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摘　要:目的　分析２０１５年福建省本地登革热病例部分登革病毒流行株的基因组序列,调查相关病毒株之间的遗传联

系,为福建省登革热防控提供病原学证据.方法　采集急性期患者血清,实时荧光 RTＧPCR检测登革病毒 RNA,阳性者分离

病毒,扩增病毒基因组并测序,以病毒全长编码区序列进行种系发生分析.结果　２０１５年福建省先后出现登革１型(DENV１)

和登革２型病毒(DENV２)引起的本地暴发疫情,共发生４起聚集性病例,报告４１例.分离到DENV１毒株９株,DENV２毒株

８株.种系发生分析显示,９株 DENV１高度相似,同属于基因１型(G１),提示其共同的输入来源可能为斯里兰卡;而８株

DENV２病毒虽然同属于大都市基因型,却分为差异较大的两簇,表明莆田与福州两地疫情相关毒株的遗传关联度较低,可能

分别来自马来西亚和印度.结论　２０１５年共出现４起聚集性本地登革热疫情,部分患者病毒分离株的病原学特征表明,福建

省２０１５年本地登革热暴发疫情存在多个输入来源.

关键词:登革热;病原学;基因组;序列分析

中图分类号:R３７３．３　　　文献标识码:A　　　文章编号:１００２－２６９４(２０１９)０１－００２８－０６

EtiologicalcharacterizationofindigenousdenguecasesinFujianprovince,２０１５
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Abstract:IntroductionofdenguevirusesfromdengueＧendemicregionsmayleadtoindigenousoutbreaksinregionswith
highdensityofmosquitovectors．DuringmidＧSeptembertomidＧOctoberin２０１５,atotalof４１indigenousdenguecasesemerged
in４clusterswerenotifiedinFujianprovince,China．Inthisstudy,theetiologicalcharacterizationofclinicalisolateslinkedto
theseoutbreakswasinvestigated．ItwasrevealedbyphylogeneticanalysesonthefullＧlengthcodingsequencesthatthe９dengue
serotype１(DENV１)isolates,belongingtogenotype１(G１),showedhighsimilarityinnucleotidesequences,andthatthe８
dengueserotype２(DENV２)isolatesshoweddistinctvariationswithinthegenotypeofCosmopolitan．AccordingtothephylogeＧ
netictrees,DENV１strainsassociatedwithclusters２and４werelikelyoriginatedfromSriLanka,whileMalaysiaandIndia
weresourcesoftheDENV２strainsassociatedwithCluster１andCluster３,respectively．Therefore,theseresultssuggested
thatmultiplesourcesofintroductioncausedtheindigenousdengueoutbreaksinFujianprovince,２０１５．
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　　登革热是由登革病毒感染引起的、经伊蚊传播 的一种急性传染病,临床表现为突起发热,伴随头

痛,全身肌肉、骨骼和关节痛,皮疹,白细胞减少,部
分病人有出血倾向.重症病例可发生严重内出血、
休克等[１Ｇ４].登革病毒属于黄病毒科黄病毒属,有四

种血清型(DENV１ＧDENV４),是全球分布最广的虫

媒病毒之一,目前有１００多个国家或地区报告过登

革热病例,并且在一些热带、亚热带国家或地区呈地

方性流行[１Ｇ４].
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登革病毒的传播循环分为城市循环和丛林循

环,城市循环的主要传播媒介为埃及伊蚊和白纹伊

蚊,病毒以蚊Ｇ人Ｇ蚊途径通过带病毒蚊虫叮咬人传

播[１,４].我国自１９７８年海南出现登革热疫情以来,
南方的广东、云南、广西、福建、浙江等省均暴发过规

模不等的本地登革热疫情[５].福建省首次登革热本

地暴发疫情出现于１９９９年,随后每年报告的登革热

病例以输入性病例为主,偶尔会出现输入病例引起

的本地流行[５Ｇ６].近１０年来福建省先后出现过几次

规模较大的本地登革热疫情,分别是２００４年福州台

江、２００７年莆田涵江、２０１４年南平建瓯疫情[５Ｇ８].

２０１５年９月中旬福建省莆田市涵江区和福州

市鼓楼区先后报告了本地聚集性登革热病例,分别

为登革２型(DENV２)和登革１型病毒(DENV１)引
起,随后１０月初福州市晋安区也出现 DENV２毒株

引发的聚集性病例.为了追溯这些毒株可能的传播

来源以及调查毒株之间的遗传联系,本文对２０１５年

福建省部分本地登革热病例样品进行了病毒分离及

基因组序列测定,分析分离株全长编码区序列与国

内外流行毒株的种系发生关系,为福建省今后的登

革热防控提供准确的病原学证据.

１　材料与方法

１．１　病例资料及血清标本　病例资料来自“中国疾

病预防控制信息系统”福建省２０１５年报告的本地登

革热病例.本地感染病例是指发病前１４d内未离

开过所在县(区),或未到过登革热疫情报告的地区,
其感染地点位于报告地区.患者血清标本来自福州

市内部分医院送检的疑似登革热标本,以及各设区

市送检的登革热监测复核样品.实验室初筛结果显

示,部分样品血清学检测登革病毒 NS１抗原阳性或

登革病毒特异IgM 抗体阳性.

１．２　登革病毒核酸检测及血清型鉴定　按 QIAＧ
GEN公司试剂盒(QIAampViralRNA MiniKit)
操作手册提取患者血清样品总RNA,采用通用型实

时荧光 RTＧPCR 试剂盒检测登革病毒 RNA(上海

之江生物科技股份有限公司),随后用登革病毒１Ｇ４
型实时荧光 RTＧPCR 试剂盒对阳性样品进行血清

型鉴定(上海之江生物科技股份有限公司).

１．３　病毒分离　登革病毒核酸阳性血清样品经过

适当稀释,接种单层C６/３６细胞,每日观察细胞,待
出现细胞病变(CPE),收集培养上清,－８０ ℃冰箱

保存待检.

１．４　基因组片段扩增　采用分段扩增的策略分别

扩增登革病毒的基因组片段,扩增引物序列参考文

献略做调整[９Ｇ１０].每个片段长度为１．０－１．５kb,共

１０个片段,覆盖全长基因组.扩增试剂盒为大连

TaKaRa公司 PrimeScriptOneStepRTＧPCR Kit
Ver．２(DyePlus),扩增产物送铂尚生物技术(上海)
有限公司测序.

１．５　序列分析　对测序数据进行拼接、组装,得到

毒株的全长基因组.分别从 VirusPathogenReＧ
source(ViPR)数据库中选取基因型确定的登革病

毒参比毒株、近几年福建省及国内外流行毒株约４０
株基因组序列(https://www．viprbrc．org),特别是

近几年福建省输入病例来源地国家的毒株,以 BiＧ
oEdit软件(V７．０．５)进行序列比对和编辑.利用

MEGA６．０软件,选择病毒全长编码区序列,以最大

似然 法 (Maximum Likelihood)进 行 种 系 发 生 分

析[１１].

２　结　果

２．１　福建省２０１５年本地登革热疫情概况　２０１５年

１－８月,福建省累计报告输入性登革热病例３２例.

９月中旬,莆田市和福州市先后出现本地登革热疫

情,共报告４１例.其中８例来自莆田市涵江区,其
余３３例来自福州市鼓楼区、晋安区和仓山区.初步

流行病学调查显示,这些病例与当年已经确诊的输

入性病例无关联性,发病时间集中在９月中旬至１０
月中旬(图１).根据报告病例的流行病学信息及部

分患者病毒血清型分型结果综合判断,大致分为４
起聚集性病例(簇１Ｇ簇４),见表１.其中簇１为莆田

涵江病例,共８例,由DENV２引起.簇２为福州鼓

楼病例,来自同一社区,先后报告２３例,由 DENV１
引起.簇３为福州晋安区病例,由 DENV２感染,共
报告病例７例.簇４的３例病例来自福州仓山区和

鼓楼区,患者都供职于同一家公司,感染的病原体为

DENV１.从时间顺序来看,簇１和簇２几乎同时报

告,而簇 ３ 和簇 ２ 在时间和空间存在部分重叠

(图１).

２．２　本地登革热疫情相关病毒分离株　患者血清

样品接种 C６/３６细胞,部分培养瓶观察到细胞病

变,经实时荧光RTＧPCR分型鉴定,共有DENV１毒

株９株,DENV２毒株８株,分别来自上述４起聚集

性疫情,相关信息见表２.
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表１　福建省２０１５年本地登革热病例汇总

Tab．１　SummaryofindigenousdenguecasesinFujianprovince,２０１５

Clusters Location
Onsettimeof
theindexcase

Diagnosistimeof
theindexcase

Diagnosistimeof
thelastcase

No．ofreported
cases

１ Hanjiang,Putian Sept１２ Sept１７ Sept１９ ８

２ Gulou,Fuzhou Sept１４ Sept１８ Sept２７ ２３

３ Jin’an,Fuzhou Sept１８ Sept２４ Oct１３ ７

４ Cangshan,Fuzhou Oct４ Oct７ Oct８ ３

表２　福建省２０１５年本地登革病毒分离株信息汇总

Tab．２　SummaryofindigenousdenguevirusesisolatedinFujianprovince,２０１５

StrainID
SerotypeＧ

genotype
Location Onsettime Diagnosistime Cluster

FullＧlength
(bp)

DF１５０３０１ D２ＧCosmopolitan Hanjiang,Putian Sept１６,２０１５ Sept１７,２０１５ １ １０６６８

DF１５０３０３ D２ＧCosmopolitan Hanjiang,Putian Sept１５,２０１５ Sept１７,２０１５ １ １０６７１

DF１５０３０５ D２ＧCosmopolitan Hanjiang,Putian Sept１４,２０１５ Sept１７,２０１５ １ １０６５７

DF１５０３０８ D２ＧCosmopolitan Hanjiang,Putian Sept１２,２０１５ Sept１９,２０１５ １ １０６６６

DF１５０３３６ D２ＧCosmopolitan Jin’an,Fuzhou Oct３,２０１５ Oct７,２０１５ ３ １０６４１

DF１５０３６１ D２ＧCosmopolitan Jin’an,Fuzhou Oct５,２０１５ Oct８,２０１５ ３ １０６５０

DF１５０４０７ D２ＧCosmopolitan Jin’an,Fuzhou Oct１０,２０１５ Oct１３,２０１５ ３ １０６４１

DF１５０４０９ D２ＧCosmopolitan Jin’an,Fuzhou Oct１０,２０１５ Oct１３,２０１５ ３ １０６６７

DF１５０２７５ D１ＧG１ Gulou,Fuzhou Sept１４,２０１５ Sept１８,２０１５ ２ １０６５４

DF１５０２７８ D１ＧG１ Gulou,Fuzhou Sept１６,２０１５ Sept１８,２０１５ ２ １０６５８

DF１５０３２８ D１ＧG１ Gulou,Fuzhou Sept２５,２０１５ Sept３０,２０１５ ２ １０６５９

DF１５０３４０ D１ＧG１ Gulou,Fuzhou Sept１９,２０１５ Sept２２,２０１５ ２ １０６４４

DF１５０３４４ D１ＧG１ Gulou,Fuzhou Sept２１,２０１５ Sept２４,２０１５ ２ １０６５８

DF１５０３４８ D１ＧG１ Cangshan,Fuzhou Sept２３,２０１５ Sept２９,２０１５ ２ １０６５５

DF１５０３６４ D１ＧG１ Cangshan,Fuzhou Oct４,２０１５ Oct７,２０１５ ４ １０６５８

DF１５０３６５ D１ＧG１ Cangshan,Fuzhou Oct６,２０１５ Oct８,２０１５ ４ １０６５３

DF１５０３６６ D１ＧG１ Gulou,Fuzhou Oct６,２０１５ Oct８,２０１５ ４ １０６６３

图１　福建省２０１５年本地登革热病例时间轴

Fig．１　TimelineofindigenousdenguecasesinFujianprovＧ
ince,２０１５

　　提取病毒 RNA,分别扩增病毒基因组节段,得
到的序列数据经过拼接,获得病毒全长基因组序列,
长度在１０６４１Ｇ１０６７１bp之间.将病毒基因组序列

在 GenBank数据库进行BLAST分析,所有新分离

DENV１毒株与 G１基因型毒株的核苷酸相似度最

高,所有 DENV２与大都市基因型(D２ＧCosmopoliＧ
tan)毒株核苷酸相似度最高,见表２.

２．３　新分离毒株与国内外流行毒株的种系发生分

析　通过对９株新分离 DENV１毒株与４１株国内

外流行株基因组序列进行比对,用全长编码区１０
１７９bp构建种系发生树.图２显示,这９株病毒之

间具有较高的同源性,聚集在种系发生树的顶端,位
于G１基因型的分支.遗传关系最近的参比毒株为

２０１４年斯里兰卡分离株 DK８７(GenBank登录号:

KP３９８８５２). 福 建 省 ２００４ 年 DENV１ 分 离 株

FJ２３１/０４(DQ１９３５７２)及 ２０１２ 年 分 离 株 DF１２０３
(KC７５９１６７),与这９株病毒虽然同属于 G１基因

０３ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１９,３５(１)



型,但分别位于 G１基因型的另外两个分支,显示了

它们之间的遗传差异性.而其它参考毒株,包括国

内部分省市１９９１－２０１５年分离的 DENV１毒株、

２００９－２０１５年福建省主要输入病例来源地的国外

流行株,与这９株病毒则存在明显的差异,位于种系

发生树的不同分支,分属于不同的基因型(图２).

图２　福建省２０１５年部分本地登革１型病毒分离株与

国内外流行株的遗传联系

Fig．２　 Phylogeneticrelationship ofglobalcirculating
DENV１strainswithindigenousisolatesinFujian

province,２０１５

新分离的 DENV２共８株,将其基因组序列与

４０株国内外基因组序列比对之后,选取全长编码区

１０１７６bp,构建种系发生树(图３).尽管这８株病

毒都属于DENV２的大都市基因型,其中４株莆田

毒株之间相似度高,聚集成簇,位于该基因型的顶端

分支.而４株福州毒株也表现出高度相似性,聚集

成另外一簇,但位于该基因型的底端分支.以上结

果显示,莆田毒株与福州毒株之间存在明显的遗传

异质性.从种系发生树上看,与莆田毒株遗传关系

最近的参比毒株是 ２０１４ 年马来西亚毒株 TM３９
(KX４５２０１８)及２０１５年８月由菲律宾输入福建的毒

株PHＧCN７７Ｇ１５(KU５１７８４７).而与福州毒株遗传

关系最接近的参比毒株则是２０１１年印度分离株

RGCB９２１/２０１１(KY４２７０８５). 唯 一 的 福 建 省

DENV２既往毒株,１９９９年福州本地分离株 FJ１１/

９９(AF３５９５７９)与这两簇病毒存在不同程度的差异.

其它参比毒株,分属不同的基因型,位于种系发生树

的不同分支,与这８株病毒存在不同程度的遗传差

异(图３).

图３　福建省２０１５年部分本地登革２型病毒分离株与

国内外流行株的遗传联系

Fig．３　 Phylogeneticrelationship ofglobalcirculating
DENV２strainswithindigenousisolatesinFujian

province,２０１５

３　讨　论

过去数十年里,登革热在全球发病率增长超过

３０倍,成为分布最广的虫媒病毒病之一.随着主要

传播媒介伊蚊孳生地的地理范围不断扩大,日益增

长的国际贸易、跨境旅游、森林破坏、城市化以及气

候变化等因素,也促进了登革病毒的传播[１Ｇ４].登革

热主要发生在热带和亚热带国家和地区,近几年里,
法国、葡萄牙及日本等温带国家也出现了本地登革

热疫情,显示登革热流行地区正在由地方性区域逐

渐向非地方性区域扩散[１２Ｇ１５].我国属于登革热非地

方性流行国家,全国报告病例以输入性病例为主,在
蚊媒活跃季节也出现因输入病例引起的本地暴发流

行[５].在这样的国际环境和流行趋势下,福建省近

１０年来不仅存在来自登革热地方性流行地区的输

入性登革热病例,同时由于地处亚热带区域,全省大

部分地区都具备适合白纹伊蚊生长的温度和湿度,
因此自１９９９年以来,还陆续出现了几起本地登革热

暴发疫情,其中也包括２０１５年出现聚集性本地病例

的莆田市和福州市[６Ｇ８].
不同于以前的几次本地登革热疫情,福建省
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２０１５年的疫情表现为多疫点发病、多种血清型同时

流行的特点[６Ｇ８].在前后１d之内,相隔近１００km
的莆田涵江区和福州鼓楼区同时报告本地登革热病

例,且分别为 DENV２和 DENV１感染.簇１中大

部分病例来自同一个行政村,簇２中病例集中在一

个社区,根据时间、空间和血清型综合判断,簇１和

簇２病例应该是互相独立的事件.簇３病例感染的

是DENV２,簇４的病原体为 DENV１,如何揭示它

们与簇１、簇２病例之间的联系,必须通过解析病原

体基因组序列,获得病原学证据.因此,本研究测定

了相关毒株的全长基因组序列,并进行种系发生分

析.根据DENV１构建的种系发生树(图２),簇２和

簇４病例中分离毒株的基因组序列显示出较高的同

源性.虽然簇４的病例居住地不属于簇２病例所在

社区,但几例病例就职于同一家公司,其工作场所距

离簇２病例的社区不到３公里,因此尽管二者发病

时间无交集,从基因组序列分析推测,簇４病例可能

为簇２疫情的延续.而根据DENV２构建的种系发

生树(图３),簇１和簇３病例的分离株各自聚集成

簇,虽然同属于大都市基因型,仍然显示了两组基因

组序列具有明显的差异,表明两起疫情的病原体之

间无遗传关联性.
我国属于登革热非地方性流行地区,近１０多年

来,福建省输入性登革热病例来源地包括东南亚、南
亚、非洲、大洋洲、南美洲等国外疫区,也出现过从国

内流行区返回的输入性病例[５Ｇ８].在出现本地登革

热病例之后,由于流行病学调查结论不支持当年输

入性病例与本地病例之间的关联性,为了追溯本地

病例的可能来源,阐明新分离株与国内外流行毒株

之间的遗传联系,我们测定了这些本地分离株的基

因组序列,并分别选取了约４０株参比毒株进行种系

发生 分 析.在 种 系 发 生 树 上,新 分 离 的 ９ 株

DENV１毒 株 与 ２０１４ 年 斯 里 兰 卡 分 离 株 DK８７
(KP３９８８５２)同源性最高,显示引起簇２和簇４病例

的DENV１毒株可能的共同输入来源为斯里兰卡.
而簇１的４株DENV２毒株,与２０１４年马来西亚毒

株 TM３９ (KX４５２０１８)同源性最高,簇 ３ 的 ４ 株

DENV２毒株,则与２０１１年印度分离株 RGCB９２１/

２０１１(KY４２７０８５)最接近,因此它们的输入地可能分

别为马来西亚和印度.福建省近几年登革热输入病

例来源地名单中,也包括以上这些国家.
在登革病毒传播过程中,病毒要经历两个阶段,

即在人体中扩增的内潜伏期和在蚊媒中复制的外潜

伏期,分别为３~１４d和５~１２d,而患者发病之后

还有５~６d的病毒血症期[１,４].处于病毒血症期的

患者容易被蚊媒叮咬将病毒扩散,经过外潜伏期以

后的蚊媒终生具有感染性,可以感染多人[１,４].因

此,一旦在登革热地方性流行区域之外,出现了本地

登革热疫情,往往由于人群普遍无免疫力而导致短

时间内涌现大量病例.例如,始于２０１２年１０月的

葡萄牙马德拉群岛本地登革热疫情,前后历时７个

月,病例超过２０００例,有１３个欧洲国家报告输入

病例[１２Ｇ１３].２０１４年日本东京的本地登革热疫情,历
时两个月,报告病例１６０例,新卡里多利、英国、澳大

利亚报告输入病例[１４].相对来说,２０１５年福建省的

本地登革热疫情,经历的时间短、涉及病例少,可能

原因是莆田和福州曾经发生过登革热疫情,相关部

门具有处理类似疫情的经验,能够密切配合进行病

例管理,积极开展蚊媒控制,从而有效防止了病毒的

进一步扩散.
综上所述,福建省２０１５年本地登革热疫情涉及

４起聚集性病例,分别为DENV２和DENV１感染引

起.根据部分病毒分离株全长基因组序列分析,簇

２和簇４的 DENV１毒株高度同源,可能输入来源

为斯里兰卡.簇１和簇３的DENV２毒株存在明显

差异,可能输入来源分别为马来西亚和印度.因此,
通过对２０１５年本地登革热毒株的病原学特征分析,
提示福建省今后登革热防控的重点依然是加强对境

内外输入病例的监测及管理,同时在蚊媒活跃季节

积极开展本地蚊媒控制,提前切断登革病毒在本地

的传播链,才能避免输入登革病毒的扩散蔓延.
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