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逆转录后采用聚合酶链反应 (RT／PCR)扩增登革病毒 2 型中国海南 98袜 (DEN 2 

HN98)部分包膜糖蛋白(E)基因，PCR产物钝端插^ pUC18质粒，获得重组质粒 pDEⅡ 

305 用pUC／M13 序 用通用弓【物 ，PCR方法又从pDEⅡ305扩增分离DEN：E cDNA片段 。 

通过一侧遗用弓【物和另一侧DENi E特异g【物配对，引导酶促DNA扩增 反应， 鉴定了 

pDEⅡ30s中 eDNA片段 的插^方向 ．结果与序列分析 一致。本文首次报道通 用引物PcR方 

法的建立 ，实验结果 表明该技术可 用于 pUC／M13系统中插 

关键 词：PCR 通 用引物 登 革病毒 eDNA 

PCR技术以其快速、敏感、 简便及别异的 迅速渗透到生命科学包括 分子 

病毒学的许多重要领域。PCR技术本身也在不断改进完善之中， 各种新试剂、 新仪器 

及新方法相继涌现 ”。作者在采用 PCR技术研究登草病毒的同时，注意到 PCR技术 

中必须要台成一对特异引物， 甚至数对别异引物， 这对于 PCR技术的推 广 不利， 于 

是，提出了以通用引物部分取代特异引物的设想。 

本工作的基本设想是， pUC／MI3载体系 统多克隆酶切 位点旁侧 序列是已 知保守 

的，其互补的脱氧寡核苷酸片段已有商品化的测序用通用引物 (正向、反向)o只要有 

了pUC／MI3重组体 (插入 片段小于 3 kd)，就可以利用通用引物酶促扩增反应分离插 

入片段，这样分离的片段带有插入点旁侧 puc／ul 3序列，有利于克隆改建。 反应本身 

本文于1992年 2月13日收到，4月P 5日修回 

本文获广东省辩委、国家救委和卫生部科研基金的资助 在首届中日病毒学研讨会 (1992年 5月北京 )进行大 

会空壳 

1． 中山医科大学中心实验室 

2． 汕头大学医学院微生物学救研室 

广州市微生物学研究所桨业楷教授，广后军事医学研究所陈涣勇大夫参与了登革病毒培养，提 纯、 RNA抽提 

等部分工作；马来酉亚大学s．K．L。Ⅲ教授提供了资料言喜帮助；甚国已斯德研究所提 了登 革病毒特异 }l物 } PE 

公司PCR专家给予了有益的建议和资料 
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可直接制备探针，只要有一条特异 【物就可以鉴定 cDNA片段在 pUC／M13中的插入方 

向。本实验以重组登革病毒 cDNA质粒为模型，探讨设计思路的可行性及适合的方法条 

件，为进一步研制通用 【物 PCR核酸诊断试剂盒打下基础。 

材 料 与 方 法 

一
、 登革啸毒2型海南朝株的培养、摄纯、RN 摄̂取曩鉴定 ：参考文献[3)。 

二、DENl HN98 RNA曲逆转录曩 PCR：参考文献(4)。 

三、pDEⅡ5O5蜃粒柏t与一切分析：PCR产物 (台305 bp DEN2 E eDNA)加热 10C~'C 5分 

钟，死 活 Taq DNA多聚酶 ，加入终浓度为10 btmol／L MgC1：加 入lu Klenow酶 (Bothrlnger) 

室温作用20分钟补平末 端l ，1．5嘶低融 点琼 脂糖凝 胶水 平电泳， 回收305 bP片段。 用 限 制酶 

Small线化 pUC18质粒作载体，与305 bP DNA片段钝端连接 后转化 E．coli JM83菌 株 (Boeh— 

ringer)一 从LBA-Xgal平板上挑取白 色菌 落， 拍提质粒 DNA后用 EcoRI及 BamH1双切 酶 分 

析I Bl 茬 千白色茁落中，发现 5号 和 7号菌落 中含重 组质粒，将重 组质垃暂 命名为 pDEIT 

305。 

四 ，通用 目I物 PCR 

1 三温循环反应：取1rig pDE卫305 DNA作模板，各5{]ng pUC／Ml3通用引物 (Forward和 

Re~rerse，Promega)，加入 20O／Zmol／L dNTPs，1X PCR缓冲液，混匀92℃变性5分钟后，加lu 

Tad BNA多聚 酶 (上海复旦大学科拄总公司产 品 )，总体~50#1，加 50／Zl液体石措，置FR一300 

型 DNA扩增仪 (上海复 日生物技术研制所产品 )，按92℃4O秒，55~C40秒，70~C80秒，的条件循 

环2s周期 ，取 5#I舡样于I．5嘶琼脂糖凝 胶，EB染 色，电泳观察。鉴定插 入 方向时， 只用一侧通 

用引物 (For ard或 Rever5e)，加 50rig DEN 2 E特异弓f物 (Upstream或 Down stream )， 特 

异引物序列见参考文献(4)。 

2． 双温讴环反 应：总反应体积 25#1，上述反应混合物体积减半，终 浓度不变，分别采用FR 

一 300型 DNA扩增仪及甄个水浴箱进行2s千周期反应。反应条件为扩增仪92℃ 30秒，62℃6O秒J 

水浴箱手控为92℃ 60秒62"C 120秒，取3#I电泳分析。 

五 ，序列 定：采 慝双脱氧末端终止法 ，使用 pUC sequencing Kit(Boehrlnger)和(It。 P 

— dcTP(北京福瑞公司 )克塍和测序具体方法将在另文中报道。 

结 果 

一

、 pDE II 305克隆的构建与酶切分补 

DV HN98部分 E基因 (305bp片段 ) 的克隆构 建见图 1。 重组克 隆经 限 制酶 

EcoRI及 BamHI双酶切后，电泳可见两个 DNA片段，大片段 (约2．7kb)为 pUC18载 

体部分，小片段 (约 0．3kb)包括 DV：E基 因 305bp eDNA和 pUC18质粒中多 克隆位 

点 E coRI至 BamHI的序列 (16bp)。线条图部分示意克隆物构建过程J照片图显示重 

组克隆中台有预定大小的插入片段， M 为分子量标记，插入片段在 404--309bp之间a 

二、通用引物 PCR 

1． 通用 I物序列及其在 pUC／MI 3中的位置；见图 2。从正向引物 5 端至反向引 

物5，端序列长度为 ll4bp，两条引物至 Sm~．1l(重组片段的插A酶点)的序列长 度分别 
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1． 正向插^，E oRl／B丑mHI 

2． 反 向插^／EcoRI／BamHI 

M pBR 32 ／M。Pl 

图 1 pDEⅡ305厦粒构建及 E coRI／BamHI酶切分析 

F g．1 Con struction of PDEⅡ305 aria its Eeo P I／BamH I d~ge st ed 

preflle 

为39和75bp。R为反向(Reverse)，F为正向(Forwa．m)引物。 

Rl 5 TCACAGGAAACAGCTATGAC 3 

Fl 5 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3 

E B 

22mer 

24mer 

vUC／M13I R⋯⋯39bp⋯⋯SmalI⋯⋯75pb⋯⋯F 
Mulptiple Clonim 8 Sites 

困 2 通 用引物的序列殛在 puc／~1 3中限定 0片段长度 

Fig．2 The B equE口c f uniTe~t]p rlme r m(R＆ )BⅡd dcfined leagth l口 

pUClMn ． 

2． PCR产物电泳观察·图 3为 PCR产物经琼脂糖凝胶电泳， EB染色， 紫外灯 

下观察结果。MI为 pBR322／MSPI酶切片段 (可见片段分另1j为622、527、404、 309bp 

见前文 )，M 2为 pBR322／BstI酶切片段 (1857，1060，929，38 3bp)，都作分子量标 

准。图3中A(第 3行 )、B、C(1， 3)为一对通用引物引导扩增反应，可见约 400 

bp片段，与预甥 (通用引物限定长度ll4bp加插入片段 305bp共419bp)相符 A(2) 

为正向通用引物配 DEN：E上游特异引物，可见扩增片段稍小于一对通用引物所扩增的 

片段。根据正向引物至 SmalI为75bd，可推论扩增片段为380bp(305+75)，与结果 

相符。A(1)为反向通用引 物配 DEN2 E下游 特异引物， 扩 增片 段为 344bp(305+ 

39)，与实际结果一致。 
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图 3 通用引物 PeR扩增 pDEⅡ305~DNA及鉴定其插^方向 

A l／RD 2／FU， 3／Fa．4，Ru模板为 pDEⅡ305 5／FR模扳为 pUB18。 

B：双温循环．．25 i反应．3 I点样．仪署葶扩增“ j．水潜葙手控(2，。 

C：反向插入模扳． 1 R．3．无模扳(3)r无引物(4) FR为袒I序引物 

UD为 DEN：E特异引物 。 

Fig．3 Th suit日of tmplif BlioⅡ of pDEⅡ305 cDNA ●nd it s orlentation by 

iv'er tl PIrimer dire~ted PCR 

PaⅡe1̂ ，1BⅡe 1／aD， 2／ru， 3，FR．4，RU．1aⅡe 5／FR B-d pUC18 

ia replace of pDEⅡ305． 

Pauel B{ t*o t~mperat⋯ c，cling by the Bmpllfier (1alie 1)‘Ⅱd w· er 

bstb(1ane 2)． 

PaⅡt1 Cl lsae 1／FR，hue 3／FR，305 hp eDNA ⋯ ers㈣ly i e rled 

lane 2／no temp]Ble 4／Ⅱ0 primer． 

F ‘nd R m ~UC／M15 sequen~ing prime f r ⋯d nd r evor$~rcspctireIy． 

U snd D mm  DEN2 E pe cifi。 prj ‘ uP l r eam ‘nd d0wⅡ treB pe~tively 

M 1：pBR522／M。P 1；M 2 pBR322／B st f． 

讨 论 

本文报道用测序通用引物，分离扩增pUC／MI3系统中插入的特异 eDNA片段。 其 

基本原理是在序列测定和 PCR反应中，DNA链的延伸都 是按模板 DNA序列为 标准， 

由引物引导台成新的互补DNA链。因此，通用引物可用于 pUC／M13重组克隆中eDNA 

片段的分离。由于通用引物位于pUC／M13多克隆位点(blutiple Cloning site)两侧， 

两通用引物5 末端所包括的序列含 ll4bp。因此，所扩增片 段较插入 eDNA长 114bp。 

本文以登革病毒 2型部分 E基因 eDNA(305bp)的重组克隆 pDEⅡ305为 模板，故所 

扩增产物为419bp。 即扩增产物包括 eDNA片段和插入酶点 (Sinai I)的旁侧 序列。 这 

样分离的片段有利于克隆改建，如插入表达载体质粒对可利用扩增片段两弼的酶协点进 

行酶切、连接。只要 eDNA小于3kb，重组于pUC／M13系统中的其它eDNA， 也可以 
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采用本方法进行扩增分离， 它较常规质粒 DNA提取、酶切、片段回收，更省时简便。 

在分子克隆中，往往要明确重组克隆中 eDNA的插入方向 。 般可采用酶切和序 

列分析方法，鉴定重组体的插入方向。但对于钝端插入的小片段 DNA， 往往没 有适合 

做插入方向分析的酶切点，而序列分析的试剂、设备费用昂贵， 技术较复杂。 pDEⅡ 

305中eDNA就是钝端插入pUC18的，用常规酶切方法分补其eDNA的插入方向。我们 

采用一侧通用引物配另一侧特异引物进行 PCR反应，分析扩增产物的大小鉴定TeDNA 

插入方向。图3实验结果表明，pDE lr 305 7号克隆中DEN E eDNA的插入方向是I 

E基因5 端上游有 pUC18 EcoR酶切点，下游紧邻 BamHI酶切 点。 5号克隆中 eDNA 

的插入方向相反。因为所用 DENt E上游特异引物和 正向通用引 物可扩增 7号克隆中 

eDNA片段。PCR产物为 380bp(正向通 用引物至插入酶点 Smal序 列共 75bp， 插入 

305bp)。用下游特异引物配反向通用引物可扩增 344bp片段 (反向通用引物 至插入酶 

点包含 39bp载 序列 )。用相反的配对方法 (上游特异目I物配反向 通用引物， 或下游 

特异引物配正向通用引物 )都不能扩增插入片段、根据通用引物的序列及其在 pUC／M13 

中的位置 (图 2)分析表明 7号克隆中 eDNA插入为正向， 5号克隆为反向。实验结果 

进一步由序列分析所证实。登革病毒2型部分 E基因的克隆及 序列测定将在 另文中报 

遭。测序还发现 DEN：中国分离株与国外毒株间存 在碱基变异， 与原型 NGC株比较， 

在测序片段 (305nt)中有 7个碱基突变，同源性为97．7％ 】。 

从PCR技术的原理可知，通用引物PCR方法的建立， 不仅可用于 pUC／M13重组克 

隆中eDNA片段的扩增分离，插入方 向的鉴定及克隆改建，还可以用于直接制备标记的 

探针。本实验室在通 用引物PcR反应中， 加入地高辛素一11一dUTP(DJeoxigenin一11一 

dUTP)， 制成 Dig一标记 的登革病毒 2型eDNA探针，发现其标记率较常规法更高， 

制备方法更简便。目前正在研制直接检测标本中特异核酸的杂交通用引物PCR诊断试剂 

盒 。 

参 考 文 献 

陈火胜．郫辉壬．1991，大自然探索一1 O(4)：2 一3B。 

InⅡh M^ et●1．， 1990 E PCR protocoIs， ^P pre日‘ Pl一 4 
．  

休火胜，1991 博士学位论文．中山医科大学。 

Cuo Hui，u tnd CSen Huo sen$， 1991 Vi rus I-f0rmati E ch●nSe ⋯ lclt er 8 ：i15-- 1i9 

华美生物工程公司犏译．1990．PCR技术撮作手册。 

M●nittis T e。●1． 1982 J M0lecu1●r c】Oning． CoId Spring H4 rh。r Laborat0 y
． New York． 

st i RK et et -1． iq88， $cie c ， 2 ：487-- 491． 

Dcube1 V el ·】． 19ql， VirOlOgy， 1 80；442-- 4'7． 

I rie K et·l， 1q99， G H ， 75：197-- 211． 

" ” ” ” ” ” 

l { l  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com
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Amplification and Orientation 

E Gene Insert in pUC18 

D irected 

of Dengue 2 Virus Partial 

by Universal Primer 

PCR· 

Chen Huo-sheng， Guo Hui-yu， Liu Chong—xn et al 

(DePar~ment of Mieroblology．S n Yatsen 

Uni~erslty 0f~[edlca|Sciences，Guangzhou 510089) 
r 

A porti‘on of dengue 2 virus strain Hai~aa 98(DEN2 HN98)envelope(E1 

— 305 nt) gene has been isolated by reverse transcription and polymerase 

chain reaction(RT—PCR)． The plasmid pDEⅡ305 was constructed by h]unt 

]igation of the PCR products of 305 hp fragment with Smal I digested 

pUC18
．
The DEN2 E305 insert were isolated and amplified from pDEⅡ305 hy 

universal primer directed PCR．The pUC／M13 sequencing primers(forward 

and re'~erse， P romega)and DEN2 E specific primers(forward and reverse， 

Promege)and DEN2 E specific primers were used in order to isolate and 

orientate the eDNA insert in pUC18
．
The results were confirmed by sequenc- 

ing analysis． 

Seven nuoleotides mutation were found among the partial Egene seque— 

nced hetween DEN2 HN98 and strain New Guniea C(NGC)． 

Key w ordsI PCR Unive rsal P rime r Dengut Virns eDNA 

} Thi e wo rk ⋯  Fported by Scien~e ●nd Techoaology Foundation of Guangdeng P rovltee。 

tb0 N●IionlI cdu0Ittieaa1 C0mmittee -4d tb● Mini●I r ef Hasltb， P
．
R．cbin= 
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