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上海地区2005年麻疹流行株基因特性分析

李淑华 倪政 居丽雯 中惠国 谈逸云 蒋露芳 周连娣 林玉尊 郑英杰 姜庆五

【摘要】 目的 了解2005年上海部分地区麻疹暴发流行株的基因型别和特性，加强麻疹病毒学

监测。方法采集暴发麻疹患者咽拭子标本分离病毒，通过RT—PcR扩增麻疹病毒N基因C末端

450 bp核苷酸并进行序列测定，与GenBank中麻疹病毒各基因型参考株及国内其他地区的麻疹分离

株进行基因比较。结果 从10例麻疹患者的咽拭子标本中共分离麻疹病毒4株，均属H基因组H1

基因型，型内变异O．7％～1．3％。与Hl型代表株china93—7的基因同源性为98％～98．2％；与H2基

因型代表株China94一l的基因差异为6．4％～6．9％。与A型代表株Edmonston的基因差异为6．7％～

6．9％；与中国麻疹疫苗株Shanghail91的基因差异为7．6％～8．0％，与国内其他地区麻疹流行株基因

差异为O．2％～3．7％。结论2005年上海部分地区麻疹暴发是由H1基因型病毒引起，为中国本土

流行株。

【关键词】麻疹病毒；基因型；序列分析
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【Abstract】 Objective To ascertain the genetic characterization and genotype of measles viruses

is。lated in Shanghai region，in 2005． Methods Measles virus was isolated from throat swab specimens

c011ected from suspected measles cases and 450 bp fragment of C terminus of nucleprotein(N) gene was

amplified by RT—PCR．Sequence analysis was conducted to ascertain the genotype and to compare the

difference of nucleotide with other measles virus strain Dublished in GenBank． Results 4 me8sles viruses

were isolated from 10 throat swab specimens，and the sequence analysis indicated that they belonged to H1

genotype．The homogeneity of 450 nucleotides in the C terminal of the N gene was at 98％ 98．2％ as

compared to H1 genotype(China93—7)．They differed from genotype H2(China94—1)at 6．4％一6．9％and

from genotype A(Edmonston)at 6．7％6．9％，from measles vaccine(Shanghail91)at 7．6％一8．0％．

They differed from the other measles viral strain is。lated in China in 1993 2005 at 0．2％一3．7％．The

variation within 4 isolated measles viruses was at 0．7％一1．3％．ConcIusion It was H1 genotype measles

viruses，which are the native viruses in China that 1ed to the outbreak of measles in Shanghai，in 2005．

【Key words】 Measles virus；Genotype；seqence analysis

近年国内不少地区报道麻疹的暴发，并出现小

年龄组与成人组的麻疹病例。以往人们一直认为麻

疹病毒(MV)只有一个血清型，遗传稳定，抗原性单

一。但从20世纪80年代以来，国内外陆续报道从

不同地区感染患者分离到的MV存在基因差异，截

止2003年10月，依据wHO对病毒分类及基因型

命名的标准，将MV划分为8个基因组(A～H)，共

22个基因型。不同的MV基因型被限制在或多或

少的地理区域。国内于1993年开展MV流行病学
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监测，1998年第一次报道中国麻疹野病毒的分子流

行病学资料⋯，经过10年的监测证实H基因组H1

基因型MV为中国本土流行株，至少分布于全国19

省以上的广大地区，且其中的Hla亚型为中国的优

势流行株旧J。2005年上海市部分地区麻疹暴发，为

了更好地了解目前上海市麻疹流行株的基因特性，

加强Mv流行病学监测，我们对本次暴发的Mv进

行了分离鉴定，同时对其基因序列与国内外其他地

区的分离株进行了比较。

材料与方法

1．MV分离：2005年4—5月，采集暴发高峰期

疑似麻疹病例咽拭子标本10例，保存在2 ml MV标
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本运输液(含5％牛血清、终浓度2000 U／ml青霉

素、200弘g／ml链霉素和25 U／ml制霉菌素的细胞培

养液)中，4℃冷藏，经抗生素处理过夜后接种已培养

长成单层Vero—sLMA细胞，37℃培养7 10 d，观察

细胞病变(cPE)。cPE(+)连续传代5代，建株，并

经麻疹单克隆免疫荧光抗体(IFA)进行病原学鉴

定，CPE(一)者继续传代3代仍为阴性弃除。实验

所用Vero．sLMA细胞为wHO推荐的分离Mv细

胞，由复旦大学公共卫生学院公共卫生安全重点实

验室提供。IFA试剂盒购于Chemicon international

公司。

2．MV基因型的鉴定标准方法¨o：WHO要求鉴

定麻疹基因型别至少要扩增和序列测定N基因c

碳末端450 bp，或者扩增测定整个HA编码区的序

列，如果与标准基因型参考株序列比较，N基因C

末端450 bp差异超过2．5％，或HA基因差异超过

2．0％，则为MV新基因型。

3．RNA提取：抽提经Vero—SLMA细胞培养的2

代标本病毒RNA，同时抽提来自于上海生物制品研

究所生产的麻疹疫苗(shanghail91)RNA，疫苗批号

为20050501303。RNA抽提试剂为上海invitrogen

公司的TRIz0L—LS Reagent。

4．设计引物：检索麻疹N基因序列，设计l对

引物，扩增N基因C末端450 bp核苷酸序列，上游

引物P1：5 7一TAG GGC AAG AGA TGG TAA GGA

G一37(1198～1219 nt)，下游引物P2：5 7一TGT GTG

GAC CTG GTT CCT AAG一3 7(1745～1765 nt)，扩

增产物长度568 bp。

5．RT—PCR：采用美国Promega公司的Access

RT—PCR System Kit，RNA为模板，反应体系为：5×

Reaction buffer 10肛1，MgS04(25 mmol／L)2弘l，

dNTPMix(10 mmol／L)1肛l，上游引物(50弘mol／L)

和下游引物(50 pmol／L)各O．5弘l，AMA逆转录酶

(5 U／肛1)1肛l，TflDNA聚合酶(5 U／弘1)l pl，总体积

50“l。37℃逆转录30 min，95℃、5 min变性，94℃

30 s，62℃30 s，72℃90 s循环40次，72℃延伸

5 min。扩增产物经回收纯化，送上海Invitrogen公

司及上海基康公司进行序列测定。

6．基因序列分析：在NCBI基因库中检索

1993—2005年发表的中国各地区分离株N基因C

末端450 bp核苷酸序列，wHO麻疹N基因分型参

考株，以及其他国家分离的同型MV株，采用

MEGA 3．1软件对所需序列进行核苷酸同源性分析

和基因亲缘性关系分析。

结 果

1．MV分离与鉴定：对10例疑似麻疹病例咽拭

子标本进行病毒分离，有4份标本出现CPE，分别来

源于3、4、8、9号标本。经麻疹单克隆免疫荧光抗体

(IFA)鉴定，可见细胞周边分布的阳性荧光颗粒，证

实所分离到的4株病毒株均为Mv。按wHO麻疹

野病毒的命名标准¨]，分别命名为MVi／shanghai．

cHN／18．2005／3，MVIi／shanghai．cHN／18．2005／4，

MVIi／shanghai．cHN／18．2005／8，MVIi／shanghai．

CHN／18．2005／9。以下简称为05—3MV，05—4MV，

05_8MV，05—9MV分离株。

2．RT—PCR结果：经1．5％琼脂糖凝胶电泳观

察，4株分离株及2株疫苗株均可见568 bp目的基

因条带。

3．基因型别鉴定：序列分析表明，4株分离株基

因序列不完全相同，05—4Mv，05—9Mv基因序列完全

相同，与05_8MV的基因相差3 bp，基因差异为0．7％

(447／450)，与05—3MV的基因差异6 bp，为1．3％

(444／450)。4株分离株与麻疹疫苗Shanghail91基

因相差34～36 bp，为7．6％～8．O％。

4株分离株及麻疹疫苗与麻疹N基因参考株构

成基因进化树如图l所示，图中各基因型代表株各

自构成分支，4株分离株与H基因组H1基因型代

表株China93—7分在同一基因型分支，基因同源性为

98％～98．2％(441～442／450)。与H2基因型代表

株China94—1的基因差异为6．4％～6．9％；与A基因

型代表株Edmonston基因差异为6．7％～6．9％；与

其他18个基因型代表株中WTF(c2)的基因差异最

大，为10．7％～“．1％。按WHO推荐的分型标准，

此次分离的4株Mv株属于H基因组Hl基因型。

同理麻疹疫苗Shanghail91与A基因组代表株

Edmonston分在同一基因型分支，基因同源性为

98．2％(442／450)，属于A基因型，与H1基因型代

表株China93—7的基因差异为7．3％。

4．分离株与国内麻疹流行株基因比较：

GenBank共检索国内各地区不同年代的麻疹流行株

34株，其中山东(SD)5株，河北(HB)2株，湖南

(HN)5株，北京(BJ)3株，安徽(AH)4株，浙江(ZJ)

7株，宁波(NB)8株，除BJ94—1(H2)，SD93—5(A)外，

其余32株均为H1基因型。许文波等陋1报道H1亚

型根据型内2％的变异又可划分为H1a、Hlb、Hlc。
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已报道‘2o山东SD93—2、SD93—4，安徽AH98—1、

AH98—2、AH99—3、AH99—4属于H1基因型中H1a亚

组；湖南HN94—7、HN95—13属于Hlb亚组；山东

SD93 l、sD93—3，河北HB94—2、HB94—3、湖南

HN93—6、HN93—7、HN94—6及北京BJ94—4、BJ94—5属

于H1c亚组。
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图1 4株分离株与各基因型参考株基因进化树

4株分离株与上述34株中国以往麻疹分离株

构成的基因进化树(图2)所示，4株分离株及浙江、

宁波等9株分离株共同与山东、安徽的6株H1a基

因亚型MV构成H1a亚型分支，属于H1a亚型，基

因同源性为98％～99．8％。其中05—4MV，05—9MV，

05 8MV分离株与AH98—1、AH98 2，AH99—3、

AH99—4及NB04—1、NB04 2分离株构成小分支，基因

同源性为98％～99_8％(441～449／450)；05—3MV分

离株主要与浙江ZJ05—4、ZJ05—7、ZJ05—10分离株及

ZJ99—1、ZJ02—2、ZJ03—3、ZJ03—7，SD93—2，SD93—4构成

小分支，基因同源性为98．2％～99．1％(442～446／

450)。

同理，宁波NB05—1、BN05—2、NB05—3、NB05—4、

NB05—5、NB04—3等8株分离株与湖南HN94—7、

HN95—13等Hlb基因亚型病毒构成Hlb亚型分支，

属于H1b亚型，基因同源性为98．4％～99．8％，与4

株分离株的基因差异为2．7％～3．7％。而属于H1c

亚型病毒的山东sD93—1、SD93—3、河北HB94—2、

HB94—3、湖南HN93 6、HN93—7、HN94—6、北京

·
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BJ94—4、BJ94—5等9株MV共同构成H1c亚型分支，

基因同源性为98．7％～99．8％，与4株分离株的基

因差异为1．6％～2．5％。中国的麻疹疫苗株与山东

SD93—5(A)病毒株及A基因型代表株EdmonstOn构

成A基因型分支，基因同源性为98％～99．8％。

BJ94—1(H2)为独立的一支。

分离株

H1a

分离株

分离株

Hlc

H1b

疫“

图2 4株分离株与中国各地区不同年代分离株基因进化树

5．分离株与其他国家分离的H1型Mv株基因

比较：GenBank中，与4株分离株同源性在99．3％

(447／450)以上的毒株共48株，来自中国台湾的18

株、日本7株、美国l株、加拿大3株、澳大利亚4

株、韩国5株、俄国1株、中国内蒙古2株、宁波2

株、安徽3株、山东2株。其中05—4MV、05—9MV与

1993年中国台北的分离株MVs／Taipei．TWN／

11．93同源性为100％；05—3MV与2002年来自于中

国内蒙古的分离株MVi／MGL／26．02，MⅥ／

Ulanbataar．MOG／50．02基因同源性为99．8％。日

本2000年分离株MVi／Toky。．JPN／20．00(s)，与

05_8MV基因同源性为99．8％。

讨 论

2005年，上海市部分地区麻疹暴发，患者大多

为15岁以上成年人及部分未足8月龄的小儿，本市

船厂I乃
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病例以<8月龄和20岁以上年龄组为主，外来户籍

的流动人口分布在20岁以上、8月龄～4岁、<8月

龄及15～19岁年龄组不等，我们选取疫情较重的闵

行区为监测点，从急性期疑似麻疹患者中共采集咽

拭子标本10例，经细胞培养及单克隆荧光抗体免疫

鉴定，共分离到MV 4株，基因型别鉴定为MV H基

因组H1基因型，为中国本土流行株。2005年上海

部分地区麻疹的暴发流行是由中国本土流行株引

起，非境外输入。

由基因进化分析可见(图2)，上海地区2005年

分离的4株MV株全部属于H1a基因亚型，而检索

的浙江省地区MV分离株中9株为H1a亚型、6株

为H1b亚型。已报道旧J，上海市自1999年建立麻

疹病毒学监测，2000—2001年从上海地区共分离

MV 15株，其中12株为H1a，3株为H1b，由此可

见，H1a亚型MV为上海的优势流行株，这与中国

以往乜1及2005年全国其他6省的报道一致H o。

70—80年代，上海的麻疹发病率始终控制在

1／10万以下，发病以5岁以下儿童多见。90年代，

全国麻疹疫情回升，上海市自2001年起麻疹发病率

上升¨j，200l一2004年共报告麻疹暴发73起，262

例，流行特征表现为l周岁以下及15岁以上病例明

显增多，2005年上海地区麻疹病例急剧突增，l一4

月，报告麻疹病例1195例，高于去年同期

1305_88％，与全国的麻疹疫情趋势基本一致。目前

由于缺乏上海及周边地区麻疹流行病学及病毒学监

测资料的支持，还难于阐明4株分离株的传播来源，

但从基因序列分析可见，上海地区的麻疹流行株与

上海以往及中国其他地区的麻疹流行株基因序列没

有明显差异，属于同一个基因型。4株分离株基因

序列不完全相同，至少可能来源于3个不同的传

染源。

同时，基因序列分析表明，中国麻疹疫苗

“Shanghail91”属于A基因组，与4株分离株的基因

差异为7．6％～8．0％，与检索到的32株H1型病毒

株基因差异为7．9％～9．2％。A基因组疫苗与H1

基因型流行株的基因差异是否引起MV的氨基酸

以及抗原性变异以致影响疫苗的免疫效果有待于进

一步研究。近年来麻疹疫情的回升及流行特征的改

变使人们对麻疹疫苗免疫的持久性产生怀疑，因此

有必要加强对MV其他重要结构基因的分子水平

的研究。

与GenBank中其他国家分离的H1型MV比较

表明，4株分离株与来自日本M1、美国o7I、澳大利

亚№]、韩国归]、加拿大n叫等分离株的基因同源性在

99．3％以上，其中05—4MV、05—9Mv分离株与1993

年中国台北的分离株MVS／Taipei．TwN／11．93的基

因同源性为100％。上海是国际交流频繁的大都

市，人口关系复杂，随着国际交往的日益频繁，增加

了国内、外麻疹传播的可能性，在麻疹疫情回升的情

况下，应加强麻疹的病原学监测，避免MV的输入

及输出。

综上所述，2005年上海地区麻疹暴发是由中国

本土流行株Hl基因型MV引起，与中国其他地区

的麻疹流行株基因序列没有明显差异，其中Hla病

毒为优势流行株。MV分子流行病学的监测，对于

分析麻疹的传染源，不同地域问传播途径以及研究

MV的抗原漂移及最终控制和消除麻疹等具有十分

重要的意义。
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