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P C R制备地高辛配基标记的探针

检 测 登 革 病 毒 核 酸
,

庄 坚 郭辉玉 陈火胜

( 微生物学和免疫学教研室 )

提 要 用聚合酶链反应 ( P C R ) 技术
,

以重组质粒 P D E 1 3 05 D N A 为模板
,

在底物中补充标记

的脱氧尿嘀吮核普三磷酸 ( D IG
一 d U T P ) ,

经扩增反应制备了地高辛配基标记的登革 病毒 2 型 ( D E姚 )

c D N A 探针
。

D N A 一
R N A 斑点杂交表明该探针有 D EN :

型特异性
,

可检出 0
.

1 p g D E N Z一R N A
。

P C R

扩增标记只用 1 0 n g 模板 D N A
,

数小时内可制备约 1 “ g 标记的 c D N A 探针
,

而用六聚核普 酸随机引

物 ( R H P ) 标记
,

从质粒 D N A 酶切
、

片段 回收到标记获得探针
,

至少需 数 10 h
。

可见 P C R 技术直

接制备地高辛配基标记的 c D N A 探针较方便
,

快速
、

标记率高
、

特异性强
,

具有一定的应 用前景
。

关抽词 地高辛配基 ; 聚合酶链反应
;
登革病毒 ; 斑点杂交

中图号 R 3 7 3
.

3 3

核酸探针是核酸杂交技术中必不 可少的工

具
。

国内外采用多种方法制备核酸探针
,

并成

功用于检测多种病毒核酸
。

近年
,

有报道认为

应用 p C R 技术直接制备标记的核酸 探 针较简

便
、

快速
`’ , ” 。

据此
,

我们在 4 种脱 氧核昔酸

底物中加入适量的地高辛配基 ( id g o x i g e in n) 标

记的脱氧尿嗜睫核昔三磷 酸 ( D I G一 1 1一 d U T )P
,

应用 P C R 扩增 D E N
:

特 异
CD N A 片段

,

制备

了地高辛配基标记的 D E N 厂cD N A 探针
,

并初

次用于检测登革病毒核酸
。

材 朴 和 方 法

毒种
、

细胞株 本实验用的登革病毒原型

株有 D E N
I

( H a w a i i )
、

D E N
Z
( N G C )

、

D E N
s

( H D s 。
)

。

地方 株 有 D E N
Z

( H N , : 、

海 南
,

1 9 5 6 )
、

D E N
`
( 广州

, 1 9 7 5 ) 分 离自登革热

患者血清
。

血清型经本室制备的型特异单克隆

抗体间接免疫荧光染色证实
。

日本 乙型脑炎病

毒中山株 (J E )
,

本实验室保存
。

C 6 / 3 b白纹伊

铃 C M B 基金及卫生部医学重点科技项 目基金资

助
,

第一作者为我校 1 9 68 届 校 友
,

国 内访 问 学 者

( 汕头大学医学院 ) ; 第二作者为导师

蚊细胞系由广东省卫生防疫站赠
。

血清标本 来自广 州 市 传 染 病 院住院

( 1 9 9 1年 9一 10 月间 )的登革热患者
。

发病后第

3一6天采血
,

血清 一 20 ℃冻存备用
。

p C R 引物及试剂 引 物 自行 设 计扩 增

D E N
ZE基 因第 z~ 3 0 5位核昔酸 ( 3 0 5 b p )片段

,

由军事医科院基因工程室代合成
。

上游引物序

列
: 5

,一A T G C G T T G C A T A G G A A T A T --c 3
’

, 下

游引物序列
: 5

,一C C C C A T C C T C T G T C T A C C尔
T G 一 3

’ 。
P C R 试剂为复旦遗传所产品

。

D N A扩

增仪 ( FR
一 3 0 0 ) 为复旦大学生物实 验 研 究所

产品
。

其他试剂盒 非放射性 D N A 标记与检测

试剂盒
、

D I G 一 1 1一 dU T p
、

b i o t i n一 1 6一d U T p 为

B o e h r i n 罗 r M a n n he i n 公司产品
。

逆转录 ( r e ,

v e r s e t r a n s e r i p t i o n
,

R T ) 试剂 盒 为 几Om e g a

公司产品
。

模板O N A提纯 以克隆的重组质粒 DP E 互

3 05 D N A为模板
。

该质粒由 3 0 5 b p登革病毒 2型

( H N
, 。

) cD N A 片段插入载体 P U C
: 。

的 Sm al 位

点构建而成
,

转化至 .E co ll J M
o 3 。

质粒D N A

按文献
〔” 方法提纯

。

D EN厂 c DN A探针的标记
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讨 论

地高辛配基 ( 又称洋地黄毒昔配基 ) 是从

植物洋地黄中提取的固醇类半抗原物质
,

由一

个较长的间臂共价结合到尿嗜咤环的 5 位上
,

构成地高辛配基 标 记 物 ( D I G一 1 1一d U T P )
,

在 P C R 扩增时作为 d T T P 结构类似物 掺 入到

D N A 链中
。

由于掺入 D I G一 1 1一 dU T P
,

其分子

量比不含有D I--G 1 1一 dU PT 的扩增产物大
,

故电

泳时迁移速度相对较慢
。

近年国外采用 P C R 法制备
` ZP标记

,

地高

辛配基标记探针已有多篇报道
〔` ’ 2 ’ s , ` ’ 。

国内也

有用 P C R 制备
, ZP 标记探针的报道

仁” ,

但未见

用 P C R 技术制备地高辛配 基 标 记 的 D E N
Z -

c D N A 探针的报 道
。

我 们 首 次 用 P C R 扩增

D E N声 基因第 1 一 30 5位核昔酸片段制备地高

辛配基标记探针获得成功
,

并 用
c D N -A R N A

斑点杂交检测了 D E N 厂 R N A
,

鉴定R T一 P C R产

物
,

结果表明该探针具 D E N
:

型特异性
,

可检

出 o
.

l p g D E N 厂R N A
,

灵敏度高于” P缺口翻译

标记的 D E N 厂 e D N A 探针 ( 可检出 I P g D E N厂

R N A ) 〔 . ’ 以及生物 素标 记 的 D E N
Z一

cD N A 探

针 ; 配合R T - P C R 易于快速检出临床标本中微

量的D E N厂 R N A
。

本文结果还表明
,

用 P CR技术制备标记探

针确比其他方法方便
、

快速
、

标记率高 ; P CR

技术也适于制备其他标记探针用于临床检测
,

是值得推广使用的探针标记方法
。
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