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汉坦病毒的基因分型及其序列分析 

终结 果尚有赣于序列分析。 

肾综合征出血热(HFRS)是由布尼亚病毒科汉坦病毒属(Hantavitus)中的某些病毒引起的 
一 类急性传染病。根据空斑减少中和试验(PRNT)等血清学试验和病毒核苷酸序列研究表 

明．汉坦病毒至少有 8种抗原性基因型明显不同的病毒型别 _2 J。在我 国主要存在两种临床 

表现、动物宿主及流行特征截然不同的血清型剐，即血清 I型(HTN)和血清 Ⅱ型(SEO)。近 

年来．国内学者采用血清学方法和基因分型方法对国内外多株汉坦病毒进行分型研究 J， 

均显示出良好的一致性；但十别汉坦病毒毒株的分型结果却报道不相一致 J。为此，我们 

采用汉坦病毒M 片段特异性棱苷酸分型引物，对 18株汉坦病毒进行反转录和聚合酶链式反 

应(RT—PCR)扩增鉴定，并对扩增产物进行序列测定和分析．现将结果报告如下 。 

材料与方法 

1 病毒爰其培养 Veto—E6细胞和 18株汉坦病毒株．除 84一FLi为奉室分离外．其余均引 自中国博 防医学 

科学院病毒学研究所，病毒名称和来源详见表 1。分捌将毒株接种于长成单层的 Veto—E6细瞳，37℃嗳附 2 

h后加维持藏．摄 pH值变化常规换藏。种毒 7～10 O后作闻接免疫 荧光检查，荧光强度达 ++～++++ 

时．将细胞消化洗诸后．一7O℃冻存，备统一提取总 RNA ’ 

2 总 RNA提取 采用 Promega公司总RNA提琅试剂盒．用异硫氰酸■：酣：氯仿一步法提取细瞳盛 RNA． 

具体步骤参照文献 J 

3 引物设计与台成 参照 文献[1o叫¨设计合成引物．引物 B1．B4．B5．B6均 与祝坦 病毒 M 片段互 补．引物 

B7，B8．B9均与汉坦病毒 R22株 M 片段互补，其相应的位置及序列详见表 2。所有引物均由中国科学院微生 

物研究所合成。 

本文于 I9 年 1月 8日收刊．4月 1日修回 

广 、、 
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衰 l 毒糠名赣噩萁案誊 

Tab1 Thename and or讪 d Hamavims strai~ 

衰 2 搴棱苷■引■序爿 

Tab 2 The sequence ol qu t p me 

鬟m 『蜘 5 螭古有一酵切位点 Prim~B1 hraudes o．e rmtrletioa∞瑚Ile s／re 

4 eDNA合成殛cDNA扩增 首先用引物B1反转录合成cDNA第一链，再分别用 I型引物 B4、135和Ⅱ型引 

物 B7、B8扩增 eDNA．具体操作参照文献【 介绍方法进行。 

5 PCR扩增产抽的特异性鉴定 

5 1 限制性 内切酵分析 PCR扩增产物直接用于限制性内切酶分析。血清 I型病毒的扩增产物用 Hin Ⅱ
、 

Haelll酵切 ；血清 Ⅱ型病毒的扩增产物用 EcoRI、SacI酶切；lU／,a，37℃水浴 2k 

5-2 巢式 PcR扩增鉴定 取第一次 PCR扩增产物 0．5 ．，血清 I型用 B5．B6引物再次扩增；血清 Ⅱ型用 

B8、B9再次扩增，试验步骤同前。 

5-3 PCR扩增产物的序刊测定及分析 将 PCR扩增产物用 PCR Preps DNA纯化系统纯化后
． 采用 Applied 

B_瞄y豫虹 自动测序。血清 I型产物的测序引物为 B6，血清 Ⅱ型产物的测序引物为 B9。序刊分析及 同源性 

比较采用 DNASIS软件．在计算机上进行。 

I 
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结 果 

1 18株汉坦病毒毒株的PCR分型检测 

PCR检测能将上述 18株病毒分为两型。B4、B5引物能扩增 76—118等 1O株血清 I型病 

毒的 eDNA，其产物的大小约 600 bp；而扩增其余毒株的结果呈阴性。B7、B8引物能扩增 sR一 

11等另外 8株病毒的 eDNA，扩增产物 的大小约 670 bp．但 B7、B8不能扩增血清 I型病毒的 

eDNA,上述结果除 Leakey毒株外，均与血清分型结果相 吻合，并与国内梁米芳【6 等采用单克 

隆抗体的分型结果一致。 

2 限制性内切酶分析 

用限制性内切酶消化 PCR产物后电泳观察，10株血清 I型病毒的靶基因均毖被 HincⅡ、 

HaeⅢ消化，并产生与预期大小相吻合的特异性 片段。而血清 Ⅱ型病 毒的扩增产物用 EcoR I、 

Sac I消化后，也能产生特异性的酶切片段。 

3 巢式 PCR的扩增鉴定 

以第一次 PCR扩增产物为模板．B5、B6或B8、B9为引物，进行第二次 PCR。结果 B5、B6 

能再次扩增血清 I型病毒的靶 DNA，其产物大小约 4OO bp．与理论值 完全一致。B8、B9引物 

也能再次扩增 SR 11等血清 Ⅱ型病毒的靶 DNA．所见片段的大小约 470 bp。 

4 对 R36、A9、Maaji、H1、L99、GP、Leakey等七株病毒的 M 片段 G1区进行测序 

测序结果与发表的汉坦病毒的序列【I。 进行了配对比较，结果见表 3。R36的基因分型 

结果国内不太一致【 ，本实验测得 R36与 HTN 76一l18M 片段的同源性为 78．4％，与 R22M 

片段的同源性为 68．1％，其核苷酸的序列比较详见图 1和图 2。 

衰 3 汉坦囊●毒株问的同膏性威对比较(％ 

Tab 3 seq⋯ simi~rltie*betwe~m I-Lantavirus L,olates I％ 

讨 论 

自1981年我国从黑线姬鼠中分离出血清 I型汉坦病毒和从褐家 鼠中分离到血清 Ⅱ型病 

毒 来，目前我国已分离出上百个毒株。传统的分型方法多根据宿主来源和不同的血清学方 

法分型，主要有血凝抑制试验，免疫荧光技术(IFA)和空斑减少中和试验(PRNT)等．这些方法 

在不同程度上均存在操作繁琐和费时等缺点，故国内外学者纷纷采用 PCR基因分型方法对汉 
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7B．‘x ideiitj t i11 31 5 bp overlap 

， ．。 。 。 。 。 。 。。 。 c三： 一 
● HvHB．SE0  ̂

R36M．SE口 

HTHvHB．SE0 

■36M．SEQ 

HTNVMB．SE0 

R36H．SEQ 

HTHVHB．SgQ 

R36H．SZD 

HTNVHB．SEO 

日36M．SEO 

HTNVMB．SEO 

30 40 50 

；： ’ ： 
^M 0C T̂ ^̂ ^^TGTT^Ĝ ^G^GTC^T^CCGC^Gc^B^^̂ T̂C^̂ T^G 

A

⋯

ACAT

⋯

GTG TT ic G；GG“AA GA：AT CA TA⋯CCG⋯TAGTA GGA&⋯AT 6； 

：：． ：；： 
CTTGTT^TGACCTCT( 

T

。‘

ACG AC CT GT 

：；： ；： 

GTAATAGTACCTATTGCAAGCCTACCC"J~GTATATGATTGTGC 

i 品 ；̂；i 孟；； 

裟 ‘ 。 ‘； 。 
CAATCĈ TGC T̂00^̂ T̂ Tl卧  

CPATTCATGCATGCAATATG  ̂ ^CAGAGTAC 

‘。 ‘’。 。。 。 520

2 0 250 260 270 280 

’。

290 ‘ 

^^GTGGTCT．),TGk／'JtGA,b,CC7ACTG-^TGACAGGGGT-CTGA 

： ：⋯ ： ：：：：： ：==： ：：⋯ ：⋯ ：：：： ：： ：：：： 

AGGTGGTTTAT

540 550 ：”0 56 
3O0 】l0 

600 6l0 

： ： ： ： ： ： ⋯ ： ： ：： ： ： 

仃 Ĝ ^GG~ TGGTTTG 

570 5B0 590 

囤 1 P．36与 IT]'N76．118M 片段的校苷酸序列爱同耀性 

F]gl The sequence~milarlty ben— R and 76—118 

6B．1t j Oentlty j n 2t,B bP 0 1日p 

R3硎 ．SEQ 

R22” ．SgQ 

R36M．SEQ 

R22” ．SEO 

R3 ．SKQ 

R22VM．SE0 

R36H．SEQ 

R22VM．sgQ 

R36H ．S即  

R22vM．SE0 

R36M．S即  

日22朔 ．SE0 

l 0 20 30 40 50 60 

35O ，60 

‘l0 ^20 

GCT1一rAAGGGTr̂ TGTATGTJ~．AAGCAT 

3 70 380 390 

l 00 ll0 l 20 

TCTGTAAT 

440 ^50 

l30 l‘0 l50 l 60 l 70 l BO 

TTGTTATGACCTCTCTTGTAATAGTACCTATTGC,~ OCCTACCCTGTATATGATTGTGCC 

：： ：： ： ：：：：：：：：： ： ： ： ：⋯ ： ：： ： ：：：： ： 

cT。TT

^

ATG^TcT̂  C

‘

CT T̂ T̂^G 

‘

-

CATT。T̂ ĉcc-̂cT6TTTAĈTĜ丌GTCC60 70 80 90 500 510  ̂ ‘ ‘  ̂
】90 200 2l0 

AATCCAT—GC^TCCM —TATGA 

： ⋯ ： ：： ：：：：： ： 

^T^CC^TGGc1。rGC从 oG^TG  ̂

520 5，O 5‘O 

iT； ；T 。 A⋯CAG：A~T： 
550 560 570 

2／, 0 ：；： ： 。一 ： ： ；：oc 
：： ：： ： ⋯ ⋯ ： ：： ：： ： ：： ：： ： ： ：⋯  ⋯ ： ： ： 

”嚣：”～ ： ： 器： 。T̂T̂”。。 “；： 
]00 3l0 

囤 2 R36与 sE0R22M 片段的桩昔馥序列厦同蔫性 

F 2 The鬻 e 叫1a be R36 and R22 
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坦病毒进行分型研究，其分型结果与血清学方法呈现出良好 的一致性”“J。本实验结果表 

明，用 PCR技术进行汉坦病毒的基因分型，不仅具有高度的特异性和可重复性，而且可以在较 

短的时间内获得实验结果。 

汉坦病毒 R36株自山东褐家 鼠中分离。梁米芳等I6 证实其为血清 I型病毒，也有学者” 

采用基因分型方法认为其为血清 Ⅱ型病毒。我们设计两对型特异性引钫，采用 RT—PCR扩 

增鉴定 R36株的基因型别，结果 R36株与134、B5血清 I型引物的扩增结果呈阳性，而不能被 

血清 Ⅱ型引钫所扩增，其反应性与 A9、Mani和 H1等血清 I型病毒的结果相一致，提示 R36 

株为血清 I型病毒。R36株的序列分析资料表明，R36M 片段 GI区的核苷酸序列与血清 I型 

病毒代表株 76—118的同源性为 78．4％，而与血清 Ⅱ型病毒 R22的同源性为 68．1％；R36与汉 

坦病毒序列同源性的成对比较结果也表明，R36与血清 I型病毒的同源性均高于血清 Ⅱ型病 

毒，故从核苷酸承平证实 R36为血清 I型病毒。 

值得注意的是本研究中I key虽然能被 Ⅱ型引钫扩增，但其序列与血清 Ⅱ型病毒 R22的 

同源性仅为 44．9％，故不属于血清 Ⅱ型病毒。国外学者在从事同类研究时发现 I key能同 

时被 SEO型和 PUU型特异性引物所扩增口】，推测可能与病毒在培养时发生交叉污染、宿主动 

物的双重感染或 SEO型与 PUU 型发生 自然重组有关 ；后经空斑纯化和 序列分析证实“ ， 

Lozkey与 PUU血清型代表株 HmlngsBI的序列同源性为册 ．4％，故认为 kakey毒株可能是 

被 SEO型病毒污染所致。上述研究结果表明，反转录聚合酶链反应能对多数汉坦病毒准确分 

型，但最终结果 尚有赖于序列分析 ；该项研究为从核苷酸承平对汉坦病毒的准确分型，提供了 

理论依据。 
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Genomic Typing and Sequence Analysis of Han tavirus 

Sma Yongtao Bai Xuefan Yang Weisong Huang  Changxing Zhou Yongxing 

(Department ofInfectious D~eases．Tangdu Hospita1．The Fourth Military 

Medical University． 710038) 

The present study repoits the use of reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT— 

PCR)for typing 18 independently isolated Hantavirusea from Asia—Pacific area by 2 sets of type- 

specific primers and the sequence analysis．The re8ults of PCR showed that Hantaan specific 

primers could amplify all 10 isolates in the Hantaan serotype． while Seoul specific primers were 

reactive to aⅡ7 isolates in Seoul serotype and Leakey．No C12~S—reaction was observed in the ex— 

periment．The PCR products were analysed by nested PCR and  restriction endonuclease digestlon 

for further confirmation．The sequence an~lysis of PCR products revealed that the sequence simi— 

larities of R36 between 76—118 and R22 were 78．4％ and 68 1％．respectiveIv．In addition．a 

pairwise comparison of sequence homology revealed that R36 shares a higher degree of sequence 

homology with isolates in Hantaan serotype tha n those in Seod semtype
． Leakey could be ampli— 

fled  by Seoul specific primers，hut it did not belong  to the Seoul serotype because of its lower de— 

gsee of sequence homology among  the members of Seoul serotype．The expe rimen t sng gesed that 

RT— PCR is useful for the genomic typing  of theⅡm t Hantavirus strains．hut so metimes se— 

quenea analysis is needed for further COfIfirmation． 

Key words Hemorrhagic fever with renal syndrome(HFRS)，Hantavirus，Genomic typing 
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