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摘要   目的：建立水痘带状疱疹病毒野毒株和疫苗株的聚合酶链反应和限制性片段多态性（PCR-

RFLP）区分方法。方法：对疫苗株和水痘临床患者疱疹液进行开放阅读框62（ORF62）区基因序列测

定，确定可用于野毒株和疫苗株区分的单核苷酸的多态性（SNP）位点。PCR扩增含SmaⅠ、BssHⅡ和

NaeⅠ酶切位点的基因（DNA）片段后进行限制性内切酶酶切，利用酶切图谱区分野毒株和疫苗株。

结果：用PCR-RFLP分析疫苗株和疱疹液，疫苗株酶切图谱为SmaⅠ+BssHⅡ+NaeⅠ+，疱疹液酶切图

谱为SmaⅠ-BssHⅡ-NaeⅠ-。结论：基于ORF62区的106262（SmaⅠ）、107136（BssHⅡ）、107252

（NaeⅠ）的PCR-RFLP可有效区分野毒株和疫苗株。
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Abstract    Objective:  To establish a method to distinguish varicella-zoster virus wild-type strain from 
vaccine strain by using polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). 
Methods: The open reading frame 62 (ORF62) genes of vaccine strain and herpes fluid of inclinical patients with 
chickenpox were sequenced to determine the SNP location which could be used to distinguish the wild-type strain 
from the vaccine strain. DNA fragments containing sites of restriction endonucleases of SmaⅠ, BssHⅡ, and 
NaeⅠwere amplified by PCR, and then the PCR products were digested by the restriction endonucleases. Finally, 
the RFLPs generated by restriction digestion could be used to distinguish the wild-type strain from the vaccine 
strain. Results: Vaccine strain and herpes fluid were analyzed using PCR-RFLP, vaccine strain was revealed by 
the triple positive of SmaⅠ+BssHⅡ+NaeⅠ+, herpes fluid was revealed by the triple negative of SmaⅠ-BssHⅡ-

NaeⅠ-. Conclusion: A PCR-RFLP based on the 106262(SmaⅠ), 107136(BssHⅡ), and 107252(NaeⅠ) within 
the ORF62 region was effective in distinguishing the wild-type strain from the vaccine strain.
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水痘带状疱疹病毒（varicella-zoster virus，

VZV）为双链DNA病毒，是水痘和带状疱疹的病

原体。初次感染表现为水痘，主要发生在婴幼儿

和学龄前儿童，常表现为自限性，症状较轻，但
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表 1   用于 VZV 基因分型的引物

引物名称 引物序列 产物长度

ORF621F CGCACAGACAGACAGACACTT 524

ORF621R GATTCCCAGAGTAATGTGGCCG

ORF622F AGCGTGTTCTCTGTCGTCTG 800

ORF622R ATGGACCCGCTTTGTCTCAG

ORF623F GGAAGGAAGACGGGTCGAAG 668

ORF623R CTGAGTAACCGGTTGTGCCT

ORF624F AGGTCTCGGGTCGACAGTAA 762

ORF624R GTGTCCACCGGATGATCGTT

ORF625F GAGGCTTCTGCTCTCGACTG 625

ORF625R GGAGACCAGAGAGGGTCACT

ORF626F TGTCTAGCCGGATCTCCCAA 690

处理不当，会并发继发性皮肤感染、肺炎、脑炎

等严重疾病，甚至死亡[1-3]。成人感染水痘少见，

但严重并发症发生率较儿童高[4]。接种水痘疫苗是

预防和控制水痘发生的最有效手段。Oka水痘病毒

株（V-Oka）是世界卫生组织（WHO）认可的唯

一可用于水痘疫苗生产的减毒株，也是我国水痘

减毒活疫苗的生产用毒株[5-6]。V-Oka是日本学者

Takahashi等将从1名3岁的典型水痘患者水痘疱疹

液中分离得到的Oka疫苗株的亲本（p-Oka）在人

胚肺成纤维细胞、豚鼠胚胎成纤维细胞、人成纤维

细胞株中多次传代后获得的[7]。

水痘减毒活疫苗已被证明有良好的安全性和

免疫性，但其保护率不是100%，接种疫苗后，

仍有大约5%的儿童和大约10%的成年人再次感染

VZV，其中，由疫苗株引起的水痘约占40%[8]。因

此，在广泛接种水痘疫苗的同时，有必要检测接

种者再次患水痘是由水痘疫苗株还是野毒株引起

的，进而确保疫苗的安全性。疫苗株ORF62区是高

变区，这些突变是疫苗株所特有的。为此，本文对

国内4家企业生产的水痘减毒活疫苗和临床水痘病

例的疱疹液进行了ORF62区的序列测定和基因差异

比较，并在基因差异分析结果的基础上，进行了

PCR-RFLP分析，目的是建立野毒株和疫苗株的区

分方法。

1   材料和方法
1.1   疱疹液

用1 mL无菌注射器采集临床诊断为水痘患者的

疱疹液：水泡小采集困难，则每位患者选择两个不

同部位进行采集；水泡大采集容易，则只采集一个

部位。每份样品包括3~5个水泡的疱疹液，将采集

到的疱疹液保存在3 mL水痘保存液中，液氮运送至

实验室，-20℃保存。共有64份疱疹液样本，分别

采自49名患者。 

1.2   疫苗

上海所（SH）、长春祈健（QJ）、长春长生

（CS）、长春百克（BK）4家国产企业生产的水

痘减毒活疫苗各1批，批号分别为201510031-2、

201510036-1、201511073-2和201602007。

1.3   试剂

DNeasy® Blood & Tissue kit购自QIAGEN公司，

Q5热启动超保真2×Master Mix，SmaⅠ、BssHⅡ、

NaeⅠ购自BioLabs公司，DL500、DL1000 DNA分子

量标准购自Takara公司。

1.4   引物设计及合成

水痘减毒活疫苗和疱疹液ORF62区基因全

长扩增用9对引物均是通过NCBI网站的primer-

BLAST软件自行设计，PCR-RFLP扩增用引物来自

发表文献[9-10]，具体见表1。引物均委托英潍捷基

公司合成。
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引物名称 引物序列 产物长度

ORF626R TGATACCCGCCCAAGGAAAC

ORF627F TCCGAATTTGACGGGGAAGG 630

ORF627R CCGACAAACGACGAGAGGAA

ORF628F GTACAATTGCTCAACCGGGC 606

ORF628R CAACCAGAACCCAGAACGGA

ORF629F CCGAGAATCGGGTGTGGAAG 491

ORF629R ACACGGGGAGGAAATATGCG

SMF（Sma Ⅰ）a TTCCCACCGCGGCACAAACA 268

SMR（Sma Ⅰ） GGTTGCTGGTGTTGGACGCG

BNF（BssH Ⅱ、Nae Ⅰ）b GATCAAAGCTTAGCGCAG 781

BNR（BssH Ⅱ、Nae Ⅰ） CCTATAGCATGGCTCCAG

注：a 和 b. 引物来自文献 [9] 和 [10]。

续表 1

1.5   病毒基因组DNA提取

用DNeasy® Blood & Tissue kit（QIAGEN）分别

提取水痘减毒活疫苗和疱疹液中的病毒DNA。提

取的DNA经NanoDrop2000确定浓度后置-20℃保存

备用。

1.6   ORF62区基因全长扩增及序列分析

扩增模板为提取的水痘减毒活疫苗和疱疹液

的基因组DNA，50μL反应体系：2μL模板DNA，

上下游引物（20μmoL·L -1）各1μL，25μL 

2×Master Mix，21μL去离子水。反应条件：95℃

5 min；95℃ 1 min，55℃ 30 s，72℃ 1 min，共30个

循环；72℃延伸10 min。取3μL PCR产物经1.5%琼

脂糖凝胶电泳鉴定，电泳条件为电压100 V，电流

80 mA，时间30 min。委托天一辉远（北京）生物

科技有限公司进行DNA序列测定。

用 p r i m e r 5 . 0 软 件 将 测 序 结 果 进 行 拼

接 ， 用 c l u s t a l X 2 软 件 将 拼 接 后 序 列 与 V - O k a

（AB097932）、P-Oka（AB097933）和野毒株

dumas（NC001348）进行比对分析。

1.7    PCR-RFLP

扩增反应体系及反应条件同“1.6”节。扩增

产物分别用SmaⅠ进行单酶切和BssHⅡ、NaeⅠ

双酶切。SmaⅠ酶切体系为1μL内切酶，15μL 

PCR产物，2μL 10×NEBuffer，2μL去离子水。

酶切条件为25℃ 3 h。BssHⅡ、NaeⅠ双酶切体

系为1μL NaeⅠ内切酶，7μL PCR产物，2μL 

10×NEBuffer，10μL去离子水。先37℃孵育3 h，

然后，加入1μL BssHⅡ内切酶，50℃继续孵育

3 h。BssHⅡ、NaeⅠ双酶切产物经2.0%琼脂糖凝胶

电泳鉴定，SmaⅠ酶切产物经4.0%琼脂糖凝胶电泳

鉴定。

2   结果
2.1   ORF62区测序结果分析

拼接后的水痘减毒活疫苗和疱疹液的测序结

果可完全覆盖ORF62区。序列比对结果显示，4家

（SH、QJ、CS、BK）企业生产的水痘减毒活疫苗

基因序列与葛兰素史克（GSK）的水痘减毒活疫

苗、默沙东（Merck）的水痘减毒活疫苗和V-Oka

序列相似，与Dumas序列均存在20个突变位点。

3份疱疹液的ORF62区基因序列不完全一致，与

Dumas序列各有10个突变位点，与疫苗株序列各有

12个突变位点。其中，108836和108456位点的突

变是疱疹液特有的，疫苗株在此位点无突变。另

外，分别采自3位患者的3份疱疹液均缺乏疫苗株特

有的105356、105544、105705、106262、107316、

107252、107599、108111等突变位点。
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毒株

Dumas A A T A A A T T T C T T A C T T T A A A G C

P-Oka A G T G C A T T T T T C A A C T T A G A A G

V-Oka R G C G C G C C C T C C R A C C T A G R A C

GSKa R G C G C G C C C T C C R A C C T A G R A G

Mercka R G R G C G C C R T C C A A C C T A G R A G

SH G G C G C G C C C T C C G A C C T A G A A G

QJ G G R G C R C C C T C C G A C C T A G A A G

CS G G C G C G C C C T C C G A C C T A G A A G

BK G G C G C G C C C T C C G A C C T A G A A G

疱疹 1 A G T A A A T T T T T C A A C T C A G A A G

疱疹 2 A G T A A A T T T T T C A A C T T C G A A G

疱疹 3 A G T A A A T T T T T C A A C T T C G A A G

注：    .  野毒型和减毒型碱基共存；a. 引自文献 [11]；          野毒型碱基；        减毒型碱基。

图 1   不同来源的水痘毒株ORF62 核苷酸序列比较

2.2   PCR-RFLP（SmaⅠ）结果

本研究对采自49位患者的64份疱疹液标本进行

了PCR-RFLP分析。酶切图谱仅列举了采自6位患

者的6份疱疹液标本。

64份疱疹液ORF62（SmaⅠ）的PCR产物均为

268 bp，经SmaⅠ酶切后，64个疱疹液酶切产物均

为153、79和36bp，表示为SmaⅠ-，上海所生产

的疫苗酶切产物为112、79、41和36bp，表示为

SmaⅠ+。见图1。

2.3   PCR-RFLP（BssH Ⅱ和NaeⅠ）结果

64份疱疹液ORF62（BssHⅡ和NaeⅠ）的PCR

产物为781 bp，经BssHⅡ和NaeⅠ双酶切后，64份

疱疹液均不能被酶切，表示为BssHⅡ-和NaeⅠ-。

上海所生产的疫苗酶切产物为400、267和114 bp，

表示为BssHⅡ+和NaeⅠ+。见图2。

（a）酶切前 M1：DL1000；1~6：疱疹液；7：上海所疫苗；

（b）酶切后 M2：DL500；1~6：疱疹液；7：上海所疫苗。

图 2   Sma Ⅰ酶切图谱
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（a）酶切前M1：DL1000；1~6：疱疹液；7：上海所疫苗；

（b）酶切后M1：DL1000；1~6：疱疹液；7：上海所疫苗。

图 3   BssH Ⅱ和 Nae Ⅰ双酶切图谱

3   讨论
水痘疫苗接种后，不能达到100%的保护，因

此，水痘疫苗接种的群体中，还会存在一部分人被

VZV感染患水痘疾病即突破性水痘病例。突破性水

痘病例是水痘疫苗的不良反应之一[12-13]，此病例患

者接种的水痘疫苗是减毒活疫苗，因此验证突破性

水痘病例是由野毒株还是疫苗株引起，在流行病学

中具有重要意义，也对正确评价疫苗的有效性和安

全性有重要的指导意义。为了验证其是由野毒株还

是疫苗株引起，应首先确立区分野毒株和疫苗株的

分子生物学标记。水痘疫苗株是通过减毒作用获

得的，是未经纯化的混合株，与P-Oka相比，有42

个核苷酸发生了突变[14]。分析文献发现，仅有4个

SNP位点在所有已研究的水痘疫苗株中以减毒型碱

基存在，其余的SNP位点则是以减毒型和野毒型碱

基共存[11，14-16]。SNP位点的碱基存在形式在不同企

业，甚至同一企业生产的不同批次疫苗中都会发生

变化，这可能和企业生产用的毒种代次、传代用细

胞基质等不同有关系[17]。

随着水痘疫苗株、P-Oka、Dumas及临床分离

株序列测序工作的完成，人们对野毒株和疫苗株

区分方法的研究也随之跟进。前期，欧洲和美洲

常用ORF38中PstⅠ（SNP69349）、ORF54中BglⅠ
（SNP95241）来进行水痘毒株基因分型及野毒株

和疫苗株的区分。PstⅠ酶切位点（PstⅠ+）为大部

分野毒株共有，BglⅠ酶切位点（BglⅠ+）为疫苗

株特有，但随着PstⅠ-野毒株和BglⅠ+野毒株的出

现[18]，仅通过这2个酶切位点就不能准确进行疫苗

株和野毒株的区分。

随后，ORF6、21、22、62等区的一些疫苗特有

的SNP位点也被用来区分疫苗株和野毒株[1,6,10,17-19]。

其中，ORF62编码即刻早期蛋白，含疫苗株中1/3

以上的突变，与水痘疫苗的减毒相关[11]。目前，

ORF62区已成为公认的基因分型和区分野毒株和疫

苗株的基因，其中，105356、105544、105705、

106262、107316、107252、107599和108111等SNP

位点一般被认为是疫苗株特有的突变位点，可用来

区分野毒株和疫苗株[14,17-18]。实际试验中，为了保

证野毒株与疫苗株区分的准确性和试验的可操作

性，应结合当地疫苗株SNP位点碱基存在形式和野

毒株的基因序列进行SNP位点选择，并且应最好选

择多个SNP位点。

ORF62区序列测定结果显示，除长春祈健在

105356和105544位点以减毒型和野毒型碱基共

存，4家国产企业生产的水痘减毒活疫苗基因序列

在105310、105451、105512、105705、106262、

107316、107252、107599、108111位点均以减毒型

碱基存在，不同于3个疱疹液，因此，这些SNP位

点可以用来区分野毒株和疫苗株。其中，105705

位点T突变为C，106262位点T突变为C，107316位

点T突变为C，107252位点T突变为C，108111位点

T突变为C，分别导致了SacⅡ、SmaⅠ、BssHⅡ、

NaeⅠ、BsrⅠ酶切位点的产生，BsrⅠ是野毒株共

有的，SacⅡ、SmaⅠ、BssHⅡ和NaeⅠ是疫苗株特

有的。借助这些酶切位点的改变，可用PCR-RFLP

法进行野毒株和疫苗株的区分。

PCR-RFLP是目前区分VZV野毒株和疫苗株最

为可靠和有效的手段，106262（SmaⅠ）、107136

（BssHⅡ）和107252（NaeⅠ）是常用的区分野

毒株和疫苗株的酶切位点[17-18,20]。基于ORF62区测
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序结果的基础上，本研究对采自49名水痘临床患

者的64份疱疹液的含SmaⅠ、BssHⅡ和NaeⅠ酶

切位点的DNA片段进行了PCR扩增，并将扩增产

物进行了限制性内切酶酶切，疫苗株酶切图谱为

SmaⅠ+BssHⅡ+NaeⅠ+，疱疹液酶切图谱为SmaⅠ-

BssHⅡ-NaeⅠ-，鉴定其为野毒株引发。说明基于

106262（SmaⅠ）、107136（BssHⅡ）、107252

（NaeⅠ）的PCR-RFLP可有效区分VZV野毒株和

疫苗株。
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