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摘要:采集河南省规模化猪场流产母猪死胎脑脊液作为样本 ,通过细胞盲传培养分离乙型脑炎病

毒流行毒株 ,对新分离的病毒进行分子生物学鉴定 ,获得 1 株分离株并命名为 CSF .ZMD -3。

DNA 序列测定及比对分析该分离株与已报道毒株基因的序列同源性 ,确定该分离毒株为乙脑病

毒。使用 MEGA3.1软件对 CSF .ZMD-3毒株主要结构蛋白 E蛋白的基因序列进行分子进化分

析 ,确定 CSF .ZMD-3为基因Ⅲ型乙脑病毒 。
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Abstract:In this study , cerebrospinal fluid (CSF)of sow abor ted fetus st illbi rth w ere co llected

f rom large pig farms in Henan province , and an isolate named as CSF .ZMD -3 w as obtained by

inoculating PK -15 cel ls and identified by RT -PCR.By comparing the E gene sequence o f CSF.
ZMD -3 wi th those of previously reported JEV strains , we are sure that this isolate is a JEV

strain.Using the E genes of CSF.ZMD-3 and o ther 18 refe rence st rains , a phylog enetic t ree w as

const ructed by M ega 3.1 sof tw are and show ed that CSF.ZMD-3 belong s to gene typeⅢ .
Key words:Japanese encephali tis vi rus ;Iso lation and identification;M gene;E gene;Phylo ge-
netic t ree

　　流行性乙型脑炎(Japanese encephaliti s , JE)是

一种人畜共患的蚊媒病毒性疾病 ,具有隐性感染 、散

发性 、季节性的特点
[ 1]

。猪是流行性乙脑病毒(Japa-

nese encephalitis vi rus , JEV)在自然界中最主要的

贮存 、增殖宿主 ,在猪群中 ,乙型脑炎虽不具有高致

死率 ,但它能引起母猪繁殖障碍及仔猪的死亡 ,对养

猪业造成了巨大损失
[ 2]

。此外 ,猪群中的 JEV 感染

经蚊媒传播可导致动物及人群的感染 ,危害到公共

卫生安全。

JEV 属于黄病毒科黄病毒属 ,是单股正链 RNA
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病毒 ,基因组全长约 11kb ,含有 1个开放阅读框 ,编

码1个多聚前体蛋白 ,成熟切割后可形成 3个结构蛋

白(核衣壳蛋白 C 、膜蛋白 M 、囊膜蛋白 E),7个非结

构蛋白及 2个多肽切割片段[ 3] 。分子流行病学调查

显示 , JEV 在同一地区的基因型已不是最初的 1 个

地区只有 1个基因型分布
[ 4]

,而是出现了同一地区

流行不同基因型毒株的复杂状况。近年来 ,国内学

者在乙脑不同流行区域分离毒株 ,进行分子流行病

学研究 ,以了解目前自然界 JEV 的流行分布 、分子

进化 、毒力变异等情况。本试验从河南省部分规模

化猪场采集母猪流产死胎脑脊液进行 JEV 的分离

及鉴定 ,确定病毒基因型及进化情况 ,为河南省猪群

乙脑的防治提供相关数据和理论依据。

1　材料和方法

1.1　材料

母猪流产死胎脑脊液 4份 ,采自河南省规模化

猪场临床病例 。PK15 细胞 ,河南省动物免疫学重

点实验室保存;小牛血清 ,购自杭州四季青生物材料

有限公司;DMEM 及 T RIzol 试剂为 Invi tro gen 公

司生产;细胞培养基为含 10%(体积分数)小牛血清

的 DMEM ,病毒维持液为含 4%(体积分数)小牛血

清的 DMEM 。Takara Agarose Gel DNA Puri fica-

tion Ki t 、PCR产物克隆用载体 pMD19 -T Vector 、

感受态细胞 JM 109 、M -MLV 反转录酶 ,均为大连

宝生物工程有限公司产品;其他试剂均为分析纯。

JEV的 E 基因引物对 pPET E1(5′-TT TA-

A T TG TCTGGGAA TGG -3′)和 pET E2(5′-

GA TGTCAA TGGCACATCCAGT -3′)、M 基因

引物对 pM1(5′-ACG TTCTTCAAGT TTACAG-

CA -3′)和 pM 2(5′-CGCT TGGAA TGCCTG-

G TCCG -3′)均由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成 。

1.2　病料处理及病毒分离

取脑脊液样品 , 12 000 r/min 离心 1min ,弃沉

淀 ,上清用直径为 0.22μm 的一次性滤器过滤后 ,

取 1mL 样品接种于生长状态良好的单层 PK15 细

胞。将细胞放入 37℃的 CO 2 细胞培养箱孵育 1 h ,

然后倒掉脑脊液 ,每瓶加入 10mL 病毒维持液放入

培养箱 ,培养 4 ～ 5 d后将细胞反复冻融 3次 ,并取

1mL 细胞培养液进行传代 。连续盲传 3代 ,收集细

胞 ,于-80℃条件下保存备用 。

1.3　病毒 RNA提取及 RT -PCR鉴定

按照 TRIzol试剂说明书要求操作 ,提取病毒液

中的 RNA ,同时以 JEV SA -14株作为阳性对照。

使用 M -MLV 反转录酶及下游引物 pET E2 和

pM2将 RNA 转录为 cDNA ,反应条件为:70℃变

性 10min , 42℃反转录 1 h , 70℃ 15min 灭活 M -

MLV ,得到 cDNA 并以此为模板进行 PCR 扩增。

PCR反应条件选择为:94 ℃预变性 5min ;94 ℃变性

30 s ,55℃退火 30 s ,72℃延伸 90 s , 30个循环;72℃

延伸 10min。取 PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电

泳鉴定 。

1.4　基因克隆及测序

用 Takara Agaro se Gel DNA Purification Kit

回收电泳鉴定的特异性产物 ,将回收的 DNA 片段

连接至 pMD19-T Vecto r ,然后转化 E .coli感受态

细胞 JM109 ,于氨苄抗性的 LB 平板进行菌落筛选

培养。经菌落 PCR鉴定 ,将包含目的片段的阳性克

隆样品进行测序。处理测序结果 ,取 E 、M 基因序

列的 CDS 区 ,与 SA14 株进行序列对比 ,确定其同

源性。

1.5　构建分子进化树

从 GenBank中选择 JE流行的多个国家和地区

的 18株病毒 E基因序列(选用序列信息见表 1),另

选 1 株墨累河谷脑炎病毒株(MVEV)作为外群 ,采

用 Shirish建立的以 E 基因为基础的乙脑病毒基因

的分型法 ,用 MEGA 3.1构建分子进化树 。

表 1　进化分析中所引用的乙脑病毒株详细信息

毒株 年份 地区 来源
GenBank
序列号

MVE-1-51 1951 澳大利亚 人脑 NC 000943

LN02-102 2002 中国辽宁 库蚊 DQ404085

LN02-104 2002 中国辽宁 淡色库蚊 DQ404086

SH03-103 2003 中国上海 三带喙库蚊 DQ404096

SH03-105 2003 中国上海 三带喙库蚊 DQ404097

YN79-Bao83 1979 中国云南 三带喙库蚊 DQ404128

JaNAr0102 2002 日本 蚊子 AY377577

HN04-11 2004 中国河南 库蚊 DQ404087

JKT5441 1981 印度尼西亚 迷走按蚊 U70406

B-1065 1983 泰国 猪血 U70388

SA-14 1960 中国山西 库蚊 AY243850

YNDL04-42 2004 中国云南 骚扰阿蚊 DQ404143

YNDL04-45 2004 中国云南 库蚊 DQ404145

YNJH 04-18 2004 中国云南 库蚊 DQ404146

02-29 2002 中国福建 人类脑脊液 AY555762

02-41 2002 中国福建 人血 AY555763

JKT7003 1981 印度尼西亚 蚊子 U70408

JKT9092 1981 印度尼西亚 蚊子 U70409

FJ03-31 2003 中国福建 人血 DQ404117
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2　结果与分析

2.1　病毒分离情况

脑脊液接种细胞后 ,盲传第 1 代细胞在培养

3 ～ 4 d之后均出现皱缩 、异常脱落现象 ,细胞瓶底出

现大面积空斑 ,脱落细胞成团状漂浮 ,对照细胞有少

量均匀的细胞脱落 。盲传第 2代细胞 ,各组与对照

相比 ,从第 4天开始出现异常脱落等病变现象 ,其中

脑脊液 3号样品细胞脱落较多 ,皱缩 ,出现渔网状空

斑 ,对照细胞有少量均匀的细胞脱落。盲传第 3 代

细胞与第 2代情况相似 。通过细胞异常状态观察 ,

及与对照细胞状态的比较 ,可以确定接毒细胞发生

了病变 ,脑脊液中可能存在乙脑病毒。

2.2　RT -PCR鉴定结果

从病毒液中提取 RNA 分别进行 E 基因及M

基因的 RT -PCR ,扩增产物电泳鉴定结果见图 1。

由图 1可见 ,脑脊液 3号样品分别扩增出约 1 500 bp

(图 1-A)和 400bp(图 1-B)的条带 ,与 5 号泳道

的阳性对照组扩增出的条带位置一致 ,均符合预期

扩增大小 ,鉴定为 JEV 阳性 。

M .Marker;1.1号脑脊液样品;2.2号脑脊液样品;
3.3号脑脊液样品;4.4号脑脊液样品;5.阳性对照

图 1　E、M基因扩增电泳鉴定结果

2.3　JEV 分离株的序列分析及进化树的构建

将扩增的脑脊液 3号样品的 E 、M 基因片段克

隆至 pMD 19 -T 载体 ,进行菌落筛选培养及菌落

PCR鉴定 ,后经上海生工生物工程技术服务有限公

司测序 ,获得其序列数据 。经序列比对 ,本次乙脑分

离株的 E 基因与强毒株 SA -14 的序列同源性为

100%,M 基因与 SA -14的序列同源性为 86 %,可

以确定此分离株为乙脑病毒 ,命名为 CSF.ZMD -

3。将序列上传至 GenBank , E 基因在 GenBank 获

得的登录号为 GQ336809 , M 基因获得的登录号为

GQ336810。应用 MEGA3.1软件将 CSF.ZMD-3

与已知毒株进行对比分析及构建进化树(图 2)。由

图 2可见 ,本次分离的 CSF.ZMD-3株与基因 Ⅲ型

的强毒株 SA -14 位于同一进化分支上 ,它们与

YNDL04 -42 、YNDL04 -45 、 YNJH04 -18 、FJ03

-31 、02-29 、02-41等基因 Ⅲ型的毒株位于进化

树同一大簇 ,可以确定本次的 CSF .ZMD-3株属于

基因Ⅲ型。

图 2　E 基因核苷酸序列分子进化树

3　讨论

猪作为 JEV 在自然界中最主要的贮存 、增殖宿

主和传染源 ,是 JEV 的传播 、感染过程中不可忽视

的一环 ,但是以往对于 JEV 的研究多集中于人源和

蚊源病毒 ,对猪源 JEV 的研究相对较少。本试验选

用病猪流产死胎的脑脊液作为样品 ,针对猪源病毒

进行研究 ,以期增加对 JEV 病毒各方面信息的了

解 ,及时掌握不同亚型乙脑病毒的分布变化规律 ,为

乙型脑炎的防治工作提供数据支持。

有研究发现 ,同一基因型的毒株在地域上有更

为紧密的联系 ,在同一地区分离的毒株即使年代相

差很远也属于同一基因型
[ 5]

,即有明显的地域性。

但是近年来 ,乙脑病毒基因型的分布地区有了新的

变化 ,已不是单一地域单一基因型的情况 ,出现了同

一地区不同基因型共同流行的复杂情况
[ 6]

。就我国

来说 , 1979 年在云南首次分离到基因 Ⅰ型乙脑病

毒 ,1982-2005 年又先后在云南 、上海 、辽宁及河南

等地分离到 Ⅰ型乙脑病毒 ,同时间段亦在黑龙江 、福

建 、云南和贵州等地分离到了Ⅲ型乙脑病毒[ 7] ,这说

明目前基因 Ⅰ型和基因Ⅲ型 2种基因型的乙脑病毒

在我国同时存在 ,并且其在我国境内的分布区域也

在发生变化 ,这大大增加了对乙脑防控的难度。所

以对新分离毒株的基因型进行确定 ,有助于了解当

地 JEV 的分子流行病学状况 ,从而进行有针对性的

防控。

JEV 进化分析方法有 2 种 , Chen 等
[ 8]
依据 M
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基因 240个核苷酸进行的 JEV 基因分型和 Shirish

等
[ 9]
依据 E 基因全序列进行的 JEV 基因分型 。这

2种方法在 JEV 分型中存在差异 , 依据 M 基因的

240 个核苷酸将 JEV 分成 4个基因型 ,而依据 E 蛋

白基因全序列将 JEV 划分成 5 个基因型 。由于乙

脑病毒基因组中第 456-695位属于 M区段的 240

个核苷酸的突变大多属于沉默突变 ,病毒在此位置

受到的进化压力较小 ,可以反映乙脑病毒的自然进

化状况
[ 10]

。但是 M 基因的 240 个核苷酸序列较

短 ,分析结果存在一定程度的可变性 ,而 E 基因用

于进化分析被认为具有良好的代表性 ,近年来成为

主要的分析方法 。因此 ,本试验以 E 基因全序列进

行基因分型 ,以墨累河谷脑炎病毒 MVEV 为外群

(out -group),参照其他已知毒株的序列 ,采用 NJ

(neighbor -joining)法构建进化树 。根据生成的进

化树图形可以看出 ,所有毒株的拓扑构型分成五大

簇 ,分离株 CSF.ZMD -3位于基因Ⅲ型的分支上并

且有着较高的可信度。2008年河南唐河曾分离出

基因 Ⅰ型的 JEV[ 11] ,而之前河南地区 JEV 基因型

以基因Ⅲ型为主
[ 12]

,本研究中分离的毒株也为基因

Ⅲ型 ,这说明河南目前处于基因 Ⅰ型和基因 Ⅲ型共

同流行的状态下 。可据此有针对性地研究河南省现

用疫苗是否可以同时覆盖这 2个基因型的病毒株 ,

从而进行更有力度的防控 。
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更　　正

　　本刊 2010年第 3期目次中“苯与丁草胺对油麦菜生长和生理特性的影响”应为“汞与丁草胺对

油麦菜生长和生理特性的影响” ,特此更正。
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