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２０１２年贵州省风疹病毒分离株的基因特征分析
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　　摘　要：目的　对２０１２年贵州省流行的风疹病毒进行鉴定，确定其基因型，并进行基因特征分析。方法　采集２０１２年贵州

省风疹爆发和散发疑似病例咽拭子标本，使用Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ细胞进行病毒分离。经ＲＴＰＣＲ方法鉴定为阳性的风疹病毒分离株，

使用ＲＴＰＣＲ方法扩增风疹病毒Ｅ１基因９４４个核苷酸片段，并对扩增产物进行序列测定和分析，与 ＷＨＯ１３个基因型的３２个

参考风疹病毒株的序列基于１Ｅ基因的７３９个核苷酸片段构建基因亲缘性关系树。结果　贵州省首次成功分离到５株风疹病毒

株，基因亲缘性关系树显示，该５株风疹病毒分离株均属１Ｅ基因型。５株风疹病毒分离株之间的核苷酸和氨基酸同源性分别为

９９．８％～１００．０％和１００．０％；与 ＷＨＯ１Ｅ基因型参考株中国株（Ｔ１４ＣＨ０２）核苷酸和氨基酸同源性分别为９８．７％～９８．９％和

１００．０％；与 ＷＨＯ１Ｅ基因型参考株马来西亚株（Ｍ１ＭＡＬ０１）核苷酸和氨基酸同源性分别为９７．５％～９７．６％和９９．５％。结论　２０１２年

贵州省分离的风疹病毒是１Ｅ基因型，与目前我国其他省份流行的风疹病毒基因型一致。本研究为贵州省积累了风疹病毒分子流

行病学基线数据。
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　　风疹是由风疹病毒引起的以发热和出疹为主要临床症状

的急性呼吸道传染病，可经呼吸道和密切接触传播。一般感染

后临床症状较轻，并发症少，但是如果妊娠早期感染风疹病毒，

可引起胎儿流产，胎儿死亡或婴儿出生后出现以多器官严重损

伤为主要表现的先天性风疹综合征（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｒｕｂｅｌｌａｓｙｎ

ｄｒｏｍｅ，ＣＲＳ）
［１２］，给患儿及其家庭和社会造成沉重的负担，因

此，ＣＲＳ是风疹病毒引起的最严重的危害。２００４年，我国将风

疹纳入疾病监测信息报告管理系统管理，才开始逐步规范全国

风疹疫情报告，但全国至今也未开展系统的风疹和 ＣＲＳ的

监测。

目前贵州省只在对疑似麻疹病例进行鉴别诊断时进行风

疹病毒的血清学检测，对于风疹病毒的分子流行病学的研究相

对较少。本文对２０１２年引起贵州省风疹爆发和散发的患者标

本进行病毒分离培养，并对分离到的风疹病毒进行基因分型和

基因特征分析，以期为今后贵州省风疹病毒的分子流行病学研

究积累一定的基线数据。
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１　材料与方法

１．１　标本来源、采集及运送　现场采集出疹５ｄ内疑似风疹

爆发和散发病例的咽拭子标本，并将标本置于２ｍＬ标本运输

液中（含２％牛血清、青霉素１０００Ｕ／ｍＬ和链霉素１０００Ｕ／

ｍＬ的细胞培养液），均在２４ｈ内冷藏运送到省级实验室进行

病毒分离。标本由所在地疾病预防控制中心（ＣＤＣ）专业技术

人员负责采集。

１．２　风疹ＩｇＭ 抗体检测　静脉采血，无菌条件下分离血清，

密封于－２０℃保存。采用深圳科润达生物工程有限公司生产

的风疹ＩｇＭ抗体检测试剂盒，用ＥＬＩＳＡ捕获法进行风疹ＩｇＭ

抗体检测（市级 ＣＤＣ完成检测）。按照试剂盒说明书进行

操作。

１．３　病毒分离　Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ 细胞（淋巴信号激活因子转染

的非洲绿猴肾细胞）常规培养于斜面试管，当 Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ 生

长良好，长成合适的单层细胞，倒掉生长液，接种０．２ｍＬ标本

悬液，３７℃吸附２ｈ，弃标本液，换维持液，置３５℃，５％ＣＯ２ 孵

箱静止培养，连续培养７ｄ，每日观察细胞病变（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆ

ｆｅｃｔｅ，ＣＰＥ）。同时作好阴性细胞对照。由于风疹病毒不能使

细胞发生明显ＣＰＥ，因此盲传３代，每代病毒分离物置－７０℃

冻存［３］。Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ细胞由中国ＣＤＣ国家麻疹实验室提供。

１．４　病毒 ＲＮＡ的提取和鉴定　使用 ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡ

ＭｉｎｉＫｉｔ（美国ＱＩＡＧＥＮ公司）从分离培养的阳性标本细胞培

养液中提取病毒ＲＮＡ，提取的ＲＮＡ保存在－２０℃待用。使

用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（Ｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ）检测病毒

核酸的存在。ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ反应体系参照大连宝生物公

司ＯｎｅＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
? ＲＴＰＣＲＫｉｔ说明书配制，将上游引

物、下游引物和经ＦＡＭ荧光染料标记的探针同时加入反应体

系中，于ＡＢＩ７５００型荧光ＰＣＲ仪上进行反应。引物和探针

序列由美国ＣＤＣ提供。

１．５　标准靶核苷酸序列的扩增和测定　经鉴定为阳性的风疹

毒株，进行常规分子流行病学研究所用的标准靶核苷酸序列扩

增。使用ＴａｋａｒａＯｎｅｓｔｅｐＲＮＡＰＣＲｋｉｔ试剂盒分别扩增Ｅ１

基因４８０个核苷酸片段（８６３３～９１１２ｎｔ）和６３３个核苷酸片段

（８９４５Ｆ～９５７７Ｒ），基因分型引物序列由美国ＣＤＣ提供
［４５］。

经序列整理后，将两个核苷酸片段序列拼接成用于分子流行病

学监测所需的７３９个核苷酸片段（８７３１～９４６９ｎｔ）。ＰＣＲ产

物经１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定后，使用 ＱＩＡＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｋｉｔ试剂盒（日本 ＱＩＡＧＥＮ公司）进行纯化，纯化后的产物在

ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司 ＡＢＩ３１００测序仪上自动完成序列测定和

分析。

１．６　序列整理和分析　使用Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ４．０．５软件，将９４４个

核苷酸片段序列截成用于分子流行病学监测所需的７３９个核

苷酸片段（８７３１～９４６９ｎｔ）；使用 ＭＥＧＡ５．０生物学软件进行

基因亲缘性关系树的构建［６］；使用ＢｉｏＥｄｉｔ７．０软件进行多序

列比对，核苷酸和氨基酸同源性分析［７］。

２　结　　果

２．１　基本情况　２０１２年贵州省毕节市七星关区ＣＤＣ从５例

疑似风疹病例中采集了５份咽拭子标本，其中３例来自于风疹

散发病例，２例来自于１起风疹爆发，病例均为女性学生，年龄

为１２～１５岁，免疫史不详。其中４例患者血清学检测为风疹

ＩｇＭ抗体阴性（出疹后４ｄ内采集）；１例患者为风疹ＩｇＭ抗体

阳性。

２．２　病毒分离和鉴定　５份咽拭子标本接种到 Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ

细胞，未见明显ＣＰＥ，经ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ鉴定，共分离到５

株风疹病毒株，根据 ＷＨＯ标准命名方法对５株风疹病毒株进

行命名［８］，见表１。

表１　　贵州省风疹病毒标准命名及基因分型

实验室命名 野毒株标准命名 基因型

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２２ ＲＶｉ／Ｂｉｊｉｅ．Ｇｕｉｚｈｏｕ．ＣＨＮ／１２．１２／１
［１Ｅ］ １Ｅ

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２３ ＲＶｉ／Ｂｉｊｉｅ．Ｇｕｉｚｈｏｕ．ＣＨＮ／１２．１２／２
［１Ｅ］ １Ｅ

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２４ ＲＶｉ／Ｂｉｊｉｅ．Ｇｕｉｚｈｏｕ．ＣＨＮ／１１．１２
［１Ｅ］ １Ｅ

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２６ ＲＶｉ／Ｂｉｊｉｅ．Ｇｕｉｚｈｏｕ．ＣＨＮ／１５．１２／１
［１Ｅ］ １Ｅ

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２７ ＲＶｉ／Ｂｉｊｉｅ．Ｇｕｉｚｈｏｕ．ＣＨＮ／１５．１２／２
［１Ｅ］ １Ｅ

２．３　风疹病毒基因定型的靶核苷酸序列的扩增　扩增Ｅ１基

因４８０个核苷酸片段（８６３３Ｆ～９１１２Ｒ）和６３３个核苷酸片段

（８９４５Ｆ～９５７７Ｒ），将ＲＴＰＣＲ扩增产物经１．７％的琼脂糖

凝胶电泳约３０ｍｉｎ，溴化乙啶染色后可见约４８０ｂｐ和６３３ｂｐ

处分别有一条明显的阳性，表明扩增成功，见图１。

　 　 １：Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２２；２：Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２３；３：Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２４；４：

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２６；５：Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２７；ＰＣ：阳性对照；ＮＣ：阴性对照。

图１　　贵州省２０１２年风疹病毒分离株ＰＣＲ产物电泳图

　　●：Ｇｕｉｚｈｏｕｓｔｒａｉｎｓ

图２　　贵州省２０１２年株风疹病毒株与 ＷＨＯ各基因型

参考株基于７３９个核苷酸（８７３１～９４６９ｎｔ）构建的

基因亲缘性关系树

２．４　基因亲缘性关系分析　将分离到５株风疹病毒株与 ＷＨＯ
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表２　　贵州省２０１２年风疹病毒分离株核苷酸和氨基酸同源性分析

毒株 Ｍ１ＭＡＬ０１ Ｔ１４ＣＨ０２ Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２２ Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２３ Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２４ Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２６ Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２７△

Ｍ１ＭＡＬ０１ － ０．９７４△ ０．９７６△ ０．９７６△ ０．９７６△ ０．９７５△ ０．９７５△

Ｔ１４ＣＨ０２ ０．９９５▲ － ０．９８９△ ０．９８９△ ０．９８９△ ０．９８７△ ０．９８７△

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２２ ０．９９５▲ １．０００▲ － １．０００△ １．０００△ ０．９９８△ ０．９９８△

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２３ ０．９９５▲ １．０００▲ １．０００▲ － １．０００△ ０．９９８△ ０．９９８△

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２４ ０．９９５▲ １．０００▲ １．０００▲ １．０００▲ － ０．９９８△ ０．９９８△

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２６ ０．９９５▲ １．０００▲ １．０００▲ １．０００▲ １．０００▲ － １．０００△

Ｇｕｉｚｈｏｕ２０１２７ ０．９９５▲ １．０００▲ １．０００▲ １．０００▲ １．０００▲ １．０００▲ －

　　－：此项无数据；△：核苷酸同源性比较；▲：氨基酸同源性比较；：ＷＨＯ１Ｅ基因型参考株。

风疹病毒１３个基因型的３２个参考株基于Ｅ１基因７３９个核苷

酸序列构建基因亲缘性关系树［８］，见图２。结果显示：２０１２年

贵州省５株风疹病毒分离株与 ＷＨＯ１Ｅ基因型参考株（中国

株Ｔ１４ＣＨ０２和马来西亚株 Ｍ１ＭＡＬ０１）形成一个分支，属

于１Ｅ基因型，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为８９％。并且与分离于中国参考株

Ｔ１４ＣＨ０２在１Ｅ基因型亲缘关系树上独立成簇，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值

为１００％。

２．５　核苷酸和氨基酸同源性分析　５株风疹病毒分离株之间

的核苷酸和氨基酸同源性分别为９９．８％～１００％和１００％；与

ＷＨＯ１Ｅ基因型参考株中国株（Ｔ１４ＣＨ０２）的核苷酸和氨基

酸同源性分别为９８．７％～９８．９％和１００％；与 ＷＨＯ１Ｅ基因

型参考株马来西亚株（Ｍ１ＭＡＬ０１）的核苷酸和氨基酸同源性

分别为９７．５％～９７．６％和９９．５％，见表２。

３　讨　　论

风疹病毒是披膜病毒科风疹病毒属的惟一成员，为有包膜

的单股正链ＲＮＡ 病毒。基因组中存在两个不重叠的开放读

码框架，５′端ＯＲＦ编码两个非结构蛋白Ｐ１５０和Ｐ９０，参与病

毒的复制；３′端的ＯＲＦ编码３个病毒的结构蛋白，基因的排列

顺序为５′ＣＥ２Ｅ１３′。其中Ｅ１基因全长１４４３个核苷酸，编

码４８１个氨基酸，具有重要的中和抗原决定簇和血凝抑制活

性，抗原表位位于Ｅ１基因编码的２４５～２８４氨基酸上。因此，

ＷＨＯ将Ｅ１基因的７３９个核苷酸（８７３１～９４６９ｎｔ，１５９～４０４

ａａ）作为基因型划分和常规分子流行病学研究的标准靶核苷酸

序列［８９］，扩增并测定此基因片段，并与 ＷＨＯ参考株的序列比

较，可以鉴定风疹病毒的基因型。风疹病毒只有１个血清型，

但有多个基因型，包括９个基因型（１Ｂ、１Ｃ、１Ｄ、１Ｅ、１Ｆ、１Ｇ、２Ａ、

２Ｂ、２Ｃ）和４个临时基因型（１ａ、１ｈ、１ｉ和１ｊ）
［１０１１］。

我国虽然没有开展系统的风疹和ＣＲＳ的监测，但是大部

分省市ＣＤＣ麻疹实验室已陆续将风疹病毒学监测整合到麻疹

监测工作中去，获得了比较完整的风疹病毒分子流行病学基线

数据。有学者于１９９９年开始开展我国风疹病毒的分子流行病

学研究，初步建立了风疹病毒毒株库和基因数据库［１２］。随后

１９９９～２００２年通过对部分省市风疹病毒学监测，发现至少有４

个基因型（１Ｅ、１Ｆ、２Ａ、２Ｂ）在我国流行
［４］，２００３～２００９年分子

流行病学研究表明，１Ｅ基因型替代其他基因型逐渐成为我国

风疹病毒流行的优势基因型［３５］。但近两年在全国范围内出现

２Ｂ基因型病毒的流行（未发表资料），且与越南、日本、阿根廷

等国近几年流行的２Ｂ基因型风疹病毒在基因亲缘性关系上

较为接近［１３］。因此，有必要开展风疹病毒学监测工作，获得的

分子流行病学数据以便了解病毒的来源，追踪病毒的传播途

径，阐述特定区域内随着时间推移病毒的变异情况，是实现风

疹控制和消除的基础性工作之一。

２０１２年贵州省首次成功分离到５株风疹病毒，通过基因

亲缘性关系以及核苷酸和氨基酸同源性分析，证实５株分离株

全部为１Ｅ基因型风疹病毒，与目前我国其他省份流行的风疹

病毒基因型一致［１４１５］。且与 ＷＨＯ１Ｅ基因型中国参考株

（Ｔ１４ＣＨ０２株）同源性较高，表明贵州省流行的１Ｅ基因型风

疹病毒为我国本土流行的１Ｅ基因型风疹病毒。５株风疹病毒

分离株之间核苷酸和氨基酸同源性均接近１００％，且５株风疹

病毒均来源于毕节七星关区，提示２０１２年同一１Ｅ基因型风疹

病毒在该地区传播。

虽然本研究结果为今后贵州省风疹病毒的分子流行病学

研究积累了一定的基线数据，进一步丰富了我国风疹病毒毒株

库和基因数据库，但是也要清晰的认识到贵州省风疹病毒学监

测还很薄弱，与其他省市相比还存在着很大的差距，需要进一

步加强并扩大贵州省风疹的病毒学监测，提高爆发疫情病原学

标本采集率和病毒分离率，建立贵州省完整的风疹病毒分子流

行病学基线数据，为贵州省风疹和ＣＲＳ的控制工作提供实验

室依据。
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上腺素维持气道的舒张，同时由于和神经细胞起源相同，这些

细胞不仅具有内分泌功能，还有向神经细胞转潜在分化能力。

给孕鼠持续注射 ＮＧＦ可以使肾上腺髓质嗜铬细胞向交感神

经元转化，而引起其结构和功能的改变［１２］，同时原代培养的外

源性ＮＧＦ作用下，大鼠肾上腺嗜铬细胞可以长出突起，表现出

神经细胞表型［１３］。本研究ＲＳＶ组大鼠超微结构结果显示肾

上腺髓质细胞细胞膜可见杵状和绒毛状突起，其中线粒体增

多，间隙增宽，嗜铬颗粒浓度降低，同时血清中肾上腺素水平明

显低于抗ＮＧＦ组和对照组，说明 ＮＧＦ可以使血清中肾上腺

素的表达下降。

神经丝（ｎｅｕｒｏｆｉｌａｍｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＦ）是构成神经元胞体和

神经轴突细胞骨架的主要成分［１４］，存在于神经细胞、外周神

经以及交感神经节中。本研究显示，反复ＲＳＶ感染后肾上腺

髓质中ＮＦＬｍＲＮＡ表达明显增强，而抗 ＮＧＦ抗体干预后

ＮＦＬｍＲＮＡ表达下降，说明反复ＲＳＶ感染后能促进肾上腺髓

质细胞突触数量的增加和成熟，提示肾上腺髓质细胞有向神经

元细胞转化的倾向，而ＮＧＦ可能是诱导肾上腺髓质细胞向神

经元转化的重要因素。再次验证了过度表达的ＮＧＦ可能诱导

具有内分泌功能的肾上腺髓质细胞向神经元细胞转化，同时可

能伴有内分泌功能的改变。

因此，作者推测ＲＳＶ反复感染后过度表达的ＮＧＦ可能通

过诱导肾上腺髓质细胞向神经元转化导致循环血中肾上腺素

浓度下降，难以维持气道舒张，从而参与哮喘的发生和发展。
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