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云南省输入性登革热病例登革病毒１型的分离研究＊
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【摘要】　目的　对２０１１年８月采集的从老挝输入的登革热病人急性期血清进行登革病毒分离，以找出病原学证据。　
方法　用Ｃ６／３６白纹伊蚊细胞进行病毒分离，对有细胞病变的标本进行ＲＴ－ＰＣＲ，检测登革病毒ＲＮＡ及型别，对ＰＣＲ
产物测序，进行比对分析和进化树分析。　结果　从８例输入登革热病人的血清中分离到４株能引起细胞病变的病毒，

均为登革病毒１型，与泰国毒株的同源性＞９９％。　结论　云南省首次从输入登革热病人血清中分离到登革病毒１型，

为云南省登革热的防控提供了依据。
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　登革热（ｄｅｎｇｕｅ　ｆｅｖｅｒ，ＤＦ）是由登革病毒（ｄｅｎ－
ｇｕｅ　ｖｉｒｕｓ，ＤＥＮＶ）引起的急性蚊媒传染病，主要通过
埃及伊蚊或白纹伊蚊叮咬传播，是《中华人民共和国传
染病防治法》规定的乙类传染病。登革病毒有４个血
清型。登革热是分布广、发病多、危害较大的一种虫媒
病毒性疾病，广泛流行于全球热带，亚热带的非洲、美
洲、东南亚、西太平洋区和欧洲个别境域的１００多个国
家和地区［１］。云南省边境线总长为４　０６１ｋｍ，分别与
缅甸、老挝、越南接壤，而这些国家为登革热的主要流
行地区，随着中国－东盟自由贸易区的建成及大湄公
河次区域交通基础设施的建设，云南与南亚、东南亚国
家贸易和旅游日益紧密，云南省面临着境外大量输入
登革热病例的严峻形势。自２００５年云南省实施了国
家级登革热监测项目以来，每年均有输入性登革热病
例的报告。其中２００８年云南省共报告７７例输入登革
热病例和１２例本地感染病例［２］。本研究对２０１１年８
月从老挝输入的登革热病人急性期血清进行病毒分离

分子生物学鉴定，为云南省的登革热防控提供科学依
据。

材料与方法

１　病例来源与血清标本的采集

２０１１年８月，一批中国农民工因病从老挝南勃拉
邦返回景洪市，由西双版纳州疾控中心对发热病人的
急性期和恢复期血清进行登革抗体检测，诊断为登革
热。对其中的８例急性期病人采血，分离血清，－７０
℃低温冰箱保存。

２　病毒分离
病人血清用２％１６４０细胞维持液以１∶１０稀释，

吸出１ｍｌ，用美国ＰＡＬＬ一次性针头滤器（孔径０．２
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μｍ）过滤后接种在生长近单层的Ｃ６／３６（白纹伊蚊纯
系细胞株）传代细胞瓶中，置３０℃温箱吸附１ｈ后，补
加５ｍｌ维持液，逐日观察细胞，每代培养７～１０ｄ，对
有或无细胞病变的所有标本均盲传３～４代。连续传
代阴性者弃之，收集有稳定细胞病变的标本，置于－７０
℃待检。

３　分子生物学鉴定
对有稳定细胞病变的标本，用ＲＴ－ＰＣＲ扩增登革

病毒目的基因。采用北京天恩泽基因科技有限公司生
产的柱式病毒 ＲＮＡｏｕｔ　Ｃｏｌｕｍｎ　Ｖｒｉａｌ　ＲＮＡｏｕｔ提取

ＲＮＡ（ＣＡＴ＃：７１００１－５０），操作按试剂盒使用说明进
行。参照文献［３］合成ｃＤＮＡ，用美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司
生产的 Ｍ－ＭＬＶ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ和 Ｔａｋａｒａ公
司生产的 Ｃｌｏｎｅｄ　Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 Ｒａｎｄｏｍ
Ｐｒｉｍｅｒ（９ｍｅｒ）制备ｃＤＮＡ。登革病毒分型特异引物和
登革病毒Ⅰ型Ｅ蛋白基因引物分别按我国登革热诊
断标准 ＷＳ２１６－２００８［４］和文献［５］合成（由北京六合华
大基因科技股份有限公司完成）。ＰＣＲ 使用日本

Ｔａｋａｒａ公司生产的 ｒＴａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和 １０
ｍｍｏｌ／Ｌ　ｅａｃｈ　ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ。扩增条件均参照诊断

标准［４］和文献［５］。
对用登革病毒Ⅰ型Ｅ蛋白基因引物扩增出阳性

条带的标本，选出１株（编号：ＪＨ８／２０１１）的ＰＣＲ产
物，送华大基因测序。测序结果经ＢＬＡＳＴ比对，从

ＧｅｎＢａｎｋ中选出３１株登革病毒Ｅ蛋白基因序列作为
对照进行序列进化树分析，以其余３个型的登革病毒
株（２型：ＧＤ１９，３型：Ｈ８７，４型：Ｈ２４１）作为进化树的
外群。用 ＭＥＧＡ４．１进行碱基配对后用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ方法完成病毒进化树的构建，模型采用Ｋｉｍｕ－
ｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ　ｍｏｄｅｌ。Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设定为 １　０００，

Ｃｕｔ－ｏｆｆ值设置为７０％。Ｅ蛋白基因序列分析采用

ＤＮＡｓｔａｒ中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件进行分析。

结　果

１　病毒分离情况及其致细胞病变作用
从８例急性期患者的血清标本中分离到４株能致

Ｃ６／３６传代细胞病变的病毒。病变特征主要是形成大
的融合细胞、病变细胞脱落、细胞集聚、细胞融合后形
成大空泡（图１）。

　　

Ａ　新分离毒株第３代培养第７ｄ的细胞形态（１００×）　Ｂ　对照细胞培养第７ｄ的细胞形态（１００×）
图１　新分离毒株致Ｃ６／３６细胞病变作用

Ａ　ＣＰＥ　ｔｏ　ｎｅｗ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｖｉｒｕｓ　ｐａｓｓｅｄ　３ｔｉｍｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｅｖｅｎｔｈ　ｄａｙ（１００×）　Ｂ　Ｃ６／３６ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｅｖｅｎｔｈ　ｄａｙ（１００×）
Ｆｉｇ．１　Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ　ｅｆｆｅｃｔ（ＣＰＥ）ｔｏ　Ｃ６／３６ｏｆ　ｎｅｗ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｖｉｒｕｓ（ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

２　ＲＴ－ＰＣＲ产物电泳结果

４株新分离病毒的ｃＤＮＡ先以登革病毒４种血清
型通用引物进行ＰＣＲ，再以通用引物ＰＣＲ产物为模
板进行登革病毒型特异引物的多重ＰＣＲ。通用引物

ＰＣＲ扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳，均出现大小为

５１１ｂｐ的阳性条带，用登革病毒分型引物多重ＰＣＲ扩
增出４８２ｂｐ的条带（图２），用登革病毒１型Ｅ蛋白基
因引物扩增出１　８８９ｂｐ的条带（图３）。表明４株新分
离病毒为登革病毒１型。

３　Ｅ蛋白基因核苷酸相似性和氨基酸同源性分析
分析ＪＨ８／２０１１株Ｅ蛋白基因序列，与２００１年泰

国株ＴｈＤ１－０１０２－０１和Ｖ２２７３的Ｅ蛋白基因核苷酸序
列相似性分别是９９．１％和９９．０％，氨基酸同源性达

９９．８％；与我国浙江株ＺＪ０１、广东株ＧＤ０２和ＧＤ０５的

Ｅ蛋白基因核苷酸序列相似性分别为９８．６％、９８．５％
和９８．４％，氨基酸同源性为９９．２％、９８．５％和９８．４％。

　　 Ｍ　２　０００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　１、３～５　分别为ＪＨ１／２０１１、ＪＨ３／
２０１１、ＪＨ４／２０１１和ＪＨ８／２０１１的ＰＣＲ产物　２　空白对照

图２　登革病毒分型引物ＰＣＲ扩增结果
Ｍ　２　０００ｂｐ　ＤＮＡ　ｍａｒｋｅｒ　１，３－５　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｂｙ

ｄｅｎｇｕｅ　ｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｆｏｒ　ｎｅｗ　ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｖｉｒｕｓ　２　Ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ｔｙｐｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ
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４　系统发育树分析
以ＪＨ８／２０１１株Ｅ基因的核苷酸序列构建系统发

育树，显示新分离株与登革病毒１型（ＤＥＮＶ１）亚洲分
离株在同一分枝上，属于ＤＥＮＶ１病毒中基因型中的
亚洲型［６］（图４）。

讨　论

由于云南省特殊的地理位置，２００４年来每年均有
大量的登革热输入病例报告［７］。此外，２０世纪７０年
代中期和８０年代，在云南省的河口和西南边境地区采
集的发热病人和健康人血清中曾检查到登革 ＣＦ抗
体，从而证实该地区有登革热散发病例和隐性感染存
在［８］。特别是２００８年，云南省共报告了１２例登革热
本地病例，均来自云南省的西南部边境地区［７］，说明在
云南边境地区存在登革热的流行条件。
此次通过血清学和病原学检测，证实２０１１年８月

从老挝输入景洪市的登革热属于登革病毒１型。这是
云南省首次从输入登革热病人血清中分离到登革病毒

１型。进化树分析显示，新分离株与以往亚洲分离株
和中国分离株聚在同一分枝上，但２００４年浙江分离株
和２００６年广东分离株均为输入性病毒［５，９］。根据Ｒｅ－
ｂｅｃａ　Ｒｉｃｏ－Ｈｅｓｓｅ［６］的研究结果对比分析发现，新分离
的病毒株属于登革病毒１型（血清型）中的亚洲型（基
因型）。
研究结果提示，云南省应继续加强对从边境地区

输入的发热病例进行严密监测和管理，以防止因境外
输入病例引起的登革热暴发流行。
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