
f z一／； 
第l2卷~2ilI 

1997年 6月 

中 国 病 毒 学 

VIROLOGICA SINICA 

zI王； ) 
vd ly No 2 

jun 1997 

肾综合征出血热病毒在恙螨体内增殖的动态观察 
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提 要 取饲养的小盾纤恙螨铀虫和若虫，每 2O d为一批制成无苗德渡接种 VertyE6细胞测定 

HFRSV滴度．动态现察 HFRSV在螨体内的增殖情况，并用 PCR技术检测恙螨幼虫 和若虫体内 

HFRSVRNA 结果如下：小盾纤恙螨幼虫期 豫 60 d一批 外，其余 各批 均在不同时间 内测 出 

HFRSV滴度．3批若虫中亦有 2批测出 HFRSV滴度并检测到 HFRSV—RNA。结果为小盾纤羞螨 

肾综合征出 

血热病毒(瑚PRsV)．结果说明小盾纤恙螨可自然感染、叮刺传播和经卵传递 HFRSV。为进一 

步观察恙螨体内HFRSV的增殖情况，动态观察了恙螨体内HFRSV的 TCII3~滴度，并用PCR 

技术检测恙螨体内 HFRSV—RNA。现将结果报告如下： 

材料和方法 

1 实验材料 

1 1 恙螨来源 于小盾纤蒜螨密度高峰的 iO月份．在陕西省历年来 HFRS发病率及 鼠带毒率高的户县 

HFRS疫区，采用两法采集：(1)从鼠体采集：晚何在野外布放鼠夹．次晨收回．将从鼠体自行爬下的饱食恙螨 

幼虫置于饲养管中饲养．以饲养的幼虫 、若虫供实验用。(2)用小黑板采集：选择晴天，于 10 h至 16 h将小黑 

板放于野外草丛中．10min后收回检查。用采集的未食蔷螨幼虫叮刺小白鼠乳鼠，待其饱食 自行爬下后，置饲 

养管饲养备用。 

1．2 Veto-E6细胞 由中国预防医学科学院病毒学研究所提供．用于测定 HFRSVTCI 。／ml 测定。 

1 3 引物的设计和合成 根据实验要求和引物设计原则，设计了 HFRSV76 1l8株 eDNA中 M基 因片段相 

互朴的两十寡核酸引物： 

正向引物；HFRSV cDNA440～459 bp 

匣向引物 ：HFRSV cDNA635～654 h。 

第一个引物的碱基组成 5 AAT AGC ACA TAC TGC AAG CC一3 
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第二个引物的碱基组成为5 _c丌 GcT ATA GCA AAG ATC CC一3 

两引物之何距离为 215 bp。将该引物输入 PCR引物设计，PCRDESNA程序验证符合引物设计要求。用 

APPlied Biosystenm公司的 381ADNASynthesizer仪合成该对引物．并经过柱纯化 真空冷冻干燥后备用。 

1 4 PCR试剂盒 AMV-逆转录酵、10xPCR缓冲液、dNTPs和 Taq酶均为上海复旦大学产品。 

1 5 DNA标准分子量(Marker) 上海华美公司产品．为 pGEM一7zf(+)／}heⅢ DNAMarkers 

2 实验方法 

2 1 盖蟒体内 HFRSV增殖 

2 1．t 鼠体盖媾 FIFRSV增殖观察 (1)幼虫 HFRSV增殖观察：分别取鼠肺 HFRBV抗原阳性或阴性的 鼠 

体采集并饲养的恙蟒幼虫，每隔 20d以 100只为一批研睹、冻融 、离 tL"，制成无菌滤液作 10-。一t0|‘稀释．接 

种 v E6细胞．每批 2份测定TCIDsdmL．方法见文献Ⅲ。(2)若虫 I-IFRSV增殖观察：分另I取以上鼠体恙 

蟒幼虫饲养孵化出的若虫，于 100 d时，以 5～10其为一批研睹、冻融、离心，制成无菌滤液作 10。。～10。‘稀释 

接种Verc-E6细胞．每批 2份测定 TClOsdmL滴度，方法同上。 

2．1 2 小黑板栗集的祷离恙蟒 HFRSV增殖观察 (1)幼虫 t-wRSV增殖观察：取小黑板采集的未食恙蟒幼 

虫叮刺小白乳鼠．待其饱食后置饲养管饲养．每隔 20 d以 100只为一批．同上述鼠体恙蟒幼虫 HFRSV增殖方 

法进行观察。(2)若虫 HFRSV增殖观察：同上述鼠体恙蟒若虫 HFRSV增殖方法进行观察。 

2 2 PCR植测恙蟮体内 HFRSV—RNA 

2 2 1 恙蜻悬液制各 每隔 2lld取小黑板采集的游离恙蟒幼虫和饲养出的若虫，以 10只为一批．用 Eagle s 

液洗涤3次，置于 0．5ml Eppendor[离心管内，用制成盲端的塑质移液吸头将 恙蟒幼虫捣醉．加 Eagle 5液 

100 L冻融 3发 J。 

2 2．2 恙蟒体内 HFRSV-RNA提取 参照文献  ̈略加改进。取上述蟒悬液 100 L于 1．5 mL Eppendorf管 

内，加入等体积 40％PEG 6000溶液，4℃沉淀过夜，4℃12000 r／min离心 20mln，沉淀溶于 500止 DS液 

t
,4mol／1，硫氰酸胍．0 5％Sareozyle．25 mmol／l 柠檬酸钠．pH7 4)中。充分溶解后加入 5 L 2一琉基乙醇再混 

匀 依次加入 2mol／1 NaAc(pH4 0)50 I ，饱和酚 500 L，氯仿：异戊醇 200 l ．每次加入后均混匀。4℃放 

置 15min，4℃ 12000 r／min离心 10min。取上清加氯仿：异戊醇500．uL，4℃ 12000 r／min离心 5min．上清加2 

倍体积无水己醇 一2O℃过夜。4"42 12000 r，叫n离心15min，沉淀用70％乙酵洗涤一次，畋干后溶于5O L用 

DEPC处理过的击离子水中，加4 u／ lJRNAsin 0，5止 一20℃保存备用。 

2 2．3 逆转录 托R扩增反应 步骤为：在 0 5mLEtxpendor[离 tL,管内依次加入下列物质：10xPCR buffer各 

5 L，4mmol／l dNTP 2 l ．2mnol／L Primer各 1 L，40 u／vLRNasin 0．4．uI ，8 u／t,LAMVRTase 0 2．uL，5 

u／ Tage 0 4 bLI ，DEPC处理过的击离子水 21 vL．RNA摸板 20 1 ，混匀后再加入石蜡油 50 I 。 

逆转录反应为：42℃ 15min．94℃ 3min灭活逆转录酵，自然冷却至 30℃。PCR反应程度为：94℃ 40 

c，55℃ 45 sec，72℃ 45 sec，进行 3s攻循环。晟后一次循环延长时何为 5rain。反应结束后取 20 L电泳、 

EB染色鉴 定 ． 

结 果 

1 恙螨体内 HFRsv增殖 

l 1 幼虫 HFRSV增殖 取鼠肺 HFRSV抗原阳性或阴性鼠体恙螨幼虫和小黑顿诱集的游 

离恙螨幼虫各 5批．分别制成 10-。～10 的无菌滤液接种 Veto-E6细胞测定 TClD5。／mL滴 

度 结果除 60 d一批未测出滴度外，其余各组均测出，其滴度在 10-’～10 TCIDso／mL之 

间。鼠肺 HFRSV抗原阳性鼠体恙螨幼虫滴度均较 HFRSV抗原阴性鼠体恙螨幼虫和小黑板 

采集的游离恙螨幼虫高 l0I1以上。详见表 1。 
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寰 1 不同时期小盾纤基螨 HFRSV TGlI3s0捌定 

Table 1 TC1D~o／mL 0f HFRSV in~ rlous stages of Lepua~ bidlam uutettare 

1．2 若虫 HFRSV增殖 取鼠肺 I-1FRSV抗原阳性或阴性 鼠体恙螨幼虫和小黑板诱集的游 

离恙螨幼虫，经饲养 100 d孵化 出的若虫共 3批，制成无菌滤液接种 Veto-E6细胞，测定 

}Ⅱ璩SV滴度。结果除鼠肺 HFRSV抗原阴性鼠体恙螨若虫未测出外，鼠肺 HFRSV抗原阳性 

鼠体恙螨幼虫、小黑板采集的游离恙螨幼虫孵出的若虫滴度分别为 l0一、l0一TCII~。详见 

表 l。 

2 PCR检测差靖体内FIFRSV—RNA 

取鼠肺 HFRSV抗原阳性或阴性鼠体恙螨幼虫和饲养出的若虫，小黑板采集的谱离恙螨 

幼虫和饲养出的若虫，共 埔 份悬藏提取 RNA，分别经逆转录、扩增、检测。结果从 12份鼠肺 

I-IFRSV抗原阳性或阴性的鼠体恙螨幼虫和饲养出的若虫中，有 6份扩增后见有 215 bp的 

DNA扩增带(分别为：鼠肺抗原阳性螨 40 d组、80 d组、100 d组和若虫组，鼠肺抗原阴性螨 80 

d组和 100 d组)。6份小黑板采集的礴离恙螨幼虫和饲养出的若虫有4份扩增后见有 215 bp 

的DNA扩增带(分别为：4o d组、80 d组、100 d组和若虫组)。表明这 10份恙螨幼虫、若虫体 

内有 HFRSV—RNA，证明用 PCR技术可直接从螨体内检测到 HFRSV-RNA，见图 l。 
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图 l PCR检测恙螨毫打虫、若虫体内HFRSV．RNA结果 

Fig I Det~tion of HFRSV RNA ·n 1am  and nymph hy RT—PCR 

The numbers f— left to right： 、l焉 、 、lS 、l 

讨 论 

1954年 Traub等根据流行病学资料提出恙螨是朝鲜出血热可疑的传播媒介 J，7O年代陕 

西省卫生防疫站根据流行病学证据又提出小盾纤恙螨为流行性 出血热可疑的传播媒介．但一 

直未得到病原学证实。1989年以来我们先后设计丁4种方法对小盾纤恙螨进行自然感染、叮 

刺传播和经卵传递 HFRSV的研究并分离到 HFRSV 20株。1995年我所分批用幼虫和若虫 

进行 HFRSV分离并i埘定 TC1D5。／mL滴度。结果发现小盾纤恙螨幼虫在蜕变为若虫前有一 

阶段分离不出HFRSV，若虫期所分离出的HFRSV滴度较幼虫期增高约 lO ～10 TCID50／ 

mL，该滴度是经细胞培养第 4代后所测得的结果．说明 HFRSV在螨体 内有增殖现象。本次 

研究取饲养的小盾纤恙螨幼虫和若虫．每 2O d为一批制成无菌滤液，甩 Vero-E6细胞测定滴 

度，动态观察 HFRSV在恙螨体内的增殖情况。结果如下_，J、盾纤恙螨幼虫期除60d一批未测 

出 HFRSV外，其余每批均在不同时间内测出 HFRSV滴度，其滴度均在 1O一～10 TCID~0 

之问．并用 PCR扩增技术检测到 HFRSV RNA。动态观察发现 80 d和 100 d两批 HFRSV滴 

度较 20 d和40 d两批高 lO ～lO TCID~／mL。饲养 100 d时的 3批若虫，除鼠肺 HFRSV 

抗原阴性的鼠体若虫未测出 HFRSV滴度和未检测到 HFRSV—RNA外，另外 2批均测出 

HFRSV滴度并检测到 HFRSV ILNA，其滴度在 lO～、10 TC1Ds0／mL．表明 HFRSV在恙螨 

体内有增殖现象。表中第 1、2组恙螨幼虫系来自鼠体，不能排除分离出的 HFRSV系来自鼠 

体的可能性，但在饲养过程中有增殖现象；第 3组恙螨幼虫系用小黑板采自自然界的未吸食过 

的幼虫，所分离的 HFRSV只能是经卵传递丽来。在饲养过程中亦有增殖现象。1、3组从若虫 

中分离到 HFRSV．表明HFRSV可经期传播并有增殖现象。 

用PCR扩增技术从饲养不同天数的恙螨幼虫、若虫体内直接检测到 HFRSV-RNA，这一 

结果为流行病学调查提供快速、敏感的方法。 
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Dynamic Observation Oil Proliferation of 

HFRSV in Chigger M ite 

Zhang Yun Li Xiardu W u Guar~hua 

(Nanjinglngitute ofMititat~vMedici~ae．Nanjing 210002) 

Zhang Jiaju Jiang Kejian 

(Institute ofPreventive Medicine of Shan．ri province，船 H 710054) 

In order to observe further dynamic changes on proliferation of HFRSV in Leptotrombidium 

ScuteUare，the raised Leptotrombidium scutel~are weir．ground and sterifized with all interval of 

20--40 days，the filterate of each batch was inoculated separately into Veto—E6 ceHs，titres of 

HFRSV and HFRSV RNA weTe detected The results confirmed that HFRSV weTe poshive in 

rl10$t batches of lalva．The above results indicated that the Leptotrombidium utellare is a trana 

mitting  veeYol,of HFRSV． 

Key words Leptotromlndium Sutellare，Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome Virus ?ro ． 
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