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2000 年以来，云南省每年均有来自境外的登革热输入

性病例报告，局部地区还发生过输入性登革热暴发或本地

流行［1-3］。2013年云南省西双版纳州景洪市发生本地登革热

暴发，本研究对患者血清标本进行登革病毒（DENV）核酸检

测和基因序列测定与分析。

1. 对象与方法：

（1）病例及血清标本：登革热病例资料来源于中国疾病

预防控制中心疫情信息报告网络系统以及登革热病例个案

调查表和流行病学调查资料。根据《登革热诊断标准》

（WS 216-2008）对病例进行诊断，所有登革热病例均为实验

室诊断病例。采集登革热疑似和临床诊断病例的急性期血

清，进行DENV-NS1抗原检测（试剂为美国CTK生物有限公

司产品），其余血清标本保存于-70 ℃冰箱。

（2）DENV RT-PCR检测：用QIAamp Viral RNA Mini Kit

（德国 Qiagen 公司）提取患者血清中的病毒 RNA，用

Amersham Bioscience Ready-To-GoTM You Prime First-Strand

Beads（美国Amersham Pharmacia Biotech公司）制备 cDNA。

取 2 μl cDNA为模板，以D1（TCA ATA TGC TGA AAC GCG

CGA GAA ACC G）和 D2（TTG CAC CAA CAG TCA ATG

TCT TCA GGT TC）为引物，PCR扩增DENV C/PreM区段基

因（511 bp）。反应条件：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、

68 ℃ 30 s，扩增9个循环后，94 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、68 ℃ 30 s，

扩增 25个循环（每个循环增加 10 s）；68 ℃ 10 min。反应结

束后，取2 μl产物进行电泳。

（3）序列测定和分析：PCR产物测序均在生工生物工程

（上海）股份有限公司完成。采用ClastalX 1.83软件进行核

苷酸序列比对，采用Mega 5.0软件进行构建系统进化树（邻

接法）。

2. 结果：

（1）一般情况：2013年8月14日，景洪市城区发生2例经

特异性检测确诊的登革热病例，均无外出史，属本地感染病

例。随后，该市城区病例数快速上升，9月病例数几乎占总病

例数的50%，10月和11月显著下降，末例病例发病时间为11

月20日，流行期99 d。共确诊（实验室诊断）1 269例，其中本

地感染病例 1 253例，占病例总数的 98.74%；输入性病例 16

例，占 1.26%，其中来自老挝 5例、缅甸 5例、泰国 6例。2013

年景洪市登革热发病率为 244.04/10万，景洪市城区发病率

为1 764.95/10万。所有病例的发病地点均在景洪市，全部本

地感染病例的感染地点均在景洪市城区。各年龄组和各职

业人群均有发病。

（2）DENV核酸检测和序列测定：采用RT-PCR对景洪市

100 例 DENV-NS1 抗原阳性患者血清标本进行 DENV 核酸

检测，43份获得C/PrM区基因核苷酸序列。其中8月17例、9

月5例、10月12例、11月9例，包括本次暴发疫情的首例和末

例以及流行期间各个阶段不同疫点的病例。

（3）DENV-C/PrM区的系统进化分析：将 43株DENV C/

PrM 区基因核苷酸序列与不同国家和地区的 52 株 DENV

1～4型代表株相应区段核苷酸序列构建系统进化树，结果显

示，景洪市43株DENV聚集在相对独立的一个小分支，与登

革3型病毒（DENV-3）同在一个分支，亲缘关系较为接近，与

登革 1、2 和 4 型 DENV 亲缘关系较远，提示 43 株病毒均为

DENV-3（图1B）。为阐明景洪流行株之间的进化关系，单独

用43株病毒构建系统进化树（图1A），它们之间差异较小，为

同一个流行株系。进一步分析，其中31株组成一个大分支，

分别来自首例病例（发病时间为 8月 14日）以及 8月中下旬

13例、9月5例、10月6例、11月7例直至本次疫情的最后1例

病例。

进化分析显示，景洪流行株与新加坡（AY766104）、泰国

（GQ868593、FJ744729、AY676348）、柬 埔 寨（FJ639722、

KF955464、KF955507）、越南（JQ045695、JQ045689）、菲律宾

（DQ401695）、斯 里 兰 卡（KF955476）、印 度 尼 西 亚

（AY648961）、孟加拉国（AY496874）和印度（KF955477）等流

行株亲缘关系较近，与巴西、秘鲁、委内瑞拉、墨西哥、特立尼

达、多巴哥、美国、加勒比海地区（波多黎各）以及澳大利亚和

南太平洋地区流行株亲缘关系较远（图1A）。提示本次登革

热暴发的DENV-3来源于东南亚地区。
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3. 讨论：东南亚地区为登革热地方性流行区，病例主要

为儿童［3］，而本次疫情中各个年龄段均有病例，但以青壮年为

主，并有较多老年患者。根据人群分布特征，景洪市属于登革

热新发地区，为输入性病例引起的本地流行。登革热流行形

式分为城市型、乡村型和丛林型［4］，本次疫情所有本地感染病

例的感染地点均为景洪市城区，疫点几乎遍及整个城区，属典

型的城市型登革热流行。此为西双版纳州首次发生登革热

本地流行，也是云南省历史上最大的一起登革热流行。

东南亚地区存在DENV 1～4型的广泛流行［4］，DENV流

行株存在一定差异并具有明显地域性。景洪市 43 株

DENV-C/PrM区基因序列进化分析显示，本次登革热疫情的

病原均为同一个株系（DENV-3），而且与东南亚地区

DENV-3流行株亲缘关系最近。2013年景洪市出现首例本

地感染的登革热病例之前，当地就有多例来自老挝等东南亚

国家的输入性病例，而这些国家近几年均存在DENV-3的流

行［5］。推测本起疫情与当年 6－8月来自老挝等相邻国家的

登革热输入性病例（或隐性感染者）密切相关。为防止本病

再次流行，今后应加强输入性病例的监测和管理以及全年有

效的伊蚊媒介监测和控制。

本研究从 DENV-NS1 抗原阳性的 100 份患者血清中仅

检测到DENV核酸阳性 43份，可能与标本保存有关。在本

次疫情调查处置中，血清标本采集后需立即送到实验室进行

注：DENV Yunnan-XSBN/2013代表2013年景洪市43株DENV-3；A为景洪市43株DENV-3进化树；B为景洪市43株DENV与国外52株

DENV-3的进化树

图1 2013年云南省景洪市DENV-3流行株C/PrM区核苷酸序列进化分析
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DENV-NS1抗原检测，然后保存于低温冰箱，而本次核酸检

测则为本起疫情结束后才进行。此期间这些标本历经室温

放置、冻存、复检和运输等过程，以致有的标本未能始终处于

超低温保存状态或被多次冻融，可能导致病毒RNA降解而影

响检测效果。因此，标本的有效保存和及时检测非常重要。
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HBV可以通过血睾屏障进入睾丸组织和精液中，可能

影响精液质量，降低男性生育能力［1］。近年来，接受辅助生

殖技术（ART）治疗的夫妻中HBV感染及高HBV-DNA载量

者并不少见，男方慢性 HBV 感染且血清 HBV-DNA 拷贝＞

5.0×102 IU/ml的患者接受ART治疗后是否对体外受精-胚

胎移植（IVF-ET）结局有影响还不清楚。本研究对男性

HBV-DNA阳性（其配偶完全排除HBV感染的可能）和阴性

对照行 IVF-ET 治疗的夫妻进行比较，旨在探讨男方

HBV-DNA高拷贝数对 IVF-ET治疗结局可能的影响。

1. 对象与方法：

（1）研究对象：收集 2012年 1－12月在温州医科大学附

属第一医院生殖医学中心就诊，接受 IVF-ET治疗的182对不

育夫妇，女方排除无影响卵子质量的生殖系统疾病，年龄＜

35周岁。

（2）研究方法：采用美国CASA精子分析系统检测精子

活动力，包括前向运动精子（a＋b级）、原地活动精子（c级）和

静止精子（d级）；采用荧光定量PCR法测定血清HBV-DNA

拷贝数、精子染色质扩散（SCD）实验检测精子DNA损伤。

（3）统计学分析：应用SPSS 16.0 软件进行数据分析，以

P＜0.05为差异有统计学意义。

2. 结果：

（1）样本特征：182对不育夫妇中，84对为HBV-DNA阳

性，98对为HBV-DNA阴性。血清HBV-DNA阳性组精子浓

度、活动精子（a＋b＋c，%）百分率、正常形态精子数和d级精

子数与阴性组比较，差异有统计学意义（P＜0.05），而精液

量、液化时间及 pH 值在两组间差异无统计学意义（P＞
0.05），见表1。

（2）血清HBV-DNA拷贝对精子DNA碎片指数（DFI）的
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