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摘要：　 目的　 了解 ２０１３－２０１４ 年长沙地区是否存在疫苗株感染，建立实验室快速鉴别麻疹野毒株与疫苗株方法。 　 方

法　 按照《全国麻疹监测方案》，采集麻疹疑似病例咽拭子标本，应用 ＲＴ－ＰＣＲ 方法进行麻疹病毒核酸检测，再从麻疹病毒

核酸阳性病例的咽拭子标本中提取核酸，采用转录－聚合酶链反应－限制性片段长度多态性分析（ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌ⁃
ｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ－ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ）方法进行疫苗株和野毒株的快速鉴定和基

因序列分析。 　 结果　 共采集到 ６９７ 份麻疹疑似病例的咽拭子标本，检出 ２２４ 份麻疹病毒核酸阳性，９ 例出现麻疹临床症

状的患者有麻疹减毒活疫苗（ｍｅａｓｌｅｓ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ， ＭＶ）接种史。 经 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法鉴定，均为野毒株感染。
测序及序列比对分析结果显示均为 Ｈ１ａ 基因型。 　 结论　 ２０１３－２０１４ 年长沙麻疹疑似症状者及 ９ 例 ＭＶ 接种史患者均为

野毒株感染。 成功建立 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法区别疫苗株与野毒株的感染。
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　 　 麻疹是儿童时期最常见的急性呼吸道传染病，传
染性极强，在人口密集且未普及疫苗接种的区域易发

生流行［１］。 麻疹仍是威胁中国儿童健康和生命的最

主要的传染病之一。 世界卫生组织（ＷＨＯ）制定：到
２０２０ 年至少在 ５ 个 ＷＨＯ 区域实现消除麻疹和风疹的

目标，世界卫生组织美洲区已于 ２０００ 年实现了消除麻

疹目标，欧洲区、东地中海区和中国所在的西太平洋地

区也分别提出在 ２００７ 年、２０１０ 年和 ２０１２ 年消除麻疹

的目标，麻疹将成为全球通过免疫手段消灭的第三个

传染病。 我国自 １９８６ 年开始实施 ２ 剂次麻疹疫苗接

基金项目：湖南省医药卫生科研计划项目（Ｂ２０１４－１５３）
作者简介：叶文（１９６８－），女，湖南长沙人，本科学历，副主任医

师，研究方向：病原学检测与公共卫生。

种程序，麻疹发病率因此大幅下降［２］。 目前沪 １９１ 麻

疹毒株是我国主要使用的减毒疫苗株（ｍｅａｓｌｅｓ ａｔｔｅｎｕ⁃
ａｔｅｄ ｌｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ， ＭＶ） ［３］。 近年来，有报道指出我国发

现已接种麻疹疫苗的人群出现感染麻疹的症状［４－５］，
如吉林省梨树县发生的一例接种麻疹疫苗后感染，后
经鉴定为麻疹野毒株［４，６］。 因此在麻疹消除阶段，建
立 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 快速鉴别疫苗株与野毒株的方法

有助于评估消除阶段的麻疹免疫效果［７－８］。 ２０１３ －
２０１４ 年长沙市先后出现 ９ 例 ＭＶ 接种史发病患者，因
此实验室有必要建立 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 的方法对本市

麻疹患者进行疫苗株与野毒株的快速鉴别，以评估是

否存在麻疹疫苗株感染的情况，为长沙市实现控制和

消除麻疹的目标提供实验室技术支持。

９８７实用预防医学 ２０１６ 年 ７ 月 第 ２３ 卷 第 ７ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｊｕｌ􀆰 ２０１６， Ｖｏｌ􀆰 ２３， Ｎｏ􀆰 ７



１　 材料与方法

１􀆰 １　 标本来源与保存　 ２０１３－２０１４ 年长沙市各区县

采集上送的麻疹疑似病例的咽拭子，咽拭子标本置于

Ｈａｎｋ’ｓ 液中保存，４ ℃下及时上送至实验室。
１􀆰 ２　 检测方法　 咽拭子标本首先进行麻疹病毒核酸

检测，麻疹病毒核酸阳性标本再应用 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ
方法进行疫苗株和野毒株的鉴定以及基因型分析。
１􀆰 ２􀆰 １　 麻疹病毒核酸检测　 咽拭子标本经苏州天隆

科技核酸提取试剂盒（磁珠法）提取 ＲＮＡ，核酸用江苏

硕世麻疹 ／风疹病毒核酸检测试剂盒（荧光探针法）在
ＡＢＩ ９３００ ＰＣＲ 荧光 ＰＣＲ 仪上检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 麻疹野毒株与疫苗株的鉴定［９］ 　 ＲＴ－ＰＣＲ－
ＲＦＬＰ 方法，研究所用麻疹病毒引物序列见文献［７］，参
照 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ － ＰＣＲ Ｋｉｔ Ｖｅｒ􀆰 ２
（ＤＲＲ０５５Ａ）试剂盒说明书进行 Ｏｎｅ ｓｔｅｐ ＲＴ－ＰＣＲ 扩

增（逆转录反应条件：５０ ℃，３０ ｍｉｎ； ９４ ℃，２ ｍｉｎ；ＰＣＲ
扩增反应条件 ９４ ℃，３０ ｓ；５５ ℃，３０ ｓ；７２ ℃，１ ｍｉｎ；４０
次循环）。 反应总体系为 ２５ μｌ。 扩增片段大小为 ４３８
ｂｐ，位于 Ｈ 基因 ７５１６ｂｐ－７９５３ｂｐ。 使用 ＱｕｉｃｋＣｕｔＴＭ Ａｆｌ
ＩＩ（ＴａＫａＲａ）酶对 ＰＣＲ 产物进行酶切（酶切反应体系：
１０ μｌ ＰＣＲ 产物，１ μｌ Ａｆｌ ＩＩ 酶，２ μｌ Ｂｕｆｆｅｒ；３７ ℃水浴 １
ｈ）。 酶切后 ２％凝胶琼脂糖电泳鉴定，麻疹野毒株型

在 ４３８ ｂｐ 处有阳性带，疫苗株型分别在 ２８７ ｂｐ 和 １５１
ｂｐ 处各有阳性带。 本研究使用北京天坛、北京民海生

物科技有限公司的减毒活疫苗作为疫苗株酶切阳性对

照，野毒株阳性对照分别编号为 ＹＤ００８ 和 ＹＤ３９５。
１􀆰 ３　 序列分析　 在 Ｇｅｎｂａｎｋ 上下载麻疹疫苗毒株 Ｈ
基因序列，利用 ＤＮＡ Ｓｔａｒ ７􀆰 １ 对序列进行同源性分析。
Ｍｅｇａ Ｖｅｒｓｉｏｎ ６􀆰 ０ 软件采用 Ｎ－Ｊ 方法绘制进化树。

２　 结　 果

２􀆰 １　 流行病资料分析　 ２０１３－２０１４ 年长沙市共收到

麻疹疑似病例咽拭子标本 ６９７ 份，检出麻疹病毒核酸

阳性 ２２４ 份，分析该人群麻疹疫苗接种情况有 １４６ 例

（６５􀆰 ２％）感染者未接种麻疹疫苗，６９ 例（３０􀆰 ８％）感染

者疫苗接种史不详，其中有 ９ 例患者有麻疹疫苗株接

种史。
２􀆰 ２　 疫苗株与野毒株鉴别　 应用 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方

法对接种 ＭＶ 疫苗后发病的阳性病例进行野毒株与疫

苗株的鉴定。 研究结果见图 １，具有麻疹疫苗接种史

的 ９ 例麻疹病毒核酸阳性标本经 ＰＣＲ 扩增后均不能

被 Ａｆｌ ＩＩ 酶切开，初步判断为野毒株型。
２􀆰 ３　 同源性与进化树分析　 ９ 例阳性标本核酸扩增

Ｈ 基因片段测序后，与 Ｃｈｉｎａ ９３ ／ ４ （Ｈ１ａ） 和疫苗株

Ｓ１９１ 进行同源性与进化树分析。 氨基酸同源性表明

该 ９ 份麻疹毒株与 Ｃｈｉｎａ ９３ ／ ４（Ｈ１ａ）的同源性分别在

９８􀆰 ６％～９９􀆰 ５％之间，可以确定麻疹毒株基因型别为

Ｈ１ａ 型。 与疫苗株 Ｓ１９１ 的同源性在 ９５􀆰 ７％ ～ ９６􀆰 ６％
之间。 进化树分析发现与 ９ 例毒株遗传距离最近为

ＷＨＯ 代表毒株 Ｃｈｉｎａ ９３ ／ ４（Ｈ１ａ），结果见图 ２。

图 １　 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 鉴定野毒株与疫苗株电泳图

图 ２　 ９ 例接种 ＭＶ 株后感染麻疹毒株进化树分析
（转 ８８４ 页）
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３　 小　 结

本研究建立了多功能柱净化－高效液相色谱柱后

光化学衍生－荧光检测法检测食品中的黄曲霉毒素

Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２。 实验表明，本方法灵敏度高，操作简

便，结果准确可靠，安全环保，适于一般实验室对黄曲

霉毒素的分析与监测。
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３　 讨　 论

近年来，通过常规免疫和强化免疫，我国麻疹报告

发病率下降至历史最低水平，但 ２０１３ 年我国报告麻疹

发病率有所上升，明显高于前 ４ 年同期水平［１０－１２］。 随

着麻疹减毒活疫苗的广泛使用，由此带来的一系列问

题逐渐出现，如免疫后出现麻疹症状，免疫不成功

等［１３］。 湖南省近年来通过高强度免疫计划，已使麻疹

发病率降低到较低的水平，但在临床上发现一些具有

接种史的麻疹疑似患者，很难判断其由麻疹疫苗株感

染还是由于接种不成功感染野毒株。 因此通过建立一

种实验室检测方法来区别野毒株和疫苗株感染，以及

评价麻疹免疫效果显得尤为重要。 周剑惠等［１４］ 建立

的 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法能从分子水平鉴定麻疹疫苗

株与野毒株，给各省市陆续报道的接种麻疹疫苗后感

染的病例提供了确证的技术依据。 本研究利用 ＲＴ－
ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法成功建立了本市诊断麻疹疫苗株与

野毒株感染的实验室检测方法，为麻疹的临床诊断与

清除计划提供帮助。
本文对长沙 ２０１３－２０１４ 年麻疹核酸阳性标本进

行了疫苗株与野毒株的鉴定。 对发现的 ９ 例具有麻疹

疫苗接种史患者，进行 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法鉴定，结
果为野毒株型，排除由减毒疫苗株造成的感染。 进一

步研究发现，９ 例麻疹毒株在遗传距离上与 Ｃｈｉｎａ ９３ ／ ４
较近，基因型为 Ｈ１ａ。 说明长沙市目前流行的麻疹毒

株基因型较为稳定。 流行病学资料调查发现这 ９ 例感

染者为儿童和学生，且 ４ 例儿童患者疫苗接种时间与

发病时间间隔不超过 ３ 个月，说明免疫存在一定的失

败率，因此麻疹清除阶段应进行强化免疫，特别是幼儿

阶段应提高接种质量［５，１５］，进行第二次免疫。 从麻疹

接种覆盖率来看，２２４ 例患者中仅有 ９ 例患者有明确

的疫苗接种史，其余为未接种或者接种史不详，因此在

本市麻疹疫苗接种的普及率还有待提升。
临床上由于很难区分疫苗株和野毒株的感染，给

麻疹的诊断工作带来很大困扰，ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 由于

其简单快捷的优点，给麻疹清除阶段的免疫效果评价

带来极大的方便。 因此，将使用该方法从分子生物学

水平加大对长沙麻疹疫苗接种情况及免疫效果的监

测。
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