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多重逆转录一聚合酶链反应快速检测

登革病毒及其临床应用

任瑞文 方美玉 刘建伟 王军军 郝丽 程刚锋 洪文艳 田小东
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·实验研究·

【摘要】 目的建立登革1～4型病毒的多重逆转录一聚合酶链反应(RT-PCR)快速检测及分型

方法。方法 参照登革l～4型病毒核酸序列设计多重RT—PcR引物，并检索国际基因序列数据库初

步验证其特异性，随后对PCR反应条件进行优化，以同属于黄病毒科的黄热病毒、流行性乙型脑炎病

毒为对照，验证其特异性。并对2003年30份临床疑似登革患者血清标本进行了检测，阳性片段克隆

测序验证扩增片段特异性。结果采用多重PCR引物对登革l～4型病毒进行扩增，分别获得295、

237、118、347 bp片段，与设计相符；而黄热病毒及流行性乙型脑炎病毒均无非特异性扩增条带，对引

物的相关性实验结果表明引物之间不会因相互干扰而出现假阳性结果，30份疑似患者血标本RT—

PCR扩增阳性率为83．3％(25／30)，其核酸序列与登革1型病毒柬埔寨株以及中国1997、1999年流行

株GDl4／97、GD05／99同源性分别为97％、97％、98％。结论 实验证明，所建立的多重PCR方法能

够快速地检测和鉴定登革l～4型病毒，为登革病毒的检测及分型提供了一种方便易行的方法。

【关键词】登革病毒；多重一聚合酶链反应；快速检测
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【Abstract】 objective Tb develop multipIex reverse translation—polymerase chain reaction(RT—PCR)

meth()d for detection of dengue virus type l一4．Ⅳlethods Based on the genomes sequence ana【ysis of dengue

virus t)巾e 1—4，fou卜pair of p“merS were deSigned．The specificity of the primers was primarily tested by

searching the GenBank DNA sequence databaSe．The optimal reaction conditions of the multiplex RT—PCR

were then established．The specificity of RT—PCR was teSted using the hom01090us yellow fever virus and

Japanese encephalitis virus．30 semm Samples of dengue vims fmm suSpected suffererS in the prevalence of

dengue virus in 2003 w它re detected using the methods we developed． Results王’ositive se舯ents about
295，237，1 18，347 bp could be seen in the multiplex RT—PCR production of dengue virus type l一4，

respectivdy．There were no positive segments in the RT—PCR production童of Japanese encephalitis virus and

yello品fever virus． 25 of the 30 semm samples showed dengue virus type 1 positive results，while the
sequencing results suggesting the amplification sequence having a high homology with dengue virus type 1

strain Cambodia，GDl4／97 and GD05／99(97％，97％，98％，respective)．Conclusion The method of

multiplex RT—PCR we established could be used for early detection and identification of dengue vims type

1—4．

【Key words】 Dengue virus；Multiplex reverse translation—po【ymerase chain reaction；Quick detection

登革病毒(dengue virus，DV)是一种急性虫媒

传染病的病原体，可导致登革热(DF)、登革出血热

(DHF)和登革休克综合征(DsS)，而DHF和Dss死

亡率高，严重危害人民的健康。根据DV抗原性的

异同，可将其分为4个血清型(DV l～4型)，4个
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血清型的致病性、临床症状、流行范围均不相同，我

国以DV 1型及2型为主。随着我国经济的发展，

对外经济交往和人员流动逐年增大，DF爆发的频率

越来越高⋯，探讨特异、敏感的Dv早期诊断手段对

DF的预防、治疗与控制具有重要意义。

材料与方法

1．材料：实验中所用Dv 1型(Hawaii株)‘21、
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DV 2型(NGC株)∞1、DV 3型(H87株)H J、Dv 4型

(H241株)"]、流行性乙型脑炎病毒(中山株)哺]、黄

热病毒国际参考株D17，均由本实验室传代保存。

实验用乳鼠购自广州军区军事医学研究所实验动物

中心，蚊C6／36细胞由本室传代保存。血清标本采

自2003年广州市疑似DV患者，广州市第八人民医

院提供。Taq DNA聚合酶、dNTPs、分子量标准

DL2000购自大连TaKaRa公司，其他常规试剂均为

国产分析纯。

2．引物：用Primer软件，参照DV 1～4型国际

参考株序列，利用Primer软件设计多重逆转录聚合

酶链反应(RT—PCR)引物，并检索国际基因序列数

据库初步验证其特异性。引物由大连TaKaRa公司

合成，引物序列见表1。

表1 DV 1～4型多重RT．PcR引物序列及位置

3．RNA制备：DV 1～4型、流行性乙型脑炎及

黄热病毒鼠脑毒种10。2悬液感染C6／36细胞，28～

33℃培养，当细胞病变出现“++”时，取300肚l病毒液

用改良的碘化钠法提取病毒RNA∽j。

4．RT—PCR方法及条件优化：DV 1一P1、DV 2一

P1、DV 3一P1、DV 4．P1等量混合(12．5肛m01／L each)

制备上游混合引物DV P1，DV 1．P2、DV 2一P2、DV

3一P2、DV 4一P2等量混合(12．5肛mol／L each)制备下

游混合引物DV P2。用下游引物DV P2以常规方

法进行逆转录，取逆转录产物5肛l进行多重PCR扩

增，反应液组成为：10×PCR缓冲液2．5弘l，引物DV

P1、DV P2各1扯l、dNTP 200弘mol／L、Taq DNA聚

合酶1 U，M92+设1．0、1．5、2．0、2，5、3．0、3．5 nmol／

L 6个梯度进行优化，补水至总体积25肚l。在

PE9600 PCR扩增仪上完成PCR扩增，条件如下：

94℃3 min，然后94℃45 s，55℃50 s，72℃60 s，共

30次循环，最后一次循环后72℃延伸10 min。

5．PCR检测的特异性试验：在上述PCR反应

体系中，以DV 1～4型病毒为阳性对照，以黄热病

毒、流行性乙型脑炎病毒以及不加DNA模板组为

阴性对照，采用相同的条件进行扩增，验证多重

PCR的特异性。

6．PCR检测的敏感性试验：取DV 1～4型细胞

培养液做系列1：10稀释后，分别取300“l提取核

酸，按前述方法进行逆转录，取逆转录产物5Ⅱl为模

板进行扩增，凝胶电泳观察结果，验证多重RT．PCR

敏感性。同时分别采用DV 1～4型病毒型特异性

引物进行单引物扩增，以对比单引物与多引物扩增

敏感性的差异。

7．疑似DF患者血清标本PCR扩增：选择2003

年30例疑似DF患者发病早期的血清标本进行多

重PCR扩增。

8．基因克隆、鉴定和测序：选择扩增阳性的2份

标本(GZl9／2003、Gz29／2003)的多重RT—PCR产

物，经纯化、回收后分别克隆入pMDl8一T载体，并

转化JMl09宿主菌，经PCR及酶切鉴定后，送大连

宝生物公司测序。

结 果

1．多重PCR反应条件：采用混合引物在各种镁

离子浓度下进行多重PCR扩增Dv 3型结果显示，

在2．0 mmol／L和2．5 mmol／L反应管内可清晰的扩

增出116 bp目的带，并且无非特异性杂带，最终确定

镁离子浓度为2．0 mm01／L。

2．PCR检测DV的特异性：多重RT—PCR对

DV 1～4型进行扩增，分别获得295、237、118、

347 bp片段，与设计相符；而黄热病毒、流行性乙型

脑炎病毒及空白对照组均无非特异性扩增条带

(图1)。

M：分子量标准DL2000；1：阴性对照；2：黄热病毒；3：流行性

乙型脑炎病毒；4：DV 4型；5：DV 3型；6：DV 2型；7：DV 1型

图1 多重PCR方法检测DV l～4型结果

3．多重PCR检测DV的敏感性：敏感试验结果

表明，DV 1、2型做1：106稀释后，仍可见扩增条带，
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1：107稀释后扩增条带消失(图2)；DV 3、4型做

1：105稀释后，仍可见扩增带。DV 1～4型按Reed—

Muench法计算的TCID50分别为10。4”、10“48、

10。4 38、10。4 50。当采用单引物扩增时，则4型病毒

均可检测1：106稀释后的病毒培养液。

M：分子量标准DL2000；1：阴性对照；2：10-。；3：10—6；4

10一5；5：10—4；6：10—3；7：10—2；8：10一1

图2 多重RT—PCR对DV 2型扩增的敏感性

4．临床疑似DF患者标本检测结果：用多重

RT-PCR扩增30份早期患者血标本，阳性率为

83．3％(25／30)(图3)。2株阳性标本经克隆测序

后，与DV 1型柬埔寨株以及我国1997、1999年DV

1型流行株同源性分别为97％、97％、98％，进一步

证实为DV 1型(图4)。

M：分子量标准DL2000；1：阴性对照；2、3、5、6：阳性结果；4、

7：阴性结果；8：阳性对照

图3 多重PCR方法对2003年疑似DF患者

血清标本检测结果

讨 论

DV的检测一般包括病毒分离、核酸杂交法、

PCR以及ELISA等方法。这些方法中，PCR方法

敏感、快速，所用标本量少，因此非常适合于快速早

期诊断，为DF的临床和流行病学诊断提供了一种

有效手段。多重RT—PCR技术是在常规PCR技术

的基础上改进和发展起来的一种新的PCR扩增技

术旧1，可在同一PCR反应体系内加入多对特异性引

·3l ·

物，一次扩增多个DNA片段，从而实现多种病原体

DNA的同时快速鉴定，为临床病原体的混合感染，

以及症状不明显的微生物感染的快速诊断提供了快

速、灵敏的手段，提高了检验效率，在疾病的诊断中

得到日益广泛的应用。

GD23／03：GTTGTTccGC^G^ⅢACATCCAGAG从GTTcTTcrrcT从C从TTGGATTG^GTc： 56
GDl4／97：⋯．⋯⋯⋯⋯⋯．．T⋯⋯⋯⋯⋯．．T⋯⋯⋯⋯⋯．：56
GD05／99：A．．A⋯．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．．C⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．：56
‰dia：A．．A⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．．．．．．．．．．．⋯⋯⋯⋯．⋯．⋯．．：56
GD23／03：TAGl粥cATcTGTGG^GTTAcc^^^竹ccTTGG^GG^GcTGGG6G^1∞AcTTGcA：112
GDl4／97：．．．．．．．⋯．．．⋯⋯⋯⋯⋯．C⋯．．⋯．．⋯⋯．．⋯．．．．．：112
GD05／99：⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．⋯⋯⋯⋯．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯：112
C锄bodia：⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．⋯．：112

GD23／03 ：ATGGGcATc^％^TT丌^^^^TT^饿A伽A眦从Tc^c^mGTlGTGGGC：168
GDl4／97：⋯⋯．．T⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．G⋯T．．C．．C⋯⋯．：168
GD05／99：．．⋯⋯⋯．．．．．⋯．⋯⋯．．⋯⋯．⋯．．．．．．．C．⋯．⋯．．：168
C锄bodia：⋯⋯．．T⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．⋯．．．．⋯C．．C．．．．．．．：168

G023／03：T^cCnGcTGTccrTG^C^’rrr^Tc从A^CA^cGTTTTCC丌Gc^cTmCATGG^：224
GDl4／97：⋯．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．：224
GD05／99：⋯．⋯．．．．．．．．．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．．．．⋯．．：224
cambodia：⋯⋯．．．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．．．：224

GD23／03 ：^6^c^AT㈣TGGT^CTGl℃^^1TGT^TCTcTcTTocccTT^TGCCl伽CAcG：280
GDl4／97：⋯．．．．G⋯⋯⋯⋯⋯．⋯⋯．．．．．⋯．．．．⋯⋯．．．．．．．．：280

GD05／99：⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯：280
C硼bodia：⋯⋯．G⋯⋯．⋯⋯⋯⋯⋯．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．：280

GD23／03 ：AccTccC从从^^c^^C^TGGcTTccGG觚1％6GATcT删^1优^^^cc：336
GDl4／97：．⋯．．．．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯A．．⋯．．．．⋯⋯．．．．．．．．：336
GD05／99：．⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．：336
C锄bodia：．．．．．⋯⋯⋯⋯⋯．．．．．⋯⋯．A⋯⋯⋯⋯⋯⋯，⋯．：336

GD23／03：^cT从cc^TG：346

GDl4／97：．⋯⋯⋯：346
GD05／99：．．．，．．．，．．：346

C硼bodia：⋯．．．．⋯：346

图4 1997、1999、2003年DV 1型广东流行株及

柬埔寨流行株部分核苷酸序列

相对于普通PCR，多重RT—PCR的影响因素相

对较多，因多重RT—PCR反应体系中含有多对特异

性寡聚核苷酸引物，对引物的设计和选择比常规

PCR反应更为严格，除了常规的引物设计原则外，

还必须充分考虑到各引物间的相关性和合理性，避

免引物对间形成粘性末端或部分双链，同样也必须

排除PCR扩增产物间可能发生的错配，并应使不同

引物对之间尽量具有相近的Tm值，否则就会导致

实验失败或假阳性结果。对反应体系中各成分的浓

度、比例、反应条件的要求比常规PCR更为严格。

本实验中发现，PCR反应液中的镁离子浓度及退火

温度可对PCR反应产生重要影响，不合适条件下，

非特异性扩增条带明显增多，可能与寡聚核苷酸引

物的非特异性结合有关。通过各种条件的优化，建

立了稳定、特异的多重RT—PCR快速检测DV 1～4

型及其分型方法。在本实验中，多重RT—PCR的灵

敏度虽略逊于单引物PCR，但由于多重RT—PCR可
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在一次反应中同时对DV 1～4型进行检测与分型，

简化了实验步骤，在对未知标本的检测及流行病学

调查中具有较高的应用价值。应用所建立的方法对

2003年广州DF疑似患者血标本进行多重RT—PCR

扩增，扩增阳性率为83．3％(25／30)，而对阴性对照

及其黄热病毒、流行性乙型脑炎病毒的扩增结果均

为阴性，扩增片段克隆测序显示，其与DV 1型柬埔

寨株以及我国1997、1999年DV 1型流行株同源性

分别为97％、97％、98％，进一步验证了扩增的特异

性，可用作f|缶床标本的检测。

(感谢广州市第八人民医院检验科提供临床血清标本)
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乙型肝炎病毒污染针具刺伤5例的紧急处理

纪永水 史春娟 张亚斌 吴成蔡森

感染科及手术科室工作人员是乙型肝炎病毒(mV)感
染高风险人群，常因被船V污染的针具、器械刺伤而受到感
染的威胁。如何正确处理此类意外伤害，避免耶V感染已
受到广泛重视n。]。现将我院近年5例工作人员被船V污
染针具刺伤后紧急处理方法及效果报告如下。

1．病例简介：5例中外科医师2例，感染科护士3例。受

染过程：2例外科医师均是在给血液HBVM呈“大三阳”患者

做手术过程中，不慎被缝合针刺人手指，并有出血。2例护士

在给现症乙型肝炎(乙肝)患者治疗过程中，被注射针头刺人

手指，伤口较深并有出血；1例护士在给乙肝患者注射过程中

针头穿透其小手指。处理方法：①迅速挤压被刺伤手指。由

周围向伤口处反复挤压，尽可能多挤压出血液。②2％碘酊

反复局部消毒。③尽可能早注射乙肝免疫球蛋白。5例中3

例当天注射乙肝免疫球蛋白，2例第二日注射。④在注射乙

肝免疫球蛋白一周后注射一疗程乙肝疫苗(10弘g肌注，0，1，

6程序)。结果：5例伤者在上述处理后，分别于40天及6个

月时查肝功、mVM。40天时仅l例血抗一HBS(+)；6个月
时5例均出现抗．珊s，1例伴抗一HBc(+)。5例肝功均正常。
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2．讨论：HBV主要是经血途径传播，10～ml含卸3V血

液足以使人体感染。因此受耶V污染针头刺伤威胁很大。
我们的处理措施及其机理是：刺伤后迅速由周围向伤口处反

复挤压，挤出局部血液，减少进入体内病毒量。碘酊能迅速

杀灭船v，在病毒聚集局部尚未扩散前，尽量杀灭之。立即
注射高效价乙肝免疫球蛋白，其能随时中和进入血液HBV，

是迅速有效地人工被动免疫。一周后注射乙肝疫苗，其机理

一是避免过早注射乙肝疫苗，其可中和乙肝免疫球蛋白，使

二者均失去应有作用；二是在HBV进入肝细胞大量复制前

即刺激人体产生抗一HBs形成主动免疫，清除HBV。5例受

染者处理结果表明，上述处理方法是有效、可靠的。说明乙

肝免疫球蛋白与乙肝疫苗实时序贯注射是有效保护该类伤

者重要措施。
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