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·实验室研究·

中国滇西北地区分离流行性乙型脑炎病毒的
分子特征研究

孙肖红王环宇 潘晓玲付士红冯云孟维珊 梁国栋

【摘要】 目的对中国滇西北地区分离的流行性乙型脑炎(乙脑)病毒进行分子特征研究，了解

与云南省内其他地区病毒株的差异。方法用RT-PcR的方法扩增滇西北地区分离的13株乙脑病毒

Pr膨、E片段和3’非编码区。对扩增产物进行序列测定。用clus诅l 1．8x、DNAsTAR、GENEDOC等生

物学软件进行核苷酸序列和系统进化分析。结果基于P棚和E基闪核苷酸序列的系统进化显示，滇

西北分离的13株乙脑病毒中有12株属于基因l型，1株为基因Ⅲ型；12株基因I型乙脑病毒与云南省

其他地区分离的病毒株处于不同分支；和云南省其他地区分离株之间E基因核苷酸序列差异度为

O．2％～13．9％；3’非编码区存在两种核苷酸缺失情况，基因I型毒株在终止密码子后出现3处缺失，而

基因Ⅲ型毒株只有1处缺失。结论滇西北地区乙脑病毒分离株以基因I型为主，E基因核苷酸序列

与云南省其他地区分离株差异不明显；基因I型毒株在3’非编码区存在3处缺失，而基因Ⅲ型毒株则

只有1处缺失。

【关键词】流行性乙型脑炎病毒；分子特征；基因分型
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I Abstract】 objective Tb锄alyze tlle molecular charactcristics of Japanese enc印halitis啊ms
(JEV)isolatcd in NorthwestamⅥm彻n province，柚d to clari母the di虢rellces be铆ecn me s仃aills

isolated in Northwestem and otller parts ofⅥmnan province．Methods PrM，E and 3’untranslated

re西on mlcleotide acid sequences of the isolates were锄plified by R，r-PCR and tllen sequenced．Sequence
ali印ment锄d phylogenetic锄alysis were pe响med by llsing C11lstal 1．8X，DNASTAR，GENEDOC and
Mega 3．1 programs．R郎lIlts 12 of me 13 isolatcs of JEV obtained in Northwestem Yh衄锄werc

identified as geno帅e I，only one s仃aill was genotypeⅢof JEV 111e 12 s仃ains of geno帅e 1 were
clllstered in di骶rem brallches with other isolates obtained in othcr口arts of YU仰柚province．Data厅om

sequence锄alysis on E gene fou】瓶tllat the nucleotide id印tiW was O．2。殇一13．9％between 也e

Northwestem isolates and otller Yhnn锄s廿ains．There were铆o kincIs of nucleotides deletion pattems at

3’ 1m订卸slated rc百on wim th坞e and o∞deletio船w弱fo岫d after temination codon in g％otype l舳d

Ⅲisolates，respectively．Conclusion There were two genotypes of I andⅢin l3 straills of JEV in this

study锄d g∞呻，pe I isolates were predomin她t(12／13)．There were no印parent dia’erences in E genc
sequence between isolates obtained in tlle Northwestem and other parts of YUnn蚰．Three deletions

w嗽fo岫d in 3’llIl仃锄sIated region in geIlot)，ples Iisolates粕d one deletion w舔in geno帅esⅢ．
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流行性乙型脑炎(乙脑)主要在亚洲流行⋯，我

国的发病数占世界总发病数的80％以上Ⅲ。我国除

新疆、西藏和青海三个省、自治区以外，其他省份均
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有不同程度的乙脑流行。云南省属于乙脑高发地

区b】，从中缅边境到金沙江沿岸的112个县(市)均有

分布H】。有关云南省乙脑病毒的流行、媒介、基冈分

型等研究时有报道b圳，但是这螳研究内容都不包括

云南省西北部(滇两北)的病毒株。为明确滇西北乙

脑病毒与云南省其他地区病毒株在分子水平的关

系，本研究对2005、2006年13株滇两北乙脑病毒的

分子特征进行研究。
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材料与方法

1．病毒株：本实验室保存的2005、2006年从滇

西北地区三带喙库蚊和杂蚊中分离的13株乙脑病

毒，在生物安全2级实验室(BSL一2)内将保存的病毒

打开，取250斗l接种于25 cm×25 cm培养瓶的单层

BHK2l细胞，37℃吸附1h后弃去病毒液，加6 ml含

1％胎牛血清的DMEM培养液，继续37℃培养，每天

观察细胞病变情况。

2．乙脑病毒基因的扩增：用德国Qiagen公司

Q队锄pⅥral RNA提取试剂盒从病变BHlQl细胞

上清液中提取病毒RNA，按说明书操作；用美国

Amersh锄Phanllacia Biotech公司的Amersh锄
Biosciellce Readv．to．Go俐You First．S仃and Beads和

随机六聚体引物制备cDNA，分别用乙脑

病毒PrM片段、E片段¨州和3’非编码区

(3’吼仃anslated region，3’U瓜)引物扩增

(表1)。20“l PCR体系中含有cDNA

2 pl，10×PCR bu日'er 2 pl，2．5 mmol／L

dNTPs 2¨l，上、下游引物(10¨mo扎)各
O．5 pl，f1『aq酶0．3斗l，无菌双蒸水12．7 pl。

回收PcR产物直接测序。

3．序列分析：参考GenBank中我国及

其他国家的乙脑病毒株PrM、E、3’U豫
片段核昔酸序列，利用Clustal 1．8x、

GENEDOc软件进行序列比对，用Mega

3．1软件绘制系统发生树(Neighbor．

Joining法)。

结 果

1．基因扩增和序列分析：用乙脑病毒

删片段引物扩增得到13株乙脑病毒的
相应产物，长度为600～700 bp。序列测

定显示，该段基因位于病毒基因第251。

925位，长674 bp，未发现核苷酸插入或缺

失等。E基因扩增产物位于乙脑病毒基

因第955～2536位，长158l bp。13株病

毒在该区域均无核苷酸插入或缺失。

2．基因分型：将13个乙脑病毒株的

删片段和E基因片段的PCR产物直接
测序，与来源于GenBank中不同国家、不

同年代、不同宿主、不同基因型别的39株

乙脑病毒进行基因分型。结果显示，基于

Pr肼片段序列的基因分型将所有的乙脑

表1研究所用引物序列

引物 序列(5’一3’) 呈=长度

JE．PrM．R CCYRTGTTYCrGCCAAGC』气TCCAM[CC

IB955F卫Grr(硒TlXK『r00GI盘=丌．A E 1581

JE．2536R AAGA=rIj0CACllCCACAy(1℃

JE．3．10141F TGG^TTGAAGAAAA：rGA A=rGGATG 3’U7W 645

JE．3．10786R TI如1蛆1G兀’rCCACGGGGr(玎

JE．1．9727F C灯丌CCl℃AACGCAATGTc 3’U豫105l

JE．1．10778R CCGCATA A]rGTr(’TTrCCAC

注：F：正向引物；R：反向引物；Y=T／C；R=A／G；M=A／C

病毒分布在I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ4个基因型别中(图1)，滇

西北的13株分布在基因I、Ⅲ2个型别中，其中12

株属于基因I型，1株(YN0572)属于基因Ⅲ型。

I▲YN0512钾巾国厶南'2005，■带喙库蚊，一)
l▲YN05128(中l埘zi南，2()05二带喙坪蚊，～)
I▲YN05155(中国云南．2005二带喙J4擞，一)
⋯▲yN05133(r}，国厶南．2005■带喙库蚊，一)
ll L▲YN0553《中Iq z：南2t)05，_三带喙庠蚊，一)
|| I▲YN0686(中国6南’2005，二带喙库蚊，一)
Jl lI▲、N0623(f{I园丘南2()05■带喙库蚊，一)
|l—一sc()4l 2(中Iq叫川'2()【14，片蚊I)(M)4lD23)
⋯L HN0411(中国河南'2004+库蚊．DQ404020)
⋯I▲YN05194(巾国厶}幸j，2005。杂蚊．一)
川l▲YNos55(中Iq f：南2(105，_二带喙库蚊，一)
川一▲YN059l(中国z亡市．2005，二带喙库蚊，一)
Ull l▲YN058l(·I，国‘南'2005，■带喙『)；=蚊，一)
I几o▲YN052{i(巾陶厶南，2【J()5，：带喙辟．蚊，一)
¨LIshil‘awa(同小，1994，手齐甲核细胞，AB051292)
l}K94P05(韩国，1994披’AF045551)
IIlYN83-83199(中同‘南，1983，库蚊，DQ404063)
⋯I．N(】21 02(中围辽宁，2002，凶小库蚊D。404018)
⋯YN_Xi锄g-JE(中国云南．4：；f．人IfIL，DQ404()f；7)
⋯、刊85．I。86羽巾困厶南，1985，库蚊JxM()4064)
帆YN82．BN82l 9(中困云南，1982．库蚊-DQ404061)
引YN83一Mcn983—54(t}l国厶南，1985，台湾铁蠓，ⅨM04062)
II sH03103(巾田上海，2003，i带喙库蚊，【×)4()4(】29)
II YN7q-B∞83(中国云南，1979二带喙库蚊，DQ4删060)
卜111cMAl6793(泰国，1993．■带喙库蚊，D4536”
L Kvl899(韩lq，1999．猪血清'AY316157)

M859(柬埔巍1967。D()0984)
-Fu(澳人利埘，1995，人f衄清．AF2176却
YNDI．0429(中lq，：南，2004，纹腿『牟蚊，D(M04071)

IYNDL()437(中国石南'2004，-}“}按蚊，D()404073)
IYNDL0442(|fl固厶南，2()()4．{盖扰M蚊，I)(24()4075)
lⅥwlI()4l 9(中Iq云南，2004，片蚊，DQ404079)
f▲YN05仫中国石南'2005二带喙库蚊，一)
广1Hu02134(叶1固黑龙}I，2002'序蠓，IⅫ404014)
G肋402(中【f】舞州’20()4小可蚊，D(Ⅻ)4042)

n FJ∞3I(1{|国福建．2003，人m，D(H()4(H9)
J1．P3(巾固北京，lq49，人脑组织，AY243805)

I—1_—一YNDL0445(叶J国z；南．2004舣DQ404077)L YN9叭15I(中国厶南．1998蚊，r)Q4I)4(168)
．J硒Ar0⋯l本，1959，：带喙库蚊’Ar(肛)076)
1 TIPl(中国台湾，1997蕊扰口U蚊AF254453)
r—Nal‘ayam《U本，1935，人脑组织s75726)
1 sAl4(中Iq陂两，l 96【)蚁，AY243807)
一K87P39(讳圜．1994敷AY585242)
L．mg(t}·国台湾，1972，L78128)
Y1W巾|上l丘南，1954'人脑组织，AY243820)

一GP78(日J度，1978，人脑组织AF075723)——Mu缸新加坡，1952，人脑组织，№sej卵Ⅶ19941
II<T6468(印度尼两亚，198I，：带喙库蚊'AYl84212)——MVE(澳大利业195 l八脑组织，Nc 000943)

。五i广
注：▲滇西北分离乙脑病毒

图1 以Pr膨片段为基础的系统进化分析
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基于E基因序列的分型显示所有

的乙脑病毒分布在I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、V

5个基因型别巾(图2)，其中在用件M

基因区段分析中属于基因Ⅲ型的新

加坡分离株(Muar)分离出来形成独

立的基因V型。滇西北的13株乙脑

分离株有12株属于基因I型，还有l

株YN0572属于基因Ⅲ型，与基于

P朋区段的分型结果一致。
3．滇西北分离乙脑病毒系统进

化分析：图2显示包括滇西北分离株

在内的52株乙脑病毒E基因系统进

化分析。在基因I型病毒中，滇两北

分离的12株处于二个分支，其中3株

(YN05128、YN0623、YN0686)与我国

河南(HN0411)、四川(SC0412)，以

及越南分离株(VN78、VN88)共处一

个分支，其他9株分布于一个分支，

而云南省其他地区分离自蚊、蠓、患

者血清的乙脑病毒(YN83．83199、

YN79．Ba083等6株)则处于另一不同

的分支上，说明滇西北分离株和这些

20世纪80年代不同来源的分离株在

进化上存在一定距离。基因Ⅲ型病

毒巾，滇西北分离的l株(YN0572)和

2004年云南大理(Ⅵ、JDL0442、

ⅥmL0429)、景洪(YNJH0419)分离

株处于一支。

4．E基因核苷酸序列差异分析：

以疫苗株SAl4—14—2为参照，分析13

株滇西北分离株和云南省其他地区
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‘1洒广
注：▲滇西北分离乙腩病毒

图2以E片段为基础的系统进化分析

病毒株之间E基因1500 nt序列同源性。结果：①分

离自不同蚊种的病毒株差异：滇西北地区分离自杂

蚊的YN05 194和三带喙库蚊的YN0528之间差异仅

为O．2％，而滇西北地区分离自三带喙库蚊的

YN0533与从云南大理中华按蚊中分离的

YNDL0437之间差异度则为13．9％；②不同来源病

毒株间差异：分离自蚊虫的YN0533和分离自人血

的YN．xiang_JE，以及和分离自台湾铗蠓的

YN83．Men983．54之间的差异度均仅为2．8％；③不

同年代分离株之间的差异：最小差异度为1979年的

分离株YN79一Ba083和2005年滇西北地区病毒株

YN0553之间(1．6％～2．7％)。

5．3’U豫序列分析：用针对I型(JE．1．9727F

和厄．1．10778R)和Ⅲ型(厄一3—10141F和压一3—10786R)

乙脑病毒3’U豫区段的引物分别扩增滇西北地区乙

脑病毒基因，目的片段长度分别为1051 bp和645 bp。

以疫苗株SAl4．14．2为参照，将13个滇西北地

区分离株与国内外其他病毒株的3 7 u豫序列进行

比对，在终止密码子TAG之后，滇西北地区的12个

基因l型分离株存在11个核苷酸缺失，4个核苷酸

之后又有2个缺失，在36个核苷酸之后出现2个缺

失(图3，虚线框内)。这种缺失规律与我国四川分

离株(SC0425)、河南分离株(HN0440)，以及韩国

(JEv／sw／IⅥie)、日本(Kagawa27)病毒株一致。滇西

北地区基因Ⅲ型病毒株YN0572则没有这三处缺失

(图3，实线框内)，而是在TAG后40个核苷酸处出
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SAl4·14—2 ：TAGTGTGA丁n’AA(站TAGAAA觚强GACrATGTAAAC凡^mn蚺一A1昭√’G^^^^粥CATGCATA=]阢G硒1℃崛(板：AG：77
T YN0528 ：瓦_二二=二二二=诅c．．r-韦．T．．AGTc⋯．．TG⋯．．TG．G．．A⋯⋯．．!一一l⋯．G⋯⋯⋯⋯．．：63
YN0581 ：n．⋯⋯⋯一—Ac．．i一—|G．T．．AGTc．．．．．TG⋯．．TG．G．．A⋯⋯．．i一一l⋯．G⋯⋯⋯⋯．．：63
YN059l ：q．⋯⋯⋯一_{Ac．．!一—!G．T．．AGTc⋯．．1G．⋯．TG．G．．A⋯⋯．．卜-一}．⋯G⋯⋯⋯⋯．．：63
YN0533 ：Ti．⋯⋯⋯一．{Ac．．i-—b．T．．AGT℃⋯．．TG．．．．．113．G．．A⋯⋯．．卜1．．．．G⋯⋯⋯⋯．． ：63

l YN0555 ：T1．⋯⋯⋯一七、c．．：一书．T．．A叭⋯．．TG．⋯．TG．G．．A⋯⋯．．!一一1．．．．G⋯⋯⋯⋯．．：63
l YN05l 94 ：可．⋯⋯⋯一恤．．!-书．T．．AGT℃⋯．．1G⋯．．TG．G．．A．⋯．．．．；一}．⋯G⋯⋯⋯⋯．．：63
YN05l 33 ：n．⋯⋯⋯一也c．．；-书．T．．AG’I℃⋯．GTG⋯．．TG．G．．A⋯．⋯牛一l⋯．G⋯⋯⋯⋯．．：63
一1．YN051

55 ：可．⋯⋯⋯一‰．．卜¨牺．T．．AGTc⋯．GTG⋯．．w．G．．A．．．．．．．十一}⋯．G．⋯⋯⋯．⋯：63
u11 YN05124 ：T}．⋯⋯⋯一一l虻，．：一书．T．．AGT⋯．．GTG⋯．．TG．G．．A．．．．．．．．i一一1．．．．G．．．．．．．．．⋯．． ：63
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图3我国滇西北地区乙脑病毒分离株3’U豫核苷酸序列比较

现了1个核苷酸缺失(图3，圆罔内)。

讨 论

乙脑是我国存在流行的四种虫媒病毒病之一，

也是云南省分布广、发病多、危害大的一种疾病№1。

多年来从云南省蚊虫、蝙蝠、鸟类标本中分离鉴定了

几十株乙脑病毒№，7Jhl2】，也对分离株进行了基因型

别等研究旧1，但均缺乏对滇西北地区分离株的研究。

对于乙脑病毒的基因分型，早期采用Chen

等[1 3’14 3建立的方法，因为乙脑病毒基因组中第456～

695位属于尸朋区段的240个核苷酸所受的进化压

力较小，可以反映乙脑病毒的自然进化状况，所以该

方法选择以这240个核苷酸作为基因分型的基础，

将乙脑病毒分为基因I～Ⅳ4个型别。此后为了避

免用较短的核苷酸序列进行生物进化分析可能导致

的结果不准确，印度学者提出用乙脑病毒E基因作

为基因分型的基础，这种方法分型的结果使得乙脑

毒株的分布更具有地域特征，因此被广泛接受并使

用¨￡16】，为此用该方法乙脑病毒分为I～V5个型。

本研究发现两种方法的分析结果相同，12株为基因

I型，l株为基冈Ⅲ型，说明滇西北地区分离的13株

乙脑病毒基因分型不受分析方法的影响，计算结果

相同。

用P棚和E基因序列对滇西北地区分离乙脑病
毒进行基因分型发现，大部分分离株属于基因I型，

13株中只有1株属于基因Ⅲ型，说明该地区同时存

·609·

在基因I、Ⅲ型乙脑病毒流行，其中基因I型病毒株

占绝对优势。

关于我国1949—2005年间乙脑病毒分离株基

因型别的分布和变化，文献[9，10]系统分析认为，

1977年以前均为基因m型，2001年以后则为基因

I、Ⅲ型混杂。本研究中2005、2006年滇西北地区

分离的13株乙脑病毒中，只有1株属于基凶Ⅲ型，基

因I型毒株占绝对优势(12／13)，而2004年在大理和

西双版纳地区分离的12株乙脑病毒则全部是基因

Ⅲ型¨1，显示滇西北地区乙脑病毒的基因型有明显

的地域性。由于缺乏滇西北地区乙脑病毒的历史资

料，现在无法判断该地区乙脑病毒基因型的流行、变

化趋势。但有研究报道证实，从20世纪80年代至

今，泰国乙脑病毒发生了基因型的转换过程。基因

Ⅲ型病毒原来主要流行于泰国北部，之后从北向南

逐渐表现为1型和Ⅲ型混合流行，到2005年泰国只

存在I型病毒，在近30年问发生了从Ⅲ型到I型的

转变¨7|。这种转变过程是否也发生在云南省，还需

要有更多调查结果证明。

E基因是乙脑病毒的毒力相关基因¨引，通过比

较滇西北地区分离株和云南省其他地区分离株E

基因核苷酸序列，发现不同来源、不同年代分离株

间的差异不明显，差异度只在1．6％～2．8％之问；分

离自不同蚊种的病毒株间的差异与地区有关，同一

地区病毒株问差异较小，而滇西北分离株与省内其

他地区病毒株问的差异则较大，与先前的研究结果
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一致归】。由于目前乙脑病毒的基因分型多以E基因

序列为基础，因此，这种和分离地区有关的E基因差

异也从另一方面反映了乙脑病毒基因型别分布的地

域性。

近年研究发现，乙脑病毒3’u豫的开放读码框

下游存在一段高变区，有些病毒株在该区段内存在

插入或缺失n蝴¨。对滇西北地区乙脑病毒株该区域

序列分析发现，12个基因I型分离株和1个基因Ⅲ

型分离株的核苷酸缺失情况不同，具有明显的基因

型别特异性，同一基因型别的病毒株缺失情况相

同。目前认为，存在于乙脑病毒3
7

u豫的不同模式
的核苷酸缺失可能与病毒RNA复制效率有关，由此

可用于不同病毒株之间遗传关系的分析陋】。

滇西北地处青藏高原南延部分，与缅甸及我国

西藏、四川省交界，乙脑病毒的流行情况直接影响其

临近地区和国家，历年来缺乏乙脑病毒研究资料，本

研究是首次对滇西北地区乙脑病毒分离株进行的分

子特征研究，为全面了解云南省乙脑病毒的分布和

流行提供了基础数据。
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