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Abstract：To amplify M fragment from unknown Phleboviruses，members of 7 serocomplexes and 8 no 

complex assigned Phleboviruses，total 42，were chosen and tested．Tl1e M segment amino acid sequences 

Of 4 Phleboviruses in GenBank were aligned．Conserved regions were selected to design primers． 

OligOnucleOtides were synthesized according to the cDNA sequences at the conservative regions．Then 

the OligOnucleOtides of the same region were mixed together as“cocktail"primers for RT-PCR．The 

amplification products were exam ined by agarose gel electrophoresis，purified an d sequenced directly． 

Th e am plification ratio with primer pair Ph—M一2FM and Ph—M一3RM was 8 1．0％ (34，42)，the size of the 

products were around 600bp．Tl1e am plification ratio with Ph—M一2FM an d Ph—M 一4R2M was 52．3％ 

(22／42)，the size of the products were around 1 400bp．BLAST search showed that the sequences of 

am plicons were homologous with known sequences of Phleboviruses．In this study,partial M fragment of 

sequence unknown Phleboviruses were amplified an d sequenced．TIle methods described here will be 

useful for genetic determination，phylogenetic analyses of Phleboviruses，an d diagnosis of Phlebovirus 

infections． 

Key words：Phlebovirus；M segment； r-PCR 

摘要：为建立扩增未知序列 白蛉热病毒 M 片段的 RT-PCR方法，本研究选取 7个血清组成员和 8个未分组血清型， 

共 42株白蛉热病毒为 RT-PCR检测对象。通过排列 GenBank中已知的 4型白蛉热病毒 M片段氨基酸序列，选择 

保守区设计引物。根据保守区各已知病毒的 cDNA特异序列合成寡核苷酸，将相同区的寡核苷酸等量混合成为“鸡 

尾酒”引物，用于 RT-PCR。扩增产物经电泳检测，纯化后直接测序。引物对 Ph—M一2FM 和 Ph．M-3RM扩增产物 

长度约为 600bp，从 42株病毒中扩增出 34株，阳性率为 81．0％。另一引物对 Ph-M一2FM 和 Ph．M．4R2M扩增产物 

长度约为 1400bp，扩增出22株病毒，阳性率为 52．3％。测出序列经 BLAST检索，与 GenBank中已知白蛉热病毒 

同源。本研究首次成功地应用 RT-PCR扩增不同血清型未知序列白蛉热病毒的部分 M 片段，并测出扩增产物序列， 

为白蛉热病毒属成员的基因鉴定和种系发生关系分析提供了实验手段，并将有助于白蛉热病毒感染的基因诊断。 
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白蛉热病毒属 (Phlebovirus)为布尼亚病毒科 

(Bunyaviridae)成员。白蛉热病毒分布于南欧，非 

洲，中亚和美洲。现已知其中 8个血清型能导致人 

类不同程度的临床疾病，包括短期自限性发热，视 
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网膜炎，脑炎，脑膜脑炎，和致死性出血热等[~-31。 

白蛉热病毒属现由 68个不同的血清型病毒组成， 

可分为两大抗原群：沙蝇热群(55株病毒)，和 

Uukuniemi群(13株病毒) J。目前已获得基因序列的 

白蛉热病毒仅有 5型：立夫特谷热病毒 ( ift Valley 

fever virus，RVFV)，潘塔托若病毒 (Punta Toro virus， 

PTV)，西西里沙蝇热病毒 (Sandfly fever Sicilian 

virus，SFSV)，托斯卡那病毒(Toscana virus，TOSV) 

和尤库尼亚米病毒 (Uukuniemi virus，UUKV) J。 

由于缺乏基因序列信息，白蛉热病毒属成员目前仅 

根据血清学试验进行分类和鉴定 ⋯。RT-PCR方法 

已被应用于TOSV和 RVFV的检测和诊断lJl1 J，但 

目前尚无扩增未知序列白蛉热病毒的 RT-PCR方法 

报道。本研究应用 RT-PCR方法扩增未知序列白蛉 

热病毒部分M 片段，为白蛉热病毒属的基因鉴定和 

种系发生分析提供了实验手段，并为白蛉热病毒感 

染的基因诊断打下了基础。 

1材料与方法 

1．1病毒 

总共 42株白蛉热病毒被选为 RT-PCR检测对 

象，均为沙蝇热群成员，其中包括 7个血清组成员： 

Sicilian血清组(7株病毒)，Naples血清组(1O株病 

毒)，Punta Toro血清组(9株病毒)，Rift Valley fever 

类似病毒(4株病毒)，Frijoles血清组(2株病毒)， 

Chilibre血清组(1株病毒)，Candiru 血清组(1株病 

毒)，和 8个未分组血清型。病毒取 自美国得克萨斯 

大学医学分校世界虫媒病毒参考中心。那不勒斯沙 

蝇热沙宾株病毒 (Sandflyfever Naples Sabin virus) 

在 BHK细胞中增殖，其它 41株病毒均在 Vero E6 

细胞中增殖。当细胞呈现明显细胞病变时收获病 

毒 。 

1．2 RNA抽提 

使用 Trizol试~lJ(Invitrogen)从感染的单层细胞 

中提取总 RNA。无 RNAase水溶解 RNA，．80℃保 

存。 

1．3 DNase I处理与cDNA合成 

在逆转录之前，使用扩增级无RNase的DNase 

I(Invitrogen)处理 RNA抽提液以去除 DNA污染。 

终止 DNase I反应后的混合物直接用于逆转录，加 

dNTPs(Sigma)0．0 1 gmole和随机六聚引物(Promega) 

0．1pg，65℃加热 5min，快速置于冰上。再加 4gL5 

×缓冲液(250mmol／L s．HCI，pH8．3，375mmol／L 

KCI，1 5 mmol／L MgCI2 ，0．2gmole DrIvr，40U RNAS- 

EoUTⅢ 重组 RNase抑制~lJ(Invitrogen)，和 50U 

SUPERSCRIPT Mn RNase H-逆转录酶(Invitrogen)。 

总反应体积为 20 。反应温度为 25℃10min，42℃ 

60rain，最后 70℃ 15min终止反应。 

1．4引物设计 

从 GenBank中查到已知沙蝇热群白蛉热病毒 

M片段序列：P1V(GenBank登记号 M1l156)、RVFV 

(M11157)、TOSV(X89628)和 SFSV(U30500)。应 

用 ClustalW 程序排列已知M 片段氨基酸序列，3个 

保守区域(分别命名为2，3和 4区)被选为引物区。 

查出各保守区对应的cDNA核苷酸序列，按照各已 

知的特异序列合成寡核苷酸；再将相同区的寡核苷 

酸等量混合成为 “鸡尾酒”引物，用于 RT-PCR。 

引物的序列和位置列于表 l。正向引物 Ph．M一2FM 

由 Ph．M．2F．PT、Ph．M．2F．RVF、Ph—M．2F-SFS和 

Ph．M．2F．TOS混合而成，各 自对应于 2区 PT、RVF、 

SFS和TOS序列。反向引物 Ph—M．3RM对应于 3区， 

初始由Ph．M．3R-PT、Ph．M．3R．RVF、Ph-M．3R．SFS 

和 Ph．M．3R—TOS组成。随着工作进展而获得更多序 

列后，又设计两个寡核苷酸，即 Ph—M一3R—ELB和 

Ph．M．3R．27，加入其中。反向引物 Ph—M-4R2M 对 

应于 4区，由 Ph—M．4R2．PT、Ph．M-4R2一RVF、Ph— 

M．4R2．SFS和 Ph—M一4R2一TOS组成 。引物对 Pll— 

M-2FM 和 Ph-M-3RM，Ph-M-2FM 和 Ph-M-4R2M 分 

别用于扩增所有待测病毒。引物序列和位置见表 1。 

1．5 RT-PCR和扩增产物测序 

PCR反应体积为 50 ，包括 2 cDNA，正 

反向引物各 40pmol，4种 dNTP(Sigma)各 400 

gmol／L，2．5单位 Taq DNA polymerase(Sigma)， 

10mmol／L Tris—HCI， pH 8．3， 50mmol／L KCI， 2．5 

mmol／L MgCI2，覆盖 50 矿物油。PCR反应程序 

为：94℃预变性 5min；前 5个循环是：94℃ lmin， 

4O℃ l min，72℃90s；然后 35个循环是：94℃ lmin， 

50℃ lmin，72℃90s；最后一个循环后，72℃7min 

延伸产物。反应产物用含溴化乙锭的 1％琼脂糖凝 

胶电泳检测。切下扩增产物带，QIAquick凝胶纯化 

试剂盒(Qiagen)纯化，PE Biosystem。S 373 XL 自动 

DNA测序仪双向测序。测出序列用 BLAST检索与 

GenBank中序列的同源性，验证反应的特异性。 

2结果与讨论 

白蛉热病毒属沙蝇热群成员中，仅4型病毒的 

M片段基因序列为已知。为了应用 RT-PCR方法扩 

增出未知序列的病毒，尝试了以下方法： 

1)排列已知的 4型白蛉热病毒 M 片段核苷酸 

序列，根据相对保守序列设计引物，未能扩增出大 
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Ph-M．2FM 

Ph-M -2F—PT 

Ph—M 一2F．RVF 

Ph．M -2F—SFS 

Ph—M ．2F．1DS 

Ph．M-3RM 

Ph—M ．3R-PT 

Ph．M 一3R．RVF 

Ph—M ．3R．SFS 

Ph．M 一3R-T0S 

Ph．M一3R．ELB 

Ph—M ．3R．27 

Ph-M -4I匕M 

Ph—M．4R2．PT 

Ph—M．4R2．RVF 

Ph．M．4R2-SFS 

Ph—M．4R2．ToS 

GGVM TSMTHAATTAYCAGTGYCA 

GGCATCCTAAATTATCAGTGCCA 

GGCCTGA=IlAAATTACCAGTGTCA 

GGGATCATCAATTACCAGTGTCA 

GGACTGCTI'AATTACCAGTGCCA 

CAYCTYCKNGARCTNARRCA 

CACCTCCTAGAGCTAAGACA 

CATCTCCTTGAGCTCAAACA 

C A=TCTTCTCGAA( AGACA 

CACCTTCGCGAACTTAGACA 

CATCTTCTTGAG( AAGCA 

CACCTTCTGGAACTGAGGCA 

KM ATYRCADGARTARCARCC 

TAATCACAGGAGTAGCAACC 

GCATTGCAAGAATAGCAACC 

TCATTGCAAGAATAGCAGCC 

TCATCACATGAATAACAGCC 

PTV M 2lO2-2l24 

RVFV M 1737．1759 

SFSV M 2170-2192 

Tl()SV M 2l66-2188 

PTV M 2703．2684 

lⅣ FV M 2350- 233l 

SFSV M 2780-2761 

ToSV M 2785．2766 

． PTV M  3485．35O4 

． RVFV M 3132．315l 

—  SFSV M 3562-358l 

一 1．()SV M 356 3583 

TOSV-Toscana virus；SFSV-Sandfly fever Sicilian virus； Puma Toro virus；RVFV-R Valleyfever virus． 

R= G orA：Y =C orT：K = G orT；W =A O1"T；S=C orG；M =A orC；D =A，G orT；H =A，C orT；V =A，C orG；N =A，C G orT 

部分病毒。推测因为白蛉热病毒属成员变异较大， 

在核苷酸保守区，未知病毒序列并不一定与已知序 

列相符，故此种引物设计方法未成功。 

2)排列已知的4型白蛉热病毒 M片段氨基酸 

序列，选择完全保守区设计引物。根据进化变异规 

律推测，未知白蛉热病毒氨基酸序列在保守区发生 

变异的可能性较小，而其对应的核苷酸序列则可能 

是相应简并密码子的随机组合。若将每种可能的核 

苷酸序列均合成引物，一并用于 PCR反应，则引物 

成分过于复杂，易产生二聚体和非特异性结合，而 

不能得到特异性产物。试验也未成功。 

3)按照氨基酸保守区各已知病毒序列设计特 

异性引物对，分别用于 RT-PCR，仅有小部分病毒 

被扩增，且每株病毒均需试验多个引物对，较为麻 

烦。按本文所述方法，将相同保守区的4个引物混 

合形成 “鸡尾酒”引物，一并用于 PCR，则正反向 

引物能以多种方式组配，扩增效率提高。应用随机 

6聚体引物合成 cDNA，排除了因引物不配而造成 

cDNA合成失败的呵能。降低 PCR反应退火温度， 

使反应严紧度降低，利用引物错配而提高扩增率。 

此方法成功扩增了大多数被测白蛉热病毒，扩增阳 

性率见表 2。 

表 2应用不同引物对 RT-PCR扩增白蛉热病毒部分 M 片段 

阳性率 

Table2 Positive ratioofRT-PCRwithdifferentprimerpairsfor 

partial M segment of Phleboviruses 

Virus seroeomplex 

6OOhp 1400bp 

42株白蛉热病毒中，应用引物对 Ph—M一2FM和 

Ph—M一3RM扩增出 34株病毒，总阳性率为 81．0％， 

产物长度约为 600bp；引物对 Ph—M一2FM 和 Ph— 

M一4R2M扩增出22株病毒，总阳性率为 52．3％，产 

物长度约为 1400bp。两对引物均能扩增的有 l9株 

病毒，占 45．2％；仅被引物对 Ph—M一2FM 和 Ph— 

M一3RM 扩增的有 15株，占 35．7％；仅被引物对 
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Ph—M一2FM和 Ph—M一4R2M扩增的有 3株，占7．1％； 

两对引物均未能扩增的有 5株，占 1 1．9％。两对引 

物扩增率不同，原因可能是引物对 Ph—M一2FM 和 

Ph—M一4R2M 的扩增产物长度超过 1000bp，RT-PCR 

的效率有所降低。各血清组扩增率不同，可能是各 

血清组成员与已知病毒序列的同源程度有差异，因 

此引物结合率不同所致。 

测出的部分序列 已提交 GenBank，登记号 

AY129732一AY129752。测出序列经过 BLAST检索， 

均与已知的白蛉热病毒序列同源，从而证实扩增产 

物为白蛉热病毒序列，而不是非特异性产物。例如， 

Corfou(PA AR 814)病毒测出部分 M 片段序列与 

Sicilian(Sabin)病毒的同源性为 58．O％；Tehran(I-47) 

病毒测出序列与 Toscana PHL3 病毒的同源 

性为 59．4％；Buenaventura(CoAr3319)病毒测出序 

列与Punta Toro rBalliet)病毒的同源性为 58．2％。 

少数未知序列病毒仍未扩增成功，推测其序列 

与已知病毒有较大差异。可进一步换用其它保守区 

设计引物，或根据氨基酸简并密码子设计更多引物 

用于扩增。本研究首次成功地应用 RT-PCR方法扩 

增不同血清型未知序列白蛉热病毒 M 片段，并测出 

扩增产物序列，为白蛉热病毒属成员的基因鉴定， 

种系发生关系分析和基因诊断打下了基础。 
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