
［收稿日期］　２０１５－１２－１４

［作者简介］　张晶波（１９７０－），女（汉族），吉林省白城市人，主任技师，主要从事微生物检验研究。

［通信作者］　张晶波　　Ｅｍａｉｌ：ｊｉｎｇｂｏ７０９９＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１６．１０．０１５

·论著·

２０１４年北京市西城区４０例麻疹患者分离的麻疹病毒基因型及同源性
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［摘　要］　目的　了解北京市某城区２０１４年分离的麻疹病毒基因型，及时发现输入性麻疹病例。方法　采用荧

光聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法，对北京市西城区２０１４年采集的标本进行病毒核酸鉴定、ＲＴＰＣＲ扩增，扩增产物进

行测序及序列比对分析。结果　２０１４年北京市西城区共采集８１例麻疹疑似患者的８２份标本，其中咽拭子６３份，

尿１９份。麻疹病毒核酸检测阳性７０例，ＲＴＰＣＲ扩增、测序获得基因序列４０份，麻疹病毒培养阳性毒株３７例。

种系进化树分析显示，获得的４０份麻疹病毒基因序列与 Ｈ基因簇代表株Ｃｈｉｎ９３２２／Ｈ１ａ，以及世界卫生组织推荐

的代表株 ＭＶｉ／Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ／０．９３／７／Ｈ１在同一分支上，核苷酸水平上同源性分别为９８％～９８．９％、９６．９％～

９７．８％；氨基酸水平上同源性分别为９７．３％～９９．３％、９５．３％～９８％。结论　２０１４年北京市西城区麻疹病例以本

土基因型（Ｈ１）病例为主，进一步加强麻疹病例病原学监测对麻疹输入性病例的控制和预防具有重要意义。
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　　麻疹是由麻疹病毒感染引起的一种急性传染

病，以发热、出疹和呼吸道卡他症状为主要临床表

现。麻疹病毒属于副黏病毒科麻疹病毒属，只有一

个血清型。病毒基因组由６个结构基因和２个非结
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构基因组成，分别编码６个结构蛋白和２个非结构

蛋白。麻疹病毒 Ｎ基因羧基末端４５０个核苷酸基

因是最大变异区，世界卫生组织（ＷＨＯ）将其序列

作为划分病毒基因型别的依据。根据 ＷＨＯ的建

议，麻疹病毒被划分为 Ａ～Ｈ 共八个基因组２３个

基因型，其中Ｂ１、Ｄ１、Ｅ、Ｆ、Ｇ１基因型已消失，目前

只有１８个基因型在世界各地人群中流行。北京市

西城区于２０１３年３月发现了首例输入性麻疹病毒

Ｄ８基因型病例，之后在其他区相继出现多起该基因

型引起的麻疹疫情。开展麻疹病毒分子生物学监

测，明确麻疹野病毒的型别与来源，及时发现输入性

病例对麻疹的控制及消除具有重要的意义［１３］。为

进一步了解北京市西城区麻疹病毒基因特征，我们

对２０１４年麻疹监测结果进行了分析。

１　材料与方法

１．１　标本　咽拭子或尿，由北京市西城区疾病预防

控制中心计划免疫科、辖区保健科及辖区医院采集

提供，２０１４年共计采集疫情及监测患者８１例８２份

标本，其中咽拭子６３份，尿１９份。

１．２　标本的分装处理　实验室收到标本４°Ｃ保存

或－７０°Ｃ以下保存，标本送至实验室后立即进行处

理，避免反复冻融。将原始标本分为三份，一份用于

核酸检测，一份用于病毒分离，一份保存待复核。

７２ｈ内完成标本定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）核酸鉴定，

麻疹阳性标本做ＲＴＰＣＲ麻疹病毒基因片段扩增。

１．３　实验室检测

１．３．１　核酸提取　采用美国ＡＢＩ公司核酸提取试剂

盒ＭａｇＭａｘ
ＴＭ９６ＶｉｒａｌＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ提取核酸。

１．３．２　基因分型引物　引物序列使用美国疾病控

制与预防中心（ＣＤＣ）麻疹基因定型引物扩增 Ｎ基

因ＣＯＯＨ末端的６３４个核苷酸片段，引物序列为：

上游引物 ＭｅＶ２１６（５′ＴＧＧＡＧＣＴＡＴＧＣＣＡＴＧＧ

ＧＡＧＴ３′），下 游 引 物 ＭｅＶ２１４（５′ＴＡＡＣＡＡＴ

ＧＡＴＧＧＡＧＧＧＴＡＧＧ３′）。

１．３．３　仪器　ＣＬＡＳＳⅡ生物安全柜为新加坡ＥＳ

ＣＯ 公 司 生 产，低 温 离 心 机 为 ＳＩＧＥＭＡ ３Ｋ１５

（ＳＩＧＥＭＡ公司出品），全自动核酸提取仪 Ｍａｇ

ＭａｘＴＭＥｘｐｒｅｓｓ及定量ＰＣＲ仪７５００ＦａｓｔＲｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ公司出品），ＰＣＲ扩增仪ｉＣｙｃｌｅｒ

伯乐公司出品。

１．３．４　核酸检测试剂盒　麻疹风疹双通道ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒由江苏和创公司生产，麻疹基因片

段扩增采用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
ＴＭＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔ（美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产）。具体操作、反应条件和结

果判定见试剂盒说明书。

１．４　麻疹病毒基因片段扩增方法　采用一步法

ＲＴＰＣＲ，扩增麻疹 Ｎ基因片断。反应参数：逆转

录阶段：４２°Ｃ，１０ｍｉｎ；预变性阶段：９４°Ｃ，１０ｓ；预

扩增阶段：变性９４°Ｃ，５ｓ；退火５０°Ｃ，２０ｓ；延伸

７２°Ｃ，２０ｓ；共５个循环：变性９４°Ｃ，５ｓ；退火５６°Ｃ，

５０ｓ；延伸７２°Ｃ，１５ｓ；共４０个循环。ＰＣＲ完成后，

用１．７％琼脂糖凝胶电泳分析结果，扩增片段为

６３４ｂｐ。ＰＣＲ产物送至北京市疾病预防控制中心，

统一送测序公司进行序列测定，然后由北京市疾病

预防控制中心反馈结果。

１．５　序列分析　摘录ＧｅｎＢａｎｋ中收录的 ＷＨＯ推

荐的麻疹病毒代表株、中国疫苗株及 Ｈ基因簇代表

株的序列，进行核苷酸和氨基酸的相似性和差异比

对，构建系统发育树。麻疹病毒基因变化最大的区

域是Ｎ基因羧基端的４５０个核苷酸，选取４５０ｂｐ进

行序列分析，应用ＢｉｏＥｄｉｔ６．０及 Ｍｅｇａ６软件进行

系统发育树的构建。

２　结果

２．１　麻疹病毒核酸检测结果及病例相关情况　

２０１４年共采集麻疹疑似患者８１例的８２份标本，麻

疹病毒核酸检测阳性７０例，ＲＴＰＣＲ扩增、测序获

得基因序列４０份，麻疹病毒培养阳性毒株３７例。

获得麻疹病毒基因序列的４０例患者主要集中在３

～５月，以成人（１９～５５岁）居多，共２３例（５７．５％），

＜１岁患儿（４个月～１岁）共１５例（３７．５％）。仅

２例有疫苗接种史，其余均为不详或无；女性２２例，

男性１８例；均为本市病例。其中１１例患者采集了

血标本，９例为麻疹血ＩｇＭ抗体检测阳性。见表１。

２．２　麻疹病毒基因型进化树分析　对４０份麻疹病

毒基因序列进行分析，与 ＷＨＯ推荐的代表株、中

国疫苗株及Ｈ基因簇代表株核酸种系进行比对，种

系进化树显示，本研究４０份序列与 Ｈ 基因簇代表

株Ｃｈｉｎ９３２２／Ｈ１ａ和 ＷＨＯ 推荐的代表株 ＭＶｉ／

Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ／０．９３／７／Ｈ１ 在同一分支上。根据

ＷＨＯ对麻疹病毒基因型别划分的规定，西城区获

得的麻疹病毒基因序列均为 Ｈ１基因型，进一步分

型为 Ｈ１ａ基因型。见图１。
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表１　２０１４年北京市西城区４０例获得基因序列的麻疹患者基本情况

犜犪犫犾犲１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ４０ｍｅａｓｌｅｓｃａｓｅｓｗｈｏｏｂｔａｉｎｅｄｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＢｅｉｊｉｎｇＸｉｃｈｅｎｇＤｉｓｔｒｉｃｔ，２０１４

年龄（岁） 标本数
性别

男 女

疫苗接种

有 无／不详

血清学

阳性 阴性 未采集

ＲＴＰＣＲ

阳性 阴性

病毒培养

阳性 阴性

＜１ １５ ９ ６ ０ １５ １ ０ １４ １５ ０ １３ ２

１～ １ １ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０ １ ０

６～ １ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０

≥１９ ２３ ８ １５ １ ２２ ８ ２ １３ ２３ ０ １９ ４

合计 ４０ １８ ２２ ２ ３８ ９ ２ ２９ ４０ ０ ３４ ６
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图１　２０１４年北京市西城区４０份麻疹病毒基因序列进化树分析

犉犻犵狌狉犲１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ４０ｍｅａｓｌｅｓｖｉｒｕｓｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＢｅｉｊｉｎｇｉｎＸｉｃｈｅｎｇＤｉｓｔｒｉｃｔ，２０１４

２．３　核苷酸和氨基酸变异情况　将４０份麻疹病毒

基因序列与 Ｃｈｉｎ９３２２／Ｈ１ａ，以及 ＷＨＯ推荐的代

表株 ＭＶｉ／Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ／０．９３／７／Ｈ１的核苷酸和氨

基酸同源性进行对比分析，核苷酸水平上同源性分
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别为９８％～９８．９％和９６．９％～９７．８％；氨基酸水平

上同源性分别为９７．３％～９９．３％和９５．３％～９８％。

见表２。

表２　２０１４年北京市西城区４０例麻疹病毒基因序列与参考

株序列的核苷酸和氨基酸同源性比对

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｈｏｍｏｌｏｇｙ

ｂｅｔｗｅｅｎ４０ｃａｓｅｓｏｆｍｅａｓｌｅｓｖｉｒｕｓｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔｒａｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＢｅｉｊｉｎｇｉｎＸｉｃｈｅｎｇ

Ｄｉｓｔｒｉｃｔ，２０１４

序号 样本标号

核苷酸

Ｃｈｉｎ９３２２

／Ｈ１ａ

Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ

／０．９３／７／Ｈ１

氨基酸

Ｃｈｉｎ９３２２

／Ｈ１ａ

Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ

／０．９３／７／Ｈ１

１ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４００２ＸＣＭ３ ９８．４ ９７．３ ９７．３ ９６

２ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４００５ＸＣＭ４ ９８ ９６．９ ９８ ９６．７

３ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４０２１ＸＣＭ６ ９８．４ ９７．３ ９６．７ ９５．３

４ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１３５ＸＣＭ１５ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

５ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１３６ＸＣＭ１６ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

６ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１３７ＸＣＭ１７ ９８．７ ９７．６ ９７．３ ９６

７ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１３８ＸＣＭ１８ ９８．７ ９７．６ ９７．３ ９６

８ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１４８ＸＣＭ２１ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

９ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１４９ＸＣＭ２３ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

１０ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１５０ＸＣＭ２４ ９８．４ ９７．３ ９７．３ ９６

１１ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１５１ＸＣＭ２５ ９８．４ ９７．３ ９７．３ ９６

１２ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２１３ＸＣＭ２７ ９８．７ ９７．６ ９７．３ ９６

１３ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２１４ＸＣＭ２８ ９８．４ ９７．３ ９８．７ ９７．３

１４ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２３１ＸＣＭ２９ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

１５ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２３２ＸＣＭ３０ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

１６ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２３３ＸＣＭ３１ ９８．７ ９７．６ ９７．３ ９６

１７ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２８９ＸＣＭ２２ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

１８ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２９１ＸＣＭ３８ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

１９ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２９２ＸＣＭ３２ ９８．７ ９７．６ ９７．３ ９６

２０ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２９３ＸＣＭ３３ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

２１ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４２９４ＸＣＭ３５ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

２２ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５０７ＸＣＭ４６ ９８．４ ９７．３ ９７．３ ９６

２３ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５０８ＸＣＭ４８ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

２４ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５７２ＸＣＭ５０ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

２５ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５７３ＸＣＭ５１ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

２６ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５７４ＸＣＭ５２ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

２７ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５７５ＸＣＭ５３ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

２８ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５７６ＸＣＭ５４ ９８．４ ９７．３ ９７．３ ９６

２９ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５７７ＸＣＭ５５ ９８．４ ９７．３ ９７．３ ９６

３０ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４５７８ＸＣＭ５６ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

３１ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４６３０ＸＣＭ４０ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

３２ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４８２５ＸＣＭ６３ ９８．２ ９７．１ ９６．７ ９５．３

３３ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４９３５ＸＣＭ２ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

３４ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４９３６ＸＣＭ７１ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

３５ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４９３７ＸＣＭ７２ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

３６ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４９３８ＸＣＭ７３ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

３７ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１０４４ＸＣＭ７５ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

３８ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１０４７ＸＣＭ７７ ９８．４ ９７．３ ９９．３ ９８

３９ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１２３４ＸＣＭ７８ ９８．９ ９７．８ ９９．３ ９８

４０ Ｂｅｉｊｉｎｇ１４１２３９ＸＣＭ８１ ９８．７ ９７．６ ９９．３ ９８

３　讨论

麻疹是一种全球广泛传播的病毒性传染病，是

导致儿童死亡最多而疫苗可以预防的疾病，也是

ＷＨＯ拟消除的疾病之一。２００６年我国卫生部发

布了《２００６—２０１２年全国消除麻疹行动计划》，我国

麻疹发病率大幅下降，２０１０年又进行了全国强化免

疫，从 ２０１０ 年的 ２．８６／１０ 万下降至 ２０１２ 年的

０．４６／１０万，达到有记录以来的最低水平。但是

２０１３年又出现了反弹，分离的麻疹病毒达到历史最

高水平，输入性麻疹病毒基因型有所增加。目前，世

界上有１８个麻疹病毒基因型流行，中国流行的麻疹

病毒本土基因型为 Ｈ１基因型，２００９年开始陆续出

现输入性病例，先后监测到 Ｄ９、Ｄ４、Ｄ１１等基因

型［２，４８］。１９９３—２０１３年中国麻疹实验室网络病毒

学监测结果显示，５１６３株麻疹病毒，５０１３株为

Ｈ１ａ型，其他基因型按照数量依次为 Ｄ９、Ｄ８、Ａ、

Ｄ１１、Ｂ３、Ｈ２和 Ｄ４，说明我国麻疹病毒基因型以

Ｈ１ａ型为本土优势基因型，其他基因型散在存

在［８］。北京市１９９９—２００８年麻疹监测结果显示，除

１例Ｄ９基因型外，其余麻疹病毒均为 Ｈ１基因型，

说明北京市流行的麻疹病毒基因型与全国一致。

２０１３年北京市加强了麻疹病例病原学监测，发现了

输入性Ｄ８、Ｄ９基因型麻疹病毒病例，除５例为Ｄ８

基因型外，西城区其他麻疹病例均为 Ｈ１ 基因

型［３，９１２］。

为进一步监测西城区麻疹病例的病毒基因型，

我们对２０１４年北京市西城区获得的４０份麻疹病毒

基因片段进行序列分析，结果显示均为 Ｈ１基因型

Ｈ１ａ基因亚型，与北京市、江苏省、辽宁及全国的优

势本土毒株基因型一致［８，１０，１３１４］。４０份麻疹病毒基

因序列与Ｃｈｉｎ９３２２／Ｈ１ａ，以及 ＷＨＯ推荐的代表

株 ＭＶｉ／Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ／０．９３／７／Ｈ１的核苷酸和氨基

酸同源性进行对比分析，发现在核苷酸水平上其同

源性分别为９８％～９８．９％、９６．９％～９７．８％，在氨

基酸水平上其同源性分别为９７．３％～９９．３％和

９５．３％～９８％，说明西城区流行的麻疹病毒相对保

守，变异不大。４０例获得基因序列的麻疹患者均为

本市病例，以成人居多，一岁以下儿童次之，与北京

市麻疹流行病学特征一致［１５］。儿童是麻疹的易感

人 群，但疫苗接种初次为８个月，因此，小月龄儿童
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发病率高与未接种疫苗和疫苗接种时间有关；成人

发病率高也与疫苗接种有关，免疫空白使得成人成

为麻疹的易感人群。

由于北京市西城区监测范围小，病例少，数据有

限，不具有北京市的代表性，但本辖区监测数据及时

有效，２０１３年西城区发现了北京市首例输入性麻疹

病毒Ｄ８基因型病例，对北京市的监测系统具有预

警作用［３］。我国已进入加速消除麻疹阶段，对麻疹

的实验室监测提出了新要求，加强麻疹病例病毒基

因型监测，不仅可以发现输入性病例，也可提高该病

病毒本土基因型的检出率。通过分子流行病学溯

源，严密监测麻疹发病和病毒基因型特征变化，及时

发现麻疹病毒的流行趋势，发现输入性病例，可以有

效控制麻疹疫情蔓延，为消除麻疹提供病毒基因水

平的证据。疫苗接种是消除麻疹的关键，成人的免

疫空白导致成人发病率高，此部分人群逐年累积，很

容易引起麻疹暴发，提示有效地控制成年人麻疹病

例的发生，在人口较集中的区域进行针对性麻疹疫

苗的免疫接种，对麻疹防控具有重要的指导意义。
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