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云南省首例Ｄ９基因型麻疹病毒的分离和鉴定
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１．云南省疾病预防控制中心，云南 昆明　６５００２２；２．保山市疾病预防控制中心，云南 保山　６７８０００；

３．龙陵县疾病预防控制中心，云南 保山　６７８３００

摘要：目的　分离并鉴定麻疹病毒基因型，加强麻疹病毒基因型监测。方法　使用 Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ 细胞 （淋

巴信号激活因子转染的非洲绿猴肾细胞）分离病毒，用逆转录－聚合酶链反应 （ＲＴ－ＰＣＲ）扩增核蛋白Ｎ
基因羧基末端的６７６个核苷酸片段，对扩增产物进行核苷酸序列测定，并以Ｎ 基因羧基末端４５０个核苷酸

序列构建基因亲缘性关系树，进行核苷酸变异分析。结果　云南省分离到的１株麻疹病毒 ＭＶｉ／Ｙｕｎ－
ｎａｎ．ＣＨＮ／０２．１２／０１，与世界卫生组织 （ＷＨＯ）Ｄ９ 基因型代表株 Ｖｉｃｔｏｒｉａ．ＡＵＳ／１２．９９在基因亲缘性关系

树上同属一个分支，核苷酸和氨基酸同源性为９６．３％和９５．４％，在核苷酸水平上该云南省分离株和 ＷＨＯ

Ｄ９ 基因型同源性最高。结论　云南省分离到的该麻疹病毒为Ｄ９ 基因型。
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　　麻疹病毒属于副黏病毒科麻疹病毒属，目前只
有１个血清型，但存在多个基因型。截至２０１１年，
麻疹病毒已划分成 Ａ～Ｈ　８个基因组共２４个基因
型，其中Ｂ１、Ｄ１、Ｅ、Ｆ、Ｇ１基因型已消失，目前

只有１９个基因型在世界各地的人群中流行［１－３］。云
南省自２００４年开展麻疹病毒学监测，２００４－２００８
年在４个市１１个县分离到２７株麻疹病毒，均为我
国的优势流行株 Ｈ１ａ基因型。
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云南省地理位置特殊，内与西藏、四川、贵
州、广西相邻，外与越南、老挝、缅甸三国接壤，

边境线长达４　０６０ｋｍ，疾病跨境传播时有发生。

２００９年１１月在云南省孟连县发生因缅甸输入麻疹
病例引发暴发疫情，从１例本地麻疹病例标本中分
离出１株麻疹病毒，经国家麻疹实验室 ＲＴ－ＰＣＲ
及基因序列分析，最终鉴定为 Ｄ１１基因型［３－４］。

２００９－２０１１年，从与缅甸接壤的２个县４例麻疹
病例中分离４株Ｄ１１基因型麻疹病毒，这４例患者
中有２例为国境就诊患者，由此可见云南省面临着
巨大的麻疹病例输入的压力。
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１　资料与方法

１．１　患者资料　患者为云南省保山市龙陵县的

１名福建籍自由职业者，男性，３２岁，福建省泉州
市人，但已定居保山市龙陵县３年，从事饮食服务
行业，麻疹疫苗接种史不详。自述发病前１个月未
离开过龙陵县，未到过医院，未接触发热出疹患
者。该病例于２０１２年１月８日发热，１月１０日出
疹，出疹后前往德宏州芒市中医院就诊，并于１月

１１日同时采集静脉血 （不加抗凝剂）５ｍｌ、咽拭
标本及尿液标本。标本的采集和处理方法参照全国
麻 疹 监 测 方 案［５］， 即 全 血 标 本 于 常 温 下

１　５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｍ分离血清。咽拭标本保存
在２ｍｌ麻疹病毒标本运输液中 （含２％牛血清和

１　０００Ｕ／ｍｌ青霉素，１　０００ｍｇ／Ｌ链霉素的ＤＭＥＭ
细胞培养液中）。处理后的标本经３次冻融后保存
在４℃备用。

１．２　病例亲属资料　病例家中常住亲属有其妻子
和儿子。妻子，３３岁，籍贯福建泉州市，定居保
山市龙陵县３年，自由职业者，自述曾接种过含麻
疹成分疫苗，接种时间不详。儿子，８岁，籍贯福
建泉州市，定居保山市龙陵县３年，学生，预防接
种证记录已接种２剂含麻疹成分疫苗，最后１剂接
种时间为２００５年９月１０日。工作人员于２０１２年

３月２０日前往龙陵县采集患者恢复期血清标本，同
时采集亲属静脉血标本，采集及处理方法同前。

１．３　麻疹ＩｇＭ抗体测定　采用北京贝尔生物有限
公司麻疹ＩｇＭ 抗体酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ）
检测试剂盒 （批号２０１１１１０１，有效期至２０１２年

１１月２２日），对收集到的患者急性期血清标本检测
麻疹ＩｇＭ抗体。按照说明书进行操作。

１．４　麻疹ＩｇＧ抗体测定　采用德国Ｖｉｒｉｏｎ／Ｓｅｒｉｏｎ
公司麻疹ＩｇＧ 抗体 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （批号

ＳＥＢ．ＡＤ，有效期至２０１４年４月），对收集到的患
者急性期、恢复期和家属的血清标本检测麻疹ＩｇＧ
抗体。按照说明书进行操作。

１．５　麻疹病毒分离　使用世界卫生组织 （ＷＨＯ）
推荐的Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ细胞 （淋巴信号激活因子转染
的非洲绿猴肾细胞）分离病毒，吸取上述处理后的
咽拭标本和尿液标本０．３ｍｌ，分别接种７５％单层
覆盖的 Ｖｅｒｏ／ＳＬＡＭ 细胞，吸附１．５ｈ后弃上清
液，换含２％牛血清的 ＤＭＥＭ，每天观察细胞液

ｐＨ值和细胞病变 （ＣＰＥ），达７５％～９０％ＣＰＥ时
冻收。

１．６　核糖核酸 （ＲＮＡ）提取和逆转录－聚合酶链

反应 （ＲＴ－ＰＣＲ）　 省级麻疹实验室使用德国

ＱＩＡＧＥＮ公司ＱＩＡａｍｐ　Ｖｉｒａｌ　ＲＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ试剂
盒提取麻疹病毒株中的ＲＮＡ，具体操作方法参照
试剂盒说明书。参照国家麻疹实验室的引物 Ｘｕ１
（５′－ＴＧＡＧＴＴＡＴＣＣＡＣＡＣＴＴＧＡＧＴＣＣＴＴＧ－３′）
和 ６３ （５′－ＣＣＴＣＧＧＣＣＴＣＴＣＧＣＡＣＣＴＡＧＴ－３′），
使用德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司 ＱＩＡＧＥＮ　ＯｎｅＳｔｅｐ　ＲＴ－
ＰＣＲ　Ｋｉｔ试剂盒对核蛋白 （ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｎ）基
因羧基末端的６７６个核苷酸进行扩增，扩增后产物
经２％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．７　基因序列测定和分析　扩增产物送上海生工
生物工程有限公司完成基因序列测定和校对分析。
调出基因数据库 （ＧｅｎＢａｎｋ）的基因型代表株 Ｎ
基因羧基末端４５０个核苷酸序列，采用ＳｅｑＭａｎ整
理序列资料，用 ＭＥＧＡ　４．０．２进行多重序列比对
构建进化树 （邻位－连接法，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验，抽样
次数５００，Ｋｉｍｕｒａ　２参数模型）、氨基酸同源性和
核苷酸同源性分析 （ｐ－ｄｉｓｔａｎｃｅ模型）。

２　结　果

２．１　麻疹ＩｇＭ检测　ＥＬＩＳＡ检测结果显示患者血
清麻疹ＩｇＭ抗体阳性，确诊该患者为麻疹病例。

２．２　麻疹ＩｇＧ检测　根据德国Ｖｉｒｉｏｎ／Ｓｅｒｉｏｎ公司
麻疹ＩｇＧ抗体ＥＬＩＳＡ检测试剂盒说明书规定，抗
体定量检测≥２００ＩＵ／Ｌ为阳性，检测结果显示患
者急性期血清麻疹ＩｇＧ抗体为３２８ＩＵ／Ｌ，恢复期
麻疹ＩｇＧ抗体为３　２２８ＩＵ／Ｌ，较急性期血清ＩｇＧ
抗体含量有４倍以上增高。患者妻子血清麻疹ＩｇＧ
抗体为３　６１９ＩＵ／Ｌ，患者儿子血清麻疹ＩｇＧ抗体
为１　６０３ＩＵ／Ｌ，皆为阳性。

２．３　麻疹病毒分离和鉴定　咽拭标本接种 Ｖｅｒｏ／

ＳＬＡＭ细胞后，于第二代出现了典型的麻疹巨细
胞融合病变，病毒分离物经 ＲＴ－ＰＣＲ鉴定，扩增
出特异性条带，片段大小位于５００～７００ｂｐ，为预
期大小的片段。根据 ＷＨＯ推荐的麻疹野病毒的
标准命名方法，将分离到的麻疹病毒命名为：

ＭＶｉ／Ｙｕｎｎａｎ．ＣＨＮ／０２．１２／０１。

２．４　分离株基因型的确定　将所获得的麻疹病毒
分离株 ＭＶｉ／Ｙｕｎｎａｎ．ＣＨＮ／０２．１２／０１编码核蛋白
（Ｎ）羧基末端的４５０个核苷酸片段与２４个已知基
因型 ＷＨＯ参考株 （表１）和中国麻疹疫苗株Ｓ１９１
构建基因亲缘性关系树 （图１），结果显示：云南
省分离株 ＭＶｉ／Ｙｕｎｎａｎ．ＣＨＮ／０２．１２／０１在亲缘性
关系树上与 ＷＨＯ　Ｄ９ 基因型参考株同在一个大的
分支，可信度为９１。上述结果提示 Ｍｖｉ／Ｙｕｎｎａｎ．
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表１　用于麻疹野病毒株基因型分析的２４个

ＷＨＯ参考毒株

基因型 ＷＨＯ标准命名 Ｎ 基因登记号

Ａ　 Ｅｄｍｏｎｓｔｏｎ－ｗｔ．ＵＳＡ／５４ Ｕ０１９８７

Ｂ１ Ｙａｏｕｎｄｅ．ＣＡＥ／１２．８３ Ｕ０１９９８

Ｂ２ Ｌｉｂｒｅｖｉｌｌｅ．ＧＡＢ／８４ Ｕ０１９９４

Ｂ３ Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ．ＵＳＡ／９４；Ｉｂａｄａｎ．ＮＩＥ／９７／１ Ｌ４６７５３；ＡＪ２３２２０３

Ｃ１ Ｔｏｋｙｏ．ＪＰＮ／８４／Ｋ　 ＡＹ０４３４５９

Ｃ２ Ｍａｒｙｌａｎｄ．ＵＳＡ／７７；Ｅｒｌａｎｇｅｎ．ＤＥＵ／９０ Ｍ８９９２１；Ｘ８４８７２

Ｄ１ Ｂｒｉｓｔｏｌ．ＵＮＫ／７４ Ｄ０１００５

Ｄ２ Ｊｏｈａｎｎｅｓｂｕｒｇ．ＳＯＡ／８８／１ Ｕ６４５８２

Ｄ３ Ｉｌｌｉｎｏｉｓ．ＵＳＡ／８９／１ Ｕ０１９７７

Ｄ４ Ｍｏｎｔｒｅａｌ．ＣＡＮ／８９ Ｕ０１９７６

Ｄ５ Ｐａｌａｕ．ＢＬＡ／９３；Ｂａｎｇｋｏｋ．ＴＨＡ／９３／１ Ｌ４６７５８；ＡＦ０７９５５５

Ｄ６ Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ．ＵＳＡ／９４／１ Ｌ４６７５０

Ｄ７ Ｖｉｃｔｏｒｉａ．ＡＵＳ／１６．８５；Ｉｌｌｉｎｏｉｓ．ＵＳＡ／５０．９９ ＡＦ２４３４５０；ＡＹ０３７０２０

Ｄ８ Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ．ＵＮＫ／３０．９４ ＡＦ２８０８０３

Ｄ９ Ｖｉｃｔｏｒｉａ．ＡＵＳ／１２．９９ ＡＦ４８１４８５

Ｄ１０ Ｋａｍｐａｌａ．ＵＧＡ／５１．００／１ ＡＹ９２３１８５

Ｄ１１ Ｍｅｎｇｌｉａｎ．Ｙｕｎｎａｎ．ＣＨＮ／４７．０９ ＧＵ４４０５７１

Ｅ　 Ｇｏｅｔｔｉｎｇｅｎ．ＤＥＵ／７１ Ｘ８４８７９

Ｆ　 ＭＶｓ／Ｍａｄｒｉｄ．ＳＰＡ／９４ＳＳＰＥ　 Ｘ８４８６５

Ｇ１ Ｂｅｒｋｅｌｅｙ．ＵＳＡ／８３ Ｕ０１９７４

Ｇ２ Ａｍｓｔｅｒｄａｍ．ＮＥＴ／４９．９７ ＡＦ１７１２３２

Ｇ３ Ｇｒｅｓｉｋ．ＩＮＯ／１７．０２ ＡＹ１８４２１７

Ｈ１ Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ／９３／７ ＡＦ０４５２１２

Ｈ２ Ｂｅｉｊｉｎｇ．ＣＨＮ／９４／１ ＡＦ０４５２１７

ＣＨＮ／０２．１２／０１属于Ｄ９ 基因型。

２．５　云南省Ｄ９ 基因型麻疹病毒分离株的核苷酸

与氨基酸变异分析　将云南省Ｄ９ 基因型麻疹病毒
分离株 ＭＶｉ／Ｙｕｎｎａｎ．ＣＨＮ／０２．１２／０１、ＷＨＯ　２４
个不同基因型代表株和中国麻疹疫苗株Ｓ１９１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，该分离株和 ＷＨＯ　Ｄ９ 基因型代表株Ｖｉｃｔｏｒｉ－
ａ．ＡＵＳ／１２．９９同源性最高为９６．３％；在氨基酸水
平上，该分离株与 ＷＨＯ　Ｄ５ 基因型代表株Ｂａｎｇ－
ｋｏｋ．ＴＨＡ／９３／１同源性最高，为９６．７％，与其他

２４个基因型代表株和中国麻疹疫苗株Ｓ１９１的核苷酸
和氨基酸同源性分析分别在８９．７％～９５．６％和

８９．４％～９６．７％ （表２）。根据 ＷＨＯ对麻疹病毒
基因型别划分的规定，云南省获得的麻疹病毒分离
株为Ｄ９ 基因型的麻疹病毒，这也是云南省首次分

离到Ｄ９ 基因型麻疹病毒。

图１　云南省分离株 ＭＶｉ／Ｙｕｎｎａｎ．ＣＨＮ／０２．１２／０１
和２４个麻疹基因型参考株的亲缘性关系树

（基于编码Ｎ蛋白羧基末端的４５０个核苷酸序列）

表２　云南省Ｄ９ 基因型麻疹病毒分离株 （ＭＶｉ／Ｙｕｎｎａｎ．
ＣＨＮ／０２．１２／０１）Ｎ 基因型４５０个核苷酸和１５０个氨基酸
与 ＷＨＯ　２４个不同基因型代表株及中国麻疹疫苗株的

同源性对比分析

基因型代表株
核苷酸同
源性 （％）

氨基酸同
源性 （％）

Ｄ９：Ｖｉｃｔｏｒｉａ．ＡＵＳ／１２．９９　 ９６．３　 ９５．４
Ａ：Ｅｄｍｏｎｓｔｏｎ－ｗｔ．ＵＳＡ／５４　 ９３．２　 ９２．７
Ｂ１：Ｙａｏｕｎｄｅ．ＣＡＥ／１２．８３　 ９２．１　 ９１．４
Ｂ２：Ｌｉｂｒｅｖｉｌｌｅ．ＧＡＢ／８４　 ９１．４　 ９１．４
Ｂ３：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ．ＵＳＡ／９４　 ９２．３　 ９０．７
Ｂ３：Ｉｂａｄａｎ．ＮＩＥ／９７／１　 ９１．７　 ９０．７
Ｃ１：Ｔｏｋｙｏ．ＪＰＮ／８４／Ｋ　 ９２．３　 ９１．４
Ｃ２：Ｍａｒｙｌａｎｄ．ＵＳＡ／７７　 ９０．８　 ８９．４
Ｃ２：Ｅｒｌａｎｇｅｎ．ＤＥＵ／９０　 ８９．９　 ８９．４
Ｄ１：Ｂｒｉｓｔｏｌ．ＵＮＫ／７４　 ９３．６　 ９４．７
Ｄ２：Ｊｏｈａｎｎｅｓｂｕｒｇ．ＳＯＡ／８８／１　 ９４．３　 ９５．４
Ｄ３：Ｉｌｌｉｎｏｉｓ．ＵＳＡ／８９／１　 ９４．７　 ９５．４
Ｄ４：Ｍｏｎｔｒｅａｌ．ＣＡＮ／８９　 ９４．５　 ９５．４
Ｄ５：Ｐａｌａｕ．ＢＬＡ／９３　 ９５．０　 ９６．０
Ｄ５：Ｂａｎｇｋｏｋ．ＴＨＡ／９３／１　 ９５．６　 ９６．７
Ｄ６：Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ．ＵＳＡ／９４／１　 ９３．０　 ９２．７
Ｄ７：Ｖｉｃｔｏｒｉａ．ＡＵＳ／１６．８５　 ９２．８　 ９４．７
Ｄ７：Ｉｌｌｉｎｏｉｓ．ＵＳＡ／５０．９９　 ９４．３　 ９３．４
Ｄ８：Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ．ＵＮＫ／３０．９４　 ９４．７　 ９４．０
Ｄ１０：Ｋａｍｐａｌａ．ＵＧＡ／５１．００／１　 ９１．４　 ９０．７
Ｄ１１：Ｍｅｎｇｌｉａｎ．Ｙｕｎｎａｎ．ＣＨＮ／４７．０９／１　 ９３．９　 ９３．４
Ｅ：Ｇｏｅｔｔｉｎｇｅｎ．ＤＥＵ／７１　 ９１．９　 ９０．７
Ｆ：ＭＶｓ／Ｍａｄｒｉｄ．ＳＰＡ／９４ＳＳＰＥ　 ９１．９　 ９０．７
Ｇ１：Ｂｅｒｋｅｌｅｙ．ＵＳＡ／８３　 ９０．８　 ９１．４
Ｇ２：Ａｍｓｔｅｒｄａｍ．ＮＥＴ／４９．９７　 ９０．４　 ９１．４
Ｇ３：Ｇｒｅｓｉｋ．ＩＮＯ／１７．０２　 ９１．０　 ９０．７
Ｈ１：Ｈｕｎａｎ．ＣＨＮ／９３／７　 ９０．１　 ９０．７
Ｈ２：Ｂｅｉｊｉｎｇ．ＣＨＮ／９４／１　 ８９．７　 ９０．１
Ａ：Ｓｈａｎｇｈａｉ－１９１／Ｃｈｉｎａ－Ｖａｃｃｉｎｅ　 ９１．４　 ８９．４
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３　讨　论

麻疹病毒基因型具有地理分布特征，不同地区
有不同的本土流行株或优势流行株，同时全球麻疹
野病毒流行也和年代有一定的相关性［６－８］。这就为
全球麻疹病毒的分子流行病学监测提供了理论依

据，可以通过监测不同国家甚至同一国家不同地区
流行的麻疹病毒基因型分布，来鉴定病毒的来源，
确定病毒的传播途径，提供评估控制麻疹策略效果
的方法，科学地阻断麻疹病毒的传播［６－８］。随着交
通方式的日益便捷，国际间交流频繁，多个国家发
现输入性的病例。Ｄ９ 基因型麻疹病毒在１９９９年首
先被发现从印度尼西亚的巴厘岛输入澳大利亚［９］，

２０００－２００１年Ｄ９ 基因型在哥伦比亚和委内瑞拉引
起麻疹流行；２００４年和２００６年Ｄ９ 基因型麻疹病
毒分别引起了日本中学生和成人的麻疹流行；

２００３－２００７年曾在欧洲、美国、中国台湾和香港
等地区引起流行；２００８年在荷兰和泰国都有Ｄ９ 基
因型麻疹病毒的流行［１０］；２００９年在我国四川省发
现了首例输入性 Ｄ９ 基因型麻疹病毒，该毒株与

２００８年流行于荷兰和泰国的Ｄ９ 基因型麻疹病毒的
核苷酸和氨基酸高度同源，所幸该病例未引起我国
的麻疹病毒Ｄ９ 基因型的流行［１１］。
在对云南省首例Ｄ９ 基因型麻疹病例的流行病

学调查中发现，该患者是从事饮食服务行业的自由
职业者，在龙陵县的边贸商场中经营一家餐厅，其
工作性质决定了其接触人群较为复杂，并且很难追
溯所接触的人群是否有发热、出疹症状。由于龙陵
县与缅甸接壤，边贸繁荣，民间便道众多，在该患
者工作的边贸商场中有缅甸籍居民经商，虽然缅甸
目前不能提供该国麻疹病毒流行株基因型的本底资

料，但是根据 ＷＨＯ提供的全球麻疹病毒流行趋
势，缅甸所在的东南亚地区持续有Ｄ９ 基因型麻疹
病毒的流行，因此推测为输入性病毒。云南省有必
要加强边境地区麻疹病毒的基因型监测。
对该例患者的密切接触者的调查结果显示，其

妻子和孩子无发热、出疹症状，同一餐厅的服务员
均无发热、出疹症状，省级麻疹实验室对病例急性
期、恢复期血清以及病例亲属的血清标本进行检
测，实验结果显示病例亲属麻疹ＩｇＧ抗体定量检
测≥２００ＩＵ／Ｌ为阳性，说明我国使用的麻疹疫苗
株或Ｈ１ 基因型本土病毒株的自然感染可以保护Ｄ９

基因型病毒。
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Ｖｉｒｏｌ，１９９７，７８ （Ｐｔ　６）：１２８７－１２９４．
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ａ　ｎｅｗ　ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓ　Ｒｅｓ，２００３，９１ （２）：２１３－２２１．
［１０］　Ｊａｃｑｕｅｓ　ＲＫ，Ｋｅｖｉｎ　ＥＢ，Ｌｉ　ｊ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｉｇｈ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
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ｇｉｏｎ，２００５－２００６［Ｊ］．Ｅｍｅｒｇ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ，２００８，１４：１０７－

１１４
［１１］　Ｚｈａｎｇ　Ｙ，Ｈｅ　ＪＬ，Ｓｕｎ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ｉｎｐｕｔ　Ｄ９

ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ｏｆ　ｍｅａｓｌｅｓ　ｖｉｒｕｓ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ［Ｊ］．

Ｚｈｏｎｇｇｕｏ　Ｙｉｍｉａｏ　Ｈｅ　Ｍｉａｎｙｉ，２００９，１５ （４）：３０４－３０９．
（ｉｎ　Ｃｈｉｎｅｓｅ）

张燕，何吉兰，孙莉，等 ．我国首例输入性Ｄ９基因型麻疹

病毒的分离和鉴定［Ｊ］．中国疫苗和免疫，２００９，１５ （４）：

３０４－３０９．
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