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·实验室研究·

褐家鼠携带2株汉坦病毒的遗传特征分析

王文林献丹郭文平李明慧张永振

【摘要】 目的分析来自内蒙古自治区呼和浩特市和河南省杞县两地褐家鼠标本中的汉坦

病毒(HV)遗传特征，研究其与已知I-IV及疫苗株之间的关系。方法提取病毒总RNA，用反转

录一聚合酶链式反应法扩增阳性标本中HV的全M、S基因片段，测序后进行序列特征和系统发生

分析。结果成功扩增出2株HV(NMl33株和Q12株)的全M、S基因片段，并测定序列。2株病

毒的s基因片段核苷酸序列全长分别为1770nt和1772 nt，均仅有1个开放读码框(OI强)，编码429

个氨基酸，M基因片段核苷酸序列全长均为3654 nt，编码1133个氨基酸。2株HV与绝大部分已

知的汉城病毒(SEOV)具有很高的同源性；但与汉滩病毒(HTNv)等其他型HV同源性较低。2株

病毒的核蛋白、糖蛋白氨基酸序列与疫苗株Z37具有一致的二级结构。另外，在用全s和M基因

片段核苷酸序列所构建的系统进化树中，2株病毒被分在SEOV的I亚型，与Hb8610、R22、HB55、

L99以及K24一e7的亲缘关系最近。结论2株病毒为SEOV的l亚型，与包括疫苗株Z37在内的

已知SEOV具有很高的同源性和一致的二级结构，提示当前的疫苗能有效预防SEOV引起的肾综

合征出Jf}L热。
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【Abstract】 Objective Genetic analysis was performed to infer the relationship between

hantavimses carried by Rattus norvegicas from Henan and Neimenggu provinces and the other known

hantavims and the vaccine strain．Methods Toml RNA was extracted from lung tissues with TriZOl

reagent．The complete M and S segment sequences of strains NMl33 and Q12 were amplified by

Iu：PcR．The purified DNA fragments were directly subjected to sequencing，and then to sequence

analysis and phylogenetic analysis．Results The complete S segment sequences of strains NMl33

and Q12 were found to be 1770 nt and 1772 nt in length respectively．with one open reading frame

encoding 429 amino acids．The complete M segment sequences ofboth two strains are 3654 nueleotide

in length encoding a protein of 11 33 amino acids．The two strains shared a high degree of

homology with most of known Seoul ViII．IS(SEOV)but quite different fxom Hantaan virus and other

hantaviruses．Furthermore，the nucleoprotein and glycoprotein of the two strains had the congruent

structure with the vaccine strain Z37．0n the S．and M．phylogenetic trees。both strains(NM 1 33 and

012)were grouped into the fit-st cluster of SEOV，and were more closely related to the strams，such

as：Hb8610，l毪2，HB55，L99，and K24一e7．Conelusion Both strains(NMl33 and Q12)belonged

to SEOV，and sharing a high degree of homology and similar secondary structure with strains

including the vaccine strains Z37，our data suggested that the present vaccine used in China could

effectively prevent HFRS caused by SEOV．
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汉坦病毒(Hantavirus，HV)基因组由大(L)、中

(M)和小(S)3个基因片段组成，分别编码依赖RNA

的RNA聚合酶，糖蛋白(G-n、Gc)的前体糖蛋白

(GPC)及核蛋白(NP)[11。HV主要由啮齿类动物携

带并传播给人类。人感染HV后能引起肾综合征出

血热(HFRS)和汉坦病毒肺综合征(HPS)。在已查

明的23个血清型／基因型HV中，汉滩病毒(Hantaan

virus，HnⅣ)、汉城病毒(Seoul virus，SEOV)、普马

拉病毒(Puumala virus，PI兀Ⅳ)、多不拉伐一贝尔格

莱德病毒(Dobrava．Belgrade virus，DOBV)能导致人

产生HFRS【2]。每一型的HV均来自一种或少数几

种密切相关的啮齿动物，可能与自然宿主共进化，

在地理分布上呈现出地理聚集现象，如HTNV及

PUUvb】。我国于1981年在河南与山西两省交界地

区发现由SEOV引起的轻型HFRS，1982年从该地

区的褐家鼠中分离到病毒¨]。随后的监测与地理流

行病学研究发现，SEOV在我国地理分布广泛，几乎

遍及所有的HFRS疫区[5】。用部分M基因片段进行

系统发生分析发现，我国流行的SEOV能分为5个

基因亚型抽J。近年来的研究表明，在SEOV的5个基

因亚型中I与Ⅲ亚型分布最为广泛，并且无地理聚

集现象旧引。为了更好阐明I基因亚型的遗传特征，

本研究从内蒙古自治区呼和浩特市与河南省杞县的

Hv抗原阳性鼠肺中扩增到了全S、M基因片段的核

苷酸序列，进行遗传特征与系统发生分析，结果报告

如下。

材料与方法

1．标本来源：2002年从杞县和2005年从呼和浩

特市采集的褐家鼠鼠肺标本(编号为Q12和

NMl33)，经免疫荧光检测呈HV抗原阳性。

2．引物的合成与设计：用P14引物反转录S与

M基因片段旧】，用于扩增S与M基因片段的引物见

参考文献[6,9,10J。引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。

3．反转录一聚合酶链式反应(RT-PCR)：参照

Invitrogen公司的Trizol RNA提取试剂使用说明书提

取病毒RNA，用P14引物及AMV反转录酶

(Promega)合成eDNA，42℃反应90 min，72℃10

rain灭活反转录酶。用Pr2扩增全s基因，用巢式

PCR扩增全M基因片段：用M1和HV-MR及M1和

SEO．MR扩增G-n片段；用M4和HV-MF及M4和

SEO．MF扩增Gc片段。PCR循环参数为94℃预变

性3 min，94℃变性1 min，52 oC退火1 min，72℃延

伸2 rain，35次循环后，72℃延伸10 min。PCR产物用

l％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。扩增的基因片段由上

海生工生物工程技术服务有限公司完成序列测定。

4．序列特征分析：用DNAStar软件中的EditSeq

编辑序列，使用Protean、SignalP、TMHMM软件对基

因片段核苷酸序列的疏水区、信号肽区和跨膜区进

行分析。从GenBank中获取相关HV的全S与M基

因片段的核苷酸序列，使用MegAlign进行核苷酸和

氨基酸序列同源性比较。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个序列

组(replicates)。

结 果

1．序列特征分析：序列测定表明NMl33株病

毒的全S基因片段的共由1770个核苷酸组成，其中

A+T和C+G的含量分别为58．25％、41．75％，Q12

株病毒的全s片段的基因共由1772个核苷酸组成，

其中A+T和C+G的含量分别为58．24％、41．76％，

符合HV富含AT的特征。2株病毒的全S基因片段

由3部分组成：5’非编码区(non．coding region，

NCR)、开放性阅读框架(open reading frame，ORF)

和3’NCR。5’NCR的长度均为42 nt，NMl33株和

012株的3’NCR分别为438 nt和440 nt；ORF位置

均为43～1332 nt，共计1290个核苷酸，编码429个

氨基酸组成的核蛋白。它们的S片段57和3’末端反

向互补，为布尼亚病毒科病毒的共同特征n一]。

2株病毒全M基因片段均含有3654 nt。NMl33

株病毒A+T的含量为60．72％，C+G的含量为

39．28％。Q12株病毒的A+T的含量为60．45％，C+

G的含量为39．55％。2株病毒的ORF位置分别为

50～345l nt和49。3450 nt，共计3402个核苷酸，编

码包膜糖蛋白前体，由1133个氨基酸组成。

2．二级结构分析：将推导的氨基酸序列进行信

号肽、疏水区、抗原区、跨膜区预测，结果显示该两株

病毒具有一致的二级结构(本文仅列出NMl33株的

二级结构)。

NMl33株病毒NP氨基酸的疏水／亲水区、抗原

区、表面分布区见图IA(横线上为亲水区，横线下为

疏水区，显示NP亲水序列占多数)。Antigenic index

分析可以看出，NP的抗原性比较强。Gn糖蛋白C一

末端有两段保守序列“YRTL”和“WAASA”。基序

YRTL为第613—616位an，在Gn蛋白中高度保守，

 



·1032· 中华流行病学杂志2010年9月第3l卷第9期Chin J Epidemiol，September 2010．V01．31，No．9

是所有HV的组装信号，基序wAAsA的位置在

642。646 aa。GPC共有6个Asn(N)一糖基化位点

(Asn-X．Ser／Thr)。其中5个在Gn区：Asnl32、Asn233、

Asn345、Asn397、Asn560；1个在Gc区：Ash926，与

Z37疫苗株GPC上的糖基化位点一致‘llJ。GPC氨基

酸的疏水／亲水区、抗原区、表面分布区见图1B。Gn

糖蛋白编码区N一端有一明显短的疏水序列。亲水

区、抗原区、表面分布区的氨基酸有区域重叠，并且

高峰区的重叠性也较高。Gn糖蛋白信号序列是从

第一位的甲硫氨酸(M)到第16位氨基酸丙氨酸

(A)，Gn始于第17位氨基酸L(图2A)；Gc始于第

647位氨基酸，其前17个氨基酸为典型的糖蛋白信

号序列(图2B)，与疫苗株Z37一致n¨。Gn与Gc蛋

白各有一个跨膜区(图3)，为标准的I型膜蛋白，均

为N一端膜外而c一端胞浆区的结构，其中624—646

为Gc信号肽序列。

3．同源性分析：012和NMl33两株病毒的全s

基因片段核苷酸同源性为99．2％、氨基酸的同源性

为100％；全M基冈片段的核苷酸同源性为98．9％，

氨基酸的同源性为99．4％。

2株病毒的全s基因片段核苷酸序列及其编码

的氨基酸序列与其他已知的SEOV的同源性分别为

88．4％～99．3％和98．1％一100％。2株病毒与L99株

等I亚型病毒的同源性最高，与Gou3的同源性最

图1 NMl33株NP(A)和GP(B)的二级结构、亲疏水性、抗原性分析
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图2 NMl33株Gn(A)和Gc(B)信号肽序列的预测结果

图3 NMl33株GPC氨基酸序列跨膜区预测

低；与Hnw的核苷酸同源性为74．0％，氨基酸同源

性均为83．4％；与DOBV的核苷酸同源性为73．3％，

氨基酸同源性均为81．4％。

2株病毒的全M基因片段核苷酸序列及其编码

的氨基酸序列与其他已知的SEOV的同源性分别为

84．3％～99．2％和96．6％～99．6％，与L99的同源性最

高，与Gou3的同源性最低。2株病毒与HTNV的核

苷酸同源性分别为71．4％和71．3％，氨基酸同源性均

为77．1％；与DOBV的核苷酸同源性均为70．1％，氨

基酸同源性分别为77．3％和77．1％。

4．系统发生分析：用全S、M基因片段核苷酸序

列构建的系统发生树见图4、5，各亚型序号按照已

有的文献进行标记№·101。在用全S基因片段构建的

系统发生树中，SEOV的聚集形式与已报道一致【6】。

用全S基凶片段核苷酸构建的进化树与全M基因片

段核苷酸序列构建的系统发生树基本一致。

NMl33和Q12两株病毒被分在SEOV的I亚型。该

亚型还包括来自山西Hb8610、河南R22和HB55、江

·1033·

注：Aa黑线姬鼠，心黑家鼠，Laboratory rat实验大白鼠，Rn褐家

鼠，Rl罗赛鼠

图4用S全片段序列以NJ法构建的系统发生树

西L99及浙江K24一e7等病毒株。

讨 论

用部分或全M基因片段可以将所有已知的

SEOV分为6或7个亚型，而且呈世界性分布№·10m-圳。
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注：Hu病例

图5用M全片段序列以NJ法构建的系统发生树

撑1

我国近年来的分子流行病学研究发现，I和Ⅲ基因

亚型的SEOV在我国分布最为广泛，除Gou3株外，

绝大部分病毒的核苷酸和氨基酸的序列具有很高的

同源性，且无明显的地理聚集现象一一’12]。除Gou3病

毒株外，NMl33和012两株病毒的全M、s基冈片段

核苷酸序与国内外已知的大部分SEOV具有很高的

同源性，但与其他型的HV的同源性较低。在用全

M和全S基因片段核苷酸序列构建的系统发生树

中，2株均位于SEO病毒的I亚型，与来自山西

Hb8610、河南R22和HB55、江西L99以及浙江

K24一e7等病毒株的亲缘关系最近。这些结果表明

本研究的2株病毒均为I亚型的SEOV。尽管2株

病毒来自相距较为遥远的两个地区，但病毒全S和

全M基因片段的核苷酸具有很高的同源性，没有出

现其他HV表现出的地理聚集现象-引，符合大部分

SEOV的特征。造成SEOV不同于其他型HV的原

因，可能是SEOV的宿主动物(褐家鼠等鼠类)的流

动性强，容易追随人类活动迁徙，从而造成SEOV的

大范嗣播散。

将2株病毒的氨基酸序列进行信号肽、疏水区、

抗原区、跨膜区分析，结果显示NMl33和Q12两株

病毒具有高度一致的二级结构，说明2株病毒具有

相同抗原性。2株病毒与疫苗株S基因片段的核苷

酸同源性为96％，推导出的氨基酸同源性高达

99．5％，M片段的核苷酸同源性为95％，推导出的氨

基酸同源性也高达99％。另外，2株病毒与疫苗株

Z37的糖蛋白前体一样富含半胱氨酸，具有一致的

糖基化位点及二级结构01|。因此我围目前使用的双

价HFRS疫苗对这些流行的SEOV野毒株应有较好

的保护效果，能有效防止HFRS爆发性流行。
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