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　　【摘要】　目的　了解 B型流感病毒广州分离株的分子流行病学背景和中国大陆地区该病毒的流行情况。方

法　从疑似流感患儿身上取样 ,经荧光定量 RT - PCR检测证实为 B型流感病毒 ;应用 RT - PCR方法扩增出该株

病毒的 HA片段 ,将该片段克隆到 T克隆载体测序后进行序列分析 ;从 Genbank中提取中国内地不同时间的 HA

基因序列和国际代表株序列 ,应用系统发育分析软件建立 HA基因的系统发育树并进行进化分析。结果　软件分

析表明广州株 HA片段长 1 882 bp,编码 584个氨基酸 ,新分离的 B型流感病毒广州株在分类上属于 Yamagata系 ;

从 20世纪 80年代末期开始 ,中国内地流行的 B型流感病毒分别属于 V ictoria系或者 Yamagata系 , 20世纪 90年代

和 21世纪初同时存在 V ictoria系和 Yamagata系的流行。结论　广州地区 2007年存在 B型流感病毒 Yamagata系

的流行 ,中国大陆地区 20世纪 90年代和 21世纪初 V ictoria系和 Yamagata系 B型流感病毒的流行比例相当 ,时间

规律不明显。

【关键词】　B型流感病毒　HA　系统进化分析

　　B型流感病毒是分节段的单股负链 RNA病毒 ,分

类学上属于正黏病毒科。B型流感病毒能引起人类呼

吸系统疾病。病毒的感染过程最早是由病毒表面的

HA蛋白结合到宿主细胞表面的唾液酸受体开始的本

实验室 2007年 7月分离到一株流感病毒 ,经荧光 PCR

方法检测证实为 B型流感病毒 ,命名为 B /Guangzhou /

01 /2007。为了阐明这株病毒的分子流行病学背景 ,首

先对其 HA片段进行了测序。同时为了解中国大陆 B

型流感病毒的流行病学和 B /Guangzhou /01 /2007株同

其他毒株的遗传学关系 ,对其进行了序列比对和遗传

进化关系分析。

1　材料与方法

1. 1　细胞及病毒分离所用试剂和溶液　狗胚肾细胞

株 (MDCK)为广州市儿童医院中心实验室保存 (来自美

国 ATCC) ;无血清细胞培养基 DMEM、细胞消化液 0.

25%胰酶 - EDTA、缓冲液 PBS(pH 7. 4)为 Invitrogen公

司产品 ;胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公

司。细胞生长液为体积分数为 10%胎牛血清的 DMEM,

细胞维持液为体积分数为 2%胎牛血清的 DMEM。

1. 2　质粒和菌株　pMD18 - T Vector购于大连 TaKa2
Ra公司 , E1coli DH5ɑ由本实验室保存。

113　主要试剂　B型流感病毒荧光定量 RT - PCR检

测试剂盒购自广州华银医药科技有限公司 ; M iniBEST

V iral RNA /DNA Extraction Kit、反转录试剂盒 Prime2
Scrip t

TM
One Step RT - PCR Kit、Taq DNA Polymerase、

DL2 000均为 TaKaRa公司产品 ;质粒小量提取试剂盒

Plasm id M ini Kit、凝胶回收试剂盒 Gel Extraction Kit购

自 OMEGA公司 ;引物合成和测序由上海英骏生物技

术有限公司完成 ;其他试剂为分析纯产品。

114　方法

11411　病毒的分离　用消毒干棉签一支在患者咽腭弓
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处轻拭一圈 ,置于含双抗的 DMEM培养基中 , 4℃静置 2

h,取 200μl上清与 MDCK细胞吸附 2 h后 ,再加 800μl

细胞维持液促进细胞生长 , 48 h后进行细胞血凝鉴定。

细胞培养条件为 : 33℃普通细胞培养箱中进行培养。

11412　病毒 RNA的抽提　参照 TaKaRa M iniBEST V i2
ral RNA /DNA Extraction Kit Ver1 310的说明书进行 :取

250μl细胞培养上清 ,加入 115 m l离心管中 ,经过 So2
lution A、Solution B和 DB Buffer处理后将上清 850μl

转移至 Sp in Column中 ,离心弃滤液后加入 500μl

R inse A,离心弃滤液后加入 500μl R inse B,离心后弃

滤液 ;将 Sp in Column安置于新的 115 m l的离心管上 ,

在 Sp in Column膜的中央加入 30μl Elution Buffer,离心

洗脱病毒 RNA,置 - 80℃保存备用。

11413　荧光定量 RT - PCR　根据广州华银医药科技

有限公司的 B型流感病毒荧光定量 RT - PCR检测试

剂盒操作说明书进行病毒基因检测 ,荧光定量 RT -

PCR反应条件为 :第一步 : 37℃ 25 m in; 94℃ 2 m in;第

二步 : 94℃ 15 s, 55℃ 15 s, 72℃ 20 s, 5个循环 ;第三

步 : 94℃ 5 s, 55℃ 35 s, 40个循环。荧光素设定为

FAM,在反应程序的第三步 55℃末检测荧光强度。

11414　引物设计与合成　参照 HOFFMANN等 [ 1 ]的方

法 ,通过 DNAStar 510软件进行序列比对 ,利用 Primer

Prem ier 510根据发夹结构、引物二聚体、碱基错配、引

物平衡等原则计算机辅助设计了用于扩增 HA全长片

段的特异性引物 ,合成的引物干粉均用无菌水配置成

20μmol/L,作为标准浓度使用。序列如下 :

HAS: 5′- TATTCGTCTCAGGGAGCAGAAGCAGAG2
CATTTTCTAATATC - 3′

HAA: 5′- ATATCGTCTCGTATTAGTAGTAACAAGAG2
CATTTTTC - 3′

11415　一步法 RT - PCR　参照 PrimeScrip t
TM

One Step

RT - PCR Kit说明书进行。RT - PCR反应体系为 : 10 ×

One Step RT - PCR Buffer 5μl、dNTP M ixture (10 mmol/L

each) 2μl、RNase Inhibitor (40 U /μl) 1μl、PrimeScrip t

RTase 015μl、Ex Taq HS(5 U /μl) 1μl、上游引物 1μl、

下游引物 1μl、模板 2μl,用 RNase Free dH2O补齐至 50

μl。RT - PCR条件为 : 50℃ 50 min, 94℃ 5 min, 94℃ 30

s、58℃ 30 s、72℃ 3 min,共运行 25个循环 , 72℃ 10 min。

PCR反应结束后取 5μl电泳检测。

11416　HA片段的克隆和测序　参照 OMEGA公司的

Gel Extraction Kit说明书进行目的片段的胶回收纯化 ,

按照常规方法与 pMD18 - T Vector连接 ,连接产物转

化 E1coli DH5ɑ感受态细胞。将转化菌涂布于含 Amp

的 LB平板 , 37℃培养过夜。根据 Amp抗性初步筛选

阳性转化菌。从平板上挑取数个单菌落分别接种于 3

m l含 Amp的 LB液体培养基中 , 37℃振荡培养过夜。

参照 OMEGA公司的 Plasm id M ini Kit说明书进行质粒

的小量抽提 ,用引物 HAS和 HAA进行 PCR鉴定 , PCR

条件为 94℃预变性 5 m in, 94℃变性 30 s、58℃退火

30 s、72℃延伸 3 m in,共运行 25个循环 , 72℃延伸

10 m in。PCR反应结束后取 5μl行琼脂糖凝胶电泳检

测。将阳性重组质粒命名为 pMD - HA,选取 3个克隆

送测序公司测序。

11417　测序结果的拼接和序列分析 　利用 DNAStar

510的 SeqMan软件对所有的测序结果进行修订和装

配。利用 SignalP 310 Server ( http: ∥www1cbs1dtu1dk /

services/SignalP / )和软件 Anthep rot 2000 V610进行信

号肽的分析和预测、NetNGlyc 110 Server ( http: ∥

www1cbs1dtu1dk / services/NetNGlyc / )进行 N -型糖基

化位点预测。序列比对采用 ClustalX1183软件 ,用

MEGA410软件进行进化分析 [ 2 ]。国内参考毒株为随

机选择 ,包括完整的 HA1区域 ,其中 20世纪 70年代 5

株、80年代 8株、90年代 23株、21世纪初 9株 ;国外参

考株为 B /Lee /40、B /Yamagata /16 /88、B /V ictoria /2 /

87。利用病毒分子进化分析软件 MEGA 410的泊松修

正模型 ,对 HA基因进行遗传图谱分析 ,进化树经过 1

000次复制的自检并在 Tree Exp lorer软件中进行显示

和编辑。同时绘制了辐射状的进化树 (图略 ) ,来更加

形象了解各毒株 HA的遗传进化关系。

2　结果

211　病毒株的获得　临床样品经荧光定量 RT - PCR

检测后证实为 B型流感病毒 (见图 1) ,样品的 Ct值为

22148。接种的细胞出现细胞病理变化 ,将分离到的 B

型流感病毒命名为 B /Guangzhou /01 /2007。

圆形 :样品 ;方形 :阳性对照 ;三角形 :阴性对照

图 1　荧光定量 RT - PCR检测结果

2. 2　HA片段的 RT - PCR扩增　提取细胞培养物上

清病毒 RNA,经 RT - PCR扩增得到一条接近 2 kb的

片段 (见图 2) ,与理论预期相符合。

2. 3　pMD18 - HA阳性重组质粒的鉴定和测序　目的

片段回收后与 pMD18 - T Vector连接转化 ,得到多个

阳性克隆。PCR鉴定得到一条接近 2 kb的片段 (见图

3) ,与理论预期一致。

2. 4　HA序列分析　HA片段全长 1 882 bp,软件分析

表明 , ORF位于 nt34 - 1 788,长 1 755 bp, HA编码 584

个氨基酸。将 HA序列已提交到 NCB I数据库 ,登录号
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EU305614。HA编码的前 15个氨基酸为信号肽序列。

共有 10个潜在的 N -型糖基化位点 ,分别位于 40, 74,

160, 182, 211, 318, 347, 532, 545, 577位点上 ,其中 7个

位于 HA1上 , 3个位于 HA2上。

由进化树可以看出 ,新分离的毒株属于 Yamagata

系 ,说明广州存在 Yamagata系流感 B毒株的流行。该

毒株与 B /W uhan /2 /2001进化关系最近 , DNAStar软件

分析表明 ,同源性达到 9817% ,编码氨基酸同源性则

达到 9813%。中国大陆流行的毒株从 20世纪 80年代

末期开始也分别属于 V ictoria系或 Yamagata系。所选

的参考毒株中 , 90年代的有 23株 ,其中 10株属于 V ic2
toria系 , 13株属于 Yamagata系 ; 21世纪初的有 11株 ,

其中 5株属于 V ictoria系 , 6株属于 Yamagata系 ,说明

每个年代中 ,在中国同时流行有两个种系的病毒 ,而且

比例相当 ,病毒流行的时间规律不明显。

3　讨论

B型流感病毒是分节段的单股负链 RNA病毒 ,分

类学上属于正粘病毒科。B型流感病毒能引起人类呼

吸系统疾病。病毒的感染过程最早是由病毒表面的

HA蛋白结合到宿主细胞表面的唾液酸受体开始的。

根据 HA基因的种系分化差异 ,从 1983年开始 , B型流

感病毒分化成两大系别 [ 3 ]
,一个是以 B /V ictoria /2 /87

株为代表的 V ictoria系 ,另一个是以 B /Yamagata /16 /88

为代表的 Yamagata系 ,并且两个系别的病毒株在遗传

和抗原水平上是不同的 [ 4 ]
,针对两个系别的毒株产生

的抗体之间没有交叉保护 [ 5 ]。在一定的时间和一定的

地区 ,两个系别的病毒会有一个是主要流行株 [ 6 ]。所

以 B型流感病毒疫苗株的选用要根据当时当地毒株的

流行情况来决定。B型流感病毒在世界范围内的流行

也在发生着变化。Yamagata系在 90年代的流行范围

严格地局限于亚洲 ,但是从 2001年开始在世界的许多

地方出现 [ 7 ]。1991年以来 , V ictoria系毒株很少从非

洲、美洲和欧洲分离到 ,但却是亚洲一些国家的主要流

行株 [ 8 ]。但 2001～2002年 V ictoria系毒株越来越多的

在亚洲之外的地方分离到 ,以至于 WHO推荐在 2002

～2003年全球都用 B /Hong Kong/330 /01 (V ictoria系

的一个毒株 )作为疫苗株 [ 9 - 10 ]。

本研究自临床疑似流感病例身上分离到病毒 ,经

荧光定量 RT - PCR检测为 B型流感病毒 ,细胞培养出

现细胞病理变化 ,并最终经测序确定为 Yamagata系 B

型流感病毒 ,三者结果一致。测得的广州流行株 HA

片段序列提交到 NCB I数据库 ,登录号 EU305614,本实

验室对该株病毒做了保种。

流感血凝素是流感病毒的主要抗原之一 ,功能是

与细胞表面病毒特异性受体结合 ,介导病毒外膜与细

胞内小体膜融合释放病毒核衣壳进入胞浆 ,以及刺激

集体产生中和性抗体 ,是主要的保护性抗体 [ 11 ]。并且

HA基因在持续不断和快速地发生突变。因此 HA基

因的变异程度对流感 B的抗原性有重要影响。流感 B

不像流感 A,它没有亚型的区别 ,但是根据 HA基因的

种系发育关系 , B型流感病毒分为 V ictoria系和 Yama2
gata系 ,两个系别的病毒株产生的抗体之间没有交叉

保护。预防流感 B需要不同的疫苗。本研究发现 ,广

州地区 2007年存在 Yamagata系毒株的流行 ,并且 B型

流感病毒的流行时间规律不明显 ,希望对广州地区流

感 B疫苗的选用提供参考。
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