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提 要 采用异硫氰酸■一酚一瓤仿(AGPC)一步法提取病毒"I~NA，并依据肾综合狂出血热病毒 

(HFRSV)接蛋白(NP)编码基因保守区核苷酿序列合成两对巢式引物，建立了逆转录巢式聚合酶 

链反应(RT—nested PcR)检测 HFRSVRNA方法。应用此法对 HFRSV感染的 VemE6细胞培养 

液及 HFRS患者血清中的病毒 RNA进行检测 结果显示，感染细胞培养液及 35倒 HFRS患者血 

清均为雨性．正常的 VemE6细胞及 20倒正常人血清均为阴性。将 HFRSV感染细胞提取的 RNA 

进行 1O倍系列稀释，可检出 10- 稀释度的病毒 RNA(约 0．2 Pg)。该法灵敏 、特异、快速、简便，为 

从分子水平探讨 HFRS的发扁机理、临床早期快速诊 

关键词一肾综合征出血热．聚合酶链反应，汉坦病毒 

断提供了新的研究手殷。 

核酸 
＼ 

肾综合征出血热(}玎艰s)是由布尼亚病毒科汉坦病毒属中的几种病毒引起的临床上以发 

烧、出血及肾脏损害为基本特征的一类疾病的总称。其病原体——肾综合征出血热病毒 

(HFRsv)基因组为分节段的单股、负链 RNA，由大(L)、中(M)、小(s)三个片段组成，分别编 

码多聚酶(L蛋白)、包膜糖蛋白(G1和 G2)以及核蛋白(NP)⋯。本研究依据 HFRSV核蛋白 

(NP)编码基因保守区棱苷酸序列合成了一组巢式寡核苷酸引物，对 35例临床确诊为 HFRS 

的患者血清中病毒核酸进行逆转录巢式聚合酶反应(RT—nested PCR)扩增，以期建立一种快 

速、敏感、特异的 HFRSV RNA检测方法。 

材料和方法 

1 主蔓材料 

1 1 试剂来蔼：异硫氰酿弧、Taq DNA聚合酶、dNTPs、DNA片段长度标准物(~．DNA／HindⅢ Markers)均为华 

美生物工程公司产品：RNasin和 AMV逆转录酶系 Promega公司产品；DNA小分子量标准为上海复华公司产 

品；HFRSVR22株 S片殷 cDNA质粒由中国预防医学科学院病毒研究所杭长寿研究员赢赠，本所分子生物室 

保存；其余试剂均为分析纯。 

1 2 引物设计与合成：引物参照 Kim等[ 报道设计。序列为：SKI：5 一ATTGATGAACCTACAGGAC一3 ； 

SK2：5 一 AGCA 

CCATTGATTGTG · 

2 实验对象 

2 1 病毒及其培养 

3 ；SK3： 一ACAAGCATGTTGGTGGAC一3 ；SK4：5 一TGTATCC 

3 。由中国科学院镦生物研究所基因工程中心合成。 

Vem E6细隐及 HFRSV HTN76一l18株为本室所存。将扁毒接种至单层 Vem E6细胞 
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培养 14 d后．El ISA检测 HFRSV抗原 为阳性时收获。同时进行 CVB】、cⅥ 、CV 、RSV培养。 

2 2 HFRS患者血清及正常人对照血清：35倒 HFRS患者血清来源于湖北 省武昌、荆州、成宁等流行疫区。 

临床诊断均按 1986年全国HFRS会议制定的标准，经 E1 ISA捡测血清中特异性 lgM[ 阳性证实。正常人对 

照血清 20份，为本授附二院提供，均为门诊体捡健康者．El |SA检溯血清 HF2~．SV特异性 I M阴性 。 

3 实验方法 

3 1 HFRSVS基因片段质粒eDNA的扩增与提取 ：从所获得的带质粒的菌种中取一环菌，接种到 5ml LB培 

养蔽中．37℃振荡培养过夜 将活化苗接种于含氨苄青霉素(Amp)的 I．B培养液中，37℃振摇过夜。收集菌 

体于离心管中．离心取沉淀．甩碱变性洼提取质粒 cDNA。 

3 2 病毒 RNA的提取：取 HFRS患者血清 500 I 或病毒感染细胞培养液 200 1 ．接异硫氰酸弧 一酚 一氯仿 

(AGPC)一步法 提取。 

3，3 eDNA合成：2O 反应体系中古：5×逆转录缓冲涟 4 1，．4×dNTPs各 400 tool／I ，AMV逆转录酶 l0 

U．RN~sin 40U．引物 SKI 30 pmo]／1 ．模板 RNA10 1 。41℃．1 h。 

3 4 nested PCR：第一次 PCR反应体系中含：10×Taq DNA聚合酶缓冲液 5 I，．4 x dNTPs各 200衄l。 I ． 

SKI、SK4各 3O pmo|／I ，模板 eDNA10 l，(质粒 eDNA 2 L)．Taq DNA聚合酶 2U。95"C预变性 5min后，按 

94"(2 l咖 n，56"(2 1叫 n
．72"C 2 n进行30次循环，末改循环后 72"C再延伸 5mm。第二次 PCR反应体系中 

含：l0xTaq DNA聚合酶缓冲液5 I ．4×dNTPs各 200 tool／L．SK2、SK3各 30 pm0I／L，第一次 PCR产物 5 

L。扩增条件同上．进行 15砍循环。 

3 5 扩增产物的鉴定：取 10 I PCR扩增产物与2 IJ上样缓冲涟混合后．经含溴化乙锭(EB)2％的琼脂糖凝 

胶电泳(sv／cm)分析．以 DNA片段长度标准物为参考，于紫外灯下观察结果并拍照。电诛后的凝胶经变性、 

中和后，Southern印迹转移至硝酸纤维素(NC)薄膜。烘烤．预杂交后与特异性探针杂交 (见另文报道) 探针 

为采用 Dig一11一dUTPDNA标记的 HFRSV S片段 eDNA。非放射性 Dig一11一dUTP DNA标记及检测试 

剂盒 为Boehringer Mannheim公 司产品。 

结 果 

1 特异性 PCR产物的鉴定 

HFRSV感染细胞培液中提取的 RNA进行 RT—nested PCR、HFRSV质粒 eDNA进行 

nested PCR．其产物均为单一核酸带。经与 DNA小分子量标准比较，证实其大小约为 403 bD。 

与理论预期值一致。Southern印迹杂交，证实 PCR产物为 HFRSV序列。而未感染 ver0 E6 

细胞培养液、四种 RNA病毒(CVBl、CWB2、CVB4及 RSV)感染细胞与 HFRSV感染细胞培养 

液进行同样步骤的 RNA提取、逆转录及 nested PCR扩增，均束见特异性扩增产物。Southem 

印迹杂交亦为阴性结果。 

2 灵敏度试验 

将 500 pL HFRSV感染细胞培养液中提取的 RNA(约 2．O g)，经 1O倍系列稀释后进行 

RT—nested PCR扩增．产物经琼脂糖凝胶电泳，最低可检出 1O。稀释度的病毒 ILNA(见图 

1)。 

3 患者血清 RT—nested PCR产物的检测 

35例 HFRS患者血清经 RT—nested PCR检测，扩增结果均为阳性．而 2O例正常人血清 

均为阴性(见围 2)。 
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感染组织或l艋床标本中检出病毒核酸。PCR技术为从基因水平检测 HFRSV RNA提供了灵 

敏、特异、快速、准确方法 本实验采用 RT—nested PCR检测了 35例 HFR$患者血清病毒 

RNA．结果均为阳性。20倒正常人血清检测结果均为阴性。结果经过 Sou~em 印迹杂交证 

实。采用 AGPC一步法提取 HFRSV RNA。方法简便．分离 RNA产率高、纯度高且 RNA不易 

降解。由于该方法灵敏度高，为防止交叉污染．除严格执行操作规程外．每次试验均同时用 

HFRSV S片段质粒 cDNA作为阳性对照．以正常人血清作为阴性对照。本实验从样本处理至 

完成整个检i魁过程约需 8～10 h。进一步较大样本的临床应甩研究正在进行。以期用于不同样 

本(如血清、尿沉渣、外周血单核细胞或血凝块等)的检测，进而深入探讨该方法在 HFRS的临 

床早期诊断、流行病学调查及发病机制研究中的应用价值。 
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Detection of Hantavirns by RT——nested PCR in Patients 

with Hemorrhagic Fever with Renal Syndrome 

Li Xiuling Zhang Tianming Hu ZheNiao 

(Virus Re~ rch Institute，m  Medical University．Wuhan 430071) 

Hantavirus(HV)has a tripartite．single—stranded．negative—sense RNA genome
． Two pa irs 

of oligonucleotides flanking S segment were chosen as primers for reverse transcription polymerase 

chain reaction(RT—nested PCR)．The method of RT—nested PCR was used for detection of 

virus RNA in HV infected V To E6 cells an d dinicM ser岫 specimens from 35 henl0Trhagic fev盯 
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with renal syndrome(HFRS)patients．with HV gene S segment plasmid cDNA as postive control， 

and virusRNA was extracted bvAcidGuanidia／urnThiocyanate—Phenol—Chloroform sjngle— 

steD Method．The results shewed that all the patients serogn samples and HV infected Vem E6 

cells were positive，on the other han d，all the twenty nornlal$ertlill samples an d Veto E6 ceils were 

negative．It suggested  that RT—nested  PCR was sensitive，specific，rapid and simple．and can be 

applied for study on the pathogenesis of HFRS in molecular levd and earIy dinical diagnosis． 

Key words Hemorrhagic fever with renal syndrome，Polymerase chain reaction，Han tavirus 

《现代分子病毒学》已经出版发行 

董长垣主编的(现代分子病毒学)已于 1996年 l0月由武汉大学出版社出版发行 全书 75．3万宇 、大 16 

开。 

(现代分子病毒学) 人和动物病毒为模型．以介绍现代病毒学研究进展为宗旨，较系统地讨论了理代分 

子病毒学和病毒生物工程的辉煌成就。全书 35章，分戚三十部分。第一部分：动物病毒分子生物学导论。从 

病毒和亚病毒的概念入手，讨论了病毒学研究进展．提出了分子病毒学已成为现代病毒学的主要方向的学术 

现点。第二部分：人和动物病毒家族 结台车书学科特点，采取了按病毒分子结构进行分类的方法，对人和动 

物病毒各家族成员的分子结构和功能、复翩和表达的研究进展．逐一进行 了较详细的讨论。第三部订．墁代分 

子病毒学的重要地位。讨论了病毒分子生物学和基因工程在病毒流行病学、致病性病毒的分子诊断、辑毒生 

物工程疫苗、抗病毒因子、核酸和药物，以及病毒基因工程载体研究进展、应用和前景。 

为了使读者方便起见．本书利用了必要的插图和表格．列出了一定数量的文献．以便有志者探究的读者可 

以从中查到很多有价值的出版物。 

本书具有一定的学术性和实用性，可作为有关大专院校、研究机树、医院、防痉部门和生产开发部门中，从 

事病毒学，生物学、分子生物学、微生物学、遗传学、医学、农学和药学工作的教师、研宠工作者，医生，兽医师， 
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