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中国大林姬鼠携带Amur类汉坦病毒

及其分子生物学特征分析

张文义 江佳富 姚昆 吴晓明 左曙青 詹琳褚宸一 赵秋敏

张泮河杨红 曹务春

【摘要】 目的确定中国大林姬鼠是否存在Amur类汉坦病毒及其分子生物学特征。方法应

用RT—PCR法扩增大林姬鼠肺组织中汉坦病毒M基因片段和s基因全长，目的片段经测定其核苷酸

序列后，用DNASTAR软件进行同源性比对和系统发育分析。结果 从东北大林姬鼠肺标本

Jilin舢)06中分别扩增出长度383 bp(M基因)和1696 bp(S基因)大小的目的cDNA片段，其S基因全

长由1696个核苷酸组成，完整的开放阅读框从37位核苷酸至1323位核苷酸，共1287个核苷酸，编

码429个氨基酸的蛋白。JilinAP06 S基因与B78、Liu株同源性最高，与H5株同源性次之，与AP63、

AP61和APl371同源性为91．O％～91．7％，与76—118同源性为81．O％。S全序列基因推导的氨基酸

序列与其他汉坦病毒已知序列比较显示：JilinAP06与APl371同源性最高(98．4％)，与AP61同源性

为98．1％，与AP63和Liu、B78和H5株同源性为97．2％～97．9％，与76一儿8同源性为95．1％。系统

发育分析结果显示：JilinAP06与Amur类汉坦病毒构成一个相对独立的分支。M基因片段同源性比

较和系统发育分析结果与基于S基因全长得到的结果一致。结论 中国大林姬鼠存在Amur类病

毒，大林姬鼠很可能为Amur类病毒的自然宿主和人群Amur类病毒感染的重要来源。
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【Abstract】 objective To confim the existence of Amur-like viruses in Apo如m“s声哆，zi咒s“z口P in

China．and to understand the molecular characteristics of these viruses．IⅥethods Total I己NA was extracted

fr《)m lungs of A．p已柙i珂5“Z口P captured in Jilin of Northeast China with Trizol时reagent．CompIete S and

partial M segments of Amu}virus were amplified and sequenced．Phylogenetic analyses on multiple

nucleotide sequences were perfo咖ed with the C1ustal method and DNASTAR software．R髑ults 383 bp

cDNA of M segment and 1696 bp of S segment of Amur like virus were re∞vered from lung tissue of

A．pP扎i，2s“Z口已，named JiHnAP06．The fuU—length of its S gene comprised of 1696 nucleotides with 0RF

including 1287 nucleotides and eno甜ing a protein which comprised 429 amino acids．The phylogenetic

analysis of this sample with other hantaviruses revealed that the complete S and partial IⅥse鲫ent sequence

of JmnAP06 both were closely related to those加nur viruses such as AP63，AP6l，APl37l and APll68

found in A．抛胛i扎5“Z口8 from Far East region of Russia and B78 strain，Liu strain and H5 strain，which

were all from Chinese patients．The complete S and partial M segment sequence of JilinAP06 had only

81．0％identities with the nucleotide sequenceS of HV prototype 76—118 strain．ConcIusi仰Amur-like

viruses did exist in A．声P扎i行5“Z口P from Northeasern China while A．加咒锄s甜Z口P might be the natuml

reser、roir of Amur—like viruseS in China and was the important infectiaus source to HFRS patients which

were caused by Amur—like viruses．
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然界主要存在于3种鼠亚科的啮齿动物体内，临床

上主要引起欧亚大陆的肾综合征出血热(HFRS)和

美洲地区的汉坦病毒肺综合征(hantavirus

pulmonary syndrome，HPS)。汉坦病毒为有包膜、分

节段的单股负链RNA病毒，其基因组由大(L)、中
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(M)、小(S)三个片段组成，分别编码病毒的聚合酶，

包膜糖蛋白(G1、G2)和核衣壳蛋白(NP)。长期以

来我国仅证实汉滩型(Hantaan virus，HTNV)和汉

城型(Seoul virus，SEOV)汉坦病毒的流行⋯，2003

年，在我国东北棕背鼾中发现普马拉型汉坦病毒的

存在幢o。同时，东北地区是我国最早发现HFRS病

例的地区，也是我国主要的姬鼠型HFRS疫区，但

目前疫源地的性质也在发生一些演变，除了黑线姬

鼠外，大林姬鼠在东北HFRS疫区起着重要的传播

作用。我国东北地区和俄罗斯远东地区、朝鲜接壤，

而在这些地区已发现多种汉坦病毒，如Khabarovsk

病毒、Toppgrafov病毒、Vladivostok病毒¨1、Amur

病毒H o等，这些地区大林姬鼠中也存在不止一种汉

坦病毒型别¨1。虽然我国早在20世纪80年代，就

从大林姬鼠中分离到了汉坦病毒，并证实其为

HFRS的病原之一【5 J。但长期以来，我国大林姬鼠

中得到的病毒序列变异较小，没有宿主种特异性差

异。最近，从吉林地区大林姬鼠分离到了变异相对

较大的CJilin93毒株M1，其与我国黑龙江、俄罗斯远

东地区黑线姬鼠源一些毒株(Ba014、Jian913)同源

性较高。此外，值得注意的是俄罗斯远东大林姬鼠

近年来发现了变异更大的汉坦病毒(定名为Amur

病毒)b1，且该病毒与我国一些疫区HFRS患者中分

离到的毒株如H5、B78和H3有很高的同源性o 7|。

目前我国一直未见有关宿主和患者来源的汉坦病毒

基因序列具有高同源性的报道，在系统发育分析上

一直以一些人源Amur类汉坦病毒构成HTNV中

一个相对变异较大的独立分支⋯。由于大林姬鼠是

我国东北林区的优势鼠种，并在部分地区成为

HFRS的优势宿主，而且大林姬鼠疫区的地理分布、

地理景观、发病月份、临床表现、病毒株的抗原决定

簇均有所不同旧1。参考周边国家的汉坦病毒疫源地

状况，足以说明我国大林姬鼠携带的汉坦病毒型别

应该具有多样性，尤其是邻国已发现而我国尚未发

现的一些汉坦病毒，如Amur病毒、S∞chong病毒有

可能存在。为此，本研究选择毗邻朝鲜及俄罗斯远

东的我国吉林省边境地区，采集大林姬鼠，探讨其是

否携带Amur类汉坦病毒，在此基础上分析其分子

生物学特征。现将结果报告如下。

材料与方法

1．动物标本的采集：于2005年5月和2006年

5月在毗邻俄罗斯远东的我国吉林省珲春一带，采
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用夹夜法(晚放晨收)捕获大林姬鼠，捕获动物现场

进行分类及无菌解剖，取肺组织迅速置于RNA保

存液中(北京天来生物医学科技有限公司)低温贮运

备检。

2．RNA提取：采用Trizol@试剂(Invitrogen公

司)从肺组织细胞中提取细胞总RNA，操作步骤按

照试剂说明书进行。

3．RT—PCR：使用HV属特异性引物P14及

AMV逆转录酶(Promega公司)进行逆转录合成

cDNA第一链。HV M基因部分片段巢式PCR扩

增引物参考文献[9]，第一轮为我国HV通用扩增引

物HTV—MFO和HTV—MRO，巢式PCR扩增使用

HTNV型引物(HMR和HMF)，扩增条件为：94℃

4 min，94℃20 s，53℃30 s，70℃30 s，38个循环后

72℃延伸5 min。M基因目的片段位置1958～

2340 bp，其长度为383 bp。S基因全长扩增引物参

考Lokugamage等旧1，循环参数均为：94℃30 s，

55℃30 s，68℃2 min，35个循环，目的片段长度为

1696 bp。

4．PCR产物的克隆、筛选与序列测定：将PCR

扩增产物切胶纯化，然后用Promega公司的试剂盒

克隆于pGEM．T EaSy载体，用’T4DAN连接酶在

16℃连接后转化到DH5a宿主菌中，用蓝白斑进行

筛选鉴定，在LB培养板上筛选克隆。正确克隆经

纯化后，用T7和SP6通用引物分别从两端进行序

列测定，测序由北京三博远志生物有限公司在

ABIPRISM。M3730测序仪进行。

5．序列分析和系统发生分析：获得序列先用

BLAST软件与GenBank中已知序列进行两两同源

性比较，然后从中依据同源性高低、不同地理分布、

宿主来源选取不同代表性序列，使用BLAST程序

与GenBank已知序列(表1)进行比较分析，用

DNASTAR软件构建系统发育树，分析过程选用

Clustal法。

结 果

1．标本采集和RT—PCR检测：共捕获大林姬鼠

63只，M基因部分片段扩增Jilir心06和JilinAPl0
肺组织为阳性，扩增片段大小均与预期的目的片段

383 bp大小相符，其余标本为阴性。s基因全长扩

增仅JiliⅢ心06阳性，扩增到1696 bp的目的片段，其

余标本为阴性。

2．序列测定与分析：M基因部分片段、S片段全
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表1 实验用毒株注册序列号、来源

长经双向测序后拼接分别得到383和1696个核苷

酸序列，并向GenBank进行了注册。JilinAP06 M

基因部分片段与来源于山东省疫区患者的B78同

源性最高(97．2％)，其次，与来源于黑龙江省患者

H5及山东省人源株Liu株同源性为95．2％，与俄罗

斯大林姬鼠源的Amur类病毒AP63、APlll和

APll68以及源于棕背肝的CRFll0株同源性均为

92％左右，与韩国大林姬鼠源的S∞ch。ng一3病毒同

源性为85．4％，而与来源于吉林省大林姬鼠的分离

株CJilin93同源性为80．8％，与HTNV原型株

76—118同源性为80．3％。JilinAP06 S基因全长由

1696个核苷酸组成，完整的开放阅读框从37位核

苷酸至1323位核苷酸，共1287个核苷酸，编码429

个氨基酸的蛋白。与GenBank中序列进行两两比

较结果显示：JilinAP06 S基因全长与来源于山东省

疫区患者株B78、Liu株同源性最高(97．1％)，与来

源于黑龙江省疫区患者株H5株同源性次之

(96．0％)，与来源于俄罗斯大林姬鼠的Amur类病

毒AP63、AP61和APl371同源性为91．0％左右，与

来源于韩国大林姬鼠源的Soochong一3病毒同源性

为87．7％，与HTNV原型株76一118同源性为

81．0％。由s片段全部核苷酸序列推导的氨基酸序

列与其他已知汉坦病毒序列比较显示：JilinAP06与

俄罗斯大林姬鼠源的APl371同源性最高

(98．4％)，与来源于俄罗斯的AP61同源性为

98．1％，与AP63和我国患者株Liu、B78、H5同源性

为97．2％～97．9％，与HTNV原型株76—118同源性

为95．1％。

3．系统发生分析：分别基于M基因部分片段核

苷酸序列和S全基因核苷酸序列及推导的氨基酸序

列构建系统发生树见图1～3。由图1可见：

Jili枷6与俄罗斯远东地区的Amur类病毒和我
国患者分离株构成一个分歧相对较大的独立支系，

接着该分支与韩国最近刚分离到的Soochong一3病

毒亲缘关系更近，与其他HTNV的各个亚型病毒株

种系距离较远。由图2可见：JiIinAP06与我国患者

分离株及俄罗斯远东地区的Amur类病毒构成一个

分歧相对较大的独立支系，接着该分支与韩国的

S00chong一3病毒亲缘关系更近，与其他HTNV的各

个亚型病毒株种系距离较远。由图3可见：

JilinAP06与俄罗斯远东地区的Amur类病毒、我国

患者分离株、韩国的So。chong一3病毒构成一个分歧

相对较大的独立支系，与其他HTNV的各个亚型病
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图1 基于M基因部分片段序列构建系统发育树

讨 论

自从韩国科学家Lee首次分离到汉坦病毒以

来，目前世界各地报道至少有30个血清型／基因型，

其中有一半以上致人发病，一些新的汉坦病毒属成

员还在不断地发现H’101。而引起HFRS的汉坦病毒

型别主要是HTNV、SEOV、DOBV和PUUV等几

种，在我国则主要是前两种。虽然最近已经从棕背
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鼾中发现了PUUV他1，但尚未见病例报道。2001

年，Yashina等学者首先从大林姬鼠体内发现了变异

较大的新型汉坦病毒，命名为Amur病毒旧1，该病毒

与我国一些患者来源的Hv株B78、Liu、H5等同源

性很高。然后他又进一步地对该类病毒的遗传特征

和抗原性特征作了更深入的研究，认为Amur类病

毒符合新型HV的条件，提议将其作为一种新型

HV来看待¨o。

30 25 20 1 5 10 5 0

图2 基于S全基因核苷酸序列构建的系统发育树

6 1 4 1 2 1 0 B 6 4 2 0

图3 基于S全基因序列推导的氨基酸序列构建的

系统发育树

大林姬鼠在我国北方林区、俄罗斯远东地区和

南、北朝鲜及日本分布广泛，可以携带多种型别和亚

型的汉坦病毒。我国早在20世纪80年代，就从大

林姬鼠中分离到汉坦病毒，并证实其为HFRS的病

原之一¨一。最近，又从吉林地区大林姬鼠分离到了

CJilin93毒株，其与俄罗斯远东地区黑线姬鼠源的

Aa2499株同源性最高，而与大林姬鼠源的Amur类

病毒差异较大Mo。但是，本研究获得的JilinAP06与

俄罗斯远东地区大林姬鼠来源的诸多Amur类病毒

序列同源性很高，在基于M基因部分片段核苷酸序

列和S全基因核苷酸序列及推导的氨基酸序列构建

系统发生树中都处于一个相对独立的分支，说明我
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国大林姬鼠携带Amur类病毒。而且在分析S基因

序列推导的氨基酸序列时，我们发现在233位氨基

酸处大林姬鼠源的Amur类汉坦病毒都是G，而人

源株Amur类汉坦病毒为V，其他汉坦病毒为S，在

271位氨基酸处大林姬鼠源的Amur类汉坦病毒都

是A，而人源株Amur类汉坦病毒为T，其他汉坦病

毒为V，由此推测233G、271A为大林姬鼠源的

Amur类HV的特征氨基酸，这更进一步说明

JilinAP06为Amur类汉坦病毒。同时，从动物地理

区系上看，本研究采样地点与俄罗斯大林姬鼠分布

区无明显的种群隔离带，生境也相似，具备类似

Amur类疫区的自然条件。另外，Lokugamage等的

研究也已证实：我国的一些HFRS患者分离株，如

H5、Liu、B78和H8205属于Amur型汉坦病毒，而且

病例分布范围广泛，这足以说明这些地区Amur类

汉坦病毒自然感染早已存在。但到目前为止，在我

国宿主动物中尚未见有关Amur类病毒的报道，患

者来源的这类病毒一直作为HTNV的一个亚型来

看待，但不少学者已经证实：这些人源病毒与其他

HTNV相比有更大的变异，系统发育分析结果总是

位于一个分歧较大的独立分支上u’9I。由于汉坦病

毒有着较为严格的宿主特异性，不同型别的汉坦病

毒有着自己固有的优势宿主动物，并与宿主动物协

同进化H1【，所以很可能是由于在我国一直未发现该

类病毒的自然宿主特异性，因而缺乏新型汉坦病毒

种应具有独特的生态位这个条件，故而一直作为亚

型看待。虽然上述人源毒株很早就已经被分离到，

但准确的基因分型也是近些年才有报道，而且在动

物宿主中，长期以来是基于血清学进行监测，所以一

直不能确定该类病毒的确切宿主。加上大林姬鼠是

我国北方林区的优势鼠种，又曾经在东北局部地区

成为HFRS流行重要的优势宿主，所以本研究结果

足以提示：大林姬鼠很可能是我国Amur类病毒的

自然宿主，也很可能是我国人群中该类病毒感染的

重要传染源。

此外，需要注意的是：至目前不多的几例有基因

序列报道的我国人群Amur类病毒中，B78和Liu株

均来自于山东地区，而山东地区主要是丘陵和平原

生态环境，大林姬鼠并非优势种，所以还有可能有其

他类型的动物为Amur类病毒的自然宿主。因此需

要进一步展开调查研究，尤其是已经有该类病例的

地区，深入研究该地区宿主动物中HV的准确型别

应是当务之急。加之目前我国HFRS临床症状多
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样，临床上HV分型的广度和深度均非常有限，分离

的人源毒株更是有限，已发现有的Amur病例分布

广泛，这足以说明，我国Amur类汉坦病毒分布的范

围应该比较广泛。本研究证据支持Lokugamage等

所提出的把Amur病毒视为汉坦病毒型的建议，同

时认为在我国有必要重新鉴定该类病毒的分类地

位，并进一步重视和加强该类病毒在我国的分布及

其相关研究，为准确地进行该类病毒的分子诊断、更

加科学地提供因地制宜的HFRS疫苗、制定更具针

对性预防控制措施提供依据。
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血清学检测证实天津市首例猫抓病一例报告

单爱兰 阴杰莹 吕杰 张丽娟 李崇巍 张秀玲

患儿女性，9岁，因发热、左颈部肿块，于2006年10月

28日到天津市儿童医院就诊。6 d前患儿左颈部出现肿块，

逐渐增大并伴疼痛，3 d后出现发热，体温38℃，持续24 h后

白行降至正常，之后再次发热1 d，最高达40℃，伴寒战，故到

医院就诊。入院查体：体温38℃，左颈部可触及3 cm×4 cm

大小淋巴结，质韧、触痛，表皮不红，无破溃和流脓，无波动

感，颈部活动受限。B超显示：左颈部可见多个大小不等、均

匀低回声结节，边界清，最大3．3 cm×2．0 cm，内部可检出血

流。化验室检查：血C反应蛋白(CRP)30 m“L，白细胞计数

33×109／L，嗜中性粒细胞80％。患儿自发病以来，精神尚

可，食欲佳，大小便正常，无皮疹等其他异常情况。病原学检

测是在中国疾病预防控制中心传染病预防控制所协助下，用

国际金标方法——间接免疫荧光法(IFA)检测汉赛巴尔通体

(Bnr幻托gz肠^ens“nP)抗体。采用美国F、Ocus生产的IFA诊

断试剂盒(IFl300M和IFl300G)，检测血清IgM、IgG抗体。

血清学检测结果B．^F胛sB肠。巴尔通体IgG抗体滴度为1：256

(1：64为阳性)，IgM抗体滴度为1：64(1：20为阳性)，实验阴

阳性对照成立。流行病学调查证实，患儿家中养猫，病前1

个月患儿双手有被猫抓伤史；无结核、麻疹、水痘、腮腺炎接

作者单位：300011天津市疾病预防控制中心(单爱兰、阴杰莹、

吕杰)；中国疾病预防控制中心传染病预防控制所(张丽娟)；天津市

儿童医院(李崇巍、张秀玲)

·疾病控制·

触史。

分析：随着豢养宠物热的兴起，由巴尔通体引起的疾病

呈上升趋势，尽管北京、上海、湖南、浙江、天津等省市已有猫

抓病病例报道，但主要依据流行病学史、临床症状和淋巴结

组织活检病理特征进行确诊，还没有直接用IFA进行血清巴

尔通体抗体检测的报道。IFA方便快捷，敏感性和特异性可

达到100％⋯，可用于早期诊断，避免误诊、漏诊发生，此方法

已通过美国疾病预防控制中心评估并广泛用于检测汉赛巴

尔通体感染，是目前国外诊断猫抓病的主要检测方法。因分

离培养巴尔通体需时间较长并有一定的技术难度(一般为

14—33 d)，因此，不便用于临床；PCR法检测巴尔通体DNA

则需要特殊的仪器及技术，限制了临床使用旧j。因此，我国

应在二级及以上医疗机构中推广使用IFA法检测汉赛巴尔

通体，以早期快速诊断，防止误诊和减少并发症的发生bJ。
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