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湖南省啮齿动物携带汉坦病毒的
分子流行病学研究

张永振 肖奇友 李明慧 邹洋 吕炜 戴德芳 陈化新

【摘要】 目的 研究湖南省啮齿动物中汉坦病毒(Hv)流行情况及病毒型别。方法 采用IFA

法检测鼠肺中HV抗原；用RT—PCR法扩增阳性标本中Hv的部分s和M片段；构建系统发生树进

行系统发生分析及分型。结果 在湖南省HV流行的地区共捕获啮齿动物344只，其中6份标本HV

抗原阳性，病毒携带率为1．74％。对扩增出的部分S与M片段的核苷酸序列分析表明，5份标本中的

病毒为汉城型HV(SEoV)，l份为汉滩型HV(HTNV)。用S(620～990 nt)与M片段G2区(200l～

2301 nt)核苷酸序列所构建的系统进化树显示，湘乡褐家鼠、黄胸鼠及黄毛鼠携带的病毒均为sEOV

的S4亚型；宁远褐家鼠携带的病毒为sEOV的一个新亚型；石门小家鼠携带的病毒为HTNV的H4

亚型。结论湖南省为混合型HV疫区，以汉城病毒为主，并具有宿主多样性。

【关键词】汉坦病毒；基因型；系统发生分析
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【Abstract】 objective To explore the hantavirus infection and their genotype in r。dents in Hunan．

Methods Hantavirus antigens in the rat 1ungs from Hunan province were detected by immunofluorescence

assay．Partial S andM segment in antigen—positive samples were amplified by RT—PCR，and then sequenced．

The phyologenetic trees were constructed for the analySis of genetic characterS of hantaviruS．Results A

total of 344 rats were trapped in the main epidemic area of Hunan province，and hantavirus antigens were

found in 6 of the 344 rats(1．74％)．The phylogenetic trees constructed by partial S segment(nt 620—990)

or partial G2 segment(nt 200 1—230 1) showed that the hantaviruses carried by R口ff“s 托Dr唧ic“s，
R．．，如6幻》盯￡甜s and R．，诅￡≠oides from Xiangxiang dist“ct were genetic subtype SEoV4．The virus carried by

R．以or到只gic“5 in Ningyuan district was phylogenetically different from the known SEOV．The hantavirus

carried by M“sⅢ“sc“￡“s from Shimen district was genetic subtype HTNV4．Conclusion The hantaviruses

in the main epidemic areas in Hunan province mainly belonged to SEOV，and 尺．∥以断声卵￡“s and

R．r比ffoic如s carried the same genotype of SEOV as R．起or讲謦ic“s．

【Key words】 Hantavirus；Genotype；Phylogenetic analysis

汉坦病毒属于布尼亚病毒科的汉坦病毒属

(hantavirus，HV)，主要由啮齿类动物携带并传播给

人类。在全世界范围内已发现HV至少存在有20

个以上的血清型／基因型‘1|。每一型均来自一种或

少数几种密切相关的啮齿动物．并在宿主动物中产
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生持续无症状感染，与自然宿主共进化幢。。由于

HV与宿主动物间的这种对应关系，宿主动物的种

群类型及其感染情况决定了疫区的性质和人间的流

行强度。湖南省于1963年报告。肾综合征出血热

(HFRS)疫情b J，以后报告发病数不断增加，疫区范

围不断扩大，是我国HFRS的主要疫区之一旧’4I。

为进一步了解湖南省宿主动物中HV的流行特征，

我们在湖南省进行宿主动物HV的流行病学调查，

并从Hv抗原阳性鼠肺中扩增部分S与M基因片

段，进行病毒基因分型及相关序列分析，现将结果报

告如下。
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1．标本采集：2004—2005年的春季与秋季在湖

南省宁远、石门、湘乡、洞口、望城、岳阳、沅江等地区

的野外及居民区用鼠笼和鼠夹捕鼠，对捕获的鼠类

标本经分类鉴定后，无菌解剖取其肺脏，放置于液氮

中保存待检。

2．病毒抗原检测：将鼠肺冰冻切片后，用间接免

疫荧光法(IFA)进行检测。检测中所用的兔抗HV

抗体由本实验室制备，羊抗兔免疫荧光抗体购自

Sigma公司。免疫荧光检测抗原呈阳性的标本用于

RT—PCR扩增。

3．病毒RNA的提取：参照Invitrogen公司的

Trizol RNA提取试剂使用说明书提取病毒RNA。

用40肚1无RNA酶的去离子水溶解，于一70℃保存

备用。

4．引物的设计及合成：用P14引物逆转录S与

M基因片段¨o，用于扩增S片段(620～990 nt)与M

片段G2区(2001～2301 nt)的引物见参考文献[6]。

扩增M片段G1区的140～640 nt的外引物见参考

文献[7]，我们设计了用于扩增SEOV M片段G1区

的内引物Gl N1(5 7一ATTTCCCCCACTCTCATTAC一

3 7)，GlN2(5 7一CAAAGCATTTTCCTTCTGTCA一

3 7)。扩增田鼠中携带病毒的内引物KBR—S1(5 7一

TCCTTTGATGATGTGAATGG一3 7)与KBR—S4(5 7一

GGCTGCATACTCCAGAAGTT一3 7)见参考文献

[8]。引物由北京奥科生物技术有限公司合成。

5．RT．PCR：以P14引物使用AMv逆转录酶

(Promega)于42℃反应60 min合成S及M基因的

cDNA。采用巢式RT—PCR方法，以HV—SFO和

HV—SRO及SEO—SF和SEO—SR为外内引物扩增S片

段(620～990 nt)，以外引物G1w1和G1w2及内引

物G1N1和G1N2扩增Gl区片段(140～640 nt)，

以外引物HV—MF0和HV—MRO及内引物SEO—MF和

SEO．M扩增G2片段(200l～2301 nt)。具体扩增条

件为：94℃预变性5 min，94℃1 min、52℃1 min、

72℃l min，共30个循环，最后于72℃延伸10 min。

PCR产物用1％琼脂糖凝胶电泳后，用TaKaRa

公司的凝胶回收试剂盒按照说明进行回收纯化。扩

增的核苷酸片段由北京奥科生物技术有限公司完成

序列测定。

6．系统发生分析：使用MEGA 3．1和DNAStar

软件包进行系统发生分析，以邻位相连法构建系统

发生树。分析采用1000个多序列组。用于比较分

析的HV序列来自于GenBank，见表l。

结 果

1．Hv抗原的检测：2004—2005年在湖南省宁

远、石门、湘乡、洞口、望城、岳阳、沅江等地区共捕获

啮齿类动物344只，啮齿类动物种类及其数量见表

2，其中褐家鼠和黑线姬鼠均占鼠类总数的27．9％，

为优势鼠种。采用IFA法检测344份鼠肺标本，共

检出Hv抗原阳性6份，病毒携带率为1．74％。所

发现的阳性标本中湘乡地区4份，占66．7％；宁远及

石门各1份。带病毒的鼠种为褐家鼠、黄胸鼠、黄毛

鼠及小家鼠。在96只黑线姬鼠的鼠肺中没有检测

到HV抗原。

2．HV的型别鉴定：对6份HV抗原阳性的标

本，采用型特异的引物，扩增其部分G1片段并进行

序列测定，结果湘乡地区2只褐家鼠、1只黄胸鼠及

1只黄毛鼠中所携带的病毒均为SEOV，编号分别

为XXA017、XXA039、XXA001、XXA032，这4株病

毒间的核苷酸序列的同源性达98．5％以上，与L99

及R22株的同源性分别为90．2％～90．5％、

90．5％～90．8％；宁远地区褐家鼠所携带的病毒也

为SEOv，编号为NYA039，与湘乡地区4株病毒

HV序列的同源性为81．5％～83．0％，与中国L99

及R22株的同源性为80．0％～80．5％；石门地区小

家鼠所携带病毒SMA029株为HTNV，与HTNV

国际标准株76—118株的同源性为82．5％，与SEOV

病毒的同源性为70．0％～71．9％。采用KBR型特

异性引物对所捕获的57份东方田鼠肺组织样品进

行S片段序列扩增，结果全部为阴性。

3．系统发生分析：6份阳性鼠肺标本中，用属特

异性引物共扩增出6个S基因620～990 nt片段，采

用常用于进化分析的M基因G2片段特异性引物仅

扩增出5个G2片段，从NYA039标本中没有扩增

出相应的G2片段。

比较5株sEOv部分s片段核苷酸序列发现，5

株病毒问的同源性为89．7％～99．7％。其中湘乡地

区4株病毒间的同源性最高，为97．3％～99．7％，但

与宁远NYA039株的同源性相对较远，同源性为

89．2％～89．7％。与表1中所列出其他SEOV同

源性比较发现，湘乡地区4株病毒与SRll、80—39、

Tchoupitoulas株等s4亚型病毒的同源性较高∽。，为

96．1％～97．9％，与HLDl2、HLD65、HLD78等S3
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亚型病毒的同源性为

90．3％～ 91．7％o⋯J， 与

L99、R22、K24株等Sl亚型

病毒的同源性为89．4％～

90．2％∽1，与Gou3株的同

源性为86．0％～86．3％‘9 o。

NYA039与Gou3株的同源

性90．2％，与S1与S4等其

他亚型病毒株的同源性为

82．8％～83．1％。石门小家

鼠携带的病毒SMA029株

的S片段的核苷酸序列与包

括76—118株在内的HTNV

的差异型在25％以内。

用部分S片段核苷酸序

列构建的进化树见图1。在

SEoV中，湘乡XⅪ如01、

XⅪ∞17及xⅪ如39分在一

个亚支，XⅪ如32与80—39、

Bj删1、RhoupitoulaS分在同
一亚支，但这4株病毒均分

在S4亚型分支内。而

NYA039虽与(bu3株的进化

关系较近，但独自构成一进

化支。石门小家鼠携带的病

毒株SMA029为H，rNV，分

在HrNV发生群。

用M片段G2(2001～

2301 nt)区核苷酸序列所构

建的系统进化树显示，湘乡

地区4株病毒均为SEO型

HV，4株病毒间的同源性为

98．5％以上，与Hubei一1、

SRll、Girard Point病毒株

的同源性最高，为95．5％～

96．3％，在系统发生树上亲

缘关系最近，同在第4亚型

分支"1(图2)。

石门地区小家鼠所携带

病毒sMA029其M片段G2

区核苷酸序列与中国的

HTN型毒株A16、Q32株的

同源性最近为87．0％～

表l 研究中用于系统发生分析的毒株及来源
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表2 捕获啮齿类动物种类及数量
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88．7％，与HTN型国际标准株76一118株的同源性为

86％，与HTN型毒株84Fli同源性为85．4％；与

SEO型的病毒株的同源性差异较大，为69．1％～

71．8％。SMA029处在HTNV第4亚型分支‘9I。
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图1 用S片段核苷酸(620～990 nt)序列构建的

系统发生树

讨 论

湖南省是我国HFRS的主要疫区之一，自

1990—2005年的16年间，湖南省共报告52 539例

HFRS，死亡501人。全省123个县(市、区)有107

个县(市、区)报告了疫情。1990—2002年全省年报

告发病数在1000例以上，2003年后HFRS疫情下

降趋势明显，2005年全省共报告563例HFRS。本

次在望城、洞口、沅江、岳阳、宁远、湘乡、石门等地共

采集啮齿类宿主动物344只，检出HV抗原阳性样

品6份，病毒携带率为1．74％。啮齿类宿主动物中

较低的HV携带率可能是近3年来全省人间HFRS

疫情显著下降的主要原因。

为了更好地了解湖南省啮齿类宿主动物中HV

流行的类型，我们对湖南地区啮齿动物中的HV进

行了基因分型及系统发生分析。结果发现：6份阳

性标本中有5份为SEOV，1份为HTNV。其中湘

乡地区褐家鼠、黄胸鼠及黄毛鼠所携带的病毒均为

SEOv，而且在用S与M基因部分片段核苷酸序列

构建的进化树上，与Hubei一1、SRll、Girard Point株

病毒的亲缘关系最近，位于S4亚型分支。这与我们

在河南省得到的结果一致，即同一地区相近鼠种携

带同一亚型的HV，显示了明显的地理聚集现

象心'6|，也表明SEOV与其他型的病毒相比，可能匹

为保守。
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图2 用M片段核苷酸序列(2001～2301 nt)构建的

系统发生树

湘乡地区褐家鼠、黄胸鼠及黄毛鼠所携带的病

毒XXA017、XXA039、XXA00l和XXA032与

BjHD01、Tchoupitoulas等S4亚型病毒株的核苷酸

序列的差异为2．1％～3．9％，与L99及R22等S1

亚型病毒株的核苷酸序列的差异为9．8％～10．6％，

与Gou3、C一10、QH367株S5亚型病毒的差异为

13．7％～14．0％。以前的研究表明在SEOv的系

统发生树上，S1、S2、S3、S4亚型病毒株进化关系较

近，分在同一发生群，而Gou3株为代表的S5亚型

为另一发生群∽1。宁远地区褐家鼠中所携带的病毒

NYA039在部分S片段构建的系统发生树上的位置

与Gou3株处在同一发生群内。根据1999年国际

病毒分类委员会对HV型的界定标准，NYA039病

髯黜
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毒株可能为SEoV的新亚型⋯o。

石门小家鼠中所发现的SMA029株病毒为

HTNV，并与标准株A16、Q32同源性最高，亲缘关

系最近，为H4亚型。早在20世纪80年代发现小

家鼠携带HV¨2|，而且分布广泛，是优势鼠种之

一u2I。最近在河南省进行的流行病学调查发现小

家鼠携带SEOV№T∞J。在欧洲从小家鼠中分离到

DOBV和PUuV⋯，15]，Baek等¨6‘报道在美国从小

家鼠中分离到Leakey病毒，但还没有小家鼠携带

HTN型病毒的报道。上述研究表明，小家鼠对多种

HV易感。由于目前对小家鼠携带HV的病原学研

究较少，现在还不清楚小家鼠在我国主要是携带

SEOV还是HTNv。另外，小家鼠是否如黑线姬

鼠、褐家鼠、黄喉姬鼠等一样，携带相对应的原始

HV也需要进一步的研究。

我们还采用KBR特异的引物对所捕获的57份

东方田鼠肺组织进行S片段序列扩增，结果全部为

阴性。在俄罗斯远东地区有东方田鼠携带KBRV

的报道川，但我国是否存在此型HV还需进一步研

究证实。

我国是受HV危害最为严重的国家。近十年来

我国年报告发病人数一直在2万～5万左右，新疫区

不断出现，老疫区的类型也有所变化，而且HV宿主

动物的种类繁多。4j，以上情况提示在我国流行的

HV可能存在新的型别或亚型。因此，系统地开展

流行性出血热的流行病学调查和病原学监测，发现

我国是否存在国外已发现的HV及其分布的范围，

对于HV预防控制具有重要的指导意义。
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