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病毒性出血热是一种临床症状表现为急性发热和出血

的疾病。病原体为人兽共患及节肢动物携带传播的RNA病

毒，包括丝状病毒科（如埃博拉出血热、马尔堡出血热）、沙粒

病毒科（拉沙热）、黄病毒科（如登革出血热、黄热病）和布尼

亚病毒科（如克里米亚-刚果出血热、肾综合征出血热）。目

前，在我国流行的有肾综合征出血热、克里米亚-刚果出血

热、登革出血热和基孔肯雅出血热［1，2］。在人、哺乳动物，以

及节肢动物媒介密切接触的地区，可能存在一些新的或之前

尚未认识的能引起出血热症状的相关病毒。2009年4－7月

和2010年有多名淮阳山地区（桐柏山、大别山和张八岭的总

称，位于河南、湖北和安徽省交界处）的农民出现不明原因出

血热样症状，本研究从其中2例患者血样和该地区犬体表采

集到的长角血蜱中分离到一种新病毒，全基因组测序分析发

现该病毒是布尼亚病毒科家族的新成员。

1. 材料与方法：

（1）临床和实验室资料及病例定义：患者就诊于武汉市

协和医院和中南医院，临床表现为急性发热（＞37.5 ℃），血

液中白细胞计数减少（＜4.0×109/L）和血小板计数减少（＜

100×109/L）。住院期间采集患者血样，如有可能还采集粪

便、尿液，以及咽拭子样本，保存于-80 ℃备用。经常规检测

未发现其他病原（包括汉坦病毒和嗜吞噬细胞无形体）的感

染者为疑似病例，采用RT-PCR方法从患者血液中检测到新

型病毒者为确诊病例。临床和实验室资料来源于确诊患者

病历记录。本研究对 2009年的病例进行回顾性调查，患者

的主动发现工作始于 2010年 4月。本研究经中国疾病预防

控制中心传染病预防控制所伦理委员会批准。

（2）样本的采集：部分患者具有蜱叮咬史，有患者入院

时在其体表发现蜱。2010年4－5月采集确诊患者所在4个

村庄的牛、犬、羊体表蜱，并放入不同瓶中标记，进行形态学

鉴定分类，再通过线粒体 12S rDNA的序列分析进行分类确

认［3］。将蜱研磨后分离病毒及通过RT-PCR检测病毒RNA。

同时在该地区的牛棚和猪舍捕蚊进行形态学分类。

（3）病毒分离和血清学分析：将患者全血和蜱研磨悬液

上清接种到Vero E6单层细胞进行病毒分离［4］。2周后用胰

酶消化细胞，消化后的细胞固定在玻片上，并用间接免疫荧

光法（IFA）检测病毒抗原。用透射电镜观察生长在Vero E6

细胞中或超速离心富集的病毒超微结构特征。未感染病毒

的 Vero E6 细胞为阴性对照，用感染病毒的细胞为抗原，以

IFA方法检测患者血清中的特异性抗体。同时检测患者血清
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中是否存在抗汉坦病毒（76-118和L99株）以及嗜吞噬细胞

无形体的抗体［5，6］。

（4）全基因组测序及RT-PCR方法的建立：采用非序列依

赖的单引物扩增技术检测未知病毒的核苷酸序列，采用引物

步移法的策略扩增病毒的全基因组序列［7］。根据全基因组

序列，设计了两套巢式PCR的引物，一套位于L片段，扩增大

小为914 bp（2208～3121 nt），另一套位于S片段，扩增大小为

601 bp（63～663 nt）。PCR 产物经纯化后克隆到 pMD18-T

载体，然后使用ABI 373自动测序仪进行序列测定。每个样

品至少挑取2个克隆以确保测序的准确性。

（5）系统发生分析：使用ClustalW2软件比对病毒和蜱的

mtDNA序列。用DNAStar软件计算核苷酸以及氨基酸的同

源性。采用 PAUP*（Version 4b10）软件进行系统发生分析，

以Neighbor-Joining（NJ）法构建系统发生树。本研究使用的

转换/颠换比例为 2 ∶ 1，采用进化树对分重接（tree bisection

reconnection，TBR）进行启发式搜索树。分析采用1000个多

序列组。用于比较分析的病毒和蜱的mtDNA参考序列来自

GenBank。

2. 结果：

（1）病毒分离与遗传特征：将2010年发病的2例患者（编

号 2010-2 和 2010-13）血样接种到 Vero E6 细胞，感染 14 d

后，使用PCR、IFA和电子显微镜均检测到病毒感染的阳性细

胞。该 2 株分离病毒分别被命名为 Huaiyangshan-Human-1

和Huaiyangshan-Human-2。本研究对分离株扩增全基因组

序列，为负义RNA病毒，包含 11 492个核苷酸，具有布尼亚

病毒科的基因结构特点，由 3个独立的基因片段组成，分别

为S片段（1746 nt）、M片段（3378 nt）和L片段（6368 nt）。系

统发生分析表明，病毒全L片段间有很高的同源性（核苷酸

的同源性为 95.95%，氨基酸的同源性为 99.14%），但均不同

于已知的其他布尼亚病毒。其中与乌库涅米病毒（D10759）

有最高的同源性（核苷酸同源性为38.83%，氨基酸同源性为

28.57%），与白蛉属其他病毒的核苷酸同源性高达 32.47%，

氨基酸同源性高达39.57%，用部分S和L片段核苷酸序列构

建的系统发生树表明，本研究发现该病毒形成一个独立的分

支［为布尼亚病毒科的一个新成员，将其命名为淮阳山病毒

（Huaiyangshan virus）］。用全S和M片段核苷酸序列构建的

系统发生树与用全L片段核苷酸序列构建的发生树有相似

的拓扑结构。

（2）病例的回顾性和前瞻性研究：2009年发病的37份疑

似病例血样送至中国疾病预防控制中心传染病预防控制

所。采用RT-PCR方法从发病时间为 2～22 d的血液标本中

检出23份（62.2%）淮阳山病毒RNA阳性，其中9份经 IFA检

测病毒特异性 IgG抗体均为阳性，但未能在3份RT-PCR阴性

样本中检测到病毒特异 IgG抗体。2010年 4月 15日至 7月

20 日间对 21 例疑似病例进行前瞻性研究，结果从 20 例

（95.2%）发病 1～40 d 患者血样中扩增到 L 和 S 片段，20 例

PCR确诊患者的血样中均检出病毒特异性 IgG抗体，而PCR

检测阴性血样中未检到特异抗体。其中12例患者的双份血

清有至少 4倍的 IgG抗体滴度升高。在 2009和 2010年所有

患者标本中未检测到抗汉坦病毒和无形体的抗体。

（3）流行病学特征及其临床表现：33例确诊患者均为居

住在淮阳山区的农民，从事放牧、采茶等农业活动。2009年

确诊病例的发病时间为 4月 23日至 7月 6日，发病高峰在 5

月下旬，其他时间无患者。 2010年 4月监测到第 1例患者，

末例出现在10月25日。分析33例（2009年13例，2010年20

例）确诊病例的临床资料，患者发病前均健康，年龄 37～78

岁（平均55岁），无性别差异。患者入院后2～15（平均7）d有

发热（100%）和不同比例的其他症状，其中包括乏力（48%）、

恶心（39%）、呕吐（36%）、腹泻（42%）、肌肉痛或关节痛

（24%）。 3例患者出现明显的出血（急性阴道出血 2例和牙

龈出血 1例）。实验室检测血白细胞计数减少（29/32）、血小

板计数减少（30/32）、凝血时间（TT）延长（19/21）、活化部分

凝血酶原时间（APTT）延长（22/23）、乳酸脱氢酶（LDH）升高

（27/29）、肌酸激酶（CK）升高（22/28），以及血尿素氮（BUN）

升高（9/28）。大部分患者有肝转氨酶升高（天冬氨酸转氨酶

和丙氨酸转氨酶升高分别为 27例和 28例），显著血尿 7例，

显著蛋白尿 14例。除血液样本外，19例患者咽拭子中有 12

份（63%）、16例尿样中有 11份（69%）、13例患者粪便中有 6

份病毒RNA阳性。其中有 3例患者在上述三种样本中均检

出病毒RNA。

5例患者（年龄50～78岁，平均62岁）在入院3 h到4 d后

死亡，其中脑出血1例，另4例死于多器官衰竭。死者均可观

察到肝转氨酶升高，LDH、CK、APTT及TT显著升高。存活

患者住院治疗1～21（平均10.5）d后预后良好。

（4）传播媒介的调查：分别在湖北省的大悟、新洲和曾都

县及河南省新县4个疫区的牛、羊和犬的体表采集成虫蜱共

2个种 613只（长角血蜱 540只，微小牛蜱 73只）。其中从大

悟县 2 头牛的体表采集到 57 只长角血蜱；从新洲区采集到

111 只蜱［从 1 头牛和 2 只犬的体表各采集到 6 只和 32 只长

角血蜱（共 38 只），及从 1 头牛和 2 只犬体表各采集到 69 只

和 4只微小牛蜱（共 73只）］；从曾都县采集到 100只长角血

蜱［从 5 头牛和 7 只羊体表各采集到 72 只和 28 只长角血

蜱）；其余采自新县 3 头牛体表的 345 只长角血蜱。采蜱的

动物及其他疫区动物无发病症状。 经RT-PCR检测，从上述

4个地区采集的蜱体内均检测到淮阳山病毒的RNA核酸序

列。4株病毒分别命名为Huaiyangshan-Dawu-Cattle-Tick-1，

Huaiyangshan-Zengdu-Cattle-Tick-1，Huaiyangshan-Xinxian-

Cattle-Tick-1 和 Huaiyangshan-Xinzhou-Dog-Tick-1。同时，

将新洲区采集的病毒RNA检测阳性的蜱匀浆接种细胞，培

养后分离到 1 株病毒（Huaiyangshan-Xinzhou-Dog-Tick-1）。

系统分析12S rDNA核苷酸序列，病毒RNA阳性蜱均为长角

血蜱，微小牛蜱中未检测到病毒RNA序列，而在同一地区采

集的 2000多只蚊（包括中华按蚊、白腹丛蚊和三节吻库蚊）

中也未检测到该病毒。

（5）新病毒的遗传多样性：从33例患者样本中扩增到32

条部分S片段核苷酸序列，以及从33例患者样本和4份蜱的
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样本中共扩增到 26条部分L片段核苷酸序列。从患者样本

扩增到的部分S和部分L片段的核苷酸序列分别有较高的同

源性。部分 S 片段的核苷酸序列同源性为 93.68%～

100.00%，氨基酸序列同源性为97.99%～100.00%。此外，从

蜱和患者样本扩增到的部分L片段核苷酸序列之间也有很

高的同源性，核苷酸序列同源性＞95.41%，氨基酸序列同源

性＞98.47%。系统发生分析表明，所有来自患者的病毒株可

聚在一起，并进一步划分为3个小分支。

3. 讨论：在调查淮阳山地区不明原因发热疾病的过程

中，从患者血液中分离到一种未知病毒。全基因组序列分析

揭示该病毒是布尼亚病毒科的一个新成员，本研究将其命名

为淮阳山病毒。随后在该地区的犬体表蜱中也分离到相同

病毒，提示蜱可能是该病毒的传播媒介。

淮阳山病毒感染机体后主要引起高热、乏力、恶心、呕吐

和腹泻等非特异性感染症状和体征。实验室检查结果与其

他出血热病毒感染类似［8］。虽然多数患者尿潜血阳性，但只

有少数患者出现明显出血症状。所有患者均出现肝转氨酶

升高，提示肝脏可能是病毒感染的首选靶器官。大部分患者

出现LDH和CK升高，部分患者出现肾功能损害。这些结果

提示病毒感染可累及全身多脏器，从大部分患者的咽、尿和

便标本中检测到病毒RNA也说明了这一点。目前还不清楚

全身多部位检测到病毒是由于潜在出血引起的血液污染还

是病毒复制活跃所致。因此需要进一步的研究以明确该病

毒的致病机制和疾病谱。本研究入院病例病死率为15%，主

要死于出血和多器官功能衰竭。另外，还应通过社区人群监

测以揭示该病毒无症状或轻微感染发生概率。

尽管淮阳山病毒与白蛉病毒属亲缘关系最近，但其间的

基因序列差异很大。目前白蛉病毒属包括 53 个已知血清

型，分为白蛉热组和乌库涅米组（Uukuniemi group）两个主要

的抗原组。白蛉热组包括由白蛉传播的裂夫特谷热病毒

（Rift Valley Fever virus）和托斯卡纳病毒（Toscana virus）。乌

库涅米组的病毒由蜱传播［9，10］。尽管在人体内能检测到抗乌

库涅米病毒抗体，但乌库涅米病毒是否能对人致病尚不清

楚［11］。系统发生分析显示此次在淮阳山地区患者和蜱分离

到的病毒亲缘关系非常近，形成一个独立的分支，明显不同

于白蛉热病毒和乌库涅米病毒。

本次在实验室确诊病例所在村庄的牛和犬体表采集到

的长角血蜱体内检测到同样病毒。这些病例均为农民，曾饲

养牛羊、采茶和从事其他农业活动，可能接触到蜱（确诊病例

自诉被蜱叮咬，且在入院就诊时发现蜱），而 4－7月正是淮

阳山地区蜱密度最高时期［12］。尽管从蜱和人样本中扩增到

的病毒序列高度相似，提示蜱在疾病传播中起重要作用，然

而节肢动物的生态学和该病毒是否存在其他动物宿主还需

进一步研究。

（本研究英文版已在本刊 2011年第 32卷第 3期第 209～220页
全文发表）
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