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流行性乙型脑炎病毒基因结构的研究进展
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流行性乙型脑炎$简称乙脑%每年大约有$

$"

!

"#

%

/0#

$

例患者#其中约
0#/0#

$ 例患者死亡*

0

+

'乙脑患者中重症患者

往往留下各种神经系统后遗症#乙脑病毒主要经蚊虫或吸血昆

虫传播#携带乙脑病毒的蚊虫叮咬人体后#病毒先在单核
+

巨噬

细胞内增殖#随后进入血流#引起免疫反应#抗体与病毒抗原结

合#沉积于脑实质和血管内皮细胞#激活补体#产生免疫

损伤*

%

+

'

乙脑主要发病于亚洲地区和太平洋地区#我国地域广阔#

占亚洲四分之一区域#除了新疆(青海(西藏外#其余各地均有

病例发生*

0

+

'因此深入研究中国流行乙脑病毒的分子生物学#

对于了解亚洲乃至全世界的乙脑病毒的特性具有举足轻重的

作用'现主要叙述乙脑病毒有关基因结构方面的进展'

>

!

乙脑病毒的基本基因组结构

乙脑病毒同其他黄病毒一样#为一单股正链的
]O;

病

毒#全长约
00YM

#中间有一个开放读码框'乙脑病毒的血清学

包括有
:

种类型和
%

种亚型#分别为
&C6>O5HCF5J?6

$

&OU

%(

?̀7

4

57F5J?6

$
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I
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$
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A
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$
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'乙脑病毒的基因

顺序从
"Z

端到
$Z

端依次为
(+

I

JCT+W+O,0+O,%;+O,%'+O,$+

O,9;+O,9'+O,"

*

9

+

'
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乙脑病毒基因结构的编码区

乙脑病毒的编码区能编码
$

种结构蛋白$核衣壳蛋白
(

(

膜蛋白
T

和包膜蛋白
W

%和
8

种非结构蛋白$包括
O,0

(

O,%;

(

O,%'

(

O,$

(

O,9;

(

O,9'

和
O,"

%

*

"

+

'乙脑病毒的生物

学性质主要由其编码的结构蛋白决定#如和细胞受体的结合(

机体免疫反应的产生等*

!

+

'

核衣壳蛋白$

(

蛋白%由
0%8

个氨基酸组成#

(

蛋白的
(

端

疏水性氨基酸将其固定在宿主细胞的粗面内质网膜上#以便装

配成包裹基因组的核衣壳#使之免受核酸酶的破坏*

8

+

'

膜蛋白$

T

蛋白%由
8"

个氨基酸残基组成#是病毒诱发保

护性免疫的协同成份'

T

蛋白能诱发中和抗体#现在的一些

研究表明在乙脑病毒的
[JT

"

T

蛋白上有一线性的表位#并证

明是一个线性的
'

细胞表位#即
T09+0$

'这个线性的
'

细胞

表位是乙脑病毒所特有的#它只能和乙脑病毒猪血清或者兔血

清发生反应#而不能和抗
ŴOU

(抗
&OU

血清反应#且在不同

的乙脑病毒序列中具有高度的保守性#这对根据病毒特异性的

表位诊断乙脑提供了潜在的重要性依据#并有助于进一步阐明

乙脑病毒
[JT

"

T

的抗原结构和生物学功能*

:

+

'

W

蛋白是乙脑病毒最主要的结构蛋白#位于病毒的表面#

由
"##

个氨基酸残基组成#具有决定病毒毒力(病毒入侵和病

毒的免疫原性的作用*

8

+

'

W

蛋白的这种作用机制是因为其作

为一种膜融合蛋白#能介导病毒包膜和细胞膜的结合#这种结

合使得病毒进入细胞并感染细胞*

3

+

'

W

蛋白的氨基酸序列具

有高度保守性#但在其结构的部分区域是会有变化的#如在乙

脑病毒持续感染细胞的过程中
W

蛋白的氨基酸序列会有部分

发生突变*

3

+

'许多研究还表明#氨基酸序列中位于
W!#

!

!:

的
(

A

6+<

A

J+\56+;HK+,CJ+UKH+<BJ+;6

I

+<BJ

#在诱导产生细胞免

疫中起最关键的作用*

0#

+

'乙脑病毒
W

蛋白的三维结构主要由

$

个结构域$

%

(

'

(

(

%组成#其中结构域
(

$

W$0#

!

W900

%可独

立地在病毒表面折叠成为免疫球蛋白样结构#由于它的这种构

象#许多抗原中和表位都集中于此结构域'

VBK=

等*

00

+的研究

表明位于第
%

和第
'

结构域部位的连接处的
W+0$:

残基#对乙

脑病毒的神经毒力和神经侵袭力有重要的决定作用'

@

!

乙脑病毒基因结构的变异

在以往关于乙脑病毒基因变异的研究中#比较了分离于一

个国家内部$如日本%和分离于不同国家的病毒的差异$如日本

和泰国或者日本和印度%'总的发现#分离于不同时间和不同

地区的病毒有序列上的差异*

!

+

'在
(BC7

等*

!

+的研究中#他们

观察了来自于较广泛地区和有
"%

年时间跨度的
9!

例乙脑病

毒的
I

JCT

序列#结果显示分离于同一地区同一时间段的病毒

的
I

JCT

序列非常相近#但是分离于不同地区不同时间段的病

毒之间存在变异#不过大多数核苷酸的改变都是属于沉默突

变#并没有改变所编码的氨基酸'这些都提示乙脑病毒在自然

界存在不断的进化'但是
.?7

等*

0%

+对分离于朝鲜的乙脑病毒

稳定性的研究表明
W

基因具有高度的稳定性#在他们研究的

0#

株毒株中#尽管分离于不同的地区#而且有了
"

年的时间跨

度#但是所得到的
W

基因的序列是一致的'

&K7

N

等*

0$

+将从三带喙库蚊分离出来的病毒与减毒活疫

苗株
,;09+09+%

相比#发现
W

蛋白在核苷酸与氨基酸的同源性

分别为
::2#1

和
382%1

#并且在
W

蛋白上一共有
09

处氨基酸

差异'

VBK7

N

等*

09

+于
%##8

年从中国南部的三带喙库蚊中分离

得到的病毒株
,\08T

#发现其有
"

个独特的氨基酸#其中一处

是位于
W

蛋白第
$#!

位点$谷氨酸变异为赖氨酸%'姜红月

等*

0"

+

%##:

年新分离的
%

株乙脑病毒$

\'V-#:+#3

和
\'V-#:+

)

3:#%

)

国际检验医学杂志
%#00

年
00

月第
$%

卷第
0:

期
!

R7>SQKMTC@

!

O=FCGMCJ%#00

!

U=H2$%

!

O=20:



""

%之间共有
038

个核苷酸的差异#总差异率为
02:#1

#推断

氨基酸序列有
:

个位点差异#总差异率为
#2%$1

'在
"Z+(+

I

JCT+W

编码区中
W

基因区段核苷酸差异率最高#为
%2$$1

#

但是
$"

个核苷酸差异仅引起
0

个氨基酸的改变'非结构蛋白

O,0+O,%K+O,%M+O,$+O,9K+O,9M+O,"+$Z

编码区均存在大小

不等的核苷酸差异#其差异率在
02"$1

!

%29$1

之间#氨基酸

差异 不 大'姜 红 月 等 还 将 新 分 离 的
\'V-#:+#3

株 和

\'V-#:+""

株与
$9

株其他乙脑病毒全基因组核苷酸及氨基

酸序列进行同源性比较分析#其核苷酸同源性分别是
:$2"1

!

33291

和
:$2!1

!

3:281

#氨基酸同源性均为
3"2#1

!

33231

'

\'V-#:+#3

株与中国浙江省
%##8

年分离的
cS!3

株

核苷酸同源性最高#

\'V-#:+""

株与中国河南
%##8

年分离的

\WO#8#0

株核苷酸同源性最高#

%

株与
S̀ <!9!:

株同源性都

很低'与
,;09+09+%

减毒活疫苗株相比#其核苷酸同源性分别

是
::281

和
::2!1

#氨基酸同源性均为
382!1

'

\'V-#:+#3

株和
\'V-#:+""

株与减毒疫苗株
,;09+09+%

相比#结构蛋白

"Z+(+

I

JCT+W

编码区中#囊魔基因区的核苷酸差异率最高#为

0%2%81

和
0%2!#1

&衣壳基因区最低#为
82#31

和
82$"1

'非

结构蛋白中
O,9M

区没有引起氨基酸的差异#

O,0

(

O,%K

(

O,%M

区的氨基酸差异均高于
O,$

(

O,9M

(

O,"

区#前者差异率

均大于
$1

#而后者均在
%1

左右'

.=6B5@K

等*

0!

+将分离于
0330

年或者更早的毒株与
SK+

-;J#0

(

OKYK

A

KGK

毒株相比较#核苷酸同源性分别为
3#201

!

3!291

和
30201

!

3"2"1

'分离于
0339

年或晚于
0339

年的

$

个毒株$

SK<;70

"

39

(

SK<;70

"

33

和
SK<;70

"

##

%与
3̀9[#"

株$于
0339

年分离于韩国的南部%之间的同源性为
38281

!

3:201

'

A

!

乙脑病毒基因结构变异对病毒的影响

乙脑病毒之间的变异已经有许多研究者通过不同的方法

研究过#但是#这些变异对病毒影响方面的研究尚未有进

展*

08

+

'一些研究表明
W

蛋白氨基酸的变异和乙脑病毒的毒性

相关*

"

+

'通过对比
,;09

的野生型和减毒型#

O5

等*

0:

+发现在

W0$:

位点$谷氨酸变异为赖氨酸%(

W08!

$异亮氨酸变异为缬氨

酸%(

W$0"

$丙氨酸变异为缬氨酸%(

W9$3

$赖氨酸变异为精氨

酸%发生的变异有可能降低乙脑病毒的神经毒力和神经侵袭

力'

(BKGMCJ6

等*

03

+的研究显示乙脑病毒的很多可能的位点

和病毒毒力的减弱有关'然而#

W

蛋白仅仅只有
%

个位点#即

0$:

和
%83

#决定了病毒的致病性*

%#

+

'

<K

4

5GK

等*

%0

+的研究中#

他们集中在
9

个位点上#即
W

蛋白的
0%$

(

0%3

(

%%%

和
%%8

位

点'结果表明
0%$

位点是决定病毒毒力的一个决定性位点之

一#

0%$

位点的变异增加了毒株
T5C

"

90

"

%##%

在小鼠神经细胞

瘤
O0:

细胞内的生长速率'

\?7

N

等*

%%

+的研究显示在黄病毒

W

蛋白第三结构域上的变异改变了病毒黏附和进入宿主细胞'

QCC

等*

%$

+的研究表明在乙脑病毒
W

蛋白的
W+93

(

W+0$:

(

W+$#!

或者
W+$:3

位残基的变异减少病毒黏附宿主细胞上乙酰碳酸

盐残基的效率'

B

!

乙脑病毒的分型

根据乙脑病毒
[JG

和
W

基因的限制性核苷酸序列#乙脑

病毒被分为
9

种基因型#且
9

种基因型别的测序工作已经顺利

完成'基因
%

型包括从
03!8

!

今分离于泰国北部(柬埔寨(朝

鲜(中国(日本(越南(台湾和澳大利亚的病毒&基因
'

型包括从

03"9

年至
0333

年分离于泰国南部(马来西亚(印度尼西亚(巴

布亚新几内亚和澳大利亚的病毒&基因
(

型是从
03$%

年至今

分离于亚洲大部分热带地方的病毒#包括日本(中国(台湾(菲

律宾和亚洲次大陆&基因
1

型包括从
03:#

!

03:0

年分离于印

度尼西亚的病毒*

%9

+

'根据有限的信息#分离于马来西亚的
0

个病毒有可能属于乙脑病毒的第
"

种型别'

T=BKGGC@

等*

%"

+

的研究中#他们完成了
T?KJ

病毒的核苷酸和氨基酸测序#并

且和其他
9

种测序完的基因型别相对比#发现
T?KJ

病毒和他

们有相似之处#核苷酸变异率从
%#2%1

!

%02%1

#氨基酸变异

率从
:2"1

!

3231

#进化系统树分析
T?KJ

病毒揭示其是乙脑

病毒的第
"

种型别'目前#分离于中国的乙脑病毒有基因
%

型

和基因
(

型#其中基因
(

型分离于
039#

年#而基因
%

型分离于

0383

年#奇怪的是#在上海分离得到的乙脑病毒每年的型别不

一样#其中
%##0

年(

%##$

年和
%##"

年属于基因
%

型#

%##9

年

分离得到的属于基因
(

型*

%!

+

'

I

!

结
!!

语

乙脑病毒是人畜共患病的一种中枢神经系统的急性传染

病#是引起人类病毒性脑炎的最主要的病原体#对世界公共健

康造成很大的威胁'虽然现在人们对乙脑结构研究得比较透

彻#加上乙脑是用疫苗可以预防的疾病#但是随着环境和时间

的变化#病毒之间存在一定的差异#因此应该努力研究出适合

各地区人群的乙脑疫苗#降低乙脑患病率#提高生活质量'
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使用尿液流式分析仪
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进行尿液检测的研究进展
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尿液检测以其简便(快捷(标本易得而被临床广泛应用#是

目前检验科三大常规检查项目之一#能为临床提供丰富的信

息'如今多数实验室对于尿液中有形成份的分析采用尿沉渣

显微镜检测(尿干化学法(尿细菌培养以及尿液流式细胞分析'

尿沉渣显微镜检测虽然被视为尿沉渣检测的金标准#但受检测

者的主观因素影响较大#结果判断不一致#可比性差且费时费

力*

0

+

'干化学法灵敏度较高#但受多种物质干扰#假阳性和假

阴性较多*

%

+

'为了提高尿液检测的准确性和提高效率#流式细

胞分析应运而生'

*)+0###5

全自动尿液流式细胞仪是日本希

森美康医用电子有限公司继
*)+"#

(

*)+0##

和
*)+0##5

后于

%##"

年推出的一套较先进的尿液有形成份分析系统#其以简

便(快速(有效的特点受到临床工作者的青睐*

$

+

'

>
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的工作原理

*)+0###5

的分析原理是用红色半导体激光束照射染色后

在鞘流贯流分析池中形成的鞘流样本#并通过对各粒子产生的

前向散射光(侧向散射光以及侧向荧光信号转换成的光电信号

进行分析#从而对各个粒子进行识别'

>2>

!

流式细胞计数技术
!

*)+0###5

利用鞘流机制使染色后

的标本形成细胞流#确保尿液中的细胞成份始终以单队列穿过

检测系统并处于悬浮状态'在红色半导体激光束的照射下#每

个尿细胞都将暴露在高度密集的激光束下#单个细胞会按不同

角度发出荧光和散射光'从前向散射光中获得细胞大小的信

息#从侧向散射光中获知细胞表面和胞质内的性状的信息#从

荧光强度可以获知细胞核的性状$核糖核酸和脱氧核糖核酸的

数量%'
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半导体激光技术和核酸染色技术原理图
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荧光染色技术
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具有两种荧光染料#一种是
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