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水痘一带状疱疹病毒临床分离株
基因特征分析

甘霖王明丽赵俊陈敬贤
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·实验室研究·

【摘要】 目的运用分子生物学方法对水痘或带状疱疹患者皮肤水疱液及水痘疫苗中分离

得到的水痘一带状疱疹病毒(vzv)株进行基因特征分析。方法从水痘疫苗、水痘或带状疱疹患

者的皮肤水疱液中分离ⅥⅣ，然后利用聚合酶链反应和限制性片段长度多态性对病毒株的ORFs

6、38、62进行分析，同时测序分析ORFs 1、3l、51和62中的单个核苷酸多态性位点。结果4种疫

苗酶切结果均为Alu I。P5t I—Sma I+BssHlI+Nae I+，49株ⅥⅣ临床分离株巾Alu I+Pst I+

Sma I BssH 1I—Nae I一占96％(47株)，Alu l—R￡I—Sma I+BssHlI+占2％(1株)，Alu I+Pst I—

Sma I—BssHII NaeI占2％(1株)，其中l例患者的临床分离病毒株与疫苗一致；测序分析显示不

同疫苗核苷酸序列之间存在差异，分离得到的疫苗株病毒序列与va响1一x一致。结论存在疫苗

引起水痘的情况，测定ORFs 6、62中的限制性片段长度多态性能够区分疫苗株和野毒株，对

ORFs l、3l、5l和62中的单个核苷酸多态性位点进行分析可追踪疫苗致病的病毒株来源。
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【Abstract】 Objective To study the genetic characteristriCS of vaccine and variceila-zoster

virus(VZV)strains isolated from patients wi山chickenpox or zoster by molecular analysis．

Methotis SNP based VZV genetic charaetefistrics were analyzed in 19 VZV isolates using the

restriction fragment length polymorphisms analysis of DNA fragments of the open reading frames 6，

38，62 and sequence alignment of the opell reading frames l。3 l，5 l，62．Results A11 vaccine strains

wererevealedAlu I—Pst I—Sma I+凰圩1I+Nae I+。96％clinicalisolateswere revealed Alu I+Pst I+

Sma I弧日lI—Nae I一．2％clinical isolates were revealcd Alu I。／'st I—Sma I+弧日Ⅱ+，2％
clinical isolates WCl"e revealed Alu I+Pst I—Sma I—BssH II Nae I’bv restriction fragment length

polymorphisms analysis and sequence alignment revealed the mutations also presented in this four

vaccine strains．Conclusion Use the restriction fragment length polymorphisms analysis of DNA

fragments of the open reading，frames 6 and 62 could be distinguished VZV wild-type strains and

vaccine strain in clinical isolatcs in China．In order to fmd the adverse effect caused by vaccine from

certain company’S，analysis on the SNPS in ORFs 1，3l，51 and 62 is needed．

【Key words】 Varicella-zoster virus；Varicella vaccine；Clinical isolates

水痘一带状疱疹病毒(VzV)属疱疹病毒a亚科，

为双链DNA病毒，其原发感染引起水痘，潜伏感染

再激活时可引发带状疱疹。对于具有正常免疫力的

儿童，水痘是一种良性、自限性过程，但是对于免疫
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功能低下者而言，水痘则是一种严重的甚至是致命

性的疾病n’2】。自从1995年美国FDA批准Oka水痘

减毒活疫苗用于预防水痘以来，世界上多个国家相

继开始使用该疫苗。我国从1998年开始引进该疫

苗用于12个月以上的VzV易感个体预防水痘。目

前所使用的病毒株均为日本Biken研究院的Oka减

毒株。近年来，研究发现接种水痘疫苗后病毒可潜

伏在疫苗接种者的感觉神经节中，并能被再激活而

引发带状疱疹¨．．1，患者与易感个体接触后还可引起
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水痘b石]。因此在广泛使用减毒活疫苗的同时，有必

要追踪水痘和带状疱疹病例中是否存在由疫苗株致

病的可能。为此我们对4种水痘疫苗和合肥地区分

离的49株vzv进行聚合酶链反应和限制性片段长

度多态性(PCR-RFLP)分析，并对各病毒株的开放

读码框(ORF)1、3l、5l和早期基因ORF62中的部分

单核苷酸多态性位点(sNP)进行分析比对，以期找

出疫苗之问以及疫苗与临床分离株之间的基因特征

差异。

材料与方法

1．细胞、病毒和抗体：人胚成纤维细胞(HF)为

本搴制备并保存；标本采自安徽医科大学第一附属

医院皮肤科门诊的水痘或带状疱疹疑似患者的皮肤

水疱液；对每例患者询问并记录有无VzV疫苗接种

史；针对VZV糖蛋白gE和主要转录激活因子

ORF62的特异性多克隆抗体、日本Oka疫苗亲本株

(p-Oka)、默克公司的Varivax@和VZV美国野毒株

(MLS)南美国哥伦比亚大学Gershon教授惠赠；

VZV减毒活疫苗分别购自上海生物制品研究所(批

号：2007120401)、长春百克生物科技有限公司(批

号：200807101)和葛兰素史克公司的Varilrix@(批

号：融RBl9lAl)。
2．病毒分离与鉴定：参照参考文献[7]进行。取

10 pl患者皮肤水疱液或相当于500 pfu的疫苗，接种

单层HF细胞后置5％CO：孵箱37℃培养，待出现特

征性细胞病变效应(CPE)后，取少量细胞涂片，应用

VzV糖蛋白gE和病毒早期蛋白IE62的多克隆抗

体，通过间接免疫荧光染色予以鉴定。

3．病毒DNA的提取：将分离的病

毒株转种在已经长满HF细胞、直径为

60 mm的培养皿中，待细胞病变达80％

以上时，用TaKaRa MiniBEST Viral RN～

DNA Extraction Kit Ver．3．0试剂盒(大

连宝生物工程有限公司)提取总DNA。

用同样的方法提取P．Oka、MLS病毒株

和正常HF细胞的DNA；V-Oka DNA从

未经分离培养的减毒活疫苗中直接提

取。所有提取DNA经紫外分光光度法

确定浓度以后，置一20℃保存。

4．PCR．RFLP：采用VZV各相关基

因的特异性引物(表1)，通过PCR扩增

ORFs 6、38、62的DNA片段以正常HF

细胞的DNA作为阴性对照。ORFs 6、

38、62的PCR产物分别用A砌、风fI、SmaI(Fermentas

公司产品)进行单酶切和BssH II、Nae I双酶切。A砌、

风tI以及BssHII、NaeI双酶切的产物分别经2％的

琼脂糖凝胶80 V电泳100 min后观察结果，SmaI

的酶切产物经4％的琼脂糖凝胶80 V电泳200 min

后观察结果。

5．序列分析：采用表l中引物对VzV ORFs l、

31、5l、62进行扩增，PCR产物经DNA凝胶回收试剂

盒(大连宝生物工程有限公司)回收后送上海英俊生

物技术有限公司测序。

结 果

1．病毒分离与鉴定：共采集6l例患者的皮肤水

疱液标本，接种到单层HF细胞后，病毒通常在3—

4 d开始出现CPE。取少量呈现CPE的细胞涂片，同

定以后用VzV特异性gE抗体进行间接免疫荧光染

色，阳性者呈现很强的胞浆着色(图1A)；用ORF62

特异性抗体予以染色，则可见ORF62蛋白主要表达

在受染细胞的细胞核中(图lB)。共分离鉴定得到

49株vZV，其中9株来自水痘患者，40株来自带状

疱疹患者。38例患者否认有VzV疫苗接种史。

2．ORF6(AluI)的PCR—RFLP：ORF6的PCR产

物为226 bp，如果该片段中存在AluI位点，则被切成
139 bp和87 bp的2个片段。48例患者的VZV临床

分离株、MLS和P．Oka在ORF6均含有AluI酶切位

点记为AluI十，所有疫苗和1例患者的VZV临床分

离株(命名为LG)没有相应的AluI酶切位点记为

AZMI-(图2)。

表1本研究中所使用的PCR弓I物

酶切位点 引物 引物序列(5’一3’)
长度退火温度

(bp) (oc)

ORF6(AluI)6

ORF38(PstI)‘

ORF62(Snud)‘

上游CTGTCGACAAAGGCCTCC

下游CACATAGAAACCCGGCAA

圭篓从GTTTCAGCc从CGTGCC州队从“7 55
下游AGACC,-CGCTTAACGG从GTAACG

。

圭篓TTCCCACCGCGGCAC从ACA 268 55
下游GGrrGCTGGTGTTGGACGCG

ORF62(BssHll和NaeI)"卜游GATCAAAGCTTAGCGCAG

0RFl‘

oRF31‘

0RF515

oI强6≯

下游CCTATAGCATGGCTCCAG

圭尊从从GCGACCCCACCTCCcCG 894 55
卜罚孚’l’A=m’I。rGGGATCCGCA AT‘；TC

兰鎏∞啊姒GCG姒cTAmCC 1218 58
r罚，AATGGAGACACATGAGTAACG’I：AA

!篓ACGAmCCw从GCG订GG 403 50
PⅫ洋GAAoGCAGG‘I’IA【jGGAllaITI’

上游GCCCGCACAGACAGACAGACACTT
393 55

注：‘引物来自Quinlivan等；6i亥'31物JHprimerpremier 5．0软件自行设计
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注：A·VZV糖蛋白gE；B：VZV早期蛋白ORF62

图1 VZV间接免疫荧光染色

注：M：20 bp DNA Marker；1：PCR产物未酶切；2：p-Oka；

3：上海疫苗；4：长春疫苗；5：Varivax；6：Varilrix；7：MLS；8：LG；

9：其他临床分离株；10：ZW

图2 ORF6 PCR产物Alu I酶切结果

3．ORF38(风tI)的PCR—RFLP：ORF38的PCR产

物为647 bp，如果该片段中存在风￡I位点，则被切成

357 bp和290 bp 2个片段。47例(92％)患者VZV

临床分离株和MLS株在ORF38均含有风t I酶切位

点，然而P．Oka、所有疫苗和另2例(8％)患者VzV临

床分离株(其中1例为LG株，另l例命名为ZW株)

则没有相应的PstI酶切位点(图3)。

4．0RF62(SmaI)的PCR．RFLP：ORF62(SmaI)

的PCR产物为268 bp，将其经SmaI酶切后凝胶电

泳。结果显示48株临床分离株、P．Oka和MLS的酶

切产物为153 bp、79 bp、36 bp，表示为SmaI一；疫苗和

LG株的酶切产物为112 bp、79 bp、4l bp、36 bp，表示

为SmaI+，即多—个Smal位点(图4)。 。

5．ORF62(BssH II和Nae I)的PCR—RFLP：

ORF62(凰s日Ⅱ和NaeI)的PCR产物为78l bp，将其

·191·

注：M：100 bp DNA Marker；l：PCR产物未酶切；2：p-Oka；

3：上海疫苗；4：长春疫苗；5：Varivax；6：Varilrix；7：MLS；8：LG；

9：其他临床分离株；10：ZW

图3 ORF38 PCR产物PsiI酶切结果

注：M：20 bp DNA Marker；1：PCR产物未酶切：2：p-Oka；

3：上海疫苗；4：长春疫苗；5：Varivax；6：Varilrix；7：MLS；8：LG；

9：其他临床分离株；10：ZW

图4 ORF62 PCR产物SmaI酶切结果

经BssH 1I和NaeI双酶切后凝胶电泳。4种疫苗和LG

株存在BssHH和Nae I酶切位点，被切成400bp、267bp、

144 bp；其他毒株不存在这2个酶切位点(图5)。

6．序列分析：将测序得到的VZV ORFsl、31、51、

62序列以VzV国际标准株Dumas株(GenBank
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access number X04370)作为参照通过生物信息学软

件MEGA4．02进行比对，将存在差异的SNP位点列

举出来(图6)。

注：M：100 bp DNA Marker 1：PCR产物未酶切；2：p-Oka；

3：上海疫苗；4：长春疫苗；5：Varivax；6：Vafilrix；7：MLS；8：LG；

9：其他临床分离株；10：ZW

图5 ORF62 PCR产物BssH 11和Nael双酶切结果

注：核苷酸位置参照周际标准株Dumas株。v．Oka为Biken研究

院的减毒疫苗株序列来自GenBank access number BD097171

图6各毒株ORF 1、3l、5l、62序列中SNP比对

综上所述，PCR．RFLP显示4种疫苗均为AluI—

PstI—SmaI+BssH 11+NaeI+，P．0ka酶切结果为AluI+

风￡I’SmaI—BssnlI—NaeI一，MLS酶切结果为AluI+R￡I+

SmaI—BssH II—NaeI一；LG株酶切结果为AluI—Pstl—

SmaI+BssHII+NaeI+与疫苗一致，ZW株酶切结果为

Alu I+PstI—SmaI—BssHII—NaeI一与p．Ol【a一致，其他

47例患者临床分离株为AluI+PstI+SmaI—BssHII—

NaeI‘(表2)。序列分析显示默克公司、葛兰素史克

公司和我国生产的疫苗之间存在一些差异，我国生

产的疫苗和Biken研究院的减毒疫苗株v．Oka更接

近。我们分离到的LG株为疫苗株，可能来自葛兰素

史克公司的疫苗。

讨 论

在水痘疫苗大量使用的情况下，监测VZV流行

表2 PCR．RFLP结果

病毒株A2淼品怒s怒茹怒器

注：+存在酶切佗点，一缺失酶切位点

株的基因特征变得更有意义，除了能够调查当前流

行的vzv野毒株的基因型，还可了解可能的疫苗反

应，以及疫苗的使用是否对VZV的分子流行病学特

征产牛影响。在北美和欧洲，绝大多数VZV病毒株

在ORF38中基因组核苷酸第69349位(SNP69349)

都含有体f I酶切位点(／'st l+)，在ORF54中

(SNP95241)不含BglI酶切位点(喇I一)¨J1，而源自
日本的疫苗，其SNP69349核苷酸A突变为G，失去

了R￡I酶切位点(风￡I一)，SNP95241 T突变为G而形

成了一个纠I酶切位点(喇I+)。因此在早先的研
究中，曾提出以R￡I和豫ZI双酶切来区分野毒株和
疫苗株¨饥¨】。但是在日本有30％的病毒株为风￡l一引，

随后风￡I一株在美国夏威夷和澳大利亚也相继被发

现【9·12】，本研究发现我国也存在风￡I‘株。另外，随着

人口流动增多原本刚I一株占明显优势的北美和欧
洲地区喇I+株所占的比例正逐年增加¨引，因此这
种方法已经不再适用。

水痘疫苗是通过减毒作用获得，尽管迄今对

Oka疫苗得以减毒的分子机制尚未阐明，但是比对

疫苗(v．Oka)与其亲本病毒株(p—Oka)的全基因发现

42个核苷酸发生突变，其中超过1／3(15／42)的突变

发生在ORF62中n引。位于ORF6中SNP5745的A突

变为G，导致v．Oka在该位点的AluI酶切位点丧失。

位于ORF62中SNPl06262的A突变为C，导致v—Oka

在该位点多出一个Sma I酶切位点，SNPl07136的T

突变为C，导致v—Oka在该位点多出一个BssHlI酶

切位点，SNPl07252的T突变为C，导致v—Oka在该

位点多出一个NaeI酶切位点。凶此，通过检测这些

酶切位点存在与否，可以区分野毒株和疫苗株。另

外，通过减毒作用的疫苗株病毒并不是单个克隆，而

是由多株基因差别很小的病毒形成的混合物，这使

得不同生产厂家的疫苗基因也存在差异，但其预防
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水痘的效果没有明显的不同n3。。正是不同疫苗基因

之间存在差异，使得研究疫苗的使用是否对VZV的

分子流行病学特征产生影响成为可能。

疫苗株vz、，引起疾病并非罕见，但主要是以

接种者发生带状疱疹为主，且症状均较轻¨刮。疫

苗株病毒传播到易感个体引起水痘的病例较为罕

见It4-16]，目前已报道的该类病例具有的共同特征：①

在家庭成员之间传播，如子女接种疫苗后，会引起对

VzV没有免疫力的父母罹患水痘；②接种疫苗的儿

童通常在接种部位会出现水疱或红斑等皮肤反应；

③被传染者的水痘症状较轻。本研究在确认分离株

为疫苗株后对患者病史进行调查，患者为一名23岁

幼儿园教师，发病时症状较轻，体温37．8℃，周身分

布50—100个水疱疹，无疫苗接种史。发病一周前

该幼儿园有一名5岁男童右手臂出现带状疱疹，并

与该教师有密切接触。该男童于一年前曾接种一人

份水痘疫苗(Varilrix@葛兰素史克公司生产)。本研

究分析结果也显示LG株在基因特征上更接近

Varilrix，提示这可能是水痘疫苗发生二次传播

(secondary transmission)的病例，与国外相关报道不

同的是感染发生在公共场所，而非家庭内。

本研究显示，水痘疫苗和VZV临床分离株的

基因特征存在较大差异，通过对ORF6和ORF62中

AluI、SmaI、BssHII、NaeI酶切位点的分析可以将

疫苗株和野毒株区分开。但是要想进一步追踪疫苗

株VZV的来源还需进一步分析不同疫苗所特有的

单个核苷酸位点。鉴于在我国应用水痘减毒活疫苗

预防VZV感染才刚刚起步，监控VzV临床分离株

的分子特征，将有助于评价疫苗的引入是否对我国

VzV流行病学特征产生影响。
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