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的免疫力下降有关。建议高年龄组人群通过增加接种针次来

提高免疫效果。国产人用狂犬病疫苗及国产与进口疫苗混

合接种者血清抗体阳性率明显高于进口疫苗接种者，杨洁

等⋯曾报道可能存在疫苗抗原与试剂包被抗原不匹配的原

因。目前国内间接ELISA人用狂犬病毒lgG抗体试剂盒具

有一定的非特异性反应，除』，检测狂犬病毒抗体成分外，可

能还有其他非特异性成分。2】。进口疫苗纯化程度高于国产疫

苗，产生的特异性会更高。如果包被抗原中有效成分不足，会

导致狂犬病毒抗体检测率降低。另外不同厂家生产的检测

试剂，其抗体检测阳性率和抗体滴度均存在差异。对免疫效

果检测造成一定的误差。有条件的单位应推广使用快速荧

光灶抑制试验(RFFIT)。】。分析不同免疫程序与血清抗体阳

性率的关系，全程免疫者抗体阳性率高于未全程免疫者；首

次全程免疫抗体阴性者(狂犬病毒中和抗体未达到0．5 IU／ml

安全浓度)加强注射1～3针后，抗体提高到99．“％；注射抗

狂犬病毒IIIL清后再进行全程免疫者抗体阳性率达99．79％。

表明狂犬疫苗注射后与免疫次数、剂最等阗素有关；抗体阳

性率在一定范围随着针次的增加而提高；严重咬伤者注射抗

狂犬病毒血清后再进行全程免疫可获得满意效果。分析不

同采m时|’日J对抗体阳性率的影响，在距接种最后1针20 d内

采血检测阳性率最高。随着采血时间的延长抗体阳性率逐渐

下降．60 d后采m检测阳性率仅为75．00％，因此应注意采血

时间对抗体检测结果的影响。吴迎春等”+曾报道．由于疫苗

运输贮存条件不同和人群对接种知识掌握不全面等因素导

致乡镇接种点的抗体阳性率明显低于城区接种点。分析城
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区和乡镇接种点血清抗体阳性率无明显差异。随着卫生资源

投入。乡镇接种点冷链车、专用冰箱的配备，疫苗运输贮存的

条件得到极大改善；同时采用知情同意书告知接种者按规程

进行全程疫苗接种、及时采血检测以及抗体阴性者及时进行

加强免疫等措施，可大大提高人群免疫效果。
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鉴于目前除原型株，vo外，尚未有Ech025全基因序列的测

定，为了解其基闪特征．本研究对其中l株进行全基因组序列

测定。

1．材料与方法：

(1)毒株来源：待测病毒株是2008年河南省疾病预防控

制中心(CDc)传染病预防控制所病毒性脑炎实验室分离并

保存的毒株。命名为HN-02。

(2)引物设计：根据原型株Ⅳ4(AY302549)序列，设计

ll对首位相互重叠、覆盖全基因组的引物(表1)。

(3)RNA提取及反转录：将病毒接种于RD细胞。待细胞

病变达75％时收获。一20℃反复冻融3次；用美国Qiagen公司

的Rneasy Mini试荆盒提取RNA，用大连宝生物公司的

PrimeSeript l—Strand cDNA Synthesis试剂盒反转录cDNA，

所有操作按照说明书进行。

(4)PCR扩增：PCR反应体系(50¨1)：10×Bufier 5 pI，

4×dNTP混合物4 FI。0．4 pl Taq酶．cDNA 3肛I，上下游特异

引物(25 pm)各l¨l。反应条件：94℃4 min；94℃50 s，

 



·92· 中华流行病学杂志2011年1月第32卷第1期Chin J Epidemiol，January 2011，V01．32，No．I

表1 Ech025全基因组扩增引物序列

40℃50 s，72℃90 s，共35个循环；72℃10 min。PCR扩增

产物经1．2％琼脂糖凝胶电泳鉴定，产物纯化后送南京金斯

瑞生物科技公司进行测序。

(5)序列分析：使用DNAStar软件中的SeqMan程序将所

测片段拼接起来，得到HN一02全基因序列。从GenBank上

选取同源性较高的其他型人肠道病毒B组(HEVB)如Echo

病毒及柯萨奇病毒(CBV)等基因序列，用BioEdit软件进行

同源性比较。

(6)序列登录号：所测HN一02全基因序列提交至

GenBank。

2．结果：

(1)HN一02是一条单股正链RNA，除3’末端的多聚腺苷

酸尾(PolyA)夕b，全长7423 bp。分为3个区：743 bp的5’非编

码区(5’UTR)、6584 bp的编码区(CDS)、96 bp的3’UTR。

HN一02基因组特征为AT含量丰富，占52．57％。HN一02分离

株与原型株Jvq全基因序列核苷酸同源性为81．4％(表2)。

(2)5’和3’UTR：与原型株M相比，HN一02株5’UTR
核苷酸同源性最高，为83．0％，3’UTR核苷酸同源性为

74．7％。与HEVB其他型相比。5’UTR核苷酸差异为

13．2％～19．2％。3’UTR核苷酸差异为12．2％～21．3％。各型

别间5’UTR区核苷酸序列较保守。

(3)CDS特征：与原型株Jv．4相比，HN一02所编码的氨

基酸差异为3．5％；核苷酸差异为18．8％，其中VP4一VP2核苷

酸差异为18．6％一19．2％、VPI核苷酸差异为19．6％；P2、P3

核苷酸差异分别为17．5％、19．9％。与HEVB其他型相比，

VP4一VP2核苷酸差异为20．5％～34．3％、VPl核苷酸差异为

30．9％～40．1％；P2、P3核苷酸差异为11．O％～19．4％。

(4)所测HN一02全基因序列提交至GenBank，所得序列

号为HM031191。

3．讨论：相对于5’UTR区，HN一02 CDS序列不断变异，

但这些变异为同义突变，并不影响氨基酸序列⋯。肠道病毒

基因组中以衣壳蛋白VPI、VP2、VP3 CDS较易发生变异，其

中VPI蛋向上关键的抗原表位变化会影响病毒对宿主细胞

的吸附及其免疫原性，从而改变病毒的毒力。】。HN一02与

HEVB其他型同源性分析发现，P1区氨基酸差异较大，为

18．8％．29．4％，P2、P3区相对保守，氨基酸同源性均在95％

以上，表明不同区域在进化巾并不同步。基因重组不仅仅发

生在衣壳区，P2、P3区基因重组也很频繁，有研究表明，基因

重组为肠道病毒进化的主要机制_1。随着新型肠道病毒的

不断出现t及肠道病毒频繁的基因重组‘2j，为进一步了解该

病毒的基因特性，应对肠道病毒UTR、病毒基因重组及抗原

性改变情况等作更多的研究，为疾病的防治提供详实的基础

性资料。

表2 HN一02株与其他型HEVB毒株同源性比较结果(％)

病毒株 全基因组5’UTR CDS PI VP4 VP2 VP3 VPI P2 P3 3 7UTR

AY302549(ECH025)81．4 83．0 81．2(96．5)81．钺96．11 81．4(94．2)81．0(98．o)80．8(96．6)80．4(97．5)80．1(96．o)82．5(97．3) 74．7

AY948442(ECH030) 79．3 86．8 78．3(90．3)74．7(80．O)74．7(91．4)70．7(82．5)70．8(81．O)67．2(97．1)81．7(96．O)85．4(97．6)86．8

DQ246620(ECH030) 79．3 86．7 78．3(90．7)73．0(80．3)73．8(91．4)70．8(82．9)70．7(81．9)67．2(97．5)81．9(96．8)85．2(97．8)87．8

EFl55423(AMS573) 77．4 86．0 76．9(90．5)76．1(引．2)76．1(92．8)72．6(83．7)70．4(81．0)69．1(98．9)80．“95．8)80．8(97．1)84．6

AY302547(ECH021) 78．O 83．8 77．3(90．7)79．5(80．7)79．5(94．2)73．7(82．9)71．4(82．3)68．8(98．2)80．9(96．5)80．8(97．6) 78．7

FJl72447(ECH04) 78．7 80．8 78．5(87．9)74．2(73．8)74．2(92．8)71．o(79．8)67．9(72．2)60．6(98．2)82．1(95．6)89．o(97．8) 81．9

AF524867(ECH09) 77．6 86．8 76．5(86．4)74．2(70．6)74．2(92．8)70．o(77．6)65．7(69．4)59．9(96．7)82．1(96．7)84．8(97．5)82．6

FJ00000i(CBV3) 78．1 86．5 77．1(87．7)78．5(73．1)78．5(91．4)67．9(78．O)70．3(74．3)61．o(97．1)81．9(95．8)85．2(98．1) 81．8

C,Q141875(CBV3) 78．1 86．8 77．1(87．8)78．5(73．1)78．5(91．4)67．3(77．6)69．6(74．7)61．4(97．5)81．8(96．0)85．钡98．I) 80．O

注：括号外数据为核诗酸fnl源性比较．括号内数据为氨基酸同源性比较
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