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从贵州白纹伊蚊体内分离到一株 !型登革病毒

舒莉萍 左 丽" 郝 牧 赵 星
（贵阳医学院免疫学教研室 贵阳 55###!）

摘 要：从贵州省独山县麻尾镇白纹伊蚊标本中分离到一株病毒，用抗 B6, 04!型单克隆抗体经间接免疫荧光法和
C14DEC产物酶切分型鉴定为 B6,4"，并对其 ,F0和 6基因 C14DEC产物进行部分基因序列测定，与 B6,4" ,GE株
比较，麻尾株的 ,F0基因区有 ?个碱基发生点突变，6基因区有 0个碱基的插入，两个序列被 G2HI8HJ收录，编号分
别为 (K"??!#"、(K"?3""/；麻尾分离株与其他 .株 B6,4"型病毒进行系统发育关系的分析，结果显示与 B"4!-株系
统进化关系最近；证明贵州省存在 B6,感染的自然循环。
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登革病毒（B2H;:2 $+*:A，B6,）是经白纹伊蚊
（!"#"$ %&’()*+,-$）及埃及伊蚊（ !"#"$ %"./),*）传播的
黄病毒属（0&%1*1*2*#%"）病毒家族的成员。B6,感染
人类不仅可引起登革热（B2H;:2 M2N2*，BO），还可引
起登革出血热（B2H;:2 P27%**P8;+= M2N2*，BQO）和登革
休克综合症（B2H;:2 AP%=J A<HR*%72，BFF）。近年来，
B6,感染引起人类疾病的发病率在全球范围呈逐
年上升趋势，尤其在热带、亚热带地区；并且流行区

域正在逐渐扩大，已成为世界上分布广、发病率高、

危害较大的一种虫媒病毒性疾病，成为全球性重要

公共卫生问题［0，"］。

媒介蚊虫传播 B6,的研究是预防 B6,感染的
基础。白纹伊蚊是 B6,的主要传播媒介，也是 B6,
的自然宿主。据报道，不同地理株白纹伊蚊对 B6,
均易感［-］，白纹伊蚊通过吸食患登革病毒血症病人

的血液而被感染，病毒可在蚊体内增殖，感染蚊经叮

咬吸血，能将 B6,传播给健康人群［!］。白纹伊蚊的
分布、密度及带毒率与 B6,感染的爆发流行有密切
关系，对白纹伊蚊进行有效的监测和控制是预防

B6,感染流行的主要手段［5，/］。贵州白纹伊蚊分布
密度较高，已从近 !#个县采集到标本［?］。目前贵州
虽然没有 B6,感染疫情的报道，但并不能说明贵州
白纹伊蚊体内不存在 B6,。本研究采集贵州省 .个
地（州）市共计 03个县（区）白纹伊蚊幼虫标本，从细
胞、分子水平进行贵州省白纹伊蚊 B6,带毒情况的
调查，旨在对预防贵州省 B6, 的感染提供科学依

据。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 标本来源和制备：于 "##0、"##"年夏季分别
采集贵州省 .个地（州）市共计 03个县（区）（表 0）白
纹伊蚊幼虫标本，每个县（区）选择 -个或 -个以上
的采样点。

表 " 贵州省白纹伊蚊采样点分布表

18S&2 0 F87)&+H; A+T2A M%* !"#"$ %&’()*+,-$ +H G:+9P%: )*%N+H=2

B+AT*+=T %M G:+9P%: D*%N+H=2 F87)&+H; A+T2A

G:+<8H;
U:H<+
I+V+2
W+:)8HAP:+
(HAP:H
X+8HY+H8H
X+8HH8H
X+8HR%H;H8H
1%H;*2H

G:+<8H;、X+H;9P2H;
U:H<+、F:+<8H;
I+V+2、B8M8H;
FP:+=P2H;、W+:9P+
(HAP:H、UP2HH+H;
Z+H;<+、(H&%H;
[8\2+、W+S%
]8+&+、UP2H<:8H
1%H;*2H、K:)+H;

"#"#! 毒株：B6,04! 型国际参考株均购于中国预
防科学院流行病研究所。

"#"#$ 细胞株：白纹伊蚊传代细胞（E/^-/ 细胞）由
中山大学医学院微生物学教研室郭辉玉、江丽芳教

授惠赠，"3_、5‘ Ea" 条件下常规传代培养。



!"!"# 主要试剂：羊抗人 !"# 抗体$%!&’ 和羊抗鼠
!"#抗体$%!&’：购于北京邦定生物制品公司；鼠抗登
革病毒 ($)型 *+,-：由中山大学医学院微生物学教
研室郭辉玉、江丽芳教授惠赠；,*. /010230 &245$
3+2678430、/94365 购于北京华美生物制品有限公司；
:9&;3、!"# <9, ;=>?@02430、限制性内切酶 $"%!和
&’( A!购于深圳晶美生物制品有限公司。
!"$ 白纹伊蚊的饲养和标本制备
白纹伊蚊标本饲养在温度 BCD E (D、湿度

FGH E GH、光照 ()IJ天的养蚊室。取 K L (M日龄成
蚊 BM只J组，制备为 (JG稀释蚊悬液［K］。
!"% 病毒分离
将上述蚊悬液稀释为 (JBM、(J)M，分别接种于

(日龄 ’CJNC单层细胞，每个稀释度 N 孔，密切观察
’;O，同时设阳性对照、空白细胞对照。
!"# 细胞片的制作
待上述病毒分离中 ’;O达 P P，用“Q”型小棒

刮下 ’CJNC细胞，BMMM2J@65离心后，制为细胞悬液，
R45S3’液洗涤 N 次，制成细胞片，冷丙酮固定，
T BMD保存备用。
!"& 间接免疫荧光法检测 ’()抗原
用抗 <O9($) 型 *+,- 常规间接免疫荧光法鉴

定病毒，同时设置阳性对照（不同型别 <O9国际参
考株感染 ’CJNC 细胞后制备的细胞片）、阴性对照
（一抗用正常人血清）、空白对照（未感染 <O9的 ’CJ
NC细胞抗原片）。
!"* +,-./+
!"*"! 引物：根据 <O9的非结构蛋白 9U( 区核苷
酸序列，合成一对 <O9( L )型通用引物，; P：GV$#,$
’,&####&,&&,,,&$NV，;$：GV$&’’,&’’’,&,’’,#$
’,$NV，扩增序列长度均为 )(N-7，根据限制酶谱分
析，用 $"%!限制性内切酶酶切 ;’/产物可形成不
同酶切片段（表 B）进行分型。参照文献［W］，合成一
对 <O9$B 包膜蛋白 O 基因区特异性引物，; P：GV$
,&#’#&&#’,&,##,,&,&’$NV，;$：GV$’’,&#&&&&’$
’&#&#&’,&&$NV，扩增片段为 )FC-7，&’( A !限制性内
切酶可将该目的片段酶切为 B((、BCG-7的片段。

表 $ !"#!对 ’() )0!基因片段的酶切图谱
&4->0 B &I0 >05"8I3 =A 203826+86=5 A24"@0583 A=2 <O9 9U( "050 X68I $"%!

&?703 $"%!J-7

<O9$( C)，(B(，BBK

<O9$B (KG，BBK

<O9$N BMM，B(N

<O9$) )(N

!"*"$ /9, 的提取：碘化钠$异硫氰酸胍$氯仿
法［(M］。

!"*"% /&$;’/：/& BG"Q总体积中含 (M"Q /9,，(Y
,*.，BMY /94365，BG"@=>JQ :9&;3，G Z /& [\AA02，
C]N"@=>JQ下游引物；/&的反应条件为 )BD，CM@65。
;’/ GM"Q 总体积中含 (M"Q 模板 +<9, ，引物各
C]N"@=>JQ，(M Z ;’/ [\AA02，BG"@=>JQ :9&;3，GY !"#
<9,聚合酶；;’/ 反应条件为：WND预变性 (@65
)M3，WND )M3，GGD )G3，FBD (@65，NM 次循环；FBD
后延伸 (M@65。
!"1 系统发育分析
用测序所知核苷酸序列与在 #05[45S中选取的

W株较完整的 <O9$B型 O、9U(基因区核酸序列资料
进行多组核酸序列相似性比较。将核苷酸序列用

’>\384>（̂(]K）软件进行序列同源性比较；用 ;R_Q!;
软件绘制系统发生树。

$ 结果

$"! 病毒分离
将贵州省 W个地（州）市共计 (K个县（区）不同

地方株白纹伊蚊标本接种于 ( 日龄 ’CJNC 单层细
胞。其中，独山县麻尾镇地方株接种细胞，盲传一代

后出现明显 ’;O（图 (）；其它白纹伊蚊地方株标本
接种 ’CJNC 细胞常规盲传 N 代仍未出现明显 ’;O，
即未分离到病毒。

图 ! 蚊悬液接种 /*2%*细胞分离 ’()的细胞病变（#33 4）
%6"‘( ;I=8=@6+2="247I 4-=\8 8I0 +?8=748I6+ 0AA0+8 =A ’CJNC +0>>3 +4\30:

-? <O9 65 8I0 )*+*, "-./0’123, 3\370536=5（)MM Z）

,‘ ’CJNC +0>>3；[‘ ’;O（*4X06）‘

$"$ 间接免疫荧光法鉴定 ’()
分别用抗 <O9($) 型的 *+,- 常规间接免疫荧

光法鉴定白纹伊蚊麻尾株所致 ’CJNC ’;O 的细胞
片，用抗 <O9$B *+,-染色，细胞浆中可见黄绿色特
异性荧光（图 B），将抗 <O9$(、N、)型的 *+,-染色未
见阳性反应，证实为 <O9$B。
$"% 白纹伊蚊麻尾株 +,-./+扩增
用 <O9 9U(区通用引物经 /&$;’/检测白纹伊

蚊麻尾株标本，其和阳性对照 <O9$B 9#’株的扩增

)G( 微 生 物 学 报 )) 卷



图 ! 间接免疫荧光法鉴定 "#$（!%% &）
!"#$% &’()*"+",-*".) .+ /01 23 ")’"4(,* "556).7!86.4(9,(),(

*(,:)";6(9（%<< =）

>$ ?.9"*"@( ,.)*4.8；A$ 1(#-*"@( ,.)*4.8；

B$ C-D(" 9*4-")（"’()*"+"(’ D"*: C,>2 -#-")9* /017%）E

产物在 F<< G H<<2I范围内均见到位置相同的一条
条带，与预期的 FJK2I 相符，空白对照未见任何条
带；该 LM7?BL扩增的阳性产物，用 !"#!限制性内
切酶酶切，麻尾株样本经酶切后得到两条水解片段，

分别位于 J<< G %<<2I、%<< G K<<2I范围内，与 /017%
酶切为 JNH、%%N2I 两条水解片段相符，从而判断为
/017%型病毒。
用 /017% 0基因区特异性引物经 LM7?BL扩增

麻尾株蚊虫样本，在 F<< G H<<2I范围内可见到一条
条带，与阳性对照 /017% 1OB株出现的条带位置相
同，与预期的 FPQ2I相符，而空白对照未见到任何条
带，用 $%& +!限制性内切酶酶切该 LM7?BL产物，得

到两条水解片段，均位于 %<< G K<<2I 范围内，与预
期 /017%酶切为 %JJ、%QH2I 两条水解片段相符，进
一步证实麻尾株为 /017%型。
!’( )*+产物基因序列测定
麻尾分离株（C/017%）和 /017% 1OB株 1RJ区

和 0基因区 LM7?BL扩增产物分别委托大连宝生物
工程有限公司和上海联合基因科技有限公司进行纯

化并测序，其中 /017% 1OB株 1RJ和 0基因区测序
结果与 O()A-)S提供的核苷酸序列一致。从测序结
果进行两株病毒的比较分析，C/017% 1RJ区共有 P
个位点发生点突变，分别位于该段序列的第 K、T、
TF、J%J、%NT、K<F、F<H 位点，二株病毒的 1RJ 基因部
分序列同源性为 TNEKJU；C/017%的 0基因在该段
序列第 FPJ G FP%位间插入 J个碱基，而两株病毒的
0基因部分序列同源性为 TTEPTU；C/017% 的 1RJ
和 0区的核苷酸序列已在 O()A-)S中注册，序列登
录号分别为 >V%PPF<%、>V%PN%%Q。
!’, 系统发生树的构建
将麻尾分离株所测的 0、1RJ 核苷酸序列与

O()A-)S中选取的 T株 /017%型序列进行同源性分
析，构建进化树（图 K），从系统发生树中可见，
C/017% 与 JQQNJ 株、1OB 株、/%7FK 位于相近的分
支，其中与 JTNP年广西流行株 /%7FK株系统进化关
系最近。

图 - "#$.! #、$/0基因区核酸序列相似性比较示意图
!"#$K M:( )6,8(.*"’( 9(;6(),( .+ /017% 0 -)’ 1RJ #()( D(4( -8"#)(’

- 讨论
目前认为 /01 的主要传播媒介为埃及伊蚊

（’()(* "(+,-.%）和白纹伊蚊（ ’()(* "/01-%2.3*）［JJ，J%］。
埃及伊蚊主要分布于我国北纬 %%W以南的地区，白纹
伊蚊则分布于北纬 FJWNX以南的地区。我国目前 /!
流行地区均处于北纬 %KWHX以南的热带及临近热带

的亚热带地区［JK］，这些地区一年四季适宜蚊媒生长

繁殖，造成 /01易于存在及其感染的流行。贵州省
位于北纬 %FWKNX G %TWJFX之间，故无埃及伊蚊分布，
但有白纹伊蚊的广泛分布。白纹伊蚊的分布及带毒

率与 /01的流行有着密切关系［JF，JH］，虽然贵州没有
/01感染的疫情报道，但并不能说明贵州省白纹伊
蚊不存在 /01的感染。因此，进行贵州省自然界白
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纹伊蚊体内 !"#带毒情况的调查，对于预防贵州省
!"#感染的流行有重要意义。
本研究通过采集贵州省 $ 个地（州）市共计 %&

个县（区）白纹伊蚊地方株，进行 !"#抗原、核酸的
检测以及病毒分离，分离到一株 !"#，用抗 !"# %’(
型 )*+,经间接免疫荧光法和 -.’/0-产物酶切鉴
定分型为 !"#’1 型。从病原学上证实贵州省自然
界白纹伊蚊体内存在 !"#，贵州存在 !"#的自然循
环，具备引起本病流行的条件，为贵州省对 !"#感
染的防治提供了科学依据。

!"#属 -#+病毒，缺乏精确的复制校正系统，
较 !#+病毒更容易发生变异。本研究选取编码与
病毒复制有关的 #2%蛋白的基因和重要结构蛋白 "
蛋白的基因，将从贵州麻尾镇白纹伊蚊标本中分离

的 !"#’1所测定的核苷酸序列与 3456758和文献提
供的其它 $株 !"#’1 "、#2%基因区序列进行比较分
析，构建了它们之间的系统进化树。证明麻尾株与

!1’(9株（%$&: 年广西分离株）的系统发育关系最
近。麻尾镇位于独山县南部，东经 %;:<1=>北纬 1=<
1;>，位踞黔桂边境，为黔桂铁路、黔桂公路交通要
站；广西是 !?流行区域，而作为黔桂交通咽喉重地
的麻尾镇，有可能发生 !"#传入，但需获得更多、更
全的基因组序列资料才能明确该毒株的来源。
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