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逆转录聚合酶链反应检测 l 型登革病

毒的敏感性和特异性研究
李 刚 王 飞 郭日波 柯伟民 廖育煌

份

( 传染病学教研室 )

提 要 本文应用逆转录聚合酶链反应 ( R T 一 P C R ) 方法
,

检测 I 型登革 病 毒基因
。

所设计引物

在 E基因组
,

引物 2 位于核普酸序列的 1 1 3 9~ 1 1 5 8位
,

引物 1位于 1 4 5 3~ 1 4 7 1位
,

反应产物为 3 3 3bP
,

内含 1 个 H idn l 限制性 内切酶位点
,

酶切后有 1 2 8 b p和 19 9 b p 两个片段
。

产物在含澳化乙锭的 2 %琼

脂糖中电泳
。

采用 R T 一 P C R法可测出少至 5 个半数组织细胞培养感染量 ( T C DI
。。 ) 的病毒 R N A

。

关匆词 I 型登革病毒 ; 逆转录 , 聚合酶链反应

中圈号 R 51 2
.

8

l 型登革病毒 R N A 的核昔酸序列已完全

弄清
【” ,

使近年来非常活跃的聚合酶链反应技

术应用于登革病毒的研究成为可能
。

现国内的

有关研究主要涉及 I 型登革病毒
。

本研究采用
R -T P c R 成功地扩增了 l 型登革病毒的 E 基因

部分片段
,

并对此法的特异性和敏感性进行了

探讨
。
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病 毒 登革病毒标准株 I 型 ( H a w ia i)
、

I 型 ( N e w G u i n e a )
、

l 型 (氏
,
)
、

W型 ( H
: . 1

)及

乙脑病毒分别感染 C 6 / 3 6细胞单层
,

细胞病变

达 (
+ +

) ~ (
+ + +

)时收集培养液
,

并滴 定 T C I D
。。 ,

一 20 ℃保存
。

试 剂 A M v 逆转录酶
、

R N “ in 、

d N PT
、

D N A 分子量标准
、

H i dn , 购 自华美公 司
。

蛋

白酶 K 由 M e cr k 公司提供
。

aT q D N A 聚合酶

狗于复旦大学遗传所
。

一对引物分 别 为 2 o nt

及 19 nt
,

由上海细胞生物学研究所合成
,

引物

的位置及序列见图 1 。

病毒 RN A的提取汇” 培养液 2 0 0 “ l加入蛋

白酶 k Z住
, 1 0 % DS S 1 0卜l 在 5 6℃消化 i h

。

加

入二琉基 乙醇后常规酚
、

氯仿抽提 3 次
,

上清

铃 广州市卫生防疫站

P , 5尹 G A G G G T T C C A T A T T C A G G T 3 ,

P : 5
尹 A C A A C G G A C T C A A G A T G T C C 3尹

图 1 所用引物位置
、

序列和酶切位点

在无水 乙醇及醋酸钠中一 20 ℃沉淀 1 2 h
, 1。。。。

pr m 离心 l h
,

倒去液体 后 抽 干
,

加 20 川 双

蒸水溶解
。

c D N A合成 反应混合液含
: R N A S 林l

,

R N . 、。 4 0 住
,

0
.

5 m m ol / L dN T P S 卜l
,

A M V 逆

转 录 酶 1 0。
,

引 物 1 ( p
:

) 5 0 0 n g
,

5 x b u ffe r

2 0 林I
,

加双蒸 水 至 总 体 积 5 0 “ l
,

4 2℃反应

1
.

s h
。

c ON A 扩增 反应混合物含
:

上述混合液

1 0 “ l ( 内含 C D N A )
,

o
.

s m m o l / L d N T p s “ l
,

p :
1 0 0 n g

、

p : 5 0 0 n s
、

5 x b u
价

r 1 0 卜l
,

双蒸

水 1 0 协l
,

总体积 为 5 0 林l
。

9 5℃ 1 0 m i n ,

加入

介q 聚合 酶 2 。 ,

在 5 5 ℃ i 垃 i n ,
7 2℃ i 而 n ,

9 2℃ 3 0 5 循 环
·

3 0 次
。

最 后 在 7 2℃ 延 伸 1 0

m i n 。

曲 切 cP R 产物经 常 规酚
、

氯仿
、

乙
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