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汉坦病毒(Hantav_吣 )是引起肾综合征出血热(HFRS)的病原体．是布尼亚病毒科的新成 

员．它至少有四个血 清型，即汉滩 (1~ntaan I型)．汉城 (SeodⅡ型)，Puumala(PuuⅢ型 )和 

Prospect HiU(PHⅣ型)，最近还发现 了 3～4种新的血清型。汉坦病 毒肺综合症(Hantavirus 

Pulmonary Synd10】m．m )就是其中之J 。每个血清型病毒分离自不同的宿主动物．血 

清 I型以分离 自黑线姬 鼠的毒株为主，它与严重的 HFRS有关；血清 Ⅱ型以分离 自褐家鼠的 

毒株为主．它与轻型但仍具有致死性的 HFRS相关；血清 Ⅲ型主要分离 自棕背评的毒株与温和 

型 HFRS相关；而血清Ⅳ型主要来 自小田鼠的毒株，与人类疾病无关I 。1993年爆发于美国 

西南部的 HPS的病原体砌分离 自北美独有的鹿鼠，虽然该病毒的分型尚不确切，但可以肯定 

它属于一种新的汉坦病毒_I．2 _7J。每一种血清塑与啮齿类动物的种属关系密切，而与分离的 

地理区域无关H J。汉坦病毒与其它的布尼亚病毒属一洋I 。其棱酸都有三个分节段的单链 

RNA，即大片段(L，分子量约 2．2×106)；中片段(M，分子量约 1．3×10‘)和小片段(S，分子量 

约0．5×10‘)。已知大片段 RNA编码 RNA聚合酶，小片段 RNA合成棱壳蛋 白；而中片段 

RNA合成囊膜蛋白，后者先合成前体糖蛋白，经切割后分剐为 53000和 70000道尔顿分子量 

的 G1和 G2糖蛋白。它们是在单一连续的开放阅读框架上编码I ，并已证实病毒主要的中和 

抗原或保护抗原决定簇定位在 G1和 G2糖蛋白上，是病毒致病性和疫苗研究的重点所在。 

l M 片段的基因结构 

在对汉坦病毒棱酸进行纯化分析的基础上，近年来转向 RNA基因的克隆与表达．尤其是 

对病毒的毒力‘或致病力)和抗原性密切相关的 M 片段的研究，取得了报明显的进展。 

汉坦病毒 76—118株 M 片段 RNA,在不同实验室进行 了 cDNA分子克隆[10,11]，整个片 

段含有 3616个碱基，其中 A、G、c、u分别占 29．8％、17．9％、21．4％、30．8％。在开放阅读框 
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架内，G1蛋白的编码起始于 95～97位碱基、(32蛋白起始于 1985到 1987位，从第 一个起始密 

码开始到 3346--3348位碱基结束，共编码 1 136个氨基酸。分子量约 126 kD。RNA基因排列 

顺序为 5 _G1一(32—3 。G1蛋白起始于第 l9位氨基酸。止于 588--614位。(32蛋白起始于 

第 649位氨基酸而止于 1127～1135位氨基酸，分子量约分别为 64和 54 kD。G1和 G2上分 

别有 5个和 2个潜在的与天门冬氨酸相连的糖基化位点。Gl比 G2更易被糖化。相比之下． 

G2较 G1更稳定，3 和 5 末靖的 22个碱基有 20个互补，与布尼亚属病毒的一般特性相一 

致【 。 

此后，有许多研究者将四个血清翌的代表株分别进行 了克隆和核苷酸序列分析及其特性 

研究。Mark等 分析了Ⅳ型 PH株的 M 片段，并与 Ⅱ型的 SR一11，Ⅲ型的 m lIn萏s和 I型的 

76—118株作了比较uI_”·“J。分析发现。四个血清型的 A、G、c、u的组成比倒相仿，PH株M 

片段开放阅读框架起始于第 50--52位核苷酸，终止于3476--3478位，编码 1142个氮基酸，比 

76—118株多 6个氨基酸．而 比I-hlln／is株少 6个和比 SR一11株多 8个氨基酸 13．14]o PH、 

m lna$、SR一11和 HTN株问G1和 G2的半胱氪酸的稳定性 很高，分别为 78．4％和 93．1％。 

各翌代表株 G1和 G2上的氨基酸同蔼f性 PH株和 m llnas株较高，分别为 74％和 79％，PH与 

SR一11和 HTN相比则较低(Gl为50％。G2为 62％)。进一结果与抗原性分析的亲近关系和 

病毒的致病力强弱相一致。PH株 G1蛋白中有 4个潜在的糖基化位点而另三株只保留其中 

的 3个。位于 527--529位氨基酸位置的糖基化位点不保留。在 G2蛋白上。除 H枷n自s株有两 

个糖基化位点外，其余三株只有一个位点是保守的。 ． 

最近 Spiropoulou等_l 将 HPS毒株的 M 片段的核酸作了序列分析，发现该病毒有 3696 

个核苷酸，比 76—118株多 80个核苷酸，糖蛋白编码起始于 52位，终止于 3467位，共编码 

1132个氨基酸，比76～118株少4个，比PH株少lO个氨基酸，HIS的校苷酸序列的同源性与 

PULl和 PH株较接近。分别为 66％和 65％。而与 HTN和 SEO较远。同源性 只有 58％。同 

样，所有汉坦病毒中的四个糖基化位点 HPS完全保 留，三个在 G1、一 个在 G2蛋白上。在 

HTN、SEO、P删 和 PH株中的半胱氨酸残基 HPS株一样完全保留，这证明 了HPS是一种新 

的汉 坦病 毒 。 

将 四株病毒进行 M 片段编码的蛋 白亲水基扫描图分析。SR一11、HTN和 I4~lngsGI蛋白 

的最大亲水区峰值位于c末端。起始于跨膜蛋白后 14个氨基酸。而PH株最大亲水区峰值位 

于 220到 225位氨基酸。接近 N末端。前三株的G2蛋白亲水 区的最高值也位于 c末端，丽 PH 

株位于跨膜蛋白前 l2个氨基酸处。亲水区的差异明显地与 PH株 Gl蛋白中缺失 了—个氨基 

酸有关，这一点是否与PH株不致病相关尚不清楚。 

Isegawa等  ̈将 76—118株感染 Veto E6细胞传代后得到两株分别为 HVd一1和 HVci 
一 2毒株，I-IVel一1攻击乳鼠呈现高死亡率而 HVd一2毒株无任何症状且可存活。分别将 L、 

M、S片段作序列分析发现．虽然 HVcl一1与 76—118株之间有几个核苷酸或氨基酸的改变， 

但是 Hvd～2和 HVd一1之间仅在 M 片段糖蛋白的 1124位氨基酸由丝氮酸变 为甘氨酸。 

仅此一个氮基酸的置换造成它的毒力和致病力的改变．这是值得进一步证实的。流感病毒的 

血凝素蛋白已发现小至一个单一的氨基酸改变即可导致它的致病力改变IJ 。由于布尼亚 

病毒 M 片段 RNA表达 的蛋白．尤其是 Gl蛋白，已被证明是毒力和感染性 的主要抗原决定 

簇I ， 。假如这一机理在汉坦病毒属亦是如此．那么PH病毒的G1和 (32蛋白大量的氨基 
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酸改变可以解释为什么与其它型病毒相比不引起疾病。而 PH和 }bl1nas的 Gl和 (32蛋白的 

相似性 可能由于经历了氦基酸的改变导致 PH和 I-~llnis的毒力和致病力的减弱。G1蛋白 

氨基酸的保守性要 比G2蛋白低，这可能意睐着 HTN病毒的致病力与 Gi蛋白更密切。 

2 病毒 M 片段基因的稳定性 

病毒的生物学特性受核酸基因组的控制，有稳定的遗传性。同时．病毒也可由于核酸基因 

组的改变、突变或基因的杂交而发生变异。 

为了研究汉坦病毒 M 片段的变异或稳定性，Kai'iwlt等 将在 日本北海道的同一个垃圾 

场中按不同时间捕获的同种褐家鼠分离的病毒株进行 M 片段的核苷酸序列分析，结果表明 

1983、1985和 1988年分离到的 KI一83—262、KI一85一l和 KI一88—15三株病毒的核苷酸同 

源性大于 99．8％，G1和G2糖蛋白的氨基酸同涮 生大于 99．7％，显示了三株病毒来源于同一 

祖先。同时，他们甩单克隆抗体进行位点分析和中和试验证实它们的抗原性是稳定的，而且这 

种抗原性的稳定是基于核酸稳定的水平。1994年 songK～J等∞】从 1976年自黑线姬鼠分离 

到汉坦病毒 76—1墙 株的同一地点捕获的黑线姬鼠中分离到的三 株病毒，进行棱苷酸序列分 

析并与76—118株相比较，结果仅发现在 2294和 2296两位核苷酸发生变异．变异率 0 6％， 

经计算 76—118株每十核苷酸每年的突变率为 1．7×1O-4 p与 Seoul型的突变率为 3．3×10 

根接近L2 。因此认为在自然界中HFRS病毒 M片段是相当稳定的。 

Pilaipan等 的试验进一步表明来自不同国家的汉滩型和汉城型毒株问的基因同源性很 

高，他们将包括中国A9株在内的8株HTN型毒株用直接 RT—PCR法扩增 M片段G1区第 

374--655位之间的片段进行序列分析，发现来自中国的 A9、南斯拉夫的 Fojniea和俄国的 

CG3883以及韩国的 Maaji与 76—118株的核苷酸 同源性很高，达 99．6％和 99．3％。差异最 

大的亦只有 7．2％。来自日本、中国、韩国、埃及和美国的不同国家的 SEO型毒株的同源性也 

高达 92 8～98．1％。但有的试验表明，同型毒株问M 片段基因也有一定的或较大的变异，如 

S。ngK-J等i25]将来自韩国的22倒 HTN型急性期病人血清样品，用 RT—PCR扩增 M片段 

5 端 (32区分析了324个核苷酸序列，结果表明这些病人的病毒株与从韩 国野 鼠和韩国其他病 

人的分离毒株可形成同一个组，而与中国的HTN型毒株截然不同。 

Xiao等 在比较 M 片段 332个碱基时也发现 HTN型变异性较 SEO型大。韩国分离株 

与中国株有一定差异，中国陈株与 A9和 HVll4有明显差异，但不同地区来源 的 SEO型毒株 

则差异很 小。 

梁米芳等 将分离自中国的9株经 PRNT确定为HTN型的毒株，以PCR法扩增 G2区 

的 1970～2334间的 330个左右碱基进行序列分析，发现这些 HTN型毒株问差异更大，序列 

分析后构建的种系发生树形可将这 9株毒株分为 3个分枝。即 14_5和 H3、陈株和 84F株、A9 

和 486株。这三个分枝对76～118的差异分别为22 5％、14．9％和 14．1％。三分枝之间的差 

异 H5对陈株分枝为 17．I％。但对包括 R22在内的1O株中国株SEO型病毒的分析结果则株 

间差异很小，仅为 6％左右，同时也说明 HTN型毒株的变异性较 SEO型大，有的作者的试验 

则认为不同地理区域间的 SEO型毒株间也存在较大的基因变异。Kariwa等【22]在 日本同一地 

区不同年代(1983～1988)从家鼠分离的病毒的 M 片段基因与 日本试验室大 鼠(SR一11 B一 

1)、韩国(Seou1)和 中国家鼠(R22)等毒株进行 比较，结果表明这些毒株核苷酸同源性很高，但 

中国的 R22与日本的其它毒株相比其同源性相对较低，只有93．4％。 
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徐晓等【 将我国血清 Ⅱ型的 R22株进行了 M 片段全序列分析，并与国际代表株进行了 

分子水平的分析 比较．结果表明 R22与 76—118之间有 ，7个氨基酸置换，而 日本的 sR—l1 

与 76—118仅有 6个氨基馥改变。因此，从它们之间的氨基馥分析看，是两株有独立特性的家 

鼠型病毒．R22整个 M 片段 比SR一11长 5个核苷酸．其中 3个位于开放阅读框架内，导致 G2 

蛋白多编码一个氨基馥，再加上在 G1和 G2上有单一或成群出现共有 21个氨基馥改变，这些 

改变可能导致了病毒抗原的改变，表明R22可能在进化过程中有独立的演化过程。在种系发 

生树形分析中．R22与 SR一11有较远的距离 】。中国的 R22有其独自的进化路线。 

s pj] m】ou等【 从美国西北地区的 l1倒 PHS病人血清样本和 12只鹿鼠分离的病毒样 

本，用 PCR扩增 M片段 185个核苷馥(2780--2965)进行分析，并与新墨西哥、亚利桑那和科 

罗拉多州分离的 HPS毒株的同一序列进行比较，结果发现病毒核苷馥序列的变异可高达 

15％以上，而HPS病毒的核苷馥序列的同源性与 PH株最高．而后者亦分离 自北美独有的啮 

齿类动物小田鼠，这些资料提示在不同地 区 HIS病毒与不同的啮齿类动物种群间有着长期的 

联系，也为汉坦病毒与其各自的宿主之间共同进化的观点提供佐证。 ． 

综合上述资料虽然有些不一致的结果．但总的情况分析 HTN型间的变异大于SEO型．而 

不同地理问 SEO型毒株也存在一定的基因差异．这些基因差异对病毒抗原性的影响程度多 

大．疫苗对不同地区流行株病毒的抗原性差异和免疫保护程度影响如何等均有待进一步确证。 

3 M 蛋白及其生物学特性 

病毒结构蛋白的确定，可将病毒纯化后用 SDS—PAGE电泳分析确定病毒的蛋白成分。 

Elliott等fB]分析了 76—118株相关蛋 白。结果可检出 4种结构蛋 白，分子量分别为 45、56、72 

和 200kD ．用sH一葡萄糖胺标记时可检测到 56kD }玎72kD蛋 白．与布尼亚病毒的囊膜糖蛋 

白Gl和G2相似。而且亦证明不同毒株的抗原问存在着明显的差异。 

Yamanishi等啷 发现 76—18株感染的细胞裂解藏内有 55和 50 kD的两种多肽，证明其 

中 55 kD的多肽为糖基化．而分离 自日本实验室大自鼠的 Ⅱ型 B一1株发现有 3种多肽．分子 

量为 74、57和 50kD．而其中 74和 57kD多肽为糖基化。他们用 76—118血清分别对 B一1和 

76—118进行免疫沉淀反应．结果与76—118株的55和50kD均起沉淀反应．而与B一1株只 

有 50kD蛋白起反应；反之，用抗 B一1株的血清进行免疫沉淀反应时，与 B一1株的 57和 74 

kD多肚均有反应，而与76—118株只有55kD多肽与之反应。证明B一1株的57kD糖蛋白与 

76—118株的 55kD糖蛋 白在免疫学上有密切关系。李德新等 用 SDS—PAGE分析显示． 

姬鼠型的76—118、A9及陈株的结构蛋白分子量相同．即 G1为70kD；G2为55 kD；N蛋白为 

50kD；家鼠型的R22和 1．99株结构蛋白的 Gl和 G2也相等，G1为72kD；G2为 57kD；N蛋白 

为 48 kD。很明显．两个不同血清型间的结构蛋 白有显著差异。用放射免疫沉淀法分析的 16 

株HFRS病毒的G2蛋白也发现存在有 55kD和57kD两种不同分子量，分离自姬鼠的毒株为 

55kD，而分离 自家鼠的毒株为57 kD。 

陈伯权等f31 用针对 HFRS病毒的 35株 McAb对国内外 20株病毒进行抗原性分析，表 明 

这些 McAb至少有 25个不同的抗原决定簇引起。野 鼠型(I型)有相似的抗原决定簇，变异较 

小．主要集中于9个抗原决定簇．抗原性似乎较稳定。而家鼠型(Ⅱ型)变异较大，不仅含有大 

多数I型抗原决定簇，而且对 Ⅱ型抗原决定簇株间差异较多。其抗原决定簇比I型广得多。 

Dantaq等【32】应用针对病毒囊膜糖蛋白的 15株 McAb进行 G1和 G2蛋白中和抗体靶位 
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分析时发现。具有血凝活性的抗原决定簇主要位于 G2上，并发现与中和活性有关的区域与血 

凝活性抗原位点是分开的。Arikawa等 用 24株抗 G1和 G2的 McAb进行分析时发现，在 

G1蛋白上主要存在中和及血凝位点。中和位点主要是针对本株或本型的。但 G2上主要存在 

血凝位点。与中和活性有关的位点较少，但可同时针对各型病毒。这些资料都证明HFRS病 

毒的主要中和抗原或保护性抗原决定簇定位在 G1和 G2蛋白上。是制备疫苗 重要的抗原成 

份。研究M 片段和 G1、G2蛋白的结构和特性。是了解病毒致病力和疫苗研究的主要目标。 

各型间 M 片段核苷酸同源性 的差异也决 定各型间抗原性和免疫原性的关系，SEO型与 

HTN型的同源性约为 70％，高于 PUU和 PH型与 HTN的同探性(分别为 59％和 63％)．在 

血清学上也表现出 SEO型与 HTN型的交叉中和反应明显地大 于后二者 0 。根据大多数 

文献报道，SEO型对 HTN型的交叉反应程度大于 HTN对 SEO型的反应程度．即 SEO型表 

现抗原性更广谱。届 内外也曾经发现在 SEO型毒株中有对 HTN、SEO二型中和反应相同的 

广谱毒株I’ 】。尽管两型有较大的交互反应。活毒免疫后的动物血清对本型病毒的抗体水平 

仍明显高于另一型病毒的水平。灭活病毒免疫的动物除个刷外对同型病毒的攻击保护可达 

80％～100％，对异型的保护只有 4096～60％D 。人体免疫灭活疫苗后抗体阳转率对本型可 

达 9096，而对异型仅为 30％I弼j。以上结果表明研究出血热病毒 M 片段基 因及编码的 G1、G2 

蛋白对筛选抗原性广谱、免疫原性强的疫苗株有重要意义。 
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