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【摘要】 目的研究浙江省温州市啮齿动物中汉坦病毒(HV)流行情况及病毒型别，为该地区肾

综合征出血热(HFRS)的预防控制提供科学依据。方法采用间接免疫荧光法(IFA)检测鼠肺中HV

抗原；用RT．PCR法扩增阳性样品中lⅣ的部分S片段及部分M片段；构建系统发生树进行系统发

生分析及分型。结果在温州市HFRS疫区共捕获啮齿动物96只，在6份鼠肺样品中检测到HV抗

原，其中4只褐家鼠，1只黄胸鼠与1只黄毛鼠，病毒携带率为6．3％。用汉城病毒(SEOV)特异引物

从其中5份HV抗原阳性样品中扩增出部分S片段(620～999nt)及部分M片段(2001～230Int)并测

定序列。对扩增出的部分S及M片段的核苷酸序列分析发现，5株病毒与现有的SEOV有高同源性，

均为汉城型HV。但在用部分S片段及部分M片段核苷酸序列所构建的系统进化树上，5株病毒的

聚集模式不同。结论 温州市的褐家鼠、黄胸鼠、黄毛鼠均携带汉城型HV，并可能发生基因片段的

重排。
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【Abstract】0bjective To study the epidemiologieal features of hantavirus in rodents in Wenzhou，

Zhejhng province．Methods Rodents were eaptured in Wenzhou．where hemorrhagic fever with renal

syndrome(HFRS)had been endemic．Hantavirus antigens in the rat lungs were detected by

immunofluoreseenee assay(IFA)．Partial Ssegment(nt 620—999)and partial M segment(nt 2001—2301)

sequences were amplified by R7r．PCR．and then sequenced．Neighbor—joining method was used to construct

for phylogenetic analysis．Results A total of 96 rodents were trapped in the epidemic areas，and 6

hantavirus antigens were identified from these lung samples(6．3％)．Partial S and partial M segment

sequences were successfully recovered from 5 samples and determined．Phylogenetie analysis of these

sequences indicated that all viruses belonged to Seoul virus(SEOV)，regardless of the$ources(Rattus

norvegicus，Rattus tanezumi and Rattus rattoide)that they were derived．However，the clustering

pattern in the partial S-tree was different from that in the partial M—tree，suggesting that the re—assortment

between SEOVs had occurred．Conclusion AIl Rattua rats carded SEOV in Wemhou and the genetic re-

assortment with SEOV had ocCUlTed naturally．
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汉坦病毒(hantavirus，HV)属于布尼亚病毒科

的HV属，主要由啮齿类动物携带并传播给人类。

虽然人感染后能引起肾综合征出血热(HFRS)和汉
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坦病毒肺综合征(HPS)，但宿主动物感染后其生长

繁殖不受影响，且产生持续无症状感染⋯。在全世

界范围内已发现Hv至少存在有22个以上的血清

型或基因型¨1，每一型HV由一种或少数几种密切

相关的啮齿动物携带并传播，与自然宿主共进化哺1。

由于HV与宿主动物间的这种共进化关系，一个地

区宿主动物的种群构成及其感染情况也就决定了当

地HFRS疫区的类型及其流行强度。温州市地处
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东南沿海，地理地貌以山区为主，与福建省HFRS

的主要疫区相邻，1981年报告首例HFRS病例，随

后HFRS疫情不断。为进一步了解温州市宿主动

物中的HV型别、流行强度，我们在温州市进行宿主

动物HV的流行病学调查，并从HV抗原阳性的鼠

肺样品中扩增出部分S、M基因片段，做病毒的基

因分型及分子流行病学分析。

材料与方法

1．标本采集：2007年冬季在温州市HFRS流行

最严重的瑞安市疫点周围的野外及居民区用鼠笼捕

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：将鼠肺样品冰冻切片后，用间

接免疫荧光法(IFA)检测。兔抗一HV抗体由中国疾

病预防控制中心传染病预防控制所出血热室制备，

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扩增部分S基因片段。

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肛l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引物反转录S与

M基因片段¨1，用于扩增S片段(620～999nt)与M

片段Gc区(2001～230Int)的引物见参考文献[5]。

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反转录酶

(Promega)于42℃反应60 min合成S及M基因的

eDNA。采用巢式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～

999nt)，以外引物HV—MFO和HV．MRO及内引物

SEo—MF和SEO—M扩增Gc片段(2003～2302nt)。

具体扩增条件为：94℃预变性5 min，94℃1 min、

52℃1 rain、72℃1 rain，共30个循环，最后于72℃延

伸10 rain。

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：用DNAStar软件包进行基因序

列排序及同源性分析，用PHYLIP软件包进行系统发

生分析，以邻位相连法(Neighbor-joining method，NJ)

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(表1)。

表1 研究中用于系统发生分析的毒株及来源

结 果

1．HV抗原检测：2007年在温州市主要HFRS

疫区瑞安市的居民区及野外共捕获啮齿类动物96

只，其中褐家鼠(Rattus norvegicus)64只(野外8

只、居民区56只)，黄胸鼠(Rattus tanezumi)15只

(居民区)，黄毛鼠(Rattus rattoide)16只(野外14

只、居民区2只)，黑线姬鼠1只(野外)。褐家鼠占

总数的66．7％，为当地居民区的优势鼠种(占居民区

鼠总数的76．7％)。

采用IFA法检测96份鼠肺标本，共检出6份鼠

肺样品Hv抗原阳性，病毒携带率为6．3％，其中褐家

鼠4只，编号分别为WenzhouRn23、WenzhouRn33、

WenzhouRn45、WenzhouRn76，黄胸鼠1只，编号为

Wenz㈣4，黄毛鼠1只，编号为WenzhouRr57。
2．HV部分S基因片段核苷酸序列的扩增、测

序及其同源性分析：以RT．PCR法采用SEOv型特

异引物从6份HV抗原阳性的标本扩增部分S与

M基因片段，并进行序列测定。除WenzhouRn45

鼠肺样品外，从其他5份鼠肺样品中均扩增出部分

S基因片段(620～999nt)及M基因片段Gc区

 



(2001--230Int)的核苷酸序列。5株病毒间的部分

S片段核苷酸序列的同源性为96．2％～98．0％，部

分M基因片段核苷酸序列间的同源性为96．9％～

99．7％。进一步分析发现，这5株病毒与浙江省慈

溪地区褐家鼠携带的病毒(CixiRn30、CixiRn56、

CixiRn76)及北京褐家鼠携带得到BjHD01株病毒

的核苷酸序列的同源性大于95％。

另外，这5株病毒的部分S与M基因片段Gc

区的核苷酸序列与汉滩型病毒(HTNV)及多布拉伐

型病毒(DOBV)的同源性分别小于70％和75％。

3．系统发生分析：用部分S片段核苷酸序列

(620--999nt)构建的系统发生树见图1A。由图1A

可见，无论是由褐家鼠携带的3株病毒还是由黄胸

鼠及黄毛鼠携带的2株病毒全部位于SEOV单元

群中。5株病毒与慈溪褐家鼠及北京褐家鼠携带的

SEOV病毒分在一起，属于SEOV的s3亚型№J。其

中由褐家鼠携带的2株病毒(WenzhouRn23、

WenzhouRn76)与黄胸鼠及黄毛鼠携带的2株病毒

(WenzhouRf74、WenzhouRr57)聚集在一起，进化关

系最近，而WenzhouRn33株与其他4株的进化关系

相对较远。

用M片段Gc区核苷酸序列(2001～230Int)构

建的系统发生树也表明温州地区5株病毒均为

sEOV。WenzhouRn23与WenzhouRn33两株病毒

与山东省褐家鼠携带病毒株SDl0聚集在一起，

WenzhouRr57与WenzhouRf74两株病毒与辽宁省

葫芦岛地区褐家鼠携带的病毒株HLD65聚集在一

起。但值得注意的是WenzhouRn76株病毒单独构

成一个分支，与包括温州市其他4株病毒在内的S3

亚型SEOV的进化关系较远(图1B)¨1。

讨 论

温州市地处东南沿海，是我国社会经济发展最

快的地区之一，相比20世纪80年代农村居民生活

环境条件有了很大改善。温州市1981年报告首例

HFRS病例，随后HFRS疫情从未间断，2006年全

市共报告20例。瑞安市是温州市的主要HFRS疫

区。我们对瑞安市居民区及野外的啮齿动物中HV

流行情况调查发现，褐家鼠等啮齿动物中HV的携

带率高达6．3％。这说明虽然农村居民生活环境条

件有了很大的改善，但由于HV在褐家鼠等啮齿动

物中的严重流行，从而导致了该地区人间HFRS仍

然有较强的流行。

A
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注：A部分S基因片段(620～999nt)；B部分M基因片段Gc

区核苷酸序列用HTNV作外群；标出大于50％自展值

圈1 用NJ法构建的系统发生树

本次在瑞安市捕捉的96只啮齿动物中黑线姬

鼠仅1只，不同于以前的调查结果"1。这表明该地

区啮齿动物的种群结构可能发生改变，鼠属鼠类已

成为该地区居民区及野外的优势鼠种。从96份样

品中检测出的6份Hv抗原阳性的4份来源于褐家

鼠，另2份分别来源于黄胸鼠与黄毛鼠。从其中的

5份样品中扩增出部分S与M基因片段，系统发生

分析发现5株病毒全为SEOV的S3亚型拍1。上述

研究结果表明该地区现阶段的人间HFRS可能主

要由SEoV引起。同时也提示我们控制鼠属鼠类
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的数量及在人群中加强针对SEOV为主的疫苗接

种将能有效预防HFRS在该地区的流行。

基因重排(reassortment)在分节段病毒的进化、致

病性以及流行病学上具有重要的意义旧一。。布尼亚病

毒科的虫媒病毒间在试验或自然条件下可以发生基

因重排n0’⋯。SNV病毒不同亚型间也能发生基因重

排旧’12‘。用不同型HV同时感染细胞，不同型Hv间

也能发生基因重排【9’13’141。然而由于HV与其宿主动

物间的长期共进化关系，不同型Hv问在自然条件下

很少发生基因重排。最近我们在贵州省发现自然条

件下H]ⅢV与SEOV能发生基因重排u5J。在本研究

中用部分S基因片段和部分M基因片段的Gc区核

苷酸序列分别构建系统发生树(图1)，温州鼠属啮齿

动物中流行的5株SEOV的相互进化关系不同，这表

明该地区流行的SEOV不同病毒间可能发生了基因

重排。这一结果也支持Hv进化过程中基因重排发

生率可能比原来认为的要多¨5|。

世界范围内，至今已发现啮齿类动物中存在至

少22个血清型或基因型的HV幢o，每一型均来自一

种或少数几种密切相关的啮齿动物，与其宿主共进

化¨]。SEOV主要由鼠属的鼠类携带，能引起轻型

HFRS，呈世界性分布哺’16’川，但由SEOV引起的

HFRS主要分布在我国，以及日本与韩国等国

家№’1 8|。除褐家鼠与黑家鼠是SEOV的主要宿主

外，黄胸鼠、黄毛鼠、小家鼠、社鼠、针毛鼠等也能携

带SEOV¨7|。近年来我们在河南、湖南、辽宁、吉林

等地区开展的分子流行病学研究，在同一地区鼠属

的不同鼠种中流行的SEOV均为同一亚型¨’1皿21|。

尽管SEOV呈全球性分布，但与其他型的HV相

比，SEOV的变异较小¨’17J。在本研究中，由于基因

重排的发生，温州地区的褐家鼠、黄胸鼠、黄毛鼠中

可能存在至少2个亚型的SEOV，显示出在局部地

区SE0v的基因多样性。这也表明SEoV可能与

其他HV一样具有多样性。尤其是在一些偏远的山

区，可能还存在着新的亚型¨，15’1 91。

我国是受HV危害最为严重的国家。褐家鼠是

我国居民区的优势鼠种，加之SEOV疫区不断扩

大，因此系统地开展SEOV的分子流行病学研究，

发现我国是否还存在新亚型的SEOV及其致病性，

SEOV的变化规律及其进化关系，不但对HV预防

控制具有重要的指导意义，而且有助于阐明SEOV

的生物学特性。对类似于温州市这样啮齿类动物密

度较高，地理生态环境复杂(有平原、海岛、山区和丘

陵)的地区，深入开展HFRS宿主动物间和人间HV

感染状况流行病学调查研究及分子流行病学研究具

有重要的价值，更是为预测分析温州市HFRS流行

趋势，制定疫苗免疫策略提供科学依据。

(本研究得到浙江天元生物药业股份有限公司的资助。谨志衷心

感谢)
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