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浙江省1999--201 1年麻疹流行株
全基因组序列分析

金青青冯燕徐昌平卢亦愚钟淑玲莫世华

·实验室研究·

【摘要】 目的从全基刚缉层面探讨浙汀省1999—2011年麻疹病毒的变异及其与疫苗株

S191之删的差异。方法选取浙江省不同年份分离的麻疹病毒流行株9株，采用RT_PCR方法扩

增全基Ⅲ组序列．并与疫苗株S191及国外主西流行基因型毒株进行全序列比较分析。结果

1999--2011年浙江麻疹流行株间的氨基酸同源性为98 77％～99 89％，麻疹病毒尚未受到明显的

正向压力，各基幽的变异仍属随机漂移．．与疫苗株S191相比，两者问氨基酸的同源性仅为

96 63％一98 16％，分别存在135～1 59个氨基酸的歧变，其中共同的氨基酸变异位点113个，廿致5

个糖某化位点的变异。，在核苷酸水甲上，N基因的平均变异率最大(5 5％)；而在氨基酸水平E，P

蛋白的平均变异率最大(7 7％)。此外，住牟基因组序列上，浙江流行株与各国疫苗株的遗传距离

均大于D⋯B基因型流行株与各国疫茼组的遗传距离(f一9 76，P<0．05；f=12 39，P<O 05)。

结论浙江麻疹流行株与疫曲株S191在各基因L均产生了较大的差异，现行疫苗株与H基凶型

流行株之间的差异远大于疫苗株与国外优势流行株(D。、R，荩幽犁)之间的差异，应密切关注这一

变化趋势，及早研究后备麻疹免疫株一
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【Abstract】0bjecfive To study the genetic variations between measles vaccine strain S191

and strains that circulated in Zhejtang province causing the epidemics during 1 999 to 20儿Methods

Complete sequence of the nine Zhejiang measles strains were amplified bv RT_PCR assay Products

were sequenced and the obtained sequences were aligned and analyzed with vaccine strains S191 and

the maior epidemic strains 1solated ln foreign countries ResulIs Thc homology ofamino acid among

the nine Zhcjiang stmins were 98 77％一99 89％The strains wcrc not affected by positive selection and

the variations on each gene were still in random drift Compared to vaccine strain S191．there were

135t01 59 amino acid changesln Zhejiangmeasles virus．inwhichll3 pointswere common vari曲le

positions、resulting ln tnutatinns on five g[ycosylatinn sites At the nucleotide level、the biggest

djf诧rences between the Zheiiang strains and the vaccine strain S191 were found on N gone．with the

average divergent ratio as 5 5％，whilethe biggest onewas Pprotein，inthe amino acidlevel．withthe

averagemutation rate as 7 7％In addition．、Vi血the complete genolne sequences，the genetic distance

between Zhcjiang epidemic atrains and vaccine strains was greater than the distances between

epidemic strains of genotype D4，B，and vaccine strains(t=一9．76，P<0 05；t=一12 39，P<0．05)
Conchlsinn There were sightficant differences found in the each of the genes between Zhejtang
epidemic strains and the vaccine strain S191 The difibrences between the current vaccine strains and

H genotypc epidemic strains were much larger than the diffcrenees between the vaccine and血e

foreign epidemic strains(genotype D“B3 J Therefi)re，wc should pay close attention to this trend，and

to develop candidatesforthe dcvcloplnent ofvaccines，as early aspossible
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麻疹的消除工作目前在我同仍十分艰巨。我

国现行的麻疹疫苗已使用近50年，疫苗株与流行株

之间的差异积累将对疫苗的免疫效果产生负面影

响。麻疹病毒全长近16 000个核苷酸，由N、P、M、

F、H和L6个结构基因构成，目前国内外对麻疹病毒

基冈变异的研究大多数集中在N和H基因上1。1，为

全面了解近十余年来浙江省麻疹病毒基因组的变异

情况，本研究对1999--2011年浙江流行代表株进行

全基因序列分析，并与相关毒株进行比较。

材料与方法

l样本来源：选取1999--2011年本实验搴在不

同年份所分离保存的浙江省麻疹病毒流行代表株共

9株(缺2000、2001、2003、2004年)，进行毒株全基冈

组序列测定。国内外麻疹疫苗株(S191、Zagreb、

Moraten、Schwarz、AIK-C、CAM一70)、D4基因型流行

株(New York USA／26 09／3、Florida．USA／19 09)、B，

基冈型流行株(KS、New Jersey．USA／45 05)的全基因

序列及其他基凼硎序列由NCBI的GenBank下载。

2．全基因组序列扩增：采用Qiagen试剂盒提取

病毒RNA，按照试剂盒说明书进行操作。RT-PCR

采用TaKaRa公司的One Step RT-PCR Kit，扩增引物

由本实验室自行没汁，序列见表1，反应体系及条件

见参考文献[6]，RT-PCR扩增产物由南京金思瑞生

物科技公司进行纯化测序。

表1麻疹病毒全序列扩增引物

基圳 引物(5。～3‘) 位置

N F：ACCAAACAAAGTTGGGTAAGGA’IAG
l～l 926

R·CTGATATTTCToACCATGCTGCC

P F：CAAGGCTCAGACACGGACAC
628～3 594

R ArGTACATAAAGCATTCATCCTTCC

M F：TrCCACCAGATGCTGATGAAGA

R．ccTAccAccCcTAl．c盯AGAGAGATTG
3 294～5 567

F F：CAAGCGACCGAGGTGACCCAAC
4 796～7 532

R—CCTGAIGCTCGA"盯GAGTTAGTTAC

H F：GCAGTGTGTCTTGGAGGGTTG

R．TGAG∞AcTcGAGcA_rAcTcCAGO
6 958’9 340

L1 F·CAAGTGGAATGCTTCACATGGGAC

R．TccAcAGCTTCTGAcAATAcccrr丁c
8 969～lI 475

L2 F·CGACTGATCTCAAGAAGTACTGCC

R ccATcTGAI埘TTccc rGATGGTc
ll 215’13 764

L3 F：ACATGGTCCACACCCCAACTATATC

R．ACCAGAcAAAGCTGGGAATAGAAAC
13 509’15 894

3．序列分析：采用DNAMAN软件进行序列的

拼接、比对；BioEdit软件进行氨基酸的推导及各基

因位点的熵值计算；采用PAML软件的codeml程

序作正向选择压力(KaJKs)计算；采用Mega软件

进行遗传距离的计算及系统进化树的构建，Ji：计

算进化率。。

4统计学分析：采用SAS 9．1软件，用配对f检

验方法分析浙江流行株、D。基因刑流行株、B，基因型

流行株和疫苗株之间的遗传距离。

结 果

1麻疹病毒流行株与疫苗株S191的核苷酸和

氨基酸差异分析：各年份的浙江省麻疹流行株的全

序列均为15 894个核苷酸，在6个基因上均仅发生

核苷酸和氨基酸的替换，而未见插入与缺失。1999、

2002、2005、2006、2007、2008、2009、2010以及2011

年的浙江省麻疹流行株，与60年代分离的疫苗株

S191相比较，分别存在595、601、647、637、641、659、

664、668、669个核苷酸的变异。各基因的核苷酸变

异率大小依次为N>H>F>P>L>M，氨基酸变异

率大小依次为P>H>N>F>L>M(表2)。nI于变

异的积累，近．f，年麻疹流行株全基因序列‘j疫苗株

的差异有增大趋势，各年份的进化率分别为4．63％、

4 69％、5．07％、4．98％、5．00％、5．17％、5．21％、5 24％、

5．25％，、

表2 999—2011年浙江省麻疹流行株与疫苗株s191

各基因的平均差异分析

注：Ka为非同盟替代率；Ks为同望替代率

2，麻疹病毒流行株与疫苗株S191的氢基酸变

异位点分析：浙江省麻疹病毒流行株与疫苗株S191

相比，两者氨基酸同源性为96 63％～98．16％，分别

存在135～159个氨基酸位点的改变，其中共同的氨

基酸变异位点有113个。流行株的某些位点不稳

定，存在回复变异，如N基因的第457位、P基因的第

256位、F基因的第174位、H基因的第493位以及L

基因的794位等(表3)。

对浙江麻疹流行株与疫苗株各基因编码的氨基

酸位点进行熵值计箅，结果显示熵值较高的区域主

要集中在P基因和H基因上，其中H基因的第497位

氨基酸熵值达到1．0297。经PAML软件筛选结果冠

示Ka／Ks值均小于1，表明各基因均尚未受到明显的
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续表3 1999--2011年浙江省麻疹流行株与疫苗株$191全序列氨基酸变异位点
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JF向选择压力(表2)。

3．麻疹流行株的糖基化位点分析：对浙江省麻

疹流行株的氨岸酸序列进行糖基化位点(N．X．T／S)

分析，结果显示疫苗株S191存在29个糖基化位点，

而近年流行株分别存在28～30个糖基化位点，一者
共有26个稳定的糖基化位点。与疫莆株相比，近年

来的流行株在P基冈的202位、L基因的1708位上各

增加了一个糖基化倚点，但F基洲的9位、H基因的

238位则各减少了一个糖基化位点，而L基凶的

1712位则处于变化状态(表4)。

4遗传距离分析：将浙江省麻疹病毒流行株、D。

基冈刑流行株、&基因型流行株及各国现行疫苗株

的各个基因及全序列进行遗传距离分析，结果见表

5。各摹冈刑毒株的组内距离均在0～o．012之间，差

异不大。四组之间的组间距离比较分析发现，疫苗

株和D4基洲型流行株与疫阿株和B，基阁刊流行株

之间的组间距离差异无统计学意义(≠=一0 22，P>

o．05)；疫曲株和D。基幽型流行株与疫苗株和浙江流

行株的组间距离差异有统tI学意义(￡=一9 76，P<

o 05)；疫凿株和B，基因型流行株与疫苗株和浙江流

行株的组问距离差异也有统汁学意义(t=一12，39，

表4 1 999--2011年浙江省麻疹流行株

皇堕堕堡!!!!塑堕茎些篁盛堕鐾量病毒株差l盏鲁蒜_0。蔫‰
+ + 一 上

+ + +

P<0 05)。

5．浙江麻疹流行株的基凶进化分析：浙江省麻

疹流行株、fl!：界各国疫苗株、D基因型流行株及B，

基州型流行株的N基囚C一末端450个核苷酸和全基

州序列系统进化树见图l。从图1可见，二者进化枳J

呈现出相同趋势，均形成以早年A基因型疫苗株、

B3基因型流行株、D基因型流行株为一个大分支，H

基因型流行株为一个小分支的两大分支。在1999

年和2002年之间形成两个小分支，2002年之后又分

表5浙江省麻疹病毒流行株、Dt基因型流行株、B、基因型流行株与疫苗株遗传距离分析

沣：Vac：辑曰疫苗株；D；：D=摹因型流行株；B、：岛基N型流行株；zJ：浙江麻疹流行株
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a麻疹病毒N基闺C一束端450个枝苷酸系统进化树 b麻疹病毒辛基因系统进化树

图I麻疹病毒系统进化树分析

为两个簇。2002、2006—2007和2005、2008—2011

年各自形成一簇。其中1999年的流行株与国外

2006年的IBM一1病毒株、PennsylvaniaUSA／20 09病

毒株与2008、2010—1011年分别处于同一分支。浙

江麻疹流行株均为H。型，近年麻疹流行株无明显的

时间分布差异。

讨 论

自7I：展麻疹疫苗接种以来，围际上所用疫苗株

皆为20世纪60年代的Edmonston类似株。近年米，

国内外研究报道新分离的麻疹病毒流行株与现行疫

苗株之间存在一定的差异，从而造成疫苗免疫后产

牛的抗体中和野毒株的能力大大下降。。“。本研究

将浙江省近十年的麻疹流行株与疫苗株S191作了

全基因序列的比较。结果显示，在核苷酸水平上，N

基冈平均变异率最大；而在氢基酸水平上，P蛋白的

平均变异率远远大于其他基因，两者呈现不同的变

异趋势。从不同年份麻疹流行株的氨基酸差异中可

以看ffi．病毒株之问某些基因位点不稳定，如P基凶

的第419位、H基因的493位等存在回复突变，进一

步分析发现浙江麻疹流行株问的同源性为

98 77％～99．89％，2005年流行株与2006～2007年流

行株差异相对较大(同源件为99．26％～99．32％)，反

而与2008—2011年流行株更为相似(同源性为

99 68％～99 81％)，提示巾国大陆麻疹流行株可能

存冉着不同年份问循环流行的趋势。从全基因氨基

酸位点的熵值来分析，虽然与中和抗体有关的H摹

因的最大熵值达1 0297，但总体上各基因均术受到

叫显的正向压力(Ka服s<1)，表明日前麻疹基因的

变异仍届_F随机漂移。此外，研究发现2002--2005

年和2007—2008年间的麻疹病毒全序列变异幅度

相对较大，两者分刖为0．38％和0．17％，超过其余年

份问的差异(0．01％～0．08％)近2倍，【fl『我国于2005

和2008年确有两次较大范围的麻疹局部流行，且这

两年浙扛省麻疹发病数较高，分别居全国首位和第

二位”⋯，提示在麻疹病毒变异监测时采用全序列结

果呵能更为客观。

麻疹病毒的H和F糖蛋白是病毒外膜的重要组

成部分，二者的结构和功能直接影响到病毒的致病

性和免疫原性。麻疹病毒H基因编码的第45l～

481以及546位氨基酸是央定病毒血凝活性的位点，

也是病毒与CD。。受体结合的重要位点“⋯。本研究结

果显示，与疫苗株s191相比，浙江流行株H蛋白第

476位和48l位均出现r稳定变异，提示这可能与当

前流行株血凝活性的改变密切相关；流行株F蛋白

上涉及T细胞表位区的第238、257、269、287、422、

439以及447位氨基酸，均已发生变异，可能会对病

毒的中和能力产生影响“⋯。同时，本研究发现，N蛋

白的第137、457、518位等共有14个氢基酸变异，涉

及目前已有报道的8个细胞表位区(3个B细胞表位

区和5个T细胞表位区)⋯2⋯，其中6个氨基酸变异

位点位于B细胞表位区，8个氨基酸变异位点位于T

细胞表位区，这些变化町影响疫苗的免疫效果。此

外，M、P和L蛋白上若干氨基酸位点的改变是否也

已影响到病毒的复制和转录等功能⋯4。“】，还有待进

一步研究。由于全序列中部分氨基酸位点的改变，

使得麻疹流行株与疫苗株相比，糖基化位点增加了

2个，同时也减少了2个，虽然总体上没有太大变化， 
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但减少的两位点分别1_i7：于直接影响病毒中和能力的

表面糖蛋白H和F上，提示可能会导致病毒抗原性

和血凝活性的变异”““。

目前全世界范围内流行着若T个麻疹病毒基因

型，而我国各省的麻疹流行株高度同源，均属H，基

因型1“⋯1。本研究选择当前世界上流行最广的D|干口

&基因型流行株与H．基因刑的浙江麻疹流行株做

全序列比较分析，结果显示H，基因型毒株存在66个

特有的氨基酸位点，这些特征性彳i)：点可作为鉴别I{．

基因型与其他基网型毒株的重要依据。麻疹病毒

D。⋯B H，基J蚓型流行株与疫苗株组间的遗传距离表

明，浙江流行株与疫苗株的遗传距离大于D。、B{基因

型流行株与疫曲组的遗传距离，这与系统进化树结

果一致。表明A基因型的疫苗株与D。、B；基N刑的差

异小，而与H．基因型之间的差异大，提示由此导致

的现行疫凸株免疫后，保护D基因型和B基因型流

行株的效果要比保护H．基因型流行株的效果更好，

这与周剑惠等“”报道的实验结果相符合。从而表明

存我同麻疹消除工作th不能完全按照D、E基因型

流行的欧美区经验，应该提出适用于我国国情的免

疫方案，同时提示对于新一代麻疹疫苗株的研制，属

于H。基因型流行的我国比D、E基因流行的欧美国

家具有更为迫切的需要。
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