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　　［摘要］　目的　分析寨卡病毒基因组序列特征，建立寨卡病毒的核酸检测方法。方法　构建８１种虫媒传播黄病毒和

寨卡病毒的系统进化树，比较寨卡病毒与登革病毒４型、日本脑炎病毒的核酸和氨基酸序列差异，分析亚洲型和非洲型寨卡病

毒基因变异位点，尤其是中国的４株输入性寨卡病毒基因序列。通过比较亚洲型和非洲型寨卡病毒全基因组核酸序列，设计

一组寨卡病毒实时荧光定量ＰＣＲ检测的引物和探针，并检测其敏感性与特异性。结果　８１种虫媒传播黄病毒中，寨卡病毒

与Ｓｐｏｎｄｗｅｎｉ、Ｋｅｄｏｕｇｏｕ病毒同源性最近。全基因组核酸序列比较结果显示寨卡病毒与登革病毒４型的同源性比日本脑炎病

毒更近，而氨基酸序列比较结果显示寨卡病毒与日本脑炎病毒的同源性更近。与传统亚洲型寨卡病毒比较，广东ＧＤ０１株有５

个氨基酸突变位点，广东ＧＤＺ１６００１株有３个，浙江ＺＪ０３株有６个，赣县ＶＥＧａｎｘｉａｎ株有３３个。所设计的ＰＣＲ引物和探针

对质粒标准品检测呈阳性，检测下限为１００拷贝／ｍＬ，对细胞培养的寨卡病毒ＲＮＡ检测呈阳性，而对登革病毒１～４型和日本

脑炎病毒检测呈阴性。结论　寨卡病毒与Ｓｐｏｎｄｗｅｎｉ病毒同源性最近，赣县ＶＥＧａｎｘｉａｎ株的高变异显示寨卡病毒正在快速

变异。本研究设计的ＰＣＲ引物和探针可用于亚洲型和非洲型寨卡病毒株检测，具有较高的敏感性和特异性。
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　　寨卡病毒（Ｚｉｋａｖｉｒｕｓ）为单正链ＲＮＡ病毒，是

黄病毒科黄病毒属成员，基因组由１０７９４个核苷酸

组成（ＭＲ７６６，ＮＣ＿０１２５３２），编码３个结构基因（核

衣壳蛋白Ｃ、膜蛋白Ｍ和包膜蛋白Ｅ）和７个非结构

基因（犖犛１、犖犛２犪、犖犛２犫、犖犛３、犖犛４犪、犖犛４犫 和

犖犛５）。寨卡病毒最早于１９４７年从乌干达维多利亚

湖附近的寨卡森林中一只发热的恒河猴身上分离出

来［１］，然后于１９５３年在同样地域从非洲伊蚊（犃犲犱犲狊

犪犳狉犻犮犪狀狌狊）中再次分离得到，接着在多种蚊子中先

后分离出寨卡病毒；与登革热、黄热病、圣路易斯脑

炎、西尼罗河脑炎和日本脑炎病毒等黄病毒属病毒

一样，寨卡病毒主要通过蚊子传播［２３］。１９６４年，乌

干达报道了首例寨卡病毒感染人病例，患者出现发

热、皮疹、关节和肌肉疼痛、头痛及眶周疼痛［４］。血

清学显示寨卡病毒在多个亚洲国家广泛分布［５］。寨

卡病毒首次在人群中大规模爆发发生在２００７年的

西太平洋密克罗尼西亚联邦（ＦｅｄｅｒａｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆ

Ｍｉｃｒｏｎｅｓｉａ）的雅浦及周围岛屿，约５０００人感染
［６］，

而此前总共只有１４例报道；接着在２０１３—２０１４年

南太平洋的法属波利尼西亚（ＦｒｅｎｃｈＰｏｌｙｎｅｓｉａ）发

生更大规模的爆发（约３．２万人感染）
［７］；２０１５年５

月在巴西确诊出首例寨卡病毒感染患者［８］，截至

２０１６年２月２９日，巴西约有４４万至１３０万感染病

例；４２个国家有寨卡病毒感染疫情报道，其中２３个

属美洲国家。自２０１６年２月９日中国内地确诊首

例输入性寨卡病毒感染病例以来，截至３月３０日一

共确诊了１３例，其中江西省１例、广东省８例、浙江

省４例。在巴西，研究人员发现寨卡病毒感染可能

与小头畸形有关［９１２］。现已在羊水、胎儿脑组织中

检测到寨卡病毒，细胞实验也证实寨卡病毒可感染

与胎儿脑发育相关的神经干细胞，寨卡病毒和小头

症及罕见疾病格林巴利综合征相关的证据越来越

多［１３］。但由于寨卡病毒最近几年才发生大规模爆

发，之前并未引起人们的重视，目前对寨卡病毒的认

识还很缺乏，开发寨卡病毒感染早期诊断技术对我

国寨卡病毒防控，尤其对于育龄妇女有效预防新生

儿小头畸形具有重要意义。

本研究分析了寨卡病毒基因的序列特点，在此

基础上建立了基于反转录实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ

ｑＰＣＲ）的寨卡病毒核酸检测方法。ＲＴｑＰＣＲ是快

速、特异和高敏感性的检测方法，适用于寨卡病毒感

染的早期检测，然而到目前为止，只有２篇 ＲＴ

ｑＰＣＲ 文章聚焦于密克罗尼西亚寨卡病毒检

测［１４１５］，没有完全覆盖寨卡病毒的遗传和地域多样

性。本研究设计的引物和探针能够检测非洲和亚洲

型寨卡病毒毒株。

１　材料和方法

１．１　虫媒传播黄病毒及寨卡病毒系统进化树的构

建　使用最大似然法构建虫媒传播黄病毒和寨卡病

毒系统进化树，病毒株间的距离使用位点替换／总位

点评估［１６］。使用ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎ和ＢｉｏＮＪ算法计算

进化树分支，多次计算统计分支生成概率，评估进化

树分支可信度。所有计算使用 ＭＥＧＡ７软件完

成［１７］，用于系统进化树构建的虫媒传播黄病毒毒株

基因组序列（ＧｅｎＢａｎｋＩＤ）见表１。

１．２　引物和探针设计　从ＮＣＢＩ数据库中获得有

全基因组序列的寨卡病毒毒株２５株，去掉同源性近

的１４株，选择有地区代表性的１１株寨卡病毒毒株

筛选保守序列。利用ＣｌｕｓｔａｌＷ程序进行比对获得

保守序列［１８］，利用ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ软件进行引物和

探针设计［１９］，探针５′端设计有荧光报告基团ＦＡＭ，

３′端基团为ＢＨＱ。

１．３　病毒ＲＮＡ提取和ＲＴｑＰＣＲ　细胞培养的寨

卡病毒ＳＺ０１株（ＧｅｎＢａｎｋＮｏ．ＫＵ８６６４２３）由军事医

学科学院微生物与流行病研究所秦成峰研究员馈

赠。参照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ病毒核酸提取试剂盒（ｃａｔ：

１２２８００５０）说明书提取寨卡病毒、登革病毒和日本脑

炎病毒ＲＮＡ。用ＡＢＩ公司的Ｏｎｅｓｔｅｐｐｌｕｓ型ＰＣＲ

仪进行ＲＴｑＰＣＲ检测，采用ＴａＫａＲａＰＣＲ扩增试

剂，２０μＬ体系（１０μＬＭｉｘｔｕｒｅ，０．４μＬＲＯＸ染料，

正、反向引物各０．４μＬ，探针０．８μＬ，７．２μＬ无

ＲＮＡ酶水，０．８μＬ模板）。反应条件：第一阶段

４２℃５ｍｉｎ，９５℃１０ｓ；第二阶段（４０个循环）９５℃

５ｓ，６０℃３４ｓ。

１．４　敏感性和特异性检测　利用细胞培养的寨卡

病毒和含检测靶基因的质粒标准品对引物和探针的

敏感性进行评估。质粒标准品是通过将合成的寨卡

病毒犖犛２犈基因序列（９７ｂｐ）插入载体ｐＵＣ１９而获

得，用紫外分光光度法检测质粒浓度。为评估引物

·２６６·
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和探针的检测最低拷贝数，将质粒（浓度２．１×１０１０

拷贝／ｍＬ）以１０倍梯度稀释为１０－１、１０－２、１０－３、

１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８、１０－９、１０－１０共１０个浓

度梯度分别检测。利用细胞培养的登革病毒１～４

型和日本脑炎病毒评估引物和探针的特异性。

表１　黄病毒系统发生树构建所用的病毒株

犜犪犫１　犉犾犪狏犻狏犻狉狌狊狏犻狉狌狊狊狋狉犪犻狀狊狌狊犲犱犳狅狉狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲

Ｖｉｒｕｓ ＧｅｎＢａｎｋＩＤ 　　Ｖｉｒｕｓ ＧｅｎＢａｎｋＩＤ 　　Ｖｉｒｕｓ ＧｅｎＢａｎｋＩＤ

Ａｌｋｈｕｒｍａｖｉｒｕｓ ＪＦ４１６９５０ Ｙａｏｕｎｄｅｖｉｒｕｓ ＥＵ０８２１９９ Ｓｔｒａｔｆｏｒｄｖｉｒｕｓ ＫＭ２２５２６３

Ｄｅｅｒｔｉｃｋｖｉｒｕｓ ＡＦ３１１０５６ Ｂａｇａｚａｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１２５３４ Ｓｐｏｎｄｗｅｎｉｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２９０５５

Ｇａｄｇｅｔｓｇｕｌｌｙｖｉｒｕｓ ＤＱ２３５１４５ Ｂａｉｙａｎｇｄｉａｎｖｉｒｕｓ ＪＦ３１２９１２ Ｚｉｋａｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１２５３２

Ｋａｄａｍｖｉｒｕｓ ＤＱ２３５１４６ Ｄｕｃｋｅｇｇｄｒｏｐ

　ｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ

ＪＱ９２０４２１ Ａｅｄｅｓｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１２９３２

Ｋａｒｓｈｉｖｉｒｕｓ ＤＱ４６２４４３ Ｉｓｒａｅｌｔｕｒｋｅｙ

ｍｅｎｉｎｇｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｅｌｉｔｉｓ

　ｖｉｒｕｓ

ＫＣ７３４５５１ Ｃｅｌｌｆｕｓｉｎｇａｇｅｎｔｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００１５６４

Ｌａｎｇａｔｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００３６９０ Ｎｈｕｍｉｒｉｍｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２４０１７ Ｃｈａｏｙａｎｇｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１７０８６

Ｌｏｕｐｉｎｇｉｌｌｖｉｒｕｓ ＫＴ２２４３５４ Ｎｔａｙａｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１８７０５ Ｃｕｌｅｘｆｌａｖｉｖｉｒｕｓ ＡＢ７０１７７５

Ｏｍｓｋｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００５０６２ Ｔｅｍｂｕｓｕｖｉｒｕｓ ＫＭ０６６９４５ Ｄｏｎｇｇａｎｇｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１６９９７

Ｐｏｗａｓｓａｎｖｉｒｕｓ ＫＪ７４６８７２ Ｂａｎｚｉｖｉｒｕｓ ＤＱ８５９０５６ Ｈａｎｋｏｖｉｒｕｓ ＪＱ２６８２５８

Ｒｏｙａｌｆａｒｍｖｉｒｕｓ ＤＱ２３５１４９ Ｂｏｕｂｏｕｉｖｉｒｕｓ ＤＱ８５９０５７ Ｉｌｏｍａｎｔｓｉｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２４８０５

Ｔｉｃｋｂｏｒｎｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ ＪＮ００３２０８ ＥｄｇｅＨｉｌｌｖｉｒｕｓ ＤＱ８５９０６０ ＫａｍｉｔｉＲｉｖｅｒｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００５０６４

Ｔｕｒｋｉｓｈｓｈｅｅｐｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ ＤＱ２３５１５１ Ｊｕｇｒａｖｉｒｕｓ ＤＱ８５９０６６ Ｌａｍｍｉｖｉｒｕｓ ＦＪ６０６７８９

Ｋａｍａｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２３４３９ Ｓａｂｏｙａｖｉｒｕｓ ＤＱ８５９０６２ Ｎａｋｉｗｏｇｏｖｉｒｕｓ ＧＱ１６５８０９

Ｍｅａｂａｎｖｉｒｕｓ ＤＱ２３５１４４ Ｓｅｐｉｋｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００８７１９ Ｎｏｕｎａｎéｖｉｒｕｓ ＥＵ１５９４２６

Ｓａｕｍａｒｅｚｒｅｅｆｖｉｒｕｓ ＤＱ２３５１５０ ＵｇａｎｄａＳｖｉｒｕｓ ＤＱ８５９０６５ Ｎｉｅｎｏｋｏｕｅｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２４２９９

Ｔｙｕｌｅｎｉｙｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２３４２４ Ｗｅｓｓｅｌｓｂｒｏｎｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１２７３５ ＰａｌｍＣｒｅｅｋｖｉｒｕｓ ＫＣ５０５２４８

Ｂｕｓｓｕｑｕａｒａｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００９０２６ Ｙｅｌｌｏｗｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ ＦＪ６５４７００ Ｑｕａｎｇｂｉｎｈｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１２６７１

Ｃａｃｉｐａｃｏｒｅｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２６６２３ Ａｒｏａｖｉｒｕｓ ＫＦ９１７５３５ Ｔａｍａｎａｂａｔｖｉｒｕｓ ＡＦ３４６７５９

Ｋｏｕｔａｎｇｏｖｉｒｕｓ ＥＵ０８２２００ Ｉｇｕａｐｅｖｉｒｕｓ ＡＹ６３２５３８ Ｅｎｔｅｂｂｅｂａｔｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００８７１８

Ｉｌｈｅｕｓｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００９０２８ Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ１ ＡＦ１８０８１８ Ｓｏｋｏｌｕｋｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２６６２４

Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ ＫＦ６６７３２２ Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ２ ＡＦ０３８４０３ Ｙｏｋｏｓｅｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００５０３９

Ｍｕｒｒａｙｖａｌｌｅｙｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０００９４３ Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ３ ＡＹ７４４６８３ Ａｐｏｉｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００３６７６

Ａｌｆｕｙｖｉｒｕｓ ＡＹ８９８８０９ Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ４ ＫＪ５９６６５８ Ｊｕｔｉａｐａｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０２６６２０

Ｒｏｃｉｏｖｉｒｕｓ ＡＹ６３２５４２ Ｋｅｄｏｕｇｏｕｖｉｒｕｓ ＮＣ＿０１２５３３ Ｍｏｄｏｃｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００３６３５

Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００７５８０ Ｋｏｋｏｂｅｒａｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００９０２９ Ｍｏｎｔａｎａｍｙｏｔｉｓ

ｌｅｕｋｏｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ

ＮＣ＿００４１１９

Ｕｓｕｔｕｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００６５５１ ＮｅｗＭａｐｏｏｎｖｉｒｕｓ ＫＣ７８８５１２ ＲｉｏＢｒａｖｏｖｉｒｕｓ ＮＣ＿００３６７５

ＷｅｓｔＮｉｌｅｖｉｒｕｓ ＧＱ９０３６８０ Ｋｙａｓａｎｕｒｆｏｒｅｓｔ

　ｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ

ＪＦ４１６９５８ Ｓｏｙｂｅａｎｃｙｓｔ

　ｎｅｍａｔｏｄｅｖｉｒｕｓ５

ＮＣ＿０２４０７７

２　结　果

２．１　寨卡病毒与其他虫媒传播黄病毒序列比

较　图１Ａ是８１种虫媒传播黄病毒的进化树，最顶

层是２个大分支，一个分支以日本脑炎、Ｎｔａｙａ、

Ａｒｏａ、登革病毒等构成的蚊传播（ｍｏｓｑｕｉｔｏｂｏｒｎｅ）

组成；另一分支比较杂乱，包括蜱传播（ｔｉｃｋｂｏｒｎｅ）、

未知传播媒介和部分未知节肢动物宿主的蚊传播黄

病毒。寨卡病毒属于蚊传播黄病毒分支，与

Ｓｐｏｎｄｗｅｎｉ、Ｋｅｄｏｕｇｏｕ病毒同源性最近，其次是登

革病毒。寨卡病毒与Ｓｐｏｎｄｗｅｎｉ病毒的基因犆、犕、

犈、犖犛２犪、犖犛２犫、犖犛３、犖犛４犪、犘２犽、犖犛４犫和犖犛５氨

基酸 序 列 同 源 性 分 别 为 ６５．５７％、６３．６９％、

７１．８０％、７３．５８％、５９．７３％、７６．１５％、８０．５５％、

７５．８２％、７９．４４％和７７．８５％，而与登革病毒４型的

同源 性 分 别 为 ３９．３４％、４５．２４％、５５．４０％、

５３．９８％、２５．２２％、３８．４６％、６６．６１％、４３．１４％、

４９．１９％和６７．６６％。

登革病毒和日本脑炎病毒是目前研究较成熟的

虫媒病毒，本研究寨卡病毒与登革病毒４型、日本脑

炎病毒的全基因组核酸和氨基酸序列进行比较。全

基因组核酸序列比较结果显示，寨卡病毒、登革病毒

４型和日本脑炎病毒都一致的核酸位点为４４６３个，

占总数的４３．１４％。寨卡病毒与登革病毒４型、日

本脑炎病毒相同的核酸位点分别为６１３９和

６０１７个，占总数的５９．３４％和５８．１６％；寨卡病毒与

·３６６·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１６年６月，第３７卷

登革病毒４型的同源性略高于日本脑炎病毒（图

１Ｂ）。氨基酸序列比较结果显示，寨卡病毒、登革病

毒４型和日本脑炎病毒都一致的氨基酸位点为

１４６０个，占氨基酸总数的４２．４４％。寨卡病毒与登

革病毒４型、日本脑炎病毒相同的氨基酸位点分别

为１９２０和１９３６个，占氨基酸总数的５５．８１％和

５６．２８％；寨卡病毒与日本脑炎病毒的同源性略高于

登革病毒４型（图１Ｃ）。进一步对单个基因分析，寨

卡病毒的犆、犈、犖犛１、犖犛３、犖犛４犪和犖犛５基因与日

本脑炎病毒同源性更高，而 犕、犖犛２犪、犖犛２犫和

犖犛４犫与登革病毒同源性更高。３种病毒公共部分

的核酸或氨基酸位点（图１Ｂ、１Ｃｄ区）可能决定着三

者共有的生物学特性，如蚊传播。而寨卡病毒与登

革病毒共有部分的核酸或氨基酸位点（ｂ区）可能决

定着两者特有的生物学特性，如伊蚊传播、诱发皮疹

等；ｇ区的核酸或氨基酸位点可能决定寨卡病毒与

日本脑炎病毒特有的生物学特性，如对神经细胞敏

感等；ａ、ｃ和ｆ区则分别是登革病毒、寨卡病毒与日

本脑炎病毒三者各自特有的生物学特性。

图１　虫媒传播黄病毒进化树（犃）和寨卡病毒、登革病毒４型、日本脑炎病毒核酸（犅）及氨基酸（犆）序列比较

犉犻犵１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲犵犲狀狌狊犉犾犪狏犻狏犻狉狌狊（犃）犪狀犱狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱（犅），犪狀犱犪犿犻狀狅犪犮犻犱（犆）

狅狏犲狉犾犪狆狊狅犳犮狅犿狆犾犲狋犲犵犲狀狅犿犲狅犳犣犐犓犞，犇犈犖犞４犪狀犱犑犈犞

ＴｈｅｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｏｆＭＥＧＡｕｓｉｎｇｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅ．Ｅａｃｈｎｕｍｂｅｒａｔｎｏｄｅｓｉｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

ｏｆ５００ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｌｉｃａｔｅｓｕｐｐｏｒｔ；ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙａｒｅｈｉｇｈｅｒａｓｓｈｏｗｎｉｎｔｈｅｔｒｅｅｎｏｄｅ．Ｖｅｒｔｉｃａｌｌｅｎｇｔｈｉｓａｒｂｉｔｒａｒｙ．Ｓｃａｌｅｉｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ

ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ．Ｚｉｋａｖｉｒｕｓｉｓｍａｒｋｅｄｕｓｉｎｇｓｏｌｉｄｃｉｒｃｕｌａｒ．ＺＩＫＶ：Ｚｉｋａｖｉｒｕｓ；ＤＥＮＶ：Ｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ；ＪＥＶ：Ｊａｐａｎｅｓｅｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓｖｉｒｕｓ

２．２　寨卡病毒的进化及变异特征　寨卡病毒进化

树分成明显的２个大分支，分别对应亚洲型和非洲

型（图２Ａ）。寨卡病毒亚洲型与非洲型存在８２个氨

基酸差异位点，其中犘狉犕基因氨基酸位点突变率最

高（６．４５％），包膜基因 犈犘（１．００％）和 犖犛４犪

（０．６７％）最保守。变异氨基酸位点见表２，其中每

个位点的左侧为亚洲型氨基酸，右侧为非洲型。

ＮＣＢＩ核酸数据库中可获得我国研究人员提交

的４株寨卡病毒全基因组序列，都属于亚洲型。广

东ＧＤ０１、ＧＤＺ１６００１毒株序列接近，只存在８个核

酸差异位点，与巴西（ＫＵ３６５７７８）和波多黎各

（ＫＵ５０１２１５）病毒株同源性最高。广东ＧＤ０１株相
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比以往亚洲型毒株存在５个氨基酸位点变化

（Ｄ１０７Ｅ、Ｄ４４５Ｇ、Ｉ１２８５Ｖ、Ｔ２７４９Ｉ和Ｖ２７８７Ａ），而广

东ＧＤＺ１６００１株有３个氨基酸位点差异，与广东

ＧＤ０１株的１２８５、２７４９和２７８７位点变异完全相同。

浙江ＺＪ０３毒株和２０１３年在波利尼西亚爆发的毒株

同源性最高，与该患者在前往萨摩亚旅行时被感染

的事实吻合，该毒株相比以往亚洲型毒株存在６个

氨基 酸 位 点 变 化 （Ｓ１０９Ｎ、Ｋ７０９Ｒ、Ｒ１１１８Ｑ、

Ｖ２６３４Ｍ、Ｎ３１４４Ｓ和Ｋ３１９０Ｒ）。赣县ＶＥＧａｎｘｉａｎ

株与２０１４年海地（Ｈａｉｔｉ）株同源性最近，但已存在

较高突变，相比以往亚洲型和非洲型毒株其氨基酸

变异位点高达３３个，占寨卡病毒总氨基酸数的

０．９６％。图２Ｂ展示了赣县株与其他亚洲株、非洲株

在３３个变异位点的氨基酸情况，在这３３个位点中，

赣县株的位点特异。

图２　寨卡病毒系统进化树（犃）及我国江西赣县株氨基酸序列变异位点（犅）

犉犻犵２　犣犻犽犪狏犻狉狌狊狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲（犃）犪狀犱狋犺犲狏犪狉犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳犞犈犌犪狀狓犻犪狀犣犻犽犪狏犻狉狌狊（犅）

ＴｈｅｔｒｅｅｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｔｈｅｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｏｆＭＥＧＡｕｓｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅ．Ｅａｃｈｎｕｍｂｅｒａｔｎｏｄｅｓｉｓｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ５００ｂｏｏｔｓｔｒａｐｒｅｐｌｉｃａｔｅｓｕｐｐｏｒｔ；ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ８５％ａｒｅｓｈｏｗｎｉｎｔｈｅｎｏｄｅｓ．Ｖｅｒｔｉｃａｌｌｅｎｇｔｈｉｓａｒｂｉｔｒａｒｙ．Ｓｃａｌｅ

ｉｓｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ．ＦｏｕｒｓｏｌｉｄｃｉｒｃｌｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍＣｈｉｎａ．Ｄｏｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｉｄｅｎｔｉｔｙｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｏｎｔｈｅｔｏｐｏｆｔｈｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

表２　寨卡病毒亚洲型相比非洲型的氨基酸突变位点

犜犪犫２　犜犺犲狏犪狉犻犪犫犻犾犻狋狔狅犳犪犿犻狀狅犪犮犻犱犿狌狋犪狋犻狅狀狊犻狀犃狊犻犪狀犪狀犱犃犳狉犻犮犪狀犣犻犽犪狏犻狉狌狊

Ｇｅｎｅ Ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｕｔａｔｉｏｎｓ Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ／ｔｏｔａｌ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）

犆 Ｎ２５Ｓ，Ｌ２７Ｆ，Ｒ１０１Ｆ，Ｉ１１０Ｖ，Ｉ１１３Ｖ ５／１２２ ４．１０

犘狉犕 Ｉ１２５Ｖ，Ｓ１３９Ｎ，Ｒ１４３Ｅ，Ａ１４８Ｐ，Ｖ１５３Ｍ，Ｈ１５７Ｙ ６／９３ ６．４５

犕 Ｋ２４６Ｒ，Ｖ２６２Ａ ２／７５ ２．６７

犈犘 Ｉ４１０Ａ，Ｉ４４６Ｔ，Ｖ４５９Ｉ，Ｆ５７５Ｓ，Ｖ６０７Ｉ ５／５００ １．００

犖犛１ Ｄ６８３Ｅ，Ｖ７２７Ａ，Ｆ７２８Ｌ，Ｖ７６３Ｍ，Ｔ７７７Ｍ，Ｍ７８５Ｌ，Ｅ８４６Ｄ，Ｋ８６３Ｒ，Ａ９８８Ｖ，Ｖ１０３０Ｉ，Ｖ１０５８Ｍ １１／３５２ ３．１３

犖犛２犪 Ｍ１１８０Ｔ，Ｖ１２０４Ａ，Ｖ１２２６Ｉ，Ａ１２８９Ｖ，Ａ１２９７Ｔ，Ｉ／Ｖ１３５４Ｌ ６／２２６ ２．６５

犖犛２犫 Ｅ１４６１Ｄ，Ａ１４７７Ｔ ２／１３０ １．５４

犖犛３ Ａ１５５８Ｓ，Ｌ１５９４Ｈ，Ｋ１６７１Ｒ，Ｋ１７１７Ｔ，Ｎ１９０２Ｈ，Ｉ１９０９Ｖ，Ｍ１９７４Ｌ，Ｋ２０８５Ｒ，Ｙ２０８６Ｈ ９／６１７ １．４６

犖犛４犪 Ｌ２１２３Ｆ １／１５０ ０．６７

犖犛４犫 Ｎ２２８０Ｓ，Ｉ２２８２Ｌ，Ａ２２８３Ｓ，Ｍ２２９５Ｉ，Ｌ２３１８Ｆ，Ｍ２３６７Ｉ，Ｉ２４４９Ｖ，Ｖ２４５３Ｉ，Ｌ２４５５Ｓ ９／２５１ ３．５９

犖犛５ Ｖ２５９８Ｉ，Ｍ２６３４Ｖ，Ｔ２６７９Ａ，Ｍ２７１５Ｌ，Ｉ２７４９Ｔ，Ａ２７８７Ｖ，Ｋ／Ｒ２８００Ｎ，Ｖ２８４２Ｉ，Ｎ２８９６Ｓ，

　Ｒ２９０９Ｈ，Ｈ２９６９Ｑ，Ｉ３０３９Ｖ，Ｎ３０４４Ｓ，Ａ３０４６Ｉ，Ｋ３０５０Ｒ，Ｋ３０６５Ｒ，Ｅ３０８０Ｋ，Ｖ３０８９Ｉ，

　Ｇ３１０７Ｋ，Ｋ３１６１Ｒ，Ｐ３１６２Ｓ，Ｒ３１６７Ｎ，Ｓ３２２３Ｄ，Ａ３３０４Ｓ，Ｍ３３３３Ｖ，Ｄ３３８７Ｎ

２６／９０３ ２．８８

　　Ｌｅｆｔ：ＡｓｉａｎＺｉｋａｖｉｒｕｓ；Ｒｉｇｈｔ：ＡｆｒｉｃａｎＺｉｋａｖｉｒｕｓ

２．３　ＲＴｑＰＣＲ引物和探针设计　比较１１株寨卡

病毒毒株（８株亚洲型和３株非洲型），选择保守序

列，获得１组引物和探针（Ｚｉｋａ３９９０Ｆ：５′ＣＣＡＣＧＣ

ＡＣＴ ＧＡＴ ＡＡＣ ＡＴ３′，Ｚｉｋａ４０６８Ｒ：５′ＡＡＧ

ＴＡＧＣＡＡＧＧＣＣＴＧＣＴＣＴ３′，Ｚｉｋａ４０２１ｐｒｏｂｅ：

５′ＦＡＭＴＧＧＣＴＧＣＴＣＴＲＡＣＡＣＣＡＣＴＢＨＱ

３′），位于 犖犛２犪 基因。正、反向引物和探针与

Ｓｐｏｎｄｗｅｎｉ病毒、登革病毒１～４型序列都存在很高
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的差异（图３），表明设计的引物和探针均具有特

异性。

２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测方法的敏感性和特异性　对各

稀释梯度的标准品（最高浓度２．１×１０９ 拷贝／ｍＬ）

进行ＲＴｑＰＣＲ检测，前８个浓度检测结果为阳性；

后２个梯度质粒样本检测Ｃｔ值大于３５，认为阴性。

对Ｃｔ值和质粒拷贝浓度进行拟合，获得标准曲线

（图４），检测限约１００拷贝／ｍＬ。模拟寨卡病毒血清

样本检测为阳性，登革病毒１～４型和日本脑炎病毒

检测均为阴性，表明该检测方法具有很高的特异性。

图３　寨卡病毒核酸检测引物和探针序列

犉犻犵３　犘狉犻犿犲狉狊犪狀犱狆狉狅犫犲狅犳犣犻犽犪狏犻狉狌狊

ＡｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｔｈｅｄｅｓｉｇｎｅｄｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅＺｉｋａｖｉｒｕｓ，Ｓｐｏｎｄｗｅｎｉ，ＫｅｄｏｕｇｏｕａｎｄＤｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓ１４ｓｔｒａｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．Ｄｏｔｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｉｄｅｎｔｉｔｙｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｏｎｔｈｅｔｏｐｏｆｔｈｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ

图４　寨卡病毒核酸定量犘犆犚检测标准曲线

犉犻犵４　犛狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲狅犳犚犜狇犘犆犚犳狅狉

狋犺犲狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀犳狅狉犣犻犽犪狏犻狉狌狊

Ａ：ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒＺｉｋａｖｉｒｕｓｃＤＮＡｐｌａｓｍｉｄｄｉｌｕｔｉｏｎｓｅｒｉｅｓ；Ｂ：

Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｂｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ１０ｆｏｌｄｓｅｒｉａｌｄｉｌｕｔｉｏｎｓｏｆＺｉｋａｖｉｒｕｓ

ＲＮＡ．Ｃｔ：Ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅｓ

３　讨　论

目前有关寨卡病毒病原学研究的报道较少，通

过与其他虫媒传播黄病毒的基因序列比较可在一定

程度推测寨卡病毒的生物学特性。本研究首先构建

了８１种虫媒传播黄病毒的系统发生树，明确了寨卡

病毒同源性最近的病毒，并重点比较了寨卡病毒与

登革病毒４型、日本脑炎病毒的基因组序列差异。

Ｋｕｎｏ等
［２０］最早对虫媒传播黄病毒系统进化进行研

究，并构建了７１株虫媒传播黄病毒的系统进化树，

结果显示Ｋｅｄｏｕｇｏｕ病毒为独立一株，与寨卡病毒

遗传距离较远；而寨卡病毒与日本脑炎病毒同源性

更近，与登革病毒遗传距离较远，与本研究结果存在

一定差别。分析产生差异的原因可能是Ｋｕｎｏ等
［２０］

构建系统发生树采用的是犖犛５基因，寨卡病毒犖犛５

基因与日本脑炎病毒氨基酸相同位点的百分比为

６８．５５％，而与登革病毒为６７．６６％。本研究结果显示

由于寨卡病毒与登革病毒、日本脑炎病毒的遗传差异

比较接近，以不同的基因、核酸或蛋白质序列构建系

统进化树都可能产生不同结果。但可以明确的一点

是，日本脑炎病毒和登革病毒之间的遗传距离是寨卡

病毒、登革病毒和日本脑炎病毒三者之间最远的。

截至２０１６年３月３０日，中国共检测出１３例寨

卡病毒感染病例，对最早发现的４株寨卡病毒毒株

进行了全基因组测序，结果发现广东 ＧＤ０１和

ＧＤＺ１６００１毒株之间存在８个核酸位点差异，与以

往亚洲型毒株相比ＧＤＺ１６００１株存在３个氨基酸变

异，而ＧＤ０１株有５个氨基酸位点变异，其中３个与

ＧＤＺ１６００１株的氨基酸变异位点相同，表明ＧＤ０１很

可能是由ＧＤＺ１６００１变异产生。浙江ＺＪ０１株有６
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个氨基酸变异位点，且与广东株的５个位点完全不

同，是由２０１３年波利尼西亚毒株变异而来，与当前

南美正流行的毒株也不同，表明萨摩亚寨卡病毒流

行跟南美流行是独立发生的。广东毒株和赣县毒株

的感染患者都是来自委内瑞拉的工作人员，说明委

内瑞拉已存在氨基酸序列差异较大的毒株。相比亚

洲和波利尼西亚毒株，江西赣县株与２０１３年在南美

爆发的多个毒株同源性更近，表明赣县株是南美毒

株变异的结果。相比２００７年亚洲型毒株对非洲型

毒株的仅仅８２个变异位点，赣县株高达３３个氨基

酸位点的突变表明最近３年寨卡病毒在南美正经历

快速变异。寨卡病毒在人群中的大规模爆发正加速

寨卡病毒的变异以更好地适应新宿主，其变异位点

的功能值得重点关注。但寨卡病毒本身变异是否为

本次寨卡病毒大爆发的原因，或其引发原因是否为

拉美地区自然环境，均还未知。

本研究设计的ＲＴｑＰＣＲ引物和探针具有更高

的通用性，与登革病毒１～４型和日本脑炎病毒无交

叉，能高灵敏地检测出细胞培养的寨卡病毒，为寨卡

病毒感染的诊断提供了一种有效方法。
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