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北京市部分人群和农产品
鼠间汉坦病毒感染的研究

集散地
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·实验研究·

【摘要】 目的 了解北京地区鼠间汉坦病毒(Hv)感染的可能来源与线索。方法2004年4 5

月选取北京城区某大型火车站和郊区某大型农产品贸易集散地，采用夹夜法捕鼠，应用间接ELIsA

法检测鼠血清IgG抗体；针对HvM和s基因片段设计汉城型病毒(sE0v)特异引物，应用逆转录一聚

合酶链反应检测鼠肺中Hv．阳性标本直接测序．与GerlBank已知序列进行两两比较，对获得序列进

行多重比较分析并构建系统发育树。结果共捕获鼠类24只，平均密度3．49％(24／690)．火车站和农

产品集散地平均鼠密度分别为1．25％(3／240)和4．67％(21／450)．血清抗体阳性率分别为0．0％和9 5％。

优势种分别为小家鼠和褐家鼠，带病毒率分别为14 28％(1／7)和5 89％(1／17)。序列比较结果显示：

2份扩增阳性标本M片段核苷酸差异为7 6％，来自火车站的dc501与山东省sD227、河北省Hebel4

株亲缘关系较近。来自集贸市场的BjFT01株与(油Bank中已注册的其他北京市sE0v株比较，存
在些独特的基因差异．并与海南省HN7l株、浙江省K24一E7株多个位点变异类型一致，同源性较

高，构成一个支系。而其S片段与韩国80 39株同源性最高(96．4％)，与浙江K24 E7同源性为

95 5％。结论北京市人群及农产品集散地鼠类Hv感染对肾综合征出血热流行的潜在危险较大．

家栖鼠携带并传播的sEov由上述类似地区从外埠输人到北京的可能性较大，但有待进一步研究。
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汉坦病毒(Hantavirus，Hv)是由鼠类等动物传

播的一种动物疫源性病原，主要引起欧亚地区的肾

综合征出血热(HFRs)和南、北美洲的汉坦病毒肺

呼吸综合征(HPS)。北京地区自1996年首次从某

火车站集装箱中采集的褐家鼠身上发现Hv感染的

病原学证据后，疫情迅速上升，并向市中心蔓延，其

疫情随宿主动物从外源输入的可能性较大。汉坦病

毒M基因编码糖蛋白G。G2，是病毒的毒力、中和抗

原和型特异性抗原位点，xiao等⋯利用该基因的

1983～2316片段创立了一种简捷、可靠的Hv基因

分型诊断方法。利用该片段或扩展的该片段的分型

方法目前也被国内外很多研究者所采用”“。鉴于

此，本研究选取部分外埠Hv宿主的可能输入点捕

鼠，在进行鼠血清学Hv抗体检测的同时，利J日巢式

PcR扩增1936～2353靶序列。另外，我们对扩增得

到的M片段变异较大的毒株s基因部分片段进行

巢式PcR扩增，以进一步比较确定所获得序列的分

类地位和病毒感染的可能来源。

材料与方法

1．材料：双价出血热灭活疫苗购自浙江天元生

物药业有限公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠

IgG为北京鼎国生物技术公司产品；Triml试剂购自

美国Invitmgen公司；AMV逆转录酶、RNA酶抑制

剂为美国ProⅡl《a公司产品；玻璃奶DNA回收纯

化试剂盒由博大泰克公司提供。

2．凋查地点和标本采集：2004年4～5月选取

北京城区某大型火车站和郊区某大型农产品贸易集

散地，采用夹夜法捕鼠。在火车站站台内两侧铁道

沿线以及紧挨铁道沿线的库房、平房和火车外来垃

圾中转站置夹。铁道沿线置夹两行，行距50～

100 m，夹距5 m，每行约25夹。房屋内和垃圾站内

沿墙根、暖气道、拐角等隐蔽处置夹，每10 m2置l

夹，总共80夹／夜，连续捕获3夜。农产品贸易集散

地调查点在粮油、蔬菜贸易摊点、门面店内与外来货

车停车场附近等地置夹，屋内置夹密度同前，场外沿

四周隐蔽处置夹，夹距5～10 m不等，总共150夹／

夜，连续3夜。现场对捕获鼠用75％酒精进行腹部

消毒，剪取全部肺脏标本，置液氮罐中冻存运输备

检。用移液器抽取胸腔血或心血，分离血清，一20℃

保存。血清量不足的用滤纸片吸蘸后置离心管中，

20℃保存备检。

3宿主动物血清Hv IgG抗体检测：采用间接

ELIsA法检测血清Hv—IgG抗体。

(1)血滤片处理：每张蘸血滤纸片加入200￡t1

0 85％生理盐水，4℃过夜，56℃水浴30 min灭活，

5000 r／min离心5 min，取上清即为1：4稀释血清。检

测血清稀释度为1：40，筛出的阳性标本再以l：80稀

释度进行复核检验。

(2)Hv—IgG抗体检测：取双价出血热灭活疫苗

超声破碎后包被聚苯乙烯微孔板，每孔100"I，4℃

过夜，110 pl TsTA封阻液(Tris 50 mmo“L pH值

7．6、NaCl 142 mmol／L、Tween一20 O 05％、NaN，

0．05％、BsA 2％)37℃封阻2 h，加人‘I、sTA稀释血

清(1：40)100扯l，37℃l h，加入TSTA稀释(1：

1000)的辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠IgG，37℃

1 h，显色后在450 nm波长处测定吸光度值。阳性对

照血清由双价出血热灭活疫苗免疫BALB／c小鼠后

获取，阴性对照血由正常对照BALB／c小鼠获取。

每板设2孔不同稀释度阳性对照，12复}L以上阴性

对照。结果判定以阴性对照<0．1(<0．05以O 05

计)且P／N值≥2 0为阳性。

4．宿主动物Hv RNA检测：采用TRIz01。一步

法提取标本肺组织总RNA，按照说明书操作。采用

RT—PCR法检测病毒核酸：在提取的RNA中加入特

异引物P14 3“I，70℃5 min，冰上冷却5 min，加入

AMv逆转录酶9 u，5×反应缓冲液5 pl，lo mmol儿

dNTPs 2扯l，RNA酶抑制剂1 5 u，总体积为25肚l，

离心后42℃1 h，99℃10 min，一20℃贮存。按参考

文献[6，7]设计HvM、s基因片段分型引物(表1)，

对M片段进行扩增和测序，对序列变异较大的标本

s基因片段进行扩增，M片段大小为382 bp(汉滩

型)和395 bp(汉城型)，s片段大小为402 bp。反应

体系：10×缓冲液3 0”l，Taq酶l u，dNTPs各

1 mmol／L，MgcL 1．5 mm。l／L，模板3 pl，总体积

30 Itl。第一轮扩增产物10倍稀释作为第二轮扩增

模板。M片段扩增条件为：94℃4 min，94℃15 s，

54℃20 s，72℃20 s，38个循环，72℃7 mjn。s片

段扩增条件为：94℃4 nin，94℃30 s，55℃30 s，

72℃30 s，35个循环。扩增产物用1，2％琼脂糖凝
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表1 所用引物名称、序列和位置
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*为汉滩犁76—118株M、s片段对应位置

胶电泳分离。

5．DNA序列测定与比较分析：阳性标本扩增

产物纯化后，送上海博亚生物工程有限公司测序。

所得序列与GenBank已知序列进行两两配对比较；

选择代表性Hv参考序列，利用DNAsTAR软件包

中EditSeq和MegAljgn软件进行多重分析比较，构

建系统发育树。

结 果

1宿主动物捕获及HV感染情况：

(1)不同生境鼠类分布和构成：两个调查点共捕

获鼠类24只，均为褐家鼠和小家鼠。其中在火车站

捕获的均为小家鼠，捕获率为1．25％(3／240)，均捕

获于客车外来垃圾中转站。其他采集生境(铁道两

旁及两侧平房内、铁路桥下等)均未捕获。农产品集

散中心调查点在粮油、蔬菜贸易摊点、门面店内以及

货场附近等生境均有捕获，捕获率为4．67％(21／

450)，其中褐家鼠占优势(表2)。

表2 不同生境鼠类动物构成(％)

(2)}Ⅳ一IgG抗体检测结果：经ELIsA检测，火

车站和农产品集散地鼠类血清标本Hv抗体阳性率

分别为0 O％(0／3)和9 5％(2／21)。

(3)RT—PcR检测结果：24份肺组织中，使用汉

城型内特异引物(sEov)，BjFT01和dc501扩增到

与目的基因大小相符的片段，检出率8 3％(2／24)

(图1左)，其余样品两种型别引物扩增均为阴性。

对M片段序列变异较大的BjFTm株s片段进行了

RT—PCR扩增，也得到了约400 bp目的带(图l右)。

dc501来源于某火车站外来垃圾中转站小家鼠，

BjFT0l来源于农产品集散地褐家鼠，两地阳性率分

别为66．67％(1／3)和4．75％(1／21)。

左图为M片段，1：Nc；4：dc5叭；8：BjFT叭，其余为其他个体鼠

肺组织样品，Ml：100 bpMarker

右图为s片段扩增产物，10：NC；儿：BjFT01；M2：Marker

图1 RT-PcR扩增产物l 2％琼脂糖电泳结果

2．M基因片段序列比较结果：2份阳性标本

(dc501和BjFT01)M基因片段序列，向GerlBank进

行了注册，其序列号分别为AY725996和

AY645717。两者对应位置核苷酸差异为7．6％。选

取亲缘关系较近的一些参考株，比较该区段的序列

差异，结果发现：这些毒株该区域有36个位点存在

核苷酸差异(48～327 nt，即对应sEov标准株z37

M全基因2006—2285 nt位置)(表3)，dc501在

138 nt位点发生C—T变异，并与山东sD227株该位

点变异类型相同，在309 nt位点不同株型各有两种

碱基(c和T)。BjⅢl株在该区域内有多个位点
碱基发生改变，在51 nt、147 nt和297 nt位点处具有

独特的碱基类型。在150 nt、264 nt和270 nt位点处

与K24一E7、HN71具同样碱基类型。273 nt处，

BjFlul仅与HN71相同(表3)。进一步推导氨基

酸序列，未发现氨基酸变化。
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表3 Hv-M基因片段与已知参考株相对应位置序列核苷酸类型的比较

株型而而面丽面丽而而丽丽慕等纂鬻篆‰丽而丽丽面莉而丽沥48 5l昕I呢114123126129I=；l{144147l，11561f16168195ZH231 234237 243‰26I 26426727U 273揣2吕2 2龉288291研309Ⅲ327
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T C(：r(1 A T(’C 7I'A(；(：{；(：r A C C I A l'C A I G A C C T T T C T C T
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滓：参考株来源和GenBank注册序列号：目HD01(北京海淀AY627049)，sD227(山东A瑚27091)，Hebei4(河北AB027089)，z37(浙江

AF19 0119)，K24 E7(浙江AF288653)，HN7l(海南AljIl27()84)，sR(口奉M34882)，Ind㈣a(印尼AJ620583)

系统发育树结果表明：dc501源自某火车站外

来垃圾中转场一小家鼠，与山东省sD227、河北省

Hebe4株更为接近，同北京海淀褐家鼠分离株

BiHD0l等共同位于z37簇。B{FTDl则与北京其他

株、邻近省份等毒株关系较远，而与来自海南省

HN71、浙江省K24一E7以及河南省R22和江西省分

离自罗赛鼠(R zmm)的L99位于一个支系，同源

性较高(图2)。

9 9——————T——————T——————r——————r————]
8 6 4 2 0

注：参考株来源和Gen＆nk沣册序列号：北京地区为昌J|￡

chp302(AY725990)、cPll07(AY725991)、尔城dcl208(AY725995)、

延庆YQ．K2(AY725998)和海淀目HD01(AY627049)；邻近省份株为

山东sD227(AB027091)和河北}Iebel4(AB027089)；远距离省份株为

浙江z37(AFl90119)、K24 E7(AF288653)和GOI，(AR027521)、河南

R22(S68035)、江西L99(AF035833)和海南HN71(AHl27IJ84)；国外

sEov株为韩国80，39(s47716)、口本sR(M34882)和印尼Jakartd

37(AJ620583)

图2 基于M片段部分序列构建dc5叭、BjFlm与

其他相近SE0Ⅳ系统树

3．病毒s基因片段序列比较分析：M片段序列

变异较大的BjFT01株s片段序列变异较少，经

BLAST比较，发现其与80—39对应的S片段同源性

最高(96．4％)，次之为黑龙江株zy27，而与z37株

为95．8％，与K24一E7 s片段相应区段同源性为

95．5％。

讨 论

当今交通运输和经济贸易的迅猛发展也加剧了

物种的迁移与交流，外来生物的危害事件也时有发

生，作为sEov重要宿主的家栖鼠随着火车、农产

品货车流窜迁移的机会也更多，从而使包括Hv在

内的鼠源疾病传播加快，使得人群被感染Hv的机

会也大大增加。而且不同宿主(种群)来源Hv在新

的宿主体内重组变异，使HFRs疫情面临新的问题

与挑战。近些年我国HFRs病例依然居高不下，家

鼠型HFRs疫情也逐渐向大城市蔓延，其原因亟待

解决。由于褐家鼠、小家鼠的世界范围性分布，欧洲

和印尼最近也发现与我国及日本亲缘关系非常接近

的sEov”’“，说明r sEov通过家栖鼠远距离传播

已是现实。鉴于北京地区1996年后疫区逐渐扩大，

本研究的调查结果可以从一个侧面了解其中的一些

原因和线索。

本研究表明，来自某火车站外来垃圾中转场一

小家鼠的病毒dc501与山东株sD227、河北株

Hebei4接近，由于河北省、山东省是HFRs高发省

份，为我国主要的流行区，加之小家鼠耐干燥、柄居

场所更为隐蔽的生态习性，垃圾中转场通过火车垃

圾夹带小家鼠的可能性极大，所以该地带采集的小

家鼠携有外来小家鼠种群遗传基因的频率也应较
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高，该地sEOv输人性的可能性也大。该火车站位

于城市中心地带，加之城区近几年才发现有本埠

HFRs病例发生，这不仅仅是巧合。幸运的是，该地

区的鼠密度较低(1．25％)，但阳性率很高。由于人

们往往注重脏乱差之地褐家鼠的防控，经常忽视小

家鼠的捕杀，而小家鼠更强的生态适应性，其较之褐

家鼠更难防控，尤其是和其同域褐家鼠被大量毒杀

后，种群数量往往会明显波动，危害会尤为突出，这

些足以说明了北京这些类似地区潜在的HFRS疫

情蔓延的危险性不容忽视。

本研究还发现，来自丰台区某大型农产品集贸

市场褐家鼠的BjFr01株与北京其他株、邻近省份

等毒株关系相对较远，在GenBank中已知的相关

Hv中，与来自海南HN71、浙江株K24一E7、江西

L99和河南株R22亲缘关系较近，其中HN7l的注

册片段长为300 bp，经BLAsT比较，两者的同源性

为98 67％(296／300)，而与K24一E7的同源性为

96 07％(342／356)。其中L99来自同属的罗赛鼠，

宿主不同，但Hv基因差异不大，说明该种变异类型

的Hv宿主生态适应性更强。另外，张秀春等”o研

究认为，北京地区sEov并非均一，至少存在有4

个不同的进化分支，而其中来自丰台区的BF7株与

海南HN71株同为一个进化分支。本研究获得

B1F1Ⅵ1与其结果较一致。由于未获得BF7的序列

以及相关采集资料，未能将其与来源同一地区的

BiF邗l进行比较，但两者应较为近似。该型病毒在
丰台地区的存在应有一定的时间跨度和范围，而且

这种远距离大跨度的相似性是否提示北京汉坦病毒

远距离传播的可能。另外，与GenBank中北京地区

相关Hv对应356 bp的片段内的碱基相比，BjFTDl

变异较多，并有3个位点具有特异的碱基类型，在3

位点处与K24一E7、HN7l具同样碱基类型(区别于

其他毒株)。273 nt处仅与HN71相同，虽均为无义

突变，但很可能处于氨基酸变异的量变过程，电可能

是感染不同宿主种群时的一种生态适应性改变，无

疑也是形成新型Hv的过程。而其s片段与最接近

的株80一39同源性为96 4％，次之为黑龙江株

zy27，而与z37株为95 8％，与K24一E7和K24一V2
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s片段相应区段同源性为95 5％，反映两个片段的

基因变异的非同步性。由于该地区为北京最大的农

产品交易批发市场，每天来自全国各地的货车络绎

不绝，可以认为北京SEOv也极有可能由此类途径

传人。该地区食物资源丰富，鼠害防治相对困难，所

以鼠密度也较高(4．67％)，且褐家鼠为优势种，来自

各地携带有Hv的宿主也极有可能在这里进行互相

传播和基因交流，所以加强交通工具的鼠害防治也

是刻不容缓。

当然，确凿以及详尽的Hv传播证据尚需进一

步获取更多的标本，同时结合宿主遗传进化方面的

信息来证实。而且，病毒来源于传播是一个很复杂

的问题．这需要在加强我国各疫区病毒与宿主基因

信息研究的基础上，继续深入地进行研究，为更加科

学地制定HFRs防治措施提供决策依据。
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