
中国药事  2022 年 5 月  第 36 卷  第 5 期 535

作者简介：权娅茹  Tel：（010）53852124；E-mail：yaya_0115@163.com

通信作者：李长贵  Tel：（010）53852132；E-mail：changguili@aliyun.com

β-actin实时荧光PCR法的建立和在临床试验中的
应用

权娅茹1，陈震1，吉尚志2，邱平1，李长贵1* （1. 中国食品药品检定研究院，北京 102629；

2.  北京万泰生物药业股份有限公司，北京 102206）

摘要	 目的：建立β-actin实时荧光聚合酶链反应（PCR）法，用于水痘减毒活疫苗和带状疱疹减毒活

疫苗临床试验中样本采集有效性的判定，为临床试验中疫苗安全性判定和保护率的准确计算提供保障。

方法：以β-actin质粒、水痘-带状疱疹病毒（VZV）为模板进行β-actin实时荧光PCR法体系的优化和

灵敏度、特异性和重复性的验证及Cutoff值的确定。 结果：建立的β-actin实时荧光PCR法特异性和重复

性好，灵敏度为10 cps·μL-1。临床样本β-actin扩增成功率99.9%（1746份样本中只有1份β-actin扩增阴

性）。结论：建立的β-actin实时荧光PCR法可满足临床试验中样本采集有效性的判定。
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Establishment of β-actin Real-time Fluorescence PCR and Its Application in 
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Abstract   Objective:  To establish a β-actin real-time fluorescence PCR in order to determine the validity of 
sample collection in clinical trials of live attenuated varicella vaccine and live attenuated herpes zoster vaccine   
and to guarantee vaccine safety and accurate calculation of vaccine protection rate in clinical trials. Methods: 
The β-actin real-time fluorescence PCR system was optimized, and the sensitivity, specificity and repeatability 
were verified, and the Cutoff value was determined by using the β-actin plasmid and varicella zoster virus (VZV) 
as templates. Results: The established β-actin real-time fluorescence PCR method has demonstrated good 
specificity and reproducibility, and the sensitivity was 10 cps·μL-1. The success rate of β-actin amplification in 
clinical samples reached 99.9% (only 1 β-actin amplification was negative among 1746 samples). Conclusion: 
The established β-actin real-time fluorescence PCR method can satisfy the confirmation of the validity of sample 
collection in clinical trials.
Keywords:   PCR; β-actin plasmid; sensitivity; specificity; validity of sample collection; live attenuated varicella 
vaccine; live attenuated herpes zoster vaccine
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水痘-带状疱疹病毒（Varicella-Zoster Virus， 

VZV）为水痘（Varicella，Chickenpox）和带状疱

疹（Herpes Zoster）两种疾病的病原体。水痘是该

病毒原发感染的临床表现，是儿童时期常见的一种

急性、高传染性疾病。带状疱疹是原发感染后病毒

长期在宿主脊髓后根神经节、脑神经节及肠道神经

节的神经细胞中潜伏，当受到某些因素影响，如机

体抵抗力降低，潜伏的病毒被激活所致[1-3]。

水痘减毒活疫苗是预防水痘的有效手段，带

状疱疹减毒活疫苗是预防带状疱疹的有效手段，两

者生产工艺相同，差异主要在病毒滴度上[4-6]。目

前，我国已有上市的水痘减毒活疫苗，随着人们接

种意识的增强，水痘减毒活疫苗的需求量逐年增

加，国内水痘减毒活疫苗的研发企业也在增加。我

国带状疱疹减毒活疫苗还处在研发阶段，目前国内

无上市疫苗。

疫苗在上市前需要进行Ⅰ期、Ⅱ期和Ⅲ期临

床试验。水痘减毒活疫苗和带状疱疹减毒活疫苗的

临床试验中，需要对疫苗的安全性和有效性进行探

索，这就需要对临床期间发生的疑似病例进行收集

和鉴定，确认是否为疫苗目标疾病，从而进一步对

疫苗安全性进行分析，进一步对疫苗保护效力进行

统计。国内外对疑似病例的鉴定主要是通过聚合酶

链反应（PCR）法确定从疑似病例身上采集的样本

中是否含有VZV病毒[7-12]。在鉴定的过程中，常常

会出现VZV扩增阴性的样本，这些阴性标本的判定

直接关系到后续疫苗安全性和保护率的确定，因此

对扩增前样本的采样有效性进行确认就显得非常重

要。目前，未发现有关扩增阴性的样本采样有效性

判定这方面的文献报道。β-肌动蛋白（β-actin）

是肌动蛋白家族的一员，肌动蛋白是细胞的一种重

要骨架蛋白。在不同物种之间高度保守。作为管家

基因，β-actin在所有组织中相对持续稳定表达，

是PCR研究常用的对照基因[13-15]，适合用来作为样

本采样有效性判定的对照基因。为了解决临床采样

是否有效的判定问题，本研究选择β-actin作为参

照基因，研究建立了β-actin实时荧光PCR法 。

1   仪器与材料
1.1   样品

由于2种疫苗均为同一个病毒，所以建立方法

时仅选择了1种疫苗：2个厂家的水痘减毒活疫苗；

β-actin质粒；1746份疱疹、斑丘疹、结痂、唾液

样本。

1.2   试剂与仪器

荧光定量PCR仪（Appl i ed  B i o sy s t ems，

7500），紫外分光光度计（HITACHI），核酸提

取仪（Thermo），万泰核酸提取试剂盒（批号：

20190101），Premix（Takara，AIF2314A）。

2   方法
2.1   β-actin质粒构建

以 N C B I  中 公 布 的 人 源 β - a c t i n

（NG_007992.1）基因序列为模板，委托天一辉远

公司进行β-actin质粒的构建。构建的β-actin质粒

中包含连续6个左右的DNA序列突变，用于体系的

建立，也方便在临床疱疹液鉴定试验中作为阳性

对照，鉴别体系是否有污染。阳性对照引入突变

位点，是为了和样本中含有的β-actin基因进行区

分，这样通过检测阳性对照的序列就可以监测样本

在处理和扩增中是否发生了污染。如果有污染，则

在阳性对照中会出现不含突变位点的β-actin基因

序列。

2.2   引物和探针考察

用 P r e m i e r  5 . 0 软 件 设 计 β - a c t i n 的 P C R

扩 增 引 物 和 探 针 。 引 物 分 别 为 a c t i n - F ： 

T G C T G T G G A A G C T A A G T C C T G ， a c t i n - R ：

TGGATGTGACAGCTCCCCA。探针分别为actin-P1：

5'FAM-CCACGAAACTACCTTCAACTCC-3'BHQ1，

actin-P2：5'FAM-GACACCCACCTTGATCTTCATT-

3'BHQ1。

用无菌注射用水将水痘减毒活疫苗分别稀释

至10、1、0.1 PFU·mL-1病毒滴度，然后进行病毒

基因组提取，提取的水痘-带状疱疹病毒基因组作

为扩增模板。唾液样本作为临床样本，无菌注射用

水作为阴性对照。病毒和临床样本各扩增2次，阴

性对照扩增4次。

PCR扩增体系：Premix15 μL，MgCl2（25 

mM）1 μL，actin-P1（10 μM）1 μL，actin-F

（10 μM）1 μL ，actin-R（10 μM）1 μL，

DNA模板10 μL。 PCR扩增程序：95 ℃，5 min；

95 ℃，15 sec； 55 ℃，30 sec；72 ℃，1 min；共 

40个循环；72 ℃延伸 10 min。

2.3   PCR扩增体系优化

用无菌注射用水将水痘减毒活疫苗分别稀释

至1×104、1×102、1 PFU·mL-1病毒滴度，核酸提



中国药事  2022 年 5 月  第 36 卷  第 5 期 537

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

取后，用无touchdown程序“95 ℃ 5 min；95 ℃ 

15 sec， 55 ℃  30 sec，72 ℃  1 min，共 40个循

环；72 ℃延伸10 min”和有touchdown程序“95 ℃ 

5 min；95 ℃ 15 sec，64→55 ℃ 30 sec，72 ℃ 1 min，

10个循环，每个循环下降1 ℃；95 ℃ 15 sec，

55 ℃ 30 sec，72 ℃ 1 min，共 30个循环；72 ℃延

伸10 min”分别进行扩增，对Ct值进行考察。

2.4   灵敏度考察

用无菌注射用水将合成的β-actin质粒稀释50

倍后进行OD260/OD280检测，再根据得到的浓度将

β-actin质粒稀释至30、10、5 cps·μL-1。每个浓

度扩增3次。

2.5   性能验证与Cutoff值确定

质控品组成见表1。灵敏度质控品每个浓度各

准备20份。特异性质控品1准备1份，特异性质控品

2~4各准备4份。重复性质控品准备6份。将所有样

品核酸提取后用于后续的PCR扩增。

每轮试验的扩增样本数量为40份，分别为20份

灵敏度质控品，1份特异性质控品1，特异性质控品

2~4各4份，6份重复性质控品，阳性对照为β-actin

（1000 cps·μL-1）。共进行3轮PCR扩增。

2.6   临床试验应用

用建立的β-actin荧光PCR扩增法对1家企业生

产的水痘减毒活疫苗Ⅰ期临床试验和2家企业生产

的带状疱疹减毒活疫苗Ⅲ期临床试验中收集的1746

份疱疹、斑丘疹、结痂、唾液样本进行了PCR扩

增，检验其临床适用性。

3   结果与分析 
3.1   引物和探针考察结果

保持PCR扩增体系其余成分不变，对合成的

探针actin-P1和actin-P2进行考察。扩增模板为不

同浓度的水痘-带状疱疹病毒、唾液和无菌注射

水，结果见表2。阴性对照的扩增结果显示2条探

针的特异性良好。对病毒和唾液的扩增，actin-P1

相对于actin-P2 的Ct值均提前2~3个循环，故选择

actin-P1。

表 1   质控品组成

分类 编号 组成 浓度 /（cps·μL-1） 稀释液

灵敏度质控品 1 β-actin 10 无菌注射水

2 β-actin 30 无菌注射水

特异性质控品 1 唾液 / 唾液保存液

2 无菌注射水 / /

3 A 企业病毒稳定剂 / /

4 B 企业病毒稳定剂 / /

重复性质控品 1 β-actin 1000 无菌注射水

注：唾液保存液由北京万泰生物药业股份有限公司友情提供。

表 2   β-actin 体系探针法 PCR结果

样本浓度 /（PFU·mL-1）
Ct 均值

△ Ct（P2-P1）
actin-P1 actin-P2

0.1 36.19 38.54 2.35

1 32.79 35.46 2.67

10 29.45 32.14 2.69

唾液 22.26 25.07 2.81

阴性 No Ct No Ct /
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表 3   扩增程序优化考察结果

序号 样本 浓度 /（PFU·mL-1） 无 touchdown 的 Ct 有 touchdown 的 Ct △ Ct

1 A 1×104 30.31 21.95 8.36

2 A 1×102 38.60 26.91 11.69

3 A 1 No Ct No Ct /

4 B 1×104 29.96 21.05 8.91

5 B 1×102 No Ct No Ct /

6 B 1 No Ct No Ct /

7 阴性 / No Ct No Ct /

8 阴性 / No Ct No Ct /

注：A 表示 A 家企业的水痘减毒活疫苗核酸样本；B 表示 B 家企业的水痘减毒活疫苗核酸样本。

表 4  灵敏度考察结果

样本 Ct 均值 检出率

30 cps·μL-1 质粒 29.94 3/3

10 cps·μL-1 质粒 31.21 3/3

5 cps·μL-1 质粒 No Ct 0/3

阴性对照 No Ct 0/3

3.2   扩增体系优化结果

选择了A和B家企业的水痘减毒活疫苗提取核

酸，作为扩增模板。 touchdown程序的主要目的是

提高PCR的特异性。结果见表3，无touchdown和有

touchdown的程序，阴性样本扩增结果均无Ct，说

明特异性良好。从1×104 PFU·mL-1样本检测结

果看，在相同含量的初始模板浓度，得到的Ct值

是相对稳定的，有touchdown的程序比无touchdown

的程序到达阈值的Ct值要提前8~9个循环。说明有

touchdown程序的扩增效率要好于无touchdown的程

序。因此，从特异性和扩增效率两个角度考虑，选

择有touchdown程序进行后续试验。

3.3   灵敏度考察结果

试验共重复了3次。由表4可知，10 cps·μL-1

的质粒检出率达到了3/3，初步判定灵敏度为10 

cps·μL-1，此结果会在后续的性能验证时再确认。

3.4   性能验证与Cutoff值确定

灵敏度、特异性和重复性验证结果总结在

表5中。对于灵敏度质控品1，每轮试验有20个样

本，扩增了3轮，得到了60个扩增结果，Ct值比较

稳定，均值为30.53，CV为2.17%。取（Ct均值+

1.96SD）作为Cutoff值，即31.83，取整数为32。即

Ct值≤32的样本可判定为β-actin阳性，Ct值＞32

的样本可判定为β-actin阴性。特异性质控品1为唾

液，3次均稳定检出；其余特异性质控品均没有检

出，说明体系特异性良好。

对于重复性质控品1，每轮试验有6个样本，

扩增了3轮，得到了18个Ct值，Ct均值为23.46，CV

为1.70%，小于5%，符合要求。阳性对照的Ct均值

为23.68，同样取（Ct均值+1.96SD）作为Cutoff值，

即24.41，取整数为25，即阳性对照的Ct值应不超

过25。 
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表 5   性能验证结果

轮次
Ct 均值

灵敏度 1 重复性 1 特异性 1 特异性 2 特异性 3 特异性 4 阳性对照

1 30.55 23.42 23.30 No Ct No Ct No Ct 23.26

2 30.84 23.95 23.82 No Ct No Ct No Ct 23.96

3 30.21 23.06 22.78 No Ct No Ct No Ct 23.82

mean 30.53 23.46 23.30 No Ct No Ct No Ct 23.68

检出率 60/60 18/18 3/3 0/12 0/12 0/12 3/3

SD 0.66 0.40 / / / / 0.37

1.96SD 1.30 0.78 / / / / 0.73

CV/% 2.17 1.70 / / / / 1.56

注：“/”表示不纳入统计。

3.5   临床试验应用

水痘减毒活疫苗Ⅰ期临床和带状疱疹减毒活

疫苗Ⅲ期临床中收集的共计875份唾液样本VZV病

毒扩增阴性，β-actin扩增阳性，表明样本采样是

有效的，说明疫苗的注射不会引起VZV病毒排毒风

险，疫苗是安全的。871份疱疹、斑丘疹、结痂样

本中有61份VZV病毒扩增阴性，这61份样本中有60

份β-actin扩增阳性，说明采样是有效的，60份样

本判定为非疫苗目标疾病，其中1份β-actin扩增阴

性，说明采样无效，无法进行后续的判定。

4   讨论
水痘减毒活疫苗和带状疱疹减毒活疫苗均属

于活苗，安全性方面关注点之一是受种者接种疫苗

后是否发生排毒，给生态环境及人类健康带来潜在

影响。有效性方面主要关注的是疫苗的保护率。疫

苗的保护率，就是在一定时间内通过比较接种组和

对照组人群，观察登记两组疫苗目标疾病的发病

情况，比较组的发病率来计算的。在安全性的监

测中，要对采集的唾液样本是否含有VZV病毒进行

确认。在有效性的监测中，需要对采集的疱疹、斑

丘疹、结痂样本中是否含有VZV病毒进行确认。国

内外采用的实验室判定方法均是PCR法。原理是通

过PCR检测样本中是否含有VZV病毒基因。在确认

的过程中会碰到VZV病毒基因阴性的样本，这些样

本如何界定会直接影响安全性和有效性判定的正确

性。为了解决这个问题，笔者引入了β-actin基因

的扩增来对样本是否有效进行确认。

试验结果显示，用建立的β-actin实时荧光

PCR法扩增临床样本，875份唾液样本和871份疱

疹、斑丘疹、结痂样本中只有1份扩增阴性，说明

β-actin作为对照基因是合适的，建立的β-actin扩

增体系的灵敏度是符合要求的；提高了61份VZV病

毒扩增阴性样本判定的正确性，从而进一步提高实

验室判定结果的可靠性。
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