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汉坦病毒四川分离株!"#$%&的遗传学特征

姚智慧 董关木 张佳珂 俞永新 刘学成 刘文雪 张灵麟 阎侗有

【摘要】 目的 了解汉坦病毒四川分离株!"#$%&株分子流行病学特征。方法 将特异性引物

从!"#$%&病毒感染细胞’()扩增的产物克隆于*载体，正确的克隆纯化后测序，应用+,-!*-)软

件比较分析。结果 !"#$%&株.片段与/*,型毒株同源性为"%012!33042，而与!56型毒株同

源率仅为470%2!47032，表明!"#$%&毒株属/*,型。核苷酸同源性比较显示，!"#$%&与韩国分

离的4&$11"株高度同源，而与国内一些/*,型病毒差异较大，而且同一地区的毒株也可以差异很

大。!片段全基因序列同源性比较也支持以上的观点。结论 不同地区汉坦病毒的流行株基因序列

可以高度同源。
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汉坦病毒属于布尼亚病毒科汉坦病毒属，在临

床上引起肾综合征出血热和汉坦病毒肺综合征。引

起肾综合征出血热的汉坦病毒是单股负链),-病

毒，含有O、.、!S个基因片段，长度分别为&0#TN、

S0&TN、104TN，分别编码病毒依赖于),-的),-
聚合酶（O）、包膜糖蛋白（R1和RU）和病毒核壳蛋白

（,’）。!"#$%&毒株分离自四川省邻水县中射（鼠

勾）［1］，应用聚合酶链反应（’()）和单克隆抗体抗原

性分析确定其为典型的/*,型病毒［U，S］。为进一

步了解!"#$%&毒株的分子结构特性，了解其流行病

学意义，我们应用基因扩增克隆的方法对该毒株的

.和!片段的全基因序列进行测定，并将序列测定

的结果与汉坦病毒的国内外分离毒株进行了同源
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性比较。

材料和方法

10细胞和毒株：V<=8$5&细胞来自-*((。!"#$
%&毒株分离自四川省邻水县中射（鼠勾）［1］，由四川

省卫生防疫站提供，经V<=8$5&细胞传代用于本研

究。

U0引物的设计与合成：参考已知的汉滩病毒标

准株4&$11"及O、.和!的核苷酸序列［%，#］，设计并

由RWX(6X)O公司合成用于扩增.片段的U对引

物（’1：#’$*-R*-R*-R-(*((R(--$S’，’U：#’$
-R-*(*R*-*R(-*-RR--($S’，’S：#’$-*((
*(*RRR(*R(--R*R$S’，’%：#’$*-R*-R*-R
-(*((R(--R-*$S’）和用于扩增!片段的一对引

物（ !1：#’$*-R*-R*-R-(*(((*---R-$S’，

!U：#’$*-R*-R*-R*-*R(*(((*--$S’），用 于
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对各片段的!"#扩增。

$%病毒#&’的提取和逆转录!"#（#()!"#）：

病毒感染*+,-)./细胞后$01培养234左右，病毒

滴度 近230""5673／89，用 :5;"<;#= 公 司 的

(,>?-9总#&’提取试剂盒，提取感染病毒的总细胞

#&’，逆转录酶合成第一链@6&’后进行$7个循

环的!"#，最后延伸238>A。

B%目的基因的克隆和筛选：将!"#产物纯化后

克隆于5AC>D,-E+A公司的(载体，转化5&*F’宿主

菌，按蓝白斑进行筛选，经酶切和!"#鉴定后用于

序列测定。

7%6&’序列测定：正确的克隆柱纯化后，用(0
和G2$公用引物和!+,H>A.98+,公司的;>E6I+(G

测序试剂盒反应后，在’;5!#5JG(G$006&’测

序仪进行序列测定。

/%序列的拼接和分析比较：测定的结果应用

6&’J(’#软件进行序列的拼接，切除引物衔接部

分的序列，应用距离引物较远的部分作为正确的序

列，拼接后确保读码框架的正确性，如拼接后读码不

能正确选择新的克隆即重新测序。所测序列结果同

:+A;KAH所报告汉坦病毒 G和J的全长基因序列

应用6&’J(’#软件进行比较分析。

结 果

2%G和J片段核苷酸序列及其编码的氨基酸：

序列测定表明JL7)B/病毒株G片段的全基因序列

共$/2L个 核 苷 酸，四 种 核 苷 酸 的 比 例 分 别 为’
$3%B/M，(NO%7LM，:NN%2NM，"20%LBM，:"含

量为$O%O/M，’(含量为/3%3BM。其最大读码框

架B/!$B7$，共编码22$7个氨基酸。JL7)B/毒株

G 片 段 的 全 基 因 及 其 推 导 的 编 码 氨 基 酸 序 列

:+A;KAH注册号为’FNLL/7L。

J片段的全基因序列共2/OL个核苷酸，四种核

苷酸 所 占 比 例 分 别 为 ’$2%B3M，(N$%BOM，:
N7%O0M，"2O%27M，:"含量为B7%2NM，’(含量

为7B%LLM。最大读码框架$0!2$N/，共编码BNO
个氨基酸。J片段的全基因及其推导的编码氨基酸

序列:+A;KAH注册号为’FNLL/7O。

N%JL7)B/株核苷酸序列及其推导的氨基酸序

列与其他汉坦病毒的比较：应用P+>A方法与已报告

全基因序列的汉坦病毒同源性比较，表明JL7)B/株

G片段与P(&型毒株同源性为LB%2M!OO%0M，

而与J.<毒株同源率仅为03%BM!03%OM，据此

JL7)B/毒株属P(&型。核苷酸同源性比较显示，

JL7)B/株G片段与=#2株和国外P(&型标准毒

株0/)22L株高度同源，同源率高达OO%0M，属同一

亚型，而与国内一些P(&型病毒差异较大，如与

’O、P*22B序列差异可以高达27%$M!27%OM。氨

基酸同源性比较表明，国外分离株的同源性明显高

于JL7)B/、=#2毒株（表2）。

J片段全基因序列同源性比较也支持以上的观

点，JL7)B/与 =#2和0/)22L间 的 同 源 率 高 达

OO%$M!OO%7M，而与国内一些毒株同源型差别却

高达2$%$M!2$%0M，与J.<型毒株的同源性较低

为0N%BM!0$%2M。

讨 论

本研究的序列同源性比较结果表明，JL7)B/株

G和J片段全基因序列与国外P(&型毒株和我国

陕西分离株=#2株高度同源，属同一亚型，而与国

内一些其他P(&型病毒差异较大。JL7)B/分离自

四川省，=#2病毒分离自陕西省，与几千里外的韩

表! JL7)B/株与国内外P(&型毒株G片段的同源性（M）比较

序号 毒 株 分离地区
毒 株 序 号

2 N $ B 7 / 0 L O 23
2 JL7)B/)G 中国四川 Q !!%" !!%" !#%$ !%%& ’#%( ’#%" ’#%’ "&%# "&%!
N 0/)22L)G 韩 国 OO%N Q !!%$ !#%" !%%( ’#%) ’#%’ ’#%! "&%% "(%&
$ =#2)G 中国陕西 OO%$ OO%3 Q !#%% !#%! ’#%( ’#%" ’#%’ "&%# "&%’
B P-R-)G 韩 国 O0%$ O0%7 O0%2 Q !’%# ’*%" ’*%" ’*%" "&%& "&%)
7 =++)G 韩 国 OL%3 OL%N O0%L OL%/ Q ’#%( ’#%* ’#%* "&%* "&%#
/ S23)G 中国浙江 OB%/ O7%2 OB%7 OB%N OB%0 Q ’"%# ’"%% "&%) $!%!
0 ’O)G 中国江苏 O7%N O7%B O7%3 OB%B O7%2 O/%3 Q !!%% "&%* "&%*
L P*22B)G 中国湖北 O7%N O7%B O7%3 OB%B O7%2 O/%3 OL%0 Q "&%* "&%*
O J+-T9L3$O)G 韩 国 0/%O 00%N 0/%0 0/%$ 0/%/ 0/%7 0/%7 0/%7 Q !$%(
23 J#)22)G 日 本 00%2 0/%7 0/%2 0/%7 0/%7 0/%7 0/%7 0/%7 OL%O Q

注：黑体字为核苷酸序列同源性比较，白体字为氨基酸同源性比较
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国毒株相近而与邻近地区的毒株反而差别较大，我

们推测由于该毒株传入这一地区后动物宿主处于相

对稳定，病毒未经过自然界中不同种动物之间的传

播之故。在我们此次研究中发现的现象在我国的不

同地区的流行毒株也存在，例如!"毒株和#$%%&毒

株，分别由不同的实验室在不同地区分离并在不同的

实验室完成序列测定，但!"和#$%%&株’片段的

同源率却高达""()*，韩国分离株#+,+和-..株的同

源率为"/(0*，然而!"和#$%%&、#+,+和-..、1/23&)
和-4%及5)3%%/毒株这三组互相间的差异可高至

2*!%)*。这些结果提示，我国汉坦病毒不同地区

流行株可以跨地区跳跃式存在。本研究中四川分离

株1/23&)与远距离的陕西分离株和韩国分离株高度

同源，而同一地区的毒株却差异很大。
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甘肃省兰州地区新生儿甲状腺功能减低的筛查

陈雪红 马冬梅 钟甘平

甘肃省是地方性甲状腺肿的高发区，为了解新生儿甲状

腺功能减低（甲减）在人群中的分布情况，我们对%"")!%"""
年在我院出生的新生儿进行了筛查。

%(研究对象与方法：

（%）研究对象：凡是%"")!%"""年在我院出生的新生儿

均为筛查对象，共计//")例。经询问其母亲均无甲状腺疾

病及内分泌系统疾病〔其中2例曾患甲状腺功能亢进（甲亢）

已治愈〕。产妇中00(/*来自市区，2B(/*来自郊区，0)(@*
来自较远地、县；%／@有职业，0／@是农村妇女。0B*为初中

以上文化程度，52*为初中以下文化程度，2*是文盲。

（0）方法："标本收集和处理：对出生0&!50Q的新生

儿，在足跟采集血样。用专用滤纸接触血滴，每个血斑直

径!/;;，连续采集血斑&个。血斑滤纸片放置室温自然

干燥后，放置&T冰箱保存，待集中测定；#检测方法：采用免

疫放射分析法（U4’!）检测V&和促甲状腺素（V1#）。由天

津DW:公司提供新生儿3V1#、新生儿3V&试剂盒；$确诊标

准：纸片法V& 正常值为"%!%"B8;+K／-；V1#正常值为

B("!/(%;X／-。V&"5B8;+K／-以下，V1#!%2;X／-以

上，为甲减筛查阳性。初查阳性者用剩余血斑复查，结果仍

异常者，让其父母带孩子来院复查。静脉采血&;K重新测定

血清中的V& 和V1#，血清V& 正常值为5@!%)08;+K／-；

V1#正常值
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为B(2!)(";X／-。连续测定0次，其结果与筛查相吻合即

可确诊。

0(结果：筛查//")例新生儿中，以V&降低、V1#增高为

初查阳性，共有0@例，阳性率为B(02*。复查后只有"例阳

性，均招回抽血复查，同时结合临床症状和体征，最后确诊为

新生儿甲减的&例，发病率为&(&／万。无%例甲亢检出。

@(讨论：新生儿甲减是儿科常见病，是引起小儿生长迟

缓、智力发育障碍的重要原因。该病发病率各地报道一般为

%／&BBB!%／)BBB不等。主要病因是胎儿时期碘缺乏，还可

因母亲妊娠期间摄取大量碘剂或抗甲亢药物等，造成胎儿甲

状腺组织发育异常。我们筛查//")例新生儿中，先天性甲

减发病率高于文献报道的比例，考虑甘肃省是缺碘地区，也

是新生儿甲减的高发区。确诊的&例甲减新生儿，其母亲均

来自较边远农村，文化程度很低，几乎不食含碘食品。因此，

患儿发病的原因主要是碘缺乏为主，胎儿在母体内与母亲竞

争碘的吸收和利用过程中，明显处于劣势而引起碘缺乏。严

重者甲状腺功能不能代偿到正常时，可出现甲减。&例患儿

经及时治疗，并随访%!0年，目前均发育正常，智力中等。

由此可见，广泛实行新生儿甲状腺功能筛查是非常重要的。

同时认为有必要给碘缺乏严重地区的孕妇适当补碘，以防止

和减少因碘缺乏致新生儿甲减的发生。

（收稿日期：0BB%3B)3B&）
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