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浙江省1999--2008年麻疹病毒流行株
磷蛋白基因变异研究

钟淑玲冯燕徐昌平徐琦卢亦愚

·实验室研究·

【摘要】 目的了解浙江省麻疹病毒流行株磷蛋白(P)基因变异规律。方法采用RT-PCR

方法扩增1999—2008年浙江省麻疹病毒流行株P基因全序列，进行序列测定，并与疫苗株

Shanghail91及其他麻疹流行株进行比较。结果1999—2008年浙江省各流行株与疫苗株

Shanghall91之间存在59—75个核苷酸的变异(变异率3．9％，4．9％)，导致36～42个氨基酸变异

(变异率7．1％一8．3％)，它们在二级结构上也存在～定的差异。P基因系统进化树显示，其基因分

型结果与WHO推荐的核蛋白(N)基因分型结果基本一致。P蛋白氨基酸的平均变异率要大于主

要抗原基因N和H基因。结论1999--2008年浙江省麻疹病毒流行株与疫苗株Shanghail91的P

基因存在较大差异。
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【Abstract】 Objective To investigate the genetic characteristiCS and variatiOil within the

phosphoprotein(P)gene ofmeasles epidemic strains circulated in Zhejiang province．Methods 1f1圮

whole sequenee of P gene of the epidemic strains related to Zhejiang Measles virus during 1999 to

2008 was amplified．using the RT．PCR Assay．PCR products were sequenced and compared with the

sequences of measles vaccine and other epidemic strains．Results Totallv。1 524 nucleotides were

sequenced from each epidemic strain and 507 amino acids wel"e derived corrcspondingly．Compared

with the vaccine strain，there were 59—75 nucleotides(divergent ratios wgTe 3．9％-4．9％)mutated

from the epidemic strains．which W@／'e isolated during l 999 to 2008 and causing mutation On 36—42

amino acid(divergent ratios were 7．1％-8．3％)．Changes were alSO observed Oil the secondary

sn'ucture．The phylogenedc tree．constructed based 011 the sequ∞c骼ofP gene，Was similar to that

based加the N gene，recommended bV WHO．In addition，the average divergent ratio of P protein

was greater than the ratio occurred on the N and H genes．Conclusion 11”variation within the P

gene between the vaccine and epidemic strains circulated in Zhejiang province during 1999 to 2008

was significant．
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麻疹病毒分成8个基因组(A—H)23个基因

型Ⅲ。目前，麻疹病毒的分子流行病学研究主要集

中在核蛋白(N)和血凝素(H)蛋白上，麻疹病毒流行

株的P基因也存在着较大的变异幢_1，为深入了解麻

DOI：10．3760／cm乳j．issn．0254—6450．2010．08．017

基金项目：国家自然科学基金(30771903)；浙江省自然科学基金

(Y206307、2091 178)

作者单位：310051杭州，浙江省疾病预防控制中心浙江省公共卫生

应急检测关键技术重点实验室

通信作者：卢亦愚，Email：iuyiyuzjh@yahoo．oo吐∞

疹病毒流行株P基因的特性和变异状况，本研究选取

1999--2008年浙江省麻疹病毒流行代表株，进行了

P基因的全序列测定，并与相关毒株进行比较分析。

材料与方法

1．病毒株：麻疹病毒分离株为1999--2008年从

浙江省各地市疾病预防控制中心送检的疑似麻疹患

者含漱液、咽拭子标本中分离得到，于一80℃保存。

2．麻疹病毒RNA提取：采用RNeasy Mini剂

盒(德国Qiagen公司)对上述各年的麻疹流行株进

 



行病毒RNA提取，按照试剂盒说明书进行操作。

3．RT-PCR和全序列测定：采用日本TaKaRa公

司的One Step RNAPCR试剂盒进行P基因的全序

列扩增，反应条件参见文献[2]，RT-PCR扩增产物送

南京金思特公司纯化测序。

4．核酸序列分析：除麻疹病毒分离株的P、N和

H基因序列(进行测序)外，疫苗株Shanghail91[2】

(GenBank号：EU435017)、Htmaa／93H(Genaank号：

EU090820)以及麻疹病毒P、N和H基因分型参考株

序列均由NCBI的GenBank上获取。采用生物学软

件DNAMAN进行序列的拼接及比对；BioEdit

Sequence Alignment Editor software进行氨基酸推导

以及同源性比较，MEGA 3．1软件进行系统树的构

建，二级结构的模拟采用Genetyx软件进行。

5．Ka／Ks值的计算：Ka／Ks值表示病毒的某个结

构基因在进化过程中受到的选择压力，其中Ka为编

码序列每个碱基的异义突变率(nonsynonymous

substitution rate)，Ks为同义突变率(synonymous

sub．sfitufion rate)，Ka／Ks比值>1，表明该基因受到

正向选择压力¨]，采用Paml生物软件进行Ka／Ks值

的计算。

结 果

1．麻疹病毒流行株与疫苗株P基因核苷酸与

氨基酸序列分析：本研究所选择的麻疹病毒流行株

P基因全长均为1524核苷酸，编码507个氨基酸，未

发生核苷酸插入或缺失。1993、1999以及2005—

2008年的麻疹流行株(Hunan／93／7、Zhejiang／99／6、

Zhejiang／05／2、Zhejiang／06／5、Zhejiang／07／4和

Zhejiang／08／8)与60年代分离的疫苗株Shanghml91

比较，分别存在59、59、74、62、69、75个核苷酸的变

异(变异率为3．9％、3．9％、4．9％、4．1％、4．1％、4．9％)，

导致了37、36、4l、4l、37、42个氨基酸的变异(变异

率为7．3％、7．1％、8．1％、8．1％、7．3％、8．3％)(表l、2)。

与疫苗株Shanghail91比较，1993—2008年麻

疹流行株在P蛋白氨基酸水平上存在27个位点的共

同变异。与1993年流行株Hunan／93／7相比，1999年

流行株Zhejiang／99／6发生了第79、92、100、195、222、

225、264、293以及459位上的9个氨基酸改变；与

Zhejiang／99／6相比，2006年流行株Zhejiang／06／5又

在第79、146、160、293、390与422位上发生了6个氨

基酸位点的改变；而与Zhejiang／06／5相比，2008年

流行株Zhoiang／08／9又在第66、160、256、260、264、

283、390、422和479位上发生了9个氨基酸的变异。

2．麻疹P蛋白变异与N、H蛋白变异间的差异：

1965--2008年，麻疹病毒流行株的P蛋白氨基酸变

异个数达42，变异率为8．3％，其中1965—1993年，麻

疹病毒流行株与Shanghail91疫苗株之间P蛋白氨

基酸的变异达37个，变异率为7．3％。1993--2008年

的麻疹病毒流行株与疫苗株Shanghml91相比，P蛋

白与N、H蛋白，在核苷酸水平上，平均变异率N>

H>P，其中P基因和H基因的变异率相近；而在氨基

酸水平上，P>H>N，且P基因的平均变异率要远高

于H基因(表2)。

计算各个基因的非同义替换率(1(a)与同义替

换率(鼬)的比值，结果表明：P基因的Ka／Ks=0．56；

N基因的Ka／Ks=0．09；H基因的Ka／Ks=0．12，表明

P基因在进化过程中受到了较H和N基因更大的选

表1 1999--2008年浙江省麻疹流行株与疫苗株P蛋白氨基酸序列比较

⋯一，。 氨 基 酸 位 点

霉株名称_三rj矿了广jri■磊■亓—丙—瓦—西—磊—面—面—页—元—而1丽1砭1面1百了iii而丁五矿西r函丁话而
Shanghail91 G E G K L S T R G P I D A E T P L A C Y K Q G T L N T R

Hunan／93／7 S G K E F · A · · S S N T · I S · · R H E R D A F · · K

Zhejiang／99／6 S G K E F · A C · S S N T · V S P · R H E R D A F · ·

Zhejiaag／05／2 S G K E F T A · R S S N T · V S P · R H E R D · F · · K

Zhejiang／06／5 S G K E F · A · · S S N T · V S P · R H E R D A F D P K

Zhejian罾／07／4 S G K E F · A · · S S · T G V S P · R H E R D A F · · K

Zhejiang／07／8 S G K E F · A · · S S N T · V S P · R H E R D A F · · K

Zhejiang／08／8 S G K E F T A · · S S N T · V S P · R H E R D A F · · K

Zhejiang／08／9 S G K E F T A · · S S N T · V S P · R H E R D A F D · K

毒株名称—203—204-—2—19—2—20—2—22—2—25—2—56—2—57—2—60—2—63—2皇6L4—26垄5 L27—5 j28生2—28j3生29—3—29皇5—37—7—3—82—3—90—4—19—4—22—4—46—4—57—4—59—4—74—4—79
Shanghail91 F P G R S G R K S S G P C I Q I P L N I L M M G A E R

Hunan／93／7 L S S · N E · R ·L ·
· F · · V Q F S · P · V S I D ·

Zhejiang／99／6 L S S · · · · R · L E · F · · · Q F S · P · V S T D ·

Zhejiang／05／2 L S S ·
·

· Q R L L · · F · P V Q F S ·P · V S T D ·

Zhejiang／06／5 L S S · · · R · L E · F · · V Q F S L P V V S T D ·

Zhejiang／07／4 L S S ·
·

·
· R L E · F · V Q F G P V S T D ·

Zhejiang／07／8 L S S · · · · R · L E · F · · V Q F S · S · V S T D ·

Zhejiang／08／8 L S S · · · O R L L · · F · P V Q F S · P · V S T D S

Zheiiane．／08／9 L S S ·
·

· O R L L · · F · P V Q F S · P · V S T D S
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表2 1999--2008年浙江省麻疹流行株P、N和H基因(编码的氨基酸)的变异比皎

年份 毒株名
P基因 N基因 H基因

变异数变异率(％) 变异数变异率(％) 变异数变异率(％)

1965 Shanghail91 0(o) O．o(o) 0(O) 0．o(o)O(o)0．0(0)

1993 Hunan／93／7 59(3刀 3．9(7．3) 79(18) 5，0(3．4) SO(20)4．3(3．21

1999 Zhcjiang／99／6 59(36) 3．9(7．1)81(21) 5．1(4．O)87(26)4．7(4．2)

2005 Zhejiang／05／2 74(41)4．9(8．1)89(22) 5．6(4．2) 93(27) 5．o(4．4)

2006 Zhejiang／06／5 62(41)4．1(8．1)85(19) 5．4(3．6) 94(29) 5．1(4．7】

2007 Zhejiang／07／4 69(37)4．1(7．3)81(21) 5．6(4．O) 94(27) 5．I(4 4)

2008 Zhejiang／08／8 75(42)4．9(8．3)86(21) 5．4(4．0) 100(29) 5．4(4．7)

均值0) 一 66．1(39 I)4．3(7．7)84．6(20．2)5．4(3．8) 91．3(26．3)4．9(4．3)

择性压力。

3．麻疹P蛋白的二级结构分析：选择疫苗株

Shanghail91和Zhejiang／08／8进行P蛋白二级结构的

模拟和比较，结果显示流行株与疫苗株P蛋白在二

级结构上存在明显差异。与疫苗株Shanghail91的

P蛋白二级结构相比较，Zhejiang／08／8株在第121、

133、155、193、241、283等许多位点的氨基酸都出现

了嘏旋与晰叠之间的相互转变(图1)。
4．麻疹流行株P蛋白的糖基化位点分析：对麻

疹病毒P蛋白氨基酸序列进行糖基化位点分析，结

果显示疫苗株Shanghail91存在2个糖基化位点

(NESl45．1艟、NIS，"．m)，1993年流行株Hunan／93／7共

有44"糖基化位点，即增加了NLS。．：。和NTS。。埘。

1999、2005、2007年流行株与2008年流行株

Zhejiang／08／8均有3个糖基化位点，与疫苗株

Shanghail91比较增加了NLs202。20．，即第203、204位

·9ll·

氨基酸的变异(F---，L，卜S)导致新
的糖基化位点的出现。2006年流行

株Zhejiang／06／5和2008年流行株

Zhejiang／08／9仅有2个糖基化位点，

与疫苗株Shanghail91相比，增加了1

个糖基化位点(NLs矩．。)，丧失了1

个糖基化位点(NES。。)，即第146
位N_一D的变异导致该位点原有糖

基化位点的缺失(表3)。

表3 1999--2008年浙江省麻疹流行株与疫苗株

P蛋白的糖基化位点比较

矗痊毒雌 堕苎些焦皇 厶讳麻疹毒株i石_五F面i芝吾乏荔三荔了j；亍=丽合计

注：“+”表示存在该糖基化位点，“一”表示缺失该糖基化位点

5．麻疹P基因分型与N基因分型比较：通过P基

因和N基因构建的系统进化树(图2)比较，结果显

示除在E、C2基因型上略有差异外，P基因分型与N

基因分型结果具有良好的相似。

图1疫苗株Shanghail91及浙江省2008年麻疹流行株Zhejiang／08／8的P蛋白二级结构模拟

 



N基因P基因

图2麻疹病毒N基因及P基因系统进化树

讨 论

本研究选取1999--2008年浙江省麻疹病毒流

行株与疫苗株Shanghml91以及其他麻疹病毒流行

株的P基因全序列进行了比较，结果显示，与

Shanghail91疫苗株相比，麻疹流行株的P基因的变

异在逐渐增加，1993年麻疹流行株P基因的核苷酸

变异率为3．9％，而2008年流行株的核苷酸变异率达

4．9％。此外，出现在2005年流行株第66、256、260、

264、283号位上的氨基酸突变(nT，咖，S吼，
眦，叶)，在2008年的流行株上重复出现，从P
基因变化上也提示此类麻疹流行株在我国不同地区

间存在着循环流行。

模拟的P蛋白二级结构表明，2008年的麻疹流

行株P蛋白与疫苗株相比，许多位点发生了a螺旋，B

折叠与B转角的改变，这种变化将导致P蛋白肽链方

向的改变，这些变化是否会影响到P蛋白的生物学

功能目前尚不清楚。

从P蛋白与N蛋白的基因分型和进化特征的相

似性分析，麻疹病毒在进化过程中，随着N基因分化

的同时，P基因也出现了相似的分化。此外，麻疹病

毒P、N和H蛋白的比较结果显示，在核苷酸水平上，

P基因的平均变异率小于H基因，而在氨基酸水平

上P蛋白的平均变异率却远远大于N、H蛋白，且N

蛋白的氨基酸变异率最小，这与Bankamp等b1报道

的结果不同，在N基因的变异率研究上，Bankamp选

择N基因C末端易变的450个核苷酸，而本研究选

择N基因的全基因序列，并认为在基因的变异分析

上，选择全序列应该更具有客观性。另一方面，在基

因的随机突变中，非同义替换率与

同义替换率的出现概率是相似的，

二者的比应≤l。而当变异受到宿主

或免疫压力时，基因的突变往往是

非同义的替换更多，此时的非同义

替换与同义替换的比值应>l。本

研究中P基因的Ka／Ks值为0．56，这

一结果与Nei[41的研究(Ka／Ks值为

0．43)相似。但是，Nei认为P基因

中P／C基因的Ka／Ks值为1．53，表

明其受到一定的正向选择压力，可

能是由于该基因为重叠基因，存在

多个开放编码框并具有易曲性，导

致Ks的减小¨]。但也有学者认为，

在麻疹病毒感染后，宿主天然免疫

反应迅速启动清除病毒，而P蛋白中断了I型干扰

素的Jak／sTAT信号转导途径，导致麻疹病毒发展了

多种策略来逃避，从而使P蛋白受到了一定的免疫

压力‘引。

因此，当前在麻疹病毒的变异研究中，除了众所

关注的H与N基因以外，开展对麻疹病毒所有基因

中氨基酸变异率最大的P基因的研究，不仅可以为

麻疹病毒流行株的变异监测提供参考，对疫苗时代

麻疹流行特征的研究与新一代麻疹疫苗的开发，都

具有十分重要的意义。
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