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摘 要
�
根据 � �� �� �� 数据库中的生物信息

,

利用 � �  �� 免费分析软件找 出 � 种型别登革病毒的保守序列及

各型特异性序列
,

针对上述序列设计 引物 经 � �
一

� � � 扩增登革病毒的特异片段
�

利用此 � �
一

� � � 法收集探针

是一种快速
、

简便制备基因芯片探针 的实用 方法
�
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登革病毒 (d
engue virus,

D V
) 是一种 R NA 病

毒
,

根据抗原性分为 1
、

2

、

3

、

4 四种血清型
.
在临

床上登革病毒感染可引起登革热 (deng ue fe ver,

DF)
、

登革出血热 (d
engue hem orm gi

c fe ver
,

D H r
)

或登革休克综合症 (d
engue shoke syndrom e

,

D s s
)

} ’
,

”
.

近20年来
,

不同型别的登革病毒在我国南方

广东
、

广西
、

海南
、

香港
、

台湾等地循环流行
,

给广大

人 民的身体健康和工作生活造成 了严重的影响
.

目前对 D F
、

D H F 或 DSS 尚无有效的治疗和预防

方法
,

因此对该类疾病实行早期诊断显得尤其重

要
.
近几年兴起的基因芯片技术是一种新型的基

因分析与检测技术
,

它为该类疾病的诊断提供了

收稿 日期
:2003

一

1
0

一

3 1
; 修 回日期

:2004
一

0 2

一

1
8

作者简介: 肖维威(1974
一

)

,

女
,

湖南双峰人
,

第一军医大学博士研究生 从事基因芯片技术与分子生物学研究
,

Te
l

: 十
86
一 20一 16 4 0 1 14 转

89097
,

E

一 n 一a
i l
: x w e

i
w e

i@ fi
n lm u

.
(, 0 1 1 1

·



「 究 200 4 年生

一种快速
、

高效
、

敏感
、

自动化的方法
.
本研究

以 D V I
一

4 型基因组 R N A 为材料
,

经 RT
一

P C R 快

速扩增各型登革病毒特异的
cD NA 片断

,

作为

对登革病毒进行快速诊断及基 因分型的基因芯

片探针
.

1 材料与方法

1
.
1 材料

DVI
一

4 型基因组 RN A 由广东省疾病预防控

制中心提供; 受体菌大肠杆菌 TO P 10 由本研究所

保存: pM D 18
一

T V
e e t o

r 、

A M V 逆转录酶
、

R

n a s e

抑

制剂
、

普通 PC R 试剂及分子量 M ark er D砚00 0 购

自大连宝生物工程有限公司

1
.
2 方法

1
.
2
.
1 引物设计

从 Gen Ban k 数据库获取 4 种型别登革病毒的
cD N A 全长序列

,

利用美国国家生物技术信息中

心 (N C BI )中的 BLAST 免费分析软件找出各型登

革病毒的特异性序列
.
针对上述特异性序列利用

生物学软件 Pr im er Pre m le
r 5
.
0 设计引物 (见表

l)
,

采用本研究所的 A BI 3900 D N A 合成仪合成
.

表 1 扩增各型登革病毒的特异性引物
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.
3 电泳

用 1
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5% 琼脂糖凝胶进行电泳 1)1 2 ()( )0 为分

子量 M a八
e , ,

I O O V 电泳 30
1111.1 宇臾化乙锭染色

.

紫外凝胶成像分析仪拍照
.

1
.
2
.
4 A T 克隆

llrI
、一

PC

R 产物经乙 醇沉淀后 用火 菌超纯水

溶解
,

再与 pM D 18
一

T 载体连接 转化大肠杆菌

TO I,I O ,

涂平板
,

37
℃培养过夜

.
挑取平板 1几的阳

性 克降
.
接种 扩含 0

.
5 :111 L B 液体培养基及 !0 0

:11;/ IJ氨 节青毒素的 1
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山
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d 管中

,

3 7 ℃

培 养5 一
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取 10 0 林l 菌液在沸水中裂解 10 :n i, 1 ,

离

心沉淀菌体
.
取 卜清作模板 用 pM 川 8

一

T 载体引

物 (5川 00 5
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I
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.
5 测序

将经 PC R 鉴定的阳性 克隆进行序列分析
.

测 )犷结果用 Ijl
a、t 检索软件进行序列比对

.

2 结果

2
.
1 R T 一

P C R 扩增结果

)、址JtJ 各 型特 异性 引 物 分 别 RT 一

P C R 扩 增

l:) v l一4 塑国际 参考株
,

扩增产物电泳分析结果如

图 1
.
从图 l(日) 和图 l( }

)
)可观察到扩增 片断的大

小 与我们预期设计的片断大小相符
,

表明我们设

计的引物能特异性地 识别相应的模板序列
.
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2 克隆序列分析

RT
一

P C R 产物经 AT 克隆后
,

通过阳性克隆质

粒的提取
,

进行 D N A 序列分析
.
将所有的 DN A

测序结果进行 BLA ST 分析
,

结果证明克隆均来 自

于登革 病毒
.
图 2 所示 为引物 PZ 1P22 R T

一

P C R

产物克隆后 D N A 序列分析结果
.
可见 DN A 序列

图谱清晰
,

可读性强
,

可完整的读出 RT
一

P C R 插人

的条带(45
一

1 7 2
)

.

图 2 引物 PZI P22 R T
·

P C R 产物克隆片段的测序结果

Fig
.
2 Seq u en ee an aly sis of th e clon e R T

·

P C R a
m P l i n e d b y P r i m

e r P Z I P 2 2

3 讨论

登革病毒感染的检测
,

过去主要依靠病毒分

离和血清学检测
.
病毒分离法费时繁琐

,

至少需

l周时间才能出结果
,

达不到早期快速诊断的 目

的
.
血清学诊断因存在广泛的交叉反应而受到干

扰
” ’

.

近年来倍受青睐的 R T
一

P C R 技术
‘4 ” 虽简

便
、

快捷
,

但 PCR 反应中常出现的假阳性
、

假阴性

结果
,

严重影响了疾病的诊断与治疗
.
而基因芯

片技术的实质是通过核酸杂交来进行序列分析与

基因检测
,

可有效克服 PC R 法的不足
,

是一种新

型的现代化基因诊断技术
.

在基因芯片的研制过程中
,

探针的制备是最

关键
、

最重要的一环
.
从技术角度讲

,

探针的制备

有多种方法
: 通过生物信息学分析找出特异性序

列
,

针对特异性序列设计寡核昔酸探针;或针对特

异性序列设计引物进行 PCR (或 RT
一

P C R ) 扩增制

备探针等等
.
无论是采取何种方法

,

设计或收集

特异性的探针总是成功研制基因芯片
、

尤其是诊

断芯片的关键
’“’
.

因为探针的特异性是减少非特

异性杂交
,

提高检测准确性的根本保证
.
在本研

究中
,

为确保探针的特异性
,

我们首先采用生物信

息学软件 (BLA ST 检索软件) 对各型登革病毒实

行全基因组序列 比对
,

挑选出各型与其它物种同

源性最低的特异性序列
,

然后再针对各型的特异

性序列设计引物进行扩增
、

收集探针
.
从本实验

的研究结果看
,

利用 RT
一

P C R 法收集探针是一种

快速
、

简便制备基因芯片探针的有效方法
.
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