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应用 DNA-RNA斑点杂交法检测登革病毒核酸 
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提 薹 

新近制备了大量纯化的 pEH920DNA，谤质粒 DNA插入了登革病毒 2型核酸片段的 

互补 DNA。以[a一 P)dCTP拄欣 口转译法标记 pEH 920 DNA作为探 针， 以感 染病 毒 

的蚊细胞 cI／s6培养上潘作标本，应用 DNA—RNA斑点杂交法检铡了登革病毒核 酸。结 

果显 示同位索标 记探针 (pEH 920)与登 革病毒 2型标 本反应 最强 ，具 有一定的 型 特 异 

性。但与其它血清型登革病毒也呈一定交叉反应。初步探讨了探针的敏惑性，至 少 可 控 

出 TCID 5 625的登革病毒 2型核酸。 

关■词 ：登革病毒 欣 口转译 斑点 杂交 

登革病毒感染的病原学诊断，主要依赖于病毒分离和血清学鉴定。但病毒分离率较 

低，且耗费时间，而血清学鉴定往往受到标本中存在的交叉反应性抗黄病毒 抗 体 的 干 

扰。尽管已有报道从『晦床标本中可直接检测登革病毒抗原” 、但检出率较低，除交叉反 

应的干扰外，还要克服抗原性损失的问题，需要一套保存标本的冷藏系统。 

作为病毒病原学诊断的一种方法，核酸杂交试验已成功地应用于多种病毒的核酸检 

测 。近两年，国外又报道运用核酸杂交试验可检测登革病毒 2型 RNA，包括 用 同 位 

素 “P标记 的eDNA探针或合成的寡核苷酸探针检测感染蚊细胞上清中的病毒 RNA，以 

及用生物素光标记的 eDNA探针检测从感染蚊细胞内抽提或纯化的病毒 RNAt 。我们 

- 在不久前 曾报道 ，从国外引进插入登革病毒 2型核酸片段 eDNA的重组质粒--pEH920， 

并通过转化试验 、克隆增殖及 DNA分离提纯制备 了大量 pEH 920 DNA。本文报道应用 

pEH 920 DNA检测登革病毒核酸的初步结果，并讨论登革病毒核酸杂交试验的 现 状 及 

核酸探针的应用潜能。 

材料与方法 

1． 瘸毒与棚瞎：本实验所用原型黄病毒毒株有 DEN-1(Hawaii)、DEN一2(New Guinea c)、 

DEN一3(H87)、DEN一4(H241)、JBE( 3̂)。 另外有 3株 肌 1986年 广州流行时病人血液 中 分 

本文于 1988年9月 20日收到． 
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离的 登革病毒 ，经 单克隆抗体 间接免 疫荧光法鉴定为登 革 2型 ，按 病人住院号分 男I1记 为 585、649、 

15446 病毒毒)I糸都用 白纹伊蚊细胞 C8／36培养 ，病 毒的传 代、TCID~0滴定按本室常 规。 

2． 探 针 DNA：pEH 920 DNA作为 探针。 该质粒插入 了登革 病毒 2型 (New Guinea C 椿 ) 

核酸 部分片段的互补 DNA，插 入 eDNA长约 2．0kb，插 入片段在基 因组的位 置见 图 l。 该片 段 对 

应的 核苷 酸序列见参 考文 献 l 91。在 做探针应用前 ，对引 进质粒 pEH 920 DNA进行了酶切分析 ，并 

绘制 了该质粒的限制性 酶切图谱，见 图 2 

5． 标本处理：取 200~1感染病毒的 C B／3e培养上清液，加 600~1变性处理液 (分析纯 甲 醛 

和 20×SSC等 量混匀即成 )，60℃水浴孵育 ls分钟。 做敏 感性试 验时，用 PBS稀释台病 毒 的 上 

清液 后，以同洼处 理。同样处理 来标 记的 pEN 920 DNA作 阳性 对照标 本，未感染 病 毒 的 C ／36 

培养上清作阴性对照标 本。标 本经变性处理 后， 用多头微量过德收 集器 (Schkeicher＆ SchOll 

D一3354 Da ssel w
． G crmany)抽样到硝酸纤维索滤骥 (s＆S BA 85)，每 孔加样 200~1，红外灯 

爰 80℃烘 炉干燥，真空干燥 器内存放 。 

4． 缺 口矗 译标记 探针：pEH 920 DNA l g，经 Bam HI酶解成线 状 DNA，95呖乙醇沉淀 

回收后 ， 用 [口一札P]dCTP(Amer sham )约 100~Ci进行缺 口翻译 标 记 ，dNTPs、DNA聚 合 酶 

I、DNase I为 BRL和 Boeh ringe Mannbefm公司 产品口标 记完成 后，用 Sephadex G-25离心柱 

(DNA prepacked pre—span column，Boehrlnge Mannheim )分离标 记 DNA和游离核苷酸，用 

Packard 2000 CA液闲分折仪检 潮标记效率。结果 获得比放 活性 约 2×107CPM／~tg DNA 

5． 杂交条件：将 NC滤膜用预杂交液 70℃水浴处理2小时，预杂交液含 90mmol／L柠 檬 酸 

盐缓冲液 (pH7．4)，0．9mol／L NaCI、l×Denhardt及 100gg／ml变性健鱼 精 子DN 。̂将 标 记 

探针加热 】00qG变洼处理 5分钟，加入 10ml预杂交渍 中， 补充右旋糖苷硫酸醑 10g，装 入 有 NC 

的塑料袋 中，尽量除去 气泡，封 口。65'C 水 浴 中 杂 交 约 l6小时。 次 日用 2 x SSPE，1
．
0呖 SDS 

于室温下 洗涤 Nc 2次，每 次 l5分 钟j再 以 0．2×SSPE，0．i啊SDS魄 d次．每 次 15分 钟。然 

后，红外灯 下供干，包上 薄膜 ，在 暗室 中放入感光 夹内，两面上 x光片， 一70℃感光 24小时，最 

后显影， 定影观察。 

结果 与讨论 

1． 探针的特异洼：pEH 920探讣与登革病毒 2型标本反应最强，与正常 蚊 细 胞 

CJ36上清及乙脑病毒 (JBE A3)标本未显示可见杂交反 应。同 时，pEH 920探 针 与 

DEN1、 DEN3
、 DEN4标本也呈不同程度的弱杂交反应 (图 3)。结果 表 明，pEH 920 

探针为登革病毒特异性，且具有一定程度的 DEN一2型特异性。 但没有严格的型 特 异 

性 。 

2． 探针的敏感性；为确定 pEH 920探针的敏感 性，将 DEN一 2(New Guine8 C) 

标本先经 TCID,o滴定，再制成不同稀释度 标本J同时，将未标记 的 pEH 920 DNA制成 

不同含量的标本。结果显示，当标本稀释到 TCID 625时，仍有可见杂交反应 (图 3 

中B。)。 

3· 探针与中国分爵株杂交t pEH 920探针与从广州分离的 3株 DEN一2都 呈 杂 

交反应。结果提示，该探针可 用于登革病毒 2型中国分离株的核酸检测。 

应用核酸杂交方法检测登革病毒 RNA，国外是近两年才开展的，国内则尚未 见 报 
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圈 1． 插^ ~DNA片段在登革稍毒基因组中拘位置 

All8~ment 0f IⅡ5e rted Dengue cDNA with the G㈣ me 

— 。 — 一 I It r‘“ eDNA 

一 VIctD Pc删 ‘ 

图 2 pEH 920的限制性酶切图谱 

rig 2 ． Re自trletion Dig~stiDn Msp 0f pEH 9助 

圈 3 cDNA-RNA斑点杂立检测登革病毒核酸 

Fig 3 Deleeti0Ⅱ Of Dengue Viru5 RNA bY Dot-spot H br{diz ati0n 

Not。： A1，DENl， A2·DEN 8， A 3·DE 4， A4·JBE A6， 7， 8，DEN2 

(Chlnc se isolates) 

B6，7，8·Ⅱd CB， ，8-DEN2(prototYpe g，d ifferent d i1ulioD自) 

Dl，2 ·nd E1-pEH 920 DNA(d；ffercnt diluli⋯ ) 

B8·DEN2(TC!D 50=675 1 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


368 
V

病毒
iro麓： 

道。核酸杂交试验作为病毒病原检测的一个突出优点就是标本中的核酸一经结合到滤膜 

后就相对稳定，有利于运送和检测。巳报道的登革病毒核酸杂交试验中，都是以实验室 

感染病毒的蚊细胞 Ce／36培养物 (上清或感染细胞 )作为检测 标 本。最近，Olson等 

报道实验室感染白纹伊蚊作检测标本， 目前尚没有直接检测临床标本或流行现场蚊群标 

本的报道。但通过实验室摸索一套最适杂交条件，进一步提高探针 的敏感性和特异性， 

核酸探针有可能应用于登革病毒感染的临床快速诊断和现场流行病学调查。 

现有几种核酸探针可检测登革病毒，但其特性不 同。Henchal等” 报道的 eDNA探 

针 (pVVI7)敏感性很高，可检出 11个 p．f．u．或Ipg登革病毒 2型 RNA，其特异性亦 

较高，在严格的杂交 条件下，pVV17呈现 DEN一 2血清型特异性；在不甚严格的 杂 交 

条件下，pVV17探针呈登革病毒种特异性。我们所应用的 pEH 920探针，就是 由 pVV17 

改建而成，其插入的 DEN一 2型 核酸的 eDNA片段相同，但载体为 pGEM4质粒，该质 

粒包含 SP6和 T RNA聚台酶的结合位点。因此，pEH 920据针不仅可作为 eDNA探 针 

用，还可转录成单链 RNA探针 。从我们的实验结果看，pEH 920探针的敏感 性 和 特 

异性都不甚理想，这可能与实验条件有关，有待进一步探讨最台适的条件。 

Khan等 报道了生物素光标记的登革病毒 2型 eDNA探针，其敏感性比同位素 标 

记 的 pVVI 7低 100倍左右。Olsen等报道 ，核酸杂交试验 与 捕 捉 (Capture)ELISA 

法相比，在检测蚊群体内登革病毒 2型时，抗原检测较核酸检测更敏感 从探 针 种 类 

看，检测 DEN一 2型 RNA，目前除了 eDNA、RNA探针外， Kersehner等⋯还报道了 

寡核苷酸探针，其敏感性更低，栓出登革病毒 2型为 10 p．f⋯U 但由不 同的台成寡核 

苷酸序列所做的探针，具有不 同的特异性，包括血清型 、地域型特异性，已应用于登革 

病毒感染分子流行病学研究及登革病毒的地域性 (Tepotype)划分。 

目前，正在研制非同位素标记的 eDNA探针和寡核苷酸探针应用于临床标本检测和 

登革病毒血清型及地域型鉴定。 
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Detection of Dengue Virus RNA by DNA—RNA 

Dot-spot Hybridization 

Chert Hno-sheng Guo Hui-yu 

(Department of Microbiology and Immunology，Sun Yal‘se” 

Univer sity 。f Medical Sciences，Guan~tthou) 

Lo Jing-xen Hu Jin—xln 

(Biot~chHoiogy Rese口rch Centsr．Z ông sh口n University，GuangzhoⅡ) 

Recently we have prepared large amount of purified pEH 920 DNA which is 

inserted by complementary DNA of dengue virus 2 RNA．Using the Ca-。。p]dCTP 

lahelled pEH 920 DNA as the prohe， dengue virus RNA in the supernatants of 

infected c6／36 mosquito cells have been detected by DNA-RNA dot-spot hy— 
bridization． The results show that the probe strongly reacted with dengue 2 

virus RNA though it also eross-h ybridized with dengue 1， 3 and 4 virus RNA． 

The preliminary experiments show that the probe can at least detect 625 TCID5。 

of dengue 2 virus RNA． The Chinese isolates of dengue 2 virus can also be 

detected hy the probe． 

K ey w ordsI Dengue virus Nick translation Dot-spot hyhridization 
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