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随机扩增多态性技术联合荧光定量高敏检测三种疱疹病毒方法的建立 *
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摘要 目的：建立一种随机扩增多态性技术(RAPD)联合荧光定量聚合酶链式反应(qPCR)高敏定量检测单纯疱疹病毒(HSV)、人类

巨细胞病毒(HCMV)、水痘带状疱疹病毒(VZV)的新方法。方法：根据文献筛选出数十条随机引物，分别对三种疱疹病毒进行随机

扩增，产物经 2％琼脂糖凝胶电泳，选取稳定清晰条带进行分离、纯化及克隆测序，应用 blast-nr比对 genebank现有病毒序列，选

取高于 99%匹配度的基因序列作为目的片段，并在其内部用 primer3.0设计特异性内引物。经过引物筛选及条件优化后建立

RAPD联合 qPCR检测新方法，分别检测三种疱疹病毒。结果：经过筛选，确定了 HSV、HCMV、VZV扩增灵敏性及特异性最好一

组引物，建立的 RAPD-qPCR可分别检测出 1:106 HSV、1:105 HCMV和 1:105 VZVDNA，而单一 qPCR 仅能检测 1:103 HSV、1:

102HCMV和 1:103 VZVDNA。RAPD-qPCR相比于单一 qPCR灵敏性提高 100-1000倍，RAPD-qPCR扩增大于 1:105病毒 DNA得

到的 CT值均小于 22.96± 0.81，与 102 copies/滋L的标准线相距远，易于区分阴性和阳性。此外，用乙型肝炎病毒及疱疹病毒互为
对照未见非特异扩增，特异性好。结论：随机扩增多态性技术联合荧光定量是一种检测三种病毒高度灵敏及特异的检测方法。
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Random Amplified Polymorphic DNA Combined with Real-time PCR for
Detecting Herpes Virus*

To develop a more sensitive method for quantitative detection of herpes simplex virus, human cy-

tomegalovirus,varicella-zoster virus by random amplified polymorphic DNA combined with fluorescence quantitative polymerase chain

reaction (RAPD-qPCR). According to the literature, dozens of random primers for RAPD were selected and randomly ampli-

fied three herpes viruses. The stable and clear bands were selected to isolate, purify and sequence from 2% agarose gel electrophoretic

plate. Then more than 99% matched gene sequences were chosen as the target fragment compared with the genebank existing virus se-

quences using blast-nr and the internal, specific primers were designed with primer 3.0. Finally, the new method of RAPD combined with

qPCR afterprimer selection and reaction condition optimization was established and used to detect three herpes viruses. After

screening, a set of the best random primer and specific primer for each virus was chosen, and the RAPD-qPCR could detect 1: 106 HSV,

1: 105 HCMV and 1: 105 VZVDNA respectively, while the single qPCR could detect only 1: 103 HSV, 1: 102 HCMV and 1: 103 VZVD-

NA. The sensitivity of RAPD -qPCR is higher 100-1000 times than qPCR. CT value was less than 22.96± 0.81 when detecting more than

1:105 diluted virus DNA by RAPD -qPCR, so that the results was easy to distinguish. RAPD-qPCR was a more sensitive

and specific method to detect three herpesviruses than single qPCR.
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前言
病毒是中枢神经系统感染的主要病原体之一[1-3]，流行病学

资料显示全世界病毒性神经系统感染的每年发病率为
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3.5-7.4/10万人[4]，其临床表现主要为脑膜炎、脑炎、脊髓炎等，

病原学诊断不及时可能导致死亡及后遗症的发生。Jorgensen-

LK研究报道疱疹病毒性脑炎从入院 30天至 1年内累积死亡

率可达 8.3％-18.6％[5]。疱疹病毒及肠道病毒是成人无菌性脑膜

炎及脑炎的主要病因[6-8]，许多学者认为脑脊液或脑组织中检测

特定核酸可以取代病毒分离培养成为病毒性神经系统感染的

诊断标准[9-11]。本研究采用随机引物在较低的退火温度下与目

的基因多位点结合来对微量核酸进行放大，再联合荧光定量

PCR技术进一步提高检查方法的灵敏性，运用该方法检测单纯

疱疹病毒(HSV)、人类巨细胞病毒(HCMV)和水痘带状疱疹病

毒(VZV)，获得了较好的灵敏性及特异性。

1 材料与方法

1.1 病毒

已鉴定的单纯疱疹病毒 (HSV)、人类巨细胞病毒(HCMV)

AD169株阳性标本由山东省医学科学院基础医学研究所提供，

水痘带状疱疹病毒 (VZV)OKA株购自长春百克生物科技股份有

限公司，乙型肝炎病毒(HBV)标本来自江苏省人民医院感染科。

1.2 试剂

DNA抽提试剂盒 (德国 QIAGEN公司)；PCR产物纯化试

剂盒(美国 axygen公司)；2× Taq PCR Master Mix(北京天根生

化科技有限公司)；gelRed核酸染料(美国 Biotium公司)；100bp

DNA Ladder(南京诺唯赞生物科技有限公司)；琼脂糖粉(上海励

瑞生物科技有限公司)；SYBR誖 Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH

Plus)(大连 TaKaRa有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 DNA 抽提和定量 采用 DNA 抽提试剂盒 (QIAamp

DNA Mini and Blood Mini )根据说明书进行病毒 DNA的提取，

使用 ND-1000分光光度计测病毒浓度后置于 -20℃备用。(HSV

浓度为 3.7 ng/滋L；HCMV 浓度为 5.4 ng/滋L；VZV 浓度为 7.4

ng/滋L；HBV浓度为 4.1 ng/滋L)
1.3.2 RAPD及随机引物筛选 根据文献对三种疱疹病毒分

别设计 10、17、16 条随交由上海海捷瑞生物科技有限公司合

成。分别对三种疱疹病毒进行随机多态性扩增。RAPD反应总

体系 25 滋L：10 滋M 随机引物 2 滋L，HSV/VZV/HCMV DNA5

滋L，2× Taq PCR Master Mix12.5 滋L，去离子水 5.5 滋L。反应条
件为：94℃ 3 min，45个循环 94℃ 1 min、36℃ 1 min、72℃ 1 min，

72℃终末延伸 7 min。扩增产物用 2.0％的琼脂糖凝胶电泳分

离，在凝胶图像分析系统上分析扩增条带。选取条带清晰且稳

定的条带割胶纯化并送上海生工生物工程有限公司进行 TA

克隆测序，应用 blast-nr比对 Genebank现有病毒序列，选取所

有高于 99%匹配度的基因序列。

1.3.3 特异性内引物的筛选 利用 Primer3设计相应的特异性

内引物，将 10倍倍比稀释的三种病毒 DNA使用筛选出的随机

引物进行 RAPD，产物稀释 10倍后取 5 滋L作为模板用特异性
内引物进行扩增，从而各自选出一对扩增灵敏性最高的特异性

内引物。PCR反应体系为：上、下游引物(10 滋M)各 1 滋L，模板
5 滋L，2× TaqPCR Master Mixs12.5 滋L，用 ddH2O补至 25 滋L。
反应条件：94℃ 3 min，35 个循环 94℃ 30 s、62℃ 30 s、72℃ 1

min，终末延伸 7 min。

1.3.4 质粒标准品的制备及绘制标准曲线 在选取的各特异

性内引物扩出的 DNA序列外部合成含有该产物的质粒标准

品，交由上海生工生物科技有限公司合成。使用分光光度计检测

质粒浓度。根据公式：质粒拷贝数(copies/ml)=(6.02× 1023)× 质

粒浓度(g/mL)/(碱基数× 660)，计算得质粒标准品拷贝数，用

ddH2O进行 10倍倍比稀释成 7个浓度梯度，直到 101copies/滋L，
并保存在 -20 ℃待用。将浓度梯度稀释的质粒标准品进行

SYBR Green I real time PCR，每个实验重复 3 次，并绘制标准

曲线。

1.3.5 RAPD-Qpcr 将抽提的 HSV、HCMV、VZV DNA 进

行 10倍梯度稀释成一系列浓度，分别采用各自选取的随机引

物进行 RAPD扩增，扩增体系及条件如 2所述，将扩增产物

100倍稀释后取 2 滋L作为模板进行 qPCR检测，反应总体系 10

滋L：SYBR誖 Premix Ex TaqTM II 5 滋L，特异性内引物各 0.2 滋L，
ROX0.2 滋L,模板 2 滋L，加 ddH2O补至 10 滋L。反应条件：预变
性 95℃ 30 s，每个循环变性 95℃ 5 s，退火 &延伸 62℃30 s，

在 62℃延伸阶段收集荧光信号，共 40个循环。每个实验重复

3次。

1.3.6 qPCR 直接将各病毒抽提 DNA 10倍倍比稀释后进行

qPCR，分析 RAPD-qPC及 qPCR扩增曲线，对两者的检测灵敏

性进行比较。

1.3.7 特异性实验 对于 HSV病毒，我们采用 HCMV、VZV、

HBV作为对照；HCMV采用 HSV、VZV、HBV对照；VZV使用

HSV、HCMV、HBV进行对照来分析此实验方法的特异性。

2 结果

2.1 随机引物及特异性引物筛选

根据扩增图谱选取稳定、清晰片段进行 TA克隆测序后，

发现 5条与 HSV高度同源的基因片段，大小分别为 878 bp、

899 bp、793 bp、672 bp、307 bp(如红色箭头所示)；6条与 HCMV

高同源性基因片段，大小分别为 728 bp、531 bp、401 bp、869 bp、

489 bp、765 bp；6条与 VZV同源性高的基因片段，大小分别为

366 bp、500 bp、616 bp、332 bp、636 bp、767 bp(图 1-3)。RAPD产

物再用特异性内引物进行扩增后结果显示随机引物 US11、

H1、ORF42联合各自特异性内引物对 HSV、HCMV和 VZV扩

增灵敏性及特异性最好。所对应的特异性引物序列及其分别扩

增产物片段大小和特征(见表 1)。

2.2 质粒合成及线性标准曲线的绘制

合成 HSV、HCMV和 VZV质粒后，使用分光光度计检测

质粒浓度分别为 83 ng/滋L、112 ng/滋L和 306 ng/滋L，计算得质
粒标准品拷贝数约为 2.7× 1010 copies/滋L、3.5× 1010 copies/滋L
和 9× 1010 copies/滋L。将标准品稀释至(101-107 copies/滋L)作为模
板，采用已优化的条件进行 SYBR Green I real time PCR检测，

并绘制标准曲线，实验结果显示可以获得较为理想的标准曲线

(图 4-图 6)，溶解曲线 TM值非常均一，Ct值与拷贝数的对数

值间线性关系良好(R2均大于 0.97)，扩增效率理想。

2.3 qPCR和 RAPD-qPCR检测三种病毒的灵敏性比较

将三种病毒倍比稀释样品，分别 进行 qPCR 和

RAPD-qPCR，得到相应扩增曲线(图 7)，比较两者对于不同稀

释度 DNA的扩增结果 (表 2)，结果显示可分别检测出 1:106
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图(1) HSV10种随机引物 RAPD扩增图谱

Fig.1 RAPD profiles of HSV using 10 random primers

注：泳道M为 100bp DNA ladder；1.引物 Gpd1；2.引物 Gpd2；3.引物

Apoly1；4.引物 Apoly2；5.引物 Us11；6.引物 Us12；7.引物 H1；8.引物

H2；9.引物 H3；10.引物 H4。箭头表示割胶测序的条带，红色箭头则

是测序与 HSV DNA匹配度好的条带。

Note: M:100bp DNA Ladder；1.primer Gpd1; 2.primer Gpd2;

3.primerApoly1; 4.primerApoly2; 5.primer Us11; 6.primer Us12; 7.primer

H1; 8.primerH2; 9.primerH3; 10.primerH4. The bands which arrow

indicate is tapping purified and sequenced, the bands which red arrow

indicate match with HSV.

图(2) HCMV 17种随机引物 RAPD扩增图谱

Fig.2 RAPD profiles of HCMV using 17 random primers

注：泳道M:100bp DNA ladder；1.引物 Apo2；2.引物 GP581；3.引物

GP582；4.引物 GP583；5.引物 GP584；6. HindIII-X1；7.引物 IEA1；8.引

物 IEA2；9.引物MIE1；10.引物 US91；11.引物 H1；12.引物 H2；13.引

物 70；14.引物 80；15.引物 90；16.引物 RP2；17引物.RP5。箭头表示割

胶测序的条带，红色箭头则是测序后与 HCMV匹配度好的条带。

Note: M:100bp DNA Ladder; 1.primer Apo2; 2.primer GP581; 3.primer

GP582; 4.primer GP583; 5.primer GP584; 6.primer HindIII-X1; 7.primer

IEA1; 8.prime IEA2；9.primer MIE1; 10.primer US91; 11.primer H1; 12.

primer H2; 13. Primer70; 14. Primer80; 15. Primer90; 16.primer RP2; 17.

primer RP5. The bands which arrow indicate is tapping purified and

sequenced, the bands which red arrow indicate match with HCMV.

图(3) VZV16种随机引物 RAPD扩增图谱

Fig.3 RAPD profiles of VZV using 16 random primers

注：泳道M:100bp DNA ladder；1.引物 V1；2.引物 V2；3.引物 V3；4.引

物 V4, 5.引物 Gene291；6.引物 Gene292；7.引物 ORF41；8.引物 ORF42；

9.引物 70；10.引物 80；11.引物 Primer90；12.引物 RP1；13.引物 RP2；14.

引物 RP3；15.引物 RP4；16.引物 RP5.箭头表示割胶测序的条带，红色

箭头则是测序与 VZV匹配度好的条带。

Note: M:100bp DNA Ladder; 1.primer V1; 2.primer V2; 3.primerV3;

4.primerV4; 5.primer Gene291; 6.primer Gene292; 7.primer ORF41;

8.primerORF42; 9.primer70; 10.primer80; 11.primer90；12.primerRP1;

13.primer RP2; 14. Primer RP3; 15. Primer RP4; 16. Primer RP5. The

bands which arrow indicate is tapping purified and sequenced, the bands

which red arrow indicate match with VZV.

HSV、1:105 HCMV和 1:105 VZVDNA，而单一 qPCR仅能检测

1:103 HSV、1:102 HCMV和 1:103 VZVDNA。RAPD-qPCR相比

于传统 qPCR灵敏性提高 100-1000倍。

2.4 RAPD-qPCR检测三种病毒的特异性分析

本实验中用乙型肝炎病毒及疱疹病毒互为对照未见非特

异扩增，特异性好。

3 讨论

HSV、HCMV和 VZV是疱疹病毒属的双链 DNA病毒，是

病毒性神经系统感染的最常见病原体。病毒性神经系统感染常

见诊断的方法有病毒的分离及特异性抗体检测，前者耗时较

长，后者特异性差，并且两者灵敏性有限，不能满足临床需要，

有研究显示仅有 5.7％的脑脊液(CSF)病毒培养呈阳性[12]，抗体

检测阳性约为 68.2%，且不能分辨既往感染和现症感染[13]。近年

来，脑脊液 CSF检测病毒核酸被认为是其诊断的金标准[9]，新

兴技术如多重 PCR、LAMP技术(环介导的等温扩增)、二代测

序、微阵列分析等广泛运用于病毒的检测，这些方法各有其优

点，如多重 PCR及二代测序、微阵列分析可实现对多种病原体

检测，但是他们的检测灵敏性有限，并且有文献比较单一实时

PCR与微阵列分析后发现单一荧光定量技术相对于微阵列分

析更加敏感[14]。因此，单一实时 PCR在灵敏性上仍有其优势。

Junlian Liu等[15]建立的 HSV荧光定量检测系统的检测限度为

5× 102 copies/mL，临床大部分标本可以实现有效检测，但是据

文献报道 HSV、VZV神经系统感染患者脑脊液中的病毒 DNA

含量低于 500拷贝的情况并不少见[16,17]。因此，有必要建立一套

更加高敏、快速、特异的检测方法。

随机扩增多态性技术以 PCR为基础，使用 8-12 bp左右的

随机引物，在较低的退火温度下进行扩增，使引物与目的片段

更易结合复制，结合位点更多，从而达到随机放大的效果。已有

学者将其运用分析细菌耐药及变异的产生及流行病学调查等[18]，

本课题组曾用此方法检测结核分枝杆菌 DNA并取得良好效

果[19,20]。本研究中，我们首先参照文献设计了相应的随机引物，

筛选出 HSV、HCMV、VZV各自一组扩增灵敏性及特异性最好
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图 6 VZV质粒标准品扩增曲线

Fig.6 Amplification plots of standards for Varicella zoster virus

注：1-6为 VZV质粒标准品梯度稀释(9× 102 copies/滋L-9× 107

copies/滋L)扩增曲线。
Note: Amplification curves obtained with serial dilutions (9× 102

copies/滋L-9× 107 copies/l) of VZV.

的随机引物及特异性内引物，并且建立了 RAPD联合 qPCR检

测三种病毒的方法。结果显示：可分别检测出 1:106 HSV、1:105

HCMV和 1:105 VZVDNA，而单一 qPCR仅能检测 1:103 HSV、

1:102 HCMV 和 1:103 VZVDNA。RAPD-qPCR 相比于单一

qPCR灵敏性提高 100-1000倍。并且在实验结果的判断方面，

RAPD-qPCR 扩增大于 1:105病毒 DNA 得到的 CT 值均小于

22.96± 0.81与 102 copies/滋L的标准线相距远，易于区分阴性
和阳性标本。为了保证检测的特异性，我们应用乙型肝炎病毒

及三种病毒互为对照均未发现非特异性扩增，说明检测方法特

异性较好。为了对目的基因进行准确定量，我们制作了标准质

粒并绘制了标准曲线，结果显示标准曲线溶解曲线单一，扩增

效率理想，相关性好，并且目前尚无文献报道此方法应用于病

毒检测。既往 Gaeta、Tang JW等建立的实时荧光 PCR检测技

术灵敏度理论上在 100-250 copies/mL左右[21,22]。但在脑炎患者

亚临床感染时期，脑脊液中病毒含量可能更少，为了实现对这

部分患者的有效检测，我们利用 RAPD技术筛选出了引物与靶

基因结合的最佳位点，并将其作为预放大的一种手段来提高检

测的灵敏性及稳定性。

综上所述，本研究表明 RAPD联合 qPCR是一种比单一

qPCR更为敏感且特异的病毒检测方法。目前国内市售相关病

毒DNA检测试剂盒大多属于单一 qPCR方法，但是目前我们

尚未与其进行对比分析，后续我们将同时应用此方法和市售试

剂盒检测临床病毒性脑炎患者脑脊液标本，进一步验证其灵敏

性和特异性。
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