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广东省江门地区登革病毒分离株的

鉴定及结构蛋白序列分析
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【摘要】 目的 对广东省江门地区!""#年夏、秋季一批发热、出疹患者进行确诊，并从分子水平
分析流行株的可能来源。方法 分别采用免疫荧光、细胞毒力、乳鼠毒力实验以及逆转录$聚合酶链
反应（%&$’(%）技术进行病毒鉴定，并对其结构蛋白基因序列进行克隆、测序及同源性搜索。结果

)*份患者血清登革病毒（+,）-./抗体阳性率为0*1（)2／)*），-.3抗体阳性率为401（!!／)*），最高
抗体滴度均可达#526"。所得病毒可致(2／)2细胞病变，具有乳鼠神经毒力；其结构基因序列长度为

!)!478，编码**6个氨基酸；与其他登革!型病毒株&9,"#、3+"2／0)、:3(、66、&;:<、"6、3+"=／0=
及9#进行比较，其核酸序列同源性（1）分别为0=、02、06、06、0!、0!、0!、0#。结论 !""#年江门地区
登革热流行为登革!型病毒感染所致，推测其可能是输入性传染。
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!""#年=!##月，广东省江门地区发生一批发
热、头痛、肌痛、关节痛及皮疹伴瘀斑症状的患者，为

确定其致病病原，探讨其可能的传染来源，对该病进

行了病原学及血清学调查研究以及进一步的分子生

物学研究。调查结果报道如下。
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)2细胞由本所微生物室传代保存。实验中所用的
反转录酶、&@T酶、8/+#=& 载体均购自大连

&@W@%@生物公司。

!O病毒分离：!""#年=!#"月，于广东省江门
市和新会市登革热流行现场收集患者血清标本共

)*份，取广东简写（3+）及分离年份（!""#），依次编
号为3+"#／!""#!3+)*／!""#。经6X低速离心取
其上清，采用(2／)2细胞微量法分离病毒［#］。

)O免疫荧光试验：常规法制备抗原片，进行间接
免疫荧光染色。以被检血清#5!"稀释，荧光“"”以
上判定为阳性。
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!"乳鼠毒力试验：将接种病毒（阳性标本）后处
于病变“!”期的#$／%$细胞冻融&次经!’()))
*／+,-离心.)+,-，取上清约)")&+/进行乳鼠脑部
注射。

("型别鉴定：从细胞病变（#01）阳性标本中随
机取%份，提取病毒234，分别用本微生物室设计
的通用引物及内引物［&］进行逆转录5聚合酶链反应
（2650#2），鉴定本次病毒感染的型别。

$"结构基因的扩增：经鉴定为登革&型病毒后，
用0*,+7*软件，参照登革&型病毒新几内亚#（38#）
标准株设计两对引物（表.），选取所分离的具有乳鼠
毒力的.9号标本（8:.9／&)).）进行扩增，分别扩增
其1基因及#;基因，用改良的碘化钠法提取病毒

234［&］，采用常规方法进行反转录获得其<:34。取

<:34.)!/，.)=0#2缓冲液(!/，正向引物、反向引
物各&!/、>360!!/、6?@:34聚合酶&A，补充水至
总体积()!/进行0#2扩增。反应参数为：9(’
(+,-，然后9!’$)B，((’$)B，C&’9)B，共%(次循
环，最后一次循环后C&’延伸.)+,-。

表! :D5&型2650#2引物序列及位置

基因型 引物
引物位置
（EF）

引物序列
（(’"%’）

扩增片段
长度（EF）

1基因 0. 9&$"9!% 888864###66#44
684#4468#866 .$)(

0& &(.&"&(%.8#6#64848#688668844#66464668

#;基因 0. %)"!G #48466#6668488
848# 9$%

0& 9CC"99% 8#66##6##68444
###

C":34片段的克隆测序：扩增片段经0#2
H*?I+7-J27<KL7*MN,J试剂盒回收后，直接与

F;:.G6载体连接，转化O;.)9宿主菌，涂布含氨
苄青霉素、P068和Q5I?/的RS平板，%C’培养过
夜，挑取白色菌落经 0#2 和酶切鉴定后，送往

6?N?2?公司测序。

G"序列同源性分析：利用 3#SPSR4T6-对

87-7S?-U基因数据库进行同源性检索。并利用

#/VBJ?/Q和6*77D,7W软件绘制其与国际参考株泰
国株6X3YG.／9%［%］、.$$G.［!］、38#［(］、澳大利亚株
（6DT).）［$］、.9G(年海南省流行株)!株、.9G9年海
南省流行株!!株［C］及广东分离株8:)$／9%、8:)G／

9G的系统进化树。

9"编码蛋白结构分析：利用:34TPT&"(软件
预测其编码的氨基酸序列，并利用436Y102Z6
!"%软件对其编码蛋白特性进行分析。

结 果

.":D抗体检测：应用:D."!型混合抗原片，
经免疫荧光法检测全部%C份标本，PI;抗体阳性率
为9C[（%$／%C），PI8抗体阳性率为(9[（&&／%C），
阳性样本的最高抗体滴度均可达.\$!)。

&"病毒分离：%C份血清标本分别接种#$／%$细
胞，盲传至第%代后，其中.)份标本出现细胞肿胀、
融合、破裂等#01现象，#01阳性率达&C[（.)／%C），

.)份标本PI;染色均为阳性。取其中&份阳性标本
接种&日龄乳鼠，持续传代后，乳鼠出现较为典型的
感染症状，表现为接种后%"!天拒奶、双下肢麻痹、
抽搐、侧卧、死亡，传至第(代后乳鼠规律发病。

%"型别鉴定：:D通用引物及内引物2650#2
扩增，分别获得!.%EF及.G9EF的片段，与预期结果
相符，证明本次感染为登革&型病毒。

!"结构蛋白基因序列测定结果：8:.9／&)).病
毒结构基因在其全序列中的位置为9C"&!&&EF，
我们所设计的:D&型结构蛋白基因引物扩增的序
列完全覆盖了这一区域。测序结果表明此:D株结
构基因序列长度为&%&(EF，编码CC!个氨基酸。

("同源性检索结果：8:.9／&)).与6TD).株
核苷酸同源性最高，达9G[。其次为与8:)$／9%、

38#、!!、6X3YG.／9%、)!、8:)G／9G及T.进行的比
较，其核酸序列同源性（[）分别为9$、9!、9!、9&、

9&、9&、9.；其相应的氨基酸序列同源性（[）分别为

9G、9C、9C、9C、9$、9$、9(、9$。用#/VBJ?/Q软件采用

35O法构建其系统进化树（图.）。

图! :D分离株8:.9／&)).的系统进化树

$"8:.9／&)).结构基因编码蛋白的结构分析：

436Y102Z6!"%分析结果显示，其编码蛋白分子
量为G$、.G$"9.$:?，其中包含三个糖基化位点：

&G%".G$（3T6T），%!C"%()（3666），!%%"!%$
（3:68），它潜在的信号肽断裂位点可能存在其第

&CG个氨基酸处。
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讨 论

登革热是我国南方常见的一种虫媒病毒病，特

别是近几年来连续在我国南方部分省区呈爆发性流

行，对人民的身体健康及经济建设造成了很大影响，

而对于我国究竟是否存在!"的自然疫源地目前仍
无明确的结论。因此，对不同地区流行株的分离、鉴

定，进而比较不同地区、不同时间!"流行株的遗传
差异，对于了解新毒株的表性特征、追踪其地域来源

以及认识登革病毒的进化过程、变化趋势具有重要

的意义。比较本次分离的毒株与我们分别于#$$%
年在佛山及#$$&年在南海分离到的毒株的结构基
因序列发现，它们的相似性分别为$’(及$)(，其
相似性反而低于与澳大利亚分离株*+",#的同源
性（$&(），这与以前我们对广东地区不同流行株

-+#非结构蛋白的分析结果相似［&］。据此推断此
次江门地区登革热的流行可能是输入性传染。
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·小辞典·

地理信息系统

杨晓红

地理信息系统（<8F<=5J?@G@6IF=E5C@F6>9>C8E>，O;+）是用于
采集、存储、处理、分析和显示地理空间数据的计算机系统。

#.O;+的特点：),世纪’,年代，加拿大的UF<8=和美国
的!H568从不同角度提出了O;+。#$3)年第一个具有实用
价值的O;+———加拿大O;+投入运行和使用。O;+技术的基
础是两个成熟的软件技术：数据库管理系统（!:K+）和计算
机辅助设计（TA!），并附加上对空间数据的管理和分析功
能。它是将计算机化的制图系统和数据库管理系统联结起

来的系统。O;+的各种工具可以进行统计、画出缓冲区、将
不同的地理对象进行拓扑叠压、从不同的地理对象中划分空

间特征及根据具体的性质选择特征。与传统的主要用于数

据储存、处理和检索的数据库管理系统相比，O;+是一个空
间型的信息系统，具有对空间数据的处理能力，并能将空间

数据与属性数据相联结，与用于显示的计算机辅助制图

（TAK）相比，它不仅具有一般的图型形式显示空间数据的能
力，而且具有对图型的分析能力。

).O;+的组成：O;+以计算机系统为基础，由计算机硬件、
软件、数据和用户四大要素组成。计算机硬件系统包括执行

程序的中央处理器（T4W）、保存数据和程序的存储设备、数据
输入、显示和输出的外围设备（如显示器、打印机等）。软件是

支持数据信总的采集、管理、再现和回答用户问题的计算机程

作者单位：0,,,%&重庆，第三军医大学高原医学系医学地理学
教研室

序系统。数据是系统分析和处理的对象，也是构成系统应用

的基础。用户则包括系统的开发、管理和使用人员。

%.O;+的数据：O;+中的数据可分为空间数据和属性数
据。空间数据又称地图数据、图形数据、空间信息，描述的是

地理空间实体的位置、大小、形状、方向等几何特征，以及与

相邻物体的拓扑关系，由点、线、面组成，如地图、工程图、规

划图、航空与遥感影像等。属性数据也称属性信息，是定义

空间数据或特征所表示的内容，描述该空间现象的其他特

征，如地形地貌、温湿度、降雨量、土地利用、居住人口、动植

物种类及其密度等。所有数据必须转换成数字化形式。

0.O;+的功能：作为自动信息处理和分析系统，O;+具有
以下几大功能：!数据采集：主要用于获取数据，包括现成的
数字化数据、人工编码、数字化地图等，并保证数据在内容

上、空间上的完整性和一致性；"数据整理：包括数据核查、
纠错、格式化和转换等；#数据存储：将不同来源、不同属性
的数据以恰当的形式存储于数据库中，以方便查询和分析；

$数据查询：以特定的请求来再现数据信息；%空间分析：进
行数据的地理操作和转换及统计分析，如缓冲区分析、空间

插值分析、叠置分析、领域分析、网络分析等；&结果展示：通
过屏幕、打印、拷贝等形式来展示O;+所产生地图、图像、表
格等多种形式的结果。因此，通过O;+能获得以下信息：对
象定位、特定条件、变化趋势、空间模式及模拟结果。
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