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乙型脑炎病毒减毒中间株 SA14—12—1—7基因组全序列的测定 

曾 明，俞永新，董关木，范行 良，姚智 慧，李德 富 
(中国药品生物制品检定所，北京 100050) 

Com plete Sequence Analysis of the Full-length Genom e of the 

Japanese Encephalitis Virus Attenuated Strain SA14-12-1-7 

ZENG M ing，YU Yong—xin，DONG Guan—mu，FAN Xing—liang，YAO Zhi—hui，LI De—fu 

(National Institute dor the Control of Pharmaceutical and Biological Products，Beijing 100050，China) 

Abstract：To sequence the full length genome of Japanese encephalitis virus attenuated strain SA14—12— 

1—7．direct information about the genomic structure and the possible relationship to the attenuated and 

stability mechanism has been provided in this study．Six pairs of primers were designed according tO the 

published sequences of SA14—14—2 and SA14 strains，covering full—length genome of the JEV virus．Using 

RT—PCR，cDNA fragments Of SA14—12—1—7 strain were got and cloned into pGEM—T vector，then trans— 

formed into competent TG1 hosts．The positive colones were screened and then the inserted fragments 

were sequenced．The results of sequence analysis showed that genome of SA14—12—1—7 strain consistes of 

10976 nucleotides and containes a single open reading frame of 10299 nt which encodes a polyprotein of 

3432 amino acids．Compared with the published sequence of SA14—14—2 and SA14 strain，the homology 

of the nucleotide sequence and deduced amino acid sequence were all more than 99％ ．the mutation sites 

were located in different regions．In E region，5 sites are the same as SA14—14—2 and other 3 sites are the 

same as SA14 strain．Some sites in NS3，NS5 and 3’NTR may relate with the attenuated stability．So  

the sequence of SA14—12—1—7 strain genome is similar tO the published inform ation，several mutation 

sites are responsibe for the attenuation Of the virus and the virulence stability．The sequence analysis 

would aid in understanding attenuated mechanism of the vaccine． 

Key words：Japanese encephalitis virus；SA14—12—1—7 strain；Genome；Sequence analysis 

摘要：本研究通过对乙型脑炎活疫苗减毒过程中间株 SA 12—1．7株进行全序列测定和分析，进一步了解乙脑活疫 

苗减毒及其稳定性的分子机制。根据 已发表的 SA 14．2株及 SAl4株的序列，设计 6对重叠引物，涵括整个乙脑病 

毒的基因组，通过 RT—PCR扩增出 SA 12．1．7株的各 cDNA片段，分别克隆到 pGEM．T载体，转化至 TG1受体菌 

中，挑取阳性克隆进行鉴定后测序。结果表明 SA 12—1．7株基因组全序列长 10976个核苷酸，从 96到 10394为一 

个长开放读码框，编码 3432个氨基酸。与野毒株 SAl4和疫苗株 SA 14—2的核苷酸序列和氨基酸序列相 比，同源 

性均在 99％以上，突变位点分散于各个区域，E区有 5个位点与疫苗株一致而与野毒株不同，3个位点与野毒株一 

致而与疫苗株不 同，推测与其容易产生回复突变、恢 复毒力有关。此外，NS3、NS5和 3 NTR的几个位点可能与病 

毒毒力稳定性相关。综上所述，乙脑病毒减毒 中间株 的基因组全序列基本类似于 已发表的序列，若干突变位点影 

响病毒的弱毒性及毒力的稳定性。全序列的测定对于研究疫苗株的减毒机理具有重要意义。 
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流行 性 乙型 脑炎是 由流行性 乙型脑 炎病 毒 (Japanese Encephalitis Virus)引起的严重 中枢神经 
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系统疾病，由蚊虫传播，主要流行于东亚和东南亚各 

国，近 年 来 其 流 行 分 布 范 围 有 不 断 扩 大 的 趋 

势Ll J。其感染后死亡率高，预后患者会留下不同 

程序的后遗症，目前尚无特效的治疗方法，对蚊虫的 

传播控制和对易感人群的免疫接种是现阶段的主要 

控制手段。 

目前使用的乙脑疫苗有灭活疫苗和减毒活疫苗 

两种。我国的乙脑减毒活疫苗株 SA 1̈14—2株的使 

用对于控制流行性乙型脑炎的发病率起到了重要作 

用，其安全性 和有 效性 均 已得到证 实Ll J。 目前 

WHO已推荐推广在全球使用，并已讨论通过其规 

程。疫苗减毒是通过病毒野毒株 SA】4在原代地 鼠 

肾细胞上传 100代 J，再经空斑克隆 3次后获得的 

SA 12—1—7株 ，并在此基础上又经动物神经外传 

代和空斑多次克隆而获得稳定的减毒株 SÄ 114—2 

株L8 J。SA 12—1—7株的最主要的特点是，已经减毒 

但毒力不稳定，但鼠脑中传一代或原代地 鼠肾细胞 

上传几代即可产生回复突变，因此，对于 SA 12—1— 

7株基因组的全序列测定对揭示乙脑活疫苗减毒和 

稳定的相关位点具有非常重要 的意义，并为进一步 

提高疫苗质量、防止回复突变的产生具有重要意义。 

1 材料与方法 

1．1 病毒及病毒 RNA提取 

减毒中间株 SA 12—1 7株，本室保存，于 Vero 

细胞上传两代。0．5mL培养上清中加 0．5mL Trizol 

LS(GibcoBRL)，充分 混 匀，室温放 置 10min后 加 

0．2mL氯仿，充分震摇，室温 10min，13000rpm离心 

15min，取 上 清，加 等 体 积 异 丙 醇，室 温 10min， 

13000rpm离 心 15min，弃上 清，用 1mL 75％ 乙醇 洗 
一 遍 ，8000rpm 离 心 5min，弃 上 清 ，置 室 温 干 燥 

15min。加 DEPC处理过的水溶解病毒 RNA。 

1．2 引物设计 

根据国外所测乙脑病毒 SA】4和 SA 14—2株的 

核苷酸序列[ ，加]，设计了涵括整个病毒基因组 6个 

相互重叠片段 的 6对引物。引物长度 18～21bp，扩 

增片段长度为 1．3～2．3kb。引物由六合通公司和 

生工公司合成。 

1．3 逆转录及 PCR扩增 

取所提取的 RNA．加入 6核苷酸随机引物 (六 

合通公司)，两末端片段反转录用反向引物，60℃水 

浴保温 10min后，依次加入 RNasin(promega)，5× 

第一链缓冲液，dNTPs(Phamacia)，SuperscripselI逆 

转录酶(GibcoBRL)，总体积 20t~L，42"C保温 60min． 

随后 95"C 5min，所得 cDNA可用做 PCR反应模板。 

取 cDNA，10×PCR缓冲液，正 、反 向引物，dNTPs． 

Vent聚合酶(Biolab)，补水至总体积 50ⅡL进行 PCR 

扩增。反 应前采 用热 启动，即 95"C 5min后 加入 

Vent酶。PCR反应参数 ：94℃ 40s，55℃ 60s。72℃ 

90s～150s，共 35次循环，最后一次循环后 72℃延伸 

15min。两末端片段扩增所用 cDNA模板 由下游引 

物和随机引物两种逆转录产物混合。 

1．4 PCR产物的克隆 

PCR扩增后用 0．5％琼脂糖凝胶 电泳，紫外灯 

下观察 PCR扩增结果，用 PCR片段回收试剂盒(博 

大公司)回收特异的扩增片段。回收片段加 A尾后 

与 pGEM—T载体 (promega)连接，TSS法转化感受 

态细菌 TG1，涂布含氨苄青霉素、IPTG和 X—ga1的 

LB平板，37℃培养后，挑取白色菌落用克隆筛选试 

剂盒(Biochain)初筛 出质粒有插 入片段 的茵落。经 

PCR和酶切进一步鉴定后进行测序。 

1．5 测序 

序列测定由生工公司和博亚公司完成。 

2 结果 

2．1 SAl4．12．1．7株基因组全序列及特点 

SA 1̈12—1—7株基 因组的克隆和 序列测定策略 

见图 1。乙脑病毒减毒 中间株 SA】 一12—1—7株基因 

组全序列全长 10 976个核苷酸。碱基组成：A：3 036 

个(27．66％)，T：2 298个 (20．94％)；G：3 121个 

(28．43％)，C：2 521个(22．97％)。含有一个单一 

开放读码框架，5 端非编码区有 95个核苷酸，3 端 

非编码区 自 10 395起有 582个核苷酸。开放读码 

框架从第 96位开始，到 10 394止，共 10 299个核苷 

酸，编码 3 432个氨基酸。包含按顺序排列的结构蛋 

白和非结构蛋 白：C-PrM—E—NS1 NS2A-NS2B NS3一 

NS4A—NS4B—NS5，氨基酸数分别 为 127、167、500、 

415、164、131、619、267、137、905个 。 

图1 SA14—12—1．7株基因组的克隆和序列测定策略 

Fig．1 Cloning and sequencing strategy of SAl4—12—1—7 genomic cDNA 
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2．2 SAl4．12．1．7株与 SAl4．14．2株和 SAl4株核酸 

序列比较 

将所测得 SA 12—1—7株基因组核苷酸与我们 

所 测 SA 14—2疫 苗 株Ll 、日本 所 测 SA 14—2 

株[1oj和野毒株 SAl4进行比较，结果见表 1。与所测 

两 SA 14—2株序列相 比有 31个核苷酸不同，5 端 

非编码区、NS2B各 1个，NS2A 2个，C、NS3和 3 端 

非编码 区各 3个，E、NS1和 NS4A各 4个，NS5 6 

个。与 SA14株相 比有 62个核苷酸不一致，按顺序 

分别为 5 NCR 2个、c区 4个、E区 16个、NS1区 5 

个 、NS2A 区 3个 、NS2B 区 1个 、NS3区 11个 、 

NS4A 区 5个 、NS5区 11个和 3 NCR 4个 。各株之 

间的同源性分别为 99．6％、99．6％和 99．4％。 

表 1 SAl4．12．1．7与 sÄ 114．2疫苗株、野毒株 sA14基因组核苷酸比较 

Table 1 Comparison of nucleotide difference among SAI4·12·1·7 and wild strain SAl4 and SAI4-14-2 

Vaccine：SAl4．14．2 in our study；JEVSAA：SAl4-14-2 in Japan；JEVSAV：SAl4 in Japart 
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表 2 SA14-12小 7与 SAl4．14．2疫苗株、野毒株 SA14基因组推断氨基 

酸序列的比较 

Table 2 Comparison of amino acid difference among attenuated strain 

SAI4-12·l-7·vaccine SA I4-14-2 and their parent SAI4 strain 

Vaccine：SAl4-14-2 in our study；JEVSAA：SAI4—14—2 in Japan； 

JEVSAV：SAI4 in Japan 

2．3 SAl4⋯12 1 7株与 SAl4．14．2株和 SAl4株氨基 

酸序列比较 

将根据 SAl4—12—1—7株基因组推断的氨基酸序 

列与 SAl4—14—2和 SAl4株序列进行 比较，结果见表 

2。与我们所测疫苗株序列及在 日本研究所发表的 

SAl4—14—2株相一致序列进行 比较，共有 21个氨基 

酸不 同，其 中 C区 3个，E区 3个，NS1区 4个， 

NS2B区 1个，NS3区 3个 ，NS4A 区 2个，NS5区 5 

个。与 SA14株序列进行 比较，共有 28个氨基酸不 

同，其中 C区4个，E区 10个，NS1区 1个，NS2B区 

1个 ，NS3区 6个，NS4A 区 3个，NS5区 3个 ，各 株 

之 间的同源性分别为 99．3％、99．4％和 99．1％。 

3 讨论 

SA 1̈12—1—7株是 由乙型脑炎病毒野毒株 SA14 

经过在原代地鼠肾细胞上传 100代空斑 3次克隆后 

获得的减毒株，在此基础上，经过若干种动物体上的 

筛选， 获得了用于人的减毒活疫苗 SA 14—2株，因 

此，SA 12—1—7株在减毒过程中起着非常重要的作 

用。SA 12—1—7株的最主要生物学特性为减毒株， 

但毒力不稳定，容易返祖，在鼠脑中传一代或原代地 

鼠肾细胞中传几代即可 回复原有毒力。对于 SA 

12—1—7株基因组全序列的测定有可能阐明疫苗株减 

毒及其稳定性分子基础，为现有疫苗的质量控制和 

新一代疫苗研制奠定基础。本研究首次对乙型脑炎 

减毒株 SA 12—1—7株的基因组全序列进行测定和 

分析 。 

SAl4—12—1—7株 的全序列测 定结 果 表 明，其 基 因 

组全长 10 976个核苷酸，序列和开放读码框架与报 

道的乙型脑炎病毒基本一致，与我们所测的疫苗株 

SA 14—2、日本所测的 SA 14—2株和野毒株 SA14 

株的同源性比较均在 99％以上，遗传学上应为同一 

种，各突变位点分散于病毒基因组的各个区域，通过 

比较 SA 12—1—7减毒株、SA 1̈14—2疫苗株和野毒 

株 SA1 的序列，希望找 出与毒力、繁殖力和稳定性 

相关的突变位点，从而了解病毒的减毒过程中究竟 

有什么基因变化。 

序列比较结果 表明，从 SAl4到 SA 12—1—7有 

多个位点发生突变，导致其神经毒力的降低。其中 

E区为决定乙脑病毒毒力 的主要 区域，根据文献推 

测与减毒关系密切的 E一138、E一176、E．315、E一439等 

几个位点【l2]，其 中 SA 12—1—7株有 2个位点发 生 
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改变与疫苗株一致。但疫苗株中另有 2个氨基酸 

(E一177、E一279)发 生 变 化，这 两个 位 点 SA 12—1—7 

株与野毒株 SAl 一致，未发生改变，可能与 SA 12— 

1—7株毒力虽已减弱但尚不够稳定有关。 

另外，非结构蛋白氨基酸和非编码区核苷 的改 

变也可能影响病毒 的毒力和免疫性。已知黄病毒 

NS1蛋白与其免疫性相关，而 NS3编码病毒的蛋白 

酶和螺旋酶，NS5编码 依赖于 RNA 的 RNA聚合 

酶，与病毒的复制有关，属于非常保守的区域，任何 
一 部分的改变都可能导致复制过程的忠实性，在本 

文结果中发现 NS1区疫苗株有 5个氨基酸改变，而 

SA 12—1—7只有 1个变化 ，在 NS2B和 NS5区 中疫 

苗株各发生 1个或 2个变化而 SA 12—1-7株未变。 

此外，我们对疫苗株的测序结果在 NS5区与 日本的 

结果有 5个氨基酸的差异 ，如考虑 日本的测序结 

果，则 SA 14—2株与 SA 12—1—7株在 NS5区有 7 

个氨基酸的不同，即疫苗株与野毒株比较有 7个氨 

基酸位点发生改变而 SA 12—1—7株仍保持不变，这 

些结果都可能与 SA 12—1—7株毒力不够稳定而疫 

苗株弱毒力十分稳定，未发生返祖现象有关。 

对病毒减毒及稳定性推测的确认有赖于进一步 

的功能性研究，通过构建不同突变体或嵌合的全长 

基因组感染性克隆，有可能阐明这一机制，为研制新 

型疫苗的和疫苗载体奠定基础。 
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