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摘　要:目的　对１例缅甸输入基孔肯雅热病例血清标本进行病毒分离及全基因组测序,分析其基因特征.方法　采用

realＧtimeRTＧPCR方法对标本进行检测,分离培养后获得毒株,对病毒核酸扩增后的产物进行全基因组测序,使用 DNAStar
７．１软件对测序结果进行拼接,Mega５．０软件对序列进行比对和系统发生树构建.结果　病例血清标本核酸检测显示 CHIKV
阳性,经分离培养获得CHIKV 毒株(YN０６２７株),全基因组测序得到其序列,YN０６２７全长为１１５８６nt,其基因结构符合

CHIKV的基因特征.系统进化分析显示,YN０６２７与东中南非洲遗传谱系(East,CentralandSouthAfricanLineage,ECSA)

的其他流行株聚集在一起,属于ECSA谱系.YN０６２７的编码区与参考序列相比,核苷酸同源性为８５．２４％~９９．９６％,氨基酸

同源性为９５．３４％~９９．９７％,结构蛋白编码区域有２８个氨基酸变异位点.结论　云南省输入性 CHIKVＧYN０６２７属于 ECSA
谱系,且观察到多个氨基酸位点突变,提示云南省应当加强对CHIKV的监测和研究.
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Abstract:Weperformedviralisolationandwholegenomesequencingofaserumsamplefromanimportedchikungunyacase
from Myanmar,andanalyzeditsgeneticcharacteristics．RealＧtimeRTＧPCRwasusedtodetectChikungunyavirus(CHIKV),

andtheCHIKVstrainwasobtainedafterisolationandculture．TheamplifiedproductsoftheCHIKVnucleicacidwerewhole

genomesequenced,andDNAStar７．１andMega５．０softwarewereusedforsequenceassemblyandphylogenetictreeconstrucＧ
tion．TherealＧtimeRTＧPCRresultsindicatedCHIKVpositivityintheserumspecimen,andweobtainedtheCHIKVstrain
(YN０６２７)andwholegenomesequence．ThefulllengthofYN０６２７was１１５８６nt,anditsgeneticstructurewasconsistentwith
thegeneticcharacteristicsofCHIKV．PhylogeneticanalysisshowedthatYN０６２７clusteredwithotherendemicstrainsofthe
East,CentralandSouthAfrican(ECSA)lineage,andbelongedtotheECSAlineage．Comparedwiththereferencesequences,

thenucleotidesimilarityofYN０６２７was８５．２４％~９９．９６％,andtheaminoacidsequencesimilaritywas９５．３４％~９９．９７％．
Therewere２８aminoacidmutationsitesinthestructuralproteincodingregion．TheseresultssuggestthatCHIKVmonitoring
andresearchshouldbestrengthenedinYunnanprovince．
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　　基孔肯雅病毒(Chikungunyavirus,CHIKV)是
披膜病毒科甲病毒属的单股正链 RNA 病毒,主要

通过白纹伊蚊和埃及伊蚊叮咬传播[１].１９５２年,在

坦桑尼亚首次检测到 CHIKV [２],随后在乌干达和

许多其他撒哈拉以南非洲国家均发现了 CHIKV,
在过去的５年里,更是以惊人的速度扩散到亚洲、非
洲、欧洲和美洲的１００多个国家,成为日益严重的全

球健康威胁[３].１９８６年云南省从蝙蝠脑组织中分

离出一株 CHIKV 毒株[４],这是我国首次分离得到
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CHIKV毒株,２００８年在广东出现了首例输入性基

孔肯雅热病例[５],随后在我国的其他地方不断出现

输入性病例和本地疫情[６Ｇ８].云南省位于中国西南

边陲,与多个东南亚国家接壤,经济贸易往来及国际

间旅行日益频繁,存在极大输入性风险,再加上丰

富多样的气候类型,适合伊蚊生存繁殖的自然地理

环境[９],云南省基孔肯雅热流行风险正在加剧.

２０１９年６月,通过流行病学调查及实验室检测,云
南省确诊１例基孔肯雅热输入性病例,本研究通过

对CHIKV进行分离培养和全基因组测序,分析病

毒遗传进化趋势及氨基酸位点变异情况,为云南省

防控基孔肯雅热提供科学依据.

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１９年６月２７日采集得到１名缅

甸仰光飞抵昆明长水机场的旅客血清,送至云南省

疾病预防控制中心排查基孔肯雅热.

１．２　核酸提取及realＧtimeRTＧPCR检测　采用江

苏硕世全自动核酸提取仪和病毒核酸提取试剂盒

(货号:SDK６０１０４)进行核酸提取,病毒核酸检测使

用基 孔 肯 雅 病 毒 检 测 试 剂 盒 (江 苏 硕 世,货 号:

JC４０１０４),具体反应体系和反应条件参照试剂盒说

明书.

１．３　病毒分离培养　将患者血清接种于８０％单层

非洲绿猴肾细胞(Vero细胞)中,置于３７ ℃、５％
CO２ 培养箱吸附２h后,加入含有２％胎牛血清、

７５％ 碳 酸 氢 钠 及 双 抗 的 维 持 液 (维 持 液 基 质

DMEM),继续放入培养箱进行培养.每日观察病变

情况.收获盲传第２代７２h培养物进行后续实验.

１．４　测序引物　设计参考相关文献[８],合成基孔

肯雅全基因组扩增引物,对CHIKV进行分段扩增,

以便后续测序.引物由昆明擎科生物公司合成.

１．５　 全基因组测序 　 使用 TAKARA OneStep
RTＧPCR试剂盒(货号:RR０５７)对病毒核酸进行扩

增,反应体系:２×１stepBuffer１２．５μL,１stepEnＧ
zymemix１μL,ForwardPrimer(１０μmol/L)１．５

μL,ReversePrimer(１０μmol/L)１．５μL,无酶水６

μL,模板２．５μL,反应体系总体积２５μL.反应程

序:５０ ℃ ３０ min,９４ ℃ ２ min,９４ ℃ ３０s,５５ ℃
３０s,７２ ℃ ２．５min,共３０个循环,７２ ℃再延伸７
min.PCR 产物经１％琼脂糖凝胶电泳进行检测,
使用凝胶成像系统观察结果,阳性扩增产物送至昆

明擎科生物公司进行测序.

１．６　序列拼接和系统进化发生树构建及分析　使

用DNAStar７．１软件对测序结果进行拼接,在 NCＧ
BI上下载参考株序列,通过 Mega５．０软件对序列进

行比对和系统发生树构建.采用 NeighborＧjoining
法构建进化树,bootstrap值设置为１０００.

２　结　果

２．１　流行病学调查　患者赵某,男,４３岁,云南人.
在缅甸经商,经常往返于昆明Ｇ仰光.患者于２０１９
年１月前往仰光,２０１９年６月２６日返回昆明,期间

当地有蚊传疾病散发,自述有蚊虫叮咬史.

２．２　RealＧtimeRTＧPCR检测　病例血清标本核酸

检测显示CHIKV阳性,Ct值为１５．７３.

２．３　病毒分离鉴定　将１代细胞培养物接种细胞

后,观察细胞病变情况,细胞逐渐融合、堆聚,在７２
h后病变达到８０％,将细胞板置于－７０℃冰箱.反

复冻融２次,取２００μL融解后的培养物进行核酸提

取及病毒核酸检测.RealＧtimeRTＧPCR 结果显示

CHIKV阳性,Ct值为９．１４.见图１.

图１　CHIKV感染Vero细胞病变情况

Fig．１　CytopathogeniceffectsafterVerocellsinfectionwithCHIKV

２．４　全基因组测序　对测序数据进行拼接处理后

获得CHIKV全基因组序列,命名为 YN０６２７,全长

为１１５８６nt,其基因结构符合CHIKV的基因特征,
基因组内包含两个完整的编码框,分别编码４个非
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结构蛋白(nsP１ＧnsP２ＧnsP３ＧnsP４)和５个结构蛋白

(CＧE３ＧE２Ｇ６KＧE１),两个编码框之间有一个非编码

的连接区,长度为６５个核苷酸.非结构蛋白编码区

共包含７４２５个核苷酸,编码２４７４个氨基酸;结构

蛋白编码区共包含３７４７个核苷酸,编码１２４８个氨

基酸,均不存在碱基的插入和缺失.５′端起始的７６
个核苷酸和３′端２７３个核苷酸为非编码区.

２．５　全基因组进化分析　通过对 YN０６２７的全基

因组以及编码区进行 BLASTN 检索,得到序列相

似度最高的均为 CHIKV.将 YN０６２７的基因组编

码区与选取的参考序列进行多重比对,系统进化分

析 显 示 YN０６２７ 与 来 自 泰 国 的 MN６３００１７、

MK４６８８０１、来自中国的 MH４００２４９、来自孟加拉的

MF７７３５６６等毒株关系密切,并与东中南非洲遗传

谱系 (East,CentralandSouth AfricanLineage,

ECSA)的其他流行株聚集在一起,显示出紧密的进

化相关性,见图２.与 ECSA 谱系内的参考序列进

行多重比对,YN０６２７的编码区与参考序列相比,核
苷酸同源性为８５．２４％~９９．９６％,氨基酸同源性为

９５．３４％~９９．９７％;与非洲原型株S２７比较,核苷酸

同源性为９７．３３％,氨基酸同源性为９８．５３％.

图２　CHIKVＧYN０６２７系统进化树

Fig．２　PhylogenyofCHIKVＧYN０６２７

２．６　基因位点分析　在 YN０６２７的 ５个结构蛋白

的编码区域中,一共观察到２８个氨基酸变异位点.
未观 察 到 E１ 中 的 对 白 纹 伊 蚊 的 适 应 性 突 变

A２２６V,但是有 E１:D２８４E、E１:K２１１E、E２:V２６４A
和E２:I２１１T突变,其他一些位点,例如可能影响氨

基酸pH 值的E２:K２５２Q[５]没有被观察到;E２蛋白

上两个重要糖基化抗原位点２６３N 和３４５N 呈高度

保守[１０],见表１.

３　讨　论

系统进化分析通过不同的地理位置将 CHIKV
分为３个遗传谱系:东中南非洲(ESCA)谱系、亚洲

(Asian)谱系和西非(WestAfrica)谱系.从本研究

的系统进化分析结果来看,YN０６２７与东南亚各国

毒株关系密切,属于 ESCA 遗传谱系,与流行病学

调查资料结果相一致,是来自东南亚国家缅甸的输

入性病例.中国分离得到大部分基孔肯雅毒株都属

于输入型的,因此国内各毒株间进化关系并不是特
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表１　CHIKVYN０６２７结构蛋白氨基酸变异位点分析

Tab．１　Aminoacidvariationsitesinthestructural
proteinofCHIKVＧYN０６２７

Protein
Polypeptide
position

Protein
position

Strians

S２７ YN０６２７

C ２３ ２３ P S

２７ ２７ V I

６３ ６３ K R

７３ ７３ K R

E３ ２８４ ２３ I T

E２ ３８２ ５７ G K

３９９ ７４ I M

４０４ ７９ G E

４８５ １６０ N T

４８９ １６４ A T

５０６ １８１ L M

５１９ １９４ S G

５３０ ２０５ G S

５３６ ２１１ I T

５８９ ２６４ V A

５９２ ２６７ M R

６２４ ２９９ S N

６３７ ３１２ T M

６６９ ３４４ A T

７００ ３７５ S T

７１１ ３８６ V A

６K ７５６ ８ V I

８０２ ５４ I V

E１ １０２０ ２１１ K E

１０７８ ２６９ M V

１０９３ ２８４ D E

１１２６ ３１７ I V

１１３１ ３２２ V A

别密切,但是我们依旧需要对该病毒进行密切关注

和更加深入的研究,特别应该关注能够增强病毒毒

力和适应性突变的位点.
CHIKV共编码４个非结构蛋白和５个结构蛋

白,非结构蛋白不会包装到最终病毒体中,结构蛋白

才是宿主体液免疫应答和大多数疫苗的关键靶

点[１１],因此本研究着重对结构蛋白的氨基酸变异位

点进 行 分 析.分 析 结 果 发 现 YN０６２７ 没 有 E１:
A２２６V 的 突 变,而 观 察 到 了 E１:K２１１E、E１:
D２８４E、E２:V２６４A 和 E２:I２１１T突变.E１:A２２６V
突变在２００５年首次被发现,该位点的突变能够提高

CHIKV在白纹伊蚊中的适应性[１２],在东南亚白纹

伊蚊为优势种群的多个地区,都分离到了有 E１:
A２２６V突变的CHIKV毒株[１３].但是有研究证明,
在 E１:２２６A 的 基 础 上 引 入 E１:K２１１E 和 E２:
V２６４A的突变,能使 CHIKV 在感染埃及伊蚊１４
天后,其体内的滴度成倍数增长:在中肠中增加１３
倍,在腿和翅膀中增加 １５ 倍,在唾 液 中 增 加 ６２
倍[１４].有学者在云南省边境地州开展蚊媒媒介的

相关监测和研究,结果表明,白纹伊蚊在云南省内分

布广泛,但是近年来埃及伊蚊的分布区域呈现出逐

渐扩大的趋势,埃及伊蚊孳生优势较白纹伊蚊明显,
有取代白纹伊蚊成为优势种及不断向周边区域扩散

和定殖的分布趋势[１５Ｇ１６],综合分离株 YN０６２７中存

在E１:２２６A的基础上的E１:K２１１E和E２:V２６４A,
文献实验数据显示这些突变能够提高CHIKV对埃

及伊蚊的适应性,提示云南省应当加强对 CHIKV
的监测和研究.

在 YN０６２７中还观察到了 E１:D２８４E 和 E２:
I２１１T突变,E１:D２８４E对膜融合和病毒体的装配

有很重要的作用[１２].另有研究发现,E２:I２１１T 突

变在最近发现的 ESCA 谱系中普遍存在,这表明

E２:I２１１T的突变对于 CHIKV 适应 ECSA 流行区

域普遍存在的某些特定条件非常重要[１７].我们还

观察到了结构蛋白上的其他变异如 C:P２３S,C:
V２７I,E３:I２３T,６K:V８I,E１:M２６９V 等等,但是这

些位点对病毒功能的影响尚不清楚.
基于我国的基孔肯雅热疫情一直以输入性的散

发病例为主,国内人群缺乏免疫力,普遍易感,且目

前尚无有效的疫苗和抗病毒药物,做好对 CHIKV
感染源头的防控,即防蚊灭蚊工作至关重要.还需

加强重点人群宣教,到高风险地区旅居的人应采取

基本的防蚊措施,返回时如感不适,就医时应主动提

供自身旅居史.同时需加强医务人员培训,提高医

务人员对疾病的识别能力和对传染病的敏感性,防
止本地病例的产生.
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