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深圳市啮齿动物感染汉坦病毒的基因特征
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【摘要】 目的 研究深圳市啮齿动物所携带的汉坦病毒分子流行病学特征，分析汉坦病毒基因

型别。方法 采用笼日法布点捕鼠，收集鼠肺标本后研磨提取RNA。运用实时荧光PCR方法进行分

型检测，进一步采用反转录-巢式PCR扩增部分M片段G2区和 S片段核苷酸序列，并进行同源性和系

统进化树分析。结果 共捕获200只鼠类动物，包含褐家鼠189只、黄胸鼠9只和小家鼠2只。汉坦病

毒检出率为 21.0%（42/200），均为汉城病毒，其中宝安区鼠肺检出率最高，达 45.7%（χ2=25.60，P<
0.05）。从阳性鼠肺标本中分别扩增出 25条汉坦病毒M片段G2区和 S片段序列，核苷酸同源性分别

为 95.3%~100.0%和 97.6%~100.0%，与来自广州市的参考序列核苷酸相似性较高。系统进化树显示

此次研究深圳市鼠类动物所携带的汉坦病毒均为汉城病毒的 S2亚型。氨基酸突变位点分析发现，在

S基因编码的核衣壳蛋白中存在 1个位点突变，为BA-111第 973位由丙氨酸（Ala）变为苏氨酸（Thr）。

结论 深圳市鼠类动物所携带的汉坦病毒为汉城病毒的 S2亚型，与深圳市历年以及周边省市汉坦病

毒代表病毒毒株相比变异不大。
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【Abstract】 Objective To study the molecular epidemiological characteristics and
genotypes of hantavirus carried by rodents in Shenzhen. Methods Rodents were captured, and
their lung samples were collected and grinded for RNA extraction. The hantavirus positive samples
were classified by real-time fluorescence PCR. Rat lung nucleic acid samples were selected to amplify
the nucleotide sequences of partial M fragments (G2 segment) and S fragments by reverse
transcription-nested polymerase chain reaction (RT-nested PCR). The PCR products were then
sequenced and homology and phylogenetic tree analyses were conducted. Results A total of 200
rodents were captured, including 189 Rattus norvegicus, 9 Rattus flavipectus and 2 Mus musculus.
The positive rate of hantavirus was 21.0% (42/200), all of the isolates were seoul virus (SEOV)
strains. The positive rate of hantavirus in Bao'an district was highest (45.7%), and the difference in
detection rate among districts were significant (χ2=25.60, P<0.05). A total of 25 G2 segment
sequences and S fragment sequences of SEOV were obtained by virus gene sequencing, and their
nucleotide homology was 95.3%-100.0% and 97.6%-100.0%, respectively. Compared with other
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reference sequences of S2 subtype, the nucleotide homology between the sample sequence and the
reference sequence from Guangzhou was high. Analysis on nucleotide homology and phylogenetic
tree showed that hantavirus carried by the rodents captured in Shenzhen belonged to SEOV S2
subtype. Analysis on amino acid variation sites revealed that there was a variation in the
nucleocapsid protein encoded by S gene from Alanine to Threonine at the 973 position of BA-111.
Conclusion Hantavirus carried by rodents in Shenzhen belongs to S2 subtype of Seoul virus, which
have little variation compared with the hantavirus strains obtained in other years in Shenzhen and
surrounding provinces.

【Key words】 Hantavirus; Seoul virus; Genetic type; Sequence analysis

汉坦病毒是一种分节段的负链单股 RNA病

毒，属于布尼亚病毒科（Bunyaviridae）汉坦病毒属

（Genus hantavirus）。汉坦病毒不同的血清型可以

引 起 不 同 的 疾 病 ，主 要 是 肾 综 合 征 出 血 热

（hemorrhagic fever with renal syndrome，HFRS）和汉

坦病毒肺综合征（hantavirus pulmonary syndrome，
HPS），HFRS在中国呈高度流行，占世界病例总数

的 90%［1］，HPS在我国还未出现相关病例。汉坦病

毒在中国流行的两种血清型，汉滩病毒和汉城病毒

主要由黑线姬鼠和褐家鼠携带，是HFRS的两种主

要病原体［2］。汉坦病毒含有小（S）、中（M）和大（L）
3个基因片段，分别编码核衣壳蛋白（nucleocapsid
protein，NP）、糖 蛋 白 前 体 蛋 白（glycoprotein
precursor，GPC）和 L蛋白或病毒 RNA依赖的 RNA
聚合酶［3］。GPC翻译后可被水解为Gn和Gc两个糖

蛋白，其中Gc含有主要的中和抗原决定簇能诱导

机体产生中和抗体，对感染汉坦病毒的动物和人体

具有保护作用，所以国内外大多数研究选择Gc基
因（即G2）进行扩增进而对汉坦病毒分型［4-5］。

我国HFRS发病呈现明显的地域差异，北方地

区发病率显著高于南方［6］。在 2014年的调查中，广

东省的HFRS报告发病数处于全国排名第 9位，珠

三角地区（广州、深圳、佛山、珠海、东莞）的发病率

较广东省其他地市高［7-8］，其中深圳市自 2015年以

来HFRS疫情呈现下降趋势，但每年仍然有不少病

例出现［9］。为从病原学上得出HFRS病原体的分子

流行病学特征，本研究于 2021年 9-11月在深圳市

开展鼠类动物携带汉坦病毒病原学监测。

材料与方法

1.标本来源：2021年 9-11月由深圳市 CDC及

其下属单位组织，在深圳市龙岗、宝安、光明、罗湖、

龙华区及大鹏新区采用笼日法布点布笼捕鼠。将

捕获的啮齿动物经分类鉴定和记录编号后，以无菌

操作取鼠肺，标本放-80 ℃冰箱中冷冻保存。

2.汉坦病毒检测与分型：将 2 ml含 1个不锈钢

珠（直径 5 mm）的微离心管放置在干冰上至少预冷

15 min。取 30 mg新鲜或冷冻鼠肺组织转移至预冷

的微离心管中，于干冰上孵育 15 min后，再放入无

菌组织研磨器中室温下孵育 2 min，加入适当体积

裂解缓冲液，研磨充分后取上清，使用瑞士罗氏公

司MagNA Pure 96 Cellular RNA Large Volume Kit核
酸提取试剂盒、MagNA Pure 96全自动核酸纯化仪

按照操作手册提取鼠肺研磨液中的RNA。采用中

国上海伯杰医疗科技股份有限公司生产的汉滩病

毒/汉城病毒核酸检测试剂盒（双重荧光 PCR法，

SJ-BM-202-2）对核酸进行检测及分型。

3. 反转录-巢式 PCR：汉滩病毒和汉城病毒特

异性引物参照文献［10］。取荧光 PCR阳性且 Ct≤
30的核酸样品，使用 PrimeScript™ 1 st strand cDNA
Synthesis Kit（日本 TaKaRa公司）试剂盒进行反转

录合成 cDNA，反应条件：50 ℃，60 min；70 ℃，

15 min灭活反转录酶。获得 cDNA后使用 Ex Taq®
Hot Start Version（日本 TaKaRa公司）试剂盒进行巢

式 PCR，两轮反应条件相同。反应条件：98 ℃，

10 s；55 ℃，30 s；72 ℃，1 min，30个循环。取 5 μl第
1轮 PCR反应产物为模板，使用不同型别的内引物

进行第 2轮 PCR反应，反应总体积均为 50 μl。使

用 1%琼脂糖凝胶电泳对扩增产物验证，选择具有

代表性的汉坦病毒阳性样品送往深圳市华大基因

科技有限公司进行M（G2）基因和 S基因部分片段

PCR产物测序。

4. 序列同源性分析及进化树的构建：通过

BioEdit、Mega 11.0软件对测序结果进行拼接修剪、

多序列比对；采用MegAlign软件进行同源性分析；

采用Mega 11.0软件以邻接法构建系统发生树，检

验方法用Bootstrap法重复 1 000次分析，iTOL在线

网站对进化树进行美化（https：//itol.embl.de/）。采

用DNAMAN 9.0和 SnapGene软件分析氨基酸突变
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位点以及蛋白质二级结构预测。对亚型分析参考

序列来源于美国国家生物技术信息中心（NCBI）
（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov）。

5.统计学分析：采用 Excel软件对鼠类监测数

据进行整理汇总，采用 SPSS 21.0软件对鼠类病原

学监测结果进行统计学分析，以 P<0.05为差异有

统计学意义。

结 果

1. 鼠类携带汉坦病毒病原学监测：在深圳市

6个行政区共捕获 200只鼠类动物，其中，龙岗区

61只（30.5%），罗湖区 40只（20.0%），光明区 38只
（19.0%），宝安区 35只（17.5%），大鹏新区 16只

（8.0%），龙华区 10只（5.0%）；包括 3个鼠种：褐家

鼠 189只、黄胸鼠 9只和小家鼠 2只。荧光 PCR检

出汉坦病毒阳性鼠肺 42份，均为汉城病毒，带毒率

为 21.0%。褐家鼠汉坦病毒检出阳性率为 20.1%
（38/189），9只黄胸鼠中 4只检出汉坦病毒，小家鼠

未检出，鼠种间的检出率差异经 Fisher确切概率检

验结果显示差异无统计学意义（χ2=3.20，P>0.05）。

各个行政区的鼠类汉坦病毒检出情况见表 1，各区

汉坦病毒阳性率差异有统计学意义（χ2=25.60，
P<0.05）。

2. 序列测定及同源性分析：根据标本采集地

区、鼠种和编号命名各区检出的汉坦病毒序列

（LG=龙岗区、GM=光明区、BA=宝安区、DP=大鹏新

区，其中龙华区鼠肺未检出，则LH为罗湖区的标本

序列名称）。对测序结果进行修剪，去掉引物和多

余序列，得到M片段和 S片段各 25条，比较的核苷

酸序列长度分别为300 bp（2 003~2 302 nt）和368 bp
（613~980 nt）。

（1）M片段序列同源性分析：对核酸序列结果

同源性分析结果显示，获得的M片段序列相互间的

相 似 性 为 95.3%~100.0%，与 汉 滩 病 毒 标 准 株

76-118相似性为 70.7%~72.0%，与汉城病毒标准株

80-39的相似性为 94.3%~96.3%。与深圳市历年分

离出的 SZ2082株核苷酸相似性达 96.3%~98.7%，

与深圳市以往检出的汉坦病毒标本（lh072、lh034、
ba066、ba013）序列相似性为 95.0%~99.0%［10-11］。与

其他国内外发现的汉城病毒毒株核酸序列同源性

最 高 的 是 来 自 广 州 市 的 GZ325，相 似 性 达 到

96.3%~100.0%。

（2）S片段序列同源性分析：对核酸序列结果

同源性分析结果显示，获得的 25条 S片段序列相互

间相似性为 97.6%~100.0%，与汉滩病毒标准株

76-118相似性为 66.6%~67.1%，与汉城病毒标准株

80-39的相似性为 94.6%~95.9%。与历年分离株

SZ2082的核苷酸相似性达 98.4%~99.7%，与以往检

出汉坦病毒标本（lh072、lh034、ba066、ba013）相似

性为 97.3%~100.0%。与其他汉城病毒序列同源性

最高的是来自广州市越秀区的GZRn98，相似性为

98.1%~100.0%。由此可见，此次在深圳市发现的

汉坦病毒毒株均为汉城病毒。

3.核苷酸与氨基酸变异位点分析：以汉城病毒

标准株 80-39为参考序列，核苷酸序列中碱基置换

突变（点突变）较多，对于M（G2）基因编码的糖蛋

白，仅发现全部序列第 2 092位碱基由G变为A，与
BA-131第 2 093位由G变为A，导致第 29位精氨酸

R变为赖氨酸K，但与疫苗株 L99、Z37相比则未见

变异位点。见图 1。在 S基因编码的核衣壳蛋白中

有 1个特异的氨基酸位点差异，为 BA-111序列第

973位由G变为A，导致氨基酸发生突变，由丙氨酸

A变为苏氨酸 T。见图 2。在所有的氨基酸突变位

点中未发现与相关免疫抗原表位有关的位点。

4. 系统进化树分析：根据测序结果获得的

25株M和 S基因核苷酸序列以及参考国内外汉坦

病毒各基因亚型代表序列，利用Mega 11.0软件构

建系统进化树。本研究所获得的鼠类汉坦病毒毒

株 M 片段（2 003~2 302 nt）核酸序列与汉城病

毒-S2亚型的几株参考序列在同一枝大分支上，与

BjFT01、Beijing-Rn、GZ325等的遗传变异度均较

小。见图 3。根据 S片段（613~980 nt）构建的系统

发育树可以得出和M片段同样的结果，与北京市的

BjFT01、广东省的 GZRn98和福建省的 XM47属于

同一分支（图 4）。2条片段基因序列均与汉滩病毒

标准株 76-118基因差异跨度较大，与 S2亚型参考

序列处于同一分支可以证明该 25株汉坦病毒属于

表1 深圳市鼠类动物携带汉坦病毒检出情况

地区

龙岗区

罗湖区

光明区

宝安区

大鹏新区

龙华区

合计

检测数

61
40
38
35
16
10
200

阳性数

7
9
3
16
7
0
42

阳性率（%）
11.5
22.5
7.9
45.7
43.8
0.0
21.0
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汉城病毒的 S2亚型。此外，不同行政区的M和 S片
段样本序列在系统发育树中的 S2分支均有不同程

度的聚集。

讨 论

本研究在深圳市部分地区共捕获啮齿动物

200只，汉坦病毒检测阳性 42份，优势鼠种为褐家

鼠，其次为黄胸鼠和小家鼠。阳性样本经荧光PCR

分型均为汉城病毒，与既往研究结果相同［10-11］，即

深圳市属于HFRS疫源地家鼠型（汉城病毒）疫区。

有学者研究发现深圳市宝安区为HFRS高发区，此

结果与本研究中宝安区鼠类汉坦病毒带毒率

（45.7%）最高的现象相呼应［9］。宝安区捕鼠布点均

为城中村，该区城中村用地面积达27.6 km2，人口密

度超出全市平均数值，餐饮、商业等服务场所密集，

每日产生大量生活、餐厨垃圾，易出现鼠类泛滥的

情况。汉坦病毒的传播主要是人类与啮齿动物直

图1 深圳市汉坦病毒M片段（2 003~2 302 nt）与周边地区代表毒株核苷酸与氨基酸差异位点比较

图 2 深圳市汉坦病毒S片段（613~980 nt）与周边地区代表毒株核苷酸与氨基酸差异位点比较
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接接触或吸入受感染动物的排泄物或分泌物中的

污染气溶胶［12］，所以有理由认为HFRS病例出现与

当地鼠类汉坦病毒感染率相关。

过去普遍认为汉坦病毒具有宿主特异性，具体

表现为不同型别的汉坦病毒在与宿主长期共存的

过程中形成各自独特的基因特征，每一型的汉坦病

毒主要由一种或几种亲缘关系密切的鼠类动物携

带并传播［13］。但在本研究中发现汉坦病毒阳性鼠

肺中有 4份来自黄胸鼠，通过系统发育树分析黄胸

鼠携带的汉坦病毒的序列与褐家鼠处于同一分支

且同源性极高，都能携带同一亚型的汉城病毒。比

如 LHhx-174（黄胸鼠）与 LG-45（褐家鼠）等几株毒

株扩增出的 S以及M基因序列在进化树中呈现一

定的区域聚集性，可能是在罗湖与龙岗相邻两区的

布点范围周边褐家鼠与黄胸鼠接触活动密切，提示

汉城病毒在不同宿主体内适应性强，具有跨种传播

的可能性，以及在进化过程中病毒可能从褐家鼠

“溢出”到黄胸鼠［14］。我国云南、河南等省份的调查

中亦出现了此种“溢出”现象［15］，表现为褐家鼠、黄

胸鼠和小家鼠均能携带 S1和 S3型的汉城病毒。

Plyusnin和Morzunov［13］提出宿主选择性替换假说来

推翻之前的宿主决定论，即汉坦病毒可以跨越宿

主-物种屏障，建立新的病毒/宿主系统，当宿主动

物与潜在宿主（通常是密切相关的啮齿动物物种）

共处时，可能会发生宿主转换事件。

本研究分别对M片段（G2区）和 S片段进行核

苷酸序列比对，结果显示M片段序列的核苷酸同源

性为 95.3%~100.0%，S片段序列为 97.6%~100.0%，

M和 S片段序列与汉城病毒参考序列同源性高于

汉滩病毒。结合分析系统发育树后发现样本核苷

酸序列均与BjFT01等 S2亚型参考序列处于同一大

分支，种群遗传距离不大，其中与M片段和 S片段

同源性最高的分别为广州市病毒毒株 GZ325和
GZRn98，最高均达到 100.00%，因此推测深圳市部

分汉坦病毒阳性样本极有可能由广州市疫源地传

入。珠三角地区口岸众多，对外贸易十分频繁，据

一项调查表明在广东省机场口岸、铁路口岸、客运

港口岸和货运海港口岸中，海港口岸的鼠形动物及

图3 深圳市汉坦病毒M片段（G2区）核苷酸序列（2 003~2 302 nt）系统进化树
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种类最多，客运港口岸鼠密度和汉坦病毒携带率最

高，且汉坦病毒检出阳性标本均为汉城病毒的

S2亚型［16］，与本研究以及过去对深圳市鼠类携带

汉坦病毒基因分型的研究结果相符［10-11］。其次，不

同行政区之间的汉坦病毒分布呈现出相对的地区

聚集性，以及在与深圳市不同区过去获得的汉坦病

毒 核 苷 酸 序 列 比 对 中 显 示 出 较 高 的 同 源 性

（ba013与 DP-148、LG-57，ba066与 DP-148、LG-57
同源性达到 100%），推测是由于各区鼠类流窜，相

邻区甚至距离较远的区域之间鼠类流动性都较强，

且核苷酸变异较小所致。尽管汉坦病毒毒株可能

来自于不同宿主、不同年代，但对基因的同源性和

系统进化影响较小，体现在不同年代的同一地区分

离株或不同地区的分离株都处于同一分支，表明汉

城病毒还是以地理聚集性为主［17］。值得一提的是，

由于有充足的栖息地、食物和水供应，城市环境也

已被证明会促进鼠类动物数量的增长和相关人畜

共患病的传播［18］，汉城病毒高发极有可能与宿主物

种和城市环境直接相关［19］。

汉坦病毒M片段基因的变异往往较其他片段

更活跃，一个碱基的突变就可能导致病毒毒力、传

染性的变化［14］。对样本序列与汉城病毒国际标准

株、疫苗株以及来自周边省市（广州市、福建省、海

南省等）的代表性毒株序列进行核苷酸与氨基酸变

异位点分析后发现，核衣壳蛋白中存在 1个氨基酸

位点差异，为BA-111第 121位由丙氨酸A变为苏氨

酸 T，其余则多为同义突变。糖蛋白中未见明显特

异性氨基酸突变，表明深圳市汉坦病毒与邻近地区

汉坦病毒同源性较大，流行性出血热疫苗对于人群

预防HFRS也依旧具有有效的保护作用。

本研究对深圳市的鼠类种群、汉坦病毒的分子

流行病学进行了调查，明确了深圳市汉坦病毒鼠类

宿主所携带的汉坦病毒基因型为汉城病毒的

S2型，与广东省汉城病毒主要流行亚型相同，且与

福建省、海南省等地毒株同源性较高，汉坦病毒核

衣壳蛋白存在 1个氨基酸变异位点。优势鼠种为

图4 深圳市汉坦病毒S片段核苷酸序列（613~980 nt）系统进化树
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褐家鼠，亦是深圳市HFRS的主要传染源，各区应

根据当地的生态环境特点以及鼠类动物的活动习

性制定不同的防治措施以预防此类自然疫源性疾

病的发生，在控制家鼠类动物孳生的同时也应加大

对黄胸鼠的灭除。
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