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2000年东莞市麻疹病毒流行株基因型分析

朱建琼彭志强 雷满根王红郑少敏李润深陈清叶临湘 R爿

【摘要】 目的 了解东莞市麻疹病毒(meaSks“ruS，Mv)流行株的基因型。方法2000年4～7

月间东莞市发生有55例患者的麻疹流行，采用逆转录．聚合酶链反应(RT．PcR)方法直接检测麻疹病

人急性期唾液中的麻疹病毒核糖核酸(RNA)的N基因和M基因，对任意选取的5份RT—PcR阳性标

本和疫苗株沪一19l的N基因扩增片段进行核酸序列测定，并进行序列系统树分析。结果用RT—

PcK方法直接检测的阳性率为87 3％；用血清抗一Mv-IgM ELIsA方法抢测的阳性率为70．9％，抗一

Ⅵv-IEM阴性的病人唾液中有68 8％的标本MV—RNA阳性。序列分析结果表明此流行株的基因型

与世界麻疹病毒流行株不同，差异为l 4％～11 7％，可归属于H基因型。结论2000年东莞市麻疹

病毒流行株核酸序列完全相同．为H基因型，说明本次流行的麻疹病毒具有同源性，来源于同一传染

源。
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长期以来，麻疹病毒(measles vin】s，MV)一直

被认为是遗传稳定的病毒，只有一个血清型，因而对

麻疹病毒基因型的研究多集中在引起严重的神经性

疾病的麻疹病毒的基因特征。欧美等国家近年来的

实验结果表明，麻疹病毒野毒株基因存在多个谱

系。“，我国麻疹病毒流行株的基因分析结果显示麻

疹病毒存在不同的基因型【“。我国南方地区麻疹

病毒的基因分析尚未见报道，为此，我们采集了广东

省东莞市麻疹病人急性期的血清、唾液，采用逆转

录一聚合酶链反应(reverSetranscrjpt—p01”1erase
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chajn reaction，RT_PCR)方法直接扩增麻疹病毒核

酸(Mv—RNA)，并进行基因型分析。

材料与方法

1．标本：2000年4～7月在东莞市发生麻疹爆

发，对55例疑似麻疹病人采集病人急性期咽拭子

(即唾液)、血清，采集的咽拭子置于2 ml 0．8％生理

盐水中，标本采集后置一20℃保存备用。

2标本处理：使用RNA一步样品处理试剂盒

(华美生物工程公司产品)，咽拭子于2 ml盐水中反

复挤压后弃去，4 000 r／min离心后弃上清，沉淀中

先后加入200“l变性液A和50“l氯仿：异戊醇

(24：1)，充分震荡混匀，14 000 r／hin离心10 min。

小心倒去液体，加入400”1 75％乙醇，颠倒混匀，

14 000 r／min离心5 min，弃去上清，在滤纸上沾干
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残留部分，65℃烘箱烘干。得到的RNA沉淀可直

接用于RT—PcR反应，或放置一20℃待用。

3．抗一MV．IgM测定：使用中国药品生物制品检

定所生产的抗一MV—IgM ELISA试剂盒，实验按说

明书进行。

4．RT．PcR：本次实验所用引物的设计依据文

献⋯，麻疹病毒核蛋白基因(N)引物：N1、N2R、N3、

ⅥR；麻疹病毒基质蛋白基因(M)引物：Ml、M2R、
M3、M4R(表1)。

表1 RT—PcR所用Mv．H、M基因引物结构

引物 位置 序列(5√) 嘿≯

5使用RT_PcR酶混合物(华美生物工程公司

产品)，取上述得到的标本RNA，每管加入RT_PCR

酶混合物2 pl，20倍反应缓冲液(无M酽+)1．5 Jzl，

氯化镁(MgCl2)(25 mmol／L)2 pl，三磷酸脱氧核糖

核苷(dNTP)(10 mmol／1。)3“l，上下游引物(Ml，

M2R；Nl，N2R)各O．5“l，无核酸酶H20补充至

30“l，混匀离心，37℃反转录30～60 min，得到的

cDNA即可进行KR扩增，95℃2 min后再进行30

次(94℃30 min，55℃1 min，72℃1 min)循环扩增。

6二步PCR扩增：取RT．PcR产物5一，使用

高保真PCR试剂盒(大连宝生物工程公司产品)，加

人5“l lO倍反应缓冲液，Mgcl2(25 mfml／L)4“1，

dNTP(10“皿01／L)4扯l，上下游引物(扩增M基因

用M3，M4R；扩增N基因用N3，N4R)各l“l，耐热

DNA聚合酶O．5 Ml，加水至50 p1，混匀离心后，95℃

2 min后再进行30次(94℃30 min，55℃1 mm，

72℃l mtn)的循环扩增。每次同时取卫生部上海

生物制品研究所生产的冻干麻疹活疫苗株沪一19l

(批号20001051)用0．8％盐水稀释成病毒量为3．5

TCID∞／m1，每次取10“l做阳性对照，取双蒸水做

阴性对照。

7电泳分析：用pH 7．2的电泳缓冲液制备的

2％琼脂糖凝胶，取二步PCR产物5 pl电泳(5 v／

crn)，电泳后溴化乙锭染色20 min，紫外灯下观察凝

胶。

8核酸序列的测定：对疫苗株和任意选取的5

个RT—PCR阳性标本的扩增产物回收纯化，送中山

医科大学安达生物技术公司针对N基因和M基因

进行正反向测序。

9．计算机分析：采用美国DNA汀AR软件

MegAlign程序o⋯，依据目前各基因型的代表株的N

基因1234～1516核苷酸序列为对照，做序列系统树

分析。

结 果

1．抗一Mv—IgM ELIsA检测结果：55例疑似麻

疹病人标本中，39份阳性，16份阴性，阳性率为

70 9％。

2．RT-PcR检测结果：55例疑似麻疹病人的咽

拭子标本处理液中，48份RT—PCR阳性，7份阴性，

阳性率为87．3％。疫苗株沪一19l和病人标本均可

扩增得到N基因和M基因核酸片段，阴性对照无

此片段。

3疫苗株沪一191和其中2个咽拭子标本处理

液N基因293 bp的核酸序列测定结果如图l。5份

标本的核酸序列完全相同，属同一流行株，但不同于

疫苗株沪一191。M基因的154 bp中，流行株有5 bp

不同于疫苗株，其中有义突变3处，3 584 bp处G—

C，引起氨基酸改变w—c；3 595 bp处c，T，引起

氨基酸改变T—M；3 702 bp处和3 704 bp处A—

G，引起氨基酸改变K—E。流行株N基因的突变数

较多，293 bp中，有18 bp不同于疫苗株，其中有义

突变9处，引起8个氨基酸发生突变。其中1408处

G—A，引起氨基酸改变G—S；142l处G—A．引起

氨基酸改变A—D。

4．依据N基因1234～1516核酸序列，将东莞

市5株麻疹病毒流行株与麻疹病毒疫苗株沪一19l

以及各基因型的代表株做序列系统树分析，如图2。

结果显示东莞市麻疹病毒流行株明显不同于以前的

流行株的基因型A、B、C、D、E、F、G，N序列与世界

其他地区流行株的差别为1．4％～11 7％，与1993

年湖南麻疹病毒流行株以及1995年大连麻疹病毒

流行株核酸序列相近l“，可归属于H基因型。

讨 论

2000年4月29日至7月2日东莞市发生麻疹

爆发，患者以成人为主，太多数为外省来东莞市2～
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； c；cAGAcAAGcccAAGTATcATTTATAcAcGGT∞TcⅣLAGTGAG
j c{cAgn品e§cc‰￥ct&r；t，；AcicG3t蛊dk0，矗
{ ：ccAGAcAAGGcCAAGTcTcArmTAcAcGGTGMCA^AGTGAG
3 L
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l AAjGAGCTACCGAcATTGGeGGGCA^GGAAGATAGGAGcGT￡AAA
2 N E L p R L G G K E D R R v K

3 AATGAGclAcCGGGATTGGGGGGcAA6GAAGATAGAAGGGT口妣
‘A^1’GA8C=AcCGGGATTGGGGGGcAA6GAAGATAG^AGGGTCAA^
5 G

132{ 13 3 9 13 64
I I I

l cAGAGTcGAGGAGAAGCCAGGGAGAGCTACAGAGAAAcCGGGcCc
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1 cAGAGTcGAGG粥AAACCAJ3GG^GA^CTcCAGAGAAAcCGGGcCC
；CAGAGTcGAGGGGAAAcCAGGGACAACtCC^GAGAAACCGGGCCC
S N

．36§ l 3 B4 1]99

二 AGcAGAGcAAGTGA：GcGAGAGCTGCcCATCTTCCAAC∞GCAcA
2 S R A S D A R A A H L p T G T
3 AGcAGAGcA^GTGATGCGAGAGCTGCc￡^TCTcCCAACCAGCACA
4 A0cAGAGcAAGTGAT6cGAGAGCTGcCC时CTcCCAAcC^GCACA
， S

J4l{ 1 429 1454
I I I

二 cCCc：AGCCATTGACAcTGcATcGGAGTCCAGCCAAGATcCGCAG

j：。；c。2。。2cA知。2c^：，。‰，{。孟。矗。蓝c矗AG‰。‰船
{ cCcccAoACATTGAcACTGCATcGGAGT^cAGcCAAGA^CCAcAG
5 D Y E

二日5 9 1474 14a9

二 GACAST：GAAGGTC虬cTGACGCCcTGCTTAGGC％CA娟cCATG
2 3 S R R S A D A L L R L O A H

! eAcAGTc0AAoGTCAGcTGACGC?CTGcTcAGGCTGc4AGcC^TG
{ GAcAGT=GAAGG?CAGcTGACGcCCTG=TcAGGC?GcA^GCcATG

i504 1519

． 0CA。GA^=C{CeGAAGAAC^AGe

! SChGGGATCCTGGAAGA^CAAGG
； 6CAGG·鼢TCCTGGAAGAACAAGG
； L

圈中黑悼字为不r可的棱苷酸或氯基鲠

围l MV疫苗株沪19】与东莞市流行株I)GIChir】a2000、

D02china20(10的N基因293bp核酸、氨基酸序列比较

3个月的打工者，从同一批病人血清和咽拭子处理

液标本的检测结果来看，RT_PCR法敏感性要高于

血清抗体的ELIsA检测方法。按照卫生部对麻疹

的诊断标准，具有麻疹的临床症状且血清抗一MV—

IgM阳性方可确诊为麻疹，因此，目前采用RT—PCR

方法检测，其结果仅作为参考。另外，PCR产物可

以进一步测序【{一，进行麻疹病毒某些基因序列的分

析，为病毒株的变异和基因分型提供信息。率次流

行株核酸序列完全相同，说明为同一传染源，传播途

径为病人间的密切接触。这一结果说明本流行期内

的麻疹病毒几乎是同源的，在持续的人与人传播的

过程中几乎不发生基因变异。

尽管麻疹病毒被认为是单一血清型别，但是序

列分析表明，存在着截然不同的麻疹野病毒基因型

并共同在人类中传播，多样性程度最高的是N基因

C端的450个氨基酸，在编码病毒的6个基因中，H

基因和N基因是变异晟多的两个。故设计引物扩

增M基因一端相对保守区的序列，以明确麻疹的诊

断；N基因编码产物c末端是高变区，设计引物扩

增片段为高变区侧翼的相当保守区。此次流行株的

N基因明显不同于疫苗株(Edrnonston株)。

氨基酸457～476(核苷酸1370～1429)是B细

胞袁型位点，此区段中的氨基酸变化可能引起麻疹

病毒的抗原性变异，东莞麻疹病毒流行株N基因

1408处G—A，引起氨基酸改变G—S；142l处G—

A，引起氨基酸改变A—D。这些氨基酸的变异到底

在多大程度上影响麻疹病毒的抗原性尚需进一步研

究，资料显示目前麻疹病毒的基因型的变化尚未影

响到麻疹疫苗的效果13J。

圈2 依据N基因1234～15 J6核酸序列，东莞市麻疹病毒

流行株与世界其他地区麻疹病毒流行株(N基因

f毛nebank号)及疫苗株核酸序列的系统树分析

目前，麻疹病毒分子流行病学的研究尚不够深

入，主要原因是培养保存较困难而不容易获取材料，

尽管应用EB病毒转化的狨猴淋巴细胞样细胞株

B95a提高了病毒分离的成功率，但从细胞培养中分

离麻疹病毒仍然是比较困难的，而且，对麻疹的诊断

通常依据临床症状和血清学的确诊，一般得不到用

于病毒分离或基因鉴定的标本．所以在实际工作中

要逐步采用R■PCR的方法来迅速确定病毒基因

型和提高检测灵敏度。在病原体的分型上，基因型

与表型相比，有更直接、更稳定、分辨率更高的特

点【4 J，研究人员找到病毒的起源地和流行途径，并

及时监测病毒流行株，为麻疹控制策略提供强有力

的支持。虽然序列分析并不能完全确定麻疹病毒株

的地理起源，但可以确认不同流行期、不同地域的麻

疹病毒株的关系及鉴别优势的、固有的毒株。在全

球根除麻疹的这一战役中，分子流行病学调查将会

及时准确地反映出各国的实际状况，以利于提出最

佳的免疫策略，最终消灭麻疹。

 



参考文献

主望煎篮宣芏盘查2迦!至!Q旦墨丝鲞墨§塑￡!班』生!盘婴i坌j，鱼丝竖!业!：!鱼!：2；：!竖-5

1 Jm L．Rk}础A，Brown TJwG．D帆l印ment。f a dLIa】targd—PcR

fof del∞【m arId c}蚰cter如non of measl矗imsm cImlc副

s雕㈣Mdccular and CelIular PrDk，1996．10 19l-200

2葛力，儿N Ll，邵燕．等．1995年大连麻疹病毒流行株的部分基因

分折中华微生物学和免疫学杂志，1999，19：9．12

3李永明，赵玉琪，主编实用分子生物学方法手册北京：科学出版

社，1999 274—28l

4 JIn L．SunⅥ．GeI』．ec d Ch啪c泔叫10nof⋯ge∞type of

m郫lcs vIrL】s det瞳ted m ChIIla and EflgⅢ E口d哪!10l Infect。

1998．121：691_6盯

(收藕门期：200l_01．30)

(本文编辑：尹廉)

卢龙县1998年婴幼儿轮状病毒腹泻的

流行病学和病毒血清型调查
R_51 B

唐景裕方肇寅郝玉军扬辉宁剑 齐锦赵振海章菁胡海宽

轮状病毒是引起婴幼儿腹泻的重要病原之一，由其引起

的腹泻也是儿童疾病引起死亡较多的一种。为做好婴幼儿

旺泻的预防，国内外正在积极研制轮状病毒疫苗“一。调查轮

状病毒腹泻流行病学及病毒血清型分布状况对于今后实施

疫苗免疫有重要的意义。我们选择卢龙县作为凋查点。对

该县县医院、妇幼保健院收治的婴幼儿腹泻患儿进行流行病

学调查并采集粪便样本进行轮状病毒分离、鉴定和血清分

型。现将结果报告如下。

l材料与方法：(1)样本采集及流行病学调查：1998年

12月至1999年1月由调查组人员专门到县医院和妇幼保健

院采集样本．送中国预防医学科学院病毒学研究所进行检

测，采集样本同时进行流行病学调查，填写调查表。(2)轮状

病毒检测：采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法(PAGE)，简言之，取

0．3州粪液样本，经酚提核酸垂直板型电泳后硝酸银染色，

观察轮状病毒核酸带。(3)轮状病毒血清型分型方法：采用

酶联免疫吸附试验(ELISA)和聚合酶链反应试验(PcR)。

EuSA分型用单克隆抗体，购自日本Serot％株式会社，方法

详见文献【2 J。对ELIsA分型结果不明确样本再用巢式PcR

方法分型。

2结果：(1)流行病学调查结果：经确诊的47例轮状病

毒腹泻患儿，男性28例，女性19例，男女之比为I：0．68。年

龄最小为2月龄，最大为24月龄，平均为9 3月龄。临床症

状：发热25例占53 2％，呕吐38例占80 9％，伴有呼吸道症

状2侧。(2)轮状病毒RNA电泳检测结果：本次调查中采集

的120份婴幼儿腹玛样本。经用PAGE检测，P(’R证实，结果

轮状病毒阳性47份占39 2％．RNA电泳型均为长型。核酸

电泳带呈4212(即基因节段7、8、9紧靠一起，形成一条带)和

4222(即基因节段7、8紧靠一起，与基因节段9稍分开)两种

作者单位：066400河北省卢龙县卫生防疫站肠道病毒室(唐景

措、邦玉军、宁剑、赵振海、胡拇宽)；中国预防医学科学院病毒学研究

所眄遭病毒组(方肇寅、杨辉、齐锦，章菁)
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类型，其中4212电泳型占57％，4222型占43％。(3)轮状病

毒血清分型检测结果：血清3型29例占6l_7％，血清1型17

例占36 2％，血清4型3例占6，4％，混合感染2例(血清型

l+3和l+4)。(4)轮状病毒不同血清型在发病时间上的分

布：涸查结果表明，轮状病毒血清3型主要出现在1998年的

12月中旬和1999年1月中旬。分别占32 14％和35．71％；而

血清l型主要分布在两年度的12月下旬和1月下旬，分别

占28 57％和42 86％。不同血清型在不同月龄患儿的分布

情况：血清3型主要分布在8～12月龄的患儿，占78 57％；

而血清l型各月龄的患儿分布差别不大。

3讨论：A组轮状病毒主要引起婴幼儿腹泻，病毒基因

组有11个节段，利用PAGE可分为长型和短型，根据11个

节段的排列还可分成不同类型。本调查中47株轮状病毒均

为电泳长型，其核酸排列主要为4212电泳型，这种类型的电

泳型在本县1987年的轮状病毒监测结果中未发现过，在国

内其他地区报道也较为少见。

国内方肇寅等”报遭，我国1982～1998年全国16个地

区1 830株轮状病毒分型结果，血清l型占58 4％，2型占

18 7％，3型占8 1％，4型占1 9％。而本次调查表明，较少

见的血清3型在卢龙县占61．7％，为优势株，这在国内少见，

值得流行病学工作者注意，我们将继续在这方面进行跟踪调

查。
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