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汉滩型与汉城型汉坦病毒基因重排的初步研究

康文臻 黄长形 白雪帆 杨为松 李光玉

【摘要】 目的 探讨汉坦病毒汉滩型与汉城型之间能否发生基因重排以及发生重排的频率和特

点。方法 用汉坦病毒汉滩型 !"#$$%株与汉城型 &’#$$株混合感染 ()*+ ,"细胞，空斑形成试验挑取
子代病毒克隆株，分型聚合酶链反应方法鉴定子代病毒基因型。结果 大部分（"%-$./）子代病毒的
基因组来自 !#$$%株或 &’#$$株；0株（1-22/）两型引物扩增均为阳性；0株（1-12/）两型引物扩增均
为阴性；2株（$$-3"/）发生了 4片段重排，3株（"-%0/）发生了 5片段重排，未发现 &片段重排；$株
4片段来自双亲株，$株 &片段为双倍体。结论 证实汉坦病毒!型与"型之间可以发生重排。
【关键词】 汉坦病毒；流行性出血热；基因重排；聚合酶链反应
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当分节段 ’ST病毒不同亚型病毒株混合感染
同一宿主或靶细胞时，可能发生基因片段的重排。

这在某些病毒的进化、发病机理、流行病学上具有重

要作用［$，0］。关于自然发生及实验条件下的布尼亚

病毒科病毒的基因重排已有较多报道［3#2］。汉坦病

毒属于布尼亚病毒科汉坦病毒属，其基因组由三个

片段单股负链 ’ST组成，近年国外对引起肺综合征
出血热的汉坦病毒的基因重排已有报道［!#.］，但迄今

对引起肾综合征出血热的汉坦病毒的基因重排尚未

见报道。本研究旨在探明汉坦病毒汉滩型（!型，
FC<9CC< H;*@D）和汉城型（"型，&)+@G H;*@D）之间
基因片段能否重排，并为汉坦病毒基因片段与生物
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学特性的关系的研究奠定基础。

材料与方法

$ -细胞与毒株：汉坦病毒 !"#$$% 株，&’#$$ 株，
()*+ ,"细胞均由中国药品生物制品检定所提供。

0 -病毒的接种与培养：将汉坦病毒 !"#$$%株和
&’#$$株稀释至相同滴度，同时接种至 ()*+ ," 细
胞，在感染病毒第 "天后每天刮片检测病毒抗原（免
疫荧光法：一抗为病人血清，二抗为荧光素标记抗人

QER），当荧光达到! U "时，将细胞及上清冻融 3
次，离心取上清备用。

3 -经空斑试验分离子代病毒克隆：在 1V条件
下，将混种后的子代毒株做 $6 倍系列稀释，选取
$6W 1、$6W 2、$6W "三个稀释度接种于 "孔板的 ()*+ ,"
细胞单层上（6 -1 :G X孔）进行空斑形成试验［.］，每个
稀释度 0孔，3!V吸附 $ =，加第一层琼脂培养基，第
"天加第二层琼脂培养基（含中性红 $ Y 366），01 U 1%
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!观察空斑形成情况并用毛吸管挑取空斑，先后共
挑出单个空斑 ""个。

" #克隆株培养：将挑取的空斑分别加入 $%&’ ()
中培养，培养至第 *天、第 +, 天时分别刮片检测病
毒抗原（免疫荧光法）。第 +,天将培养的毒株分别
收获，冻融后再次接种至 $%&’ () 细胞，培养至第 )
天后，每天刮片检测病毒抗原（免疫荧光法），第 -天
收获，冻融后加 .,/小牛血清，0 *,1冻存。

2 #总 345提取：*,,!6 7&89’6（:8;<’ 公司产品）
加 =,,!6冻存毒种，混匀后室温静置 2 >8?，加氯仿
.,,!6，混匀后室温静置 . @ = >8?，+. ,,, & A >8? "1
离心 +2 >8?，移水相至新 (B管加入 2,,!6异丙醇沉
淀 345，混匀后室温静置 +, >8?，+. ,,, & A >8? "1离
心 +, >8?后弃上清，+ >6 *2/乙醇洗涤沉淀，* 2,,
& A >8? "1离心 2 >8?，室温干燥 +, >8?，.,!6 C(BD处
理的水重溶，22 @ ),1水浴助溶。

) #37EBD3：提取的 345取 +,!6 进行 37反应，
37反应用 F&’>%GH反转录试剂盒，按试剂使用说明
书操作。

* # BD3：引物设计：在基因库上获取汉滩型和汉
城型汉坦病毒 I、J、K片段的基因序列，对比分析，
分别设计了汉滩型和汉城型 I、J、K片段的分型引
物。3为反转录引物，序列为：2LE75: 75: 75: 5DE
=L（+ @ ++，++ ;F）。I+、J+、K+分别为汉滩型 I、J、K
片段的上游引物，IH、JH、KH 分别为下游引物；I.、
J.、K.分别为汉城型 I、J、K片段的上游引物，I;、
J;、K;分别为下游引物。均由上海生物技术中心合
成（表 +）。

表 + 汉坦病毒汉滩型和汉城型 I、J、K片段的 37EBD3引物

引物 2L!=L引物序列 产物（;F）
I+ D7: D75 DD5 D57 7:7 D5:
IH D5D 7:5 :5: 7D5 DD5 7D5 22+
I. D7: 57D 5:D 77: 575 :DD
I; DD7 DD7 D55 7DD 5:5 57: "2*
J+ :75 :75 :5D 5DD :D5 5
JH DD7 5D7 5D: :75 7:5 7 ",*
J. 755 DD5 5:: 7D5 757 ::D ::5 5
J; D57 7:D D:5 7:7 :57 ::D 5: ")+
K+ ::D :77 :D5 :75 7D7 57D
KH 7:: 55: 55: D77 :D5 5:: ),,
K. 55D 77: DD: 5D5 :57 7:D
K; D5D D77 :7D 7D7 :7D 7 )."

BD3反应按标准体系进行。循环参数为：M"1
变性 2 >8?后，M"1 + >8?、221 + >8?、*.1 + >8?，=2
个循环后，*.1延伸 +, >8?。

- # BD3产物的鉴定：取约 +,!6 BD3产物，+ #2/
的琼脂糖凝胶电泳，+,, ;F >H&N%&作分子量对照，观
察是否有 BD3产物及产物带大小。

结 果

+ #克隆株的培养情况：将空斑形成试验挑选的
克隆株接种至单层 $%&’ ()细胞后，第 -天、第 +,天
分别用间接免疫荧光法检测病毒抗原均为阴性。传

代后第 )天开始出现阳性株，至第 -天间接免疫荧
光法检测结果" @ # ) 株，$ +M 株，O M 株，P -
株，阴性者 .株。

. #子代病毒株基因片段的鉴定：37EBD3产物鉴
定结果发现，子代病毒 += 株（.M #22/）来源于 *)E
++- 株；+* 株（=- #)"/）来源于 K3E++ 株；2 株
（++ #=)/）I、K片段均来源于 *)E++- 株，而 J片段
来源于 K3E++株，即发生了 J片段重排（图 +）；=株
（) #-./）J、K 片段均来源于 K3E++ 株，而 I片段来
源于 *)E++-株，即发生了 I片段重排（图 .）；未发现
K片段重排；+ 株 I、K片段均来源于 K3E++ 株，J片
段来自双亲；+株 I片段来源于 *)E++-株，J片段来
源于 *)E++- 株，而 K 片段来自双亲，即这些片段为
双倍体。

+ @ =：*)E++-株 I、J、K引物扩增产物，2 @ *：K3E++株 I、

J、K引物扩增产物，"：+,, ;F梯度 >H&N%&

图 + 子代病毒（基因型 I*JQK*）37EBD3产物电泳结果

讨 论

发生基因重排的基本条件为："在同一感染细
胞中同时存在两种不同亚型的 345分子；#两株
不同病毒存在于同一地理区域。布尼亚病毒在其自

然宿主体内的持续性感染创造了不同毒株共同感染

的机会。大量研究表明，一些布尼亚病毒科的病毒

之间可发生高频重排，基因重排在这些病毒的进化

和发病机理中起重要作用，并对病毒的致病性及其
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相关疾病的流行病学有重大影响［!"#］。汉坦病毒属

于布尼亚病毒科的汉坦病毒属，基因组由分节段的

$%&组成，因此病毒基因片段之间存在着产生重排
的可能。近年对于汉坦病毒基因重排的研究已见报

道，’(等［)］和 *+,-+./0,等［1］通过对分离自患者和不
同地区啮齿动物 2%3 $%&序列的比较表明，2%3自
然变异株中存在基因重排，重排率为41 5#6，且不同
宿主来源的病毒也能发生基因重排（尽管水平低）。

’7(/第一次用直接证据显示了 *3 的基因重排现
象，他从经 2%3的 %8$99株和 ::9;)株双重感染的
3+.0 <#细胞，获得了 # 株重排株，且所有的重排株
均包括 %8$99的 ’片段，这说明基因重排并不是随
机的［=］。其中包括单个片段来源于不同亲代的子代

重排株，认为这可能是基因重排的中间状态。但有

关研究均限于引起汉坦病毒肺综合征的病毒。迄今

对于引起肾综合征出血热的汉坦病毒的基因重排尚

未见报道。

电泳排序同图 9

图 > 子代病毒（基因型 ’)8/2/）$?"@:$产物电泳结果

我国肾综合征出血热疫区分为姬鼠型（!型）、
家鼠型（"型）和混合型。血清!型病毒主要引起重
型出血热，黑线姬鼠、大林姬鼠为疫区主要的宿主动

物，代表性的毒株有 &=、陈株、&9#、14AB(、C9; 及
*1>;D；血清"型病毒在我国主要引起轻型出血热，
褐家鼠、实验用大白鼠为主要的宿主动物，代表性的

毒株有 $>>、’==等。然而，近年有许多证据表明，有
些病毒分离物的血清型与其宿主来源不一致，且从

分子水平得到证实［99］。并发现某些毒株用单克隆

抗体、@:$和空斑减少中和试验等分型时呈双型反
应，即用血清学和单抗分析等都不能将其明确分型，

推测可能是病毒在其宿主转换过程中发生了某些变

异［9;"9>］。本研究结合我国情况，用汉坦病毒 )#"991
株与 2$"99株共同感染 3+.0 <#细胞，空斑形成试验

挑取子代克隆株，传代培养后用 @:$方法鉴定。结
果发现（表 >），大部分子代病毒（#1 59=6）的基因组
来自 )"991 株或 2$"99 株。> 株（4 5DD6）汉滩型与
汉城型引物扩增均为阳性，可能是由于：#挑斑或传
代培养过程中感染了两种病毒；$病毒发生了基因
重排或其他变异。>株（4 5 4D6）两型引物扩增均为
阴性，这两株在 3+.0 <# 细胞中传代后免疫荧光检
测抗原始终为阴性，故推测可能是由于：#挑斑时未
挑到病毒；$传代过程中病毒死亡或病毒滴度过低；
D株（99 5!#6）发生了 8片段重排，! 株（# 51>6）发
生了 ’片段重排，未发现 2片段重排；9株 8片段来
自双亲，9 株 2 片段来自双亲，即这些片段为双倍
体。从而首次证实了汉坦病毒汉滩型与汉城型之间

可以发生重排。不同宿主来源的毒株能够发生重

排，表明自然界可能会出现新的变异毒株类型。汉

坦病毒基因重排的发现使人们可以利用重排汉坦病

毒研究其各基因片段对其生物学特性的影响，并为

进一步了解汉坦病毒的变异规律、肾综合征出血热

在我国流行趋势的预测以及汉坦病毒的基因工程疫

苗和发病机制的研究提供了一定的理论依据。

表 > 用!和"分型引物鉴定空斑克隆株基因型

’ 8 2 空斑数 构成比（6）
) ) ) 9! >=5DD
2 2 2 9) !15#4
)2 )2 )2 > 45DD
E E E > 45DD
) 2 ) D 995!)
) )2 ) 9 >5>)
) 2 2 ! #51>
) 2 )2 9 >5>)
合计 44 9;;5;;
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某部农场使用新型毒鼠盒灭鼠效果观察

张新华 景占峰

目前市场上供应的或自制的灭鼠器具，设计上多较为简

单，功能单一，灭鼠效果不太理想。为此我们研制了一种集

毒水、毒粉、毒饵于同一载体的新型毒鼠盒，具有防雨水、防

潮湿、多功能、测定鼠密度等优点，可为高效灭鼠毒饵提供最

佳载体，起到协同作用。为检验该灭鼠盒的实际灭鼠效果，

我们于 >??;年 K月 ;=日至 =月 ;=日，在我部农场进行了灭
鼠实验，现报告如下。

;9灭鼠场所的自然状况：该农场驻陕西省华阴市，南倚
华山，北临渭河，占地C? ??? ->，其中有食堂、贮粮库、猪圈、

奶牛棚等，周围与农田、鱼塘接壤，地理环境复杂，属肾综合

征出血热高发区。现场观察，室内外（特别是库房内）鼠洞较

多，鼠迹明显，工作生活场所经常被盗食、污染。粉迹法调查

农场鼠密度为KC9>>R。
>9材料与方法：
（;）灭鼠器具：灭鼠使用自行研制的集毒水、毒粉、毒饵
于同一载体内的新型毒鼠盒（图 ;）。该毒鼠盒两端各有一个
出入口，往里有一坡形的防水坡，盒内毒粉槽、毒饵槽和毒水

槽互为相通，毒水瓶口低尾高平放在支架上，瓶口有一带橡

皮管的橡皮塞，利用虹吸原理，使毒水槽内液面始终保持一

定的液高。

图 ; 新型毒鼠盒平面结构示意图

作者单位：;??;?; 北京，解放军总装备部后勤部卫生局（张新

华）；总装备部 @CEB?部队防疫检验所（景占峰）

（>）灭鼠药品：!毒粉（追踪粉）：每毒鼠盒使用量 ;? ,，德国
拜尔公司生产，有效成分为?9B=R的杀鼠醚；"毒水：每毒鼠
盒使用量 ;瓶（;?? -3），原药由大连实验化工厂生产，有效成
分为?9;R的敌鼠钠盐；#毒饵：每毒鼠盒使用量 ;?? ,，用玉
米渣 S溴敌隆严格按说明书配制，原药由上海泰和化工厂生
产。用炒熟瓜子做诱饵，布放在诱饵槽内。

（C）灭鼠方法：将毒鼠盒沿墙根或鼠道，每 >? T K? -> 布

放一个，共 ;E?个。每天检查老鼠入盒盗食情况（以盒内毒
粉上的鼠迹为准），并及时补充毒水、毒粉、毒饵的消耗，以第

B天和第 C?天后分别进行两次鼠密度调查。
C9结果和分析：本次灭鼠共布放毒鼠盒 ;E? 个，经现场

实验观察，该农场的鼠密度，由灭鼠前的 KC9>>R下降到
;9><R（B天后）和>9;=R（C?天后），灭鼠效果达到了<@9?>R
（两次灭效平均值）。证明在食源丰富、鼠粮难断、地面潮湿、

且安全要求较高（不能污染粮食，防止畜禽盗食）的特殊环境

下，用毒鼠盒灭鼠，确能达到满意效果。该毒鼠盒既可保证

灭效又可得以长期巩固。分析其原因我们认为!与使用毒
鼠盒有关，该毒鼠盒在结构设计上巧妙合理，它集毒水、毒

粉、毒饵于同一载体内，充分利用了鼠类喜钻洞、喜舔食的习

性，满足不同鼠类食性要求，达到立体、高效杀灭老鼠的目

的；"本次实验于 ; 个月结束时检查毒鼠盒发现，仍有近
C?R的毒鼠盒被盗食，说明有鼠类不断从外环境流窜至营
区。而 ;个月后鼠密度调查>9;=R，充分证明该毒鼠盒可杀
灭外窜或残留的部分老鼠，有巩固灭效的作用；#该毒鼠盒
用聚乙烯塑料制成，具有防潮防雨防锈，保持毒饵不发霉变

质。本次灭鼠时间长达 ;个月，期间下过小雨，但在室内外
或潮湿的地方使用的毒鼠盒中，未发现有毒饵发霉变质的现

象，说明使用该型毒鼠盒灭鼠能充分保证毒饵的质量，提高

灭鼠效果，且一次布毒长期有效，减少浪费。
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