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　　［摘要］　目的　建立一种单管巢式多重ＲＴＰＣＲ方法，以用于临床对于不同型别登革病毒混合感染的检测并分型。方
法　将１～４型登革病毒ＲＮＡ混合，首先用１～４型病毒通用外引物进行一步法ＲＴＰＣＲ，然后以混合病毒ＲＴＰＣＲ产物为
模板，在同一反应管内同时加入４对（５条）型特异性引物进行巢式多重ＰＣＲ，结果用ＥＢ染色的３％琼脂糖凝胶电泳观察；并将

其检测敏感性和特异性与该方法的单一病毒模板ＲＮＡ扩增进行比较。结果　经反应条件的优化，混合病毒模板单管巢式多
重ＰＣＲ可以在同一反应管内同时扩增出４条病毒特异性目的条带，分别为４８２、１１９、２９０、３８９ｂｐ。其敏感性和特异性与单一病

毒ＲＮＡ的扩增相当，对模板ＲＮＡ检测的敏感性可以达到６６．０６８ｃｏｐｉｅｓ／μｌ。结论　该方法简便、快速、敏感、特异，可以根据
扩增目的片段的大小进行诊断和分型，对于临床登革病毒混合感染病例的诊断和快速分型有应用价值。
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　　登革病毒（Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ，ＤＶ）属黄病毒科黄病
毒属，是登革热的病原体，根据抗原性不同，可将登

革病毒分为１、２、３、４共４个血清型。登革病毒感染
（Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔ，ＤＶＩ）主要由埃及伊蚊和白纹
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伊蚊为传播媒介，可引起登革热（ｄｅｎｇｕｅｆｅｖｅｒ，ＤＦ）、
登革出血热（Ｄｅｎｇｕｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｅｆｅｖｅｒ，ＤＨＦ）和登
革休克综合征（Ｄｅｎｇｕｅｓｈｏｃｋｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳＳ）。登
革出血热和登革休克综合征是登革热的严重类型，
病死率高。登革热主要流行于热带、亚热带地区，以
东南亚国家的流行最为严重，该地区也是世界上重
要的登革病毒疫源地。近年来，由于全球气候变暖、
国际旅游频繁和对蚊虫缺乏有效的控制措施，登革
病毒感染有扩大之势，发病率不断升高。目前，登革
热广泛流行于１００多个国家和地区，在我国登革热
属输入性流行，自１９７８年广东省佛山市首次从病原
学确诊登革热流行以来，我国共有６５０万人感染

ＤＶ。２００２年国内首次发现登革病毒２个型同时感
染的病例［１］。由于登革热临床表现复杂多样、传播
迅速、发病率高、人群易感染、目前尚无特异性疫苗
防治措施等。研究建立快速早期检测的方法在登革
病毒感染的预防和控制中具有重要意义。

　　登革病毒的传统检测方法常用病毒分离、血清
学检查，由于其工作量大，所需时间长，４个不同型别
的登革病毒在血清学上有交叉反应等，均不宜作为
早期诊断的方法。随着分子生物学技术的不断发展
与完善，核酸检测技术以其灵敏性、特异性和快速性
等特点，为登革热的早期诊断提供了可能，这些技术
包括 ＲＴＰＣＲ 和 ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ，多重 ＰＣＲ 及ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ等体外聚合酶链反应技术［２５］。但上述方
法都是针对单一型病毒感染的诊断，１～４型病毒分

管进行反应，容易造成阳性标本间的交叉污染而得
到假阳性结果。肖维威等［６］利用多重ＰＣＲ技术单
管内成功对混合病毒进行了扩增。因此，本研究利
用另外一套多重ＰＣＲ引物，并与常规ＲＴＰＣＲ相结
合，对混合病毒 ＲＮＡ 进行单管反转录巢式多重

ＰＣＲ，并对最低检测模板的拷贝数进行了精确定量，
以期实现对临床登革病毒混合感染病例进行早期快

速诊断和分型。

１　材料和方法

１．１　登革病毒的来源　１～４型登革病毒国际标准
毒株（１型 Ｈａｗａｉｉ株、２型 ＮｅｗＧｕｉｎｅａＣ株、３型

Ｈ８７株和４型 Ｈ２４１株）由广州军区疾病预防控制
中心保存。１～４型地方流行株为广东省不同地区的
分离株，均来自临床登革热病例。根据基因型和流
行年 份 实 验 室 命 名 为 ９１ＤＶ１、９５ＤＶ１、９７ＤＶ１、

９９ＤＶ１、０３ＤＶ１、０６ＤＶ１、９３ＤＶ２、９８ＤＶ２、０１ＤＶ２、

７８ＤＶ４和９０ＤＶ４。上述国际标准毒株及地方流行
株分别经乳鼠脑内接种及Ｃ６／３６细胞培养复活。

１．２　引物设计　根据参考文献［３４］，常规ＰＣＲ外侧通
用引物为Ｄ１和Ｄ２。同时Ｄ１为内侧通用正向引物，
登革病毒１～４型反向特异引物分别为 ＴＳ１、ＴＳ２、

ＴＳ３、ＤＥＮ４。各型登革病毒引物设计分别参考国际标
准 毒 株：Ｈａｗａｉｉ（ＥＵ８４８５４５）、Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ Ｃ
（ＡＦ０３８４０３）、Ｈ８７（Ｍ９３１３０）、Ｈ２４１（ＡＹ９４７５３９）。各引
物序列在参考株基因位置及扩增片段长度见表１。

表１　１～４型登革病毒型特异性引物

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ１４ｓｅｒｏｔｙｐｅｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｅｓ

Ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ｎａｍｅ Ｌｏｃａｔｉｏｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） ｂｐ

Ｄ１
Ｄ２

１３４１６１
６１６６４４

ＴＣＡＡＴＡＴＧＣＴＧＡＡＡＣＧＣＧＣＧＡＧＡＡＡＣＣＧ
ＴＴＧＣＡＣＣＡＡＣＡＧＴＣＡＡＴＧＴＣＴＴＣＡＧＧＴＴＣ ５１１

ＤＥＮ１ ＴＳ１ ５６８５８６ ＣＧＴＣＴＣＡＧＴＧＡＴＣＣＧＧＧＧＧ ４８２
ＤＥＮ２ ＴＳ２ ２３２２５２ ＣＧＣＣＡＣＡＡＧＧＧＣＣＡＴＧＡＡＣＡＧ １１９
ＤＥＮ３ ＴＳ３ ４００４２１ ＴＡＡＣＡＴＣＡＴＣＡＴＧＡＧＡＣＡＧＡＧＣ ２９０
ＤＥＮ４ ＤＥＮ４ ４９４５１６ ＴＧＴＴＧＴＣＴＴＡＡＡＣＡＡＧＡＧＡＧＧＴＣ ３８９

　ＮｅｗＧｕｉｎｅａＣ（ＡＦ０３８４０３）．Ｄ１ｌｏｃａｔｉｏｎ：ＤＥＮ１，１３３ｂｐ；ＤＥＮ３，１３２ｂｐ；ＤＥＮ４，１２８ｂｐ

１．３　ＲＮＡ 提取　采用 ＴＩＡＮａｍｐ 病毒基因组

ＤＮＡ／ＲＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＤＰ３１５）方法，
分别提取上述经鼠脑及Ｃ６／３６细胞培养复活的登革

１～４型标准株及各型地方流行株病毒ＲＮＡ。每份
取培养上清液２００μｌ，按说明书操作，最后沉淀物用

２０μｌＤＥＰＣ处理水溶解，备用。

１．４　单对型引物特异性ＲＴＰＣＲ及巢式ＲＴＰＣＲ
扩增　单对型引物特异性 ＲＴＰＣＲ扩增以提取的
单一病毒ＲＮＡ为模板，分别以单对型特异性引物

进行一步法 ＲＴＰＣＲ扩增，所用试剂盒为 Ａｃｃｅｓｓ
ＲＴＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ａ１２５０）。按试剂盒说明
配置反应体系：５×反应缓冲液１０μｌ，ＭｇＳＯ４（２５
ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，ｄＮＴＰＭｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，上游引
物（Ｄ１，５０μｍｏｌ／Ｌ）和下游引物（ＴＳ１／ＴＳ２／ＴＳ３／

ＤＥＮ４，５０μｍｏｌ／Ｌ）分别为０．５μｌ，ＡＭＡ反转录酶
（５Ｕ／μｌ）１μｌ，ＴｆｌＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μｌ）１μｌ，ＲＮＡ
模板２μｌ，补足ＤＥＰＣ处理水至总体积５０μｌ。扩增
反应条件：４８℃反转录４５ｍｉｎ，９４℃ ２ｍｉｎ变性，
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９４℃３０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，６８℃２ｍｉｎ循环３５次，６８℃
延伸１０ｍｉｎ。单对型引物巢式ＲＴＰＣＲ扩增首先
分别对提取的单病毒ＲＮＡ模板进行外侧通用引物

Ｄ１、Ｄ２的一步法ＲＴＰＣＲ扩增，所用试剂盒及方法
同前；各对型引物巢式扩增以通用外引物ＲＴＰＣＲ
扩增产物为模板，反应体系为：通用外引物ＲＴＰＣＲ
扩增产物２μｌ，上游引物（Ｄ１，５０μｍｏｌ／Ｌ）和下游引
物（ＴＳ１／ＴＳ２／ＴＳ３／ＤＥＮ４，５０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μｌ，

１０×Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ５μｌ，２．５ Ｕ／μｌＴａｑ ＤＮＡ 酶

（ＴＩＡＮＧＥＮ）１μｌ，ｄＮＴＰＭｉｘ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，补
足 Ｈ２Ｏ至５０μｌ总体积。反应条件：９４℃、２ｍｉｎ，

９４℃３０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ循环３５次，７２℃
延伸１０ｍｉｎ。上述反应结束后，经琼脂糖凝胶电泳
观察结果。

１．５　单型病毒模板多重ＲＴＰＣＲ及巢式多重ＲＴ
ＰＣＲ扩增　分别以单型病毒ＲＮＡ及通用外引物单
型病毒ＲＴＰＣＲ扩增产物为模板，用４对型引物构
建多重ＲＴＰＣＲ及巢式多重 ＲＴＰＣＲ体系。单型
病毒模板多重 ＲＴＰＣＲ在同一反应管内同时加入

Ｄ１、ＴＳ１、ＴＳ２、ＴＳ３、ＤＥＮ４共５条（４对）引物，各引
物浓度分别为５０μｍｏｌ／ＬＤ１２μｌ，５０μｍｏｌ／ＬＴＳ１、

ＴＳ２、ＴＳ３、ＴＳ４各０．５μｌ，所用试剂盒及其方法同
单对型引物ＲＴＰＣＲ。单型病毒模板巢式多重ＲＴ
ＰＣＲ扩增分别以单型病毒通用外引物ＲＴＰＣＲ扩
增产物为模板，在同一反应管内同时加入Ｄ１、ＴＳ１、

ＴＳ２、ＴＳ３、ＤＥＮ４共５条（４对）引物，各引物浓度分
别为５０μｍｏｌ／ＬＤ１２μｌ，５０μｍｏｌ／Ｌ ＴＳ１、ＴＳ２、

ＴＳ３、ＴＳ４各０．５μｌ，所用试剂及方法同单对型引物
巢式ＲＴＰＣＲ。

１．６　混合病毒模板多重ＲＴＰＣＲ及巢式多重ＲＴ
ＰＣＲ扩增　取１～４型病毒ＲＮＡ各２μｌ混合为模
板，构建４对型引物多重ＲＴＰＣＲ扩增体系，所用引
物浓度及方法同单型病毒模板多重ＲＴＰＣＲ。巢式
多重ＲＴＰＣＲ首先将前述１～４型病毒ＲＮＡ混合
模板，以通用外引物Ｄ１、Ｄ２进行扩增，在以扩增产
物为模板在同一反应管内进行５条（４对）引物的多
重ＰＣＲ扩增。所用引物浓度及方法同单型病毒模
板巢式多重ＲＴＰＣＲ扩增。

１．７　登革病毒提取ＲＮＡ模板定量　以１型登革
病毒为例（９１ＤＶ１），运用ＴａｑＭａｎ探针法对提取的

１型登革病毒ＲＮＡ进行实时定量ＰＣＲ，所用引物和
探针序列位于 Ｄ１、Ｄ２之间，上游 ＤＶ１Ｆ：５′ＴＧＡ
ＡＣＡＴＡＡＴＧＡＡＣＡＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧＡＴ３′，
下游 ＤＶ１Ｒ：５′ＣＣＣＴＣＧＧＧＴＧＧＴＣＡＧＡＴＧ
３′；ＤＶ１Ｐｒｏｂｅ：５′（Ｆａｍ）ＴＧＴ ＴＡＣ ＣＡＴ ＧＣＴ
ＣＴＴＣＡＴＧＣＴＧＣＴＧＣＣ（ＴＡＭＲＡ）３′。

　　定量标准品系列是以 Ｄ１、Ｄ２扩增产物（５１１

ｂｐ）制备，标准品拷贝数为１０８／μｌ，以上由上海基康

公司制备。荧光定量模板为ｃＤＮＡ，首先取１０μｌ病

毒ＲＮＡ，用随机引物进行反转录，反转录反应体系

为２０μｌ，反应结束后取２μｌ反转录产物ｃＤＮＡ为模

板配制荧光定量反应体系：２０μｍｏｌ／ＬＤＶ１Ｐｒｏｂｅ

０．２５μｌ，２０μｍｏｌ／Ｌ ＤＶ１Ｆ０．４５μｌ，２０μｍｏｌ／Ｌ

ＤＶ１Ｒ０．４５μｌ，２×ＴＯＹＯＢＯＭａｓｔｅｒｍｉｘ５μｌ，Ｈ２Ｏ

１．８５μｌ，总体积１０μｌ。标准品作１０倍比稀释，平均

浓度（ｃｏｐｉｅｓ／μｌ）依次为１０
７、１０６、１０５、１０４、１０３，取２

μｌ模板，反应体系同上，检测样品与标准品系列反应

体系一同置于 ＡＢＩ７７００定量ＰＣＲ仪（ＧＣ２４００６２

１），反应条件：５０℃２ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，

６０℃１ｍｉｎ循环４０次。按标准曲线法计算模板ｃＤ

ＮＡ浓度，从而根据上述的反应过程可以推算定量

所提取体积为２０μｌ的病毒ＲＮＡ模板的浓度。

１．８　多重ＰＣＲ的敏感性与特异性　以登革病毒

９１ＤＶ１为例，将病毒 ＲＮＡ 进行倍比稀释（１０μｌ

ＲＮＡ加９０μｌ水）成不同浓度系列 （１０－１、１０－２、

１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８、１０－９、１０－１０），按

上述方法分别构建单病毒及混合病毒的多重 ＲＴ

ＰＣＲ及巢式多重ＲＴＰＣＲ反应体系，比较各反应体

系对ＲＮＡ模板的最低检出量。特异性检测以乙脑

病毒为对照，按上述方法扩增，结果与阴性对照扩增

结果进行比较。

２　结　果

２．１　单对型引物特异性ＲＴＰＣＲ及巢式ＲＴＰＣＲ
扩增　通用外引物Ｄ１、Ｄ２对各型登革病毒的ＲＴ

ＰＣＲ扩增结果均可见单一的５１１ｂｐ目的基因条带

（图１Ａ）。单对型引物特异性ＲＴＰＣＲ扩增结果分

别可见各型登革病毒预期的目的基因条带，分别为

４８２、１１９、２９０、３８９ｂｐ（图１Ｂ）。巢式扩增结果与单

对型引物特异性 ＲＴＰＣＲ扩增结果一致（图１Ｂ）。

同时由图１可见，各地方流行株与１～４型国际标准

株扩增结果一致，目的片段大小相同。随机选取

９１ＤＶ１、０１ＤＶ２、９０ＤＶ４地方株５１１ｂｐ目的基因送

上海基康公司测序，结果与各型国际标准株序列同

源性分别为９５％（４８８／５１１）、９３％（４８０／５１１）、９６％
（５０８／５１１）。结果说明所用引物对各型地方流行株

病毒的扩增具有较好的特异性，并将 ９１ＤＶ１、

０１ＤＶ２、Ｈ８７、９０ＤＶ４株作为本研究各型病毒的实验

代表株。
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图１　ＲＴＰＣＲ与巢式ＲＴＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ１　ＲＴＰＣＲａｎｄｎｅｓｔｅｄＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ
Ａ：ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈａｐａｉｒｏｆｏｕｔｅｒｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｓＤ１，Ｄ２；Ｂ：ＲＴＰＣＲａｎｄｎｅｓｔｅｄＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｗｉｔｈａｐａｉｒｏｆｓｅｒｏｔｙｐｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒ．

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｈａｗａｉｉｓｔｒａｉｎ；２７：９１ＤＶ１，９５ＤＶ１，９７ＤＶ１，９９ＤＶ１，０３ＤＶ１，０６ＤＶ１；８：ＮｅｗＧｕｉｎｅａＣｓｔｒａｉｎ；９１１：９３ＤＶ２，９８ＤＶ２，０１ＤＶ２；１２：Ｈ８７

ｓｔｒａｉｎ；１３：Ｈ２４１ｓｔｒａｉｎ；１４，１５：７８ＤＶ４，９０ＤＶ４

２．２　单型病毒模板多重ＲＴＰＣＲ及巢式多重ＲＴ
ＰＣＲ扩增 　 按前述实验方法，４ 株实验代表株

９１ＤＶ１、０１ＤＶ２、Ｈ８７、９０ＤＶ４单型病毒模板多重

ＲＴＰＣＲ及巢式多重ＲＴＰＣＲ扩增结果一致，如图

２所示，可见各型病毒单一目的条带，分别为４８２、

１１９、２９０、３８９ｂｐ。

２．３　混合病毒模板多重ＲＴＰＣＲ及巢式多重ＲＴ
ＰＣＲ扩增　４株实验代表株９１ＤＶ１、０１ＤＶ２、Ｈ８７、

９０ＤＶ４混合病毒ＲＮＡ模板多重ＲＴＰＣＲ结果与巢
式多重ＲＴＰＣＲ扩增结果均可见在同一反应体系
中同时出现４条各型病毒目的基因条带，如图２。

图２　多重ＲＴＰＣＲ与巢式多重ＲＴＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ２　ＭｕｌｔｉｐｌｅＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｗｉｔｈ

ｆｏｕｒｐａｉｒｓｏｆｓｅｒｏｔｙｐｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｉｍｅｒｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１４：Ｓｉｎｇｌｅｓｅｒｏｔｙｐｅｓｄｅｎｇｕｅｖｉｒａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ９１ＤＶ１，

０１ＤＶ２，Ｈ８７，９０ＤＶ４；５：Ｔｈｅｍｉｘｅｄ１４ｄｅｎｇｕｅｖｉｒａｌＲＮＡ（９１ＤＶ１，

０１ＤＶ２，Ｈ８７，９０ＤＶ４）ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅＲＴＰＣＲ；６：Ｔｈｅ

ｍｉｘｅｄ１４ｄｅｎｇｕｅｖｉｒａｌＲＮＡ（９１ＤＶ１，０１ＤＶ２，Ｈ８７，９０ＤＶ４）ａｍｐｌｉ

ｆｉｅｄｂｙｎｅｓｔｅｄｍｕｌｔｉｐｌｅＲＴＰＣＲ

２．４　１型登革病毒荧光定量ＰＣＲ　以９１ＤＶ１株为

例，９１ＤＶ１ 反转录产物 ｃＤＮＡ 检测样品 Ｃｔ值

为１９．９４２４６７，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ标准曲线见图３。计

算 得９１ＤＶ１反 转 录 产 物ｃＤＮＡ样 品 浓 度 为

６６０６８２２．８ｃｏｐｉｅｓ／２μｌ，依据各反应过程的模板加

样量推算，所提取的体积为２０μｌ的病毒ＲＮＡ浓度

约为６６０６８２２．８ｃｏｐｉｅｓ／μｌ。

图３　９１ＤＶ１株荧光定量ＰＣＲ扩增标准曲线

Ｆｉｇ３　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｓｅｒｉｅｓｏｆｄｉｌｕｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｃｏｎｔｒｏｌ（９１ＤＶ１）ｔｅｓｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙ

２．５　多重ＲＴＰＣＲ与巢式多重ＲＴＰＣＲ敏感性与

特异性比较　以不同稀释浓度的１型登革病毒为

例，９１ＤＶ１株病毒模板的多重 ＲＴＰＣＲ可扩增到

１０－４稀释度，理论上估算 ＲＮＡ 模板浓度约为

６６０．６８ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，而巢式多重ＰＣＲ可扩增到１０
－５

稀释度，理论上估算 ＲＮＡ 模板浓度约为６６．０６８

ｃｏｐｉｅｓ／μｌ。特异性结果（图４）表明，ＲＴＰＣＲ对流行

性乙型脑炎病毒及空白对照组均无非特异性扩增条

带。将不同稀释度的１型登革病毒ＲＮＡ分别与２、

３、４型病毒混合，结果混合病毒的多重ＲＴＰＣＲ及
巢式多重ＰＣＲ中，１型登革病毒ＲＮＡ的最低检测
浓度与单一型病毒结果相当。
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图４　多重ＲＴＰＣＲ（Ａ）与巢式多重ＲＴＰＣＲ（Ｂ）敏感性与特异性比较
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３　讨　论

　　登革热多为单一型病毒感染，两型以上同时感
染者较少见。登革病毒感染后产生的抗体可持续终
生，对同型病毒的再感染有保护作用，也可对其他型
别病毒的感染提供短暂的保护。但绝大多数的病例
显示，异型病毒的感染能够引起机体产生免疫超敏
反应，导致发生登革出血热和登革休克综合征的危
险性较大，病死率约５％～１５％。登革病毒感染有
一定的地域性和流行性，输入性病例的增加会加强
混合感染机会，随着国际旅游频繁，登革病毒的混合
感染有日趋上升的趋势。２０世纪８０年代国外相继
有登革病毒混合感染的报道：如登革１型和４型病
毒［７］，登革１型和３型病毒 ［８］，登革１型和２型病毒
及登革２型和３型病毒［９１０］的同时感染等。进入２１
世纪以来，我国也陆续报道有登革病毒混合感染（２
型和３型）的病例［１］和不断的输入性病例［１１］。因此
加强混合感染病例的快速诊断对控制感染和流行具

有重要的意义。

　　本研究以国际标准株设计引物，以地方流行株
为实验对象，利用单管多重 ＲＴＰＣＲ及巢式 ＲＴ
ＰＣＲ技术，在同一反应管内成功将１～４型混合病
毒同时扩增，同时取得各型病毒目的基因条带。该
方法避免了常规实验中由于单病毒分管反应导致的

交叉污染，具有操作简单、产出多、快速等特点，其灵
敏性与特异度与单型病毒的扩增相当。巢式多重

ＲＴＰＣＲ经２次ＰＣＲ扩增，病毒基因组信息量加倍
放大，使检测的敏感性达到６６．０６８ｃｏｐｉｅｓ／μｌ，有利
于临床血清样品中低病毒含量的检出。该方法实现
了一次反应可对４型登革病毒混合感染进行分型和
鉴别诊断的目的。

　　另外，该方法中随机选择的实验代表株除３型
外，其他３个型别都是来自于地方流行株，与国际标
准株同源性较高，具有广泛的代表性与推广性，尤其

是对于临床登革病毒混合感染的诊断和快速分型有

重要的应用价值。
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