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湖北省武汉地区啮齿动物汉坦病毒
S基因的特征分析

刘东瀛 刘婧李金林 陈文 罗凡 李睛杨占秋

·实验室研究·

【摘要】 目的了解湖北省武汉地区啮齿动物自然感染汉坦病毒(rtv)情况以及流行的基

因型和亚型。方法2000--2003年、2009--201 1年秋冬季在武汉地|x^新洲、江夏Ⅸ野外及居民区

采用夹夜法捕鼠。对捕获的动物进行分类鉴定并取肺脏用间接免疫荧光法检测病毒抗原。抗原

阳性的样本，采用RT-PCR方法扩增部分S片段核苷酸序列，构建系统发牛树并进行基因分型。

结果2000--2003年捕获啮齿类动物437只，HV抗原阳性鼠肺标本24份，病毒携带率为5．49％。

2009--2011年捕获啮齿类动物173只，HV抗原阳性鼠肺标本7份，病毒携带率为4．05％。褐家鼠

为当地的优势鼠种。22份标本成功地用汉滩病毒(HTNV)、汉城病毒(SEoV)特异引物扩增部分

s基因片段并测序。17只(13只褐家鼠，4只黑线姬鼠)鼠肺标本中扩增出SEOV部分S基因片段

(nt 588一1147)，分别属于第3亚型和2个新的基因亚型。5只黑线姬鼠的鼠肺标本中扩增出

HnⅣ部分S基因片段(nt615—1141)，分别属于第7亚型和1个新的亚型。结论武汉地区流行

的HV为SEOV和HTNV。并发现新的基闪亚型，SEOV可能“溢出”感染黑线姬鼠。

【关键词】汉坦病毒；啮齿动物；基因；系统发生分析
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【Abstract】 Objective To investigate the infection and genotype of hantaviruses in rodents

from Wuhan area．Hubei province．Methods Rodents were trapped in fields and residentiaI areas of

Xinzhou and Jiangxia distriCts of Wuhan in autumn and winter seasons．from 2000 to 2003 and from

2009 tO 2011．Trapped rodents were identified。and hantavirus antigens were detected in the lung

tissues with indirect immunofluorescence assay(IFA)．Panial S segment sequences were amplified

with lmPCR in hanmvims antigen positive samples and then sequenced．Phylogenetic tree was

constructed to analyze the genetic characteristics of hantaviruses．Results From 2000 to 2003。437

rodents were trapped。with 24(5．49％)lung tissues showed hantavirus antigen positive．From 2009 to

2011．1 73 rodents were trapped and 7(4．05％)were hantavirus antigen positive．Rattu5 norvegicus

were the dominant species of rodents．Partial S segment sequences were amplified from 22 samples

with Hantaan and Seoul viruses specific primers and sequenced，Partial S segments of Seoul viruses

(nucleotide 588-l 1471 were amplified from 17 rodents(13 R，noroeg／cu．s and 4 Apodemus agrariu5)．

Seven of these sequences belonged to 3 genetic lineage．while two novel genetic lineages were formed

by 9 and l sequences．respectively．Partial S segments of Hantaan viruses(nucleotide 6 l 5一ll 4 1)were

amplified from 5 A．agrariua．One of these sequences belonged to 7 genetic lineages．and 4 sequences

formed one llovel genetic subtype．Conclusion Hantaan and Seoul viruses co-circulated iFI Wuhan

area．Hubei province．Novel genetic lineages werc identified in this study and Seoul virus migllt have

caused spiilover infection in A．agrarias．
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汉坦病毒(Hv)主要由啮齿类动物和食虫动物

携带，感染人类后能引起肾综合征出血热(HFRS)

和汉坦病毒肺综合征(HPS)。在世界范围内已发现

HV至少存在有20个以上的血清型／基因型，每型病

毒均与一种或少数几种相近的啮齿或食虫动物密切

相关，并在宿主动物中产生持续性无症状感染n】。

HV及其宿主动物的种系发生树结构具有相似性，提

示病毒与宿主共进化或者共分化汜1。我国目前发现

的HV有汉滩型(HTNV)、汉城型(SEOV)、大别山型

(DBSV)、北海道型(HOKV)、符拉迪沃斯托克型

(VLAV)、哈巴罗夫斯克型(KHAV)及沅江型

(YUⅣ)[31等。由于HV与宿主动物间的对应关系，
宿主动物的类型及其感染情况决定了疫区流行病毒

的型别和流行强度。武汉地区是湖北省HFRS的主

要疫区之一，但是HV的基因型尚不明，为此本研究

在2000—2003年及2009—201 1年对该地区宿主动

物携带HV的流行特征及基因序列进行了分析。

材料与方法

1．标本采集：2000—2003年、2009—201 1年秋

冬季在武汉地区新洲区、江夏区HFRS流行疫点周

围的野外及居民区采用夹夜法，晚放晨取捕鼠。将

捕获的鼠类经分类鉴定和登记后，无菌解剖采集鼠

肺标本，放置于液氮中保存待检。

2．病毒抗原检测：将鼠肺标本冰冻切片后，用间

接免疫荧光法(IFA)检测f4’。兔抗HV抗体为本实验

室制备。羊抗兔免疫荧光抗体购自美国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．引物的设计及合成：根据GenBank中I-IV基

因序列，设计3对HTNV、SEOV特异性S片段引

物。HTNV引物：HTN-S558F／I-ITN．$830R，HTN．

$774F／S1007R和$927F／Sl 168R。SEOV引物：SE0．

S567F／SEO．S870R，SEO．S802F／S l007R和$927F／

Sll68R(表1)。

4．病毒RNA提取及反转录聚合酶链反应

(RT-PCR)：用RNAprep Tissue Kit(Qiagen)提取

RNA。用随机引物和MMLV反转录酶(Promega)

合成cDNA。用上述引物扩增部分S片段(SEOV：
nt 588一l 147，产物长度560 bp，HTNV：nt 615一

1141，产物长度527 bp)。具体扩增条件为：94℃预
变性5 min，94 oC 45 S，55 oC 45 S。72 oC 45 5，共30

个循环．最后于72℃延伸5 min。PCR产物用l％琼

脂糖凝胶电泳后．用凝胶回收试剂盒(Qiagen)进行
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表1用于RT-PCR的HTNV和SEOV S片段特异性引物

AAGCATGAAGGCAGAAGAGAT

TAGTCCCTGTTTGTTGCAGG

ACTCCCAGATACAGCAGCAGT

AC—汀CTGTATGTGTCAATGCC

CATTCCTGCAAGTGCACCTTG

GGGAGrrⅣ汀CTGGGAATCC

ACAAACAAGCATGTTGGTGG

GATTGAAGATATTGAGTCACC

GTTGlju℃CCCATTGATTGTG

纯化。用ABI 3730自动测序仪测序。

5．系统发生分析：用BioEdit软件进行基因序列

排序及同源性分析，用PAUP*4．0软件进行系统发

生分析，以最大似然法(ML)构建系统发生树，分支

支持率用1000次重复bootstrap分析。用于比较分
析的HV序列来自于GenBank(表2)。

结 果

1．HV抗原检测：2000—2003年在武汉地区新

洲、江夏疫点居民区及野外共捕获啮齿类动物437

只，其中褐家鼠282只(64．53％)，黄胸鼠31只

(7．09％)，黑线姬鼠104只(23．80％)，小家鼠20只

(4．58％)。采用IFA法检测437份鼠肺标本，共检出

24份鼠肺标本HV抗原阳性，其中15份为褐家鼠，9

份为黑线姬鼠，病毒携带率为5．49％。其他鼠种的鼠

肺标本中没有检测到HV抗原。2009--2011年在江

夏疫点居民区及野外捕获啮齿动物173只，其中褐家

鼠125只(72．25％)，黑线姬鼠48只(27．74％)。IFA

法检测鼠肺标本，7份为HV抗原阳性，其中4份为褐

家鼠，3份为黑线姬鼠，病毒携带率为4．05％(表3)。

2．RT-PCR：2000—2003年和2009—201 1年3l

份HV抗原阳性的标本中，22份标本用HTNV、

SEOV型特异引物成功扩增部分S基因片段，并进行

序列测定。其中17只(13只褐家鼠，4只黑线姬鼠)

鼠肺标本扩增出SEOV部分S基因片段(nt 588一

1147)。5只黑线姬鼠的鼠肺标本扩增出HTNV部分

S基因片段(nt 615一1141)。

3。系统发生分析和同源性分析：用SEOV和

HTNV部分S片段核苷酸序列构建的系统发生树

(图l、2)。图l显示，17株SEOV形成3个分支：①7

株病毒(来源于2000--2003年江夏7只褐家鼠)与

Z37、ZTl0、BiHD01和JUN5—14等病毒分在同一分

支．这7株病毒之间的|一J源性为99．2％以上．与疫苗

株Z37的同源性97。1％一97．4％。②9株病毒
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表2用于系统发生分析的病毒株及来源

襄3武汉地区不同调查时问捕获啮齿类动物种类
和HV阳性只数

洼：括号外数据为阳性只数．括号穴数据为阳性率

100

100

59

70

80-39

Tchoupitoulas—SR—ll
BjHD01
737

一ZTl0

100

JUN5一14
JiangxiaRnlS
·Ji∞gxiaRn2
JiangxiaRn20
liangxiaRa2 l

JiangxiaRn37
Jian置,xiaRn43
一JiangxiaRn29
IR46I

JiangxiaRn35
Xin汕ouAal 12

XiuzhouRnl4
XinzhouRn38

XinzhouRn40
XinzhouAa75
XinzhouAa8l
XinzhouAa86

JiangxiaRnl-12
一Ji∞gxiagnl—14

lIb8610

础醮：坨
-------·一Gou3

7J5

’百矿
图l SEOV部分S片段序歹lJ(nt 588～l 147)

构建系统发生树

SNV

O．02

图2 HTNV部分S片段序列(nt615一1141)

构建系统发生树

(2000--2003年新洲3只褐家鼠和4只黑线姬鼠；
2009--201 1年江夏2只褐家鼠)形成一新的分支，与

Z37的同源性为96．9％。③1株病毒JiangxiaRn35

(2000--2003年江夏褐家鼠)形成一个单独的分支，

与Z37的同源性为97．3％。

图2显示，由黑线姬鼠携带的5株HTNV形成2

个分支：①l株病毒XinzhouAa87(2000--2003年新

洲黑线姬鼠)与代表株76一118聚在一个分支中，两

病毒部分s片段序列相似度达100％。②另外4株病
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毒(2000--2003年新洲3只黑线姬鼠，2009--2011年

江夏1只黑线姬鼠)形成一个新的分支，与湖北分离

株Hu的同源性为84．9％。87．2％，与贵州分离株

Q32的同源性最高(87．4％一88．5％)，与代表株

76一118的同源性为84．2％～86．2％。

讨 论

本研究通过对武汉地区HFRS发病数相对较高

的江夏区、新洲区调查发现，当地优势鼠种是褐家

鼠，HV宿主为褐家鼠和黑线姬鼠。2000—2003年

啮齿动物HV携带率为5．49％，2009--201 1年携带率

降为4．05％。对该地区啮齿动物HV进行基因分型

及系统发生分析，发现22份RT-PCR阳性的标本中，

17份为SEOV，5份为HTNV。当地流行的HV以

SEOV为主。SEOv主要由褐家鼠携带，能引起轻型

HFRS，导致人群隐性感染的概率高于HnⅣ。近几

年HV流行病学研究表明，我国其他某些地区也是

以SEOV为主b圳。这提示随着我国城镇化进程的

加快，由褐家鼠携带的SEOV的流行有逐渐扩大趋

势。本研究在黑线姬鼠的鼠肺标本中检测到SEOV

的部分S片段基因．提示SEOV“溢出”感染黑线姬

鼠。HV有相对严格的宿主动物特异性，每一型病毒

主要由一种啮齿动物或食虫动物携带。黑线姬鼠主

要生存于野外，而褐家鼠既生存于居民区也生存于

野外。当两种鼠密切接触时，可能造成它们携带的

病毒“溢出”感染。

系统发生分析结果表明，武汉地区的SEOV属于

3个基因亚型，包括以Z37株为代表的第3亚型和2个

新亚型旧】。根据已发表文献。SEOV第3亚型广泛分

布于我国的东北、内蒙古、河北、北京、山东、河南、浙

江等地m¨j。本研究显示，中南地区也存在第3亚型

的分布；SEOV 2个新基阑亚型的发现提示SEoV在

武汉地区具有较强的遗传多样性。

文献报道湖北省HFRS患者中曾检测到HnⅣ

第7和第9亚型扭·¨】。本研究在啮齿动物中除检测到

以76一118株为代表的HTNV第7亚型外，还检测到

一个新的基闪亚型。此新亚型与分离白贵州的Q32

病毒株同源性最高(87．4％一88．5％)。目前在HFRS

患者中尚未检测到此新亚型HTNV，其致病性尚待

进一步研究。2009—2011年的调查结果与2000—

2003年相比，并未发现新的基闪亚型。

近年来我国HFRS新疫区不断出现，老疫区的

类型也有所变化，SEOV疫区不断扩大。本研究应

用RT-PCR、基冈测序和系统发生分析的方法，从分

·83l-

子生物学的角度证实了武汉地区啮齿动物携带的

HV以SEOV为主，并且存在新的SEOV和HTNV基

因亚型。
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