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登革热(DF)、登革出血热及登革休克综合征(DHF／DSS)是由登革病毒所致的两种不同临床 

类型的急性传染病．广泛流行于全球热带及亚热带地区。DHF／DSS以高热、出血、休克、高病死 

率为主要特征，近年来其发病率有迅速增加的趋势，已成为严重影响人类健康的公共卫生 问题。 

迄今．Dt-~／DSS的发病机制仍不清楚．亦无有效的特异性预防方法⋯。登革病毒属于黄病毒科 

的黄病毒属，有I、Ⅱ、Ⅲ、IV四个血清型，基因组为单股正链 RNA,全长约 l1 kb，编码三种结构蛋白 

和七种非结构蛋白。基因组顺序为 5 ．C-PrM-E-NS1。NS2a-NS2b-NS3．NS4 NS4b-NS5。3 。其中 

NS3基因在黄病毒中具有高度的保守性．基因全长 l 854 bp，编码 618个氮基酸、Mr为 69 kD的 

NS3蛋白_2]。近年来的研究表明．NS3蛋白是一种多功能蛋白，其 N末端具有蛋白酶活性．C末 

端具有RNA螺旋酶和 NTP酶等活性．参与病毒前体蛋白的加工及病毒的复制 J。该蛋白还具 

有很好的免疫原性，并存在特异性 C'D4 和 细胞识别表位．可诱导机体产生特异性的体液免 

疫和细胞免疫反应_4I。因此，NS3蛋白对登革病毒的致病与免疫及疫苗的研究具有重要意义。 

本研究用 RT-PCR技术成功地扩增并克隆了登革病毒2型(u 2)NS3全基因．旨在为进一步研 

究登革病毒的致病与免疫及发展登革病毒疫苗打下基础。 

- 1 材料与方法 
-  

1．1 病毒与细胞 登革病毒I型 NewGuinea c株(DV．2NGC株)1978年由法国巴斯德研究所引进．中国药 

品生物制品检定所赠送。白蚊伊蚊 05／36细胞由本室传代和保存。 

1 2 菌种与质粒 pUCI8、E．co／i JM109为本室保存。 

1．3 工具酶和试剂 RNasin、AMV逆 转录酶 、T4DNA连接 酶、IPTG、X-gal、Kpnl、XhaI、Xhol、低溶 点琼 脂糖 

均 为 Promesa公司产 品。TaqDNA聚合酶为加拿大 BiostarInternational Co．产品。 

1．4 引物 P1、P2、P3根据 DV-2 NGC株核苷酸序列设计，由中国科学院上海细胞生物学研究所合成。P1 

和 P2用于扩增 NS3基因，P3为 内引物．用 于克隆的鉴 定。P1：5'-gcctgcagAGCATGGTACCTGTGGGA-3 与 

病毒 RNA的第 4 488~4 504碱基序列的反义股互补 P2：5'-gewtagaGTCCAGTGCGTCTCTTGC-3 与病毒 

RNA的 6 453--6 435碱基序列的意义股互补(小写斜体字母为所加的酶切位点)，两引物扩增片段的长度为 
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1 978 bp。P3：5 一GCAGCAAGTATAGCGC~ TAG-3 与病毒 RNA的 5 391～5 411碱基序列的反 义股互补。 

1．5 病毒 RNA的提取 用 DV-2 NGC株盛染 C6／36细胞，待细胞病变选 2 ～3 时，取 200“L病毒培养上 

清液，根据 Chomczynskin的异硫氰酸胍氯仿快速一步法  ̈略加改 良后．提取病毒桉酸 RNA。简言之，在 200 

L的病毒培养上清液中加入 3倍体积的变性液(古 4mol／L异硫氰酸肛。25mmol／L拧檬酸钠 ，0．5％十二烷 

基肌氨酸钠 )．1／10体积的 2mol／LNaAc及等体积水平衡酚和 120止 氯仿 ：异戊醇(49：1)，轻轻 颠倒混匀 2～ 

3 zrdn，冰褡 15fnin，4℃ 15000 r／zrdn，将水相加等体积的异丙醇沉淀 30rain．沉淀杨用 70 的 乙醇及 无水乙醇 

各洗一扶 后，真空抽干，溶于击 RNA酶的水中。 

1．6 R'r-PCR 在模板桉酸 RNA(200．uL病 毒培 养上清 液提取 的量)中加入 P2 1止 (25 prad／L)、10×RT 

bufffer 2 L、RNasin 0．5
．
uL(20 u)、AMV逆转录酶 1．8 (16 u)、各为 10mmol／L的 dNTP 2止 ，加入 dd O 

使总反应体积 为 2O L，混匀后，室温放置 10min．42℃ 1 h，最后用 95℃作用 5min。PCR总体积为 5O 内 

古 10×PCR butier 5 、各为 10 mmol／L的 dNTP 4 L、P1和 P2各 1 ，(15 pmol／L)、模板 eDNA 5 L、Taq 

DNA聚合酶 2 u．在 94℃ 50 5．55℃ 40 s．72℃ 110 5循环 3O扶．最后在 72℃下延伸反应 10min。 

1．7 NS$基 目的克隆 重组质粒 pUC18一NS3的构建见图 1。经 纯化的 PCR产物和 pUC18用 Kpnl／Xha1分 

别消化后．经低熔点琼脂糖凝胶回收。连接反应总体积 10 L，内古 1"4DNA连接酵、PCR产物及 pUCI8。在 16 

℃下连接过夜。连接物转化 E coli JM109受体菌．然后均匀涂布于古 IPTG及 x_g 的 LBA平板上．37℃培 

养过夜，蓝／白斑筛选阳性克隆。 

1．8 NS3基因t组质粒的鉴定 拽取白色苗落接种 LBA培养基。碱裂解法提取质粒。所古质粒用 kpn I／ 

Xhal、XhoI／XbaI作酶切鉴定，并用 P2和 P3进行巢式 PCR鉴定。 

RT．PCR Pnx 

(1978 

Kpnl 

～  

／ 。 ＼ ＼ 
(螂 ／ ＼ ／ 
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圈 1 PUC18-N 重组体的构建 

F ．1 Construction of recc~birmm aⅡn耐 (PUCI8一N ) 
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2 结果与讨论 

2．1 RT·PCR产物的鉴定 DV一2 tLNA经逆转录及用 P1、P2为 引物作 PCR扩增后．琼脂糖 

凝胶 电泳结果表明，扩增的基因片段垒长约为 1 978 bp．与预期的结果一致(图 2)。 

2．2 重组质粒的鉴定 利用 PCR及限制性酶切位点，对重组质粒进行鉴定。结果显示．用 

P1及 P2可 自重组质粒 中扩增 出约 1 978 bp的 片段。用 P2和 P3作巢式 PCR扩增，获得 

1 065 bp的条带(图 3)。利用 KpnI／XbaI及 XhoI／XbaI作双酶切，可分别被切 出 1 964 bp和 

2 678 bp以及 1 029 bp和 3 613 bp的两种片段(图 4)。上述结果均与预期的结果一致。因此． 

所获得的重组质粒为携带 DV一2 NS3垒基因的重组质粒 。 

田 2 逆转录 PCR产物 图 3 巢式 PCR产物 圈 4 重组质粒 pUC18一NS3限制性 酶切圈 

Fig 2 RT-PCR product Fig．3 Nested PCR product Fig．4 Restriction enzyme map of the 

recombinant plasmid pUC18一NS3 

L，ane1 Marker 

Lane 2 xb丑1，Xho1 digest 

L舯 e 3．Xbal／Ktml digest 

2．3 登草病毒为 RNA病毒，扩增登革病毒的基因片段必须先提取病毒 的核酸 RNA，用逆转 

录获取 cDNA第一链，再用 PCR方法扩增 出目的基因片段。关于登 草病 毒大 片段基因的扩 

增，国内外虽有过一些报道，但大多采用从感染上清液或感染细胞中大量浓缩或纯化病毒后再 

作病毒 RNA提取及 RT-PCR的方法 】。我们研究了直接从少量病毒感染上清液用快速一 

步法提取 RNA及 RT-PCR扩增登革病毒大片段基 因的方法．并成功地克隆了 DV-2 NS3全基 

因。控制变性液的用量，使其多于病毒液的量(3倍)，让病毒充分裂解，避免剧烈震荡，使病毒 

核酸 RNA保持充分的长度，是从少量的核酸 RNA中扩增出长片段基因的关键。这种少量快 

速一步法不仅使冗长而繁琐的病毒大量培养和纯化过程得到简化．而且使在体外培养 困难 的 
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某些 RNA黄病毒的基因克隆成为可能。 

由于登革病毒的致病机制尚不清楚，又无有效的疫苗，因此，研究登革病毒基因结构与功 

能的关系具有霉要意义。迄今，国外在这方面做了不少的研究，并取得了较大的进展。我国南 

方是登革热的高发地区，但我国对登革病毒的研究，特别是对登革病毒分子生物学的研究进展 

缓慢 ．虽曾有过研究登革病毒 NS1基 因和 E基因的报道 ，但未见 NS3基 因扩 增与 克隆 的报 

道。本研究利用少量病毒一步法提取病毒核酸 RNA及用 RT PCR方法成功她扩增了DV 2 

的 NS3全基因，扩增片段的核苷酸位置为 4 488--6 453 nt全长 l 978 bp，并构建 了 DV-2 NS3 

全基因的分子克隆，为进一步研究登革病毒 NS3结椅与功能的关系和开发登革疫苗奠定了基 

础。 
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Amplification and Cloning of NS3 Gene of Dengue Virus 

JIANG Li-fang．YAN Hui-jun．PAN Wen·tong．et a1． 

(Department Microbiology．Suez Yet·sen Uniz~rsity M~lical Siences，Gua~zg-zJwu 510089．China) 

Abstract：The RNA of dengue-2 virus(New Guinea C strain，NGc)w∞ extracted from small 

amount of dengue一2 virus culture supernatant．The large NS3 gene fragment WiqS amplified from 

RNA of dengue-2 virus with RT—PcR method．The amplified NS3 gene fragment was cloned di— 

rectly into the pUCI8 plasmid vector．The recombinant piasmid was identified by agaxuse gel 

electmphoresis arialysis after digestion with restriction endonuclease and nested PCR method ．The 

results sbo wed that the amplified NS3 gene frngment was about 1978 bp in length；the recombi· 

nant plasmid contained NS3 gene of dengue-2 virus。The m ethod of am plified large fragment of 

den ue virus from small amount of dengue virus culture supexnatant was established． 

Key words Dengue virus NS3 gene；RT-PCR ；M olecular cloning 
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