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2012年上海市虹口区麻疹流行株
基因特征分析

李淑华 汤显钱晓华袁政安 李崇山 杨彦基 于晓楠 龚向真

【摘要】 目的鉴定2012年上海市虹口区麻疹流行株基因型，了解2000--2012年上海市麻

疹流行株基因特性。方法采集疑似麻疹病例咽拭子标本，使用Vero-SLAM细胞分离麻疹病毒，

使用RT-PCR扩增分离培养阳性病毒N基因羧基末端450 bp片段并测序，与GenBank中的部分流

行株构建系统进化树，分析麻疹病毒基因型，同时进行流行病学调查。结果34份咽拭子标本中

分离到麻疹病毒7株，进化树分析显示，6株为Hl基因型，1株为D8基因型。流行病学调查显示，

D8基因型为上海自2000年开展病毒监测以来的首次外来输入病毒。结论2012年虹口区麻疹

分离株与历年上海市麻疹流行株属于同一基因型，Hla亚型为优势流行株，首次出现D8基因型，

为外来输入病毒。
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【Abstract】0bjective To ascertain the genotype of measles viruses isolated in 2012 and

genetic characterization of measles viruses in Hongkou district of Shanghai during 2000—2012．

Methods Measles virus was isolated from throat swab specimens collected from suspected measles

cases and 450 bp fragment of C terminus on nucleprotein(N)gene was amplified bv RT-PCR．

Sequence analysis was conducted to ascertain the genotype and to compare the difierence of

nucleotide with other measles virus strain announced by GenBank during 2000—20 12．Measles virus

genotype was analyzed．Epidemiological investigation was conducted．Results Phylogenetic analysis

showed that 7 measles virus samples were isolated from 34 throat swab specimens with 6 of them

belonged to HI genotype．1 belonged to D8 genotype ofHl genotype．Hla appeared the main part of

Shanghai measles virus．Epidemiological survey showed that D8 was an imported case．also the first

case detected since 2000．Conclusion The genotype distribution of measles virus in Hongkou was

identified the same as elsewhere in Shanghai．D8 was an imported case．detected for the first time

since 2000．The results suggested that viral gene sequencing and genotyping should be regularly

conducted at the measles laboratories in Shanghai to s仃engthen the networking monitoring program of

the disease．
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麻疹病毒共划分为8个基因组(A、B、C、D、E、F、

G、H)，共23个基因型㈦，H1基因型为中国本土流行
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．监沏Ⅱ·

株b'⋯，为了解上海市麻疹流行株基因特性，本研究对

虹口区分离的7株流行株进行测序，并对2000—

2012年上海市部分流行株基因特性进行分析。

材料与方法

1．病毒分离：采集麻疹疑似病例咽拭子标本，接

种于生长良好的Vero—SLAM细胞中，每份标本接种

2孔，并设细胞对照，每日用倒置显微镜观察细胞病

变(细胞融合现象)1～2周，详细记录观察结果。病
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变细胞占正常细胞75％以上时，反复冻融3次离心

取上清液一20℃低温冰箱保存。若未出现病变，则

盲传3代，出现细胞病变，则保存备用。实验由上海

市疾病预防控制中心(cDC)实验室完成。

2．流行病学调查：按照上海市麻疹监测方案，进

行流行病学调查及样本采样，由虹口区CDC免疫规

划科完成。

3．提取RNA：采用天根生化科技(北京)有限公

司TIANamp virus RNA飚t(DP315一R)，对细胞培养

阳性的病毒标本进行提取核酸，按试剂盒说明书操

作，提取的RNA于一80℃保存备用。

4．RT-PCT及序列测定：根据麻疹病毒的分型

要求，扩增病毒N基因羧基末端450 bp序列，上游

弓I物Pl：5’一TAG GGC AAG AGA TGG TAA GGA

G一3’(1 198～1 219 bp)，下游弓I物P2：5’一TGT GTG

GACCTGa丌CCTAAG_3’(1 745。1 765bo)，扩增

产物长度568 bp。采用天根生化科技(北京)有限公

司One step RT-PCR试剂盒对目的基因进行扩增，反

应体系为50 p 1：10×sd RT-PCR Buffer 5“l，

dNTPMix 2“l，5×RT-PCR enhancer 10 Ixl，RNasin

(40 U／p1)O．5 pl，Hotmaster Taq polymerase(2．5 U／p1)

1“1，QuantRTase 0．5“l，上、下游引物(10肚mol／L)各

3“l，模板RNA为2 ul，无DNA酶的水23“1。PCR

反应条件：50℃30 min(反转录)；94℃2 min；

94℃0．5 min，56℃1 min，65℃2 min，40个循环；

65℃10 min。扩增产物经回收纯化，送上海生工生

物工程有限公司进行序列测定。

5．基因序列分析：检索GenBank数据库，获得麻

疹病毒分型参考株序列及上海市麻疹病毒历年分离

株序列信息，进行网上BLAST比对，采用Mega 4．0

软件，对目的基因序列进行核苷酸同源性和基因亲

缘性关系分析，bootstrap值为1 000。

结 果

1．麻疹病毒分离：2012年虹口区麻疹报告病例

34例，采集咽拭子标本34份，接种到Vero．SLAM细

胞中，分离病毒7株，病例基本信息及流行病学基本

资料详见表1。

2．目的基因扩增及测序：7株分离株经对

RT-PCR扩增后，均获得568 bp目的片段，测序后通

过NCBI网站进行BLAST比对，获得的序列均包含

麻疹病毒N基因羧基末端450 bp序列。

3．基因分型：7株分离株基因序列不完全相同，

其中SHHK2012—01、SHHK2012—03、SHHK2012—04

序列完全相同，SHHK2012—02、SHHK2012—05、

SHHK2012—06序列完全相同，上述6株分离株与H1

基因型参考株Hunan．CHN／93／7(AF045212)核苷酸

相差2．22％～2．45％(440／450～439／450)，与H2基因

型参考株Beijing．CHN／94／1(AF045217)核苷酸相差
6．67％(420／450)，与其他22个基因型参考株核苷酸

相差7．1l％一11．33％(418／450—399／450)。按WHO

推荐的“麻疹病毒基因型分型标准”⋯，6株分离株属

于H1基因型。

SHHK2012—07分离株与其他6株分离株核苷

酸相差8．89％一9．11％(410／450～409／450)，与D8基

因型参考株Manchester．UNK／30．94(AF280803)核苷

酸相差2．22％(440／450)，与其他基因型参考株核苷

酸相差4．89％～10．O％(428／450—405／450)，属于D8

基因型。

4．与2000—2012年上海市部分麻疹流行株基

因特性比较：检索NCBI网站，获得2000--2012年上

海市麻疹部分分离株97株，中国1993—1994年分离

的14株(麻疹病毒基因亚型参考株H，51)及疫苗株

S191等基因序列，与2012年新分离7株流行株共同

构建基因进化树，如图1。

2012年新分离6株Hl型流行株与2000—2012

年上海91株流行株及1993—1994年Hla亚型参考

株China93—2和China93—4共同构成分支，分支内核

苷酸差异为0～2．22％(440／450)，分支内呈现2个亚

分支，分支1(Cluster 1)62株，分支2(Cluster 2)35

表1 2012年上海市虹口区7株分离株病例流行病学信息
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H1a

注：■2012年分离株，◆D8标准分型参考株，口2012其他地区流行株，●1993—1994

年亚型流行株

图1 2000--2012年上海市部分麻疹流行株和参考株基因(N)进化树分析
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株，分支内6株H1型流行株与

Hla亚型参考株China93—2和

China93—4的核苷酸差异为

1．11％～2．22％(444／450～445／450)，

根据H1基因型亚型的分型标

准n’5]，该6株分离株属于Hla基

因亚型，且分布在Cluster 1分支。

2012年D8型分离株与D8基

因型标准参考株及2012年美国

分离株MVs／New—York．USA／

37．12[D8](gblKC492072．1I)、香

港分离株MVs／HongKong．CHN／

46．12[D8](gblKC288107．1I)、英

国分离株MVs／Taunton．GBR／

27．12／[D8](gb[JX984461．1I)的同

源性为100％(450／450)。

5．D8基因型流行病学调查：

流行病学调查表明，患儿，女，

2012年1月26日出生，本市户

籍，于2012年9月28日上午开始

发热，经复旦大学附属儿科医院

诊断为“疑似麻疹”，于10月2日

14时34分进行网络直报，并采集

患儿咽拭子标本和血清标本分别

送检。10月9日血清检测显示麻

疹IgM抗体阳性。11月6日上海

市CDC报告麻疹病毒分离阳性，

并于12月将病毒株送中国CDC

复检。12月24日，中国CDC报

告该麻疹病毒株的基因型为D8

型。对患儿麻疹接触史的调查表

明，患儿发病前无外出和出国史，

患儿父亲于2012年9月18日出

现发热，9月23日14时至上海市

公共卫生临床中心以“疑似麻疹”

住院隔离治疗。9月24日，其血

清学检测报告显示麻疹IgM抗体
阳性，并住院至9月28日，未采集

咽拭子标本。进一步调查表明，

其父在发病前7～21 d曾2次往

返于韩国与上海之间做批发生

意，期间在飞机上、机场内及韩国

的机场大巴上均有外籍人士，客

户来自韩国、日本、中国及中国台
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湾等不同国家和地区，未见明显发热、出诊症状的人

员，之后也均未发生麻疹疾病。

讨 论

本研究在上海市区级CDC对2012年虹口区监

测的7株流行株进行目的基因扩增及测序结果表

明：6株为H1基因型，1株为D8基因型。对7株流行

株基因序列进一步分析表明，6株分离株属于Hla亚

型，与上海市历年麻疹流行株基因型及其亚型的分

布相一致，为本土优势流行株；D8基因型为上海市

自2000年开展病毒监测以来首次出现的基因型，不

属于国内本土流行株，根据其地域分布特征乜]，D8基

因型主要流行于孟加拉国、印度和尼泊尔，2000年以

后曾在美国、英国、澳大利亚和中欧出现输入性病

例。本研究对D8基因型溯源追踪结果表明，传染源

可能为该患儿的父亲(境外感染)，但具体的传播途

径尚不明确。

本次监测到D8基因型病例对上海市麻疹监测

工作有较大警示意义，从溯源结果看，从疑似病例咽

拭子样本采集到病毒基因型鉴定报告历时是82 d。

病毒分离阳性报告结果是34 d。耗时较长，应考虑

尽快在本区的麻疹病毒的分子流行病学监测中开展

病毒测序和分型工作，以提高本市实验室监测敏感

性，提高早期预警能力，逐步增加对麻疹基因变异、

抗原变异等的监测。
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