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【摘要】 目的 建立外周血中登革病毒微小RNA的检测方法，探讨其作为登革热病毒感染生物标记物的可行性。方法 设计并筛选半巢式实时荧光定量PCR检测登革病毒miRNA表达的引物，验证检测方法的灵敏度、特异性和重复性。结果 确定了登革病毒茎环引物和扩增引物可有效区分未感染者和登革热I型感染者；重复性实验确定Ct ≤35 为登革病毒感染阳性，将Ct >35为阴性，同一样品内相对标准偏差（RSD）为0.05%，样品间的相对标准偏差（RSD）为0.15%，总体样品的相对标准偏差（RSD）为5%；该方法检测的灵敏度为1×10-7 μM，检测1～1×10-4 μM内的miRNA呈良好的线性关系,该方法也显示了较好的特异性。结论 建立了半巢式SYBR Green I荧光定量qRT-PCR检测I型DENV的miRNA的方法；外周血中成熟的miRNA可以作为一种潜在的DENV感染的生物标志物。
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[bookmark: OLE_LINK3]【Abstract】 Objective To investigate the feasibility of dengue virus (DENV) microRNAs being biomarkers of DENV infection, and to establish SYBR Green I real time RT-PCR for DENV microRNAs detection in peripheral blood. Methods Design and screen primers of hemi-nested real time RT-PCR for DENV I detection, and validate the sensitivity, specificity and repeatability of the hemi-nested real time RT-PCR. Results The nested primer SYBR Green I real time RT-PCR can distinguish uninfected people from DENV I patients with stem loop primers and amplification primers. Repetitive experiments showed that Ct value≤35 is positive, Ct value >35 is negative. The relative standard deviation (RSD) is 0.05% among the same samples, 0.15% among different samples and 5% in overall samples. The sensitivity of the method established in the current study is 1×10-7 μM miRNA, with linear relationship between miRNA concentration and Ct value within 1～1×10-4 μM. The specificity of the method is also sound. Conclusion This study showed that mature microRNAs of DENV I in peripheral blood could be used as a potential biomarker of DENV I infection. MicroRNAs expressed by DENV I could be detected directly by hemi-nested SYBR Green I qRT-PCR.
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登革病毒（dengue virus, DENV）属于黄病毒科，黄病毒属，分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型；其基因组为长度约10.6 kb的单股正链RNA[1]。登革热是由伊蚊媒介DENV所致的传染病，其发病率高，流行范围广，且目前缺乏有效的防治方法[2]。DENV感染严重者可出现登革出血热、登革休克综合征而威胁生命，但是机制尚不清楚；而轻度感染者可表现出疲乏、低热等，轻微甚至无明显临床症状，也因此成为重要的传染源[3,4]。DENV感染确认及分型的检测方法主要通过实时荧光定量PCR（quantitative real-time PCR，qRT-PCR）。MicroRNA（miRNA）广泛存在从原核生物到人体内，长度在18~25 nt之间，其表达有一定物种和组织特异性[5]。研究发现，DENV自身表达特定类miRNA[6]，但尚缺乏感染标本验证及实验室常规检测方法。本研究拟构建检测DENV的miRNA方法，并在DENV感染者中验证，为DENV感染的早期诊断及发病机制研究提供基础。
1. 材料与方法
1.1血清收集与RNA提取
经研究对象知情同意后，采集登革热病毒感染者外周血2 mL，2000×g，4℃离心15分钟后取200 μL血清，加800 μL的Trizol，混匀后冰上5分钟，加160 μL氯仿并涡旋，得到分离相的溶液将样本放在冰上2分钟使用微型离心机12000×g，4℃离心20分钟。在一个新的管子里加入1 μL糖原，将上层水相400 μL转移到新管中并加480 μL的异丙醇混匀置于-20℃,2小时沉淀RNA，12000×g，4℃离心20分钟后轻轻移出上清，用1 mL75%乙醇冲洗沉淀8000×g，4℃离心5分钟弃上清，干燥RNA沉淀用20 μL无RNA酶水溶解沉淀。

1.2 I型DENV的 miRNA序列选择及引物设计
根据文献[6]报道I型DENV的 miRNA序列如下: 5’-UAGAAGUCAGGCCGGAUUAAGCC-3’。根据此序列设计半巢式qRT-PCR检测I型DENV的miRNA的原理如图1所示。设计逆转录茎环引物如表1，根据设计好的逆转录茎环引物来设计五对上下游引物，进行实际验证筛选，使设计的引物满足灵敏性和特异性的需要。以上设计的引物均交由Invitrogen公司(中国，上海)合成，引物信息见表2。
表1 I型DENV的 miRNA逆转录茎环引物
	引物名称
	引物序列 (5′→3′)
	碱基数(nt)

	DENV-I- RT-5
	5’-GCTCAGACAGAAGTCACACTGAGCGGCTT-3’

	29

	DENV-I- RT-6
	5’-GCTCAGACAGAAGTCACACTGAGCGGCTTA-3’

	30

	DENV-I- RT-7

	5’-GCTCAGACAGAAGTCACACTGAGCGGCTTAA-3’

	31

	DENV-I-RT-8

	5’-GCTCAGACAGAAGTCACACTGAGCGGCTTAAT-3’

	32

	DENV-I-RT-9

	5’-GCTCAGACAGAAGTCACACTGAGCGGCTTAATC-3’

	33

	DENV-I-RT-10

	5’-GCTCAGACAGAAGTCACACTGAGCGGCTTAATCC-3’

	34



表2 I型DENV的 miRNA检测所用半巢式上下游引物
	引物名称
	引物序列 (5′→3′)
	碱基数(nt)

	DENV-I -F-17

	5’-ACACTCCAGCTGGGTAGAAGTCAGGCCGGAT-3’

	31

	DENV-I -R-8

	5’-CTTCTGTCTGGCTTAAT-3’

	17

	DENV-I- F-18

	5’-ACACTCCAGCTGGGTAGAAGTCAGGCCGGATT-3’

	32

	DENV-I-R-9


	5’-CTTCTGTCTGGCTTAATC-3’

	18

	DENV-I-F-19


	5’-ACACTCCAGCTGGGTAGAAGTCAGGCCGGATTA-3’

	33

	DENV-I--R-10


	5’-CTTCTGTCTGGCTTAATCC-3’


	19

	DENV-I-F-20

	5’-ACACTCCAGCTGGGTAGAAGTCAGGCCGGATTAA-3’

	34

	DENV-I -R-11

	5’-CTTCTGTCTGGCTTAATCCG-3’

	20

	DENV-I-F-21

	5’-ACACTCCAGCTGGGTAGAAGTCAGGCCGGATTAAG-3
	35

	DENV-I -R-12

	5’-CTTCTGTCTGGCTTAATCCGG-3’

	21



图1 SYBR Green I半巢式qRT-PCR检测I型DENV的miRNA原理图

1.3检测方法灵敏度、特异度及重复性实验
合成miRNA标准品（广州锐博），按10倍梯度稀释，浓度分别为1 μM、1×10-1 μM、1×10-2 μM、 1×10-3 μM、1×10-4 μM、1×10-5 μM、1×10-6 μM、1×10-7 μM、 1×10-8 μM、1×10-9 μM、  1×10-10 μM、1×10-11 μM、1×10-12 μM。按上述方法将miRNA标准品进行RT和qPCR反应，以确定检测限。取10份血清，5份健康人血清作为对照组，5份感染DENV I型的患者作为实验组。选取五份经荧光定量PCR验证为登革热I型感染者的RNA，按照年龄、性别分别配比挑选五份健康人群的RNA，逆转录之后进行qPCR检测，以验证引物的特异度。使用广州锐博公司生产的Bulge-LoopTM miRNA qRT-PCR Starter Kit试剂盒（RN:R10039.2）进行逆转录和扩增，按照操作说明书以10 μL反应体系进行，所有实验都在Light Cycler 480(Roche，美国) 仪器上完成。

2. 结果
2.1 I型DENV的miRNA逆转录与扩增引物优化
感染I型DENV者为实验组，为感染者为对照组。将不同茎环引物和上下游引物按照表3进行组合式筛选。从表3中的Ct值结合溶解曲线分析可以看出DENV-I-RT-7这套茎环引物可以有效地区分未感染者和登革热I型感染者。同时随着上下游引物每增加一个碱基，扩增的Ct值的差值在不断缩小。因此，实验结果显示DENV-I-RT-7和DENV-I-F-18、DENV-I-R-9这对引物组合扩增结果最佳。
表3 I型DENV的miRNA逆转录与扩增引物结果
	引物
	DENV-I-RT-6
	DENV-I-RT-7
	DENV-I-RT-8
	DENV-I-RT-9
	DENV-I-RT-10

	分组
	实验(Ct)
	对照(Ct)
	实验(Ct)
	对照(Ct)
	实验(Ct)
	对照(Ct)
	实验(Ct)
	对照(Ct)
	实验(Ct)
	对照(Ct)

	DENV-I- F-18
DENV-I-R-9
	33.41
	40
	32.64
	40
	31.74
	40
	31.20
	40
	29
	35.28

	DENV-I-F-19
DENV-I--R-10
	24.29
	28.92
	24.31
	28.74
	23.69
	30.93
	31.89
	40
	25.9
	24.55

	DENV-I-F-20
DENV-I -R-11
	14.05
	14.65
	15.14
	15.99
	18.54
	16.51
	16.16
	22.51
	15.87
	16.10

	DENV-I-F-21
DENV-I -R-12
	7.68
	7.72
	7.90
	8.58
	8.10
	9.07
	8.92
	7.60
	8.27
	8.24



2.2 I型DENV的miRNA逆转录与扩增引物的重复性
选取同一病例的5份RNA样本和5份不同病例的RNA样本，稀释至同一浓度，进行半巢式qRT-PCR检测，检测结果如表4所示，重复测量健康人群的miRNA五次，Ct值分别是 40，40，38，40，35取最小值35作为阈值，本次实验将Ct≤35 为阳性，将 Ct>35为阴性。同一样品内相对标准偏差（RSD）为0.05%（均数值是23.218，标准差是0.013），样品间的相对标准偏差（RSD）为0.15%（均数值是21.104，标准差是0.032），总体样品的相对标准偏差（RSD）为5%（均数值是22.16，标准差是1.114）。重复性实验表明，在同一套引物、同一个反应体系和同一个扩增条件下，同一样品内和不同样品间，半巢式qRT-PCR检测都能获得比较明显的荧光信号值，说明半巢式qRT-PCR检测方法的重复性较好。
表4 半巢式qRT-PCR检测方法的重复性实验结果
	编号
	1
	2
	3
	4
	5

	样品内（Ct）
	[bookmark: _Hlk290156532][bookmark: OLE_LINK31][bookmark: OLE_LINK30][bookmark: OLE_LINK35]23.20
	23.23
	23.21
	23.23
	23.22

	样品间（Ct）
	21.12
	21.07
	21.15
	21.08
	21.10



2.3 I型DENV的miRNA逆转录与扩增引物的灵敏度和特异度
[bookmark: _GoBack]为了验证筛选出的DENV-I-RT-7和DENV-I-F-18、DENV-I-R-9这对引物的灵敏度和特异度，本次试验将合成的miRNA标准品稀释至1 μM之后按10-1做倍比稀释，详见表5，从表4中可以看出，引物的灵敏度可达1×10-7 μM。引物灵敏度的扩增曲线详见图2，取1 μM、1×10-1 μM、1×10-2 μM、1×10-3 μM、1×10-4 μM做标准曲线，详见图2。从图2中可以看出miRNA标准品在1-1×10-4 μM范围内呈良好的线性关系。另外，选取五份经荧光定量PCR验证为登革热I型感染者的RNA，按照年龄、性别分别配比挑选五份健康人群的RNA，逆转录之后进行qPCR检测，如表6所示，按照Ct ≤35 为阳性的标准可分别将5份实验组和对照组准确区分。

表5 I型DENV的miRNA逆转录与扩增引物的灵敏度
	
	浓度梯度/μM

	
	1
	1×10-1
	1×10-2
	1×10-3
	1×10-4
	1×10-5
	1×10-6
	1×10-7
	1×10-8

	Ct值
	14.63
	18.17
	22.71
	26.25
	27.68
	29.88
	32.02
	34.84
	40



表6 半巢式qRT-PCR检测I型DENV的特异度结果
	分组
	实验组（登革病毒I型感染者）
	对照组（未感染登革病毒）

	样品编号
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	结果
	＋
	＋
	＋
	＋
	＋
	－
	－
	－
	－
	－


注释：+ 代表阳性，－ 代表阴性
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图 2：A，I型DENV的miRNA扩增引物标准曲线的扩增曲线；a~i分别代表浓度为1 μM、1×10-1 μM、1×10-2 μM、 1×10-3 μM、1×10-4 μM、1×10-5 μM、1×10-6 μM、1×10-7 μM、 1×10-8 μM。
B，I型DENV的miRNA扩增引物的标准曲线

3. 讨论
miRNA在包括病毒在内的多种生物体内发挥多种重要而关键的调控作用[7,8]。现在已知病毒可用其自身的miRNA来靶向调节其自身的基因表达来逃避宿主的免疫系统监视和清除，这也是病毒潜伏的重要机制[9]。但是，目前在mirbase、Vir-Mir Datebase等相关miRNA数据库和NCBI数据库中尚无登革热病毒的miRNA序列信息，而对于其调控功能及作为分子标志物在登革热病毒检测方面的应用研究未见报道。
目前可通过直接法或者间接法检测miRNA，直接法如荧光法、比色法、电学法。虽然这些方法能够减小样本的检测差异，但是这些方法灵敏度较低而且在同源miRNA家族中区分度也较低，因此存在一定的局限性[10]。间接的检测方法主要包括免疫印迹、基因芯片和RT-PCR，虽然被广泛应用，但是免疫印迹和基因芯片是半定量，而且灵敏度比较低，需要大量的起始RNA。基因芯片检测miRNA具有高通量的优势和绝对定量的潜能[11]，虽然用恒温的方法检测miRNA获得了一些成功，但是耗费人力巨大[12,13]。近来研究表明，实时荧光定量PCR(qRT-PCR)具有更高的灵敏度和特异度[14]。虽然qRT-PCR在RNA定量方面具有当前最高的灵敏度和扩增效率，而基于TaqMan探针的qRT-PCR由于能高效特异的检测miRNA而被广泛应用，但是由于额外的探针水解作用，TaqMan探针法不能和快速的热循环法相适应来快速的检测miRNA。更重要的是，TaqMan探针法不能用于筛选潜在的miRNA[15,16]，对新的miRNA来说，新探针的设计不仅花费巨大，而且也存在技术难题，面临很多实际困难[17]。
虽然采用荧光探针检测miRNA[18,19]较为灵敏，但是实验步骤复杂 [20]，动态检测范围有限且检测同源miRNA的特异度较低[18]。
本研究旨在通过改良引物扩增灵敏度和特异性来实现经济、高效和便于推广使用的DENV感染检测方法。本研究将不同茎环引物和上下游引物按照表3进行组合式筛选优化逆转录茎环引物和扩增引物，通过Ct值结合溶解曲线分析可以看出DENV-I-RT-7这套茎环引物可以有效地区分未感染者和登革热I型感染者。同时随着上下游引物每增加一个碱基，扩增的Ct值的差值在不断缩小。因此，实验结果显示DENV-I-RT-7和DENV-I-F-18、DENV-I-R-9这对引物组合扩增结果最佳。通过重复性实验表明，在同一套引物、同一个反应体系和同一个扩增条件下，同一样品内和不同样品间，半巢式qRT-PCR检测都能获得比较明显的荧光信号值，说明半巢式qRT-PCR检测方法的重复性较好。在已有类似研究的基础上[21]，本研究通过加入一对扩增引物进行半巢式SYBR Green I荧光定量qRT-PCR可大幅度提高对miRNA水平定量的灵敏度，如表5所示，本方法对人工合成I型登革病毒miRNA的检测灵敏度为10-7 μM。另一方面，半巢式SYBR Green I荧光定量qRT-PCR可分别将5份实验组和对照组准确区分，基本可说明本方法特异度良好，本研究结果与以往类似miRNA高效检测方法研究[22]在精确度、灵敏度和重复性方面的表现基本一致，可实现miRNA的精准检测。
虽然本研究仅检测了I型DENV的一个miRNA，也未直接省略核酸提取步骤而直接在样本中检测，但是通过建立半巢式SYBR Green I荧光定量qRT-PCR检测I型DENV的miRNA的方法，一方面验证了该方法具有较高的灵敏度、特异度和可重复性；另一方面说明了直接在DENV感染者外周血中检测DENV的miRNA表达是可行的。这将大幅提高SYBR Green I荧光定量qRT-PCR法检测病原微生物的效率并降低检测成本。
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