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中山市 ２０１４－２０１６ 年 ６ 株Ⅱ型登革病毒
Ｅ 基因分子特征分析
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摘要：　 目的　 分离鉴定中山市 ２０１４－２０１６ 年Ⅱ型登革病毒，从分子水平进行分析其地域来源和系统进化情况。 　 方法

　 选取中山市 ２０１４－２０１６ 年核酸阳性血清 ６ 份，用 Ｃ６ ／ ３６ 细胞培养分离登革病毒，ＲＴ－ＰＣＲ 扩增毒株 Ｅ 基因并进行序列

测定，分析其与不同区域流行株和国际标准株的同源性和系统进化情况。 　 结果　 成功分离培养出 ２ 株 ２０１４ 年登革Ⅱ
病毒、２ 株 ２０１５ 年登革Ⅱ病毒、２ 株 ２０１６ 年登革Ⅱ病毒。 ＺＳ２０１４－０２、ＺＳ２０１４－０３ 与 ２０１４ 年广州分离株 Ｄ１４１１５ 在进化关

系上最近，２０１４ 年的 ３ 株病毒氨基酸和核苷酸同源性均达到 ９１􀆰 ３％以上；２０１５ 年 ＺＳ２０１５－０１ 与广州分离株 Ｄ１４１１５ 在进

化关系上最近，２０１５ 年 ２ 株病毒氨基酸和核苷酸同源性分别为 ９８􀆰 ８％和 ９２􀆰 ８％；２０１６ 年 ＺＳ２０１６－０１ 与 ２０１０ 年巴布新几内

亚分离株 ＪＮ５６８２７０􀆰 １ 进化关系较近，２０１６ 年 ２ 株病毒氨基酸和核苷酸同源性分别为 ９１􀆰 ４％和 ８８􀆰 ８％。 　 结论　 ６ 株毒株

与国际标准株 Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ Ｃ 登革Ⅱ型比较均存在氨基酸位点的差异。 ２０１４ 年 ２ 株毒株为广州输入病例，２０１５ 年的 ２ 株

毒株 ＺＳ２０１５－０１ 为广州输入，ＺＳ２０１５－０２ 为中山市本地二代病例，２０１６ 年的 ＺＳ２０１６－０１ 为巴布新几内亚输入，而 ＺＳ２０１６－
０２ 为菲律宾输入病例。
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　 　 在交通运输和全球贸易交流的快速发展下，人们

基金项目：中山市科技局医学科研立项课题（２０１３２Ａ７３）
作者简介：谢颖（１９８３－），男，广东梅州人，本科学历，主管技师，
主要从事卫生微生物检验工作。

能够很便捷的穿梭于各国家、各省市之间，使登革热的

暴发和流行的可能性变大了。 目前，登革热已经成为

一个日益严重的全球性公共卫生问题。 ２０１２ 年，登革

热被列为全球最重要的蚊虫传播性疾病。 在登革热
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中，登革Ⅱ型是常见的血清型之一，可引起登革热以及

登革出血热和登革休克综合征［１－３］。 本研究对 ２０１４－
２０１６ 年中山市登革病毒进行分离鉴定并对 Ｅ 基因进

行分析［４－５］，探讨其输入源头和系统进化情况。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料来源　 血清来源于中山市疾病预防控制中

心登革热毒株库。 选取 ２０１４ 年、２０１５ 年、２０１６ 年已经

完成登革Ⅱ型血清型鉴定的阳性标本。 其中，２０１４ 年

登革病毒Ⅱ型阳性血清 ２ 份，分别命名为 ＺＳ２０１４－０２、
ＺＳ２０１４－０３；２０１５ 年登革病毒Ⅱ型阳性血清 ２ 份，分别

命名为 ＺＳ２０１５－０１、ＺＳ２０１５－０２；２０１６ 年登革病毒Ⅱ型

阳性血清 ２ 份，分别命名为 Ｓ２０１６－０１、ＺＳ２０１６－０２。
１􀆰 ２　 登革病毒分离 　 取 １５ μｌ 上述血清，用生长液

（ＧＩＢＣＯ：９０􀆰 ０％ＤＭＥＭ 培养基，５􀆰 ０％胎牛血清，２􀆰 ５％
青霉素－链霉素，２􀆰 ５％ＨＥＰＥＳ 缓冲液）作 １０－１稀释，取
１００ μｌ 接种于长满单层的 Ｃ６ ／ ３６ 细胞，于 ３７ ℃ ＣＯ２

培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ）吸附 １ ｈ，弃掉接种液，每管加入 １ ｍｌ
维持液（ＧＩＢＣＯ：９５􀆰 ０％ＤＭＥＭ 培养基，２􀆰 ５％青霉素－
链霉素， ２􀆰 ５％ ＨＥＰＥＳ 缓冲液），置于 ３５ ℃ 培养箱

（Ｔｈｅｒｍｏ）静置培养，每天观察是否出现膨大至融合，
折光度增强、颗粒增多等特异性病变，连续 ７ ｄ。 收获

细胞培养液置－７０ ℃冻存。
１􀆰 ３　 引物　 引物由广东省疾病预防控制中心吴德博

士设计提供，委托广州艾基生物公司合成，引物序列见

表 １。
表 １　 Ⅱ型登革病毒 ＰＣＲ 引物序列

引物名称 引物序列（５’ｔｏ３’） 扩增位置

Ｄ２Ｆ１ ＡＧＣＡＡＴＣＣＴＧＧＣＡＴＡＣＡＣＣＡＴＡＧ ８４９－８７１

Ｄ２Ｒ１ ＣＣＴＴＴＧＡＲＣＴＧＴＡＧＴＴＴＧＴＣＣＡ １８２３－１８０２

Ｄ２Ｆ２ ＣＣＴＣＧＡＣＴＴＣＡＡＴＧＡＧＡＴＧＧＴ １５０６－１５２６

Ｄ２Ｒ２ ＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＴＴＣＴＧＧＴＴＧＧＡ ２５４２－２５２１

１􀆰 ４　 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增病毒 Ｅ 基因并进行序列测定分析

　 应用 ＰＣＲ 试剂盒（Ｔａｋａｒａ， Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＮＡ ＰＣＲ Ｋｉｔ
（ＡＭＶ）， Ｃｏｄｅ：ＤＲＲ０２４Ａ）对病毒的 Ｅ 基因进行扩增，
获得长度为 １ ４８５ ｂｐ 的目标片段，反应条件如下：
５０ ℃，３０ ｍｉｎ；９４ ℃，２ ｍｉｎ；９４ ℃，３０ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；
６８ ℃，１ ｍｉｎ；３５ 个循环；６８ ℃：１０ ｍｉｎ 延伸，１ 个循环。
采用 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶对 ＰＣＲ 产物进行电泳分析，委
托广州艾基生物公司进行序列测定。

利用 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 对样品序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

中进行同源性检索，并利用 ＭＥＧＡ ５􀆰 １ 进行排序、比

对，运用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ 算法建立系统分析树。 运用

ＢｉｏＥｄｉｔ 对序列核苷酸和推测的氨基酸进行同源性对

比分析，以及样品序列与标准株基因突变情况分析。

２　 结　 果

２􀆰 １　 核苷酸及氨基酸序列同源性对比分析　 将 ６ 株

登革热Ⅱ病毒株与 Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ Ｃ 登革Ⅱ型国际标准

株进行核苷酸结果显示 ２０１４ 年的 ３ 株 ＤＥＮＶ ２ 核苷

酸序列同源性在 ９１􀆰 ３％～９７􀆰 ４％之间。 数据见表 ２。
表 ２　 登革病毒核苷酸同源性比较（％）

毒株名称
ＺＳ２０１４
－０２

ＺＳ２０１４
－０３

ＺＳ２０１５
－０１

ＺＳ２０１５
－０２

ＺＳ２０１６
－０１

ＺＳ２０１６
－０２

ＮＧ－

ＤＥＮＶ２

ＺＳ２０１４－０２ － ９９􀆰 ８ ９８􀆰 ８ ９８􀆰 ８ ９９􀆰 ０ ９１􀆰 ０ ９６􀆰 ８

ＺＳ２０１４－０３ ９７􀆰 ４ － ９８􀆰 ７ ９８􀆰 ７ ９８􀆰 ８ ９０􀆰 ９ ９７􀆰 ０

ＺＳ２０１５－０１ ９７􀆰 ４ ９５􀆰 ７ － ９８􀆰 ３ ９９􀆰 ０ ９２􀆰 １ ９６􀆰 １

ＺＳ２０１５－０２ ９３􀆰 ７ ９３􀆰 ３ ９２􀆰 ８ － ９８􀆰 ５ ９０􀆰 ５ ９６􀆰 ５

ＺＳ２０１６－０１ ９７􀆰 ２ ９６􀆰 ２ ９６􀆰 ２ ９３􀆰 ４ － ９１􀆰 ４ ９６􀆰 ３

ＺＳ２０１６－０２ ８８􀆰 ８ ８８􀆰 ０ ８９􀆰 １ ８６􀆰 ３ ８８􀆰 ８ － ８８􀆰 ７

ＮＧ－ＤＥＮＶ２ ９４􀆰 １ ９３􀆰 ８ ９２􀆰 ７ ９３􀆰 ５ ９３􀆰 ５ ８６􀆰 １ －

　 　 注：ＮＧ－ＤＥＮＶ２：Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ Ｃ 登革Ⅱ型。

２􀆰 ２　 系统进化树分析　 将测得的 ６ 株登革Ⅱ型病毒

Ｅ 基因序列进行 Ｂｌａｓｔ 比对，再使用 Ｍｅｇａ ５􀆰 １ 软件进

行系统进化树建立，结果显示，在这 ６ 株病毒中，
ＺＳ２０１４－０１ 则与 ２０１４ 年广州分离株 ＧＺ２０１４ 进化关系

最近，同源性达到 １００％。 ＺＳ２０１４－０２、ＺＳ２０１５－０１ 均

与 ２０１４ 年广州分离株 ２０１４－０１１ＧＺ 在进化关系上最

近，同源性分别为 １００％与 ９９％。 ＺＳ２０１６－０１ 与 ２０１０
年巴布新几内亚分离株 ＰＮＧ２０１０ 进化关系较近，同源

性达到 ９１％。 ＺＳ２０１６－０２ 与 ＺＳ２０１５－０２ 进化距离相

对较近。 见图 １。

　 　 注：ＮＧ－ＤＥＮＧＵＥ２：Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ Ｃ 登革Ⅱ型；２０１４－０１１ＧＺ：２０１４ 年

广州 分 离 株 Ｄ１４１１５； ＰＮＧ２０１０： ２０１０ 年 巴 布 新 几 内 亚 分 离 株

ＪＮ５６８２７０􀆰 １；ＧＺ２０１４：２０１４ 年广州分离株 ＫＴ７５１３５７􀆰 １。
图 １　 中山市登革Ⅱ型病毒分离株的系统进化树
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２􀆰 ４　 氨基酸突变位点分析　 登革Ⅱ型病毒含有 １ ４８５
个核苷酸，推导翻译出 ４９５ 个氨基酸。 通过与国际标

准株 Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ Ｃ 登革Ⅱ型的氨基酸对比分析后，发
现有 ２２ 个位点发生突变，见表 ３。

表 ３　 １～４８５ 号位点 ６ 株登革型病毒株与国际标准株

Ｎｅｗ Ｇｕｉｎｅａ Ｃ 登革Ⅱ型对比氨基酸的突变情况

突变位点
ＺＳ２０１４
－０２

ＺＳ２０１４
－０３

ＺＳ２０１５
－０１

ＺＳ２０１５
－０２

ＺＳ２０１６
－０１

ＺＳ２０１６
－０２

５２ Ｑ→Ｈ Ｑ→Ｈ Ｑ→Ｈ － Ｑ→Ｙ Ｑ→Ｈ

７１ Ｄ→Ａ Ｄ→Ａ Ｄ→Ａ Ｄ→Ａ Ｄ→Ａ Ｄ→Ａ

８３ － － － － － －

１２６ Ｋ→Ｅ Ｋ→Ｅ Ｋ→Ｅ Ｋ→Ｅ Ｋ→Ｅ Ｋ→Ｅ

１２９ Ｖ→Ｉ Ｖ→Ｉ Ｖ→Ｉ Ｖ→Ｉ Ｖ→Ｉ －

１４１ － － － Ｉ→Ｖ － －

１４９ Ｈ→Ｎ Ｈ→Ｎ Ｈ→Ｎ Ｈ→Ｎ Ｈ→Ｎ Ｈ→Ｎ

１６０ － － － － － Ｋ→Ｔ

１６４ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ

１８２ － － － Ｔ→Ａ － －

２０３ － － － － － Ｎ→Ｄ

２２６ － － － － － Ｔ→Ｋ

２２８ － － － － － －

２３９ － － － － － －

３２２ － － － Ｉ→Ｖ － －

３４６ － － － － － －

３７９ Ｉ→Ｖ － － － － －

３９０ Ｎ→Ｓ Ｎ→Ｓ Ｎ→Ｓ Ｎ→Ｓ Ｎ→Ｓ Ｎ→Ｓ

３９４ － － － － － －

４０２ Ｉ→Ｆ Ｉ→Ｆ Ｉ→Ｆ Ｉ→Ｆ Ｉ→Ｆ Ｉ→Ｆ

４６２ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ Ｉ→Ｖ

４８４ － － － － － －

　 　 注：Ａ：丙氨酸；Ｃ：半胱氨酸；Ｄ：天冬氨酸；Ｅ：谷氨酸；Ｆ：苯丙氨酸；
Ｇ：甘氨酸；Ｈ：组氨酸；Ｉ：异亮氨酸；Ｋ：赖氨酸；Ｍ：甲硫氨酸；Ｎ：天冬酰

胺；Ｑ：谷氨酰胺；Ｒ：精氨酸；Ｓ：丝氨酸；Ｔ：苏氨酸；Ｖ：缬氨酸；Ｙ：酪氨酸。

３　 讨　 论

Ｅ 蛋白是主要的结构蛋白，它由 ４８９ ～ ４９５ 个氨基

酸构成，Ｅ 蛋白的膜外区可从结构和功能上分为 ３ 个

结构域：ＥＤＩ、ＥＤⅡ和 ＥＤⅢ。 其中 ＥＤＩ 作为中心区域，
支撑着整个 Ｅ 蛋白架构；ＥＤⅡ包含疏水性的融合环，
可在酸性的内吞泡中引起膜融合；ＥＤⅢ由类似免疫球

蛋白结构组成，可能参与病毒与宿主细胞表面受体的

结合［６］。
本研究所涉及的 ６ 例登革病例，临床症状符合登

革发病特点，血小板和白细胞均低于正常值，但 ６ 例病

例均无出血，无多器官功能衰竭等重型登革的临床表

现。 病人的阳性血清，在经历病毒分离、ＰＣＲ 扩增以

及电泳结果分析后，成功分离出全长 １ ４８５ ｂｐ 的登革

Ⅱ型 Ｅ 基因片段。 基于 Ｅ 基因片段的变异可能导致

毒力变化，并引起疾病症状的变化［１３］，对 Ｅ 基因进行

了分析。
２０１４ 年的 ２ 株登革病毒 ＺＳ２０１４－０２、ＺＳ２０１４－０３

核苷酸与氨基酸序列同源性均在 ９１􀆰 ３％以上， ＺＳ２０１４
－０２ 与 ２０１４ 年广州分离株 Ｄ１４１１５ 在进化关系上最近

同源性达到 １００％，结合流行病学资料，推测 ２０１４ 年的

２ 株毒株来源于广州。 ２０１４ 年广州和中山都分别有登

革热的大暴发，由此造成了登革热城际之间的传播。
２０１５ 年的 ２ 株毒株，ＺＳ２０１５－０１ 与 ２０１４ 年广州分

离株 Ｄ１４１１５ 进化关系很近，同源性达到 ９９％，ＺＳ２０１４
－０２ 与 ＺＳ２０１５－０１ 同源性很高，ＺＳ２０１５－０１ 病人在发

病之前曾在广州旅游，而 ＺＳ２０１５－０２ 病人无外出史，
其发病时间为 ２０１５ 年中山登革暴发后期流行期间，结
合流行病学资料分析，推测 ＺＳ２０１５－０１ 来源于广州，
ＺＳ２０１５－０２ 为 ２０１５ 年中山市登革流行后期的本地二

代病例。
２０１６ 年的 ２ 株毒株，２０１６ 年的 ２ 株 ＤＥＮＶ ２ 核苷

酸和氨基酸序列同源性相对较远分别为 ８８􀆰 ８％和

９１􀆰 ４％。 推测两株毒株来源的地方不同。 ＺＳ２０１６－０１
与 ２０１０ 年巴布新几内亚分离株 ＪＮ５６８２７０􀆰 １ 进化关系

较近，同源性达到 ９１％，结合流行病学资料发现该病

人曾经去往巴布新几内亚，推测此株病毒来源于巴布

新几内亚的输入病例，而 ＺＳ２０１６－０２ 则曾经去过菲律

宾，推测此毒株为菲律宾输入。
Ｅ 蛋白全长 ４９５ 个氨基酸，是登革病毒的包膜蛋

白，登革病毒的毒力基因大多在 Ｅ 区。 目前认为登革

病毒 Ｅ 蛋白中影响毒力的 ３ 个区段是：①Ⅲ区（残基

３０３～３９５），此区的突变影响病毒进入细胞和细胞嗜

性；②Ⅱ区（残基 ５２～１３６ 和 １９０～２８４），此区的改变会

影响病毒的促融合活性；③Ⅱ区 ／ Ⅲ区分界面之间的区

域（２９４～３０５） ［１４］。
本实验的 ６ 株毒株在 Ｅ 蛋白Ⅱ区出现变化的位

点有 Ｅ－５２、Ｅ－７１、Ｅ－８３、Ｅ－１２６、Ｅ－１２９、Ｅ－２０３、Ｅ－
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２２６、Ｅ－２２８、Ｅ－２３９。 Ｅ－７１ ＺＳ２０１４－０１ 由 Ａｓｐ→Ｇｌｕ，
其余均由 Ａｓｐ→Ａｌａ。 Ａｓｐ 与 Ｇｌｕ 均为酸性氨基酸，属
于同类型氨基酸之间的突变。 Ａｌａ 为非极性氨基酸，
由电离的极性氨基酸突变为非极性氨基酸，对毒力有

一定的影响。 Ｅ － １２６ 号位点，所有毒株均由 Ｌｙｓ→
Ａｓｐ，Ｌｙｓ 为碱性氨基酸，Ａｓｐ 为酸性氨基酸，为带相反

电荷氨基酸之间的突变。 在所有被认为与毒力有关的

位点中，Ｅ－１２６ 位点得到多篇文献、不同实验室的研究

结果的验证，为 ＤＥＮ－２、ＤＥＮ－３ 的毒力相关位点。 在

黄病毒的三维结构中，Ｅ－１２６ Ｌｙｓ 位于Ⅱ区 Ｅ 二聚体

平面向外延伸的 ｄ－ｅ 环的最上方。 ｄ－ｅ 环由带正电荷

的氨基酸占据，Ｇｌｕ 变为 Ｌｙｓ 使 ｄ－ｅ 环中唯一的带负

电荷的氨基酸变为带正电荷氨基酸，这一电荷变化可

能改变了病毒和细胞间的相互作用［１４］。 至于 Ｅ－１２６
号位点 Ｌｙｓ→Ａｓｐ 的突变对细胞毒力是否有影响还有

待研究。 Ｅ－１２９ 号位点除了 ＺＳ２０１６－０２ 外其余均由

Ｖａｌ→Ｉｌｅ，Ｖａｌ 与 Ｉｌｅ 均为非极性氨基酸，为同类型氨基

酸突变，对毒力的影响相对较小。
在 Ｅ 蛋白Ⅲ区出现变化的位点有 Ｅ－３２２、Ｅ－３４６、

Ｅ－３７９、Ｅ－３９０、Ｅ－３９４。 报道最多的位点为 Ｅ－３９０。
当 Ｅ３９０ 位氨基酸由 Ａｓｐ 突变成 Ｈｉｓ 时具有较强的神

经毒力，而当突变成 Ａｓｎ 时神经毒力相对较弱，说明其

Ｅ３９０ 位氨基酸可能是 ＤＥＮＶ２ 乳鼠神经毒力相关位

点，决定了病毒的鼠神经毒性［１４］。 本次实验 ３９０ 号位

点除了 ＺＳ２０１４－０１ 外其余毒株均由 Ａｓｎ→Ｓｅｒ，与文献

不符，由于 Ａｓｎ 与 Ｓｅｒ 为同类型的氨基酸的改变，对毒

力影响较小。
Ｅ－３２２、Ｅ－３４６、Ｅ－３７９ 和 Ｅ－３９４ 的突变可能会影

响病毒进入细胞和细胞嗜性。 １６４ 号位点、１４９ 号位

点、４０２ 号位点和 ４６２ 号位点不是登革Ⅱ型 Ｅ 基因的

毒力位点，其突变是否会带来影响还有待深入研究。
此 ６ 例患者，血常规及生化指标与其他感染登革病毒

患者相关指标差异无统计学意义，其临床症状亦无区

别，均为轻型登革病例。 虽然上述 ６ 株病毒株均出现

氨基酸突变，并且涉及到已公认的毒力位点的突变，但
是突变是否会引起登革Ⅱ型病毒毒力的改变或者毒力

改变的情况则有待深入研究。
登革热是由蚊虫叮咬，ＤＥＮＶ 感染所引起的急性

虫媒病毒传染病［１０］。 ２０ 世纪 ９０ 年代以来，广东省已

成为我国登革热的主要流行区，是广东省重点防控的

传染病之一［１１］。 登革病毒的进化遗传学研究发现，其
基因多样性正在增加，导致产生大量不同毒力的病毒

株，这意味着人类将受到更多样的致病性登革病毒攻

击［１２］。 因此定期对流行区域的登革病毒进行序列分

析有助于研究当地登革病毒的基因突变规律、进化方

向以及来源。
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