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·实验室研究·

新疆地区2003—2004年麻疹野病毒分离株
基因特征分析

扬学磊张燕孙荷许文波

【攮要l 目的 了解新疆地区流行的麻疹野病毒基因型和亚型特征。方法 对2003—2呻4年

用健康产婴儿脐带血单个核细胞分离的麻疹野病毒进行分子流行病学分析。采用逆转录·聚合酶链

反应对麻疹病毒N基因c末端676十核苷酸片段进行扩增，并对扩增产物进行校苷酸序列测定。通

过分析C末端450个校苷酸序列构建基因亲缘关系树．并分析毒株变异情况。结暴2003年和2004

年各分离麻疹病毒3株(刈03—26、)【103—27、XJ03．74、Ⅺ04．146、Ⅺ04一150、Ⅺ04·152)，除Ⅺ03—26株与

沪19l株核苷酸差异<1％，属疫苗相关株A基因型外+其余5株均为H1基因型。其中)【J03-27、

Ⅺ03．74、)(104—150和Ⅺ04—152与H1a参考株chi|la9322的棱苷酸差异为0，5％一1．6％，同属于H18

亚型；)【J04．146与H1b参考株chjna9475的核苷酸同源性为98 7％，属于H1b亚型。4株H1a毒株分

属两组(即Ⅺ03—27与Ⅺ04—150，Ⅺ03—74与Ⅺ04—152)，每组内毒株N基因碳末端450个核苷酸序列

几近相同无差异，但两组间毒株却存在较大变异，核胥酸差异达6．1％(27个核苷酸差异)o结论新

疆地区2003—2004年流行的麻疹病毒以ma亚型为主，亦存在Hlb亚型。
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庶疹是由麻疹病毒感染引起的一种高传染性的

急性发热出疹性疾病。虽然麻疹病毒只有一个血清
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研究所(扬学磊、孙荷)；中国疫病预防控制中心病毒病预黪控翩所

(张燕、许文渡】

型，但基圜变异广泛存在于野毒株中。通过实施麻

疹病毒基因监测和免疫接种，全球麻疹控制和消除

计划正在进行。本文旨在报道2003—2004年新疆

地区麻疹野病毒分离株基因特点，为有效控制和消

除新疆地区麻疹提供背景资料。
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材料与方法
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l，标本的收集：采集新疆维吾尔自治区人民医院

门诊和病房麻疹疑似病例(发热3—6 d，出疹2—5 d)

肝素抗凝外周血标本17份，配对咽拭子标本2份。

其中，2003年6—9月血标本10份；2004年2—4月血

标本7份，配对咽拭子标本2份。年龄6月龄至12

岁，平均3．4岁。自患者血标本取少部分血浆用于病

毒抗体测定，其余用Fi∞u按常规方法分离出外周血

单个核细胞(耶M＆)，用于病毒分离。咽拭子经抗生

素处理后，离心，取沉淀细胞悬浮接种。

2，病毒分离与鉴定：分离健康产婴儿脐带血单

个核细胞(cBMCs)，用含有20％胎牛血清、PHA

(10 pg／m1)、IL广2(5 pg／m1)的RPMll640培养基(均

购自上海生工生物工程技术服务有限公司)加入24

孔细胞培养板，每孔2 ml，37℃，5％cq培养箱中

培养。3 d后取1 m1培养后的CBMCs和1 m1患者的

PBMCs或咽拭子沉淀细胞，用上述相同条件共同培

养，取2 ml培养后的cBMcs作正常细胞对照。每日

观察细胞病变(CPE)，l周后若无cPE出现视为阴

性弃之。高度可疑时可盲传1代。当阳性标本cPE

达75％～90％时，收集冷冻于液氮。使用兔抗麻疹

病毒免疫血清[购自欧蒙(德国)医学实验诊断有限

公司]对分离株做初步鉴定。

3麻疹IgM抗体测定：采用酶联免疫吸附试验

(ELlSA)检测患儿血清中麻疹IgM抗体，试剂盒购

自欧蒙(德国)医学实验诊断有限公司。

4．RNA提取和逆转录一聚合酶链反应(RT-P(、R)：

在国家麻疹实验室进行。用，I}吲法提取病毒悬液

中病毒RNA，具体方法参照说明书。参照美国疾病

预防控制中心(Cr)c)麻疹分型引物设计，上游引物为

60(序列为5’。GCT舡G c(A H袷Q、G髓G GAG

1℃C一3’)，下游引物为63(序列为5’一CCT CGG CCT

c1℃GCA o盯AGT．3 7)。60和63引物分别位于N

基因起始编码n09—1132和1765～17s5处。用于扩

增N基因碳末端的676个核苷酸片段。在逆转录酶

的作用下，用下游引物63于P(聚仅上42℃45 r山，

95℃5耐n反转录合成cDNA。用60和63引物及

P(R试剂盒进行PcR扩增，95℃2耐n后进行30个

循环扩增：95℃45 s，50℃45 s，72℃1Ⅱdn；最后72℃

延伸10 nlill。每次实验用去离子水作为阴性对照。

扩增后产物经2％琼脂糖凝胶电泳鉴定。所用莫洛

尼氏鼠白血病病毒(M—MuLv>逆转录酶和西q阱欹

聚合酶购自Bi。Lab公司。

5．序列测定：在国家麻疹实验室进行。扩增产

物用QIA quick PCR purificatlon Kit试剂盒纯化后，

分别用60、63引物和B谊DyerMTer商nator v 3．O

cycle sequencing Ready Kit试剂盒进行双向标记，

反应如下：96℃10 s，50℃15 s，60℃2 min，25个循

环后70℃延伸10“n。标记后的产物用CENTRI．

SEP SPIN c0LUMNS试剂盒再次纯化，去除多余

非特异性荧光。纯化后的产物在ABI 3100测序仪

上，自动完成序列测定和校对分析。

6．序列分析：调出GenBank麻疹各基因型参考

株和我国H1基因型代表株及沪191(s191)疫苗株

等N基因碳末端的450个碱基序列，用Bi。Edh、

MEGA2．1软件对这些参考株和本文分离株进行序

列变异对比分析和基因亲缘性关系分析。

结 果

1．病毒分离与鉴定：17例患者PBM＆与培养3 d

后的健康产婴儿CBMG混合培养，有6份于培养后

48—60 h发生细胞融合的多核巨细胞病变，经兔抗麻

疹免疫血清鉴定，6株均为麻疹病毒。2003和2004

年各3株(实验室命名为：X『03．26、Ⅺ03—27、Ⅺ03．74、

Ⅺ04．146、Ⅺ04—150、Ⅺ04—152)，具体见表1。2份咽

拭子标本分离阴性，但其配对血标本分离阳性。6株

分离阳性病毒株PcR扩增后，经2％琼脂糖凝胶电泳

鉴定在676 bp处均有一明显阳性扩增带。

褒1 新疆地区2003—2004年麻疹野病毒分离株

流行病学资科

炷：分离细膪为CBMcs，标丰来挥坷为P8M如

2．麻疹IgM抗体检测：17例疑似麻疹病例的血

清标本中，麻疹IgM抗体阳性12例，阳性率70．6％

(12／17)。6例麻疹病毒分离阳性者，IgM抗体均为

阳性(表1)。

3．序列分析和基因分型：6株麻疹病毒N基因

碳末端450个核苷酸序列与已知麻疹基因型参考株

的对应序列做基因亲缘性关系分析及核苷酸变异分

析。分析结果表明，XJ03．26与中国疫苗株沪19l
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(s19I)距离最近，核苷酸同源性为98．2％，属于疫

苗相关A基因型；其余5株(Ⅺ03—27、Ⅺ03—74、

Ⅺ04．146、Ⅺ04．150、Ⅺ04．152)均为H1基因型。其

中4株(Ⅺ03—27、Ⅺ03—74、Ⅺ04·150、Ⅺ04一152)与

chIn毋322(H1a参考株)核苷酸差异为O，5％～

1．6％，同属于H1a亚型；1株(Ⅺ04一146)与

china9475(Hlb参考株)核苷酸差异为l，3％，属于

H1b亚型。4株H1a毒株分属两组(即Ⅺ03—27与

Ⅺ04．150，Ⅻ03．74与Ⅺ04．152)，每组内毒株N基

因碳末端450个核苷酸序列几近相同无差异，但两

组间毒株却存在较大变异，核苷酸差异达6，1％(27

个核苷酸差异)。见基因亲缘性关系树(图1)。
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注：黑体宇为新疆麻疹病毒分离槔

圈l 2003—2004年新疆地区6株麻疹病毒分离株

和参考株基因亲缘性关系树

讨 论

新疆地区于2002年首次从麻疹患者的咽拭子

中用狨猴淋巴母细胞B95a分离出了1株麻疹野病

毒“】。此后未见相关报道。用cBMCs分离麻疹野

病毒，国外曾报道其敏感性仅次于B95a”o，国内未

见报道。本文用健康产婴儿CBMc8与麻疹患者

PBMCs共同培养分离麻疹野病毒，有6份标本于接

种后48—60 h发生细胞融合的多核巨细胞病变，3—

5 d cPE达75％以上，经鉴定确定为6株麻疹病毒，

2003和2004年各为3株。证实CBMcs分离麻疹

野病毒敏感可行且无感染性，与国外报道一致。基

于网络实验室分离监测麻疹病毒的大量稳定传代细

胞需求，日本学者将sLAM(sIgnaling lymphocyte—

activatio咀molecllle，cDwl50)受体转染到vero细胞

上解决了分离麻疹病毒时B95a细胞释放EB病毒

而Vem细胞不敏感的问题，目前麻疹网络实验室已

普遍使用ver0／sLAM细胞分离监测麻疹病毒”1。

根据对麻疹病毒主要基因变异区．核蛋白(N)

基因cooH一末端450个核苷酸序列和(或)血凝索

蛋白(HA)全长编码序列的分析，已发现8个基用组

(A．H)和23个基因型(A、Bl～3、C1～2、D1～10、E、

F、G1～3、H1～2)曾或正在世界各地的人群中流

行“’“。国内的研究证实，麻疹病毒H1基因型是中

国首先发现的本土毒株，也是中国优势流行株；H1

基因型进而分为H1a、H1b、Hlc 3个亚型；H1a为

优势流行亚型，并呈逐年上升趋势，其次为Hlb基

因亚型，并逐年转为弱势，而H1c亚型近年几近消

失“40]。本研究分离的6株麻疹病毒中，除Ⅺ03—

26与中国疫苗株沪191(S191)距离最近，属于疫苗

相关A基因型，由接种疫苗发病所致麻疹外，其余5

株(Ⅺ03，27、Ⅺ03—74、Ⅺ04．146、Ⅺ04一150、Ⅺ04一

152)均为H1基因型。其中4株(Ⅺ03．27、Ⅺ03．74、

Ⅺ04-150、Ⅺ04．152)属于H1a亚型；1株(X104—

146)属于H1b亚型。此结果表明，新疆地区流行的

麻疹野病毒仍为H1基因型，以H1a亚型为主，亦存

在H1b亚型流行。4株H1a毒株明显分属两组(即

xJ03_27与刈04—150；Ⅺ03—74与Ⅺ04．152)，每组

内毒株N基因碳末端450个核苷酸序列几近相同

无差异，说明2003—2004年存在相同麻疹毒株的持

续循环传播。{日两组问毒株却存在较大变异。核苷

酸差异达6．1％(27个核苷酸差异)，证实H1基因型

存在型内最大变异。

因此，需加强新疆麻疹的免疫接种，阻断相局毒

株的持续传播，降低麻疹发病率；同时继续监测新疆

麻疹病毒基因型，追踪麻疹传播途径、流行基因型变

化及毒株变异情况，有效控制麻疹，最终实现在全国

及全世界消除麻疹。
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