
微孔杂交检测登革病毒及其分型方法的建立  

    聚合酶联反应(PCR)技术自20世纪80年代出现以来，已被广泛应用于疾病的核酸诊断，其扩增产物的检测

主要依赖于琼脂糖或聚丙烯酰氨凝胶电泳，由于临床标本复杂，常出现非特异性扩增条带或电泳拖尾现象[1]

[2]，给结果的判定带来困难，采用PCR方法往往难以作出确诊。为了探讨更加敏感、特异的登革病毒快速检

测及分型方法，我们在分析登革病毒1～4型病毒基因组序列的基础上，分别设计针对登革病毒病毒1～4型的

特异性包被探针及检测探针，建立了快速检测登革病毒并对其进行分型的微孔杂交(PCR-ELISA)方法，现将实

验结果报道如下。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    实验中所用登革病毒(Dengue virus，DV)分别为：登革病毒1型(Hawaii株)，登革病毒2型(NGC株)，登

革病毒3型(H87株)，登革病毒4型(H241株)，流行性乙型脑炎病毒(中山株)，黄热病毒(D17株)，均为本研究

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细胞由本研究室传代保存。实

验中所用的反转录酶、Taq DNA聚合酶、pMD18 T载体均购自大连TaKaRa生物公司，采用进口单条可拆聚乙烯

微孔板。 

    1.2  引物设计合成 

    分析登革1～4型病毒基因组序列，设计引物(DV1- P1，DV1-P2；DV2-P1，DV2-P2；DV3-P1，DV3-P2；

DV4- P1，DV4-P2)分别扩增登革病毒1～4型的特异性包被探针，扩增片段经克隆测序确证，用作微孔板的包

被。随后在扩增片段5'端外侧设计检测用上游引物(Bio-DV1、Bio-DV2、Bio-DV3、Bio-DV4)，并于引物

5'端标记生物素，等量混合(每种引物12.5 μmol/L)后制备上游引物Bio-DV；DV1-P2、DV2-P2、DV3-P2、

DV4-P2等量混合(每种引物12.5 μmol/L)制备下游引物DV-P2，用于待检样品的PCR扩增。同时在PCR扩增区域

内部设计半套式引物(IDV1-P2、IDV2-P2、IDV3-P2、IDV4-P2)，等量混合(每种引物12.5 μmol/L)制备下游

引物IDV-P2，与上游标记引物Bio-DV引物配对，制备长标记探针，用作待检测样品的PCR扩增，以增加检测的

可信性及敏感性(引物序列见表1)。 
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    1.3  包被探针制备 

    用改良的碘化钠法提取登革1～4型病毒RNA[3]，采用常规方法进行反转录获得其cDNA。用DV1- P1、

DV1-P2；DV2-P1、DV2-P2；DV3-P1、DV3-P2；DV4- P1、DV4-P2引物分别扩增登革1～4型特异性包被探针：

取cDNA5 μl，10×PCR缓冲液5 μl，正向引物、反向引物各2 μl、dNTP 4 μl、Taq DNA聚合酶2 U，补充水

至总体积50 μl进行PCR扩增。反应参数为：95 ℃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7 min。扩增产物克隆入pMD18 T载体，经大连宝生物公司测序确认。 

    1.4  微孔杂交 

    1.4.1  DNA包被  登革1～4型特异性包被探针纯化、回收后经100 ℃变性5 min，迅速冰浴10 min，与

冰预冷的包被液混合，加入微孔板进行包被，弃上清，洗液(1×PBS～0.25%Tween20)洗涤2次，每次1 

min ，55 ℃干燥30 min，4 ℃保存待用。包被量分别设20、50、100、200、300 ng/孔5个梯度；并探讨45 

℃包被1、3、5 h，37 ℃包被2 h及4 ℃包被过夜对杂交结果的影响，及采用1×PBS+0.05 mol/L Mg2+、1×

PBS+0.1 mol/L Mg2+、1×PBS+0.15 mol/L Mg2+及1×PBS+0.5 mol/L NaCl、1×PBS+1.0 mol/L NaCl、1

×PBS+1.5 mol/L NaCl包被液对包被效果的影响。 

    1.4.2  预杂交  加入预杂交液(5×denhart's-5×SSC-50 μg/ml鲑鱼精DNA-3%BSA)，55 ℃预杂交1 

h，弃预杂交液，洗液洗涤2次，每次1 min。 

    1.4.3  标记  分别用BIO-DV、DV-P2和BIO-DV、IDV-P2引物对待检标本进行PCR标记：在50 μl 反应体

系中含cDNA5 μl，10×PCR缓冲液5 μl，Mg2+ 2.5 nmol/L，正向引物、反向引物各1.6 μl(每种引物12.5 μ

mol/L)、dNTP 200 μmol/L、Taq DNA聚合酶2 U，补水至总体积50 μl。反应参数为：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7 min。 

    1.4.4  杂交  标记探针100 ℃变性5 min后，迅速冰浴10 min，与杂交液(5×denhart's-5×SSC-50 

μg/ml鲑鱼精DNA-2%硫酸葡聚糖-50%甲酰胺)混合，在特定温度下进行杂交，弃杂交液，洗液洗涤4次，每次1 

min。探讨杂交1、3、5及42 ℃、45 ℃、55 ℃的条件下杂交对结果的影响。空白对照组不加标记探针，其他

操作同检测组。 

    1.4.5  酶联显色  加入1∶500稀释的辣根过氧化物酶(HRP)溶液100 μl，37 ℃温育10 min，洗液洗涤

5次，每次1 min。加入TMB底物，37 ℃显色10 min，50%H
2
SO

4
终止后，于450 nm测A值。 

    1.5  微孔杂交的特异性实验 



    分别用BIO-DV、DV-P2和BIO-DV、IDV-P2引物对登革1～4型病毒以及其与同属黄病毒的流行性乙型脑炎

病毒、黄热病毒进行RT-PCR扩增，分别与登革病毒1～4型包被探针进行交叉杂交实验，验证其特异性。 

    1.6  微孔杂交的敏感性 

    病毒反转录产物做1∶10系列稀释后，分别进行同条件的PCR扩增、杂交、显色，以探讨微孔杂交的敏感

性。 

    1.7  微孔杂交的稳定性 

    采用6份登革1型病毒细胞培养物，并以无病毒细胞培养上清为阴性对照，进行3次重复实验，比较批内

(同一次实验中6份标本间)及批间(不同次实验间)A值的变异，验证其稳定性。 

    1.8  包被微孔板保存时间 

    包被探针包被微孔板后，4 ℃干燥保存2、4、6个月后，分别进行同条件的杂交试验，验证包被微孔板的

有效使用期限。 

    

2  结果 

    2.1  包被探针克隆测序结果 

    经大连TaKaRa公司测序显示，所克隆包被探针与设计完全相符，可用作包被探针。 

    2.2  包被条件对杂交结果的影响 

    包被量低于50 ng时，A值较低，而包被量为100、200、300 ng则无明显区别，考虑到稳定性及经济性的

影响，采用200 ng包被。37 ℃及4 ℃包被效果不佳，显色后其A值低于0.1；采用45 ℃包被时，随着包被时

间的延长，其A值逐渐升高，本实验中最终采用45 ℃包被5 h。 

    2.3  杂交条件对杂交结果的影响 

    42 ℃杂交时其背景较高，而采用55 ℃杂交，显色后阳性标本A值较低(低于0.2)，因此实验中采用45 

℃杂交。随着杂交时间的延长，其A值逐渐升高，但考虑到尽量缩短实际检测的时间，实验中采用杂交2 h。

综合考虑，最终采用的杂交条件为：200 ng包被探针用包被液(1×PBS+0.1 mol/L MgCl
2
)45 ℃包被5 h，弃

上清，漂洗液洗涤2次，每次1 min。预杂交液55 ℃预杂交1 h，弃上清，漂洗液洗涤2次，每次1 min。加入

杂交液，45 ℃杂交2 h，弃上清，漂洗液洗涤4次，每次3 min。加入1∶500稀释的HRP溶液100 μl，37 ℃温

育10 min，洗液洗涤5次，每次1 min，加入TMB底物，37 ℃显色10 min，50%H2SO4终止后，于450 nm测A

值。 

    2.4  微孔杂交的特异性实验结果 

    采用优化的PCR-ELISA条件，分别采用长、短探针对登革1～4型病毒进行了检测及分型，并与同属黄病毒

属的流行性乙型脑炎病毒、黄热病毒杂交，以验证其特异性。实验结果显示，登革病毒1～4型杂交探针仅与

本型病毒呈杂交阳性，其A值均在0.5以上，而与其他各型病毒无明显交叉，其A值平均在0.1以下，S/N值在10

以上，所有杂交均经3次以上重复实验验证(杂交结果见表2)。 



    2.5  微孔杂交的敏感性 

    敏感性实验显示，采用常规的PCR反应可检测10-6倍稀释的病毒RNA，而采用微孔杂交则可检测出低至10-

7倍稀释的病毒RNA。 

    2.6  微孔杂交的稳定性 

    重复实验表明，样本批内变异系数(CV)平均为6.21%，批间为9.92%；阴性对照孔批内CV平均为1.92%，

批间为3.68%，其S/N值均在10以上(表3)。 

    2.7  包被微孔板保存时间 

    实验显示在4 ℃干燥保存6个月期间内，杂交结果无明显下降。 

    

3  讨论 

    登革病毒是一种急性虫媒传染病的病原体，可导致登革热(DF)、严重的登革出血热(DHF)和登革休克综合

征(DSS)，而DHF和DSS更具死亡率高的特点，严重危害人民的健康。随着我国经济的发展，对外经济交往和人

员流动逐年增大，登革热暴发的频率越来越高，近年来更是连年暴发[4]，因此开发特异、敏感的登革病毒早

期诊断手段对登革热的预防、治疗与控制具有重要意义。在PCR基础上发展起来的PCR-ELISA技术近年来得到

越来越广泛的应用，它可对扩增结果进行进一步的放大，提高了检测的敏感性，并且其杂交反应可大大提高检

测的特异性，以消除PCR假阳性率高的影响。其所需仪器简单，而且应用较为普及的ELISA技术，具有很强的

实用性。目前，在肝炎病毒[5]、乙型肝炎病毒[6]、 人乳头瘤病毒[7]的检测及分型已得到广泛应用。 



    PCR-ELISA的操作相对较繁琐，影响因素较多，因此需要对其反应条件进行系统的优化，建立其反应的最

优条件，以提高检测的可靠性。在本实验中发现DNA的包被为其关键步骤，其中包被液中Mg2+的浓度及其pH值

对包被效果影响显著，在不适的Mg2+浓度及其pH值条件下，结果中其A值显著下降。杂交温度及漂洗条件也对

杂交结果产生重要影响，因此在应用中需要对操作步骤进行标准化，并设立空白及阳性对照。在本实验中，重

复性实验结果显示，阳性样品的A值均在0.5以上，而阴性及空白对照则均在0.2以下，S/N值均在10以上，表

明尽管影响PCR- ELISA的因素很多，但只要在最优条件下，保持条件稳定，可取得较好的稳定性，其结果具

有重复性。本方法在临床中应用的研究也正在进行中。 

    (责任编辑：陈望忠) 
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