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罗氏 HIV-1 定量检测引物 SK145 和 SKCC1B 的评估及优化
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［摘要］ 目的: 评估罗氏 HIV-1 检测系统中引物 SK145 和 SKCC1B 对不同亚型 HIV-1 病毒定量检测的广谱性及准确

性，并在此基础上对该引物进行优化。方法: 下载并分析 5 个主要 HIV-1 流行亚型( B、C、A、01_AE、D) 在引物 SK145
和 SKCC1B 扩增区段的对应序列，从各亚型筛选出所占比例最高的 5 条序列构建定量标准品。用梯度稀释的 HIV-1
各亚型标准品来评估引物 SK145 和 SKCC1B 的扩增效率。为改善引物 SK145 和 SKCC1B 对 HIV-1 不同亚型扩增的准

确性和广谱性，我们重新设计了一对简并引物并分析其对不同亚型病毒的扩增效果。结果: 引物 SK145、SKCC1B 对

于 B 亚型病毒的扩增效果最好，而对非 B 亚型病毒的扩增效果并不理想，简并引物能显著改善对各亚型 HIV-1 病毒

扩增的效果。结论: 罗氏引物 SK145 和 SKCC1B 不适用于非 B 亚型 HIV-1 病毒载量的定量检测，而优化设计的简并

引物能改善对各亚型 HIV-1 病毒的扩增效率，因而可用于中国等 HIV-1 多亚型共流行国家的 HIV-1 病毒载量检测。
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Assessment and optimization of Ｒoche SK145 and SKCC1B primers for
quantification of human immunodeficiency virus type 1
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［Abstract］ Objective: To assess and optimise applicability and accuracy of primers SK145 and SKCC1B
for different HIV-1 subtypes in viral load quantification assay． Methods: We downloaded and analyzed ge-
nomic sequences of five main HIV-1 subtypes ( B，C，A，01_AE，D) with the primers SK145 and SKCC1B
target． The top five dominant sequences were selected from each subtype sequences for the construction of
quantification standards． We evaluated amplification efficiency of primers SK145 and SKCC1B for serially
diluted standards of each HIV-1 subtype． To improve the amplified spectrum primers SK145 and SKCC1B
for different HIV-1subtypes，re-designed this primer pair into degenerate primers according to the top domi-
nant sequences of different HIV-1 subtypes． Ｒesults: The amplification efficiency of primers SK145 and
SKCC1B was best on quantification HIV-1 subtype B，but not ideal for the non-B subtypes，indicating that
primers SK145 and SKCC1B were not able to quantify accurately the viral load of non-B HIV-1 subtypes．
When the degenerate primers were used，we obtained relatively consistent amplification efficiency for vari-
ous HIV-1 subtypes． Conclusion: Ｒoche SK145 and SKCC1B primers were unsuitable for viral ＲNA quan-
tification of HIV-1 non-B subtypes． Compared to Ｒoche SK145 and SKCC1B primers，the optimized degen-
erate primers can efficiently amplify various HIV-1 subtypes，suggesting that they can be used for HIV-1 vi-
ral load assay in China and other countries where various HIV-1 subtypes are co-criculating．
［Key words］ human immunodeficiency virus type 1; real-time PCＲ; SK145; SKCC1B



人类免疫 缺 陷 病 毒 1 型 ( human immunodefi-
ciency virus type 1，HIV-1) 是导致全球艾滋病( ac-
quired immunodeficiency syndrome，AIDS) 流行的主

要病原体。HIV-1 的遗传异质性是影响病毒载量定

量可靠性的一个重要因素，而所有的核酸扩增或信

号扩增技术都依赖于 HIV-1 序列特异性的引物和

( 或) 探针，引物( 探针) 结合区的核苷酸不匹配会干

扰杂交从而影响定量结果的可靠性。
罗氏 分 子 系 统 ( Ｒoche Molecular Systems ) 的

HIV-1 病 毒 载 量 检 测 技 术 中，AMPLICOＲ HIV-1
MONITOＲ Test version 1． 5 和 COBAS AMPLICOＲ
HIV-1 MONITOＲ Test version 1． 5 都获得美国食品

和药物管理局( Food and Drug Administration，FDA)

认证，是临床监控正在进行抗病毒治疗 HIV-1 患者

病毒载量的金标准［1 － 2］。这两种检测方法使用相同

的引物 SK145、SKCC1B，得到 155 bp 的扩增产物。
本实验目的在于评估引物 SK145、SKCC1B 对

高度变异型病毒 HIV-1 定量检测的广谱性及准确

性，并且在此基础上设计了一对广谱性更高、特异性

更强的简并引物 de-F、de-Ｒ。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞和载体 JM109 感受态细胞、pGH 载体

( 上海捷瑞生物工程有限公司) 。
1． 1． 2 主要试剂盒及试剂 柱式质粒 DNAout( 北

京天恩泽基因科技有限公司) ; Sca Ⅰ购自宝生物工

程( 大连) 有限公司; DNA 片段纯化试剂盒( TaKaＲa
公司) ; 快捷型琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 ( 离心

柱型) Ⅱ型 ( 北京百泰克生物技术有限公司) ; 实时

PCＲ 试剂盒 SYBＲ Premix Ex TaqTMⅡ( Tli ＲNaseH
Plus) 购自宝生物工程( 大连) 有限公司。
1． 1． 3 主要仪器 One DropTM OD-1000 分光光度

计( 南京五义科技有限公司) 、Mx3000P /3005P 实时

荧光定量 PCＲ 仪( 美国安捷伦公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 序列筛选与合成 根据 HIV 数据库 ( ht-
tp: //www． hiv． lanl． gov /components / sequence /HIV /
geo /geo． comp) 中全球 HIV-1 序列分布情况，选取所

占比例最高的 5 个亚型: B ( 58． 2% ) ，C ( 15． 1% ) ，

A( 7． 5% ) ，01_AE ( 4． 7% ) ，D ( 3． 7% ) 。这 5 个亚

型的病毒占感染样本总比例的 89． 2%，可用来全面

准确地评估引物 SK145、SKCC1B 对不同亚型 HIV-1
病毒的扩增效率。由于引物 SK145 ( 1359→1388 ) 、

SKCC1B( 1513→1486) 的扩增产物位于 HIV-1 基因

组 1359 → 1513 区段，因此本实验从 HIV 数据库中

下载这 5 个亚型病毒在 HIV 基因组 1359 → 1513
区段的所有序列，用 MEGA5 处理并经 DAMBE 比对

后从各亚型分别筛选出占比例最高的 5 条序列，并

统计数据。用 MEGA5 处理上述 25 条序列并删除

上下游引物间区域 ( 1389→1485 ) 只保留上下游引

物对应区序列，用 DAMBE 继续比对后得到 15 条独

特序列。找到这 15 条序列所对应原始序列并在

1359→1513 区段前后各延伸 5 bp 得到长 165 bp
( 1354→1518) 的 15 条序列: A1，A3，A5，B1，B2，B4，

C2，C4，D1，D3，D4，01_AE1，01_AE2，01_AE4，01_
AE5。由上海捷瑞生物工程有限公司合成这 15 条

序列并克隆到 pGH 载体。
1． 2． 2 简并引物设计和合成 处理并统计上述各

亚型毒株在引物 SK145、SKCC1B 扩增区段( 1359→
1513) 所占比例最高的 5 条序列( 5 个亚型 × 5 条) ，

分别只保留上游和下游引物对应区序列，比对所得

的 25 条上游( 1359→1388) 和下游( 1513→1486) 引

物区对应序列，并统计各一致序列条数，根据上下游

引物区序列比对结果并充分考虑 GC 含量、3'末端

序列等因素后设计出上下游简并引物: de-F ( AGT-
GGGGGGACAYCAＲGCAGC ) 、de-Ｒ ( TACTAGTAGT-
TCCTGCTATＲTCACTTCC) ，并由上海生工公司合成。
1． 2． 3 制备重组质粒 将克隆到 pGH 载体的重组

质粒转化到 JM109 感受态细胞，挑单菌落扩大培养

后用 菌 液 PCＲ 筛 选 阳 性 克 隆，按 照 柱 式 质 粒

DNAout 试剂盒的操作说明提取质粒。
1． 2． 4 Sca I 酶切质粒 pGH 载体上有一个 Sca Ⅰ酶

切位点，可使环状质粒变为线性质粒。酶切体系: Sca
Ⅰ2． 5 μL，10 × H 缓冲液 5 μL，质粒 DNA≤2． 5 μg，加

灭菌水补足 50 μL 总体系，37 ℃酶切 4 h 后，取 4 μL
酶切反应液电泳观察其条带，判断酶切是否完全。
1． 2． 5 纯化线性质粒 将所得线性质粒的酶切反

应液按快捷型琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 ( 离心

柱型) Ⅱ型操作说明进行纯化。
1． 2． 6 制备 15 个亚型线性质粒储存液 用超微量

紫外分光光度计测纯化后线性质粒的纯度和浓度，

纯度要求 D( 260 nm) / D ( 280 nm) 的值介于 1． 8 ～
2． 0，质 粒 拷 贝 数 ( 拷 贝 /mL ) = D ( 260 nm ) ×
50 μg /mL ×10 －6 ×6． 02 ×1023 /［650( dolton /bp) × 碱

基对数目］，计算得到质粒浓度。用 pH 8． 0 的 1 ×
TE 将各亚型线性质粒浓度调整到 109 拷贝 /mL，每

管 100 μL 分装多管，－ 20 ℃储存备用。
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1． 2． 7 评估引物 SK145、SKCC1B 对 15 个亚型线性

质粒的扩增效率 用 pH 8． 0 的 1 × TE 对 15 个亚型

线性质粒的储存液( 每次定量时各取出一管冰上融

化) 进行 10 倍梯度连续稀释，选取 1 × 108拷贝 /mL、
1 × 107 拷 贝 /mL 这 两 个 梯 度 的 稀 释 液 为 模 板，

SK145、SKCC1B 为上下游引物，B1 亚型线性质粒

109 ～ 105 copies /mL 的稀释液为标准品，进行 SYBＲ
Green 荧光定量，各亚型各浓度梯度重复定量 3 次。
冰上配置 PCＲ 体系( 20 μL) : SYBＲ Premix Ex TaqTM

Ⅱ10． 0 μL，SK145( 10 μmol /L) 0． 8 μL，SKCC1B( 10
μmol /L) 0． 8 μL，ＲOX 参比染料 0． 4 μL，质粒模板

2． 0 μL，灭菌蒸馏水 6． 0 μL。PCＲ 反应程序: 预变

性 95℃ 30 s; 两步法扩增 95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，循环

40 次; 熔解曲线 95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，每 30 s 升

温 0． 5 ℃，循环 71 次后达 95 ℃，95 ℃15 s。反应结

束后系统自动生成标准曲线和熔解曲线，并给出各

亚型线性质粒的拷贝数( 即实验值) 。计算荧光定

量实验值 /理论值的百分比，并汇总分析。
1． 2． 8 评估简并引物 de-F、de-Ｒ 对 15 个亚型线性

质粒的扩增效率 以 de-F、de-Ｒ 为上下游引物，采

用 SYBＲ Green 荧光定量( 方法同 1． 2． 7) 对 15 个亚

型线性质粒的扩增效率进行评估。

2 结果

2． 1 线性质粒的电泳结果

将各亚型的重组质粒单酶切并纯化后得线性质

粒，电泳后得到 3 082 bp 的条带( 图 1) ，和预期产物

结果一致。

M: DL 15000 DNA 标准参照物; 1、3、5、7: 环状重组质粒;
2、4、6、8: 线性重组质粒

图 1 线性质粒和环状质粒

2． 2 B1 亚型线性质粒标准品的扩增曲线、标准曲

线和熔解曲线结果

将梯度稀释的 B1 亚型线性质粒标准品( 109 ～
105拷贝 /mL) ，用荧光定量 PCＲ 重复测定 3 次，每次

每个稀释度重复 3 管，荧光定量 PCＲ 结束后系统会

自动生成扩增曲线、标准曲线和熔解曲线，见图 2。
如图所示各梯度扩增曲线间隔分布均匀，且标准曲线

的相关系数 Ｒ2 = 0． 997，说明线性质粒在此稀释范围

内有良好的线性关系。回归方程: Y = － 3． 490 ×
Log( X) + 39． 25，扩增效率为 93． 4%，说明反应体

系及反应条件适宜且扩增效率较高。熔解曲线结果

为单峰，产物 Tm 值( 熔解温度) 一致( 均为 85 ℃ ) ，

说明引物特异性强，无非特异性扩增。

图 2 扩增曲线、标准曲线和熔解曲线

2． 3 简并引物设计

各亚型毒株分别在引物 SK145 ( 1359→1388 ) 、
SKCC1B( 1359→1513 ) 对应区域所占比例最高的 5
条序列 ( 5 个亚型 × 5 条) ，汇总结果如图 3 所示。
分别比对这 25 条上游和下游引物对应区序列，并统

计各一致序列条数，结果见图 3。
在充分考虑上述 5 种流行亚型序列特征的基础

上设计简并引物，其序列如下: de-F: AGTGGGGG-
GACAYCAＲGCAGC，de-Ｒ: TACTAGTAGTTCCTGC-
TATＲTCACTTCC。
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图 3 引物 SK145、SKCC1B 对应区序列比对及简并引物设计

2． 4 各引物对 15 个亚型基因片段定量的可靠性

比较

分别以 SK145、SKCC1B 和简并引物 de-F、de-Ｒ
为上 下 游 引 物，对 15 个 亚 型 基 因 片 段 的 标 准 品

( 1 × 108 拷 贝 /mL、1 × 107 拷 贝 /mL ) 进 行 SYBＲ
Green 实时定量，计算所得实验值 /理论值，各亚型

各浓度分别重复定量 3 次，将实验值 /理论值的数据

汇总并计算平均值与标准差( 图 5 ) ，结果显示引物

SK145、SKCC1B 对于 B 亚型的扩增最为有效，而对

其他亚型的扩增效果则不太理想 ( 对 A、C、D、01_
AE 亚型病毒的扩增效率分别为 25． 3%、44． 39%、
42． 43%、35． 9% ) ，这可能造成在对非 B 亚型 HIV-1
病毒定量时低估其病毒载量。使用简并引物 de-F、
de-Ｒ 后，除少部分 D 亚型和 01_AE 亚型的线性质

粒外，其余大部分亚型的线性质粒扩增效果都有显

著改善( 对 A、C、D、01_AE 这 4 个亚型病毒的扩增

效率 分 别 提 高 到 31． 58%、58． 41%、47． 82%、
43． 12% ) ，说明所设计的简并引物对各亚型 HIV-1
病毒的扩增效果比引物 SK145、SKCC1B 更好，用于

病毒载量测定也会使定量结果更加准确可靠。

图 5 两对引物对 15 个亚型基因片段扩增效果的比较

3 讨论

血浆病毒载量对于疾病恶化的预测以及治疗药

物和疫苗潜能的评估至关重要，并且血浆中 HIV
ＲNA 的定量已经成为 HIV-1 感染者预后以及监控

抗病毒治疗效果的主要工具［3 － 4］，也是治疗方案的

一大重要组成部分［5］。HIV-1 亚型间的遗传变异以

及同一 HIV 亚型内的极端变异显著影响了临床样

本中病毒 ＲNA 的检测和定量能力，而 HIV-1 血浆病

毒血症无论是假阴性还是过低定量甚至是过高定量

都可能对患者的治疗产生严重影响。目前现有的

HIV-1 病毒载量检测技术能够对 HIV-1 病毒载量进

行较好的定量，罗氏分子系统的 AMPLICOＲ HIV-1

MONITOＲ Test version 1． 5 和 COBAS AMPLICOＲ
HIV-1 MONITOＲ Test version 1． 5 更成为定量的金

标准。
比较对这两种诊断方法进行评估的国内外研究

结果，发现他们大多采用对一定数量临床样品进行

定量，然后比较这两种方法所得定量结果与其他商

业化检测方法定量结果之间的一致性和相关性的策

略。该评估策略不够系统和全面，其缺陷主要有两

个方面，首先所用临床样品不能涵盖大多数流行亚

型，且样品量不够丰富; 其次，虽与其他检测方法进

行了比较，但是并没有与样品中真正所含病毒载量

进行比较，因而无法判断其定量结果的准确可靠性。
为解决上述问题，本实验精心设计实验方案并
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全面 搜 集 数 据，对 AMPLICOＲ HIV-1 MONITOＲ
Test version 1． 5 和 COBAS AMPLICOＲ HIV-1 MO-
NITOＲ Test version 1． 5 中 所 使 用 的 引 物 SK145、
SKCC1B 进行了全面而系统的评估，结果发现该对

引物对 B 亚型病毒的扩增最为有效，而对其他亚型

病毒的扩增效果并不理想，尤其是对 A 亚型病毒的

定量结果显著偏低。为改善引物的扩增效果，我们

在原引物的基础上设计了一对简并引物 de-F、de-
Ｒ。使用简并引物后，除少部分 D 亚型和 01_AE 亚

型的质粒标准品外，其余大部分亚型的扩增效果都

有显著改善。
由于罗氏 HIV-1 检测系统中的引物 SK145 和

SKCC1B 只对 B 亚型毒株有良好的扩增效果，因而

适用于北美洲( B 亚型流行比例为 98． 0% ) 、中美洲

( B 亚型流行比例为 99． 6% ) 等 B 亚型毒株盛行区

域的 HIV-1 病毒载量检测，但是对于中国 ( B 亚型

31． 3%、07 _BC 占 28． 3%、01 _AE 占 23． 5% ) 等

HIV-1 多亚型共流行国家的 HIV-1 病毒载量检测则

不够适用。我们优化设计的简并引物对各亚型毒株

的扩增效率都有显著改善，可用于中国等 HIV-1 多

亚型共流行国家的 HIV-1 病毒载量的检测。然而由

于 HIV-1 病毒的高度变异性，我们所设计的简并引

物并不能改善所有亚型的扩增效率，还需要继续寻

找更加保守的区段、采用更为缜密的方法来设计更

为理想的引物与探针，以进一步改善 HIV-1 定量检

测方法的准确度和广谱性。
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