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登革 ! 型病毒 F@T 株基因组亚克隆的构建及其鉴定
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摘要!目的 构建登革 ! 型病毒 F@T 株基因组全序列的亚 7UFV 克隆，为进一步构建全长感染性 7UFV 克隆奠定基础。

方法 根据登革 ! 型病毒 F@T 株基因组全序列中的酶切位点设计 ! 对引物，从病毒感染的乳鼠脑中提取 :FV，采用长

链 :W$=T: 技术扩增出覆盖病毒基因组全长的 ! 个 7UFV 片段，并克隆至 -T:$XY$WZ=Z 载体后测序。结果 经酶切鉴

定和序列测定表明，获得的 7UFV 克隆为登革 ! 型病毒 F@T 株特异的。结论 已成功构建出登革 ! 型病毒 F@T 株基

因组的 ! 个 7UFV 亚克隆。

关键词!登革 ! 型病毒；:W$=T:；7UFV 克隆
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登革病毒（Ua）属黄病毒科黄病毒属，基因组为

单股正链 :FV，全长约 %%Qe4，编码 & 种结构蛋白（T[Q
=/_ 和 )）和 K 种非结构蛋白（F+%[F+!<[QF+!4[QF+&[Q
F+’<[QF+’4 和 F+#）。共有 ’ 种血清型，均可引起登

革热 IUHE、登革出血热 I21AB,1Q91M.//9<B87Q?1C1/[Q
U\HE 和登革休克综合征 I21AB,1Q;9.7eQ;5A2/.M1[Q
U++E［%[Q!］。其中 U\H 和 U++ 的病情较为严重，可引起

患者死亡，近年来在热带及亚热带地区多有报道，我

国东南沿海地区也多次发登革热及登革出血热。通常

登革 ! 型病毒（U1AB,1Q!QC8/,;，Ua!）的感染较其他血

清型更为严重［&］，本研究利用分子生物学技术扩增出

覆盖 Ua!QF@T 株全长基因组的 ! 个片段，并克隆至

-T:$XY$WZ=Z 载体中，为进一步构建全长感染性

7UFV 克隆奠定基础。

%QQ材料与方法

%O%QQ主要试剂与材料

:FV 提取试剂盒（:F1<;5Q_8A8Q680，f‘V@)F 公

司产品）；质粒提取试剂盒（=G<;M82Q_8A8Q680，优晶公

司产品）；+,-1/+7/8-0Q!逆转录试剂盒 I‘AC80/.B1A 公

司产品E；-T:$XY$WZ=Z 载体 I‘AC80/.B1A 公司产品E；
Y<QW<c 酶和 UFV 纯化试剂盒（W<6<:< 公司产品）；

限制性内切酶（F)g 公司产品）。

%O!QQ=T: 引物设计与合成

=%、=! 片 段 根 据 Ua!QF@T 株 基 因 组 全 序 列

IVH"&*’"&E设计，由上海英骏生物技术有限公司广州

分公司合成。其中 =% 片段的上游引物 #h 端加入 +-L3
:FV聚合酶启动子核心序列，下游引物 #i 端加入 !"#
"内切酶位点；=! 片段上游引物 #i 端加入 !"#"内

切酶位点。具体引物序列见表 %。

%O&33病毒总 :FV 的制备

Ua!3F@T 株经乳鼠脑内接种传代后，取 %j! 发
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表 ABB设计的引物
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图 ABB@A、@M 片段 @W4
扩增结果
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图 MBBB重组质粒 2A、2M 的鉴定
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病乳鼠脑，用 4Z&R-_BV+’+B‘+( 提取总 4ZT，于!NFB!
保存备用。

AUKBB反转录合成 YaMB8YZTBBB
BBBBBBBB取总 4ZTBAGB"Q，加入 AF!"%,Qb\ 反向引物 AB
"Q，LG!!作用 >B%+’，随后置冰浴中 AB%+’，再加入 G"
缓冲液 GB"Q、YPPBA!"Q、4ZT 抑制剂 AB"Q、c75&"c8"+5(B
#逆转录酶 MB"Q、AFB%%,Qb\B 6ZP2-B A!"Q， 最 后 加

Yd2W 处理水至总体积 >F!"Q，GGB!保温 >B/ 进行反

转录，反应完毕，NFB!灭活 AGB%+’。逆转录产物中加

入 AB"QB重组 4ZR-&Be，>NB!温育 MFB%+’，去除 8YZT
中混合的 4ZT。

AfGBB2W4 反应条件

利用 \RBPR: 酶进行 2W4 反应，最终采用 >FB"Q
反应体系：模板 YZT;MGFB’$b"QO BAB"Q，AF"缓冲液

;V$MgBMGB%%,QbhO B>B"Q，6iP2;GFB%%,QbhO BIB"Q，hRB
PR:酶;Gjb"QOBFfG!"Q，上、下引物各 A!"Q;AF!"%,Qb\O，
水 AGfGB"Q。反应条件：LKB!MB%+’，LK!!AGB-，HFB!AB%+’，

NMB! GB%+’，扩增 >F 个循环；最后 NMB!延伸 AFB%+’。

2W4 产物于 FfNkB琼脂糖凝胶;含 FUGB%$bhBdlO进行

电泳。扩增产物用 2W4 纯化试剂盒回收。

AUHBB重组质粒的构建与鉴定

将 纯 化 的 2W4 扩 增 片 段 分 别 插 入 5W4mn\mB
Po2o 载体，转化 P,5AF 感受态细胞。然后均匀涂布

于含卡那霉素（GFB"$b%Q）的 \l 平板上，>N!!培养后

挑取阳性菌落进行 2W4 扩增以及酶切鉴定，并以

VA> 通用引物进行序列测定（由 PR‘R4R 公司完成）。

MBB结果

MUABBYaMBipW 株病毒基因组 8YiT 片段的扩增

由于登革 M 型病毒基因组较大，因此，根据 ipW
株病毒基因组序列上所含有的酶切位点，将病毒基因

组分为 M 个片段进行扩增，各片段分别以 2A、2M 表

示，其大小应分别为 GGHIBJ5、GAIHBJ5（图 A）。FUNq的

琼脂糖凝胶电泳显示扩增片段大小与预期一致。

MUM00YaM0ipW 株病毒基因组亚克隆的构建及其鉴定

为了获得 YaM 全长 8YiT 克隆，并构建 YaM 基

因库，将 2A、2M 两个片段分别与 5W4EnhEPo2o 载体

连接，转化至 P,5AF 感受态细胞，用质粒提取试剂盒

抽提质粒，通过质粒 2W4 及限制性内切酶酶切的方

法初步鉴定。图 M 为重组质粒的 2W4 及酶切鉴定结

果。

经 rA> 通用引物进行序列测定，部分序列是 YaM0
ipW 株病毒对应序列，部分序列为 5W4En\EPo2o
载体序列，证明我们所构建的重组质粒是 YaM0ipW
株特异的。

000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000南方医科大学学报Cs0c,7(/0r&60j’+t?000000000000000000000000000000000000000000000000000000000第 MH 卷KNF· ·



（上接 !"# 页）

白只是组成 $ 蛋白柄的亚单位，并不参与病毒与受

体最初的识别，但是，在 $% 蛋白上具有介导病毒与

宿主细胞膜融合的亮氨酸拉链结构。在体内及体外试

验中，识别冠状病毒 $% 蛋白的抗体都可以阻断病毒

与宿主细胞的融合，使病毒不能感染细胞，是一种具

有中和活性的抗体［&］。从 ’ 细胞抗原表位分析看出，

#& 位氨基酸变异（()*）对 ’ 细胞抗原表位产生影

响。研究发现，’ 细胞抗原表位 +,-./0 结构的精细差

别影响 123!类分子与 3*45 的 ’ 细胞的结合［4］。

$% 蛋白某个碱基的突变就有可能改变病毒对宿主细

胞的侵袭能力［6］。同时 $% 蛋白在病毒进化的后期非

常稳定，是抗病毒药物及疫苗研制的理想靶位。

参考文献：

［0］789:;<=>’?@>ABCDE:F>*@>?DGC8E9HI>3$@><H>:GJ>K>FDL<G>MDBDF:L9BN8>
:88DM9:H<C>O9HI>8<L<B<>:MNH<>B<8P9B:HDBQ>8QFCBDE<［R］J>S>AFTG>R>1<C@>
%UU-@>-V4W%UXY>06#-)""J

［%］7BN<T<B>*7@>7<GGQ>$1@>Z<O9M=9>*S@><H>:GJ>[:B9:H9DF8>9F>C98P:B:H<>B<)
T9DF8>D\>HI<>ENB9F<>MDBDF:L9BN8>8P9=<>PBDH<9F>9EP:MH@ >HI<>9F9H9:H9DF>

D\>E<E]B:F<>\N89DF［R］J>R>[9BDG@>%UU0@>&.W"XY>%&6%)4U%J
［-］^DH:>_K@>‘]<B8H<>1$@>1DFBD<>$$@><H>:GJ>3I:B:MH<B9;:H9DF>D\>:>FDL<G>

MDBDF:L9BN8>:88DM9:H<C>O9HI>8<L<B<>:MNH<>B<8P9B:HDBQ>8QFCBDE<［R］J >
$M9<FM<@>%UU-@>-UUW."%VXY>0-6Va6J

［!］1:BB:>1K>@>RDF<8>$R@>K8H<GG>3^@><H>:GJ>’I<>T<FDE<>8<bN<FM<>D\>HI<>
$K^$>:88DM9:H<C>MDBDF:L9BN8［R］J>$M9<FM<@>%UU-@>-UUW."%VXY>0-66)VUVJ

［.］ 2<> Rc@ > _<FT>?d@ >19F> R@ > <H> :GJ >1DG<MNG:B> <LDGNH9DF> D\> HI<> $K^$>
MDBDF:L9BN8>CNB9FT>HI<>MDNB8<>D\>HI<>$K^$><P9C<E9M>9F>3I9F:［R］J >
$M9<FM<@>%UUV@>-U-W.""VXY>0""")6J

［"］(<I>$2@>d:FT>2(@>’8:9>3(@><H>:GJ>3I:B:MH<B9;:H9DF>D\>8<L<B>:MNH<>
B<8P9B:HDBQ> 8QFCBDE<> MDBDF:L9BN8> T<FDE<8> 9F> ’:9O:FY > EDG<MNG:B>
<P9C<E9DGDTQ>:FC>T<FDE<><LDGNH9DF［R］J >_BDM>S:HG>KM:C>$M9>e$K@>
%UUV@>0U0W4XY>%.V%)&J

［&］c:TMI9>cJ>’I<>$%>8N]NF9H>D\>HI<>ENB9F<>MDBDF:L9BN8>8P9=<>PBDH<9F>98>
FDH>9FLDGL<C>9F>B<M<PHDB>]9FC9FT［R］J>R>[9BDG@>066.@>"6W0UXY>&%"U)-J

［4］?:D>?c@>d9GGMDf>+A@>dQ<B>R^@><H>:GJ>3G:889M:G>:FC>FDFMG:889M:GMG:88>
g>E:hDB>I98HDMDEP:H9]9G9HQ>MDEPG<f>EDG<MNG<8><fI9]9H>8N]HG<>MDF\DBa
E:H9DF:G>C9\\<B<FM<8>HI:H>:\\<MH>]9FC9FT>HD>3*4:GPI::GPI:［R］J>R>+9DG>
3I<E@>%UUU@>%&#W%UXY>0#%-%a4J

［6］?N:F>(@>iI<FT>+R@>2<>(j@><H>:GJ > g8DG:H9DF>:FC>MI:B:MH<B9;:H9DF>D\>
L9BN8<8> B<G:H<C> HD> HI<> $K^$> MDBDF:L9BN8> \BDE> :F9E:G8> 9F> 8DNHI<F>
3I9F:［R］J>$M9<FM<@>%UU-@>-U%W."V-XY>%&"a4J

->>讨论

登革病毒为非逆转录 ^SK 病毒，在复制周期中

不形成 *SK 中间体，直接进行分子生物学操作存在

一定困难［Vk"］。反向遗传学技术为 ^SK 病毒分子生物

学研究开辟了新途径。主要包括病毒基因组全长

M*SK 克隆技术，以及由质粒 *SK 转录 ^SK 的感染

性转录体制备技术［&］。现在通常先采用长链 ^’a_3^
技术扩增出覆盖病毒基因组全长的几个 M*SK 片

段，构建亚克隆，再进行体外连接，最终体外转录获得

感染性转录体。$B]NB9 等［4］利用类似方法已成功获得

了一株 *[% 的感染性克隆。

在研究中，我们首先应用长链 ^’a_3^ 法一次性

扩增出 *[%>S?3 株病毒全长基因组片段，试图与

P3^alZa’‘_‘ 载体连接，构建全长 M*SK 克隆。但

经过多次连接后发现，病毒全长基因组片段不能克隆

至该载体。主要原因可能是由于 *[% 病毒基因组较

大，超过了 P3^alZa’‘_‘ 载体的承受范围，一般

P3^alZa’‘_‘ 载体插入片段长度为 &k0U>=]。因此，

我们将 *[%>S?3 株病毒基因组分为 % 个片段进行

亚克隆的构建，利用病毒基因组序列上所含的酶切位

点（!"#!）设计了 % 对引物，并在第一条引物 .m 端引

入 $P">^SK 聚合酶启动 子 核 心 序 列 。 采 用 长 链

^’)_3^ 技术扩增出覆盖病毒基因组全长的 % 个

M*SK 片段，并克隆至 P3^)lZ)’‘_‘ 载体。最终构

建出 *[%>S?3 株病毒基因组的 % 个 M*SK 亚克隆，

经酶切鉴定和序列测定表明，获得的 M*SK 克隆是

*[%>S?3 株病毒特异的。

*[%>S?3 株病毒基因组全长 M*SK 亚克隆的

成功构建，为我们下一步构建出全长 M*SK 克隆及

体外转录获得恢复性病毒奠定基础，由此获得 *[%>
S?3 株基因库，为开展其它登革病毒分子生物学研

究提供方便。
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