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本文应用逆转录聚合酶链反应 (RT-PCR)方法检测 Ⅱ型登革病毒基因。所设计引物 

在E基 因区， 引物 1位于碱 基序列的l566— 1586，引物2位 于 1437--1458。 引物在黄病 毒 

属中为 Ⅱ型登革病毒特有，它是 Ⅱ型各株保守区。反应产物为ls0bp，内含一十HindⅢ酶 

位点，酶切后有1l1bp和39bp两个片段。使用本法对一系刊稀释的培养 液进行捡测，可捡 

出少~5TCID 5 0的病毒RIgA 此外还检测了 lO份经病毒分离与免疫萤光分型证实为 Ⅱ型 

登革 热病 人昀血清和l4份 疑似 Ⅱ型登 革热病人但病毒 分离阴性 的急性期血清 证明本法敏 

感 性明显高于病毒 分离。 

关■调： Ⅱ型登革病毒 逆转录 聚合酶链反应 
● — ， — — — —  

一  

目前登革热的临床和流行病学诊断主要依靠病毒分离及血清学，但均不能用于快速 

早期诊断，敏感性和特异性有待提高。最近，采用特定基因扩增的方法在病毒学的研究 

有大量报道。但在登革病毒方面，国内仍未见用于临床标本检测的研究报道。因此 ，我 

们在建立将登革病毒RNA逆转录 为eDNA再进行聚合酶链反应的方法基础上，对 Ⅱ型登 

革病毒培养液及血清进行了检测，并与病毒分离比较 ，证 明此法更具有敏感性，可用于 

临床及流行病学的快速早期诊断。 

材 料 与 方 法 

，． 囊毒殛血清 登革 病毒标准 株 I型 (Hawaii)、 Ⅱ型 (New Guinem)、Ⅲ 型 (H87) 

和Ⅳ型 (H一241)及乙脑病毒分别感染C6／36细胞单层，细胞病变 达廿一卅时收集培养液， 并滴 

定TCID 5 D．一2O℃保存。血清采 自海南省琼山县石 山镇1988年 8月 登 革热流行时病人，共24份 ． 

均在发病 6日内采血 其中l0份血清经病毒分离和免疫萤光分型证实为 Ⅱ型登革 病毒感染 l4份 

血清病毒 分离阴性。 I．17型登 革热血清 采 自 1990-- 1991年广 州 地 区 登革热 病 人。 血清 存于 
一

2O℃以下备用。 

2． 试剂 RNa ain、AMV逆转录酶、dNTP、DNA分子 量Mmrke r、HindⅢ均购 自华美公司 。 

蛋 白酶K由Me rek公司提供。TmqDNA聚合酶购 自复旦大 学遗 传所 。两十 引物分别为2lbp及22bp。 

本文于1992年7月 14R收 到．12月10日修回。 

广州市卫生防疫站。 
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由上海 细胞生物 研究所合成。见图 1。 
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图 I． 所用 i物位置，序列和酶切位点 

Fig I． T h㈨ 1 ·Ii0㈩ nd 5eqqⅢ e自 0f pri ㈨ ㈣d d 

the Bite of Hind Ⅱ 

5． 病毒RNA曲提取 【 】 培养液 或血清IO0~"1]JpA．SDS、蛋 白酶K在56℃消化lh。加入二 疏基 

乙醇后常规酚、氯仿抽提三次，上清在无水乙醇及醋 酸钠 中一20 0C沉淀 12h， tO000r／m 离心30 

min，倒出液体看抽干 ，]JP2O~"l双蒸水溶解 。 

4． cDNA台威 反应混合物台RNA5 1，0．5mmol／LdNTP5 l，RNasin40u，AMV逆 转录酶 

lOa，引物l(P1)5OOr,g，s×bufferlO 1，加双蒸水至总体税5O l，42℃反应 1．sh。 

5． cDNA扩增 反应混台物台上述 混 合液 l0 l(内台eDNA)， 0．5mmcl／L dNTPsP．1，P1 

100ng，P：(引物 2 )500ng， 5×bufferl0 1，加双蒸水至50Pl。95℃10rain， 加入 Taq寨台酶 

2u，在55T；lrain、72℃ 45sec、92℃ 15see循环30次。最后延 伸在72~C 10min。 

6． 薯切 PCR产物经常规 酚、氯仿抽提 后沉淀、溶解 。HindⅢ酶消化 lh(37℃)。 

T． 产 物分析 取PCR产物及酶切后产物 10P'l在台有 澳 化乙锭的 2曲琼 脂秸 中电泳，DNA分 

子量标准作Marke r，在 紫外灯下 观察，照相 

结 果 

1． 引物设计 采用计算机程序，输入登革 I型[I 、登革 Ⅱ型 4个株 、登革 Ⅲ 

型⋯、登革Ⅳ型⋯．乙脑病毒 、黄热病毒⋯、Mur ray Valley脑炎病毒、蜱传脑炎病 

毒、及丙型肝炎病毒 2个株的核苷酸序列。选出 Ⅱ型所特有 ，但对 Ⅱ型各株则保守的寡 

核苷酸作为引物，PI与登革 Ⅱ型RNA E基因3 端第1566--1586碱基序歹『』互补，用于启动 

逆转录及cDNA扩增。P 位于E基因5 端1437--1458， 用于eDNA扩增。两个 引物Gc对 

适宜，计算机分祈无二级结构。产物为150bp， 内含一 限制性内切酶HindⅢ的位点，酶 

切后有11lbp和39bp两个片段，用于鉴定扩增产物是否为预定片段。 

2． 特异性 登革 Ⅱ型培养液及血清有明显的预定条带。产物经酶切后亦可见一条 

约儿1bP的条带，另一片段因碱基对少不能观 察到。结果与设计相符。用登革病毒 I、 

Ⅲ、 Ⅳ型，C6／36细胞，乙脑病毒培养液及登革热 I、Ⅳ型， 乙型脑炎 丙型肝炎血清 

作对照试验 (缺Ⅲ型登革热血清)，均未见预定条带。见图版 II 2。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


140 中 国 病 毒 学 第8卷 

囊 1． 地．I曩曩台一链豆应与囊■分离曲t墓性比技 

Table 1． Comparison of the ,en~itivity of 

RT—PER with lhat o r i r‘l i 801̂ ti0n 

逆转录聚 台酶链反应(nT—PER) 

上  一  

病毒分离 + Io 

VifII i日eI i0n 一 10 

3． 敏感性 将巳l旆定TC1D 。的病毒 

培养液按lO倍系列稀释 至lO一，甚至2．5 

×10‘。时仍可出现特 异性条 带 (见图 版 

Ⅱ4)。采 用RT-PCR方法可测出少 至5T 

C1D 的病毒核酸。 我们 还对lO份 Ⅱ型 登 

革病毒分离阳性血清，l4份疑似 Ⅱ型登革 

病毒感染的急性期血清，采用双盲法进行 

RT—PCR检测， 结果显 示病 毒分离阳性 

⋯  者，RT—PCR法均阳性。而l4份病 毒分离 

阴性者有lO份用 RT—PCR法检测为阳性， 4份阴 性。 见表1。 经配对卡方 检验， P< 

O．Ol，两种方法有显著差异。 

4． 重复性 对l4份病毒分离阴性血清，重复一次RT-PCR，所得结果相同。 

矗 2． ■■培韩藏 薛扩|-产精和一切片段 (图见詹 ) 
Fig 2． &rap1ific l̂io pT。duttB Bnd dlS st d fraSlmeⅡt 8 cⅡlIur。 

日upcrn t Bnt5．RN̂ from d e Sue I (I-n·I)，de gue 3(1 

2)， deague 4(IⅢ §)． Japan e日e eⅡc ph qliti}(1IⅡe 7)． 

ce／36 elI(1ane 8) t r̂aptified．M r̂L f DNA 8iz· 

(1 ne 5)．Amp1i ried prodqct e of de sⅡe 2 virt日(1㈣ 8)． 

F̈ sment‘f舢 dig。自tion。f Hind皿 (IⅢ 4)． 

圈 RT-PCR蟹潮璧革 I量血；I的特鼻佳 

ri S 3． Spe cificit r of RT—PCR oⅡ tection of de Sqe 2 qm
．
M 且_ 

rker of DN̂ $ize(I⋯ I)． A P-ifled P 0dt!c1 0f doegue 2 

日erum(1Ⅲ 2)．De gu。 l，Deu~ue 4 n̂d Jap·Ⅲ aⅢ  pb一 

iti⋯ fⅡm J re‘ ctively (1lⅡr 3—{)． 

墨 4． 不一蕾摩登革 Ⅱ叠膏■ RNA 曲扩增 
Fi 4

．
 ̂ plificatioⅡ of viral RNA f r0m dlff⋯ nl t r}t e of de gue 

2 yjTu|．Mark~r of DNA 8iEe(1 1)．  ̂plified p rodtlcg日 

of dengu~ 2 cult11 Ⅱpern t-nt 0 dil11ted hy 1(1 n ce 2)， 

10 (-Bne 3)，l0z(，e口 4)．10 (】4口e 5) 10‘(】Ⅲ 6)． 

10‘(IⅢ 7)，4×11‘(1m  8)，re0 0ti ety， 

讨 论 

目前病毒分离和血清学是登革热病原学诊断的主要手段，但由于病毒分离率低及交 

叉抗体的存在，具有一定的局限性。另外，这些方 法工作 量大， 不能用于快速早期诊 

断。现已有人采用RT—PCR进行登 革病毒的研究 ，但在国内未见其用于登革热I临床 

标本检测的报道。我们在建立方法学的基础上，还对24份血清进行检测 ，与病毒分离的 

结果一致，但 敏感性大大提高，在l4份病毒分 离阴性的血清中，有lO份RT。PCR法阳性。 

考虑到 Ⅱ型登革病毒基因与 I型的同源性较大，易于找到系列相同的寡核苷酸，我 

们设计的P 为登革 I、 Ⅱ型共有，P删 各不相同， I、 Ⅱ 型扩增产 物分别 为240bp和 

150bp。用琼脂糖电泳即可鉴别。实验证明，此设计并不 影响RT—PCR的特异性和敏感 

性。在临床应用时刚更经济、更方便实用。 

病毒RNA在提取和逆转录过程中易遭到核酸酶的破坏，实验中除严格无 核 酸酶操 

作外，我们设计的反应产物长度较短，在相应的RNA片段被机械或核酸酶裂解的机会更 
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少，可避免出现假阴性。 

我们用RT—PCR检测病程第l0天后的恢复期血清， 结果为阴性。因病毒血症仅出现 

在病程早期，RT—PCR主要适用于检测发病早期病人血清。 本法所 用血清 只需lOOul， 

无需双份。我们所用血清采 自1988年 8月登革热流行期的病人，由于保存得好， 4年后 

仍可检出病毒的RNA，故本法可用于流行病学回顾佳调查。 

RT～PCR不仅具有高度的特异 性稻敏感性，而且在 2天内可出结果，方法简便，能 

分型。为临床和流行病学诊断提供了一种有效的手段。 
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Detection of Dengue Virus 2 Genome by Reverse 

Transcription-- Polymerase Chain Reaction 
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Rev e rse transcription—polym erase chain r eactlon (RT-PCR ) was de— 

V elop ed for the det ection of d engue virus 2 genom e
．
Two prim ers pecifie 

for dengue virus 2 and cons ervativ e betw ee“ geographical varlants braek e— 

ted a 150 nuele otlde base in the E gene， correspending to base8 1437—  

1586 in the dengue 2 genom i c RNA sequ encc． After digest ed with H ind Ⅲ ， 

the produets of the reacti on was divid ed into two fragm ents， 1llbp and 

39bp， respectlvely．The am pIified products and dige sted fragm ents we re 

shewn in the ethidiunl bromide stained 2 agros e ge1．RT—PCR can detect 

dengue viral RNA from at least 5 TCID5l virus． It is more s ensitire and 

rapid than vi ral cu1ture，which wa8 JUStified by 24 s era． 

K ey w ords I Dengu e virus 2 Rev ers e transcription Polymeras e 

chai11 reⅡction 

’ G⋯ g bDn H ea| a Dd Anti-eFidemi~ etst Loa， Gu engzhou． 
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