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摘要!9目的9对引起上海市某小学水痘暴发的水痘;带状疱疹病毒进行基因特征分析( 方法9对采集到的患者

疱疹液用2EKf8 细胞进行病毒分离!用水痘;带状疱疹病毒标准血清鉴定病毒分离株!并通过聚合酶链反应 ;限

制性片段长度多态性分析$ K̀EfEVS̀%和序列测定对分离到的病毒进行基因特征分析( 结果9从采集的 8 份疱疹

液标本中均分离到导致细胞病变的病毒!经水痘;带状疱疹病毒标准血清中和鉴定!证实为水痘;带状疱疹病毒&

对分离病毒的cEV!!'$<'8%'D!'D< 等不同区段进行 K̀EfEVS̀ 或序列测定结果显示#所有分离到的水痘;带状疱

疹病毒均为j基因型野毒株$JZ/

!

阳性! (̀_

!

阳性!+>*

!

阳性%&糖蛋白=中 $J$ 抗原决定簇的第 78" 位氨基酸未

发现类似北美4N4f2+ 株̀或4N4fJK株的碱基突变( 结论9 此次水痘暴发是由j基因型水痘;带状疱疹病毒野

病毒引起( 有 %737H的患者曾经接种过水痘疫苗!初免失败或者抗体水平下降可能是造成水痘突破的原因( 因此

有必要对病毒基因特征及水痘疫苗免疫策略进行进一步的研究(

关键词!9水痘;带状疱疹病毒& 暴发& 免疫策略& j基因型
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HXH!A*>;>R)A&'4 5#J1#'02'9 <#-/+-%#4 +' /-&9%#',M>R!!! $<! 8%! D! &'4 D< +/HXH9#'+%#57+Q#4 ,7&,&..,7#

25+.&,#4 HXHQ#-#Q2.4 5,-&2'5+/9#'+,$<#E$C9.
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!

X!D%&

!

X%!HXH;6DA+-HXH;C*;.2B#9#'#,20%1,&,2+' 2'

&',29#'204#,#-%2'&',$C$ +/9.$0+<-+,#2' @Q&5'+,/+1'4 2' ,7#5#HXH25+.&,#5!0+,7-81*+,9F725+1,3-#&B +/0720B#';
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99水痘 ;带状疱疹病毒 $4*-'1)//*fe5(_)-.'-,(!

4N4%属于疱疹病毒科$P)-Y)(.'-'C*)%

$

亚科!目前

被正式命名为人疱疹病毒 $ 型$B,>*0 B)-Y)(.'-,(

$! PP4f$%( 水痘;带状疱疹病毒是水痘和带状疱

疹的病原体( 水痘是儿童期常见的疾病之一!传染

性强!在出疹性疾病中水痘的传染性仅次于麻疹!

多见于 7" 岁以下儿童( 典型的临床表现是发热及

水疱样皮肤损害!重症者可并发肺炎及神经系统病

变)7*

( 原发感染后病毒在体内持续存在以及多年

后病毒复活引起带状疱疹是该病毒重要的生物学

特性( 减毒活疫苗 c[*能为大部分接种者提供有

效的保护!7##8 年该疫苗在美国注册'被推荐使用!

上海自 7##D 年开始推广使用水痘疫苗( !""T 年 7"

月在上海市某小学内发生水痘暴发!其中 %737H的

患者在出生后 $ I% 年内曾经注射过国产或者进口

水痘疫苗( 为了对其进行进一步的研究分析!对部

分病例采集疱疹液进行病毒分离!并对分离到的病

毒进行基因特征分析(

!"材料与方法

7379病例来源9病例来自国家疾病报告管理系统'

学校卫生老师向疾病预防控制中心的报告(
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73!9实验室检测

73!379标本采集9暴发点标本均采集于临床诊断

为水痘的患者!用无菌注射器采集患者水疱液!每

位患者至少采集 8 I7" 个水疱的水疱液!采集到的

水疱液放 "38 >/水痘保存液中! ;<" k冻存(

73!3!9病毒分离与鉴定

73!3!379病毒分离9取 !""

%

/疱疹液标本!接种

到长满 T8H I#"H单层的 2EKf8 细胞上$上海生

物制品研究所提供%!同时设立细胞阴性对照!8H

Kc

!

培养箱中 $D k培养!每天观察并记录细胞病变

$1?_5Y*_B'1)bb)1_(! K̀=%! K̀=达到细胞单层的

XXXIXXXX时收获'冻存病毒$ ;<" k保存%!收获的

病毒继续扩增一代用于病毒滴定鉴定( 如无 K̀=!

则在第 T 天收获培养液!盲传 ! 代!仍为阴性者

弃去(

73!3!3!9c[*疫苗株阳性对照病毒9葛兰素史克

减毒活疫苗$4*-'/-'@!S5_# L4GEJ77DGG%!按照疫

苗使用说明书!取 "38 >/稀释液溶解疫苗!然后取

!""

%

/接种于长满单层的 2EKf8 细胞!K̀=达到

XXXIXXXX时收获冻存病毒(

73!3!3$9病毒鉴定9对分离株病毒的病毒悬液7l7"

稀释!取 $""

%

/病毒稀释液与等体积水痘 c[*株多

克隆抗体$T k中和7 B!同时取$""

%

/病毒稀释液与

等体积含 %H小牛血清维持液 $T k预混 7 B(

取 !""

%

/中和或预混后的液体接种到长满单层的

2EKf8细胞上!在 8HKc

!

培养箱吸附 #" >'0 后加含

!H小牛血清维持液连续观察 < C!用亚甲基蓝染料对

空斑染色后读取空斑数( c[*疫苗株阳性对照做同

样处理!同时设立细胞阴性对照( 中和指数 中̂和病

毒滴度$ V̀aW>/%W未中和病毒滴度$ V̀aW>/%(

73!3$9 K̀EfEVS̀9按照说明书操作!使用 hQGZ)0

试剂提取病毒核酸$hQGd=6! P'/C)0! d)->*0?%&使

用水痘;带状疱疹病毒特异性引物扩增病毒不同

基因片段!并对扩增产物进行限制性酶切分析)!*

!

引物序列及所用的限制性内切酶见表 7( 聚合酶链

反应$ K̀E%均采用 8"

%

/反应体系#d5:*Zd-))0

2*(_)-2'@!8

%

/$ -̀5>)Z*! 2*C'(50! OQ! a+G%!上

下游引物各 7

%

/!&6G模板 !

%

/!去离子水 !7

%

/(

反应条件为##D k预变性 78 >'0!#% k变性 7 >'0!

8" k退火 %8 (!T! k延伸 7 >'0!共 $! 个循环!最后

T! k延伸 T >'0( $GJQ#T"" K̀E仪!美国%( 实验

设立试剂空白对照!取 8

%

/̀KE产物用 !3"H琼脂

糖凝胶电泳分析结果( 取 !"

%

/的 K̀E产物分别与

!" a的 +>*

!

'JZ

%!

或者 (̀_

!

$ -̀5>)Z*! 2*C'(50!

OQ! a+G%进行限制性酶切分析!$T k$JZ/

!

和 (̀_

!

%

或 !8 k$+>*

!

%过夜!加入 ! 倍体积的无水乙醇使酶

切产物沉淀!用 7"

%

/:=缓冲液重悬沉淀!8HI!"H

的梯度 G̀d=胶电泳$78" 4!<" >'0%( 使用 YB'L7T%

&6GWP'0b/&)YB5(YB5-?/*_)C 2*-[)-(作为分子大小指

示剂$ -̀5>)Z*! 2*C'(50! OQ! a+G%(

73!3%9序列测定和分析9对 Y!!E7bWY!!E7-和

cEVD<VWcEVD<E7 引物对扩增产物进行序列测定

$由上海基康生物技术有限公司完成%( 序列校正

整理使用 +)m,)01B)-软件$4)-('50%3"38%(

#"结果

!379流行病学特征9此次水痘暴发发生于上海市

某民办小学!涉及 $ I8年级共 !" 个班( 首例患者出

现于!""T年7"月!#日!末例发生于!""T年7!月!T

日( 首发病例出现一周后出现发病高峰$77 月 T ;78

日%!此时恰逢学校运动会彩排!共发生病例 %$ 例(

本次暴发共报告病例 T$ 例!所有病例年龄中位数为

#3T岁$<37 I7"3<岁%!男'女生性别比为 7l7(

!3!9病毒分离和鉴定9采集的 8 份疱疹液在接种

表 !" 引物序列及限制性内切酶

L(:-6!"=;*B6;16W86,761(,4;61);*7)*+,6,4+,87-6(16

编号 名称 序列 $8nI$n% 扩增区域 扩增产物长度 $UY% 限制性内切酶

7

R̀4SDa ::KKKGKKdKddKGKGGGKG

R̀4S7S dd::dK:dd:d::ddGKdKd

cEVD! !D< +>*Q

!

6/* ddGGKKKK:dKGKKG::GGG

V5[ :KKK::KG:dKKKd::GKG:

cEV8% !!! JZ/Q

$

(̀_G ::dGGKGG:KGKdGGKKd::

(̀_J Kddd:dGGKKd:G::K:dGd

cEV$< $8" (̀_Q

%

Y!!E7b ddd::::d:G:dGdKd::dd

Y!!E7- KKKKKdGdd::Kd:GG:G:K

cEV!! 8%D W

8

$7%

cEVD<V GdGGKdKGKGKdGGKGKKG:

cEVD<E7 :KKdK::KK::K::GKK::d

cEVD< %#< W

99注# $7%#&)('Z0)C U?*,_B5-
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2EKf8 细胞后!其中 % 份标本在接种第 7 代 ! I$ 天

后出现典型规律病变$K̀=%!感染细胞融合形成多

核巨细胞!在第 8 天 K̀=达到XXIXXX后收获!接种

第 ! 代的第 7 I$ 天出现 XXXIXXXX的细胞病变后

收获用于鉴定&另一份标本接种第 7 代为阴性!接种

第 ! 代的第 ! 天出现典型 K̀=( 选择其中的 $ 株病

毒用水痘 ;带状疱疹病毒 c[*株多克隆抗体进行

鉴定!均为水痘;带状疱疹病毒!见表 !(

表 #"病毒鉴定结果

L(:-6#" H618-)+/*1+-()61*46,)*/*7()*+,

标本编号
中和病毒滴度

$ V̀aW>/%

未中和病毒滴度

$ V̀aW>/%

中和指数

7% $"" 7!"" "3!8

7< !"" 7!"" "37T

7# 7#"" !<"" "3DT

4*11'0)(_-*'0 7<"" !<"" "3D%

99注#$ 份标本中和指数均
$

!3"!可以证明分离到的病毒株为水

痘;带状疱疹病毒

65_)# 4'-,('(5/*_)(i)-)4N4iB'/)_B)0),_-*/'e*_'50 '0C)@'(

(>*//)-_B*0 !3"3

!3$9 K̀EfEVS̀9琼脂糖电泳图片显示 $图 7%!

R̀4SDaẀR4S7S'6/*WV5[ 和 (̀_GẀ(_J引物对均

获得单一的特异的目的条带( 8HI!"H的梯度

G̀d=电泳结果显示$图 !%# R̀4SDaẀR4S7S引物

对的扩增产物被限制性内切酶 +>*

!

切割成 $ 部分

$78$ UY'T# UY'$D UY%!也就是说只有 ! 个 +>*

!

酶

切位点&JZ/

!

和 (̀_

!

将 K̀E扩增产物分别切割成

! 部分$7$T UY'<8 UY 和 !8" UY'7"" UY%( 因此!所

有病毒分离株均为水痘 ;带状疱疹病毒野毒株!且

JZ/

!

和 (̀_

!

酶切结果均为阳性(

!3%9序列分析9所有分离株的cEV!!部分区域序列

与c[*亲本株$d)0J*0[ G11)(('50 653GJ"#T#$$%序

列完全一致!属于j基因型)$*

( cEVD<部分区域序列与

原型株&,>*(株$d)0J*0[ G11)(('50 653L"%$T"%和

c[*亲本株序列完全一致&糖蛋白=中 $J$ 抗原决定

簇的第 78" 位氨基酸未发现类似北美 4N4f2+`株

$d)0J*0[ G11)(('50 653GM8%<7T"% 或 4N4fJK株

$d)0J*0[ G11)(('50 653GM8%<7T7%的碱基突变(

2为分子质量标准!7"" UY的&6G梯度$ -̀5>)Z*! 2*C'(50! OQ! a+G%&JK为空白对照$&6G模板提取自2EKf8 细胞对照%&其他为标本

图 !"=0H扩增产物电泳结果

9*E8;6!" C-67);+D?+;6)*7;618-)+/=0H(BD-*/*7()*+,D;+487)1

2为分子质量标准$ -̀5>)Z*! 2*C'(50! OQ! a+G%

图 #"H9X=酶切产物 YZ [#%Z梯度=2UC电泳结果

9*E8;6#" C-67);+D?+;6)*7;618-)+/H9X=D;+487)1P*)?YZ )+ #%Z E;(4*6,)=2UCE6-1
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$"讨论

过去对 4N4的鉴定主要是通过限制性酶切的

方法!而且需要从坏死组织中培养到 4N4病毒(

G-Z*i等)%*鉴定了c[*疫苗株及其母本毒株cEVD!

中的序列变异!并将这些资料作为 K̀EfEVS̀ 方法

的基础( S5Y*-).等)!*建立了一种新的方法鉴定和

区别 4N4野毒株和减毒疫苗株 c[*!用 +>*

!

对

cEVD! 扩增产物进行酶切!能够对毒株进行准确鉴

定#疫苗株中有 $ 个 +>*

!

酶切位点!其他毒株中只

有 ! 个( 该方法准确的将c[*疫苗株和流行于 D 个

洲的4N4野毒株区别开来!而且该方法将日本野毒

株和疫苗株更好的区别开来( 通过对 cEV!! 内

%%T UY单一可变的短&6G序列进行分析)$*

!S5Y*-).

等)!*鉴定了4N4的 $ 个主要基因型#与欧洲参考株

&,>*(在cEV!! 几乎完全同源的毒株定义为欧洲

=基因型&所有的日本分离株定义为日本j基因型!

j基因型与=基因型偏离最大&其余的毒株兼有 =

和j基因型的变异!因此被定义为 2基因型( 2基

因型的毒株中还发现了 ! 个主要的型间变异!这表

明2基因型可能进一步划分成不同的基因型!从中

国华南地区 $ +5,_B KB'0*%临床标本中检测到的

4N4被鉴定为 2! 基因型( +1B>'C_fKB*0*('_等)8*

对坦桑尼亚水痘 ;带状疱疹病毒流行株的基因分

析证实了27 基因型的存在( 本次水痘暴发中分离

到的水痘 ;带状疱疹病毒经过限制性酶切分析和

序列测定证实为#j基因型野毒株$JZ/

!

阳性! (̀_

!

阳性!+>*

!

阳性%( 但是仅靠此次研究尚不能证实

在上海市区域内是否存在其他基因型水痘 ;带状

疱疹病毒的流行!有待进一步的研究( 本次结果证

实!仅靠限制性内切酶 +>*

!

对 cEVD! 的分析就可

以判断水痘分离株是野毒株还是疫苗株!该方法比

cEV8%fcEV$< 分析方法简单快捷且费用低!通过对

cEV!! 的基因分析可以判断病毒分离株的基因型(

水痘;带状疱疹病毒基因稳定!本研究中没有发现

类似北美株4N4f2+ 和̀4N4fJK的点突变!该突变

可能只是个例或者病毒复制过程中的一个偶然

发现(

美国自从 7##D 年在 7! I7< 月龄儿童中开展常

规接种以及为所有大于 7$ 岁的易感者接种以来!水

痘疫苗预防了 #8H以上的发病( 另外!美国耶鲁医

学院曾经报告!水痘疫苗的效果在接种 7 年后显著

降低!水痘疫苗接种后第 7 年的有效率为 #TH!而

在接种后第 ! I< 年!有效率仅为 <%H

)D*

(

最近的一些研究表明!与大年龄免疫接种比

较! \78 月龄儿童的免疫接种可能与水痘的发生率

增高有关!这个观点仍有待证实)T*

( 有报道!在接

种年龄
"

78 月龄的儿童中!接种后第 7 年内的有效

率为 ##H!显著高于 78 月龄以下的幼儿$T$H%!但

接种年龄并不影响接种 7 年以后的效果)D*

( 健康

青少年与成人接种后抗体与细胞免疫应答不如健

康儿童强!而与免疫抑制的白血病儿童相仿( 本次

水痘暴发中!病例中有既往水痘疫苗接种史者占

%737H$$"WT$%!除一名患者是在 % 岁 D 个月时接种

外!其余患者接种疫苗在 7# I$" 月龄( 初免失败或

抗体水平下降可能是接种者再次感染的原因(

7 I$ 岁儿童是水痘 ;带状疱疹病毒最为易感

的人群& \78 月龄幼儿接种效率较低&水痘疫苗的

作用已经被证实!但是接种一年以后免疫水平显著

下降( 考虑到上述 $ 个因素!笔者建议学龄前儿童

有必要进行 ! 剂次接种#除在 ! I$ 岁进行第一次免

疫接种外!还应该在接种后 D I7" 周进行第二次接

种!以加强免疫效果(
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