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核苷酸序列测定法定量评价病毒相对适合度 

赵 耀，赵晓东 

(重庆医科大学附属儿童医院 P2实验室，重庆 400014) 

【摘 要】目的：评价核苷酸序列测定法定量检测病毒相对适合度的可靠性。方法：用RT—PCR法扩增此前筛选获得的Palivizu 

mab逃逸株 F基因片断(分别于F基因第 816位和828位带有区别于原型株的遗传标志 o RT-PCR产物经纯化、定量并调节至 

相同浓度，按不同比例混合后进行核苷酸序列测定。用 ABI公司EDIT软件分析序列双峰部位不同 RT—PCR产物所占比例，代 

表病毒适合度水平，用分子克隆法定量验证序列分析定量评估病毒相对适合度的可靠性。结果：按不同比例预混得 RSV A2原 

型株和 Palivizumab逃逸株(MP4和 F212)分别在 F基因第 816位和 828位出现双峰。峰高测定所获 RT—PCR产物比例与预混 

比例十分接近。采用分子克隆法获得的 RT—PCR产物比例亦与序列测定定量分析结果基本一致。结论：序列测定定量分析法评 

估病毒相对适合度(RelativefitneSS)结果稳定可靠，简便易行，适用于临床检测 HIV等病毒感染性疾病耐药毒株是否出现及其 

适合度变化。 
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Quantitative evaluation of viral fitness by nucleotide sequence determination 

ZHAO Yao ，et al 

(P21ab，Children’S Hospital ofChongqingMedicial University) 

【Abstract]Objective：To evaluate reproduetivity of nucleotide sequencing for quantitative determination of viral fitness．Methods：F gene 

fragments from respiratory syncytial virus (RSV)A2 strain，palivizumab escape mutants，F212 and MP4，were amplified by RT—PCR，gel 

purified，quantified by speetrophotometry and adjusted to same concentration．A2，F212 and MP4 RT—PCR products were mixed at 

different ratios and determined for nucleotide sequence．Electropherograms at sites with ambiguity were visually measured by using ABI 

EDIT software．Proportion of RT-PCR products from prototype virus or escape mutants represented viral fitness leve1．Molecular cloning 

was utilized to validate input ratios of RT-PCR products．Results：Dual peaks were seen at 816 and 828 positions in the F gene for 

A2／F212 and A2／MP4mixtures，respectively．Proportion of prototype virus and escape mutants were gained by measuring the heights of dual 

peaks．Measured ratios were similar to premixed ratios which were confirm ed by molecular cloning．Conclusion：Nucleotide sequencing is 

reliable，easy assay for evaluation of viral fitness and practical for screening escape mutants and viral fitness in viral infections，such as HIV 

infeetion． 

【Key words】Respiratory syncytial virus；Fitness；Assay；Nucleotide sequence determination 

由于 RNA病毒的复制依赖 RNA聚合酶 ，而 

RNA聚合酶缺乏序列证实和修正功能，所有 RNA 

病毒均以准种(Quasispecies)形式存在，其序列相关 

又高度异质[】J。准种内的某一病毒株能否在特定环 

境中获得生长优势取决于该病毒株的适合度(Fit． 

ness)，即病毒在特定环境中的生长复制能力[2I3】。病 
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毒的适合度与临床密切相关，病毒感染性疾病的发 

病和复发 、病毒的组织嗜性 、耐药毒株形成 、病毒对 

治疗的反应等问题均取决于适合度的水平 。因 

此，病毒适合度已成为广受关注的前沿问题。 

评价病毒适合度最常用的指标是相对适合度。 

将待评定适合度的病毒克隆和一个参照克隆按已 

知比例混合，连续传代，在不同时间点检测待评克 

隆与参照克隆的比例即获得待评病毒克隆的相对 

适合度『lj。因此，采用定量检测手段获得准确的待评 

克隆和参照克隆的构成比是相对适合度评价的核 
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心 问 题 。 既 往 大 多 采 用 生 物 学 方 法 鉴 别 两 克 隆 ， 在

此 我 们 采 用 自行 筛 选 获 得 的 呼 吸 道 合 胞 病 毒 ( R e s ．

p i r a t o r y s y n c y t i a l v i r u s
，

R S V ) 逃 逸 株 和 原 型 株 ， 评 价

核 苷 酸 序 列 测 定 法 定 量 检 测 病 毒 相 对 适 合 度 的 可

靠 性 。

1 材 料 与方 法

1 ． 1 原 型 株 、 逃 逸 株 R S V 及 其 遗 传 学标 志

R S V 原 型 株 A 2 为本实验 室 常规传代病毒 。 将 R S V A 2 在

针 对 R S V F 蛋 白单 克 隆抗 体 一 P a l i v i z u m a b ( P Z )存 在 的 H E p
一 2

细 胞 培 养 系 统 中连 续 传 代 ， 获 得 两 株 P Z 逃 逸 株 ( F 2 1 2 和

M P 4 )[9 , 1q
。 通 过 F 基 因全 长序列测 定 发 现 ， 与原 型 株 A 2 相 比 ，

F 2 1 2 在第 8 1 6 位核 苷 酸发 生 突变 ( A — T ) ， 而 M P 4 在第 8 2 8 位

核苷 酸发 生 突变 ( A — T ) ， 为混 合病毒构 成 比分析提供 了 明确 的

遗传标 志 。

1 ． 2 R S V F 基 因 R T — P C R 扩 增

采 用 F 基 因 内引 物 ( F 6 2 2 F o r 5
’

一 G T T A c C T A
‘

ITr G T G A A —

C A A G C 一 3
’

． F 1 2 2 5 R e v 5
’

一 G C T G C T F A C A T C T G T ／T I ~ G 一 3
’

) ，

通 过 R T — P C R 法 扩 增 R S V A 2 ， F 2 1 2 或 M P 4 F 基 因 片 断 ， 片断

长 6 0 3 b p ， 第 8 16 和 8 2 8 位核苷 酸位 于 片断 中部 。

1 ． 3 R T — P C R 混 合 、 核 苷 酸 序 列 测 定 及 构 成 比 定 量 分 析

将 上 述 A 2 、 F 2 1 2 和 M P 4 R T — P C R 产 物 用 Qu i c k s p i n ( Qi —

a g e n )凝 胶 纯 化 试 剂 盒 纯 化 ， 核 酸 蛋 白定 量 仪 定 量 并 调 至 相

同 浓 度 ， 按 不 同 比 例 ( A 2 ：F 2 1 2 = 0 ：10 0 ， 2 5 ：7 5 ， 5 0 ：5 0 ， 7 5 ：

2 5 ， 1 0 0 ：0 ：A 2 ：M P 4 = 0 ：1 0 0 ， 2 5 ：7 5 ， 5 0 ：5 0 ， 7 5 ：2 5 ， 10 0 ：0 )混 合 ， 用

引 物 F 2 1 2 F o r 在 A B l 3 1 0 0 自动 测 序 仪 上 进 行 核 苷 酸 序 列 测

定 并 获 得 序列 图谱 。 A 2 ：F 2 12 混 合 物 图谱 于 F 基 因 第 8 1 6 位

核 苷 酸 处 显 示 A ( 绿 色 峰 ， 代表 A 2 )及 T ( 红 色 峰 ， 代 表 F 2 1 2 )

两 种 信 号 ， A 2 ：M P 4 则 于 F 基 因 第 8 2 8 位 核 苷 酸 处 显 示 A ( 绿

色 峰 ， 代 表 A 2 )和 T ( 红 色 峰 ， 代 表 M P 4 )两 种 信 号 。 用 A B I 公

司 E D I T 软件 ， 如 图 1 所 示 测 得 相 应 位 置 A 或 T 峰 高 ， 逃 逸

株 R T — P C R 产 物 所 占比 例 由下 式计 算 获得 。 逃 逸 株 比例 ％ =

( T ／A + T ) × 1 0 0 ％ 。 图 1 所 示 为测 序 图谱 上 显 示 的核 酸 序列 数

据 。 在 我 们 的兴 趣 位点 ( 即 核 苷 酸 中部 ) ， 每个 核 苷 酸 的相 对

数 目通 过 A B I 公 司 的 F a c t u r a a n a l y s i s 软 件 进 行 分 析 。 A 或 T

的 高 度 使 用 A B I 公 司 的 E D I T 软 件 分 析 ， F 2 1 2 或 M P 4 的 相

对 比例 分 别 A 、 T 的高度来 表 示 。

图 1 通 过 核 苷 酸序 列 测 定 定 量 分 析 法对 构 成 比 分 析

1 ． 4 R T — P C R 产 物 克 隆 及 定 量 分 析

采 用 I n v i t r o g e n 公 司 T O P O T M T A 克 隆 试 剂 盒 ( C a t #

K 4 5 0 0 一 0 1 ) ， 将 上 述 不 同 比 例 混 合 的 A 2 ：F 2 1 2 或 A 2 ：M P 4

R T — P C R 产 物 克 隆入 质 粒 载 体 ， 转 化 大 肠 杆 菌 D H 5 0 【 ， 每 一

种 混 合 比例 随 机 挑 取 2 0 个 菌 落 作 为模 板 ， 用 引 物 F 6 2 2 F o r

和 F 1 2 2 5 R e v 扩增 F 基 因 片断 ， 用 自动 序 列 测 定 仪 测 定 其 核

苷 酸 序列 。 根 据 F 基 因第 8 1 6 位或 8 2 8 位遗 传标 志 ， 判 断其

为 A 2 、 F 2 1 2 或 M P 4
， 计算 构成 比并 与 前 述 序列 定 量 测 定 法

所 获结果 对 比 ， 评 价 其 可 靠性 。

2 结 果 与 分 析

2 ． 1 不 同 比 例 预 混 的 A 2 ／F 2 1 2 或 A 2 ／M P 4 R T —

P C R 产 物 序 列 实测 值

如 图 2 所 示 ： 野 生 型 ( A 2 ) 和 突 变 型 ( F 2 1 2 或

M P 4 ) 的 R T — P C R 产 物 ， 通 过 核 酸 定 量 检 测 将 产 物 的

D N A 浓 度 调 整 一 致 后 ， 以 不 同 比 例 将 其 混 合 ( 即 为

输 入 比 率 ，
A 2 ：突 变 型 ) ， 混 合 物 通 过 核 苷 酸 序 列 测

定 来 确 定 。 在 核 苷 酸 差 异 位 点 上 ， 每 个 碱 基 的 相 对

数 量 通 过 美 国 A B I 公 司 的 F a c t u r a 分 析 软 件 进 行 。

上 半 部 的 图 为 核 苷 酸 的 8 1 4 ～ 8 1 8 位 点 测 序 图 谱 ， 黑

色 实 心 小 三 角 标 识 为 2 6 8 位 点 ， 相 对 数 量 A ( 绿 色 ，

来 自 A 2 株 ) ， T ( 红 色 ， 来 自突 变 型 F 2 1 2 ) 进 行 对 照 。

下 半 部 的 图 为 核 苷 酸 的 8 2 6 ～ 8 3 0 位 点 测 序 图 谱 ， 黑

色 实 心 小 三 角 标 识 为 2 7 2 位 点 ， 相 对 数 量 A ( 绿 色 ，

来 自 A 2 株 ) 、
T ( 红 色 ， 来 自 M P 4 株 )进 行 对 照 。

A 2 ／F 2 1 2 混 合物 中 ， 于 F 基 因第 8 1 6 位 出现 双 峰 ，

按 A 2 ：F 2 1 2 = O ：1 0 0 ，
2 5 ：7 5

， 5 0 ：5 0 ，
7 5 ：2 5 ， 1 0 0 ：0 比 例 混

合 的 R T — P C R 产 物 通 过 序 列 测 定 及 定 量 分 析 所 获

得 的 实 测 比 例 分 别 为 0 ／1 0 0 ， 1 3 ／8 7
，

2 8 ／7 2
， 5 0 ／5 0

，
7 4 ／

2 6 ， 9 2 ／8 和 1 0 0 ／0 。 A 2 ／M P 4 混 合 物 中 ， 按 A 2 ：M P 4 = 0 ：

1 0 0 ， 2 5 ：7 5 ， 5 0 ：5 0 ， 7 5 ：2 5 ， 1 0 0 ：0 比 例 混 合 的 R T — P C R

产 物 实 测 比 例 分 别 为 0 ／1 0 0 ， 9 ／9 1 ， 2 7 ／7 3 ， 4 6 ／5 4 ， 7 8 ／

2 2 ． 8 8 ／1 2 ． 1 0 0 ／0 。 两 体 系 中 预 混 比 例 与 实 测 比 例 十

分 接 近 ， 说 明 通 过 序 列 测 定 定 量 分 析 法 可 较 为 准 确

地 获 取 不 同 R T — P C R 产 物 的 相 对 数 量 。

2 ．2 分 子 克 隆 法 验 证 预 混 R T - P C R 产 物 的 相 对 数 量

为 进 一 步 明 确 预 混 比 例 正 确 及 序 列 测 定 定 量

分 析 法 的 可 靠 性 ， 我 们 将 相 同 的 R T — P C R 混 合 物 克

隆 入 T A 质 粒 载 体 ， 随 机 挑 取 2 0 个 菌 落 再 行 P C R

并 测 定 其 序 列 ， 明 确 其 为 A 2 、 F 2 1 2 或 M P 4 产 物 并

计 算 其 所 占 比 例 。 如 表 1 所 示 ， 通 过 分 子 克 隆 测 得

的 R T — P C R 产 物 相 对 比 例 与 通 过 序 列 定 量 分 析 法
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础础础础础础则
舵 Ⅲ 蝴 合

蛳蛐蛐蛐醯必必
输 入 比率： 0 ／10 0 10 ／9 0 2 5 ／7 5

检 测 比率 ： 0 ／1 0 0 9 ／9 1 2 7 ／7 3

5 0 ，5 0

4 6 ／5 4

7 5 ，2 5

7 8 ，2 2

9 0 ／10

8 8 ／12

10 0 ，0

10 0 ，0

图 2 通 过 分 析 混 合 群体 中 R T — P C R 产 物核 苷酸 序 列 的相 对 比率 进 行 实 测

表 1 通 过分 子 克 隆验证 序 列测 定 定 量 分 析 法

所 获 得 的 结 果 相 近 ， 进 一 步 证 实 序 列 测 定 定 量 分 析

的 可 靠 性 。

3 讨 论

R N A 病 毒 是 人 类 主 要 的 病 员 体 之 一

， 2 0 世 纪

8 0 年 代 后 开 始 的 艾 滋 病 疫 情 更 给 人 类 健 康 带 来 巨

大 威 胁 。 由 于 R N A 聚 合 酶 和 逆 转 录 酶 缺 乏 严 密 的

自我 校 正 功 能 ， 因 而 具 有 高 突 变 率 ， 即 使 最 新 克 隆

出 的 病 毒 种 群 ( P o p u l a t i o n s ) ， 也 可 能 是 由 一 个 或 多

个 位 点 不 同 、 但 基 因 组 序 列 相 近 的 病 毒 所 组 成 的 混

合 群 体 l l l
。 R N A 病 毒 种 群 高 度 异 质 ， 形 成 由相 关 基 因

组 构 成 的 动 态 突 变 种 群 即 为 病 毒 准 种 11]
。 正 是 由于

病 毒 准 种 的 存 在 ， 使 得 病 毒 种 群 能 够 在 机 体 免 疫 能

力 、 抗 病 毒 药 物 的 选 择 压 力 下 复 制 、 变 异 和 生 存 。 以

H I V 感 染 为 例 ， 病 毒 在 体 内 的 复 制 水 平 与 临 床 发 展

过 程 密 切 相 关 ， 治 疗 后 病 毒 耐 药 毒 株 是 否 出 现 及 导

致 临 床后 果 取 决 于 其适 合 度 l i t l
。 因 此 ， 应 用 快 速 、 准

确 的 检 测 手 段 动 态 监 测 体 内病 毒 株 ( 尤 其 是 耐 药 毒

株 ) 复 制 情 况 对 病 毒 感 染 性 疾 病 的 防 治 具 有 重 大 意
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义 。 

病毒适合度代表病毒在特定环境中的生长复 

制能力，病毒的适合度越高，其在同一环境中的生 

长复制能力越强，越容易获得生长优势并成为准种 

中的优势毒株。但由于在病毒自然宿主生物体(例 

如人类)进行病毒适合度的直接测定是相当困难且 

不准确的，以至于许多复杂的生物学现象 、基础概 

念的建立需要一个简单模型系统来测定相对数值。 

因此通常采用相对适合度代表病毒适合度水平 ，将 

药物或抗体筛选获得逃逸株按一定比例与原型株 

混合 ，在同一环境(体内或体外)连续传代，计算出 

病毒株分别相对于起始混合物的量化比例 lq。 

病毒适合度与病毒的生物学行为和对宿主的 

损害密切相关，准确评估病毒的适合度 ，特别是体 

内的适合度变化对病毒感染性疾病 的治疗 和预后 

判断具有重要意义。目前对于病毒相对适合度的评 

价多采用生物学的方法【l2。7J，如采用药物抵抗株的 

抗性特点鉴别野生株和抗性株等。而本文提供了另 
一

种新的定量评价病毒相对适合度方法，即核苷酸 

序列测定法，并以分子克隆法为对照。通过我们的 

试验可知，序列测定定量分析法评估病毒相对适合 

度与采用分子克隆法获得的 RT—PCR产物比例定 

量分析结果基本一致 ，结果稳定可靠并且简便易 

行，适用于通过血浆中病毒 RNA水平的变化预测 

抗病毒治疗的临床疗效，通过检测病毒复制情况了 

解疾病进程，临床检测 HIV等病毒感染性疾病耐药 

毒株是否出现并及检测适合度变化。 
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