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通过对重庆市
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年分离的风疹病毒进行基因型别鉴定及系统进化分析!为预防和控制风疹提供分

子流行病学依据%方法
!

收集重庆市
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年风疹病毒核酸检测阳性病原学标本进行病毒分离!通过序列测定鉴定其基因

型别'与
cI08E0U

中风疹各型别参考毒株及其他省市所获毒株进行进化树构建和遗传距离分析%结果
!
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年主要为
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基因型"
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基因型毒株%重庆株系与其他省市毒

株核苷酸同源性
#̀

型为
";=<:>

!

""=;:>

!平均
"$="(>

'

)8

型为
"!=;;>

!

""=;:>

!平均
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%系统树上重庆毒株并未

与其他省市株系相互隔离%结论
!

重庆市风疹优势基因型近年已经逐渐由
#̀

型替代为
)8

型%重庆市的风疹病毒基因型在不

断变化!优势株与其他省市呈共同进化状态%
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风疹病毒是披膜病毒科风疹病毒属唯一成员#为有包膜的

单股正链
461

病毒*其引发的风疹是一种急性呼吸道传染

病#妊娠期妇女感染可能导致胎儿罹患先天性风疹综合征

$

-45

%#严重威胁妇女儿童健康(

#B)

)

*

在风疹病毒型别鉴定和常规分子流行病学研究中#世界卫

生组织将风疹病毒基因组中结构蛋白
#̀

基因的
;:"

个核苷

酸划分为病毒分型标准靶核苷酸序列*为调查重庆市风疹病

毒的流行趋势和基因特征#本研究对重庆市
)(##[)(#<

年分

离出的
#!"

株风疹病毒进行了该片段的测序和分析#现报道

如下*

A

!

材料与方法

A=A

!

标本来源
!

风疹疑似标本来源于
)(##[)(#<

年重庆市

风疹暴发或散发疫情中临床诊断为风疹病例的咽拭子标本#标

本存放于重庆市疾病预防控制中心微生物检验所#置于
)>

牛

血清的
2'̀ '

病毒保存液中保存#温度为
[$(f

*

A=B

!

毒株分离培养
!

分离用的
3IND

"

5*1'

细胞由中国疾病

预防控制中心麻疹实验室提供*风疹疑似病例咽拭子标本于

[$(f

冰箱取出常温融化后#参照.麻疹和风疹病毒感染的实

验室诊断手册/$第
)

版%中风疹病毒分离的方法#接种前向
#=(

Q*

临床标本中加入
!

'

*

浓度为
#(((a

的青霉素"链霉素

?f

静置处理
(=!K

后#吸取
(=?Q*

接种于单层覆盖
;!>

以

上生长良好的
3IND

"

5*1'

细胞#

:<f

吸附
#=!K

后#弃上清

液#加入
#=(Q*

细胞维持液#置于
:<f

孵箱培养#同时设置

阴性细胞对照*连续培养
;O

并每日观察细胞病变*收集悬

浮于细胞表面有颗粒状物质的培养物作为疑似细胞病变标本

进行下一步检测*风疹病毒不能使细胞发生明显病变#因此#

盲传
:

代后即可获得培养液*

A=C

!

核酸提取及鉴定
!

使用
.'̀ c1

公司的
461

提取试剂

盒进行风疹病毒分离物核酸提取*采用反转录
+-4

$

4CB

+-4

%方法对风疹病毒核酸进行扩增检测*麻疹"风疹病毒核

+

<<<)

+

国际检验医学杂志
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年
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酸检测试剂盒#购自江苏硕世生物科技有限公司*核酸检测阳

性标本送中国疾病预防控制中心麻疹实验室进行核酸序列测

定及拼接*序列分析使用的
:)

株风疹病毒各型别毒株#参考

序列为世界卫生组织公布序列(

:

)

#由中国疾控中心病毒预防控

制所朱贞老师整合馈赠*本研究所用中国部分省市风疹序列

均来源于
cI08E0U

*

A=D

!

遗传进化分析
!

所获风疹拼接序列为
#̀

基因中
;:"

个

核苷酸片段$

$;:#

!

"?<"0J

%#该片段为世界卫生组织规定的

风疹基因型鉴定的标准靶核苷酸片段#使用软件
'̀ c1<=(<

进行序列的多重比对及核苷酸遗传距离矩阵分析并构建进化

树*同年且序列完全一致的风疹毒株序列仅保留一条用于建

树#同时选取系统树上
#̀

'

)8

支系中各年部分代表株系与全

国其他省市风疹毒株进行系统树构建*系统树构建使用

bAQRNE)B

缺省参数模式#建树方法为
6IA

@

KTDNB

@

DA0A0

&

法$邻接

法%#构建时使用
8DDJ9JNE

P

方法进行
#(((

次重复计算#并进

行置信度评估*

B

!

结
!!

果

B=A

!

病毒分离结果
!

本研究对
)(##[)(#<

年所获共
:#"

份

疑似风疹病原学标本进行了病毒分离#经检测共分离出
#!"

株

风疹病毒毒株*见表
#

*

表
#

!!

)(##[)(#<

年重庆市风疹病毒分离阳性结果

年份 标本数$

.

%

风疹病毒分离

阳性数$

.

%

风疹病毒分离

阳性率$

>

%

)(## !( )? ?$=(

)(#) #(" <: !;=$

)(#: #" #< $?=)

)(#? <! )< ?(=(

)(#! <? ): :!="

)(#< #) ; !$=:

合计
:#" #!" ?"=$

B=B

!

基因型鉴定结果
!

将分离得到的
#!"

株风疹毒株送往中

国疾病预防控制中心麻疹实验室进行核酸序列测定及基因分

型#其中
""

株经鉴定为
#̀

基因型#

!"

株为
)8

基因型#

#

株为

)1

基因型*

)(##[)(#:

年风疹毒株主要为
#̀

基因型$

"?

"

#(:

%#

)(#?[)(#<

年风疹毒株主要为
)8

基因型$

!(

"

!<

%*见

表
)

*

表
)

!!

)(##[)(#<

年重庆市风疹病毒毒株基因型鉴定

年份
总毒

株数$

.

%

#̀

株数

$

.

%

占总毒株数

$

>

%

)8

株数

$

.

%

占总毒株数

$

>

%

)1

株数

$

.

%

占总毒株数

$

>

%

)(## )? )? #((=(( ( (=(( ( (=((

)(#) <: !" ":=;( ? <=:( ( (=((

)(#: #< ## <$=;! ! :#=)! ( (=((

)(#? )< ! #"=)( )( ;<="( # :=$(

)(#! ): ( (=(( ): #((=(( ( (=((

)(#< ; ( (=(( ; #((=(( ( (=((

合计
#!" "" <)=:( !" :;=#( # (=<(

B=C

!

风疹病毒分离株系统进化分析
!

将重庆
)(##[)(#<

年

;#

株
43

分离株与世界卫生组织
:)

株
43

参考序列进行系

统进化树构建#结果表明#

)(##[)(#:

年大部分毒株与
#̀

基

因型型内参考株
43AB5KE0OD0

&

=-d6B(=()B#̀

亲缘关系最为

接近#聚为
#̀

支系&

)(#?[)(#<

年的大部分毒株则与
)8

基

因型型内参考株
43AB]E9KA0

&

JD0=e51B#<=((B)8

关系最亲

近#聚为
)8

支系&仅毒株
)(#?B#!#

聚在
)1

支系*在
#̀

和
)8

支系内#不同年份毒株序列并未形成独立分支#见图
#

*重庆

#̀

组间遗传距离为
(=(#(

#与其他省市
#̀

毒株间遗传距离为

(=(##

&

)8

组间遗传距离为
(=(($

#与其他省市
)8

毒株间遗传

距离为
(=(#;

*重庆地区风疹代表株与其他省市毒株在系统树

中同样分为
#̀

和
)8

支系#重庆株系与其他省市毒株核酸同

源性
#̀

型为
";=<:>

!

""=;:>

#平均
"$="(>

&

)8

型为

"!=;;>

!

""=;:>

#平均
"$=:(>

#毒株间相互交织#未形成明

显隔离#见图
)

*

图
#

!!

)(##[)(#<

年重庆风疹毒株与世界卫生组织参考株

#̀

基因
;:"

个核苷酸的系统进化树

+

;<<)

+

国际检验医学杂志
)(#;

年
#(

月第
:$

卷第
#"

期
!

%0JX*ET'IO

!

.MJDTIN)(#;

!

3DF=:$

!

6D=#"



图
)

!!

)(##[)(#<

年重庆风疹代表株与全国其他省市

代表株系
#̀

基因
;:"

个核苷酸的系统进化树

C

!

讨
!!

论

感染风疹病毒虽然临床症状较轻#但因其可能导致妊娠期

妇女出现流产或胎儿畸形而受到广泛关注(

?

)

*

)(($

年原卫生

部将风疹疫苗纳入国家免疫规划#为防控风疹病毒传播提供了

有力的支持*重庆市从
)((;

年开始开展风疹病毒分离工作#

早期标本主要来自重庆医科大学附属儿童医院#标本来源较单

一*自
)(##

年起重庆市建立了比较完善的风疹病毒监测方

案#由各区县采集全市疑似风疹或风疹暴发病例血清及病原学

标本并进行血清学诊断#病原学标本由重庆市疾病预防控制中

心进行核酸检测及病毒分离#所获标本覆盖全市大部分区域#

总体已能体现重庆市风疹病毒流行状况*

本研究对重庆分离获得的
#!"

株风疹毒株进行序列分析

和进化树构建#结果显示#重庆
)(##[)(#:

年风疹毒株主要为

#̀

基因型$

"?

"

#(:

%#证明
#̀

基因型毒株至
)(#:

年仍为重庆

地区风疹流行的优势株*有研究者对
#";"[)((;

年中国流行

的风疹病毒基因型进行分析表明#

)((#

年之后中国流行的优

势株为
#̀

基因型(

!B"

)

#后续研究表明#直到
)(#)

年
#̀

仍为中

国风疹病毒的优势株基因型(

#(

)

#本研究结果支持该结论*

)(#)

年重庆首次测获
)8

基因型毒株#此后所分离毒株中
)8

基因型所占比例逐年增高#其中
)(#?[)(#<

年以
)8

基因型毒

株为主$

!(

"

!<

%#说明重庆地区风疹病毒的流行优势株基因型

在
)(#)[)(#?

年逐步由
#̀

替换为
)8

*该趋势与我国其他省

市已有研究相似(

##B#)

)

#符合中国风疹病毒的流行状况(

#:

)

*从

遗传距离来看#重庆市
)(##[)(#<

年
#̀

及
)8

毒株与全国其

他省市的同型别毒株同源性很高$

#̀

型平均
"$="(>

&

)8

型平

均
"$=:(>

%#且构建的系统进化树显示#重庆市
)(##[)(#<

年

的风疹病毒分离株与我国其他省市的分离株交互聚在一起#并

未形成明显的时间和地理隔离#这说明重庆市
#̀

和
)8

基因

型风疹病毒与其他省市毒株亲缘关系非常接近#呈全国性的流

行分布和共同进化状态*本研究所获
#

株
)1

基因型毒株#经

序列比对#发现其与
)((#

年于山东所获
)1

型毒株序列$

cI0B

8E0U

登陆号为
7X$;!(:)

和
7X$;!(:#

%同源性为
#((=((>

(

!

)

#

此
)

株山东
)1

毒株经研究发现与我国风疹疫苗株
842

%

的

序列相同#提示本研究所获
)1

毒株或为疫苗株而非野毒*

由于风疹疫苗的广泛使用#重庆地区风疹病例数近年得到

有效控制#据统计#

)(##

年重庆地区的风疹发病率为
##=#!

"

#(((((

#至
)(#<

年仅为
(=!(

"

#(((((

#整体呈逐年下降趋势*

但风疹仍是严重威胁妊娠期妇女及胎儿健康的卫生问题之一*

近年来风疹病毒全国性优势株基因型替换和流行表明#风疹病

毒在中国仍然存在广泛的传播链#提示需警惕因免疫选择压力

增大而导致的病毒变异甚至免疫逃逸*持续的风疹分子病原

学监测对于了解地区风疹病毒特征和分布'疫苗免疫效果有重

要意义#同时#也可为风疹疾病的防控乃至消除提供必要的基

础数据和科学依据*因此#为及时掌握风疹病毒在重庆市的流

行情况和制订防控措施#进一步加强和完善风疹分子病原学监

测体系是十分必要的*
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