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２０１４年肇庆市登革Ⅰ型病毒流行株Ｅ基因序列分析
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　　摘　要：目的　了解肇庆市２０１４年登革热病Ⅰ型病毒流行毒株Ｅ基因序列。方法　收集肇庆市２０１４年登革热患者病例资

料及急性期血清，用Ｃ６／３６细胞培养分离登革热病毒，阳性分离株采用反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法扩增Ｅ基因，绘制系

统发生树，进行生物信息学分析。结果　３６份标本中２０份病毒分离培养阳性，获得肇庆市２０１４年Ⅰ型登革热病毒流行２０株毒

株的Ｅ基因序列，其同源性与中山市的２株流行毒株接近，但与广州市Ⅰ型登革病毒流行株相差较远。结论　肇庆市登革热疫情

同中山市登革热流行程度相关联且流行特点为输入性流行。
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　　登革热是由登革病毒引起，经伊蚊传播的一种急性传染

病，属于黄病毒科，按照血清学的方法可分为登革热１、２、３、４

型，病毒基因组为单股正链ＲＮＡ，由核蛋白所包被，外面由膜

蛋白、外套膜蛋白两个表面蛋白及磷脂的外套膜蛋白包围而

成。其潜伏期通常约５～７ｄ，具有传播迅猛、发病率高等特点，

在亚、非、南美的热带地区发病率呈上升趋势。患者有可能出

现极度疲倦及抑郁症状，少数病者会恶化至登革出血热，并进

一步出血、休克甚至死亡，登革热引起的并发症往往是患者致

死的主因。２０１４年由于受广东省登革热疫情扩散影响，肇庆

市也爆发了登革热疫情。本文利用２０１４年肇庆市登革热流行

期间分离到的登革病毒毒株，针对其Ｅ基因序列进行生物信

息学分析，以揭示肇庆市登革热的流行规律。

１　材料与方法

１．１　标本来源　随机收集２０１４年肇庆市登革热确诊患者病

例急性期血清样品３６份，送相关实验室进行检测。

１．２　核酸检测病毒核酸提取　采用德国 ＱＩＡＧＥＮ公司的总

ＲＮＡ提取试剂盒，按试剂盒说明书进行。具体取血清标本

２００μＬ或细胞阳性分离物１００μＬ，最终洗脱至６０μＬ，作为

ＲＮＡ模板。核酸检测采用ＤＦ通用和ＤＦ型特异性荧光反转

录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法，引物序列和实验方法参照中

华人民共和国卫生行业标准方法进行检测［１］。

１．３　病毒分离　患者血清接种Ｃ６／３６细胞，置２８℃５％ ＣＯ２

孵箱培养，当细胞出现肿胀、融合、空泡结构等细胞病变现象时

为阳性表现即细胞病变（ＣＰＥ），或细胞培养上清液经登革热特

异性荧光ＲＴＰＣＲ方法检测到病毒核酸者为阳性。

１．４　ＲＴＰＣＲ扩增　Ｅ基因根据登革热Ⅰ型病毒Ｅ基因序列

设计１对引物，用于登革病毒的基因序列同源性比较引物序列

为登革热１引物自行设计，上引物：ＣＡＡ ＧＡＡＣＣＧ ＡＡＡ

ＣＲＴＧＧＡＴＧＴＣ，下引物：ＧＧＣＴＧＡＴＣＧＡＡＴＴＣＣＡＣＡ

ＣＡＣ，扩增片段为１８４９ｂｐ碱基；试剂采用宝生物工程（大连）

有限公司ＲＮＡＰＣＲ试剂盒（ＤＲＲ０２４Ａ），按试剂盒说明书进

行。反应条件：４２℃３０ｍｉｎ反转录，９４℃２ｍｉｎ后，９４℃３０

ｓ、５１℃３０ｓ、７２℃２ｍｉｎ，循环４０次，７２℃延伸８ｍｉｎ。取扩

增产物５μＬ，用１．５％琼脂糖凝胶电泳，根据标志物位置确认

反应产物。

１．５　序列测定和分析　采用ＰＣＲ扩增产物纯化后上送广东

省疾病预防控制中心测序完成。进化树、Ｅ基因核苷酸同源性

差异和 Ｅ基因氨基酸同源性差异比较均采用 ＭＥＧＡ 软件

构建。

１．６　病毒Ｅ基因序列分析　从美国国立生物技术信息中心

数据库上检索出７株不同地区的Ⅰ型登革热病毒Ｅ基因序列

见表１，与本实验测序结果用ＤＮＡｓｔａｒ软件进行序列分析，碱

基局部对准检索工具基因库进行比较，多重序列比对进行序列

排队，用邻结法绘制系统发生树。

２　结　　果

２．１　肇庆市２０１４年登革病毒检测　３６份样本用Ｃ６／３６细胞

分离培养，其中２０份样本出现细胞病变，特征为细胞肿大、蚀

斑、部分细胞坏死脱落。当ＣＰＥ达到７５％～１００％时，收获未
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出现细胞病变的样本继续盲传方式，对所有分离物上清液检测

登革热核酸，阳性２０份。３６份样本中分离到２０株病毒，分离

率为５５．６％。

２．２　不同地区登革病毒Ｅ基因序列分析　从２０份样本分离

株与选定７株Ⅰ型登革病毒序列绘制系统发生树，见图１（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。将它们转换成氨

基酸序列，发现２０株毒株与中山市分离的毒株ＺＳＤ１４０２、ＺＳ

Ｄ１４０５的核苷酸同源性和氨基酸序列同源性较接近，核苷酸与

氨基酸序列同源性分别达９９．８％～９０．６％、９９．９％～９８．０％，

而与广州的分离毒株ＪＮ０２９８１９．１和ＪＮ０２９８２４．１、ＪＱ３１７７７５．１

反而较远。见表２、３。

表１　　７株不同地区Ⅰ型登革热病毒

编号 毒株 分离地点

１ ＺＳＤ１４０２ 中山

２ ＺＳＤ１４０５ 中山

３ ＡＢ９１５３７３．１ 印尼

４ ＫＪ８０６９５４．１ 新加坡

５ ＪＮ０２９８１９．１ 广州

６ ＪＮ０２９８２４．１ 广州

７ ＪＱ３１７７７５．１ 广州

表２　　２０１４年肇庆市Ⅰ型登革热分离毒株Ｅ基因核苷酸同源性差异比较（％）

毒株 ＺＳＤ１４０２ ＺＳＤ１４０５ ＡＢ９１５３７３．１ ＫＪ８０６９５４．１ ＪＮ０２９８１９．１ ＪＮ０２９８２４．１ ＪＱ３１７７７５．１

ＺＱ＿Ｄ１４５８３２ ９９．９０ ８７．００ ９７．８０ ９９．９０ ６０．６０ ７８．１０ ３３．３０

ＺＱ＿Ｄ１４５９０ ９９．９０ ８９．４０ ８８．７０ ９９．４０ ６３．９０ ７７．８０ ３５．８０

ＺＱ＿Ｄ１４５９７ ８８．７０ １００．００ ９４．９０ ８４．４０ ８９．９０ ５１．５０ ２４．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６００ ８８．７０ １００．００ ９４．９０ ８４．４０ ８９．９０ ５１．５０ ２４．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６０２ １００．００ ８８．７０ ９８．５０ ９９．７０ ６３．８０ ７６．２０ ３１．８０

ＺＱ＿Ｄ１４６０５ １００．００ ８８．７０ ９８．５０ ９９．７０ ６３．８０ ７６．２０ ３１．８０

ＺＱ＿Ｄ１４６１０ ８８．７０ １００．００ ９４．９０ ８４．４０ ８９．９０ ５１．５０ ２４．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６１７ １００．００ ８８．７０ ９８．５０ ９９．７０ ６３．８０ ７６．２０ ３１．８０

ＺＱ＿Ｄ１４６１８ ８８．００ ９８．４０ ９３．７０ ８３．９０ ９３．４０ ４０．３０ ３．２０

ＺＱ＿Ｄ１４６２７２ １００．００ ８８．７０ ９８．５０ ９９．７０ ６３．８０ ７６．２０ ３１．８０

ＺＱ＿Ｄ１４６２９ ８８．１０ ９７．７０ ９３．５０ ８４．１０ ９３．３０ ３８．７０ １００．００

ＺＱ＿Ｄ１４６３０２ ９９．９０ ８９．４０ ８８．７０ ９９．４０ ６３．９０ ７７．８０ ３５．８０

ＺＱ＿Ｄ１４６３２ ９９．４０ ９２．８０ ９９．５０ ９８．２０ ７２．５０ ６９．７０ ２６．６０

ＺＱ＿Ｄ１４６３９ ９０．２０ ９９．９０ ９５．９０ ８６．２０ ８８．３０ ５５．００ ２７．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６４０ １００．００ ８８．７０ ９８．５０ ９９．７０ ６３．８０ ７６．２０ ３１．８０

ＺＱ＿Ｄ１４６５４ １００．００ ８８．７０ ９８．５０ ９９．７０ ６３．８０ ７６．２０ ３１．８０

ＺＱ＿Ｄ１４６６０ ８８．７０ １００．００ ９４．９０ ８４．４０ ８９．９０ ５１．５０ ２４．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６８６ ９９．７０ ８６．９０ ９７．６０ ９９．７０ ６３．１０ ７２．６０ ２３．５０

ＺＱ＿Ｄ１４６８７ ８８．００ ９６．９０ ９３．２０ ８４．２０ ９３．００ ３７．００ １００．００

ＺＱ＿Ｄ１４６８９ １００．００ ８８．７０ ９８．５０ ９９．７０ ６３．８０ ７６．２０ ３１．８０

表３　　２０１４年肇庆市Ⅰ型登革热分离毒株Ｅ基因氨基酸同源性差异比较（％）

毒株 ＺＳＤ１４０２ ＺＳＤ１４０５ ＡＢ９１５３７３．１ ＫＪ８０６９５４．１ ＪＮ０２９８１９．１ ＪＮ０２９８２４．１ ＪＱ３１７７７５．１

ＺＱ＿Ｄ１４５８３２ ９９．８０ ９８．３０ ９８．５０ ９９．８０ ４３．００ ７１．５０ ４２．８０

ＺＱ＿Ｄ１４５９０ ９９．８０ ９８．５０ ９９．００ ９９．６０ ４８．００ ７４．４０ ４５．９０

ＺＱ＿Ｄ１４５９７ ９８．５０ １００．００ ９８．３０ ９８．１０ ４４．４０ ６９．００ ４０．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６００ ９８．５０ １００．００ ９８．３０ ９８．１０ ４４．４０ ６９．００ ４０．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６０２ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６０５ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６１０ ９８．５０ １００．００ ９８．３０ ９８．１０ ４４．４０ ６９．００ ４０．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６１７ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６１８ ９８．５０ １００．００ ９８．３０ ９８．１０ ４４．４０ ６９．００ ４０．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６２７２ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０
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续表３　　２０１４年肇庆市Ⅰ型登革热分离毒株Ｅ基因氨基酸同源性差异比较（％）

毒株 ＺＳＤ１４０２ ＺＳＤ１４０５ ＡＢ９１５３７３．１ ＫＪ８０６９５４．１ ＪＮ０２９８１９．１ ＪＮ０２９８２４．１ ＪＱ３１７７７５．１

ＺＱ＿Ｄ１４６２９ ９８．５０ １００．００ ９８．３０ ９８．１０ ４４．４０ ６９．００ ４０．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６３０２ ９９．８０ ９８．５０ ９９．００ ９９．６０ ４８．００ ７４．４０ ４５．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６３２ ９９．４０ ９７．９０ ９８．７０ ９９．４０ ４７．６０ ７５．５０ ４４．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６３９ ９８．１０ ９９．８０ ９８．３０ ９７．７０ ４６．６０ ７１．１０ ４３．２０

ＺＱ＿Ｄ１４６４０ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６５４ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６６０ ９８．５０ １００．００ ９８．３０ ９８．１０ ４４．４０ ６９．００ ４０．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６８６ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０

ＺＱ＿Ｄ１４６８７ ９８．５０ １００．００ ９８．３０ ９８．１０ ４４．４０ ６９．００ ４０．９０

ＺＱ＿Ｄ１４６８９ １００．００ ９８．５０ ９８．７０ ９９．８０ ４３．００ ７１．７０ ４１．７０

３　讨　　论

近年来，登革热在全球的发病率增加了近３０倍，我国究竟

是否存在登革热的自然疫源地目前仍存在较大的争议，尚无明

确的结论，多数学者都认为我国登革热流行特点为输入性流

行［２３］。由于存在输入病例引起本地登革热暴发疫情的风险，

如慈溪市登革热Ⅰ型暴发疫情，导致１１３例发病，义乌市登革

热３型暴发疫情，导致１８０例发病。由于登革热主要传播媒介

之一的白蚊伊蚊在广东分布广泛，一旦有传染源输入，易引起

局部暴发流行，广州市登革热疫情分别在２００２、２００６、２０１４年

都曾暴发与流行［４９］。因此，疑似登革热病例早期实验室诊断，

对于及时采取针对性防控措施非常重要，疑似病例应尽早采集

样本，由于样本采集的时间不同，其抗体、核酸和病毒的检出率

也不一样。本研究对３６份样本采集于发病后１～７ｄ检测登

革热ＩｇＭ抗体，结果３２份阳性，４份阴性，发病小于或等于５ｄ

内采集的样品共２８份，其中２０份登革病毒阳性，分离阳性率

为５６％。有报道称发病时间大于或等于５ｄ采集的样本核酸

和病毒检出率较低［１０］。因此，当临床上对疑似登革热患者需

实验室诊断时，应尽早进行样本采集，尤其是发病３ｄ内采集

的样本当登革热ＩｇＭ抗体阴性而临床症状典型又具有流行病

学史时，需考虑做核酸检测，防止漏检，以便早期诊断。

本研究３６份样本采自患者急性期，通过细胞分离培养，３６

份样本分离得到２０份毒株。２０份毒株构建系统进化树结果

显示，编码４９５个氨基酸，未见序列插入或缺失。与７株不同

地区的Ⅰ型登革病毒 Ｅ基因序列比较发现，２０株阳性分离毒

株与中山市２株分离毒株接近，核苷酸与氨基酸序列同源性分

别达９０．６％、９８．０％。因此，当临床发现疑似登革热患者时，

应采集标本进行实验检查，尤其是急性期患者。采集样本须考

虑发病时间的不同选择合适的检测项目，如登革热病毒ＩｇＭ，

核酸检测等，以防漏检，做到早发现、早治疗。

肇庆市地处亚热带，气候条件适合登革热传播媒介白蚊伊

蚊的生长，客观上利于登革热疫情的发生，并且随着广东省泛

珠三角经济一体化发展，肇庆对外交往频繁，本地人群又普遍

易感，使得肇庆市２０１４年登革热流行呈爆发、输入性流行的特

征，目前对于登革热的治疗主要采用对症治疗和中西医结合治

疗，有学者认为早期抗登革热病毒治疗可能有益［１１］。而中医

上常采用银翘散、清瘟败毒饮、清气凉营汤等，也取得较好的疗

效［１２］。预防对控制登革热十分重要，市民应积极参与灭蚊防

蚊及消除蚊虫滋生地，行政部门应加强干预及监督，而医务人

员应提高登革热诊断的警惕性，才能做到有效预防疫情

的发生。
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