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嵌套式 P C R 法分型检测登革病毒基因
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提 要 应用 一对通用引物同时扩增 4 个型登革病毒 ( D E N )的 N S I 基因部分片段
,

然后采用

嵌套式聚 合酶链反应 (P C R )方法对 D E N 进行分型鉴定
.

通用引物扩增基因序列长度为 4 1 3 b p ;

D E N 各型内引物扩增序列长度分别是
二

D E N 一型为 2 6 2 b p ; D E N Z 型为 一8 9 b p ; D E N 3 型为 s 9 2 b p ;

D E N 4 型为 97 b p
。

应用嵌套式 P C R 法直接分型检测登革热患者血清标本 21 份
,

发现 D E N I 型阳

性 18 份
,

D E N Z 型阳性 2 份
。

该法能在 d2 内完成对 D E N 的分型鉴定
,

为登革热的早期快速诊断

提供 了可靠的方法
。

主题词 聚合酶链反应 , 登革热病毒 /分析
;
核糖核酸 , 病毒 /化学合成

;
基因

,

病毒

中图号 R 3了3
·

3’3

D E N 属黄病毒科
,

该病毒感染可引起登

革热
、

登革出血热和登革休克综合征
.

全世界

每年有上千万病例
。

从 1 9 7 8 年以来
,

我国广

东
、

广西和海南 省也陆续发生较大流行
,

死亡

病例不断发生
。

为了 D E N 的早期快速诊断

和病毒分子生物学的研究
,

我们进行了逆转

录
一

聚合酶链反应 ( R T
一

P C R )扩增登革病毒

核酸 的研究
,

并进 一步 用嵌套 式 P C R 法对

D E N I ~ 4 型作分型鉴定
。

我们在黄病毒基因组 N S I 基因序列设

计了一对通用引物
,

在 D E N I一 4 型的 N S I

基因序列设计了各型的内引物 〔, 一们
。

采用改

良的碘 化钠法 sj[ 提取病毒 R N A
。

应用 R T
-

P C R 扩增 D E N I ~ 4 型 N S I 基 因部分片

段
,

然后应用嵌套式 P C R 鉴定 D E N 型别
,

并对登革热患者血标本进行了分型检测
。

现

将实验结果报道如下
。

材抖和方法

1
.

1 病 毒

D E N I 一 4 型 参 考 株 由 日本 A ik ar

I g a r a s h i 教授赠送
; 乙型脑炎病毒 ( J E V ) 为

日本中山株
,

本实验室保存
。

1 株国内 D E N I

( G Z ) 于 1 9 91 年登革热流行时广州分离
。

甲

病毒代表株辛德毕斯病毒 (S IN )为军事医学

科学院赠送
。

各毒株感染 C
。

/ 36 细胞单层
,

病

变明显时收获
,

一 70 ℃保存
。

正常 C
。

/ 36 细胞

上清同样处理冻存作为阴性对照
。

1
.

2 病毒 R N A 的提取

采用碘化钠法进行改良后提取病毒液或

血清标本中的 R N A
。

首先用含异硫氰酸肌和

碘化钠溶液与病毒液或血清标本混 匀
,

再加

入氯仿
、

异戊醇
,

离心后取含 R N A 水相
,

然

后用异丙醇沉淀核酸
,

以乙醇洗沉淀
,

最后以

T E 缓冲液溶解后冻存备用
。

1
.

3 血清标本

1 9 91 年广 州市登革热流行时收集患者

发病 2 ~ d7 的血标本 21 份
,

一 70 ℃冻存备

用
。
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1
.

4 引 物

根据文献报道黄病毒序列资料分析
,

在

其 N S I 基因序列设计了一对通用引物见表

1
,

D JS ( + )和 D J A (一 )均为 1 7 个碱基
,

扩增

序 lPJ 长度为 4 1 3 b p
。

在 N E D I ~ 4 型 N S I

基因设计 了各型的内引物见表 2
。

各型一条

内引物分别与通用引物的 D J A 引物配对
,

形

成一对内引物
。

内引物分别为 17 个碱基
,

扩

增序列长度分别是 D E N I 为 2 6 2 b p
,

D E N Z

为 18 9b p
,

D E N 3 为 3 9 2 b p
,

D E N 4 为 9 7b p
。

表 1 黄病毒通用引物序列和 P C R 产物

引 物 位 置 碱基序列 ( 5
’
一 3

’
) G C ( % ) P C R 产物

D J S ( + ) N S I G A C A T G G G G T A T T G G A T

jD A (一 ) N S I T C C A T C C C A T A C C A G C A

4 7

4 1 3 b P

5 3

表 2 登革病毒内引物序列和嵌套式 P C R 产物

病 毒 位 置 碱基序列 ( 5
’
一 3

’

) G C ( % ) P C R 产物

D E N I N S I A T G G A G G A C C A A T A T C T 2 6 2 b P

D E N Z N S I G T A A G C T T G A G A T G G A C 1 8 9 b P

D E N 3 N S I

D E N 4 N S I

A G C C A A A A G A A T G G A A G

C T G C A T C T G G A A A A C T A

4 l

4 l

3 9 2 b P

9 7 b P

.1 5 R N A 逆转录

病毒 R N A 逆转录按试剂盒 ( ik )t 说明书

进行
。

在反 应管 内加 入
:

10 x 缓冲液 2川
,

2 5m m o l / L M g C 1
2 4拼l

,

1 0m m o l / L d N T P

2拌l
,

D JA 引 物 4拼 l
,

提 取 的 R N A 10拜l
,

r R N A s i m 和 A M V 逆转录酶各 0
.

5拜 l
,

混匀

4 2
`

C保温 4 5m i n ,

9 5 ℃加热 s m i n ,

置 一 2 0 ℃

备用
。

1
.

6 嵌套式 P C R

按 F D D K
一

1 D N A 扩增 ik t 说明书操作
,

对 D E N 基因进行两次 P C R
。

首先应用通用

引物进行第一次酶促扩增
,

然后应用内引物

进行第二次扩增
。

两次 P C R 循环
:

93 ℃ 4 0 5 ,

5 5℃ 4 5 5 ,

7 2℃ 6 0 5 ,

分别为 3 0 次
。

1
.

7 试 剂

逆转录 k i t 为 P r o m e g a
公司产品

; P C R

ik t 由复旦大学科技开发总公司提供
。

异硫氰

酸肌为华美生物工程公司产品
。

限制性内切

酶 B st N I 购 自北京中国协和 医院友谊公

司
。

1
.

8 P C R 产物电泳及酶切分析

配制含滨 化乙 锭的 1
.

5 %琼脂糖凝胶
。

取 1 0川 P c R 产物 电泳
,

在透射 式紫外发生

仪上观察并照相记录实验结果
。

D E N I ~ 4

型 P C R 产物提取后以 B s r N l 花。℃酶切 Zh
,

然后用聚丙稀酞胺凝胶 电泳分析
。

2 结 果

2
.

1 通用引物扩增 D E N I一 4 型的结果

应 用黄病毒通 用 引物 扩增 D E N I ~ 4

型
,

可观察到一条 明显的扩增带
,

其扩增基因

片段的大小与设计 片段相符
,

约 4 13 b p
。

该

通用 引物扩 增 国 内分离 株 D E N I ( G Z ) 和

J E V 中山株也有一条明显的荧光带
,

扩增片

段大小均为 41 3 b p 左右
。

甲病毒的 SI N 应用

通 用引物酶促扩增 后无特异性条带
; 正常

C
。

3/ 6 细胞采用该引物检测也无条带
.

上述
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鉴定
。

本文报告应用一对通用引物同时扩增

4 个型的 D E N 基因片段
,

然后应用内引物酶

促扩增对 D E N I一 4 型进行分型鉴定
,

这在

国内尚属首次
。

本文设计的通用引物在黄病毒中具有高

度的保守性
,

在对 D E N I ~ 4 型和 J E V 的扩

增 中出现 一条特异荧光带
,

而扩增 甲病毒

S I N 和 C
。

/ 36 细胞无特异带
。

设计 D E N 各型

的内引物对于 D E N 4 型的鉴别特异性良好
。

一般设计引 物均在 20 个碱基 以上
,

而本研

究仅用 17 个碱基作为引物既有 良好的特异

性又节省经费
。

应用嵌套式 P C R 检测临床登革热患者

血 标本 21 份
,

发 现 D E N I 型 阳性 18 份
,

D E N Z 型阳性 2 份
。

表明 1 9 9 1年广州市流行

登革热是由 D E N I
,

2 型所引起
。

1 份标本未

检 出
,

考虑收集标本时间离发病时太久
,

血清

D E N 含量极少所致
。

嵌套式 P C R 能在 d2 内

完成对 D E N 的分 型鉴定
,

并能检测到登革

热 患者发病早期血标本 中的 D E N 基因
。

为

登革热的早期快速诊断提供了可靠的方法
。

3

4

5

6

7

8
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