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国内首次自患者标本中同时分离的登革 ! 型和 " 型病毒的鉴定

于 曼 彭文明 范宝昌 邓永强 秦鄂德"

（军事医学科学院微生物流行病研究所 北京 %$$$C%）

摘 要：采用间接免疫荧光方法，检测患者血清标本中的抗登革病毒 DEF 和 DEG 抗体；同时将病人急性期血清接种

H"I@"细胞进行病毒分离。从分离的病毒悬液中提取 J0K，进行 J13LHJ 扩增和序列测定。结果显示，该患者血清

中存在抗登革病毒的 DEF 和 DEG 抗体。从病人血清中分离的病毒，经 J13LHJ 和序列测定证实为登革 # 型和 @ 型病

毒的特异序列。表明该患者为登革 # 型和 @ 型病毒混合感染。
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登革热是由登革病毒（*+9E>+ N7/><+ *50）引起，

经蚊媒传播的急性传染病。多发生于热带和亚热带

地区。登革病毒有 ! 个血清型，为单股正链 J0K 病

毒，是黄病毒科的重要成员。登革热传播迅速，发病

率高。近年来，因全球气候变暖，旅游业的快速发

展，境内外交往日益频繁等因素，该病已波及全球近

# O @ 的地区，受害人数达 % 亿多。尤其是近几年，美

国、南美洲和东南亚地区及我国台湾、东南沿海一

带，连续暴发流行登革热，病死率逐年呈增长趋势。

人对登革热普遍易感，受感染蚊叮咬后，通常经过 ?
P 2: 的潜伏期。登革热多为单一型病毒感染，而两

型以上同时感染者较少见，目前国内尚未见报道。

#$$@ 年 % 月份，北京协和医院送来疑似登革热患者

血液标本一份。本实验室对该病人血液标本进行了

病毒分离及相关检测，证实该患者为登革病毒 # 型

和 @ 型感染。这是国内首次发现登革病毒两个型同

时感染的病例。

# 材料和方法

#$# 材料

#$#$# 细胞株：白纹伊蚊 H"I@" 传代细胞，由本研

究所细胞库提供。该细胞生长于含 %$Q小牛血清

的 JLFD %"!$ 培养基（GDRHSIRJT）。

#$#$! 临床标本的来源及患者相关资料：该患者男

性，@" 岁，工程师。于 #$$# 年 # 月去斯里兰卡工作，

同年 %$ 月份曾患疑似感冒 % 次。#$$@ 年元月 #$ 日

返京，## 日发病，体温 @2M!U，伴随关节疼痛，全身

除面部、颈部及掌部外均出现红色丘疹，至采血时高

热不退。同年元月 #" 日到医院就诊并采血送检。

#$#$" 酶与试剂：KF& 反转录酶，J06<79，:01L<，
*11，V3G6( 和 DL1G 为 L/’-+E6 公司产品。J0K 提

取试剂盒（W76E+9 J0+6<B -797 X7Y）为 W76E+9 公司产

品。采用的登革病毒间接免疫荧光检测试剂盒，由

本实验室制备。

#$#$% 菌株：大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）*Z?!由本

室保存。

#$! 间接免疫荧光检测

取病人血清 %：%$ 稀释后，于 ?"U @$-79 灭活，

再按 % [#$、% [@$、% ["$、% [ 2$、% [ %#$ 和 % [ %"$ 稀释，然

后将稀释好的病人血清分别滴加到 *50%、#、@ 和 !
型的抗原片上，@CU 温育 "$-79，经冲洗晾干后滴加

荧光 标 记 的 羊 抗 人 DEF 和 DEG 抗 体，@CU 培 育

@$-79，然后冲洗晾干，荧光显微镜下观察结果。

#$" 登革病毒的分离

取病人的血清，经除菌处理后，适当稀释，然后

接种 H"I@" 细胞单层（4" 孔板）。放置 @CU HS#（?Q
HS#）温箱吸附 "$-79。补加维持液 %$$"T 后，再放

@CU HS# 温箱培养。逐日观察细胞病变（HBY’\6Y=7,
+]]+,Y，HL5）。当产生病变的细胞达 ?$Q（ ^ ^ ）P
%$$Q（ ^ ^ ^ ^ ）时，收取培养上清液于 A C$U存放

待用，或直接用于病毒的传代。

#$% 病毒 &’( 提取和 &)*+,& 扩增

! 个型登革病毒通用引物和各型特异引物按

0GH 参考株（G+9R69_ 号为 F#4$4?）序列设计。通用



引物为 !"#$$$%%&’&’’&%%’&’$%#("（上游）和 !"#
’%’%’%%%$&%&’%$$’$#("（下游）；登革 ) 型病毒引

物：!"#&&$&%&$’’$$$&’&’’$%$&#("（上 游）和 !"#
%&%%’&$$%%$’&$%’%%’$&#("（下游）；* 型病毒引

物：!"#%’&$$%$’%’’&$$%$&&$&#("（上 游）和 !"#
&&%%’&%$%%$’$$%’%%#("（下游）；( 型病毒引物：

!"#%’&$&%$’’$’%$$%$$$%&#("（上游）和 !"#$&%’#
’&%$%&$%’%%#("（下 游）；+ 型 病 毒 引 物：!"#%’#
&$%’&&$’’%$&&$$&&$&#("（ 上 游 ）和 !"#’&%’’#
&$$%’&’&$$$%%’$&#("（下游）。上述引物均由上

海生工生物工程有限公司合成。病毒 ,-$ 提取和

,’#.%, 扩增均按文献［)］的方法进行。

!"# 序列测定

将纯化的 ,’#.%, 扩增产物克隆至载体 /&01#
’，然后转化 ! 2 "#$% 34!!，于含 5.’& 和 6#&78 的 9:
平板上挑取白色菌株，提取质粒。经 .%, 扩增鉴定

后，进行登革病毒基因组序列测定。序列测定由上

海生工生物工程有限公司完成。运用 3-$;’$, 软

件进行序列比较分析。

$ 结果和讨论

$"! 病人血清病毒分离

本研究首先对患者的血清中是否存在登革病毒

进行了病毒分离。取患者血清经除菌处理后，作适

当的稀释，取 )<"9 接种 %=>(= 细胞单层进行病毒分

离。接种后第 ( 天，被接种的 %=>(= 细胞产生了细

胞病变（%.0），其 %.0 呈现登革病毒特有的特征，与

同种属的乙脑和西尼罗病毒明显不同。初起细胞圆

缩堆积、融合，然后形成空泡和网状结构（图版##
$#?）。第 +、! 天时 %.0 达 )<<@时，收取培养液，再

连续传 * 代。传代的病毒均能在第 ( 天产生 %.0，

表明分离的病毒能稳定传代。

$"$ 抗登革病毒 %&’ 和 %&( 抗体检测

与此同时，我们又进行了登革病毒特异抗体的

检测。采用由本实验室制备的登革病毒间接免疫荧

光检测试剂盒对患者的血清分别进行 5A1 和 5A& 抗

体检测。检测结果显示，病人血清与登革 *、( 和 +
型病毒呈阳性反应，但与登革 ) 型病毒为阴性反应。

登革 * 型 5A1 抗体效价为 ) B C<，5A& 抗体效价 ) B )=<
（图版##:#7，?）。登革 ( 型 5A1 抗体效价 ) B =<，5A&

抗体效价大于 ) B)*<（图版##:#D，E）。登革 + 型 5A1
抗体效价 ) B=<，5A& 抗体效价 ) B )*<。表明病人血清

中同时存在多种型别的登革病毒抗体，揭示可能被

多个型别的登革病毒感染。

$") *+,-.* 检测和序列分析

在上述结果的基础上，为进一步确定所分离的

病毒是登革病毒的哪一型别，取上述分离的病毒悬

液提取 ,-$ 后进行 ,’#.%, 扩增检测。首先采用登

革 + 个 型 病 毒 的 通 用 引 物 扩 增 出 一 条 分 子 量 为

*(C?/ 条带，其大小与预期的结果一致（图 )#$）表明

分离的病毒为登革病毒。为进一步鉴定所分离的登

革病毒的型别，又分别用登革 )、*、( 和 + 型的特异

引物进行扩增。图 )#: 显示，采用登革 )、+ 型引物

未扩增出任何条带，而用 * 型和 ( 型引物则分别扩

增出大小为 ))F 和 *F<?/ 的条带，表明所分离的毒

株为 * 型和 ( 型病毒。进一步对扩增产物进行核苷

酸序列测定的结果显示，这两个扩增片段分别为登

革 * 型和 ( 型病毒的相应序列。将这两个片段的序

列分别与登录 &GH:7HI 的登革 * 型病毒 -GJ &KLHG7
%（-&%，3<<(+=）株和登革 ( 型病毒 4CM（1F()(<）株

的基因组序列比较，其同源性均为 FC@（图 *）。表

明所分离的毒株为登革 * 型和 ( 型病毒。

图 ! 分离病毒的 *+,-.* 扩增结果

NLA2) $O/8LPLD7QLRH RP LSR87QGE TLUKSGS ?V ,’#.%,

$：$O/8LPLD7QLRH RP EGHAKG ) W + TLUKSGS JLQX DRHSGUTGE /ULOGUS2 )Y ;K/#

GUH7Q7HQ PURO %=>(= DG88S；*Y;K/GUH7Q7HQ PURO %=>(= DG88S LHRDK87QGE JLQX

/7QLGHQ’S SGUKO2

:：$O/8LPLD7QLRH RP EGHAKG TLUKSGS ) W + SGURQV/G#S/GDLPLD /ULOGUS2 ) W +Y

30- QV/G )，*，( 7HE + UGS/GDQLTG8V；12 17UIGU 2

本研究所涉及的患者，曾在斯里兰卡工作 ) 年，

该国也是登革热的流行区。该患者在返京后第 ( 天

发病，因而不可能在国内感染，可能是在斯里兰卡被

感染。类似本例多型登革病毒同时感染，在国内尚

属首次发现。但国外有几例混合感染的报道：如登

革 ) 型和 + 型病毒（&K?8GU3Z，)FC!）［(］，登革 ) 和 ( 型

病毒（97L88G 1，)FF)）［+］，登革 ) 和 * 型病毒及登革 *
和 ( 型病毒（17HGGI7UH -，)FF(［!］；[7HGS7#QX7S7H -，

)FF+［=］；,RDDR 51，)FFC［M］）的同时感染。同时混合感

染多种病毒的原因，可能是与传播的媒介蚊虫有关。

蚊虫既是传播媒介，又是病毒的贮存宿主。在频繁

的登革热流行期，蚊虫叮咬被不同型别病毒感染的

病人，当再次叮咬时就将所携带的病毒传给了人。

由于 + 个不同型别的登革病毒在血清学上有交

C)M 微 生 物 学 报 ++ 卷



图 ! 分离病毒的部分序列分别与登革 ! 型和 " 型病毒株的相应序列比较
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叉反应，这给实验室诊断造成困难。尤其是对多型

别病毒混合感染的鉴定就更为不易。在间接免疫荧

光检测中，登革 %、= 和 H 型病毒与患者的血清均有

反应。如果仅用间接免疫荧光方法则很难区分。我

们采用间接免疫荧光法，结合病毒分离，NO<P&N 和

序列测定而确定为 % 型和 = 型病毒混合感染。
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