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摘要 通过 RT-PCR技术扩增了甲肝病毒减毒株 (H2)全长 RNA，并对长片段 RT-PCR扩增进行了 

方法学上的探讨．采用抗血清特异沉淀病毒 ；盐酸胍。酸性 酚、氯仿一步法分离纯化病毒 R A。可得 

到高质量的RNA样品；以此 RNA为模板，在无 RNA酶的逆转录酶作用下，音成单链 cDNA；继续 

以此eDNA为模板，利用 32 rD．e2"寡核苷酸引物，在 Taq和 DeepVentDNA多聚酶的作用下进行 PCR 

扩增 。得到 7．4 kb的扩增产物 

关键词 翟旺it毒 全基 坠 旦堡 ． 
学科分类号 R512 6，Q522，R977 

常规 PCR 扩 增 DNA 片 段多 局 限 于 

3～4 kb．最近已有报道扩增出42kbkDNA和 

22 kb人类 8珠蛋 白基因簇_l-．较长序列 的 

RT。PCR，目前国内有报道可扩增 2．6 kb的片 

段 ，国外报道可扩增达 9 kb的片段l3 J。但 

该作者认为以 5 kb片段扩增较为容易．我们 

的体会是，长片段RT-PCR扩增和短片段RT- 

PCR扩增在原理上是相同的，但在实际操作 

中许多满足普通 PCR扩增的条件并不能满足 

长片段 PCR扩增．按常规优化模板量，M 

浓度，Taq酶量，引物量等措施都无法获得大 

于3 kb的PCR产物．所以在实际应用中，长 

片段 DNA的 PCR扩增需要一套与短片段不同 

的扩增条件．本文 旨在对长片段 RT_PCR扩 

增的特殊要求进行探讨 

1 材料和方法 

1．1 材料 

甲肝病毒减毒株 (H2)由中国医学科学 

院昆明医学生物研究所提供，盐酸胍为 Sigrna 

公 司产 品，逆 转 录酶 和 DNA 聚 合 酶 为 

Boehrlnger Marmheim 公司产品，Oligo (dT) 

由Sybersen(USA)公 司合成，PCR引物由 

Sangon(Canada)公司合成，PCR仪为 Bio- 

RAD公司产品． 

1．2 方法 

1．2．1 病毒 RNA的提取：取病毒悬液加兔 

抗 H2血清后 离心，沉淀参 照 Chomczynskl 

等[ ]一步法 (略有改动)进行 RNA提取． 

1．2．2 逆转录反应：按陈勇等[5]的资料设计 

并 合 成 引物 l：5 。 

r兀、AT_3 ．取前述制备 的 RNA 5 置 于 

200 的PCR扩增专用小管中，加入 100 pmol 

的引物 1，置于 65℃变性 10 mln后，立即置 

于冰 上，加 入 10×逆 转 录缓 冲 液 2 ， 

l mmol几 4 x dNTP。20U RNasln，和 50U 

ExpandW Reverse tyanscriptase
。 加水至终体积 

20 混匀后 42℃温育 2 h． 

1．2．3 PCR扩增 

a．甲肝病毒全序列 PcR扩增：按陈勇 

等_5J的资料设计并合成引物 2和引物 3．引物 

rr_ 

]。GGA IC3 (1～32)；引物 3：5 -ATT。 

1 TAr r_AATAAAA AAATAAArA AAr 

(7451～7482) 取上述逆转录产物 5Ⅱ1置于 

200 的 PCR扩增专用小管 内，加入 10 x 
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(a) (b) 

围2 病毒RNA RT-PCR产物琼脂糖凝胶电泳图谱 

(a)HAV (H2)株全序列RT-PCR扩增产物检测．1：墟 JA／肺 dⅢ；2：全序列扩增产物 (7．4 kb)．(b)全 

序列扩增产物的PCR检测 1：XI)NA／Hin dⅢ+EcoRI；2：引物4与5扩增产物；3：引物6与7扩增产物； 

4： 【物 8与 9扩增产物． 

2．3．2 酶：采用无 RNAase H的逆转录酶和 

含DeepVent聚合酶的TaqDNA聚合酶对的 

扩增长片段都是必要的．如图 3所示，用普通 

逆转录酶或普通Taq酶均无扩增产物 (图3第 

5，6泳道 )． 

2．3．3 引物长度：采用通常的PCR扩增所用 

18～24 met引物得不到长片段 PCR产物，图 

3第7泳道为 25 met的引物扩增 H2 cDNA全 

长的结果，未能得到特异性扩增产物，将引物 

长度增加到 32 met．同时，调整退火温度至 

69℃时，得到了7．4 kb的扩增产物． 

2．3．4 循环参数：在PCR循环中变性和延伸 

时间的选择是长片段 PCR扩增成功的因素之 

一

， 应尽量缩短变性时间，以防模板受损 ，同 

时适当延长延伸时闻，以获得大片段产物．在 

我们的试验中，94℃变性 5 min时没有特异性 

扩增产物 (结果未显示)，缩短至 2 min才扩 

增成功；延伸时间低于 15 min也不能获得扩 

增产物 (图3，泳道3)． 

通过对上述条件的优化，得出扩增 7．4 kb 

序列的最优条件为：采用无 tLNase H活性的 

逆转录酶合成 cDNA，该 cDNA做为模板的用 

量为 100 tag，使用 33 mer引物，在 Taq和 

Deep Vent的作用下进行合成，延伸时间大于 

15min． 

围3 不同扩增条件对长序列PER扩增效果的影响 

1：加 ／肺 dⅢ；2：最优条件下 RT-PCR扩增产 

物；3：2tag摸板量扩增产物；4：摸板经冻结后扩 

增产物；5：普通逆 转录酶 RT．PCR扩增产 物；6： 

普通Taq酶 PCR扩增产物；7：25 mex引物 PCR扩 

增产物；8：延伸时间 10 min的扩增产物．图中除指 

明的条件外．其他条件均与最优条件一致． 
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Ahstract A method for RT-PGR amplifying 

long fragments。cDNA was established and the 

7．4 kb full—length cDNA of Hepatitis A virus 

(HAV)H2 strain was amplifyed by reverse tran— 

seription and polymerase chain reaction(RT- 

PCR)．HAV H2 was predpitated by anti—H2 

selqirfl specifically，then the}LNA of HAV H2 

was isolated from this precipitation by acid 

guanidlnium hydrochloride—phenal--chloroform 

extraction．The first．strand of HAV H2 cDNA 

was synthesised by reverse transcriptase without 

RNase H activity，then was ampl[flied by PCR 

using the 32mer primer and the Taq DNA 

polymerase with Deep Vent DNA polymerase． 

For obtMning longer PCR products， it is 

necessary to prepare high quality RNA and 

employ the longer primers and special Taq DNA 

polymerase． 

Key words hepa titis A virus H2 strain，full 

length RNA．RT—PCR amplification 
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Ahstraet When the thylakoid membranes of 

blue-green出ae broken over a longer time than 

usHal by sonication werl~solubilized with low 

concentration of LDS and subjectedto discontin。 

UOUS SDSPAGE improved at 412．15 contain— 

ing chl bands for the fkst time was re~olves． 

CPa1一CPa6 0f them had similar absorption spec— 

tra．The fluorescence spectra of CPas at 77 K 

were very similar too．all having a emission 

peaks at 685 nn1．It is concluded that 6 CPas 

werl~chl a-protein complexes of PSlI．The 

resolved capability to PS1I of the ne％v system 

were 3 timesofthe popular on目． 

Key words gel electmphoresis， chl protein 

complexes，resolution，absorption spectra，fluo- 

rescence spectra 
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