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登革病毒基因组核苷酸序列与血清学分型的相关性研究 
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The Relationships of Serotypes and Nucleotide Sequences 

0f The Dengue viruses Genome 
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Abstract：The aim of this study was to prove the relationships of serotypes and nucleotide sequences of 

the Dengue viruses genome．To this end，the nucleotide sequences of 5 noncoding region，3 一noncod— 

ing region，envelope E glycoprotein，nonstructural protein NS1 were aligned correspondingly．W ith 

four Dengue viruses phylogenetic groups which were correspo nding to four serotypes each other being 

identified，Our results demonstrate that there were no intergenomic recombination observed．The po s— 

sibility of intragenomic recombination and the similarity of nucleotide sequences of different Dengue 

viruses were analysed． 
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摘要 ：为证明登革病毒基因组核苷酸序列与病毒血清学分型的相关性，本文以病毒全基因组和病毒 5 末端非编码 

区．E蛋白．NS1蛋白和 3 末端非编码区四个基因区段分别进行病毒型间比较。比较结果表明病毒全基因组和病 

毒的各个基因区段均明显分为相互独立的 4个分支，与病毒血清型分型完全吻合，不存在型间重组的现象。文章 

进一步分析了各型登革病毒型内核酸序列的相似性和型内病毒重组的可能性。 

关键词 ：登革病毒；基因组核苷酸序列 ；血清学分型 
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登革病毒(DenguP iruses，DEN)为黄病毒科 

(F2伽i iridae)成 员，可 以 引起 登 革热 (Dengue 

fever,DF)，登 革 出血 热 (Dengue haemorrhagic 

fever，DHF)，部分严重病例发展成为登革出血热／ 

登革休克综合征(Dengue shock syndrome，DSS)。 

据世界卫生组织报告每年全世界受登革病毒威胁的 

人群达数亿之多，登革病毒感染成为严重的公共卫 

生问题⋯1。此前，登革病毒的分类主要依据血清中 

和实验分为 1，2，3和 4型登革病毒(Dengue viruses 

1—4)。由于登革病毒各血清型之间存在抗原交叉， 

加之各地域分离的登革病毒数目众多，为登革病毒 

的分类鉴定带来困难。由于近年来分子生物学飞速 

发展，在国际基因库(GenBank)已有 700余株登革 

病毒(包括 4个血清型)完成病毒全基因组或病毒部 

分核苷酸序列测定。目前对以病毒核苷酸序列为基 

础的基因分型的应用逐渐增多，但对病毒基因分型 

与血清学分型的关系缺乏较全面的认识，从核酸水 

平研究病毒的基因重组等也甚少[引。本文利用生 

物信息学的方法较全面地比较了登革病毒全基因组 

和各主要基因区段核苷酸序列相似性与病毒血清型 

之间的关系，对于登革病毒的分类学，病毒进化分析 

及病毒分子流行病学研究等均有重要理论与实际意 

义。 
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1 材料与方法 

1．1 核酸序列资料 

由于 目前对于登革病毒四个较重要的核酸区 

段 J：5 end．包膜蛋白(Envelope E Glycoprotein)， 

NS1蛋白(Nonstructural Protein NS1)，3 end研究较 

多，从 GenBank中可获得的相关资料也较丰富，本 

文选用这四个区段作为主要研究对象。GenBank中 

登革病毒核苷酸序列资料共计 700余份，但其中有 

部分序列不完整，无法用于核苷酸序列比较。本文 

在可信的基础上，选取了较完整的核酸序列资料 

513份参加比较。选取的资料分布如下表[序列资 

料均来源于 GenBank(2001／9／20)]，其中全基因组 

核酸序列中相应的资料也被计入 5 end，E蛋白， 

NS1蛋白，3 end四个区段中。(如：5'end基因区段 

的 76份资料包含 68份全基因组核酸序列中的 5 

end部分。) 

注：i，其中 l3份未经文献证实；n．其中 15份未经文献证实；iii’其中74份未经文献证实；lv．其中 40份未经文献证实；v，其中 14份未经文 

献证实． 

1．2 多核酸序列相似性比较所使用的方法 

使用 Clustal X(1．8)(即 Clustal W for windows) 

软件分别进行 DEN病毒全基因组与各个主要基因 

区段水平上多核酸序列相似性 比较 [gap opening 

penalties 1 0—1 5(各相应值)；gap—extension penalties 

0．05—6．66(各相应值)]。由于选用的 GenBank资 

料并不都是完整的，未对全部资料做严格的进化分 

析。直接使用 Clustal X(1．8)邻位相连法(Neigh 

bor—joining，N—J)制作进化树，用 Treeview(win32) 

打开 unrooted tree观察核酸序列相似性。仅选有全 

基 因组核 酸序列并 明确 划分 区段 的资料使 用 

PHYI IP (Phylogeny Inference Package for 

windos9x)Version 3．5c同时用最大简约性法(Max— 

imum Parsimony methods)与邻位相连法(Neighbor— 

joining，N—J)(参数均为默认值)制作进化树校验 

Clustal X(1．8)制作进化树(进化树均为无根树)的 

结果。 

2 结果与分析 

2．1 登革病毒全基因组比较结果与病毒血清学分 

型的相似性 

登革病毒为单股正链 RNA病毒．基因组全长 

约 11 000个核苷酸。病毒全基因组代表病毒全部 

遗传信息，可以较全面地反应病毒的分类信息。目 

前国际基因库共收录了68份登革病毒全基因组核 

酸序列资料 (见材料方法中列；其 中 AF350498； 

AF359579； AF276619； AF1 19661； AF204178； 

AF204177；AF317645；AF289029为中国株)。这 

些病毒包括了4个血清型登革病毒的标准株病毒， 

同时包括如非洲，美洲，太平洋地区，印度洋地区等 

各地域的登革病毒分离株。病毒全基因组核酸序列 

相似性比较显示，68株登革病毒分别形成相互独立 

的 4个分支，进化树也仅有上述四个分支，每一分支 

中仅有本型株系的病毒，绝不存在其它株系的病毒， 

结果见图 1(AF226686与 AF226685同位)。如2型 

登革病毒的 46株病毒全部在单一分支，其它 3型登 

革病毒也分别在各 自的分支，绝不交叉存在。结果 

显示 68株登革病毒全基因组核苷酸序列的分型结 

果与病毒的传统血清型分型结果完全一致。 

图 1还显示，尽管各型病毒之间形成独立分支 

互不交叉，但由于同型病毒间核苷酸序列存在不同 

程度的差异使得同型病毒内部可以分成若干分支。 

如 1型登革病毒分为 2个分支，第一分支包括 

AF298807一AF226686共 3株 (按 图示中顺 时针顺 

序)，主要地理分布范围为中美洲和大西洋两岸，其 

它病毒为第二支主要分布在西太平洋，南亚和印度 

洋 地 区。2型登 革 病 毒 第 一 支包 括 M19197一 

AF276619共 8株，主要范围在中美洲，其它病毒株 

形成第二支，地域范围包括西太平洋和南亚地区。 

这种地理上的划分仅是大致概念并非绝对地理意 

义 
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其它DEN．2株系 
other DEN一2 strains 

AF375822 

AF326826 

图 1 DEN病毒全基因组核酸序列相似性 比较示意图 

Fig．1 The nucleotide sequences of Dengue viruses complete genome were aligned 

其他 DEN一2株系包 括(GenBank序列号 按 图示 中顺 时针 顺序 )：AF100466；AF208496；M20558；AF038402；AF204178；AF204177； 

AFo38403；M29095；U87412；U874l】；M84727；M 84728；AF100462；AF022438；AF022439；AF022437；AF100461；AF022434；AF100460； 

AF100459；AF100464；AF100463；AF169685；AF169686；AF169684；AF169682；AF169680；AF169679；AF169678；AF169681；AF169688； 

AF169687：AF169683：AF022441；AF022436；AF022435． 

2．2 登革病毒各基因区段相似性与血清学分型的 

关系及分析登革病毒型间基因重组的可能性 

登革病毒全基因组包括 5 end的非编码区、结 

构蛋白编码区、非结构蛋白编码区及 3 end非编码 

区。其中结构蛋白编码区三个结构蛋 白分别是 E 

蛋白，核衣壳蛋白(Capsid Protein)，和膜蛋白(Mere— 

brane Protein)。非结构基因(Non—strHctHre，NS)则 

包括 NS1—5。病毒基 因组 的排例顺序为 5 一C- 

PrM —M —E．NS1．NS2a—NS2b—NS3一NS4a—NS4b—NS5． 

3 。登革病毒基因组并不是各基因的简单排列，而 

是具有特定的组织结构和信息存储方式 ，这些结构 

和方式是病毒在长期演化过程中产生的，也是基因 

组发挥其整体功能的必要条件。尽管病毒全基因组 

水平的相似性比较结果与血清型分型完全吻合，但 

并不代表病毒各基因区段的进化就一定依照病毒血 

清型分型划定的方向进行。为此本文选取各型登革 

病毒主要基因区段进行比较，进一步从各基因区段 

水平了解病毒基因组分型与病毒血清型之间的一致 

性，同时还可以帮助分析各区段之间是否存在基因 

重组，这对于了解登革病毒的血清学交叉现象具有 

意义。 

选取 68份登革病毒全基因组核酸序列中的 5 

end非编码区，E蛋白，NS1蛋白和 3 end非编码区 

四个基因区段分别进行型间核酸序列相似性 比较。 

比较结果发现，上述四个基因区段核酸序列分别形 

成与血清学分型相应的 4个独立分支，四个区段间 

不存在型水平的交叉，即以病毒基因区段为基础仍 

然可以将登革病毒严格的分为 4个型，这一结果与 

前述全基因组分析得到的结果完全相同。 

病毒四个基因区段核酸序列相似性比较结果中 

还可以看出：1)尽管登革病毒各基因区段之间及各 

区段内不同部分在进化上有不同的进化特征，承受 

进化压力大小不一，但血清学分型的界线在上述四 

个基因区段的进化树中仍然是非常明确的；2)在四 
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AF231724 

其它 DEN．4病毒株 
other DEN．4 strains 

其它 DEN．3病毒株 
other DEN 4 strains 

其它 DEN．1病毒株 

other DEN．1 strains 

图2 DEN病毒 E蛋白核酸序列相似性比较示意图 

Fig．2 The nucleotide sequences of Dengue viruses Envelope E Glycoprotein were aligned 

其他DEN．1病毒株包括(按图示中顺时针顺序)：(AF309641)；AB003090；AF298808；AF350498；X76219；AF231721；AF378168；$64849； 

AF187271；1300503；U88537；U88536；U88535；M23027；1300502；1300501；1300504；1300505；D10513；AF180818；AF180817；AF298807； 

A757儿 ；M87512；AF193860；AF378170；AF378169；AF226687；AF226686；AF378172；(AF378171)． 

其他 DEN．3病毒株包括(按图示中顺时针顺序)：(AY038605)；L11435；L11430；L11438；L11437；L11424；L11436；L11431；L11620； 

L儿441；AF147458；AF147460；AF147459；AF349753；AFo86718；AFo86723；AF086729；AFo86730；AF086732；AFo86725；AFo86731； 

AF086722；AF086726；棚 86720； AF147457；AF086721；L11442；L11440；L11423；A 17645； M93130；M25277； L11427；L11619； 

L11422；L11432；L11428；L11429；L11426；L11425；L11433；(L11439；L11434)． 

其他 DEN．4病毒株包括(按图示中顺时针顺序)：(U18428)；U18439；U18436；U18427；M14931；U18431；AF231726；U18438；U18425； 

U18426；U18432；AF326826；AF375822；AF326573；AF326827；AF326825；U18430；U18429；U18440；AF231722；U18437；U18442； 

U18441；U18435；U18434；U18433；S66064；AF231723；AF231725；(AF231724)． 

其他DEN．2病毒株包括(按图示中顺时针顺序)：(AF231717；AF231720；AF231719；AF231718；L10053)；L04561；L10043；AF100469； 

AF378163；AF100465； X54319； 64054； M 19197； L10046； AFo93674； AF100468； AF100467； AY0371 16； AFo04020； L10044； 

AFo04019；L10051；L10042；AF231715；AF359579；AF276619；L10055；L10054；AF231716；L10049；M24449；L10050；LlO040；L10048； 

L10047；AF208496；M15075(DEN．1)；AF100466；L10041；AF378164；AF163096；AF308865；AF378166；AF378167；AF378165；X15214； 

M24444；AF195040；AF195043； AF195042； AF195041； X65240； L10045； AF295697； AF295699； AF295696； AF295694；AF297005； 

AF295700；AF295698； AF295695； AF297004； AF297006； AF297008； AF297007； AF297009； L10052； M24451； M24450；AF204177； 

AF204178；AFo38403； 1300346； M29095； D10514； M84728； U87412； U87411； M84727； M24447； 1300345； AFo38402； AF195039； 

AF195033； AF195035； AF195034； M24446； M24445； X15433； X15434； AF100462； AF195032； AF022437； 棚 22439； 棚 22438； 

AF100461；AF195038；AF195037；AF100464；AF100463；AF100460；AF100459；AF169680；AF169681；AF169688；AF169682；AF169687； 

AF169679；AF169685；AF169678；AF169684；AF169683；AFo22441；AF022435；AFo22436；AFo22440；AF169686；AFo22434；AF195036； 

AF264053；(M24448)． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 宋 宏等：登革病毒基因组核苷酸序列与血清学分型的相关性研究 301 

个基因区段核酸序列的比较中各型病毒形成相互独 

立的分支，整个进化树也以登革各型病毒为分支，各 

型病毒的分支中亦仅有本型株系，未发现病毒间的 

重组，无跨型分布现象。这表明登革病毒的进化，病 

毒间的重组作用不是主要动力，而分支进化充当了 

主要角色；3)分析中注意到，同型登革病毒之间核酸 

序列存在较大的差异，这在2型登革病毒尤其明显， 

因此进一步了解病毒型内核酸序列的相似性及分析 

型内重组的可能性十分必要。 

2．3 登革病毒 E蛋白核酸序列型内重组的可能性 

分析 

E蛋白是病毒的包膜蛋白，包含病毒抗原 一抗 

体结合位 点，是许 多重 要生物学活性的物质基 

础【4，5]。E蛋白也是病毒血清学分型的物质基础。 

为了解相同血清型登革病毒不同分离株之间核酸序 

列的相似性及病毒是否存在型内重组，我们利用四 

个血清型登革病毒 225份 E蛋白核酸序列资料(如 

材料方法中列)进行了比较。 

A}29880 7 

图3 DEN一1 E蛋白核酸序列相似性比较示意图 

沿顺时针方向从 AF231721至 M87512为美洲支；其他部分组成亚 

洲支。M87512与 A75711(Sigapore$275／90)均在美洲支上。 

Fig．3 The nucleotide sequences of Den-1 Envelope E Glycoprotein 

were Migned 

除M15075毒株外，四个型病毒 E蛋白各 自形 

成独立的分支，整个进化树也仅有上述四个分支，各 

个型的分支中亦仅有本型株系，未发现在病毒型间 

的交叉与重组。 

32份 DEN一1型 E蛋白基因区段核酸序列相似 

性比较结果与 13株 DEN一1型全基因组序列资料中 

E蛋白区段分析结果基本一致。可以大致分为两个 

进化上的大组：亚洲支与美洲支。但是其中有个问 

题值得注意：E蛋白区段比较中M87512与A75711 

(Sigapore S275／90)均位于美洲支(图 3)，而在全基 

因水平二者位于亚洲支(图 4)。这与以前的研究结 

果一致，即提示 Sigapore$275／90毒株可能存在型 

内重组[ 。 

图4 DEN．1全基因组核酸序列比较示意图 

沿顺时针方向从 AF298807至 AF226686为美洲支；其他部分组成亚 

洲支。M87512与 A75711在全基因水平亚分型中其位于亚洲支。 

Fig．4 The nucleotide sequences of Den—I complete genome were 

Migned 

120份 DEN．2型 E蛋 白基因区段核酸序列相 

似性比较结果显示与以往的研究结果一致，分为五 

个进化上的大分支(I～V基因型) J，同时也可大 

致划分为亚洲支与美洲支。在 DEN一2型 E蛋白基 

因区段与全基因水平核酸序列相似性分析比较中未 

发现明显的型内重组的证据。根据 E蛋白基因区 

段核酸序列相似性比较结果划分的 I～V基因型没 

有在全基因组核酸序列相似性比较中体现，这提示 

基于 E蛋白核酸序列的DEN一2基因型分型方法，在 

全基因组水平并不完全适用。造成这种结果的主要 

原因是各个基因区段在型水平上的进化压力不同。 

DEN一3型 E蛋白基因区段核酸序列相似性比 

较结果显示与以往的研究结果一致，分为四个进化 

上的大分支(I～Ⅳ)基因型[引。其 中有全基因组 

核酸序列资料的2株 DEN一3型均属于 I基因型。 

DEN一4型 E蛋白基因区段核酸序列相似性比 

较显示与以往的研究结果一致，分为两个进化上的 

大分支 I与 Ⅱ基因型 9。其中有全基因组核酸序 

列资料的 7株 DEN一4型均属于Ⅱ基因型。 

根据 225份 E蛋白核酸序列型内相似性的分 

析可以看出：1)传统上 DEN病毒按流行性先后大 

致分为两组，非洲东南亚为一个地理组，中南美洲为 
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组。E蛋白区段比较与全基因水平分析的结果与 

这种划分相一致：DEN一1型，亚洲支与美洲支两个 

亚型；DEN一2型，亚洲支与美洲支两个亚型；DEN 3 

型，DEN一4型 目前资料有限，参加比较的 DEN一3型 

与DEN．4型病毒无论 E蛋白基因区段还是全基因 

水平，均表现出较高相似性，因此无法按地理组分 

型。2)E蛋白区段分析仅提示 Sigapore S275／90株 

有型内重组的证据，但不能排除其他毒株在其他区 

段存在同样现象。3)由于 M15075株核酸序列不完 

整，目前暂时无法对其作进一步分析，但序列比较结 

果提示这株病毒的核酸序列有进一步研究的意义。 

2．4 其他三个基因区段核酸序列相似性分析 

E蛋白是重要的结构蛋白，但 E蛋白基因序列 

分析结果不能代表登革病毒全基因组核酸序列在型 

内水平的特点。为进一步分析其他基因区段中核酸 

序列相似性是否与 E蛋白基因区段核酸序列相似 

性分析结果相一致，本文选 5 end，NS1蛋白，3 end 

三个基因区段分别进行型内的核酸序列相似性比 

较。 

5 end的 76份核酸序列型间比较显示：DEN一1， 

DEN．3，DEN一4之间核酸序列相似性较高，DEN一2 

与其他血清型差异相对大。有两个值得注意的问 

题：其一是 DEN．4型的 7株(AF289029；M14931； 

AF326825； AF326826； AF326827； AF375822； 

AF326573)在 DEN．1型分支内部聚集成一个完整 

的分支。其二是 M15075株血清学分型为 DEN一1 

型，但表现出与DEN一2型较高的同源性并成为其一 

分支。76份核苷酸资料型 内比较中，DEN一1型， 

DEN一2型进化树与 E蛋白基因区段核酸序列相似 

性分析结果相差悬殊。DEN一3型与 DEN一4型由于 

资料数量有限，仅有的核酸序列资料保守性又比较 

高，无法进一步分析。 

在 NS1蛋白 110核酸序列资料型间比较显示： 

核酸序列相似性分析表现出与血清学分型较高的一 

致性。型内比较结果中，DEN一1型 NS1蛋白区段与 

E蛋白区段核酸序列相似性分析结果一致，亦可分 

为亚洲支与美洲支两个组，其中 Sigapore$275／90 

(M87512)与A75711均在亚洲支上，这与全基因组 

水平的分析结果相一致。DEN一2型亦可分为亚洲 

支与 美 洲 支 两 个 亚 型。值 得 注 意 的 问 题 是： 

M20558，AF208496，AF100466，AF119661等株在 

E蛋白基因区段分析中属于亚洲支，Ⅲ基因型，而在 

NS1区段属于美洲支。这一现象提示有两个问题 

值得进一步分析：其一，是否是型内重组；其二，这一 

可能的重组现象涉及多大范围的基因组核酸序列。 

DEN一3型，DEN一4型 由于资料有限，无法进一步分 

析，其中 DEN 4型均属于转统分型的Ⅱ基因型。 

在 102份 3 end核酸序列资料比较结果中，整 

体上核酸序列相似性比较结果亦以血清学分型为基 

础，分别形成四个型的独立分支，但存在两个例外： 

$58489与 M36806独立于四个型的主干分支，显示 

出与四个血清型的核酸序列相似性均较小($58489 

与 M36806两株由于核酸序列资料不完整有待进一 

步分析)。在 3 end型内水平 比较中，DEN一1型 3 

end与 E蛋白区段核酸序列相似性分析结果一致， 

亦可分为亚洲支与美洲支两个组。DEN一2型 3 end 

亦可分为亚洲支与美洲支两个组，但是值得注意的 

问题是 ：M20558，AF208496，AF100466，AF1196— 

61等株所在分支位于亚洲支与美洲支两个亚型交 

界处亚洲支一侧。 

三个基因区段核酸序列相似性分析结果显示： 

型内水平的进化主要也还是分支进化。5 end基因 

区段作为非编码区，与其他区段相比进化压力较大， 

造成型内相似性分析结果相差悬殊。对于 5 end基 

因区段须进一步从二级结构分析 4型的 7株插入 1 

型分支内部的原因u 。NS1蛋白基因区段，3 end 

基因区段在型内水平上存在亚洲支与美洲支两个 

组。值得注意的是：有证据提示型内重组现象的存 

在，而且型内重组现象可能并不是唯一的。5 end基 

因区段与 3 end基因区段同是非编码区，亚分型结 

果明显不同，其原因有待分析。 

2．5 中国DEN病毒株系相似性分析 

在上述分析基础上，针对在中国分离到的 DEN 

病毒进行核酸序列相似性分析对于中国 DEN病毒 

相关疾病的诊断，监控工作有重要意义。 

DEN一1型中，GZ／80(AF350498)属于亚洲支， 

AF202326，AF202325在 NS1蛋白基因区段比较结 

果中也属于亚洲支。无明显型内重组证据。在我国 

分离到的 DEN一2型中，FJ11／99(AF359579)，FJ一10 

(AF276619)，台湾 1897(I 10052)属于美洲支，Chi— 

na 4(AF119661)，海 南 (AF204177)， 海 南 

(AF204178)属于亚洲支。一个问题值得注意：在 

NS1蛋白基因区段比较结果中China04(AF119661) 

)属于美洲支，而在全基因水平亚分型与 3 end基因 

区段比较结果中 China04(AF119661))属于亚洲 

支。提示型内重组证据，有待于进一步分析。DEN 
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3型中广西 80—2(AF317645)属于 DEN一3病毒 I基 

因型。DEN一4型中广州 B5(AF289029)属于 DEN一4 

病毒Ⅱ基因型。中国分离到的 DEN病毒，主要分 

布于广东，广西，福建，台湾，海南等热带、亚热带地 

区。先后分离的 DEN病毒中各个血清型均有，且 

同型内的不同毒株核酸序列相似性差异也较大，个 

别毒株有型内重组的可能。 

3 结论 

目前总的结论是：DEN病毒血清学分型与核酸 

序列相似性 比较的结果在全基因组及 5 end。E蛋 

白，NS1蛋白，3 end四个基因区段水平上均较有较 

高程度的吻合。在进一步的基因型为基础的亚分型 

中，DEN一1，DEN一2均可大致以美洲支，亚洲支。进 

化上，DEN病毒较少以重组方式，分支是主要方式。 

重组主要在同一血清型内。 

目前存在的问题是：本文分析多集中于 DEN 

病毒核酸序列，进一步的研究相信应当在：1)各个蛋 

白氨基酸序列的相似性比较及其与核酸序列相似性 

比较结果的对照。2)各个基因区段蛋白氨基酸序列 

进化方向与速度与核酸序列的分析。3)E蛋白与 

NS1蛋白等重要基因内部重要核酸区段序列相似 

性比较。4)DEN病毒所属黄病毒科有 70多个成 

员，包括 日本脑炎病毒，黄热病毒，森林脑炎病毒等。 

这些病毒的基因组结构与 DEN病毒重要蛋白质的 

结构均有较高的近似性，进一步对上述内容展开跨 

种水平的研究是必要的。5)E蛋白是血清学分型的 

主要物质基础，而 E蛋白核酸序列长度不到全基因 

组核酸序列的五分之一。但是全基因组水平及各个 

主要基因区段水平的核酸序列相似性均表现出型内 

聚集性，进一步分析其原因是十分重要的。 
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