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　 　 【摘要】 　 目的　 评估登革病毒实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ应用于登革热小鼠模型关键指标的检测ꎮ 方法

首先ꎬ选择合适的特异引物和探针ꎬ分子生物方法制备质粒标准品ꎬ优化 ＰＣＲ 体系和反应条件ꎻ其次ꎬ评估该实时荧

光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的灵敏性、特异性及稳定性ꎻ最后ꎬ验证该方法对登革病毒感染小鼠血清和组织样本的适用

性ꎮ 结果　 成功确定一步法实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎻ该方法较为灵敏ꎬ最低检测线为 ４９􀆰 ６ Ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎻ方法特

异性好ꎬ未见非特异性扩增ꎻ方法稳定性好ꎬ样本 Ｃｔ 值标准差均小于 ０􀆰 ５ꎬ且 ＣＶ ﹤ ５％ꎻ登革病毒感染小鼠模型样品

的检测结果符合实验预期ꎮ 结论　 该 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法可作为关键指标检测方法ꎬ用于登革热小鼠模型病毒的定量

检测及评估ꎮ
【关键词】 　 登革热ꎻ小鼠模型ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲꎻＴａｑＭａｎ 探针ꎻ定量检测
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　 　 目前国内尚未建立理想的重症登革热动物模

型ꎬ缺乏指导性强、可靠稳定的病原学指标ꎮ 文献

报告指出病毒的定量检测可针对病毒颗粒、病毒抗

原、病毒核酸等[１]ꎮ 传统方法有病毒分离方法ꎬ常
用细胞培养分离和乳鼠颅内接种分离等ꎬ该方法比

较可靠ꎬ但操作繁琐ꎬ实验周期长ꎬ不利于登革病毒

的快速诊断ꎮ 其次是抗原检测方法ꎬ酶联免疫吸附

法(ＥＬＩＳＡ)、胶体金免疫层析法(ＧＩＣＡ)和免疫荧光

法(ＩＦＡ)等ꎮ 但抗原检测方法操作繁琐ꎬ检测灵敏

度较低ꎬ易与其他黄病毒发生交叉反应ꎬ产生假阳

性[２－３]ꎮ 在过去的几十年ꎬ分子诊断技术不断进步ꎬ
使得检测和鉴定各种病原体更加可靠ꎮ 其中实时

荧光定量 ＰＣＲ 方法逐渐成为病毒快速诊断的新的

金标准ꎮ 本研究对现有登革病毒 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测方法

进行优化ꎬ创建一步法实时荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ
并用于登革病毒感染小鼠模型的评估ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

２ 日龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ / ｃ 雄性乳鼠 ２０ 只ꎬ体重 ２
~３ ｇꎬ购自北京华阜康生物科技股份有限公司

[ＳＣＸＫ(京) ２０１９ － ０００８]ꎬ用于登革病毒的扩增ꎮ
４~６周清洁级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 背景的 Ｉ 型干扰素受体敲除

小鼠( Ｉｆｎａｒ１－ / － ) [ ＳＣＸＫ(京) ２０１４ － ００１１]ꎬ雌雄各

半ꎬ共计 ４０ 只ꎬ体重 １８~２２ ｇꎬ由中国医学科学院医

学实验动物研究所北方中心提供ꎬ用于登革热小鼠

模型制备ꎮ 动物实验方案得到中国医学科学院医

学实验动物研究所实验动物使用和管里委员会的

批准(ＷＷ１８００２)ꎮ 动物饲养与实验均在中国医学

科学院医学实验动物研究所生物安全二级动物实

验室(ＡＢＳＬ￣２)ꎬ遵照 ３Ｒ 原则进行ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 病毒株　

登革病毒 ( ＤＥＮＶ): Ｉ 型 ( ＴＨ￣Ｓｍａｎ 株)、 ＩＩ 型

(Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 株 / ＮＧＣ 适应株 / ＴＨ － ３６ 株)、 ＩＩＩ 型

(ＴＨ８７ 株)、ＩＶ 型(Ｈ２４１ 株)均购自 ＡＴＣＣꎬ本课题

组保存ꎮ 特异性分析所用病毒株包括:肠道病毒 ７１
型 ＥＶ７１ ( ＭＰ１０ 株 )、 柯 萨 奇 病 毒 １０ 型 ＣＡ１０
(ＳＪＺＫ１２ － ００４６Ｔ 株)、 柯 萨 奇 病 毒 １６ 型 ＣＡ１６
(Ｓｈｚｈ０５－１ 株)、鼠肺炎病毒 ＰＶＭ(１５ 株)、鼠肝炎

病毒 ＭＨＶ(Ａ５９ 株)、呼肠孤病毒 ＲＥＯ(Ａｂｎｅｙ 株)、
鼠诺如病毒 ＭＮＶ(ＣＷ１ 株)、及狂犬病毒 ＲＶ(ＣＶＳ
株)分别由中国医学科学院医学实验动物研究所肠

道病毒课题组、检测中心及本课题组提供ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＮＡ 提取试剂盒(ＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ: ５２９０４)和

实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒 ( Ｐｒｏｂｅ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ:
２０４４４３)均购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司ꎻＡｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
７５００ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 引物和探针

根据文献[４]ꎬ选择特异引物和 ＴａｑＭａｎ 探针ꎬ上
下游引物及探针序列分别为:５’￣ＧＡＲ ＡＧＡ ＣＣＡ
ＧＡＧ ＡＴＣ ＣＴＧ ＣＴＧ ＴＣＴ － ３’ꎻ ５’￣ＡＣＣ ＡＴＴ ＣＣＡ
ＴＴＴ ＴＣＴ ＧＧＣ ＧＴＴ￣３’ꎻ ５’￣ＦＡＭ￣ＡＧＣ ＡＴＣ ＡＴＴ ＣＣＡ
ＧＧＣ ＡＣ￣ＭＧＢ￣３’ꎬ委托中美泰和公司合成ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 标准品的制备

选择 ＩＩ 型登革病毒(Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 株) ３’ ＵＴＲ
的目的片段制备标准品ꎮ 使用上述特异性引物进

行 ＰＣＲ 扩增ꎬ将目的基因克隆于 ＴＯＰＯ 载体ꎬ构建

质粒作为标准品ꎬ以上操作委托中美泰和公司完

成ꎮ 质粒合成后ꎬ用紫外分光光度计测定原倍标准

品ꎬ质粒浓度为 １０３５ ｎｇ / μＬꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物感染和取材

为扩增登革病毒ꎬ使用 １ ｍＬ 胰岛注射器(ＢＤ:
３２８４２１)吸取 ２０ μＬ Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 病毒液ꎬ颅内接种 ２
日龄 ＢＡＬＢ / ｃ 乳鼠(病毒浓度:８×１０５ Ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)ꎮ
观察 ８~９ ｄꎬ出现麻痹、抽搐瘫痪等中枢神经系统症

状ꎬ则安乐处死动物ꎮ 采取鼠脑ꎬ研磨ꎻ３５００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎꎬ吸取上清冻存于－８０℃冰箱ꎮ 为建立

小鼠模型ꎬ使用 １ ｍＬ 胰岛注射器吸取 １００ μＬ Ｎｅｗ
Ｇｕｉｎｅａ 病毒液ꎬ尾静脉接种 Ｉｆｎａｒ１－ / － 小鼠(病毒浓

度:８ × １０６ Ｃｏｐｉｅｓ / μＬ)ꎮ 在感染后第 ４ 天 (４ Ｄａｙｓ
Ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ Ｄｐｉ. ４)采取组织样本ꎬ直接冻存于－
８０℃冰箱ꎻＤｐｉ.２、４、６、８ 采取血液样本ꎬ３０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取上清冻存于－８０℃冰箱ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 病毒核酸的提取

本实验操作在生物安全二级实验室(ＢＳＬ￣２)的
生物安全柜内进行ꎬ操作步骤参见试剂盒说明书ꎮ
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简单地ꎬ１􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管内预置 ５６０ μＬ 病毒裂解液ꎬ
加入 １４０ μＬ 样本ꎻ静置 １０ ｍｉｎꎬ充分裂解ꎮ 再加

５６０ μＬ 无水乙醇ꎬ混匀ꎻ转移至 ２ ｍＬ 收集柱内ꎬ
８０００ ｒ / ｍｉｎꎻ加 ５００ μＬ ＡＷ１ꎬ８０００ ｒ / ｍｉｎꎻ加 ５００ μＬ
ＡＷ２ꎬ１４０００ ｒ / ｍｉｎꎻ空离 １４０００ ｒ / ｍｉｎꎻ换新的 １􀆰 ５
ｍＬ ＥＰ 管ꎻ加 ４０ μＬ ＡＶＥꎬ８０００ ｒ / ｍｉｎꎻ重复上一步

骤ꎮ ４℃ 保存继续下一步实验ꎬ或冻存于 － ８０℃
冰箱ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 一步法实时荧光定量 ＰＣＲ 反应

根据表 １ꎬ配制实时荧光定量 ＰＣＲ 反应体系ꎻ
根据表 ２ꎬ设定反应程序ꎬ共 ４０ 个循环ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ

组分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

体积 (μＬ)
Ｖｏｌｕｍｅ

ＲＴ￣ＰＣＲ 混合液

２ｘ ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ Ｐｒｏｂｅ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ∗ １２􀆰 ５

逆转录混合液 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ ＲＴ Ｍｉｘ ０􀆰 ２５

无 ＲＮＡ 酶水 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ８

上游引物 ＤＥＮＶ￣Ｆ １

下游引物 ＤＥＮＶ￣Ｒ １

探针 Ｐｒｏｂｅ ０􀆰 ２５

模板 ＲＮＡ Ｔｅｍｐｌａｔｅ ＲＮＡ ２

总量 Ｔｏｔａｌ ２５

表 ２　 ＰＣＲ 反应程序
Ｔａｂｌｅ ２　 ＰＣＲ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

时间
Ｔｉｍｅ

温度(℃)
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

循环次数
Ｃｙｃｌｅｓ

３０ ｍｉｎ ５０
１５ ｍｉｎ ９５
１５ ｓ ９４

×１

６０ ｓ ６０ ×４０

１􀆰 ４　 统计学方法

实验中得到的数据使用 ＳＰＳＳ 统计软件进行统

计分析ꎬＮＧＣ 株与 ＮＧＣ 适应株感染的小鼠样本重

复三次检测ꎬ计算各组数据 Ｃｔ 值的标准差(Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬ ＳＤ)和变异系数(Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ Ｖａｒｉａｔｉｏｎꎬ
ＣＶ) [５]ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 一步法实时荧光定量 ＰＣＲ 方法的确定

在获得质粒标准品之后ꎬ使用分光光度计测

定ꎬ测得质粒原液 ＤＮＡ 浓度为 １０３５ ｎｇ / μＬꎮ 根据

计算公式:质粒拷贝数 ( Ｃｏｐｉｅｓ / μＬ) ＝ ６􀆰 ０２ × １０２３

(Ｃｏｐｉｅｓ / ｍｏｌ) ×质粒浓度( ｇ / μＬ) /质粒分子量( ｇ /
ｍｏｌ) [６]ꎻ原倍质粒拷贝数为 ４􀆰 ９６×１０１１Ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ连
续十倍稀释ꎬ做 ６ 个稀释度ꎬ分别使用 １０２ ~１０７ 倍稀

释的标准品作为模板进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎬ建立扩增曲线

(图 １)和标准曲线(图 ２)ꎮ 图 １ 中 １~６ 为不同的稀

释度ꎬ分别为 ４􀆰 ９６×１０４ ~ ４􀆰 ９６×１０９Ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ可见

各梯度间隔得临界循环数( ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｃｙｃｌｅꎬ Ｃｔ)基本

相等ꎬ约 ３ 个循环左右ꎻ以 ＩＩ 型登革病毒标准品稀

释拷贝数的对数值为横坐标ꎬ以 Ｃｔ 值为纵坐标建立

实时荧光定量 ＰＣＲ 的标准曲线ꎮ 由标准曲线得出

扩增效率为 ９５􀆰 ８％ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ꎬ表明该

ＰＣＲ 方法扩增效率较高ꎬ线性关系良好ꎮ
２􀆰 ２　 荧光定量 ＰＣＲ 方法的评估

２􀆰 ２􀆰 １　 灵敏性分析

为了解该 ＰＣＲ 方法的灵敏性ꎬ将 ＩＩ 型登革病毒

标准品进行十倍连续稀释(４􀆰 ９６ ~ ４９􀆰 ６×１０１０Ｃｏｐｉｅｓ /
μＬ)ꎬ分别进行 ＰＣＲ 检测ꎮ 结果表明:浓度为 ４􀆰 ９６×
１０１ ~４􀆰 ９６×１０１０ Ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品都能产生扩增

曲线ꎬ而 ４􀆰 ９６ Ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 的标准品未能检测到荧光

信号(见图 ３)ꎮ 由此可知 ４􀆰 ９６ × １０１ ~ ４􀆰 ９６ × １０１０

Ｃｏｐｉｅｓ / μＬ 为该方法可以检测到的线性范围ꎬ最低

检测线为 ４９􀆰 ６ Ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ灵敏性较好ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 特异性分析

为了解该 ＰＣＲ 检测方法的特异性ꎬ使用该 ＰＣＲ
方法分别检测多种实验小鼠或小鼠模型常见病毒ꎬ
包括四种血清型的登革病毒(Ｉ 型 ＴＨ￣Ｓｍａｎ 株ꎻＩＩ 型
Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 株 / ＴＨ － ３６ 株ꎻ ＩＩＩ 型 ＴＨ８７ 株ꎻ ＩＶ 型

Ｈ２４１ 株)、肠道病毒 ( ＥＶ７１、 ＣＡ１０、 ＣＡ１６)、 ＰＶＭ、
ＰＨＶ、ＲＥＯ、ＭＮＶ 及 ＲＶꎮ 结果显示:只有Ⅰ~ Ⅲ型

登革病毒(ＴＨ￣Ｓｍａｎ 株、Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 株 / ＴＨ－３６ 株、
ＴＨ８７ 株)产生了扩增曲线ꎬ其余病毒均未检测到荧

光信号(见图 ４)ꎬ说明无交叉反应ꎬ与预想一致ꎬ表
明该 ＰＣＲ 方法特异性良好ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 稳定性分析

为了解该 ＰＣＲ 方法的稳定性ꎬ本研究使用登革

热小鼠模型常用的Ⅱ型登革病毒(Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 株及

ＮＧＣ 适应株)来进行测试ꎮ 分别将两株登革病毒十

倍连续稀释ꎬ共 ６ 个梯度ꎬ经 ＰＣＲ 检测ꎬ实验重复三

次ꎬ结果见表 ３ꎮ 结果显示:每个稀释度样本 Ｃｔ 值
的标准差均小于 ０􀆰 ５ꎬ且 ＣＶ 值均小于 ５％ꎬ表明该方

法重复性好ꎬ稳定可靠ꎮ
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图 １　 标准品的扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ

图 ２　 标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

图 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 方法的灵敏性

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

２􀆰 ３　 ＤＥＮＶ ＲＴ￣ＰＣＲ 方法的初步应用

为确定该 ＰＣＲ 方法在登革热动物模型研究中

的实际使用效果ꎬ使用Ⅱ型登革病毒 Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 株

和 Ｎ１０ 株分别感染 Ｉ 型干扰素受体敲除小鼠

(Ｉｆｎａｒ１－ / －)ꎬ获得感染后不同天数的血清样本及感

染后第 ４ 天的组织样本ꎮ 经实时荧光定量 ＰＣＲ 检

８２ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



测ꎬ测得小鼠体内病毒载量的水平与分布ꎮ 由图 ５
可知:Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ 株感染 Ｉｆｎａｒ１－ / －小鼠ꎬ血清样本中

病毒载量水平在感染后第 ２ 天达到高峰ꎬ在感染后

第 ８ 天消失ꎮ 由图 ６ 可知:登革病毒感染小鼠后ꎬ病
毒主要分布在小肠、脾、肝、肾和脑ꎮ 在感染后第 ４
天ꎬ不同组织中病毒载量水平具有差异ꎮ Ｎｅｗ
Ｇｕｉｎｅａ 株感染小鼠在肠、肾、肝组织中未见明显病

毒载量ꎬＮＧＣ 适应株感染小鼠在肠、脾、肾组织中可

检测到高水平的病毒核酸ꎬ表明了两株登革病毒在

小鼠体内的播散和分布情况ꎮ 本方法使用于登革

热小鼠模型的不同组织样本ꎬ多数可检测到荧光信

号ꎬＣｔ 值主要介于 ２６~３１ 之间ꎬ检出率良好ꎬ表明本

检测方法可应用于登革热小鼠模型的病毒定量

检测ꎮ

图 ４　 荧光定量 ＰＣＲ 方法的特异性

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

表 ３　 荧光定量 ＰＣＲ 方法的稳定性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ

稀释度
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

Ｃｔ 值１

Ｃｔ ｖａｌｕｅ １

Ｃｔ 值２

Ｃｔ ｖａｌｕｅ ２

Ｃｔ 值３

Ｃｔ ｖａｌｕｅ ３

平均值
Ｍｅａｎ

标准差
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

变异系数
Ｖａｒｉａｂｌｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ＮＧＣ
适应株

Ａｄａｐｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
株

Ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
适应株

Ａｄａｐｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
株

Ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
适应株

Ａｄａｐｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
株

Ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
适应株

Ａｄａｐｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
株

Ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
适应株

Ａｄａｐｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
株

Ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
适应株

Ａｄａｐｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

ＮＧＣ
株

Ｓｔｒａｉｎ

１００ １７􀆰 ５ １６􀆰 ５ １７􀆰 ６ １６􀆰 ７ １７􀆰 ７ １６􀆰 ５ １７􀆰 ６ １６􀆰 ５ ０􀆰 １０５ ０􀆰 １３６ ０􀆰 ５９％ ０􀆰 ８１％

１０－１ １９􀆰 ９ １９􀆰 ８ １９􀆰 ５ １８􀆰 ８ １９􀆰 ７ １９􀆰 ４ １９􀆰 ７ １９􀆰 ３ ０􀆰 １９６ ０􀆰 ４８７ ０􀆰 ９９％ ２􀆰 ５１％

１０－２ ２２􀆰 ２ ２３􀆰 ３ ２２􀆰 ３ ２２􀆰 ７ ２２􀆰 ８ ２２􀆰 ３ ２２􀆰 ５ ２２􀆰 ８ ０􀆰 ３０５ ０􀆰 ４８０ １􀆰 ３５％ ２􀆰 １０％

１０－３ ２６􀆰 ６ ２６􀆰 ５ ２６􀆰 １ ２６􀆰 ４ ２５􀆰 ７ ２６􀆰 ３ ２６􀆰 １ ２６􀆰 ４ ０􀆰 ４１０ ０􀆰 ０７５ １􀆰 ５７％ ０􀆰 ２８％

１０－４ ３０􀆰 ２ ３０􀆰 ７ ２９􀆰 ６ ３０􀆰 ４ ３０􀆰 ０ ２９􀆰 ８ ２９􀆰 ９ ３０􀆰 ３ ０􀆰 ３２３ ０􀆰 ４６０ １􀆰 ０８％ １􀆰 ５１％

１０－５ ３４􀆰 ６ ３４􀆰 ４ ３４􀆰 ３ ３２􀆰 ８ ３４􀆰 ３ ３４􀆰 １ ３４􀆰 ４ ３３􀆰 ８ ０􀆰 １６２ ０􀆰 ８６０ ０􀆰 ４７％ ２􀆰 ５０％

图 ５　 ＩＩ 型登革病毒感染 Ｉ 型干扰素受体

敲除小鼠血清样本中病毒载量

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｉｆｎａｒ１－ / －ｍｉｃｅ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｅｎｇｕｅ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ ＩＩ

图 ６　 ＩＩ 型登革病毒感染 Ｉ 型干扰素受体敲除

小鼠组织样本中病毒载量

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ Ｉｆｎａｒ１－ / －

ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｙｐｅ ＩＩ ｄｅｎｇｕｅ ｖｉｒｕｓ
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３　 讨论

登革热和严重登革热是由登革病毒感染引起

的传染性疾病ꎬ已成为全球性的严重公共卫生问

题ꎬ目前仍缺少针对该疾病安全有效的药物和疫

苗[７－８]ꎮ 合适的动物模型是登革热防治产品和策略

研究的重要工具[９]ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 方法是感染性

模型检测常用的实验方法ꎮ 本研究旨在评估可应

用于登革病毒感染动物模型检测的一步法实时荧

光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ从而为登革热小鼠模型的建立提

供基础方法ꎬ推动疫苗和药物的研发进程ꎮ
登革热的分子诊断逐渐取代传统的病毒分离

方法ꎬ成为病毒检测的金标准[１０－１１]ꎮ 在过去十几年

中ꎬ已经报道了多种基于 ＲＴ￣ＰＣＲ 的方法ꎬ主要针对

ＮＳ１、ＮＳ５、 ３’ ＵＴＲ 等基因序列[１２－１４]ꎮ Ｌａｎｃｉｏｔｔｉ 等

人[１５] 最初报道了两步嵌套式逆转录 ＰＣＲꎬ后经

Ｈａｒｒｉｓ 等[１６]改进为一步多重逆转录 ＰＣＲ 用于登革

病毒的检测和分型ꎮ 但使用琼脂糖凝胶电泳分析

扩增子大小区分四种血清型的登革病毒ꎬ灵敏度较

低ꎮ Ｓｈｕ 等[１７] 建立的血清型特异的一步法 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｉ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ可以用于登革病

毒感染急性期的检测与分型ꎮ 但由于该染料可非

特异性的结合 ＤＮＡ 双链ꎬ因而假阳性信号产生的机

率增加[４ꎬ １７－１８]ꎮ Ｋｌｕｎｇｔｈｏｎｇ 等[１９] 使用泰国收集的

１６４５４ 例登革热患者阳性血清ꎬ提高登革病毒检测

的巢式 ＰＣＲ 的灵敏度ꎬ但该方法需两次扩增步骤ꎬ
操作相对繁琐ꎮ Ｓａｓｍｏｎｏ 等[１０ꎬ ２０] 新建立了 Ｓｉｍｐｌｅｘａ
Ｄｅｎｇｕｅ 检测方法ꎬ提高了检测的灵敏度ꎮ 但是ꎬ目
前登革病毒的分子检测方法主要应用于临床样本ꎬ
针对登革热动物模型的检测方法较少ꎮ

本研究改进并评估检测登革病毒的一步法实

时荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ应用于登革热小鼠模型中ꎮ
相对于普通的荧光定量 ＰＣＲ 方法ꎬ本检测方法具有

以下几个特点ꎮ 一是使用了新型 ＭＧＢ 探针ꎬ该探针

与一般的 ＴａｑＭａｎ 探针相比具有多种优势ꎮ 首先ꎬ
ＭＧＢ 探针在 ３’端采用非荧光淬灭基团ꎬ本身不产

生荧光ꎬ取代了常规可发光的荧光标记ꎬ大大降低

反应的本底信号强度ꎬ提高反应的灵敏度ꎮ 其次ꎬ
ＭＧＢ 探针比一般探针的 Ｔｍ 值高ꎬ约 １０℃左右ꎬ增
强反应的特异性[１２]ꎮ 二是简化了操作步骤ꎬ缩短了

检测时间ꎮ 常规实时荧光定量 ＰＣＲ 检测需要进行

逆转录及荧光定量两个步骤ꎬ所需 ４ ~ ６ ｈ 不等ꎻ而
本检测方法通过使用一步法ꎬ只需约 ２ ｈ 便可得出

结果ꎮ 三是针对特定的病毒基因型ꎮ 根据病毒包

膜蛋白 Ｅ 的抗原性不同ꎬ登革病毒分为Ⅰ~Ⅳ个血

清型ꎮ 其中Ⅳ型登革病毒的遗传偏差较大ꎬ与Ⅰ~
Ⅲ型存在较大的遗传差异性(３３％) [２１]ꎮ 而我们建

立的动物模型主要针对Ⅰ~Ⅲ型登革病毒ꎬ因此ꎬ本
方法选择的引物和探针也是针对Ⅰ ~ Ⅲ型登革

病毒ꎮ
本研究使用的登革病毒检测方法具有灵敏度

高、特异性强、稳定性高等优点ꎮ 通过对Ⅱ型登革

病毒不同稀释度的标准品进行检测ꎬ最低限度达

４９􀆰 ６ Ｃｏｐｉｅｓ / μＬꎬ灵敏度较好ꎮ 同时ꎬ对 ４ 种血清型

的登革病毒和多种实验小鼠、小鼠模型常见病毒进

行检验ꎬ仅登革病毒产生扩增曲线ꎬ而 ＥＶ７１、ＣＡ１０、
ＣＡ１６ 等其他 ９ 株 ＲＮＡ 病毒检测结果均呈阴性ꎬ表
明特异性好ꎮ 使用 １２ 份乳鼠脑组织样品重复测定

３ 次ꎬ标准差均小于 ０􀆰 ５ꎬ变异系数小于 ５％ꎬ表明本

方法可重复性高ꎮ
登革热小鼠模型的建立及登革病毒检测对于

登革热发病机理、药物和疫苗研究具有重要意

义[２２]ꎮ 第一代登革热小鼠模型使用高剂量登革病

毒ꎬ以颅内注射的方式感染免疫健全小鼠ꎬ出现了

在登革热患者身上并未观察到的神经症状ꎬ如四肢

瘫痪、麻痹等ꎮ 第二代模型使用登革病毒感染缺乏

干扰素受体的免疫缺陷小鼠ꎬ如 ＡＧ１２９ 小鼠等ꎬ该
模型可模拟部分人类登革热症状ꎬ但不适于研究宿

主的免疫应答[２３]ꎮ 在最近的工作中ꎬ研究者期望建

立登革病毒的小鼠适应株ꎬ以低剂量病毒感染小

鼠ꎬ使其不产生神经症状ꎬ更好的模拟人类登革热

的临床表现ꎬ从而为后续研究奠定基础ꎮ 本研究将

检测登革热患者临床样本的实时荧光定量 ＰＣＲ 方

法改善、评估后ꎬ应用于登革热小鼠模型的病毒载

量检测中ꎮ 通过对 ４０ 份不同的小鼠组织样本ꎬ如小

肠、肝脏、脾脏等和 ４０ 份血清样本进行定量检测ꎬ结
果显示 Ｉｆｎａｒ１－ / －小鼠样品中登革病毒均呈阳性ꎬ且
病毒载量水平具有差异ꎮ 表明本检测方法适用于

小鼠模型ꎬ登革病毒感染后不同时期及不同样本中

的检验ꎬ检出率良好ꎮ 值得注意的是ꎬ本检测方法

用于登革热动物模型ꎬ需要明确具体检测时间及待

检组织ꎬ现有模型样品在病毒感染８ ｄ之后ꎬ无法检

测到阳性结果ꎻ还需明确动物种类及用途等ꎬ本研

究使用一型干扰素受体敲除小鼠( Ｉｆｎａｒ１－ / －)ꎬ如本

方法应用于其他物种模型还需要进行预试ꎬ避免假

阳性和假阴性的出现ꎮ

０３ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



总之ꎬ本研究确认并评估了一种针对登革病毒

的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 方法ꎬ该方法可特异、灵敏、稳定地检测

登革病毒ꎬ适用于登革病毒感染动物模型的建立和

应用工作中ꎬ从而促进登革热发病机制研究及支撑

药物疫苗研发ꎮ
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