Taq 
DNA聚合酶抑制剂或PCR试剂在存放和运输过

程活性降低以及DNA扩增仪故障和扩增程序有

误等, 都可引起假阴性结果, 但常规PCR和FQ-
PCR无法对每一扩增管逐一指示上述环节是否

正确. 因为PCR一般是用来做排除性检验, 即若

获得PCR结果阴性即认为标本中不含有该种病

原体的DNA, 因此, 一旦出现假阴性结果往往

导致较严重后果. 最近我们建立了竞争PCR(C-
PCR)[4], 能够逐个检测并指示是否出现了可疑的

假阴性结果, 但不能很好的定量靶DNA的拷贝

数, 以及存在PCR产物后处理时造成污染的可能

性, 因而也不能很好的满足临床检测的需要. 本
研究建立的竞争性荧光定量聚合酶链反应结合

了C-PCR和FQ-PCR的优点, 既解决了检测过程

中产生的检测结果的假阴性指示问题, 又能够

有效避免PCR产物污染造成的假阳性结果, 还能

够定量待测靶DNA的拷贝数, 为临床工作提供

更精确可靠的检测结果, 具有较好的推广应用

前景.
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评价和用药指导
的临床工作提供
更精确可靠的检
测结果, 具有较好
的推广应用前景.
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■同行评价
本文应用竞争性
荧光定量聚合酶
链反应检测乙型
肝 炎 病 毒 D N A , 
方法先进, 结果可
靠, 具有实用性.
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刘续宝(四川大学华西医学院): 胰腺癌和慢性胰腺炎的关系; 夏庆(四川大学华西医学院): 重症急性胰腺炎中

西医结合临床指南(2007); 齐清会(大连医科大学附属医院): MODS胃肠运动功能障碍和中西医结合治疗; 傅强

(天津市南开医院): 通里攻下法对腹部外科MODS的治疗; 马骏(天津医科大学): 科研统计在临床医学中的应用.  

2    征文内容

(1)肝脏外科: 肝癌的外科治疗、肝内胆管结石的肝切除; (2)胰腺外科: 重症急性胰腺炎、胰腺癌的治疗; (3)胆

道外科: 胆石成因研究、胆道再手术经验及中西医结合治疗、医源性胆道损伤及预防、胆道内引流术、十二

指肠镜、胆道镜在胆胰外科的应用; (4)微创外科: 微创技术在肝胆胰外科应用.

3    征文要求

全文要求4000字以内, 并附600字摘要. 报送会议的文章必须是未公开发表过(包括会议及杂志). 投稿时请附软

盘, 用Word软件输入, 注明作者姓名、单位、邮编并加盖公章(或附介绍信). 投稿地址: 天津市南开区三纬路

122号, 天津市南开医院科研科 沈啸洪, 王洁, 陈玮(收); 邮编: 300100; 或发邮件至nkyykyk@126.com. 截稿日

期: 2007-06-10.


