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摘  要: 为构建登革病毒感染性克隆, 针对登革病毒 2 型基因组全长 cDNA 的体外转录方法及感

染性转录体进行研究。采用长链 RT-PCR 技术, 扩增 DEN2 NGC 株全长基因组 cDNA, 以之为模

板 , 用 SP6 RNA 聚合酶系统制备体外转录 RNA 转录体 , 分别经乳鼠脑内接种及电穿孔转染

BHK-21 细胞, 观察其感染效应。并从受染鼠脑和病变细胞中提取总 RNA, 进行 RT-PCR 扩增、克

隆测序以及电镜观察。结果发现, 从感染鼠脑和细胞中经 RT-PCR 均可扩增出病毒特异的基因片

段, 大小与预期一致; 并从乳鼠脑组织和 BHK-21 细胞中观察到恢复病毒颗粒。上述结果表明本文

成功构建的 DEN2 NGC 株病毒全长 cDNA 的体外转录体具有感染性, 乳鼠脑内接种途径与电穿孔

转染细胞一样可成为体外转录体感染宿主细胞、获得恢复病毒的方法。 
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Abstract: To study the method of in vitro transcription and the infectivity of in vitro RNA transcripts of 
full-length cDNAs of dengue 2 viruse, thus to lay the foundation of constructing infectious dengue virus 
clone. The full-legnth cDNA of DEN2 NGC was amplified by long RT-PCR. With PCR products as tem-
plates, the in vitro RNA transcripts could be prepared by the SP6 RNA polymerase system. The transcripts 
were transfected into BHK-21 by electroporation and inoculated brain of suckling mice respectively. The ef-
fect of infectivity of the transcripts was observed. The specific sequences of DEN2 NGC strain were ampli-
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fied through RT-PCR of total RNA extracted from brain of mice and infectious cells and the histopathologic 
changes of mice brain and cells were observed by electron microscope. The results indicated the specific 
fragment of the dengue virus could be amplified from infected mice brain and cells, and the virion could be 
observed. The in vitro RNA transcripts of full-length cDNAs of dengue virus were infectious. The dengue 
virus could be assembled by infecting brain of newborn mice and transfecting cell. 

Keywords: Dengue 2 virus, Full-length cDNA, Infectious transcripts

登革病毒(Dengue virus, DEN)属黄病毒科黄病
毒属, 基因组为单股正链RNA, 全长约 11 kb, 共有
4种血清型, 均可引起登革热(Dengue fever, DF)、登
革出血热(Dengue hemorrhagic fever, DHF)和登革休
克综合症(Dengue shock syndrome, DSS)[1]。其中DHF
和DSS的病情较为严重, 可导致患者死亡。通常登革
2型病毒(Dengue 2 virus, DEN2)的感染较其他血清
型更为严重[2]。 

由病毒的cDNA体外转录获得恢复病毒是研究
RNA病毒致病机理的有效手段。传统的方法, 即利
用体外连接的方法是将小片段的RT-PCR产物构建
成病毒的基因组全长cDNA, 将其作为模板进行体
外转录, 并转染易感细胞获得具有感染性的恢复病
毒 [3,4]。本研究利用长链RT-PCR技术 , 一次扩增出
DEN2 NGC株基因组全长cDNA, 并以之为模板, 体
外转录制备RNA转录体, 观察了该RNA转录体的感
染性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  病毒株与细胞株: DEN2 NGC株、BHK-21细
胞, 本室保存。 
1.1.2  实验动物: 1 d~3 d龄昆明鼠, 由南方医科大
学实验动物中心提供。 
1.1.3  工具酶及主要试剂: RNeasy Mini Kit、Rnasin 

(荷兰 Qiagen公司); RNase H、SuperScriptTMⅢ逆转

录酶 (美国 GibcoBRL 公司 ); RiboMAXTM Large 
Scale RNA Production Systems(美国 Promega公司); 
RNA Cap Structure Analog(美国 Biolab 公司); Ta-
KaRa LA TaqTM、TaKaRa EX TaqTM、DL-15000 
DNA Marker、DL-1200 DNA Marker、DNA凝胶回
收纯化试剂盒(大连 TaKaRa公司) ; RPMI-1640培养
基(美国 JRH公司); 小牛血清(杭州四季青公司); 胰
酶和青霉素、链霉素(广州威佳公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  引物设计与合成: 根据 DEN2 NGC株基因组
全序列(GenBank access number: AF038403), 利用
DNAstar软件包设计扩增全长基因组的引物, 上、下
游引物分别命名为 2.0(+)、2.0(−)。在上游引物 2.0(+)
中加入 SP6 RNA聚合酶启动子核心序列, 下游引物
2.0(−)中加入 ClaⅠ内切酶位点。另设计 2对特异性
引物, 分别命名为 2.1和 2.2(表 1)。引物由上海博亚
生物技术有限公司广州分公司合成。用无 RNase水
溶解引物 , 储存浓度为 100 μmol/L, 工作浓度为  
10 μmol/L。 
1.2.2  DEN2 NGC 株基因组扩增 : 采用 RNeasy 
Mini Kit从 DEN2 NGC株感染鼠脑中提取总 RNA。
取总 RNA 15 μL, 加入 10 μmol/L 反向引物 2.0(−)  
1 μL, 95°C作用 3 min, 随后置冰浴中 1 min, 加入
5× buffer 5 μL、DTT 1 μL、RNasin 1 μL、SuperScript Ⅲ 

 
表 1  用于登革 2 型病毒全基因组序列扩增和鉴定的引物序列 

Table 1  Primers for the amplification and identification the complete genome of dengue 2 virus 

引物名称 
Primer 

核苷酸位置 
Position 

扩增片段长度 
Length of PCR product 

5′→3′ 引物序列 
Sequence(5′→3′) 

2.0(+) 
2.0(−) 

1~30 
10724~10695 10724 bp ATTTAGGTGACACTATAGAGTTGTTAGTCTACGTGGACCGACAAAGAC

ATCGATAGAACCTGTTGATTCAACAGCACC ATTCCA 

2.1(+) 
2.1(−) 

1791~1813 
2091~2070 301 bp CAGGCTGAGGATGGACAAACTAC 

TCCCGGCTCTACTCCTATGATG 

2.2(+) 
2.2(−) 

9517~9539 
9786~9764 270 bp GTAGGGCGCGAAAGGTTATCAAG 

TCGGGCTCTACCAATCAGTTCAT 

注: 引物 2.0(+) 序列中下划线部分为启动子 SP6序列; 引物 2.0(−) 序列下划线部分为内切酶 Cla I 酶切位点. 
Note: The underlined part in the primer 2.0(+) is SP6 promoter; The underlined part in the primer 2.0(-) is Cla I. 
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逆转录酶 2 μL、10 μmol/L dNTPs 1 μL, 最后加
DEPC处理水至总体积 30 μL, 55°C保温 3 h进行反
转录, 反应完毕, 70°C灭活 15 min。逆转录产物中
加入 1 μL 重组 RNase H, 37°C温育 20 min, 去除
cDNA 中混合的 RNA。以 2.0(−)为反向引物, 用
SuperScript Ⅲ逆转录酶合成第一条链 cDNA。以
2.0(+) 和 2.0(−)为上、下游引物, 扩增 DEN2 NGC
株基因组。PCR 反应体系为 :  2  μL 模板 DNA 
(250 ng/μL)、10×缓冲液 (Mg2+ 25 mmol/L) 3 μL、 
0.5 μL dNTP(50 mmol/L)、1 μL LA Taq酶 (5 U/μL)、
2.0(+)和 2.0(−)引物各 1 μL (10 μmol/L)、加水补至总
体积 30 μL。PCR反应条件为: 94°C 2 min; 94°C 15 s, 
60°C 1 min, 72°C 8 min, 扩增 30个循环; 最后 72°C延
伸 10 min。PCR产物于 0.7% 琼脂糖凝胶电泳观察
扩增片段大小。扩增产物用 PCR纯化试剂盒回收。 
1.2.3  DEN2 NGC 株全长 cDNA 的转录 : 采用
Promega公司 SP6 RNA聚合酶系统。设 2个平行管, 
每管 20 μL 反应液进行体外转录 : NTP(25 mmol 
ATP、CTP、UTP和 8.33 mmol GTP) 6.0 μL、帽子
结构类似物 [m7G(5′) ppp(5′)G, 10 mmol/L] 2.5 μL、
SP6 transcription 5×Buffer 4 μL、模板 5 μL(0.5 μg/μL), 
SP6 Enzyme Mix 2 μL、RNasin 0.5 μL。37°C反应   
3 h后, 将其中 1管加入 RNase A 1 μL, 37°C 消化    
20 min 作为对照。0.7%琼脂糖凝胶电泳观察转录  
结果。 
1.2.4  转录产物接种鼠脑后恢复病毒的获得及鉴定: 
①转录产物接种乳鼠鼠脑: 将体外转录产物(转录体)
及对照(经 RNase A消化)各取 5管分别接种于 10只
乳鼠脑内, 继续与母鼠一起喂养, 持续 2 周, 观察 
是否出现脑炎症状 , 获得恢复病毒。②受染鼠脑  
恢复病毒的 RT-PCR 鉴定: 采用 RNeasy Mini Kit  
从感染鼠脑中提取 RNA。以 2.0(-)为反向引物, 用
SuperScript Ⅲ逆转录酶合成第一条链 cDNA。然后
用片段 2.1的上、下游引物, 扩增恢复病毒基因组第
1791~2091 区的特异片段。用 0.7%琼脂糖凝胶电泳
观察 PCR扩增片段大小。最后将扩增片段用纯化试
剂盒回收后, 克隆在 pGEM-T 载体, 重组质粒命名
为 pGEMT-2.1, 并对其进行测序鉴定。③受染鼠脑

恢复病毒的电镜观察: 分别取受染鼠脑及正常鼠脑
组织, 用 3%的戊二醛 4°C冰箱固定过夜, 电镜观察
组织病变特性。 
1.2.5  转录产物转染 BHK-21 细胞获得恢复病毒和

恢复病毒的鉴定: 将体外转录产物(转录体)及对照

(经 RNase A 消化)采用电穿孔法转染 BHK-21细胞, 
BHK-21 细胞用 1640 培养液 (含 10%FCS、 1% 
HEPES、1%双抗)培养至单层, 将 2 瓶(10 mL 培养  
瓶 )细胞经胰酶消化、吹打分散后移入细胞管 ,    
1500 r/min 离心 5 min, 半径 162 mm, 弃培养液, 用
冷 PBS 缓冲液洗 2 次, 加入 200 μL 冷 PBS 缓冲液
中, 移入预冷的无菌 0.2 cm Gene Pulser Cuvettes中。
然后加入 20 μL 转录的病毒 RNA, 混匀后置冰上 
10 min。使用 Gene Pulser Ⅱ电穿孔系统, 最终优化
确定参数为: 电压 150 V、25 μF和 300 Ω条件下电
击 2 次。完成电穿孔后置于冰上, 再将电击槽内的
细胞无菌条件下接种于培养瓶内, 用 1640 培养液
37°C 培养, 细胞生长成单层, 换成 1640 维持液(含
2%FCS、1%HEPES、1%双抗), 37°C 继续培养, 每
天观察细胞状态。①恢复病毒的感染性实验及传代: 
BHK-21细胞培养到第 6天, 将细胞连同培养液反复
冻融 3次, 3000 r/min离心 20 min, 半径 162 mm, 收
集上清液于−70°C 保存。待正常的 BHK-21 细胞长
成单层时, 弃去培养基, 加入 1 mL病毒液, 均匀覆
盖于细胞上, 37°C吸附 1 h后, 加入 1640维持液, 置
37°C培养。观察细胞病变, 待病变达到+++时, 收取
病毒培养液, 同样处理再次接种 BHK-21 细胞, 收
获病毒液, 即为恢复病毒的种子病毒。②细胞转染

恢复病毒的RT-PCR鉴定: 同 1.2.4方法采用RNeasy 
Mini Kit从感染细胞中提取 RNA。RT-PCR扩增恢复
病毒基因组第 9517~9786 区的特异片段。克隆在
pGEM-T 载体, 重组质粒命名为 pGEMT-2.2, 对其
进行测序鉴定。③细胞转染恢复病毒的电镜鉴定 : 
为观察恢复病毒在 BHK-21 细胞中的形态, 用恢复   
病毒再次感染 BHK-21 细胞传代 , 待病变达到++  
时, 弃去培养液, 用冷 PBS缓冲液洗细胞 2次, 用 3%
的戊二醛 4°C 冰箱固定过夜 , 电镜观察细胞病变   
形态。 

2  结果 

2.1  长链 RT-PCR 的扩增结果 
以 DEN2 NGC株乳鼠鼠脑中提取的 RNA为模

板, RT-PCR扩增产物于 0.7%琼脂糖凝胶电泳, 有约
11 kb DNA片段(图 1), 相对分子质量大小与预计相
符, 纯化后保存于−20°C。 

2.2  DEN2 NGC 株全长 cDNA 体外转录体的制备 
以纯化的全长 cDNA 扩增产物为模板, 采用
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SP6 RNA聚合酶系统体外转录成 RNA。转录体 RNA
为单链结构(为约 11 kb的单链RNA), 将转录产物用
RNase A 消化后, 特异条带消失, 证明转录产物确
为 RNA(图 2)。 

 

 

图 1  登革 2 型病毒基因组全长 cDNA 的扩增 
Fig. 1  The amplification of genome length cDNA of dengue 
virus type2 
M: DL15000; 1: Genome length cDNA of dengue virus type2. 
 

 

图 2  登革 2 型病毒全长 cDNA 的体外转录 
Fig. 2  In vitro transcript of full-length cDNA of dengue 
virus type2 
M: DL15000; 1: Transcript of dengue virus type2; 2: Transcript 
digested by RNase A. 
 

2.3  转录产物乳鼠鼠脑接种获得恢复病毒 
2.3.1  受染鼠脑脑炎症状观察 : 体外转录产物(转

录体)脑内接种 5只乳鼠, 饲养约 12 d~14 d出现神

经症状, 如体弱、弓背、离群、行动迟缓等症状, 初

步判断受恢复登革病毒感染。 

2.3.2  鼠脑中恢复病毒的鉴定: ①恢复病毒的分子

生物学鉴定: 提取受染乳鼠脑RNA后, RT-PCR方法

扩增登革病毒基因组第 9517~9786区段。PCR产物 

经 0.7%琼脂糖凝胶电泳, 有约 301 bp DNA片段, 相

对分子质量大小与预计相符(图 3)。将扩增特异片段

纯化后克隆于 pGEM-T 载体, 进行序列测定。测序

结果表明, 所测序列为 DEN2 NGC 株病毒所特有, 

表明 DEN2 NGC 株病毒全长 cDNA 的转录体 RNA

接种乳鼠鼠脑后, 在鼠脑内产生了具有感染性的登

革 2型病毒颗粒。 
 

 

图 3  恢复病毒的 RT-PCR 鉴定 
Fig. 3  Identification of recovered viruse by RT-PCR 
M: DL1200; 1: Fragments 2.1. 
 

②恢复病毒电镜鉴定: 将正常细胞与病变细胞
均在电镜下观察, 发现正常细胞线粒体、粗面内质
网完好, 镜下未见病毒颗粒形成; 而病变细胞镜下
线粒体受损、粗面内质网扩增, 发现数个病毒颗粒
形成(图 4)。 

2.4  转录 RNA 转染 BHK-21 细胞的感染性观察 
2.4.1  转染细胞感染性观察 : 将获得的转录产物
RNA(转录体)用电穿孔法转染 BHK-21 细胞, 以经
RNase A 消化转录产物转染 BHK-21细胞作为阴性
对照。7 d后将对照组和试验组细胞培养液重新接种
BHK-21 细胞 , 观察其病变 , 结果发现在接种后约   
3 d, 试验组能使 BHK-21细胞产生典型的细胞病变, 
表现为细胞变圆、脱落、在细胞单层形成大小不等

的网状结构。而转录体经 RNase A 消化转染的
BHK-21 细胞未病变, 证明 DEN2 NGC 株病毒全长
cDNA的转录体有感染性(图 5)。 
2.4.2  转染细胞恢复病毒的鉴定: ①恢复病毒的分
子生物学鉴定: 提取受染 BHK-21 细胞 RNA 后, 
RT-PCR 方法扩增登革病毒基因组第 9517~9786 区
段。PCR产物于 0.7% 琼脂糖凝胶电泳, 有约 270 bp 
DNA片段, 相对分子质量大小与预计相符(图 6)。将
扩增特异片段纯化后克隆于 pGEM-T 载体, 进行序 
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图 4  恢复病毒致鼠脑组织病变的电镜观察 
Fig. 4  Electron microscopy observation of mice brain tissue caused by rescued virus 

Note: A: Normal mouse brain tissue; B: Pathological changes mouse brain tissue; ①Mitochondria; ②Rough endplasmic reticulum, RER; 
③Virus-like particles. 

 

 

图 5  转染 BHK-21 细胞病变的观察 
Fig. 5  BHK-21 cells transfected by electroporation 

Note: A: Normal BHK-21 cells; B: BHK-21 cells transfected with infectious transcripts; C: BHK-21 cells treated with transcripts digested by RNase A. 

 
 

 

图 6  恢复病毒的 RT-PCR 鉴定 
Fig. 6  Identification of recovered viruse by RT-PCR 
M: DL1200; 1: Fragments 2.2. 

列测定。测序结果表明, 所测序列为 DEN2 NGC株
病毒所特有。 

②恢复病毒电镜鉴定。将正常细胞与病变细胞

均在电镜下观察, 发现正常细胞线粒体、粗面内质
网完好 , 有少量空泡 , 镜下未见病毒颗粒形成; 而
病变细胞镜下空泡较多, 线粒体受损、粗面内质网
扩增, 发现数个病毒颗粒形成(图 7)。 

3  讨论 

登革病毒是一类有包膜的单股正链 RNA 病毒, 
在复制过程中不形成DNA中间体, 因此要在基因水 

 

 

图 7  恢复病毒致转染细胞病变的电镜观察 
Fig. 7  Electron microscopy observation of CPE caused by rescued virus 

Note: A: Normal BHK-21 cells; B: BHK-21 cells infected by rescued virus (CPE); ①Mitochondria; ②Rough endplasmic reticulum, RER; 
③Virus-like particles. 
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平研究其特征存在一定的困难, 因为突变、重组和
克隆等分子生物学技术都是在DNA水平上的操作 , 
而由病毒cDNA进行体外转录以获得恢复病毒是研
究RNA病毒致病机理的有效方法, 感染性转录技术
提供了这项研究的新途径[5−8]。近年来, 有研究者采
用不同方法获得登革病毒转录体RNA, 再转染不同
细胞(如LLC-MK2、BHK-21和C6/36等)产生有感染
性的病毒[9,10]。也有将某些RNA病毒的转录体RNA
接种到乳鼠鼠脑内, 观察到其对乳鼠特异性神经毒
性的报道, 这一方法主要在日本脑炎病毒(JE)和蜱
传脑炎病毒(TBE)中应用较多 , 因为此类病毒感染
人和鼠后均会表现较强的神经毒性。相反, 登革病
毒感染人后很少引发神经症状, 因此登革病毒感染
性转录体技术中很少采用鼠脑接种的方法。Lee等[11]

曾利用带DEN2 NGC株全长基因组的质粒, 体外转
录后, 将RNA接种到 6 日龄的乳鼠脑内, 成功获得
具有感染性的登革 2 型病毒颗粒, 这是唯一利用乳
鼠接种代替转染细胞实现感染性转录体技术的报

道。近来开始有较多登革病毒能够感染神经元细胞

并引起脑炎的报道[12], 为在登革病毒感染性转录体
技术中采用乳鼠脑内接种途径提供了理论基础。 

本研究中全长cDNA的构建是利用长链RT-PCR
技术一次扩增出登革 2 型病毒全长基因组。设计引
物时, 在病毒序列上游加入SP6 RNA聚合酶启动子
核心序列 , 直接将扩增产物作为体外转录的模板 , 
在SP6 RNA聚合酶作用下, 在转录RNA的 5′端加上
一个帽子结构类似物m7G(以提高转录体的稳定性), 
制备出微克级的转录体RNA。为获得恢复病毒, 并
验证转录体RNA是否与DEN2 NGC株病毒具有相同
的感染性 , 将其接种于乳鼠脑或电穿孔转染
BHK-21细胞, 结果显示乳鼠接种 2周后, 小鼠出现
神经症状, 电穿孔转染BHK-21细胞约 1周后, 产生
明显的致细胞病变效应(CPE), 从分子和细胞水平
及动物模型上证实DEN-2的体外转录体RNA具有感
染性。体外转录体RNA进一步接种鼠脑和转染
BHK-21 细胞, 用RT-PCR和电镜观察证实有恢复登
革病毒产生, 并且我们发现将体外转录体RNA接种
乳鼠鼠脑直至鼠死亡, 与登革病毒株直接接种乳鼠
脑相比 , 乳鼠发病程度较轻 , 发病时间也晚的多
(DEN2 NGC株 5 d左右引起乳鼠发病), 表明以登革
病毒cDNA为模板的体外转录体RNA在宿主细胞内
需更长时间才能包装成完整的病毒颗粒, 而本实验

通过体外感染性转录体技术获得恢复病毒的方法 , 
将为进一步研究登革病毒的致病机理和新型防治策

略提供了重要手段。 
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