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! 株新疆出血热病毒分子流行病学研究

唐青 高佃平 赵秀芹 韩磊 杭长寿

【摘要】 目的 从分子水平揭示中国新疆出血热（"#$）病毒基因结构与功能的关系，寻找传播

途径及流行原因。方法 对分离自新疆的 ! 株 "#$ 病毒进行 % 基因片段的克隆和测序，与其他克里

米亚&刚果出血热（’’#$）的 % 基因序列进行比较和分析。结果 ! 株病毒 % 基因全长均为( )*+个核

苷酸，开放阅读框均为( ,,-个核苷酸，编码一个含 ,.+ 个氨基酸的蛋白。新疆分离毒株的 % 基因核苷

酸序列同源性（-/012 3 --0!2）明显高于其他国家分离毒株的 % 基因核苷酸序列。系统发生树状图显

示新疆毒株在一个分支之下形成独立的群体，明显区别于来自其他地区的 ’’#$ 病毒并且又进一步分

为三组。结论 不同毒株的 % 基因序列差异不完全取决于病毒分离的宿主、地域和时间。
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新疆出血热（"56I576J 4:G9>>47J5D F:H:>，"#$）即

克里 米 亚&刚 果 出 血 热（’>5G:76&’96J9 4:G9>>47J5D
F:H:>，’’#$）病毒，属于布尼亚病毒科内罗毕病毒

属，可以引起人严重的出血热疾病和高病死率。本

病于 (-), 年在我国新疆巴楚县首次发现并一直在

该地区流行。+11( 年春季 "#$ 在巴楚再次严重流

行，并且这次流行是自 (-), 年该病在我国首次发现

至今发病最严重、病例数最多的一次。截止到 +11(
年 ) 月共出现 !( 例病人，其中 / 例死亡。!( 例病人

中，有 ,! 例 发 生 在 "#$ 一 直 连 续 流

行的红海乡。红海乡总人口只有( 111多人，仅以红

基金项目：国家自然科学基金资助项目（/-.*1).1）

作者单位：(1++1) 北京，中国疾病预防控制中心传染病预防控制

所出血热研究室（唐青、赵秀芹、韩磊）；中国农业大学生物学院分子

病毒室（高佃平）；中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所出血热

虫媒病毒室（杭长寿）

通讯作者：唐青 Q&G75=：?76JK56JR+)/0 6:?

海乡 人 口 来 计 算，发 病 率 大 约 为 !2，病 死 率 为

! 0..2。’’#$ 病毒的主要宿主是蜱。家畜是蜱的

主要血源动物，人可以通过被带毒蜱叮咬或接触感

染的家畜而感染此病。因此，巴楚地区无论是自然

生态环境，还是当地生活习惯都为 ’’#$ 病毒的存

在和传播提供了很好的条件。’’#$ 病毒基因组为

单链，由 S（ =7>J:）、T（G5EE=:）、%（@G7==）三个节段组

成，分别编码转录酶蛋白（S）、插在病毒膜内的两个

外部糖蛋白（U( 和 U+）和核蛋白（V）。因为 % 基因

更为保守并常常作为基因分类的基础，因此我们选

择 V 基因进行 "#$ 病毒的遗传变异性研究。

材料与方法

一、材料

( 0病毒株：所有病毒株均来自我国新疆地区并

根据其分离时间命名。..()) T(：(-.. 年分离自新

疆生产建设兵团 !1 团因剪羊毛剪破蜱而感染的病

-,, 



人；!"#$ %&：’&!" 年分离自巴楚病人；!(#)*：’&!( 年

分离自阿克苏病人；!##’ %(：’&!# 年分离自巴楚病

人；!&’)’ %&：’&!& 年分离自巴楚长耳跳鼠。

) +引物：用于逆转录,聚合酶链反应（-.,/0-）的

寡核苷酸引物通过比较已发表的分离自中国羊的

01"#$’ 毒株的 2 基因片段序列设计合成。正向和

反向引物分别在其 (’末端带有 345 67 和 /8. !酶

切位点，以便用于基因扩增后的基因克隆。引物序

列为：(’,09. ::9 .00 .0. 099 9:9 990 90:
.:00,$’；(’,0.99 0.: 09: . 0.0 999 :9. 9.0
:..,$’。

$ +克隆载体为 ;:<%,.，购自 /=>5?@4 公司。

二、方法

’ +-.,/0-：

（’）-A9 提取：病毒接种感染的鼠脑用细胞总

-A9 分离试剂 .-7BCD研磨，氯仿抽提，异丙醇沉淀，

!(E乙醇漂洗后得到 -A9。

（)）逆转录合成 FGA9：正向引物（’## H@）’"I 和

-A9 ("I 混匀后离心数秒，!#J变性 ( 5KH，冰浴 )
5KH。按 )("I 总反应体系依次加入如下成分：焦碳

酸二乙酯（G</0）处理的水& +("I，( L %,%DM 3NOO?= (

"I，) +( 55>I P D * QA./ ’"I，-H48KH ) +("I（)( R P"I），

%,%DM ’"I（)## R）；混匀后，离心数秒，*)J水浴 1#
5KH。

（$）/0- 扩增 FGA9：(#"I 总反应体系依次加

入：水 $""I，’# L /0- 3NOO?= ("I，) +( 55>I P D %@0I)
("I，* QA./（’# 55>I P D）("I，FGA9 )"I，正向和反向

引物（)# ;5>I P D）各’ +("I，.4S /IN8 ’"I（) +( T ( R P
5I）。/0- 反应条件：&*J 预变性 ( 5KH，&*J (# 8!
(#J 1# 8!!)J &# 8 L $#，!)J延伸 ’# 5KH，回收

/0- 产物。

) + 2 基因克隆：连接 /0- 产物和 ;:<%,. 载体：

) L 3NOO?= ("I，;:<%,. U?FV>= ’"I，/0- 回收产物 $

"I，.* GA9 连接酶 ’"I，*J过夜。

（’）转化：解冻 W%’#& 感受态细菌，加入连接产

物("I，冰浴 $# 5KH，*)J热击 1# 8，冰浴 ’# 5KH，加入

无任何抗生素的 D3 (##"I，$!J温浴 ’ X!涂氨苄

青霉素平板并加 Y,@?I *#"I 和 7/.: )#"I，$!J温浴

过夜。

（)）筛选重组质粒：挑白斑，摇菌，小提质粒。用

3456!和 6KHQ#双酶切鉴定重组质粒：水 ’’"I，
’E 329 )"I，3NOO?= < )"I，/I485KQ ("I，3456!# +(

"I，6KHQ# # +("I，$!J ) T $ X 后电泳。阳性重组质

粒直接测序。

$ +计算机分析和比较测序结果。

结 果

’ + 2 基因测序结果：( 株病毒 2 基因核苷酸序列

测定结果，其基因序列均已被 :?H?34HZ 收录。( 株

病毒 2 基因全长均为 ’ 1!) 个核苷酸，都同样含一

个完整开放阅读框（C-[），C-[ 都是从 (1 位核苷酸

开始到’ (#*位核苷酸终止，全长’ **&个核苷酸，编

码一个含 *") 个氨基酸的蛋白质。2 基因 (’端 ((
个核苷酸和 $’端 ’1" 个核苷酸为非编码区，( 株病

毒 2 基因的起始密码和终止密码均相同，起始密码

为 9.:，终止密码为 .:9，而且核酸之间的差异性多

发生在末端非编码区。

) +与其他 006[ 病毒 2 基因序列比较：将 ( 株

病毒 2 基因核苷酸序列与从 :?H?34HZ 上查到的其

他 006[ 病毒 2 基因核苷酸序列进行比较，结果见

表 ’。""’11、!"#$ 和 !(#)* 三株之间有较高的同源

性（&& +)E T &&+(E）；!##’ 和 !&’)’ 株之间也表现

出较高的同源性（&& +#E）；但将这两组进行比较，同

源性相对低一些，为&$ +#E T &*+#E。核苷酸序列

推导的氨基酸序列同源性均高于相应的核苷酸序列

同源性（&$ +#E T &&+(E）。与其他 006[ 病毒 2 基

因核苷酸序列进行比较（表 ’），明显可以看到的一

点是所有中国分离毒株之间的同 源 性（&$ +#E T
&&+(E）远远高于与其他国家分离毒株 的 同 源 性

（!! +)E T "(+&E）。

$ +聚类分析结果：将我国和其他国家分离的

006[ 毒株以及 64\4=4 和 GN@]? 病毒的 2 基因序列

通过 GH48V4= 软件分析，绘出的系统发生树状图可以

看出，分离自中国的毒株的 2 基因在一个分支之下

形成一个独立的群体，明显区别于来自其他地区的

006[ 病毒（图 ’）。

讨 论

’+006[ 病毒 2 基因序列比较和分析：所测的 (
株病毒 2 基因之间核苷酸序列同源性不同，可以明显

看出的是 ""’11、!"#$、!(#)* 三株之间的同源 性 和

!&’)’、!##’ 株之间的同源性高于这两组之间的同源

性。!&’)’ 株分离自鼠，病毒来源的宿主明显与其他

毒株不同；!##’ 株分离年代较早，并且分离自阿克苏，

而其他所有中国分离株均来自巴楚地区。

#(*  



表! !!"# 病毒 $ 基因核苷酸、氨基酸序列同源性比较

毒株 %%&’’ (%)* (+),- ())& (.&,& %-), ’’)&. ’%)*& "/&* &012 345675 859%&.- 1:., "5;525 8<40=
%%&’’ !! >" !! ># !$ >% !$ >& !! ># !’ >% !! >$ !% >( %) >( %# >’ %& >" ** >) #! >’ #% >’
(%)* .. >) !! >) !$ >% !$ >& !! >& !’ >% !! >$ !% >" %) >" %# >’ *! >% ** >" #! >% #% >)
(+),- .. >- .% >’ !# >& !$ >" !! >" !* >& !! >) !% ># %) >$ %# >’ %& >" ** >) #! >’ #% >$
())& .( >. .( >& .( >+ !! >& !$ >) !" >% !# >& !$ ># %# >% %$ >* *! >$ *’ >! )& >* #% >"
(.&,& .( >. .( >& .( >+ .. >- !" >* !" >( !$ >" !$ >) %) >" %$ >% ** >’ *’ >! #! >$ #% >%
%-), .. >, .% >* .% >% .( >* .( >* !’ >* !! >& !* >! %# >* %# >$ %& >& ** >) #! >$ #% >(
’’)&. .% >% .( >. .% >* .( >+ .( >+ .% >& !’ >! !* >( %) >$ %# >% *% >% ** >) #! >! #* >*
’%)*& .. >- .% >’ .. >) .( >+ .( >+ .% >* .% >* !% >) %) >( %# >) %& >$ ** ># #! >* #% >"
"/&* ..>’ .% >% .. >, .( >( .( >( .. >) .% >’ .. >’ %) >! %# >) *% >! ** >’ #! >% #% >%
?012 .( >& .’ >* .( >& .’ >* .’ >* .’ >+ .( >& .’ >( .’ >. %" >& *’ >’ *’ >* #! >( #% >!
345675 .’ >* .+ >- .+ >. .+ >) .+ >) .+ >. .’ >* .+ >. .’ >& .+ >, ** >* *% >$ )( >’ #! >&
859%&.- .- >- .* >’ .- >) .* >% .* >% .* >% .- >- .- >) .- >, .- >) .* >- ** >’ )& ># #% >&
1:., .&>. .& >& .& >( .& >& .& >& .& >* .& >. .& >+ .& >( .& >* .& >& ., >* )( ># #% >)
"5;525 +% >% +% >- +% >’ +. >, +. >, +% >- +. >) +% >’ +% >% +% >, +% >, +( >& +% >) #) >’
8<40= +- >, +* >. +* >. +* >. +* >. +* >( +- >- +- >, +- >, +* >- +- >, +, >( +- >- +& >’

注：黑体字为核苷酸序列同源性，白体字为 $ 基因编码区氨基酸序列同源性

图! 不同 !!"#、"5;525 和 8<40= 病毒 $ 基因

系统发生树状图

与已经发表的 &.’+ 年我国首例病人及 &.%- 年

蜱分离的 , 株 !!"# 病毒［&］以及 &.’% 年分离自我国

羊（!’%)*&）［,］和 &.’% 年分离自我国蜱（"/&*）［*］的

, 株病毒 $ 基因序列相比，所有 !!"# 中国分离毒株

起始 密 码 均 相 同，为 1@A；终 止 密 码 除 "/&* 和

’’)&. 株为 @11 外，其余均为 @A1；所有 !!"# 毒株

的 BC# 长度均一致。可以明显看出的是我国分离

毒株的 $ 基因核苷酸序列同源性（.* >)D E ..>+D）

明显高于其他国家分离毒株的 $ 基因核苷酸序列同

源性（(( >,D E %+>.D）（表 &），其中 F012&),)) 株是

&.(, 年非洲奈及利亚蜱分离毒株；81G%&.- 株是

&.’. 年塞内加尔蜱分离毒株；345675 株是乌干达分

离毒株；1:., 株是 &.(’ 年希腊北部蜱分离毒株。

, >!!"# 的流行和遗传变异分析：比较所有已

经测序的 !!"#、"5;525 和 8<40= 病毒 $ 基因序列绘

出的系统发生树状图分为数个分支，其中一个分支

包括了所有中国的毒株，提示我国流行的 !!"# 病

毒从遗传学上有着自己的独立性；而其他分支分别

包括了分离自世界其他地区的毒株。中国毒株分支

又进一步分为三组：第一组包括了 &.’% E &.%% 年分

离自不同宿主的 ’ 株病毒（%-), 和 &.’% 年分离自蜱

的 "/&*，’%)*& 分离自羊以及分离自病人的 %%&’’、

(%)*、(+),-）；第二组为 &.’’ 年分离自病人的第 & 株

病毒（’’)&.）；第三组包括 &.() 年分离自巴楚病人

的 ())& 和 &.(. 年分离自巴楚长耳跳鼠的 (.&,& 株。

不同毒株的 $ 基因序列与病毒分离的宿主、地域和

时间的关系均可以从系统发生树状图上反映出来，

但还可以看到的一点是基因序列之间的差异又不完

全取决于病毒分离的宿主、地域和时间。从中国毒

株 $ 基因序列比较看，分离的时间似乎与病毒的变

异有更大的关系，这一点无论从序列同源性比较或

系统发生树状图上都可以表现出来。但又并不完全

是这样，如 ())& 和 (.&,& 株分离时间相差近十年并

且分离自不同的宿主，但两者之间表现出极高的同

源性，而这 , 株病毒与其他所有中国分离毒株均表

现出最大的差异。中国分支下的第一组包括了 ’ 株

病毒，这些病毒同样来自不同的宿主（蜱、羊、人）和

不同的时间（&.’% E &.%% 年），但却表现出高度的同

源性和种系发生相关性。

!!"# 病人主要发生于春季，一般 - E ’ 月中旬，

这与该地区成年蜱活动的高峰时间一致。一般来

说，干 旱 缺 雨 雪 的 年 份，蜱 数 量 增 加，容 易 发 生

!!"# 的流行。此外，在 !!"# 的流行和病毒毒力以

及病毒基因型之间是否也有一些内在联系？通过 .
&+- 



株中国 !!"# 病毒 $ 基因全序列分析比较初步推

断，不同基因型的 !!"# 病毒可能自然存在于流行

地区的宿主动物体内，一旦环境条件适宜，病毒会随

着宿主动物的大量繁殖和活动而增殖和扩散。一旦

其中一种基因型被大量扩增并有机会感染动物和

人，该基因型的流行就有可能发生。一种基因型可

以只出现在一次流行中，也可以出现在多次流行中。

如果病毒来源相同，则不会出现太大的变异。由于

基因型的不同，病毒的致病能力不同，产生的流行强

度和病死率必然不同。

从目前有限的研究只能初步作出一些推断，清

楚地解释 !!"# 流行病学中出现的一些问题还有待

于进一步的调查和研究。
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·短篇报道·

陆海空三军新兵基础训练期间军事训练伤的发生调查

龙泳 李远贵 黄久仪 欧阳浪

陆海空三军的新兵在入伍后，都要接受为期 N 个月的新

兵基础训练，期间所发生的军事训练伤（军训伤）是导致战士

患病和死亡的主要原因。选自 %33L 年 % 月 % 日至 N 月 N% 日

参加基础训练的新兵，均为男性，年龄 %6 Y 9% 岁，平均年龄

（%L2N9 Z 92%8）岁。其中陆军% %59人，空军 M%N 人，海军 839
人，共9 55M人。陆军与空军每 5 周以连为单位，用统一的调

查表对全部参训战士逐一筛检 % 次。海军为就诊登记法，战

士受伤后在营军医处就诊时，由营军医和课题组成员共同做

出诊断。所有调查均由课题组成员独立或参与完成。诊断

标准参照《中国人民解放军军事训练伤诊断分类标准》及有

关文献制定统一诊断标准。

调查结果军训伤的发生率陆军为N92L[，空军9%23[，海

军9M23[。陆海空三军开始训练后第 % Y %N 周均有军训伤发

生，陆军和空军第 M 周达到发生高峰，海军第 L 周为发生高

峰。陆海空三军的军训伤大多数均发生于下肢。陆军和空

军中以小腿的损伤最为多见，海军以踝关节损伤最为多见

（表 %）。陆军以过劳性损伤为主，海军以急性创伤性损伤为

主，空军两种损伤分布均匀。

调查结果表明，陆海空三军军训伤的时间分布、发生高
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峰大致相同，发生率不同，可能由于动作的掌握程度要求不

同所致。陆海空三军的军训伤大多数均发生于下肢，但损伤

的类型之间有差异，可能归因于训练条件的限制。预防军训

伤的发生，可从 N 个方面着手：!在保障训练质量的前提下，

适当的降低训练强度；"改善训练场地，尽量避免外因所致

军训伤；#对受训部位进行适当的保护，将不同受训部位的

训练项目穿插进行。

表! 陆海空三军军训伤发生的部位分布

部位

陆 军

人次
构成比
（[）

海 军

人次
构成比
（[）

空 军

人次
构成比
（[）

小腿 %38 8%2L 98 %8 2X 66 NM 2%
踝关节 83 %82M 68 NL 23 9N %9 23
膝关节 98 62M 9N %N 2L 55 95 2L
足 68 %M2N %6 3 26 X X 2X
手 X X2X %6 3 29 95 %N 28
腰 %X 92M %X 6 2X %X 8 26
臂 %X 92M M 5 29 X X 2X
面部 X X2X % X 26 %% 6 2%
大腿 3 925 X X 2X X X 2X
其他 9 X2M 5 9 2M X X 2X

合计 NM8 %XX2X %6M %XX2X %ML %XX2X

（收稿日期：9XX97XN79M）
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