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云南省一株版纳病毒的分离和鉴定

孙肖红张晓龙 刘宇夫王静魏莲 高旭赵文张勋杨学兵张乐
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【摘要】 目的对2008年在云南省勐腊县采集的蚊虫进行版纳病毒(BAv)分离和鉴定。方

法2008年7月在勐腊县南嘎村人房和畜圈采集蚊虫标本，用细胞培养法进行虫媒病毒分离并鉴

定，测定分离到的BAV第5、8及ll节段序列，利用MEGA4软件进行系统进化分析。结果共采

集到蚊虫7种1731只，分离到l株导致C6／36细胞产生规律病变的分离物，经血清学和分子生物学

鉴定为BAV，系统进化分析显示第8节段和中国分离株关系最近，而第11节段和越南分离株关系

最近。结论系统进化分析提示该BAV毒株可能与越南分离株之间发生了基因重配。
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[Abstract】0bjectlve To isolate and identify Banna virus(BAV)from mosquitoes collected

iIl Mengla county of Yuanan province．Methods Mosquito samples were collected in houses and

stock yards in Mengla county．2008．Mosquitoes were homogenized and incubated onto bom C6／36

and BHK2 l cells．The new isolate was identified by using ELISA and RT-PCR．The sequences of

segment 5．8 and ll of BAV were amplified bv RT-PCR and determined．Phylogenetic analysis on the

new BAV werc performed using MEGA4 program．Results l 73 t mosquitoes representing 7 species

were collected with one strain of BAV isolated and identified．Phylogenetic analysis based on

sequences of segment 8 showed the new isolate was closed to BAV strain isolated in Yunnan．but

segment 11 Sequence was closed to Vietnam strain．Conclusion Results of phylogenetic analysis

implied that the BAV re．assortment might have been occurred both in Chinese and Vietnam strains．

【Key words】 BanBa virus；Sequence analysis

版纳病毒(Banna virus，BAV)属于呼肠孤病毒

科⋯。BAV最早于1987年从中国云南省西双版纳

州发热和无名热患者体内分离乜]，以后陆续从印度

尼西亚和中国分离到。2008年越南也报道分离到

多株BAV，分子特征分析显示，越南分离株和中国

分离株之间可能发生了基因重配b]。已有研究于

2008年在云南省勐腊县进行虫媒病毒调查，从三带

喙库蚊中分离到l株病毒，鉴定为BAV。本研究拟

对云南省勐腊县采集的蚊虫进行BAV分离和鉴定。

DOI：10．3760／cma．j．issn．0254—6450．2010．06．02l

基金项目：质检公益科研专项(2007GYJ025)

作者单位：100123北京，中国检验检疫科学研究院(孙肖红、张晓龙、

王静、魏莲、高旭、张乐)；勐腊出入境检验检疫局(刘字夫、赵文)；云

南出入境检验检疫局(张勋、杨学兵)

通信作者：张乐，Email：zhan90830@tom．C0111

材料与方法

1．蚊虫标本采集：2008年7月，在云南省勐腊县

南嘎村的人房和牛棚，于夜间用诱蚊灯(湖北武汉吉

星科技公司，12 V，300 mA)采集蚊虫。置～20℃冰

箱内冷冻至少30 min，然后对雌蚊进行形态学分类，

按蚊种分装。三带喙库蚊每100只为l组，其他蚊种

50—100只为1组，不足50只的以实际数量为1组，

分别置于2Ⅱ11细胞冻存管内，迅速放人液氮中保存

备用。

2．病毒分离和血清学鉴定：用组织研磨器

(TissueLyser，德国Qiagen公司)在生物安全柜内将

蚊虫研磨，用研磨液上清接种BHIC2 1和C6／36细胞，

进行虫媒病毒分离，具体方法按照文献进行H]。连

续3代引起细胞病变的标本视为阳性分离物。用阳
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性分离物的细胞培养上清包被96：fL板，用甲病毒、布

尼亚病毒、黄病毒属和BAV多克隆抗体(中国疾病预

防控制中心病毒病预防控制所)进行ELISA检测。

3．双链RNA核酸电泳试验：参照文献[5，6]方

法进行，检测病毒的基因组带型。

4．病毒分子生物学鉴定：从第3代病变细胞中

提取总RNA(QIAamp@Viral RNA Mini Kit，德国

Qiagen公司)，用随机引物制备cDNA。以cDNA为

模板，分别用BAV第5、8、1l及12节段引物BAV-5

(FP：57一CAG CTG CAG TGG TTA 11．G GA一3 7。

RP：5’一ACC GTG CAT CTT AAC CCT TG一3’)‘引、

B怂，-8(FP：5’．]盯’GCAGTCG CrGAGCl]丌TA．37，

RP：5’-CGC ATT TGA TCG TAT GCT TG一3’)㈨、

BALV-1 I(FP：5'-AAA CAT AAT GGC CGA TCA一3’。

RP：5’一ATA GAC CCA TCA CAA AGA CG一3’)和

BAV-12一F／R"川扩增病毒核酸。将PCR产物纯化后

连接于pGEM．T载体，克隆测序。

5．序列分析：从GenBank中下载中国、越南和印

度尼西亚BAV第5、8及11节段序列(表1)，利用

MEGA4软件绘制系统进化树(Nei曲bor-Joining法)。

表l引用中国．越南及印度尼西亚BAv的

毒株序列信息

毒株 来源
分离地点 GenBank序#i]号

及年代 第5节段第8节段第11节段

BANNA人 中国．1987 一 AF052034 AF05203l

BAV-Ch蚊虫 中国，1985 AF549309 一 一

02VN078b三带喙库蚊越南，2002 EU265699 EU265702 EU265704

02VNl80b三带喙库蚊黼，21)02 EU265720 EU265723 EU265726

02Ⅵ叼18b环带库蚊越南，2002 EU265687 EI 1265690 Eu265693

02VNl78b三带喙库蚊越南，2002 一EU265711 EU265714

02VN009b环带库蚊 越南，2002 EU265677 一 一

Jl(1斟23杂鳞库蚊 印度尼西亚，1980 AFl34517躺52017 AF052014

JKT-6969迷走按蚊 印度尼西亚，198l — AF052012 AF052009

JKT-7043淡色按蚊 印度尼两砸，1981 一 AF052028 AF052025

注：一：未检索到

结 果

1．标本采集和病毒分离：在勐腊县南嘎村共采

集蚊虫21批，分为7种共1731只，其中三带喙库蚊

数量最多(1263只，占总数的72．96％)，其次为中华

按蚊(235只，占13．58％)、棕头库蚊(76只)、骚扰阿

蚊(74只)、可赫按蚊(56只)、麻翅库蚊(15只)和刺

扰伊蚊(12只)数量较少。在两批标本中，有1株

(ML080776)引起C6／36细胞病变，主要表现为细胞

圆缩、脱落，不引起BHK21细胞病变。其他标本均

未引起C6／36或BHK21细胞病变。

2．病毒鉴定：

(1)抗原性鉴定：用接种ML080776后产生病变

的C6／36细胞上清包被96孔板，ELISA显示其与

BAV多克隆抗体反应，与其他抗体不反应。

(2)病毒基因组RNA电泳：从病变细胞上清中

提取RNA，SDS。PAGE电泳，硝酸银染色，显色后发

现基因组为12条带，按分子量由大到小表示为片段

1～12(S1一S12)，12条带分为2组(图1，左_右)，

每组各有6条带，呈6-6带型。

图1 BAV分离株的RNA电泳带型

(3)分子生物学鉴定：分别用BAV第5、8、11及

12节段引物扩增ML080776核酸。第5、8和11节段

引物依次得到分子量约750 bp、800 bp和670 bp的

产物，均与预期大小一致；第12节段引物未扩增出

条带(图2)。

注：M：Marker；I：阴性对照；2：第12节段；3：第11节段；4：第

8节段；5：第5节段

图2 BAV分离株第5、8、1l及12节段核酸扩增结果

(4)序列分析：将ML080776第5、8及11节段

的核苷酸序列和表1所列的各国分离的BAV相应

序列进行分析，分别构建系统进化树(图3)。①基

于第5节段核苷酸序列的进化树中，7株病毒分为

3个分支。ML080776独处于一个分支：另一中国

分离株BAV-Ch与越南02VN078b、02VN 180b及

02VN0096b共处一个分支；印度尼西亚(ⅨT-6423)

与越南分离株(02VN018b)共处于一个分支(图

3A)。②在基于第8节段核苷酸序列的进化树中，

ML080776、中国西双版纳分离株BANNA以及越南

株02VN018b和02VNl78b共处同一分支，

ML080776与BANNA的关系最近，02VN018b和

02VNl78b处于相对独立的一个小分支，印度尼西亚

株Jl(T_6423、JKT-6969和JKT-7043则形成一个独

立分支(图3B)。③基于第ll节段序列的进化分析

结果与第8节段相似，ML080776和BANNA、
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02VN018b及02VNl78b在一个分支，但ML080776

与02VN018b和02vNl78b关系更近(图3C)。
A

B

C

0．02

3

注：A：BAV第5节段核苷酸序列进化树；B：BAV第8节段核苷

酸序列进化树；C：BAV第1l节段核苷酸序列进化树

图3基于BAV毒株核苷酸序列的系统进化分析

讨 论

通过细胞培养方法，从三带喙库蚊中分离到1

个阳性分离物(ML080776)，经鉴定为BAV。核酸

电泳显示12条带的分布与云南省其他地区BAV分

离株相似，均为6-6带型一]。RT-PCR鉴定中，用

BAV第5、8及11节段引物均能扩增到目的条带，而

第12节段却不能得到相应扩增产物。中国其他分

离株应用该引物能扩增到目的片段隋1，提示该毒株

第12节段核苷酸序列与中国其他分离株存在较大

差异，还需要进一步研究。

基于第5、8及11节段核苷酸序列的系统进化分

析显示：对于较大的第5节段，ML080776处于相对

独立的1个分支；而较小的第8和1l节段，

ML080776均与2株越南BAV(02vN018b、

02VNl78b)及中国云南省分离株BANNA处于一个

进化分支，尤其是第11节段的进化分析中，

ML080776与越南分离株02VN0 1 8b和02VN 178b进

化关系最近。这一发现和2008年越南的研究结果

一致b]，越南BAV分离株在不同基因节段的系统进

化分析中，与中国分离株处于不同的进化分支，提示

越南和中国分离株的基因节段发生了重组。本研究

结果同样显示云南省分离的BAV(ML080776)的基
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因节段可能与越南分离株发生了基因重配。对于

分节段的病毒，可因基因的重配而导致病毒基因

型别和生物学性状出现多重改变bJ]。已有血清学

调查结果显示，云南省不明原因脑炎患者双份血清

中发现有BAV抗体效价增长4倍以上¨引，说明BAV

是病毒性脑炎的原因之一，这种基因重配后的BAV

与人类疾病之间的关系还有待进一步研究。
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