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流 行 性 乙 型 脑 炎（乙 脑）病 毒（Japanese
encephalitis virus，JEV），属于黄病毒科（Flavividae）黄

病毒属（Flavivirus）的单股正链 RNA 病毒。基因组约

由11 000个核苷酸组成，包括5′非编码区、1个开放读

码框（open reading frame，ORF），编码 3 个结构蛋白、

7 个非结构蛋白和 3′非编码区，基因组顺序依次为

5′-C⁃M⁃E⁃NS1⁃nS2a⁃nS2b⁃NS3⁃nS4a⁃nS4b⁃NS5-3′［1］。

全世界分离的 JEV共分为 5个基因型，目前我国已经

分离到 3个基因型（基因Ⅰ、Ⅲ和Ⅴ型）的 JEV［2-3］。该

病毒全基因组进化分析显示，目前亚洲地区主要以基

因Ⅰ型 JEV流行为主［4］。
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摘要：目的 掌握上海市流行性乙型脑炎（乙脑）病毒基因型别特征。方法 2002－2005年在上海市奉贤县养猪场采集

蚊虫标本，研磨处理后分离病毒，完成病毒细胞学、动物学、血清学及分子生物学鉴定。测定病毒全基因组序列，应用

ATGC、Clustal X（1.83）、MegAlign、GeneDoc 3.2和Mega 5.0等生物学软件完成序列拼接、比对、核苷酸与氨基酸同源性分

析、系统进化分析。结果 共采集38 347只蚊虫标本，主要是三带喙库蚊。分离到13株乙脑病毒。测定13株乙脑病毒

全基因组序列，结合上海市其他年份分离的乙脑病毒及涵盖5个基因型别的其他乙脑病毒全基因组序列，通过系统进化

分析发现，上海市2001、2003、2005和2007年分离的乙脑病毒属于基因Ⅰ型，2004年和2006年分离的乙脑病毒属于基因

Ⅲ型。 结论 2种基因型别乙脑病毒（Ⅰ、Ⅲ型）在上海市共同流行。
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Abstract: Objective To grasp the genotypic characteristics of Japanese encephalitis virus (JEV) in Shanghai, China. Methods
Mosquito samples were collected from two pig farms in Fengxian county in Shanghai from 2002 to 2005. Viruses were isolated
from ground samples and then identified by cytological, zoological, serological, and molecular biological methods. The whole
genomes of viruses were sequenced. Sequence splicing, sequence alignment, nucleotide and amino acid homology analysis, and
phylogenetic analysis were performed with biological softwares, such as ATGC, Clustal X (1.83), MegAlign, GeneDoc 3.2, and
Mega 5.0. Results A total of 38 347 mosquitoes were collected and the main species was Culex tritaeniorhynchus. Thirteen JEV
strains were isolated and identified. The whole genomes of the 13 strains were sequenced. Phylogenetic analysis based on the
whole genome sequences of other 5 genotypes of JEV and those JEV strains found in other years revealed that the JEV strains
isolated in 2001, 2003, 2005, and 2007 belonged to genotypeⅠ and those isolated in 2004 and 2006 belonged to genotypeⅢ.
Conclusion Two genotypes of JEV (Ⅰ and Ⅲ) were co⁃prevalent in Shanghai, China.
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我国于 2001年首先在上海市采集的三带喙库蚊

（Culex tritaeniorhynchus）标本中分离到基因Ⅰ型JEV［5］，

其后于 2007 年再次分离到该型病毒［6］。本研究于

2002－2005年于上海市奉贤县的养猪场中采集蚊虫

标本，进行病毒分离，并通过病毒全基因序列分析了解

上海市 JEV的分子特征。

1 材料与方法

1.1 蚊虫标本采集 2002－2005 年的 6－7 月，在上

海市奉贤县城郊的陈河浜私人养猪厂和新寺现代化养

猪厂采集蚊虫标本。于22：00在猪厂悬挂紫外蚊虫收

集灯，次日04：00将蚊虫收集灯取回，在实验室内于室

温饲养适当时间待蚊血消化后，用电动吸蚊器收集蚊

虫。蚊虫标本于-20 ℃冰箱放置20 min。取出后首先

剔除雄蚊，然后对雌蚊进行分类，分别装入冻存管，每

管50或150只，编号登记后冻存于液氮罐中。

1.2 病毒分离与鉴定 BHK-21、C6/36细胞由本实验

室保存。2～3日龄乳小白鼠购自中国药品生物制品

检定所啮齿类动物繁殖中心。从液氮罐中取出冻存

管，将蚊虫标本研磨、滤过。取 0.4 ml 滤过液接种于

BHK-21和C6/36细胞，逐日观察细胞病变。在两种细

胞中连续盲传3代，无病变者丢弃，病变者出现规律病

变后冻存。

用病毒感染的细胞上清液制备病毒全抗原；甲病

毒、布尼亚病毒、JEV多克隆抗体由本实验室制备。羊

抗鼠二抗购自北方同正生物制品有限公司。

使用 Trizol LS Reagent（Invitrogen 公司）从细胞培

养阳性分离物中提取总RNA；使用随机引物和Ready⁃
to ⁃GoTM You ⁃Prime First ⁃Strand Beads Kit 试剂盒（GE
Healthcare，UK公司）按照操作说明制备cDNA文库；使

用本实验室设计的 JEV PrM区段特异性引物［2］进行核

酸鉴定，在利嘉泰成科技有限公司完成序列测定。

1.3 病毒全基因组序列扩增与测定 采用本实验室

设计的 JEV全基因组序列引物［7］扩增，在利嘉泰成科

技有限公司完成序列测定；使用ATGC软件对序列片

段进行拼接、剪辑、校正。

1.4 全基因组序列分析 使用Clustal X 1.83软件进

行碱基配对及核苷酸序列同源性分析，使用DNAStar
软件包中的 MegAlign 软件进行核苷酸及氨基酸差异

度分析，使用GeneDoc 3.2软件进行氨基酸位点差异分

析。从 GenBank 中选择基因Ⅰ～Ⅴ型的 17 株 JEV 全

基因组核苷酸序列，与上海市 2002－2005 年分离的

JEV 一起，使用 Mega 4.0 软件中的 Neighbor⁃Joining 法

（Bootstrap 值为 1000）进行系统进化分析。所有 PCR
产物测序由利嘉泰成科技有限公司完成。

2 结 果

2.1 病毒分离及生物学性状观察 4 年中共采集

38 347只蚊虫标本，其中三带喙库蚊37 874只，常型曼

蚊（Mansonia uniformis）372 只，中华按蚊（Anopheles
sinensis）51 只，二带喙库蚊（Cx. bitaeniorhynchus）2 只，

迷走库蚊（Cx. vagans）1只，其它蚊虫47只。所有蚊虫

标本分为326批编号保存。

蚊虫按照常规方法进行研磨处理，研磨滤过上清

液接种BHK-21和C6/36细胞 36 h后，每隔 8 h观察一

次细胞病变情况。经过连续 3次传代，各毒株病变情

况逐渐规律，病变时间趋于稳定。大多数毒株在 72 h
左右，BHK-21细胞出现圆缩，96 h后出现明显细胞病

变，细胞开始脱落。毒株在 C6/36 细胞中出现融合，

96 h后细胞融合，连接成片，形成较大的空泡，部分细

胞脱落。从 326 批蚊虫标本中共分离到 13 株阳性分

离物。

将收获病毒悬液的BHK-21细胞上清液颅内接种

1～3日龄乳鼠，经乳鼠脑内3次传代，各毒株病变情况

逐渐规律，病变时间趋于稳定。乳鼠从6 h起就陆续出

现拒乳、蜷屈、震颤、抽搐等中枢神经系统症状。随着

时间的推移症状逐渐加剧，多数乳鼠在72 h左右死亡

（表1）。

2.2 新分离病毒的鉴定 新分离的13株病毒分别与

甲病毒属、布尼亚病毒属和 JEV（高顺生株）特异性免

疫腹水反应。结果显示，13株病毒与 JEV高顺生株的

免疫腹水发生阳性反应，而与甲病毒属、布尼亚病毒属

特异性免疫腹水不反应。通过 JEV PrM区段序列分析

表1 新分离毒株接种BHK-21、C6/36细胞及乳鼠病变观察
Table 1 Pathological observation of BHK-21 and C6/36 cells

and sucking mice inoculated with newly isolated virus strains
序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13

注：“-”表示未出现细胞病变。

病毒名称

SH03-103
SH03-105
SH03-109
SH03-115
SH03-124
SH03-127
SH03-128
SH03-129
SH03-130
SH04-3
SH04-5
SH04-10
SH05-24

BHK-21细胞
病变 (ｈ)

1代

96
96
72
-

120
-
-
72
96
96
96
96
96

2代

84
84
72
72
96

120
72
72
96
96
96
96
72

3代

60
60
60
60
60
96
60
60
96
72
72
72
72

C6/36细胞
病变 (ｈ)

1代

-
120
120
-
-
-
-
-
-

120
96

120
96

2代

-
72
72
-
-

120
-
96
-
96
96
96
96

3代

96
72
72
72
72
72

120
72
6

72
72
72
72

乳鼠致死性
观察 (ｈ)

1代

48
144
120
144
96

168
144
144
96

144
96

144
72

2代

72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
96
72

3代

72
72
72
72
72
72
72
72
72
60
72
72
72
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证实，13株病毒为 JEV。

经血清学和分子生物学鉴定证实，上海市

2002－2005年共分离到13株 JEV，均分离自三带喙库

蚊标本，其中2003年9株，2004年3株，2005年1株。

2.3 JEV 基因型特征 将上海市 2003－2005年分离

的 JEV 及我国其他地区分离的 JEV 一起与来源于

GenBank中不同基因型的 JEV全基因组进行系统进化

分析。结果显示，13株 JEV分布在基因Ⅰ、Ⅲ两个型

别中，其中 2003年分离的 9株、2005年分离的 1株，共

10株属于基因Ⅰ型，上海市2004年分离的3株 JEV属

于基因Ⅲ型。上海市分离的基因Ⅰ型 JEV之间全基因

序列核苷酸同源性在 98.3%～99.7%之间，基因Ⅲ型

JEV 之间全基因序列核苷酸同源性在 97.8%～99.9%
之间（图1）。

图1 5个基因型别的 JEV 30株系统进化
Fig. 1 Phylogenetic analysis of 30 JEV strains of five genotypes

3 讨 论

2002－2005 年在上海市采集的 3 万余只蚊虫标

本中共分离到 13 株 JEV，其中 2002 年未分离到该病

毒。结合 2006－2007年上海市分离的 JEV全基因组

系统进化分析显示，上海市分离和鉴定的 JEV分别属

于基因Ⅰ型和Ⅲ型，其中 2001、2003、2005、2007年均

为基因Ⅰ型，2004 和 2006 年均为基因Ⅲ型。所有分

离的同一型别 JEV 全基因组之间同源性非常高，在

97%以上。

我国于 2001年从上海市采集的三带喙库蚊标本

中首次报道分离到基因Ⅰ型 JEV［5］，之后在我国大部

分地区均从蚊虫标本中分离到该型别病毒［2，8］，并且，

在贵州［9］、山西和云南省［10］的脑炎患者标本中分离到

该型别病毒，在2006年山西省运城市成年人乙脑暴发

流行中同时检测基因Ⅰ、Ⅲ两个型别的 JEV［11］。在亚

洲的其他国家也从蚊虫中分离到基因Ⅰ型 JEV，例如：

日本和韩国以往均为基因Ⅲ型 JEV，在20世纪90年代

后从蚊虫标本和/或猪血清标本中分离到基因Ⅰ型

JEV［12-13］；泰国［14］、越南［13］也相继在2000年之后分离到

该型别 JEV；我国台湾省以往分离的均为基因Ⅲ型

JEV，但在 2008年后从采集的三带喙库蚊标本中分离

到基因Ⅰ型 JEV［15-16］，但尚未发现基因Ⅰ型 JEV感染的

脑炎患者。另有一些国家目前已经从患者标本中分离

到基因Ⅰ型 JEV或检测到该型别病毒的核酸序列，例

如：在日本，因为乙脑疫苗的广泛使用，脑炎患者非常
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少，每年＜10例，尚未在患者标本中分离到基因Ⅰ型

JEV，但是日本从脑炎患者的脑脊液标本中检测到基

因Ⅰ型 JEV的核酸序列［17］，可以认为该型别的 JEV已

经在当地流行；印度次大陆在2005年之前从蚊虫及患

者标本中分离的均为基因Ⅲ型 JEV，但在2007年从脑

炎患者的脑脊液标本中分离到基因Ⅰ型 JEV［18］，说明

该型别的 JEV 已经在当地流行。通过基因Ⅰ～Ⅳ型

JEV全基因序列进化分析显示，该病毒的整体进化与

地理环境、生物种系等关系不显著；同时发现，基因Ⅰ

型 JEV是最年轻的型别，目前已经取代基因Ⅲ型 JEV
成为亚洲地区的最主要基因型别［4］。

JEV 只有一个血清型，因此认为由基因Ⅲ型 JEV
制备的乙脑疫苗，无论是灭活疫苗（P3株）还是减毒活

疫苗（SA14-14-2株），能够保护各个型别的 JEV，只是

保护的效果会有一定差异。通过病毒基因组序列分

析［19］以及使用活病毒进行生物学实验［20］也初步验证

了该观点。但是仍需进一步深入开展乙脑疫苗对不

同型 JEV保护率的研究。

由于基因Ⅰ、Ⅲ两种基因型别的 JEV在上海市同

时存在，因此，建议进一步加强脑炎患者中 JEV分离及

核酸检测，密切关注患者中 JEV基因型别是否发生变

化，从而为上海市乙脑预防控制工作提供病原学的理

论依据。
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