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河南省Ⅱ型汉坦病毒基因亚型

及其分布的研究

孙黎张永振李林红张彦平 张爱梅郝宗宇孙建伟 陈化新

·现场调查·

【摘要】 目的查明河南省Ⅱ型汉坦病毒基因亚型的分布情况。方法在河南省汉坦病毒流行

严重的地区，捕捉啮齿类动物．以免疫荧光法检测阳胜标本，应用沮坦病毒型特异性引物以逆转录聚

合酶链反应方法对抗原检测阳性的鼠肺标本扩增M和s基因片段上的特异核苷酸序列并测序，将扩

增片段的核苷酸序列与已知病毒序列进行比较，以明确基因韭型及其地理分布情况。结果 褐家鼠、

黄胸鼠以及小家鼠携带的病毒均为Ⅱ型议坦病毒。序列分析发现河南省主要疫区宿主动物问流行的

Ⅱ型汉坦病毒至少存在sl、S2和s3三个亚型，其中s1和S3为河南省汉坦病毒的优势流行基因亚

型。结论河南省汉坦病毒的亚型较为复杂，地理分布较广。

【关键词】汉坦病毒；亚型；分布
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汉坦病毒(Hv)属于布尼亚病毒科汉坦病毒属

(Hantavirus)，为分节段的单股负链RNA病毒，病

毒基因组有大(L)、中(M)、小(s)3个片段组成，分

别编码病毒RNA依赖的RNA多聚酶、病毒糖蛋白

Gl和G2以及病毒的核衣壳蛋白(NP)⋯。人类感

染Hv主要导致两种严重的疾病：肾综合征出血热

(HFRs)和汉坦病毒肺综合征(HPs)。我国是受

Hv危害最严重的国家，发病人数占世界报道病例
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的90％以r。国外研究表明，HV至少存在近20个

血清型／基因型”’3’，我国流行的HV主要是HTN型

和sE0型，分子流行病学研究表明，我国流行的

HTNv可分为9个亚型，sEOv可分为4～6个哑

型”J。河南省是我国最早发现sEoV的地区，也是

我国HFRs的重发病省份之一，但目前对河南省

Hv基因型和基因亚型的分布研究尚未见报道。本

研究对来源于河南省的阳性鼠肺等标本，以逆转录

聚合酶链反应(RT—PcR)扩增特异核苷酸片段及序

列测定对其进行了分析，现报告如下。

材料与方法

1．标本的采集：于2002年春季和秋季，在河南

省HFRs高发地区汤阴县、杞县、滑县、新野县、确
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山县、原阳县和灵宝县捕捉啮齿类宿主动物，取鼠肺

组织，冰冻切片后用间接免疫荧光法检测，免疫荧光

检测抗原呈“H”阳性或以上的标本用于RT～PcR扩

增及病毒分离。河南及其周边省份的Hv毒株来源

于实验室分离保存的毒株。

2病毒RNA的提取：参照GIBco／BRL公司的

TRIzol RNA提取试剂使用说明书进行。取O．1 g阳

性鼠肺组织，加入1000“l TRlzol试剂，充分研磨

后一70℃过夜。取出后加氯仿200，t1，混匀静置

5 min，4℃15 000 r／min离心5 min。取上清，加等

体积的异丙醇，于20℃放置10 min，4℃15 000

√min离心10 min，弃上清，加80％乙醇1000 Hl，4℃

15 000“mjn离心10 min，弃上清，用20 p1无RNA酶

的去离子水溶解，一70℃保存备用。

3引物的设计及合成：参考文献[5，6]，用P14

引物反转录cDNA，HV—MFO和Hv—MR0为HTNV、

sEOv通用M片段外引物，HMF和HMR为

HTNv M片段分型内引物，sEo—MF和sEnMR为

sEOv M片段分型内引物，Hv—sFD和Hv—sR0为

HTNv、sE0v通用s片段外引物，我们自行设计了

用于扩增HTNv s片段的内引物HsF和HSR及扩

增sEOv S片段的内引物SEo_sF和SEo-sR。其序

列见表l。

表l 用于RT—PCR扩增的引物

!l塑 堡型!!。二!!——堕里。生!
P14 TAGTAGTAGA(”r(1C l～14

Hv_MFo篇慧5麓袭是TAY”。191”1939
HV MRo譬ACAlccTG丁R“1Ac。 2373—2354

HMF龄盒怒譬譬”01⋯“【958Ⅷ84
HMR ：；舞““喊叫o㈣2318q40
mMF；j器”哪嘲⋯1936Ⅷ57
SEorMR搿麓从研G㈣玲Gr。2336删58
HV—S110 GGCCAGA(、AG【n(：A1”l’GG

HV般。 篙【1TcⅢ““1ccATGTcA
HsF ：：i“6AG6“AGGc“”63～83
11sR 麟叱“6“艄“” 6卅626
SE()SF TGCC儿啦CfjC“nAl、dn 584～60l

㈣sR 野AT∽。TccGACAAAc ㈣Ⅷ19

4 R‘l、_PcR及其产物的纯化和回收：使『}I AMv

逆转录酶合成cDNA，42℃反应1 h。PcR扩增条件

为94℃预变性5 min，进行如下循环：94℃L min，

50℃1 min，72℃3 min，共35个循环，最后一个循

环于72℃延伸10 min。取2 ftl RT—PcR产物为模

板，用相应的内引物进行巢式RT—PCR扩增，1％琼

脂糖凝胶电泳，紫外灯观察结果。切下特异分子量

条带，用回收试剂盒纯化回收，收集的DNA溶于

20 ftl去离子水中，20℃保存备用。

5核苷酸序列测定和分析：测序由上海BjoA出

公司和大连髓KaRa公司完成，使用ABI PRI卧ⅡM

377xLDNA自动测序仪，DNAstar软件分析比较核

苷酸序列。}Ⅳ参比序列来自GcnBatlk(表2)。

表2 研究中相关病毒株及来源

结 果

1．基因亚型及其分布：本研究共扩增、测序及其

系统发生分析河南省的17个病毒与鼠肺样品，与河

南省毗邻的湖北、山西、山东、安徽、江苏省7个病毒

株。研究发现，1株从河南省患者与2株从褐家鼠

分离到的病毒为Ⅱ型Hv(sE0v)，10只褐家鼠、3

只黄胸鼠及1只小家鼠携带的病毒也均为Ⅱ型

HV。另外，我们在新野县和原阳县也进行了调查，

由于收集的标本较少，未检测出阳性。采用HTNv

型引物进行序列扩增，均为阴性。对河南省17个样

品，采用sEOv型引物共扩增出17个M与14个S

基因节段上核苷酸序列片段。分析这些核苷酸序

列，结果发现17个样品共出现3个基因亚型。采用

M基因节段与s基因节段分型，结果一致(表3)。

河南省主要疫区Ⅱ型HV的基因业型分布见表

3。杞县、灵宝县主要为sl亚型；确山、滑县和汤阴

县主要为s3亚型；滑县存在s2亚型。s1和s3亚

型为河南省的优势流行亚型。河南省不同地区的基

因亚型分布表现出明显的地理聚集性。同一地区有

特定的亚型存在，来自同一鼠种、地理位置相近的地

区病毒基因组核苷酸序列同源性较高。与河南省周

案一一一一一搿㈧㈨∑㈩
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边的江苏、湖北、河北、安徽、山西及山东省的7株病

毒为Sl、S3与S4亚型。

表3 河南省SEOv基因型手”基因亚型分布

注：Rn为褐家鼠；Rf为黄胸鼠；Mm为小冢鼠；Hu为人

2系统发生树分析：17个样品的M基因及s

基因节段核苷酸间的同源性及其差异见表4、5。比

较河南省sEov M片段2003～2302nt的核苷酸序

列发现，其亚型内核苷酸序列同源性均在98％以

上，亚型问核苷酸序列同源性大部分接近95％，最

低为94％，说明sE0v比较保守。基于s片段所构

建的系统发生树与M片段基本一致(图1、2)，但s

图1 SE()v部分M片段核苷酸(2003～2302nt)种系发生树

7日————．——————．1—，——————r—————————————T———————、———一
B 4 2 0

图2 SE()v部分s片段棱苷酸(620～999 nt)种系发生树

表4 SEoV部分M片段核苷酸(2003～2302nt)序列同源性比较

㈣㈣眦岬Ⅲ嘲雌叭㈣～一㈣懈一㈣伽洲哪㈣㈣渊～洲一Ⅲ州∞帆刚
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表5 SEOv部分s片段桉苷酸(620～999nt)序列同源性比较
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片段比M片段更加保守。

讨 论

早期的Hv分型l‘作主要以空斑减少中和实验

(PRNT)进行，但PRNT技术的试验周期长，条件要

求严格，不适用于对大量毒株的分制和大规模流行

病学调查的需要，并且有些病毒不易形成空斑或很

难分离成功，限制了该方法的应川。而使用PcR技

术，结合序列分析的方法，对Hv进行分型，不但操

作简便、迅速，且能确定Hv的亚型，困此，越来越得

到广泛的应用”9。本研究采用间接免疫荧光法检

测鼠肺阳性标本，以RT PcR分型技术和核苷酸序

列测定技术，对来源于河南省主要HFRS疫区的

Hv毒株、宿主动物阳性标本进行了基因型及其砸

型分布研究，研究发现在河南省主要疫区采集的褐

家鼠、黄胸鼠以及小家鼠均携带Ⅱ型HV，存在3个

基因亚型。

国际病毒分类与命名委员会于1994年提出根

据病毒基因组序列分型的标准：①新汉坦病毒，至少

有一个基因片段的核苷酸序列和其他已知的HV序

列有25％以上的差异；②Hv亚型，至少有一个基因

片段的核苷酸序列和该型的其他病毒序列有5％～

24％的差异；③同一亚型，所有基因片段的核苷酸序

列差异在5％以下。xiao等”依据M基因片段上

部分核苷酸序列构建系统发生树，分型结果与血清

学分型结果一致，而位于G2区2003～2302nt的核

苷酸片段是常用米进行构建系统发生树及其分型的

片段”t“”]。我们根据M和s片段核苷酸序列的

同源性，与GenBank中所报道的sEOV核苷酸序列

进行比较绘制系统发生树，研究发现河南省主要疫

区的sEOv至少存在3个弧型：sl、s2、s3，其中s1

和s3为优势流行业型。河南周边省份sEOV的分

布情况：湖北、安徽省为S4业型；山西、江苏省为s1

亚型；河北、山东省为S3亚型。Hv有相对严格的

宿主动物特异性，宿主动物的种群构成决定了疫源

地的类型。国外的科学家对分离自各种宿主动物和

患者的毒株进行分析，发现Hv至少存在20个以上

的血清型／基因型，而且每型病毒均来自不同的啮齿

类动物2’31“o。然而，在河南省主要疫区采集的褐家

鼠、黄胸鼠以及小家鼠中携带的HV均为Ⅱ型汉城

病毒，且基因亚型的分布表现出明显的地理聚集性，

没有动物间的区别。本研究的结果与我国HFRs

的长期监测结果相一致”⋯。

对河南省几个主要监测点的地形、地貌特征与

鼠种分布情况研究发现，汤阴县毗邻河北与山东省，

宿主动物携带的病毒与这两省的毒株同属于s3皿

型．可能其来源相同。灵宝县毗邻山西省，宿主动物

携带的病毒与山西sEOv毒株同属于sl亚型，其

来源可能相同。确山县虽位于河南省南部，鼠携带

的病毒为s3亚型，然而与相邻的湖北省的2株

sEOv不同。上述结果表明sEOV比较保守，亚制

分布上呈现出明显的地理聚集性，而在不同地区间

仍表现出明显的遗传多样性。但由于样品数量有限

以及系统性研究不够，本研究还不能揭示河南省完

整Ⅱ制Hv的基因亚型及其分布，以及与周边省份

流行的Ⅱ型Hv的进化关系。
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乌鲁木齐市230名体检儿童中输血传播病毒感染的检测

雷新莉 马秀敏王俨 阿曼古丽·牙生王晓岚

为了解儿童中输血传播病毒(TTv)的感染情况，我们采

用巢式PCR技术对新疆自治区乌鲁木齐市230名体检儿童

进行了TTv．DNA榆测。

1对象与方法：2003年2月至2004年6月在乌鲁木齐

市中医医院体检儿童230名，年龄3～12岁，平均年龄

7 5岁±O．8岁，其中HBsAg阴性儿童血清标本160份，乙肝

病毒(HBv)携带者，即单纯HBsAg阳性儿童血清标本70

份，两组儿童年龄无差异，无输血史、无肝炎症状。TTV PcR

扩增试剂盒购自北京肝炎试剂中心，ITElv检测ELISA诊断

试剂盒购自薨科新创厦门科技有限公司，按说明书操作。数

据统计学处理采用12检验。

2结果与分析：在230名体检儿童中共检出TTV—DNA

阳性者40例，阳性率为17 4％．其中HBsAg阴性儿童

TTv．DNA阳性率为1 3 7％(22／160)，}玎bAg携带儿童TTV

DNA阳性率为25 7％(18／70)，两组相此差异有统计学意义

(Y2：4 85．f，<0 05)。我们根据()k皿ot0等⋯报道的基因

作者争位83∞o()新疆乌鲁木齐市中医院儿科(雷新莉)；新疆

医科大学基础医学院(马秀敏、王俨)，第一附属医院肝病专科医院

(阿曼古明牙生、王晓岚)

·疾病控制·

序列设计引物，采用巢式PcR技术对230名儿童进行TTV

DNA检铡，结果共检出TTv T)NA阳性血清者40例。说明

乌鲁木齐市儿童中存在1、Tv感染，HBv携带儿童组TTV

DNA感染率明显高于体检健康儿童组，初步推测儿童TTV

的感染与肝炎病毒感染有关。TTv主要通过输血传播，还

可能通过多种途径传播，如：消化道、飞沫感染的可能性；儿

童感染11v的重要传播途径可能是母乳喂养及母婴间密切

接触，儿童之间卫通过幼儿园、学校的集体生活广泛播散。

TTv与输血后原因不明转氨酶升高有密坷关系“；所以，应

重视对儿童的定期体检。
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