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Abstract：The significance and preM sequence analysis of two different mutant strains of Japanese 
encephalitis virus during persistent infection was studied. Two wild strains of Japanese encephalitis 
viruses (JaGAr-01 and Nakayama) were used to infect a human hepatoma cell line. Persistent infection 
was established after the cells were subcultured several times. Mutant viruses in persistently infected 
cells were collected by freezing and thawing of the cells. Viral titers were examined by plaque assys in 
BHK cells. The preM coding region of four Japanese encephalitis strains, two wild-type and two mutant 
viruses from infected cells were amplified by RT-PCR. The PCR products were sequenced and the preM 
sequences of the four strains were compared. The results showed that there was a single aminot acid 
mutation (E9 Leu→Arg) in the JaGAr-01 persistently infecting mutant in comparison to wild-type 
JaGAr-01. Two amino acid replacements (E9 Leu→Arg and E13 Val→Ile) were noted in the 
persistently infecting Nakayama and its wild-type strains. The amino acid sequences of the mutant 
strains JaGAr-01 and Nakayama were completely the same. We inferred here that genotypic variation 
existed in preM region of all mutant viruses and that genotypic variation of protein encoded by preM 
region may play a role in persistent infections and may contribute to the maintenance of the characters 
of Japanese encephalitis virus and replication. 
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Genovariation 
 
摘要：为了研究乙型脑炎病毒持续感染株preM区域基因序列变异及其意义，我们将两种乙脑病毒野生株（JaGAr-01

株和 Nakayama 株）分别感染人肝癌 KN73 细胞，经过多次细胞传代后建立乙脑病毒持续感染模型，收集感染细

胞经反复冻融获取变异病毒。利用 preM 区特异引物进行 RT-PCR 法得到两种病毒的 preM 区基因片段，应用基因

测序反应进行序列分析，并对两种病毒株 preM 区序列进行比较。preM 区基因测序结果显示，与 JaGAr-01 野生

株比较，JaGAr-01 持续感染变异株（JaG-per）有 1 个核苷酸上碱基发生变异（第 26 位 U→G）并导致相应氨基

酸发生置换（第 9 位亮氨酸→精氨酸）；Nakayama 持续感染变异株（Nak-per）与其野生株相比则有 11 个核苷酸

上碱基存在差异（第 26 位 U→G，第 37 位 G→A，第 39 位 C→U，第 45 位 U→C，第 51 位 U→C，第 99 位 U

→C，第 126 位 U→C，第 165 位 C→U，第 189 位 C→U，第 195 位 C→U，第 198 位 U→C），但仅有其中第 26

位、第 37 位、第 39 位的碱基变异引起相应编码的氨基酸发生置换（第 9 位亮氨酸→精氨酸及第 13 位缬氨酸→
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异亮氨酸）。对比还发现变异后的 JaGAr-01 持续感染株与 Nakayama 持续感染株的基因序列相同。认为乙脑病毒

持续感染变异株 preM 区存在基因变异，这种变异可能与该区参与病毒持续感染及维持病毒生物学特性有关。 

关键词：流行性乙型脑炎病毒；持续感染；preM 区序列分析；基因变异 

中图分类号：R373                文献标识码：A     文章编号：1003-5125(2006)04-0309-05 
 
多数 RNA 病毒感染宿主后易导致持续感染的

发生，这可能与病毒含有的结构蛋白或非结构蛋白

极易发生基因变异，使病毒能够逃避宿主免疫防御

系统的杀伤作用有关[1]。流行性乙型脑炎病毒（乙

脑病毒）属正链 RNA 病毒，感染人体引起的流行

性乙型脑炎（乙脑）是一种很凶险的中枢神经系统

传染病，其死亡率高达 30%，另有 50%的患者“治

愈”后会留下神经系统方面的各种后遗症[2]。目前

临床上尚未能从根本上控制乙脑病毒感染，特别是

持续感染引起的乙脑病毒相关脑炎[3]，对其感染的

具体机理尚不十分清楚。为阐明乙脑病毒结构蛋白

中 preM 区蛋白在持续感染过程中的作用，本实验

利用人肝癌 KN73 细胞株建立乙脑病毒持续感染模

型，应用基因测序反应对持续感染病毒的 preM 区

序列进行分析并比较各变异株preM区序列的差异，

现将分析结果报道如下。 

1  材料与方法 
1.1  细胞和病毒 

细胞为人肝癌 KN73 细胞株，细胞培养液为含

10%胎牛血清（FCS）的 RPMI1640。病毒为乙脑病

毒 JaGAr-01 株（1959 年分离）和中山予研株

（Nakayama 株，1935 年分离），二者的变异株是在

KN73 细胞中经持续感染 2 年所得。 
1.2  乙脑病毒持续感染模型的建立   

JaGAr-01 株和 Nakayama 株分别感染 KN73 细

胞，以病毒量 m.o.i (multiplicity of infection)=10 吸

附于KN73细胞，37℃、60min后，加培养液在50ml/L 
CO2 孵箱中培养，待 90%细胞出现变性时，进行传

代。继续培养残存细胞形成单层细胞后，平均 5~6d
传代一次，传代时采用标准胰蛋白酶消化技术进

行。每次传代前采取培养液与感染细胞保存，将感

染细胞进行 3 次冷冻融解得到细胞内病毒。 
1.3  病毒滴度测定   

用空斑形成实验方法测定病毒含量[4]。将含有

病毒的培养上清液和细胞内病毒按比例稀释，在 24
孔培养板内单层培养的仓鼠肾细胞株BHK上吸附，

添加 0.6%的甲基纤维素液和含有 1%FSC 的 MEM
培养液，3 d 后用甲醇固定，再用 1% 结晶紫染色，

记录空斑数。 

1.4  preM 区 RT-PCR 法   
收集持续感染细胞，用加酚法提取细胞内总

RNA。以该 RNA 作为模板，取乙脑病毒 preM 区核

苷酸作为引物，扩增片段长度为 253bp，上游引物

为：5’-TGTTATAGCCTGCGCAGGAGCC-3’,下游引

物为 5’-ATTCCAAGCGAAGCAGGAGA-3’。RT 反

应条件为：下游引物 10μmol/L, dNTP2mmol/L, 逆
转录酶 0.5U，总体积 10μl， 42℃,1h 合成 cDNA，

PCR 反应条件：各引物分别为 10μmol/L ，

dNTP2mmol/L, TaqDNA 聚合酶 1.5U，总体积 50μl，
循环参数为 94℃ 1min 预变性，94℃ 1min ，60℃ 
2min，72℃ 3min，DNA 增幅反应进行 40 个循环，

再 72℃延伸 7min。PCR 产物用 1.5%琼脂糖凝胶电

泳证实。 
1.5  preM 区基因序列分析   

参照 Sambrook 法[5]，从低熔点凝胶中回收 PCR
产物；应用 preM 区特异引物，运用基因测序反应

进行序列分析，具体方法参见试剂盒说明书。作为

对照，JaGAr-01 野生株和 Nakayama 野生株的 preM
区序列分析方法同上。此外，JaGAr-01 野生株和

Nakayama野生株 preM区基因序列取自国际基因库

（GeneBank 号分别为 AF069076 和 U70413）。 

2  结果 

2.1  持续感染 KN73 细胞中乙脑病毒含量 
JaGAr-01 株和 Nakayama 株感染 KN73 细胞，

感染后 24h JaGAr-01 株和 Nakayama 株的病毒量分

别是 2.4×106 PFU/mL 与 8.2×104 PFU/mL，JaGAr- 
01 株的病毒量比 Nakayama 株约高 30 倍。感染后

第 20d JaGAr-01 株和 Nakayama 株的病毒量分别是

17.2×103 PFU/mL 与 1.72×103 PFU/mL。感染后第

40d 和 90d，即传代第 7 代和第 17 代时，两株的病

毒量均为 103 PFU/mL。目前已连续传代 2 年以上，

共传代 145 代，细胞内病毒量多次检测一直维持在

103 PFU/mL 水平。被感染后的 KN73 细胞形态与非

感染细胞极其近似，未见明显细胞变性效应

（cytopathic effect ,CPE），但感染细胞的增殖性较

非感染细胞为低，非感染细胞的倍加时间（doubling 
time）为 18h，而持续感染细胞为 23 h。 
2.2  各病毒株 preM 区核苷酸序列及相应的氨基酸
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序列测定 
首先在感染后第 35d、40d 及 45d，即传代第 6

代、第 7 代和第 8 代时，进行 preM 区部分基因测

序，然后分别在一年、一年半及两年，即传代第 70
代、第 110 代和第 145 代时，用 RT-PCR 法分别对

4 株乙脑病毒的 preM 区全基因进行扩增，克隆，测

序，并进行序列比较，两种野生株及两种持续感染

变异株的 preM 区基因全长 253bp（图 1），编码 80
个氨基酸。 

JaGAr-01   KLSNFQGKLLMTINNTDIADVIVIPTSKGENRCWVRAIDV 40 

JaG-per     . . . . . . . . . . R. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nakayama   . . . . . . . . . . . . . . . V. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nak-per     . . . . . . . . . .R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

JaGAr-01  GYMCEDTITYECPKLTMGNDPEDVDCWCDNQEVYVQYGRC 80 

JaG-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Nakayama  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nak-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

图 1   四株乙型脑炎病毒 preM 蛋白区域的氨基酸序列对比

结果 
Fig.1  Alignment of amino acid sequences of the preM proteins 

of JEV wild strains and persistently infected strains 
Note:All the amino acids of JaGAr-01 wild strain is written in abbreviated 
form while the differences are indicated for the others. A dot indicates the 
same amino acid as the JaGAr-01 wild strain. JaGAr-01: JaGAr-01 wild 
strain,JaG-per: JaGAr-01 persistently-infected mutant strain, Nakayama: 
Nakayama wild strain, Nak-per: Nakayama persistently-infected mutant 
strain 
 

在病毒持续感染后第 40d，即传代第 7 代时，

观察到持续感染 JaGAr-01 株与 Nakayama 株 preM
区域核苷酸的碱基序列及氨基酸的排列发生变异，

但以后稳定存在。至今持续感染系已建立 2 年，变

异后的氨基酸均未再发生变化。 
测序后对比还显示：持续感染 JaGAr-01 株和持

续感染中山株病毒的 preM区域在变异后核苷酸的碱

基序列与氨基酸的排列完全相同（图 2）。与 JaGAr-01
野生株核苷酸序列比较，两种持续感染株的同源性均

为 99.6%，与 JaGAr-01 野生株氨基酸序列比较，另

外三种病毒株的同源性均为 98.75%（表 1）。 
 

表 1  乙型脑炎病毒野生株及持续感染变异株中 preM 区域
核苷酸与氨基酸同源性的比较 

Table1  Comparison of the homology of nucleotide sequences 
and amino acid sequences of the preM proteins of 
Japanese encephalitis virus wild strains and their 
persistently-infected strains 

JEV strains     Homology of nucleotides   Homology of amino acids 

JaGAr-01               100                   100 
JaG-per                99.6                  98.75 
Nakayama              96.0                  98.75 
Nak-per                99.6                  98.75 

Note: regarding JaGAr-01 wild strain as control, compare other strains with 
it. JaGAr-01: JaGAr-01 wild strain  JaG-per: JaGAr-01 persistently- 
infected mutant strain. Nakayama: Nakayama wild strain. Nak-per: 
Nakayama persistently-infected mutant strain. 

JaGAr-01  AAGUUGUCAAAUUUCCAGGGGAAGCUUUUGAUGACCAUUAACAACACGGACAUUGCAGAC  60 
JaG-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .G. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nakayama  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .G . C. . . . . . . .U . . . . . . .U. . . . . . . . . . . .  
Nak-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
JaGAr-01  GUUAUCGUGAUUCCCACCUCAAAAGGAGAGAACAGAUGCUGGGUCCGGGCAAUCGACGUC  120 
JaG-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nakayama  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . U. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nak -per   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
JaGAr-01  GGCUACAUGUGUGAGGACACUAUCACCUACGAAUGUCCUAAGCUUACCAUGGGCAAUGAU  180 
JaG-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nakayama  . . . . . . . .U. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nak -per   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
JaGAr-01  CCAGAGGAUGUGGAUUGCUGGUGUGACAACCAAGAAGUCUACGUCCAAUAUGGACGGUGC  240 
JaG-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nakayama  . . . . . . . . . . . .C . . . . . . . C . . U. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nak -per   . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
JaGAr-01  ACGCGGACCAGGC  254 
JaG-per    . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nakayama  . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Nak -per   . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
                       (733) 

图 2   四株乙型脑炎病毒 PreM 蛋白区域的核苷酸序列对比结果 
Fig.2  Alignment of deduced nucleotide sequences of the preM proteins of four Japanese encephalitis virus strains 

Note: One letter code is used for the base of a nucleotide. The base sequence of JaGAr-01 strain is written in full while the differences are indicated for the 
others. A dot indicates the same base as the JaGAr-01 strain. Bases are numbered from the first base of the PrM gene. Strain designations are listed first, 
followed by other strains. JaGAr-01: JaGAr-01 wild strain, JaG-per: JaGAr-01 persistently-infected mutant strain, Nakayama: Nakayama wild strain     
Nak-per: Nakayama persistently-infected mutant strain. 

 
2.3  JaGAr-01野生株和持续感染株 preM区序列分

析 
和 JaGAr-01 野生株比较，持续感染变异株的

preM 区域仅有 1 个核苷酸上碱基发生变异（第 26
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位 U→G）并导致第 9 位亮氨酸（Leu）→精氨酸

（Arg）。JaGAr-01 持续感染株 preM 区域核苷酸上

碱基的变异率为 0.35%，相应编码氨基酸的变异率

为 1.25%。 
2.4  Nakayama 野生株及持续感染变异株的 preM

区序列分析 
与 Nakayama 野生株相比，持续感染株共有 11

个核苷酸的碱基发生变异，分别为位于碱基序列的

第 26 位 U→G，第 37 位 G→A，第 39 位 C→U，

第 45 位 U→C，第 51 位 U→C，第 99 位 U→C，第

126 位 U→C，第 165 位 C→U，第 189 位 C→U，

第 195 位 C→U，第 198 位 U→C，其中第 26 位、

第 37 位、第 39 位碱基的变异导致了 2 个氨基酸发

生置换，第 9 位亮氨酸（Leu）→精氨酸（Arg）及

第 13 位缬氨酸（Val）→异亮氨酸（Ile）。另外虽有

8 个碱基发生改变，但其编码的氨基酸却无变化。

统计显示核苷酸上碱基的变异率为 3.9%，相应编码

氨基酸的变异率为 2.5%。 

3  讨论 

病毒持续感染模型的建立，对研究病毒的生物

学特性及基因分析有其重要意义。在连续观察 3 个

月以上，当细胞内病毒量趋向稳定，并可随细胞分

裂繁殖而进入子代细胞，即可确定为持续感染细

胞。本实验所选用的持续感染模型是 JaGAr-01 野生

株和 Nakayama 野生株分别感染人肝癌 KN73 细胞

后所建立。目前已连续传代 2 年以上，细胞内病毒

量一直维持在 103 PFU/ml 水平，说明该持续感染模

型的建立是适用和可行的。 
乙脑病毒的基因组全长为 10976 个核苷酸，由

5’与 3’端非编码区及一个开放阅读框架（ORF）组

成，ORF 编码一个含 3432 个氨基酸的多蛋白前体，

后者经酶切后形成依次为 C、prM/M、E 的 3 个结

构蛋白和依次为 NS1、NS2a、NS2b、NS3、NS4a、
NS4b、NS5 等 7 个非结构蛋白。研究认为，膜蛋白

M 是乙脑病毒毒粒包膜中含 75 个氨基酸的非糖基

化蛋白。在感染细胞中，M 蛋白以糖基化的前体即

preM 的形式存在，preM 蛋白是未成熟病毒体的一

部分，在病毒感染后期，它被定位在分泌途径中的

细胞蛋白酶水解为 M 蛋白后发育为成熟的病毒体
[6]。preM/M 主要停顿在内质网，在病毒出芽过程中

发挥关键作用，并与 E 蛋白及 C 蛋白共同组成感染

性病毒核心[7，8]，因此 preM 蛋白在病毒感染方面有

其重要作用。 
从持续感染 JaGAr-01株和Nakayama株基因分

析可见，两株 preM 区的氨基酸排列仅 1-2 个发生

变化。与 JaGAr-01 野生株相比，其持续感染株只有

1 个氨基酸发生变异；此外，和 Nakayama 野生株

比，持续感染 Nakayama 株虽有 10 个核苷酸上的碱

基发生变异，但仅有其中 3 个碱基的变异导致了两

个氨基酸置换。病毒持续感染过程中，缺陷干扰

（defective inerfering， DI）粒子等因素的存在阻碍

野生株病毒的复制及增殖[9]。本实验中两持续感染

株 preM 区域均存在第 9 位亮氨酸→精氨酸，由中

性氨基酸置换为碱性氨基酸，后者对 DI 粒子形成

有抑制作用，从而可能减弱 DI 粒子阻碍病毒增殖

的影响，有利于持续感染病毒的出芽与增殖。另外，

在持续感染株中多数变异的核苷酸的差异在氨基

酸编码子的第三位，属于沉默突变。也有研究显示，

将乙脑病毒SA-14株和减毒株SA-14-14-2进行克隆

和测序，发现 preM 蛋白无氨基酸的变化[10]，但本

实验对比发现两变异株的氨基酸均发生变异，推测

乙脑病毒不同株的 preM 区域在持续感染过程中氨

基酸有无变异存在差异。本实验中两种变异株虽有

核苷酸的碱基序列和个别氨基酸的变化，但无核苷

酸或氨基酸插入或丢失，因此认为 preM 区整体结

构相对较稳定，这种 preM 区序列的高度保守，推

测与病毒保持自身生物学特性和病毒复制有关。有

趣的是，持续感染 JaGAr-01 株和 Nakayama 株 preM
区在变异后结构完全相同，可能与各变异株在持续

感染过程中，通过改变自身结构，从而逃避宿主免

疫杀伤有关。 
病毒性状变异除与preM区域有关外，推测也与

其他区域蛋白变异或病毒与宿主间蛋白相互作用

有关。此外preM区在乙脑病毒持续感染过程中的其

他作用以及与E蛋白和非结构区域NS3蛋白的关系

则有待于进一步研究。 
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