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北京市北郊地区宿主动物感染汉坦病毒

分子流行病学研究
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【摘要】 目的 了解北京市北郊地区宿主动物携带肾综合征出血热病毒状况和病毒型别。方法

夹夜法捕鼠，计算鼠密度，确定鼠种构成。应用逆转录!聚合酶链反应（"#!$%"）扩增&片段部分序

列并测序，并用%’()*+’,（-./）和012%’(3软件对序列进行分析。检测结果应用4$44软件进行统计

学分析。结果 共捕获宿主动物565只，褐家鼠为优势鼠种，占75.89:。其次为小家鼠，占99.79:。

"#!$%"检测宿主带病毒率，海淀区褐家鼠为68.65:，小家鼠为/，昌平区褐家鼠为67.5;:，小家鼠

为8.-7:。对;份扩增阳性标本进行序列测定并对其核苷酸序列进行分析显示，它们均为汉城型

（4<=）汉坦病毒。毒株基于&片段部分序列所构建的系统进化树显示，它们可分为两个小进化分

支。所测序列在此片段推导出的氨基酸序列多数与标准株完全相同，少数有6.5/:!9.6;:的差异。

结论 北京市北郊地区汉坦病毒的主要宿主动物是褐家鼠，不同宿主动物携带的汉坦病毒之间的核

苷酸序列及其推导的氨基酸序列同源性较高，但也存在一定的差异。这种差异形成的原因有待进一

步研究。
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肾综合征出血热（JS"4）为布尼亚病毒科汉坦
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病毒属（>+@*+B?E()，JV）病毒引起的主要由鼠类传

播的自然疫源性疾病，其发病和流行取决于人类的

行 为、宿 主 动 物 的 行 为 以 及 流 行 毒 株 的 特 点。

JS"4为世界性分布，我国发病占世界发病的U/:
以上［6］。不同型别的汉坦病毒有不同的宿主动物，

其进化、传播、变异以及致病性和疾病谱均不相同。
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现已证实我国存在汉坦型（!"#）和汉城型（$%&）

汉坦病毒。北京地区为发病较多的河北地区所包

围，’(()年首次发现该地区鼠类携带$%&型汉坦

病毒［*］。近年来北京地区!+,$的发生明显加快，

病例迅速增加，形成散发而又相对集中的特点［-］。

为了解北京市!+,$自然疫源地的性质和状况，我

们在海淀区和昌平区进行了宿主动物感染汉坦病毒

分子流行病学研究。

材料与方法

’.现场调查及标本采集：*//*年0月至*//-
年-月每月调查一次，选择发病较多的城乡结合部

的平原地区作为采样点。海淀区侧重从不同地点采

样，两地之间至少相距123以上，鼠类标本主要采

自菜地、垃圾场（站）、建筑工地周围、外地来京人员

聚居区室内外、猪圈、苗圃等地；而昌平区则在同一

地点采样，侧重观察其在不同时间点的变化，鼠类标

本采自某营院养牛场及其周围果园、居民区室内外。

采用夹夜法捕鼠，分类统计，计算鼠密度和鼠种构

成［4］。所获鼠类标本现场无菌解剖，取心、肝、肺、

脾组织，置液氮罐中冻存备用。

*.病毒,#5提取：使用"6789:（;7<=9公司）试

剂提取,#5：在实验室以无菌操作剪取约-33-大

小的肺组织，放入灭菌研磨器中，加入"6789:，充分

研磨后移入%>>?@A96B管中；加入氯仿，涡式振荡器

上剧烈振荡，4C，’*///6／37@离心’137@，将上清

液移入新管中；加入异丙醇，4C，’*///6／37@离心

’/37@，吸弃上清，加入D1E酒精，’*///6／37@离

心137@，吸弃上清，室温干 燥,#5后 加 入/.*E
F%GH处理水，I*/C冻存备用。

-.引物：本研究逆转录使用特异性逆转录引物

G’4，扩增使用分型引物（表’）。所用引物由上海博

亚生物工程有限公司合成。

4.逆转录：使用5JK逆转录酶（G693?LM公司

产品）。直接在上述,#5中加入G’4，D/C孵育

137@后 冰 上 冷 却137@，再 加 入1N<OBB?6，

’/339:／PA#"G，,#5酶 抑 制 剂，5JK 逆 转 录

酶，纯水，4*C逆转录’Q；((C，’/37@灭活逆转录

酶。

1.巢式聚合酶链反应（@GH,）：第一轮扩增引

物为!"KRJ+&，!"KRJ,&。条件：(4C-37@!
(4C*/S，14C-/S，D*C-/S!D*C137@，扩增

4/个循环。第二轮扩增分别使用分型引物。使用

引物!J+、!J,时扩增条件：(4C-37@后，(4C
’1S，1)C*1S，D*C*1S，-1个循环后D*C延伸

137@。使用引物$%&RJ+、$%&RJ,时扩增条件：

(4C-37@后，(4C’1S，1-C*1S，D/C*1S，-0个

循环后D/C延伸137@。GH,扩增在*4//GH,仪

上进行。

表’ 研究中所用引物

引物
类型

名称 序列 位置
扩增
片段

逆转录 G’4 "5;"5;"5;5H"HH ’!’4 PJ$
（T）

通用
外引物 !"KRJ+& 5555;"5;;";U"5V5"HV"U5H55";";; ’(’/!’(-( J（T）

!"KRJ,& ;"5H5UHH";",HHU5HHHH *-D-!*-14 J（I）

!"#型
内引物 !J+ ;55"H;5"5H";";

;;H";H55;";H ’(10!’(04 J（T）

!J, ;;5""5;55HHHH5
;H"H;"H"H *-’0!*-4/ J（I）

$%&型
内引物 $%&RJ+ ;";;5H"H""H""H

"H5""5"" ’(-)!’(1D J（T）

$%&RJ, ";;;H55"H";;;;
;;"";H5"; *--’!*-1- J（I）

).产物检测及回收纯化：’.*E琼脂糖凝胶电

泳。产物回收使用博大泰克公司的F#5片段玻璃

奶回收试剂盒。按说明书操作。

D.核苷酸序列测定及分析：回收片段送上海博

亚或上海申友生物工程有限公司测序，测序结果应

用H:OSWM:X（1./）及F#5H:O<进行分析和比较，其

他已知片段序列来源于#HYU的;?@YM@2（网址：

QWW>：／／ZZZ.@=<7.@:3.@7Q.L9[）。

0.统计学分析：应用"* 检验比较不同宿主动

物、不同地区、不同时间感染率的差异，应用相关分

析比较不同鼠密度与宿主动物感染阳性率的关系。

统计处理应用$G$$(./软件。

结 果

’.宿主动物调查及病原检测结果：研究中捕获

各种小动物共计4’4只，其中各种鼠类4/1只，其他

小兽(只，平均鼠密度为D.’’E。褐家鼠为优势鼠

种，占D4.-*E，其次为小家鼠，占**.D*E。海淀区

和昌平区宿主动物肺标本,"RGH,检测扩增分型均

为$%&型，未见!"#型阳性标本。除昌平区’只

小家鼠外所有扩增阳性鼠均为褐家鼠。不同宿主动

物携带汉坦病毒阳性率不同，且差异有显著性（"*\
’).41)，!"/./’）。海淀区和昌平区宿主动物检测
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阳性率虽有差异但无统计学意义（!!"#$%&’，!"
%$(%%）（表!）。昌平区不同时间点捕获动物扩增阳

性率 虽 有 差 异 但 无 统 计 学 意 义（!!"($))*，!"
%$&*!）（表(）。鼠密度与宿主动物扩增阳性率呈正

相关关系（""%$+%#，!!%$%%#）。

表! 北京市不同地区、不同宿主动物扩增结果

鼠种

海 淀 区

捕获
只数

阳性
只数

构成比
（,）

阳性率
（,）

昌 平 区

捕获
只数

阳性
只数

构成比
（,）

阳性率
（,）

褐家鼠 #&+ !( &%$!)#($#’ #!- !! &-$(&#&$’-
小家鼠 -’ % !+$&% %$%% !) # #-$*& ($+&
其它 #% % ’$%! %$%% ## % -$-- %$%%

合计 !’* !( #%%$%% *$!’ #-+ !( #%%$%%#($*’

表( 海淀区和昌平区不同时间（地点）捕获鼠类

./012.扩增阳性率

捕获
时间

（年$月）

海 淀 区

捕获
只数

阳性
只数

阳性率
（,）

鼠密度
（,）

昌 平 区

捕获
只数

阳性
只数

阳性率
（,）

鼠密度
（,）

!%%!$%) +’" ! ($+& ’$-& - % %$%% !$%%
!%%!$%* (% # ($(( #%$%% !& + #)$+! *$%%
!%%!$#% (# + #-$#( #%$(( !* ’ #($&* *$-&
!%%!$## (& + #($+# #!$(( !# ! #%$%% -$-&
!%%!$#! (’ ’ ##$&- ##$&- #( # &$-* ’$((
!%%($%# #& ! ##$&- +$-& #! # )$(( ’$%%
!%%($%! !( ! )$&% &$-& !( + !#$&’ &$-&
!%%($%( !% ! #%$%% -$-& !) + #&$)- *$((

合计 !’- !( *$(+ &$’+#+* !( #’$’& -$-(

" 海淀区于)月前已开始捕鼠，统计结果与)月结果合并计

算，共计#!%%夹次

!$序列测定结果及分析：从逆转录0聚合酶链反

应（./012.）扩增阳性标本中选出海淀区来自不同

采样点的’份鼠类标本（34!%)、34!%*、34!#%、

34(%#，均来自褐家鼠），另选来自昌平区!份（#份

来自褐家鼠231!##，#份来自小家鼠231(%!），标

本经纯化后测序（部分标本经正反两个反应测序，相

互验证补充），应用25678659（+$%）和4:;25<=对它

们的核苷酸序列进行分析，显示它们与3/:型汉

坦病 毒 的 同 源 性 较 低。而 与 浙 江 地 区 分 离 到 的

>?@型汉坦病毒A(&株的同源性最高，为*-,"
*),。来自褐家鼠和小家鼠的核苷酸序列差异很小

（#,）。测序的这-株毒株与#***年王华等测定的

褐家鼠分离株（BCDEDFG0.F，序列号;B%!&%)&）相比，

其同源性*’,"*+,。绘制他们的系统进化树（图

#）显示，这-株均属>?@型汉坦病毒，可以分为两

个较小的进化分支，’份标本与浙江地区分离株

A(&关系较近，同属一个小分支，另有!份标本则属

于另一个小分支。它们与BCDEDFG0.F株以及与国内

分离到的其他>?@型汉坦病毒进化关系则相对较

远。由它们的核苷酸序列在此片段推导的氨基酸序

列分析可见，海淀区的(株标本、昌平区小家鼠分离

的毒株标本、>?@型标准株7CH<5、浙江分离株A(&、

BCDEDFG0.F氨基酸序列完全相同，它们与另一株来

自海淀区褐家鼠的毒株在此片段推导的氨基酸序列

有#$’,的差异，与昌平区来自褐家鼠的标本则有

!$#-,的差别。

图# 基于I片段部分核苷酸序列所构建的系统发生树

讨 论

本研究通过大量现场调查，结合实验室检测研

究了北京市3J.>发病相对较高的西北郊地区不

同地点、不同时间及不同鼠密度时宿主动物带毒率

的状况，所获资料较为翔实，为北京地区3J.>的

研究提供了大量可靠数据。研究所获样本采自北京

市西北部地区城乡结合部的平原地带，分别来自菜

地、垃圾场（站）、建筑工地周围、居民聚居区室内外、

猪圈、养牛场、苗圃等地，这些地方与人类的生产生

活休戚相关。除昌平区采样点常年平均气温比北京

市区略低#"!K外，各采样点的地理环境和气候条

件与北京市区相仿，具有广泛的代表性。随着城市

改造和建设的加快，家鼠的长期居息地被破坏，因而

加剧了鼠群的迁移和流窜，使鼠间疾病传播加快，人
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被感染的机会增加。因而监测这些地区宿主动物的

密度和带毒状况能为研究人间的流行状况提供重要

的基础资料，所以本研究有重要的理论和现实意义。

研究显示，海淀区和昌平区作为!"#$疫区，其主

要宿主动物是褐家鼠，占绝对优势，其次为小家鼠，

未见其他鼠种携带汉坦病毒。宿主动物平均带病毒

率为%%&’’(，高于全国平均带毒率)&*+(［+］。因

此，采取以灭鼠和防鼠为主的综合措施是必要的。

此研究为制定有的放矢的!"#$防制策略和灭鼠

措施提供了一定的依据。研究结果显示，海淀区和

昌平区的地区差异对宿主动物带病毒率的影响不明

显。季节变化对宿主动物带病毒率的影响也不明

显。但带毒率随鼠密度变化而变化，二者有正相关

关系。这可能是由于鼠密度上升时，鼠类接触机会

增多，鼠间因食物争夺等原因而发生撕咬、争斗等的

机会也可能增加，故而感染机会增加，造成鼠间感染

率上升。

本研究应用分子生物学技术直接从标本中扩增

目的基因片段，简捷快速，特别适用于宿主动物体内

病毒快速分型检测。根据近年来国际病毒命名委员

会按分子结构对汉坦病毒分型的建议，在一个片段

中至少应有)+(的核苷酸序列与其他所有已知的

汉坦病毒不同可确定为一个新型，+(!)+(的差异

可确定为一个亚型［,］。本研究所获得的-株病毒部

分核苷酸序列之间的差异为.-(!..(之间，它们

与$/0型 汉 坦 病 毒1’*株 之 间 的 的 同 源 性 为

.-(!.2(之间，核苷酸差异均!+(，系统进化树

也显示它们之间的亲缘关系较近，但分属两个小进

化分支，一支与1’*同属一个小分支，另一支则与

234’.等毒株关系较为密切。它们与包围北京地区

的河北地区分离株!5++进化关系则相对较远。标

本所带毒株序列与来自较远地区毒株序列的相似性

是否提示汉坦病毒的远距离播散还有待于进一步研

究。同时，它 们 与567879:4#9的 同 源 性 相 对 略 低

（.,(!.+(），这提示北京地区汉坦病毒可能有不

止一个亚型存在。本研究未检测到!;<型汉坦病

毒，与张秀春等［-］的研究结果一致。

据国外文献报道［*］，另一类汉坦病毒辛诺柏病

毒（$<=）在发生核苷酸变异时，其>"?和@"A的

变异最多，显著高于其他种类的变异。这种变异提

示细胞#<>编码酶、双股腺苷脱氨基酶（BC#>D）或

是有类似作用的酶在产生$<=型汉坦病毒的基因

变异中发挥重要作用。本研究所测序列共)’).个

核苷酸，与汉坦病毒标准株C6EFG比较，共发生2+个

核苷酸变异，总变异率’&-+(。其中>"?和@"A
变异占-’&+(以上，与1’*株比较，共发生-’个核

苷酸变异，总变异率为)&*%(。其中>"?和@"A
变异占*’&3(以上，均显著高于其他种类的变异

（!!3&3+）。这些酶在$/0型汉坦病毒变异中是

否也扮演重要角色是一个需要进一步研究的问题。
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