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中国宿主动物中Amur汉坦病毒M片段
全基因序列分析

·105卜

·实验室研究·

郭卫东 张文义江佳富池海谊王文瑞王中元金鹰杨红方立群曹务春

【摘要】 目的测定中国宿主动物中Amur病毒M片段全基因序列，以了解其分子特征。

方法设计特异的PCR引物，用RT-PCR法分段扩增JilinAP06株M片段全长，PCR产物经克隆后

进行序列测定，然后进行系统发育分析和重组分析。结果JilinAP06株M片段全基因序列共

3615个核苷酸，A+T含量为59．3％，G+c含量为40．7％，包含1个单一的开放读码框架，其最大

读码框架从41—3448，由3408个核苷酸组成，共编码1135个氨基酸。序列同源分析表明，

JilinAP06株与中国的人源Amur HV株同源性为96．O％～97．8％，与韩国大林姬鼠来源的

SoochongHV同源性为85．6％～86．7％，与HTNV原型株76—118同源性仅为79．5％，而与其他各型

病毒间的同源性均低于79．o％。氨基酸同源分析，其氨基酸序列与中国的人源株AnlnrHV同源

性为98．1％一98．4％，与韩国大林姬鼠来源的SoochongHv同源性为96．4％～97．O％，与HTNV原

型株76—118同源性为91．7％，而与其他各型病毒间的同源性均低于92．O％。系统发育分析结果显

示，JilinAP06与Alnur病毒构成一个相对独立的分支。结论从中国宿主动物中获得了AlnBr

HV的M片段全基因序列。
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【Abstract】0bjective To study the complete sequence of M segment of AInur vii'us in

rodents and to explore their molecular characteristics．Methods Complete M segment ofAITIUr virus

in rodent from China WaS amplified bv R，r-PCR．The purified PCR product was cloned into pGEM—T

Easy vector and then sequenced．Phylogenetic analysis on multiple nucleotide sequences Was

performed with the Tke PUZZLE and DNAStar software．Results The full-length of its M gene

comprised of 36 l 5 nucleotides with one open reading frame(ORF)including 3408 nucleotides and

encoding a protein which comprised 11 35 amino acids．The ORF Was located at bases 4 l to 3448．The

phylogenetic analysis of JilinAP06 with other hantaviruses revealed that the complete sequence of M

segment of JiIinAP06 s廿ain was closely related to those Alnur viruses such as B78 strain。Liu strain

and H5 strain were all from the patients．The complete sequence ofM segment of JilinAP06 had only

79．5％identities with the nucleotide sequence of HTNV strain 76-ll 8．Conclusion The complete

sequence on M segment ofAmur virus in rodent Was first time identified in this country．

【Key words】Hantavirus；kmur virus；M segment；Sequence analysis

汉坦病毒(HV)在自然界主要存在于以鼠类为

主的啮齿动物体内；长期以来我国仅证实汉滩型
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(HTNv)和汉城型(SEOV)HV的流行⋯，2003年在

东北棕背鼠平中发现普马拉型HV的存在乜J。最近证

实我国东北地区大林姬鼠携带Alnur HV，并对其S

片段的全基因序列进行测定和分析D】。为进一步了

解我国大林姬鼠所携带AITllM"HV的分子生物学特

征及流行病学意义，对其M片段的全基因进行了扩

增，从宿主动物中获得了AlllUr HV的M片段的全基

因序列，并与已报告的人源mnlur HV及其他HV毒

株序列进行了分析比较。
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材料与方法

1．标本来源及生境：阳性大林姬鼠(命名为

JilinAP06)是2006年5月军事医学科学院微生物流

行病研究所在吉林省珲春市敬信镇针阔混交林区现

场调查时捕获，现场无菌剪取肺脏组织，低温储运，回

到实验室于液氮中保存，供进一步研究。标本采集地

点位于吉林省东南部，其东部与俄罗斯的远东地区接

壤，其南部以图们江为界与朝鲜相望，属于东北界东

北区长白山地亚区。该地点位于北纬42038．894’，

东经130028．385’，海拔85．6 m，气候属于半湿润季

风气候区，年平均气温2．3～3．90C，平均降雨量为

530 ilun，平均相对湿度为67％，无霜期约150 d。

2．总RNA提取：采用Trizol@试剂(Invitrogen公

司)从肺组织细胞中提取总RNA，按照说明书操作。

3．引物设计与合成：根据参考文献没计M片段

分型引物HMFl958 5’一GAA TCC ATA CTG TGG

GCT GCA AGT GC-3’．HMR2340 5 7一GGA TTA

CAACCC CAG CTC GTC TC．3¨4|，确定Hv基因型

别后，再参考已知的人源Amur HV B78株和Liu株

M片段全基因核苷酸序列，利用Primer Primier 5．0

软件设计引物进行分段扩增获得M片段全基因核

苷酸序列，引物序列及位置如表1，所有引物由上海

英骏生物技术有限公司合成。

表1用于扩增M片段基阒使用的引物序列及位置

墓髹 刺s’叫， 篇篇

4．RT-PCR与克隆：使用HV属特异性引物P14，

采用AMV反转录酶(Promega公司)进行反转录合成

eDNA，然后用EX Taq(TaKaRa公司)分段进行PCR，

扩增条件为：94c|C 4 min，940C 30 S，55 oC 30 S，72℃

2 min，38个循环后72。C延伸7 min。用1．2％琼脂糖

凝胶电泳检测PCR产物，采用QIA quick Gel

Extraction Kit(QIAGEN公司)切胶纯化PCR产

物。PCR产物纯化后克隆于Promega公司的

pGEM—T Easy载体，转化DH5a宿主菌，用蓝白斑进

行筛选鉴定。

5．DNA序列测定和分析：克隆产物经PCR鉴定

后，用T7和SP6通用引物在ABIP RjsM刑3730测序

仪上(上海英骏生物技术有限公司)进行序列测定。

获得序列片段通过MEGA 3．1软件进行序列拼接而

获得全序(5’和3’端的序列以引物代替)，所得序列

用DNAStar软件与GenBank已知序列进行同源性比

较分析(表2)，使用Tree PUZZLE(version 5．2)软件

构建系统发育树，分析过程选用Maximum

Likelihood法。以JilinAP06作为参考株序列，用

SimPlot软件进行序列的重组分析b】。

表2研究用毒株注册序列号和来源

结 果

1．RT-PCR扩增产物的检测：1．2％琼脂糖凝胶电

泳结果显示，各次PCR扩增产物与预期扩增片段相

符，无非特异性条带出现，表明特异性地扩增了目的

片段(图1)。

注：1。4：M 1—4片段；5：M分型引物扩增片段；6：阴性对照；

7：Marker DL2000

图1 M片段全长分段PCR扩增产物电泳结果

2．JilinAP06株M片段全基因序列测定与分析：

JilinAP06株M片段的全基因序列共有3615个核苷
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酸，4种核苷酸的比例分别为A29．5％、G 21．4％、T

29．8％、C 19．3％，A+T含量为59．3％、G+C含量为

40．7％。其最大读码框架从41～3448，核苷酸共编码

1135个氨基酸，起始密码子为ATG，终止密码子为

TAG。JilinAP06株M片段的全基因序列及其推导的

氨基酸序列在GenBank中的注册号为EF371454。

3．Jilim廿06株M片段全基因序列与其他HV的
比较：应用Hein方法将JilinAP06株M片段全基因序

列与GenBank中已报道的HV M片段全基冈序列进

行序列同源性分析，JilinAP06株与我国的AmurHV

人源株同源性为96．0％一97．8％，与韩国大林姬鼠源

的Soochong ttV同源性为85．6％～86．7％，与HTNV

原型株76—1 1 8同源性仅为79．5％，而与其他各型HV

间的同源性均低于79．0％。JilinAP06株与各型病毒

同源性比较分析结果见表3。

4．推导的M片段氨基酸序列与其他HV的比

较：JilinAP06株M片段全基因推导的氨基酸序列与

GenBank中已报道的I-IVM片段全基因推导的氨基

酸序列进行序列同源性分析，其推导的氨基酸序列

与我国的Amul-HV人源株同源性为98．1％～98．4％，

与韩国大林姬鼠源的Soochong HV同源性为

96．4％一97．0％，与HnⅣ原型株76—118同源性为

91．7％，而与其他各型病毒间的同源性均低于

92．0％。JilinAP06株与各型病毒同源性比较分析结

果见表3。在与其他汉坦病毒比较时发现JilinAP06
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株有6个特异的氨基酸位点(表4)。

5．系统发育分析与重组分析：基于M片段全基

因核苷酸序列构建系统发育树(图2)显示，

JilinAP06与我国一些病例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 virus亲缘关系更近，与其他汉滩型病

毒的各个亚型病毒株种系距离较远。通过对

JilinAP06 M片段全基因序列用Simplot软件分析发

现JilinAP06并没有发生自然重组(图3)。

图2基于M片段全基因核苷酸序列构建系统发育树

表3 JilinAP06株M片段与其他Hv核苷酸和推导的氨基酸同源性比较

病毒株
不同HV核苷酸和推导的氨基酸同源性比较(％)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l 12 13 14 15 16 17 18 19

l B78 98．1 96．5 96．4 99．5 85．9 86．3 87．0 86．8 80．0 80．2 80．0 79．2 80．2 80．3 79．0 79．5 79．1 79．5

2 JilinAP06 99．2 96．1 96．0 97．8 85．6 85．9 86．7 86．6 79．9 80．1 79．9 79．5 80．1 ∞．1 79．0 79．5 7914 79．7

3 H5 99．1 98．7 99．8 96．2 85．8 86．0 87．0 87．0 79．6 79．9 79．6 79．3 79．9 80．2 79．3 79．3 79．2 79．7

4 Lill 98．9 98．4 99．7 96．2 85．8 86．0 87．0 87．0 79．6 80．1 79．6 79．4 80．1 80．4 79．5 79．4 79．4 79．9

5 H8205 99．2 98．4 98．5 98．2 85．9 86．2 86．9 86．8 80．0 80．2 79．9 79．4 80．1 80．4 79．1 79．6 79．3 79．5

6 S00-4 97．4 97．0 97．0 96．8 96．8 96．9 87．4 87．3 80．5 81．2 80．1 80．3 81．2 80．2 80，O 80．4 80．2 80．4

7 SoO-3 97．4 97．0 97．4 97．2 97．0 98．9 89．9 90．1 80．5 80．8 80．2 80．7 80．8 80．2 80，0 80．5 80．5 80．0

8 S00．1 97．1 96．5 96．9 96．8 96．7 95．9 96．4 98．5 80．2 80．6 80．1 80．4 80．6 80．1 79．6 79．9 80．1 79．3

9 S00．2 97．0 96．4 96．8 96．7 96．6 95．9 96．6 98．4 80．1 80．2 79．9 80．4 80．3 80．4 79．7 79．8 80．1 79．4

10 Baol4 92．2 91．9 92．5 92．3 91．9 92．0 92．2 91．5 91．9 84．7 97．2 87．7 84．6 83．9 84．7 87．7 87．7 84．3

11 SN7 92．6 92．0 92．5 92．3 92．0 92．3 92．2 91．4 91．6 96．3 84．4 84．2 99．8 84．2 85．2 84．2 84．2 85．5

12 CJilin93 92．0 91．6 92．2 92．1 91．6 91．9 92．0 91．3 91．6 99．4 96．0 87．5 8413 83．5 84．5 87．6 97．4 83．8

13 76—118 92．1 91．7 92．4 92．2 91．6 92．2 92．2 91．2 91．6 98．0 96．4 97．8 84．1 83．8 84．1 95．0 99．5 84．6

14 84FLi 92．4 91．8 92．2 92．0 91．6 92．2 91．9 91．0 91．3 96．0 99．4 95．8 96．1 84．2 85．2 84．2 84．1 85．5

15 Q32 91．9 91．5 91，8 91．6 91．3 92．2 91．7 90．5 90．7 95．9 95．9 95．6 96．1 95．6 83．6 84．0 83．7 83．4

16 ZIO 91．3 90．9 91．7 91．5 90．7 91．5 91．4 90．5 90．6 94．8 96．0 94．7 95．0 95．9 94．9 83．6 83．9 87．3

17 Lee 92．1 91．7 92．2 92．1 91．6 92．0 91．9 90．9 91．4 97，3 96．1 97．1 98．3 95．8 96．1 94．7 94．9 84．1

18 LRl 91．6 91．3 92．0 91．8 91．2 91．8 91．8 90．8 91．2 97，4 95．9 97．3 99．3 95．6 95．7 94．4 97．8 84．6

19 A9 91．2 90．8 91．5 91．3 90．7 91．3 91．3 90．6 90．7 95．0 95．6 94．9 95．5 95．3 95．2 96．0 95．1 95．0

注：右上方为核苷酸序列的同源性，左下方为推导的氨基酸序列的同源性
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图3 JilinAP06株与其他HV参考株重组分析结果

表4 JilinAP06株与其他HV M片段氨基酸的差异

位置 JilinAP06其他HV 位置 JilinAP06其他HV

426 K R 641 L S

428 N D 649 F S

473 K E 765 S C

讨 论

Amur HV是Yashina等¨1近年来从俄罗斯远东

地区大林姬鼠和患者血清中检测到的一种HV，并根

据其地理起源命名为Affllur病毒；其序列特征、进化

分析及抗原性分析都显示与已有的HV型别有所不

同。同时，Lokugamage等"1对我国的病例分离株

(H5、B78、H8205等)进行了准确的分型鉴定，最终

定为A1TIur HV。这说明HV在自然界中已经存在，

只是在近几年人们才认识到这型病毒的宿主。直到

2006年才发现我国大林姬鼠携带Amur HV，并初步

分析了其分子生物学特征b】。但现有的分析主要基

于M片段G2蛋白的232 bp的核苷酸序列门l，至今尚

未有从宿主动物中获得M片段全基因组序列的报

道。所以，本研究率先对宿主来源的Amur Hv的M

片段全基因组序列进行扩增和序列测定，这为进一

步了解我国宿主动物中Amur HV的基因组结构、生

物学特征及致病机制奠定了基础。

经过比较分析，JilinAP06株的M片段全基冈序

列由3615个核苷酸组成，单一读码框编码l 135个氨

基酸。JilinAP06株与我国的人源Amur HV核苷酸

序歹Ⅱ同源性最高(96．0％一97．8％)，而与其他HTNV

的同源性在80％左右。同时，JilinAP06株的M片段

的全基因序列推导的氨基酸序列与我国人源An3_ur

HV株同源性最高(98．1％～98．4％)，与韩国大林姬

鼠源的Soochong HV同源性次之(96．4％一97．O％)，

而与其他各型病毒问的同源性均低于92．0％。而且

在分析氨基酸序列时，我们发现JilinAP06株M片段

全基因序列推导的氨基酸有6个特有的氨基酸，由

于至今无法获得其他地区宿主来源的Amur HV的

M片段全基冈组的序列数据，这些氨基酸是

JilinAP06株还是大林姬鼠携带的Amur HV特有的

氨基酸，有待于进一步研究证实。系统发育分析结

果显示JilinAP06与我国一砦病例分离株构成一个

分歧相对较大的独立支系，而且节点支持值都很高

(100％)。重组分析显示JilinAP06并没有与其HV

发生自然莺组。根据这些结果和国际病毒命名委员

会关于新型HV的划分标准n】，即①具有独特的生态

学位置；②与其他HV N蛋白氨基酸序列和GPC

(G。、G：白前体)氨摹酸序列相比至少有7％的不同；

③能与其他Hv通过双向交叉中和试验且存在4倍

的差异；④与其他HV没有基冈重排的迹象。本研

究支持Lokugamage等|81将Amur HV作为一种不同

于HTNV的新型HV的提}义。另外，建议加强对该

型病毒的在我同的分布及其相关研究，为准确地进

行该型病毒的分子诊断、制定更具针对性预防控制

措施提供科学依据。
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