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摘 要 根据 HFRSV汉滩型(HTN)代表 株 76．118和汉城型(srv3)代表株 R22基因资料．设计了 

两组引物．用电脑软件分析证明设计符合引物标准。以一组引物克隆垒长s基因片段和 N端的部 

分 s基因片段．井使它们在 T7系统进行融合表达和非融合表达。非融合表达产量虽不及融合表 

达高 ，但生物活性好。以非融合表达的两个 s基因片段产物作 闻接 ELISA的包被抗原．其工作浓 

度均达 1：10 000。用另一组引物建立了逆转录．聚合酶链式反应(RT-PCR)．检测我国不同地区由 

8种主要宿 主分 离的 37个 HFRSV 毒株，2个 阳性标准 对照毒 辣和 5个阴性 对照 标 本．井与 

eELISA法比较，二者阳性检出率分别为 100％和 84．6％．符合率为 84．6％．但前者比后者敏感性 

高15．4％。对其中 2O个毒株的 PCR扩增产物先后用 RsaI和 HindⅢ作二级酶切，建立 了逆转录一 

聚合酶链式反应一眼制性 片段长度多态性分析 (RT-PCR—RFLp)分型法。被定为 HTN型的 9株． 

SEO型的 8辣．余 3株未能定型。此 2O个毒株曾用血清学方法分型．仅 l1株分型成功．与 RT- 

PCR-RFLP法结果符合。分型成功率 RT-PCR—RFLP法比血清法高 30％。 

关键调 肾综合征出血热病毒，董固盆型一里望苎里一逆转录一聚合酶链式反应·限制性片段长厦多 
态性分析(RT—PCR．RVLP)HF y、RT-P跌． tT—PeR—N：上P 

肾综合征出血热病毒(HFRsv)是布尼亚病毒科汉坦病毒属成员。目前 已知该属至步可 

分为 8个血清型．且其各型问均有交叉反应。其中的汉滩型(HTNv)与汉城型(sE0lv)在我 

国野生动物中广泛分 布和传播．并引起病死率较高的肾综合征出血热(HFI )．因此倍受重 

视⋯。HFRSV抗原检测、分型和流行病学目前还存在许多亟待解决的问题：现行的抗原检测 

法敏感性、简便性、特异性尚不理想，且无安全性好的优质抗原 ：分型方法不仅操作繁琐、费时． 

且对不少毒株不能准确分型；流行病学上对各型别的地理分布还不很清楚。有鉴于此．本研究 

研制了 HFRSV的核壳工作抗原．建立了 RT-PCR检测方法和 RT-PCR．RFLP分型方法。 

1 材料与方法 

1．1 质粒与菌种 古 HFRSV 76．118株 S基因片段 eDNA的质粒由中国预防医学科学院病毒所杭长寿研究 

员惠赠 ；表达质粒 pTSAPAt 由美国 Cantor教授惠赠；质粒 pEt-28a[ ．菌株 E．co／i BL-21(13m )系本室保存。 

1 2 引物的设计与台成 根据报道的 t-IFRSV 76．118株 S片段 eDNA序列．设计第一组引物{引物 1 5'-ATG 

CATGCGGCCGCT ACCATGGCAACT ATGGAGG-3 ．与 s片段 eDNA34．52序列相同，古 NcoI位点；引 

物 2 5'-GAT CGT CGA cTT AGA TcT AGA GTT TCA AAG GCT  C-3 ．与 S片段 eDNA 1324．1308序列互 
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补．含 Sa1I酶切位点 ；引物 3 5'-T TGTCGA CTCTTcTGCcTT CATGCT一3 ，与 S片段 eDNA 595—612序 

列互补．舍 Sa1I酶切位点。根据 |仃Nv 76．118株及 SEOV R22株 M 片段 eDNA序列．选取 同源性较高 的 

G1区设计第二组引物 ：引物 4 5'-GCA TCA GTG AAG cur m  C-3 ，与两型病毒 eDNA 1199—1218序列相 

同；引物 5 5'-GCAGATGTGCCCAAC CATG-3 ．与两型病毒 eDNA1497—1478序列互补。上述引物设计经 

军事医学科学院王槐春设计的 PCRDESN软件进一步分析．证明符合条件，由中国科学院上海植物生理研究 

所合成。 

1．3 试剂 限制性 内切酶 、T4DNA连接酶购 自GIBCO BRL公司．PCR试剂盒购 自上海生工 生物工程公司。 

逆转录酶试剂盒为美国 Promega公司产品。标准 DNA和标准蛋 白 Marker及其他常规试剂均购 自华美生物 

工程公司。 

1．4 毒株 汉滩型标准株76—1l8、汉城型标准株 R22由中国预防医学科学院病毒所抗长寿教授惠赠，本所 

Vero-E6细胞传代或鼠脑传代作为阳性对照；特检毒株：鲁胎(山东 病 胎儿)、A537(福建 黑线姬 鼠)、B5(浙江 

病人血)、S35(上海 病人血)、A3(浙江 黑线姬 鼠)、HR54(河南 褐家鼠)、HI4(陕西 病人血)、鲁姚 (山东 病 人 

血 )、R2(安徽 、褐家 鼠)、H3(湖北 病人血)、鲁徐(山东 病人血)、1-15(安徽 、黑龙江 病人血)、A96(安徽 黑线姬 

鼠)、C4(安徽 家猫)、R27(河南 褐家鼠)、R(安徽 大白鼠)、A216(I~I Jtl黑线姬鼠)、LR1(甘肃 病人血 )、Huhei 

(湖北 病人血)、A1018(湖北 黑线姬鼠)、L99(江西 黄毛鼠)、R178(福建 褐家鼠)、A16(陕西 黑线姬鼠)、R36 

(云南 揭家 鼠)、R30(云南 褐家鼠)、C10(安徽 家猫 )、Bl1(安徽 病人血)、S 45(上海 病人血)、A59(云南 高 山 

姬鼠)、Rr(安徽 大白鼠)、Hu(山东 病人尿)、肿 (安徽 病人血)、B78(山东 病人血)、E142(云南 滇绒 鼠)、J10 

(辽宁 褐家鼠)、陈株(Chert)、A9共计 37株由安徽省医学科学研究所倪大石教授惠赠，车所鼠脑传代保存； 

未感染 HFRSV的正常 BALB／e小鼠鼠瞄标本 3份和正常 Were-E6细胞标车 2份．共 5份为阴性对照。 

1．s 血清和单克隆抗体 HFRS患者血清 6份 由江苏省卫生防疫站意赠．阴性对照血清 3份采 自非 HFRS 

疫区的健康献血员。抗核壳蛋白单克隆抗体 H5由第四军医大学棣志凯教授惠赠a 

1．6 重组质粒的构建 用引物1和弓I物2扩增 出 S基因全长编码区片段，约 1．3 kb；用引物 1和弓l物 3扩增出 

S基因部分编码区片段，约 6O0 bp；分别用限制性 内切酶 NcoI、s I酶切上述扩增的棱苷酸 片段和 质粒载体 

pTSAPA及 pEt．28a．以低熔点琼脂糖电泳回收目的片段，然后进行连接反应。用连接产物转化感受态宿主菌 

E．coli BL21(DE3)．挑取转化菌．提取质粒，用酶切法和 PCR扩增法鉴定重组质粒 。 

I．7 目的基因的诱导表达殪表达产物的初步纯化 加 IPTG分别诱导 I．5、3、4 h后收集菌体．加裂解缓冲液 

(50mm。1，I Tris-HCI pH 8．0．1mmol／L EIVFA．100mmol／L NaC1)、苯 甲磺酰氯和溶菌酶．搅拌 20min，加去 

氧胆酸、DNaseI，离心收集沉淀。用 0．5％ TritonX．100和 10mmol／LEIVFA(pH8 0)洗涤 、离心，收集沉淀后 

重新悬浮于适量水中。 

1．s 表达产物的鉴定 SDS-PAGE电诛分析、W~tem-blot、间接 ELISA法均按常规方法进行 。 。 

1．9 RNA的提取 按 Piotr~ 等的异硫氰酸胍一步法。 

1．10 RT-PCR 从 HTNV 76．118株感染的 Veroe．E6细胞提取总 RNA作为横板，RT·PCR反应条件经优化 

后确定如下：5×逆转录缓冲液 4 L．Rn~in 5 L，10mmol／L dNTPs 4 uL．引物 OligodT1ttL-AMVRTase 5 u· 

RNA模板 1 L加灭菌 DEPC水至 20 ，混匀后42℃逆转录 2 h，95℃灭活 RTase 5min．向上述逆转录系统 

中加 Taq酶0．5 L．10×PCR缓冲梭5 L．引物 4和弓I物5各 1 L．补加双蒸水至总体积 50 L，退火温度为 

57℃．变性温度及延伸温度分别为 94℃与 72℃．各步骤反应时问为 1 rain．共 35个循环。RT·PCR产物用 

2％琼脂糖凝胶 电诛进行分析。 

1．11 捕捉 ELISA(~ELlSA】 方法按文献[7】操作。 

1．12 限制性片段长度多态性分析(RFLP~分型法 计算机检索、分析两型病毒 M 节段酶切位点发现，在扩 

增的核酿片段中．76．118株含 2个 RsaI位点．1个 HindIll位点；R22株含一个 Rsa I位．氟，不舍 Hind~1位 点。 

因此，选择 RsaI和 HindIll作为 RFLP分析的内切酶。迅速加入约 10 u限制性 内切酶 RsaI或 HindⅢ，37℃ 

水浴 3 h消化被分型毒抹的 RT-PCR产物 ；然后用聚丙烯酰胺凝胶 电诛(PAGE)对酶切产物进行分析，用银染 

l 。 
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法显影。实验 以76 118株和 R22株的酶切产物怍型标准参照．用 DNA标准 Marker作分子量参照，根据酶切 

产物片段的数 目和大小．参照 76—118株和 R．22株酶切模式，来判定被检测样本的型别。 

2 结果 

2．1 目的基因的克隆与表达 经扩增、回收、克隆、酶切鉴定等操作证 明，目的基因片段 已按 

正确方向装进表达载体，转化后筛选出重组工程菌。对诱导表达产物进行 SDS—PAGE电泳分 

析显示(图 1)，全长和部分的 s基因片段均获非融合表达和融合表达，非融合表达产量分别约 

为 9％和 13％，分子量分别约为5O kD和 22 kD；融合表达产量分别约为 16％和 20％，分子量 

分别约为 64 kD和 37 kD。Western—blot结果显示，两种非融合表达产物均能与 6份患者血清 

及抗核壳蛋白单克隆抗体 H5反应(见图 2)，表明表达产物具有生物活性 ；融合表达产物不与 

上述抗体反应，表明其缺乏生物活性。 

图 1 12％ SDS．PAGE对重组苗诱导表达产物鉴定 

Fig 1 12％ SDS-PAGE a~ lysis nudeoeapsld exprese~ed in induced recombinant bacteria 

1 S基因全长片段融合表达产物 2 空白菌体对照 3．蛋白质 Marker 4．S基因全长片段非融合表达 产物 5空白 

苗体对照 6 蛋白质 Market 7．空白苗体对照 8 S基因 N端部分片段融合表达产物 9 S基因 N端部分片段非融 

台表达产物 l0 空白菌体对照 

I 1．Fusion expressed protein of overal S getlome fragment Lane 2 Proteins of E．coil BL-21{DE3) Lane 3 Protein 

Marker Lane 4 Non-fusion expressed protein of overal S genome fragment Lane 5 Protein of E．~o／i BL一21(DE3) Lane 

6．Protein Marker Lane 7．Proteins of E．coli BL-21(DE3) Llllle 8．Fueion expressed protein of part S genome fragment t̂ 

N-termina1． Llllle 9 Non—fu~Joa expre~ed protein of part S germme fragment at N—t~ inM e 10．Proteins of E．eoli 

BL 21(DE3) 

2．2 表达重组抗原的应用 分别将50 kD和 22 kD非融合表达产物粗提物包被酶联反应板，用 

ELISA间接法检测 1：100稀释的 HFRS患者血清抗体。滴定结果表明，两种非融合重组抗原的 

工作浓度均可达 1：10 000．两者效价无显著差别。用融合抗原操作时，未能测出已知阳性抗体。 

2．3 RT-PCR检测结果 按前述方法检测 HFRSV毒株标本及阴性标本共44份。结果显示， 

39个毒株标本中，36株(含 HTNV76．118株和 SEOV R22株)扩增 出 299 bp的目的 DNA条 

带．余 3株标本(A1018、HU、B9)未见特异性扩增条带。若将退火温度设定为 45℃．这 3株 
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圈2 Western．blot分析重组苗诱导表达产物 

F 2 W estern hbt lys of nudeocapsid protein expr~ d in induced ∞m — 

m n【bactaria 

1 S基固全长片段表达产物与患者血清反应 2．S基因全长片段表达 产物与 

单克隆抗体反应 3．S基因 N靖部分片段表达产物与患者血清反应 

Lane1 Expression product of~ eral S genomefragment re．acted 【oo i廿】t’s bh 

㈣ 1 ne 2 Expression哪 du o overal S geaorne fragment reacted 【o mono— 

d0fmI antibody La ne 3 Expression product of part S genome fragment at N-ter— 

mind reacted【o patient’s blood jen-m 

则也是阳性结果，HU呈现299 bp的条带，A1018和 B9呈现 577 bp的条带(分子杂交证明为 

HFRSV特异性核酸组份)。5份阴性对照标本在任何反应条件下均无可见的扩增条带。 

2．4 cELISA的检测结果 以P／N>／2．10且 P—N>0．10为阴阳性判定标准，39个毒株标本 

中有 33株(含二个标准株)可判为阳性，6份为阴性；5份阴性对照标本均为阴性。 

2．5 RT-PCR及e．ELISA检测结果比较 两种方法检测上述标本，结果表明 ：5份阴性对照标 

本(24、27、31、35、36)用两法检测均为阴性 ；39个 HFRSV毒株，33株用两法检测均为阳性，另 

6株 RT．PCR检测为阳性，匝LISA检测 为阴性。RT．PCR及 cELISA的阳性检 出率分别 为 

100％及 84．6％，二者阳性符合率为 84．6％，总符合率为 86．4％。 

2．6 RFLP分型与血清学分型结果比较 用 Rsa I消化标准株和待分型毒株的扩增产物共 

2O份。酶切片段 PAGE的结果见图3：包括 R22在内的8份样本产生了特征性的 141 bp和 

158 bp的两片段模式，本研究将这类 RFLPs模式称为汉城型模式(Rsa I．SEO)；包括76．118 

在内的另6份样本产生了特征性的141 bp、127 hp和31 bp的三片段模式，将这类RFLPs模式 

称为汉滩型模式(RsaI．HTN)；其余 6份样本(A16、H5、B5、R178、鲁胎、鲁姚)没有被切开。 

我们称这种 RFLPs模式为未定型模式(Rsa I．N)。 

■ 
图3 Rsa I酶切 RT-PCR产物对汉坦病毒各毒株分型的 RFLPs模式 

Fig．3 Restri~tion eadonudease digestion patterns 0f 299 bp RT．PCR prnducgs。{20 hantavirus isolates by R阻 I 

2 HTN76-118 3．C4 4 S 45 5 HR54 6．R2． 7．A537 8．LRl 9．R27 10．Hubei 11．L99 12 A9 13 Chen 

14 HB55 15．R22 16 AI6 17 H5 19 R178 20鲁胎 21鲁姚 22．B5 1，18．PGEM-7zf(+)Hind1]l DNA Marker 
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为确定 Rsa I—N模式样本的型别，进一步用 HindⅢ对这 6份样本和 76．118样本进行酶 

切．结果 76—118和 A16、H5、B5均产生 213 bp的片段．我们将这类 RFLPs定名为 HindⅢ一 

HTN；而另外 3份样本仍未被切开，呈现 299 bp的条带(见图 4)。 

图4 HindⅢ酪切 RT-PCR产物对汉坦病毒各毒株分型 

的 RFLPs撰式 

Fig．4 Re~'trictlon endonue|case digestlon pattexns 299 

bp RT-PCR pr0duns 6 hanta,Arus isolates by 

Hind田． 

1 R178 2鲁胎(Luta1) 3 鲁撬(Lu yao) 5．A16 

6．1-B 7．135 4．pGEM-Tzf(4-)DNA Mark口 

根据上述 RsaI和 H_mdⅢ二级酶切的结果，可将被检测 20个毒株分为三组：9株(76。118、 

CA、LR1、A9、A537、Chen、A16、H5、B5)为 HTN型；8株(R2、R27、L99、545、HR54、R22、Hubei、 

HB55)为 SEO型；3株未能定型。此 20个毒株曾用血清学分型法分型[8,91，11株确定为 HTN 

型(A537、LR1、A16、Chen、A9、CA 、76。118)或 SEO型(Hubel、L99、R22、HB55)．与 RT。PCR- 

RFLP分型结果一致．另 9株用血清学方法未能定型。用 RT-PCR。RFLP法分型，2个毒株 

(H5、]35)为 HTN型．4个毒株(R2、R27、s45、HR54)为 sE0型．3个毒株(RL78、鲁胎、鲁姚)仍 

未能定型(见表 1)。 

3 讨论 

目前．用免疫学方法检测HF Ⅳ 抗原、抗体所用的特异性抗原．仍是用感染的鼠脑或组 

织培养物制备的天然抗原。制备这种抗原需严格的防护条件，产量有限，稳定性也欠佳。近几 

年已有较多研制重组抗原的报道-10·⋯，由于表达量较低、活性差、反应谱较窄等缺点而未能实 

际应用。本研究用强启动子17表达系统，对 s基因全片段和部分片段进行融合表达和非融 

合表达。融合表达产量较高，但缺乏生物活性；非融合表达产量不如前者，但活性很高，其工作 

浓度可达 1：10 000，有望替代天然抗原用于 HYRSV抗原抗体检测。本研究还对全长 s基因 

表达产物(5O kD)和N端部分 S基因(37—612．22 kD)表达产物的生物活性进行了比较，二者无 

明显的差异。s基因表达产物为线性抗原，其抗原决定簇主要集中于N端，所以本研究表达的 

22 kid抗原可以替代50 kD抗原。22 kD抗原分子量小．表达量相对高．更适于抗原的制备。 

HFRSV抗体检测已有敦种成熟的方法，但抗原检测尚无令人满意的方法，其主要问题是敏感 

性和特异性有待提高。本研究建立的 RT．PCR检测 HFRSV核酸方法与 cELISA法检测抗原 

比较，总符合率为86．4％。但前者比后者的阳性率高 15．4％．其高度特异性已被核酸探针杂 

交试验证实．实验操作也较简便．同时还可进一步对待幢毒株分型 因此．RT PCR法比 

cELIsA更适用于分子流行病学调查。 
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囊 l 基因分型cPCR／RFLPs)和血i．学分型结果比较 

Table 1 Th comparison of genotyplng am]ser。typiI-g results 

注 ：表中血清学丹型．PRNT栏中为空囊碱敷中和试验结果引 白文献 【8]；|FAT为间接免疫荧光试验结果．引白文 

献[9] 

Notes； being show~ in the table．the rmu]ts of PRNT were from Yu’s t~port【I1．mad the r~ lts of 1FAT w目e from 

KeZhen$ ．【 l 

HFRSV毒株的准确分型，对疫苗研制、疫苗预防接种和 HFRS的临床治疗具有重要意 

义，但这一向题十分棘手。现有的血清学方法既十分繁琐，又往往不能获得明确的结果。应用 

RT-PCR．RFLP对 HFRSV分型在国外已有报道ll ·”]。他们分型的毒株较少．缺乏代表性和普 

遍性．其选取的扩增片段和酶切方法是否恰当，也值得商榷。本研究借助电脑软件分析，在型 

特异性基因所在的M 片段 G1区选择扩增片段．在扩增片段中选择二种酶切位点进行二级酶 

切作 RFLP分析。一级酶切用 Rsa I将部分待检毒株分为 HTN型和 SEO型 ；二级酶切用 

HindⅢ从未定型毒株中分出部份 HTN型。该法流程简单．分型率较高．结果也比较可靠。本 

研究的 RT-PCR．RFLP分型法与血清学分型法所得结果具有很高的符台率．但 RFLP法的分 

型率为 85％(17／20)．血清法的分型率为 55％(11／20)．前者 比后者高 30％。造成这种差异的 

主要原因可能是有些待分型毒株没有经过空斑形成试验进行纯化，这对 RFLP法影响小，对血 

清法影响大。鉴于 RFLP不仅分型率高。操作也相对简便．所以有较好的应用前景。 

用 RT．PcR．RFLP法对我国 HFRS高发省份从几种主要宿主分离的 20个毒株进行分析． 

基本达到 了设计的预期效果 ．进一步肯定了目前的疫区型别划定。至于 R178、鲁姚、鲁胎三个 

未定型毒株的出现，揭示有些疫区的流行株基因可能发生了较大变异．也不能排除新的型别或 

亚型的存在，详细的基因背景资料调查正在进行之中。 
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Studies on Preparations of Nucleocapsid Protein Recombinant Antigen 

and Genotyping of Hantaviruses 

Tang Jiaqi CaoMin WangChangiun WeiChunban YeChunyan 

(MillmryReserch Institute，0rMedicine and Techn~ogy NanjingCommand Na ing 210002) 

Abstract Two groups of primers were designed according to the gene backgrounds of prototype 

virus of HTN and SEO serotypes and corrected by computer．One group of primers was used to 

elone entire S gencane segment and partial S genome segment with respect to N．terrmnal，n 1 

two cloned genes were fusionally expressed and non-fusionally expressed by 2"7 system．The non— 

fusionally expressed products whose working  concentration were 1：10 000 presented a good bi0_ 

logical activity though their yields were lower than the fusionally expressed products．The other 

group of primers was used to establish a meth0d of RT—PCR to detect RNAs of 37 virus isolates of 

HFRSv’ 2 positeve standard viruses and 5 negtive controls． On  comparision with that of 

cELISA，the detecting rates of two methods were 100％ and 84．6％ respectively，the coinciden 
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tal ratewas 84．6％ whilethefoiT~1er had 15．4％ higher sensitivitythan thelatter．Thetyping 

method of RFLP was set up by digesting the PCR products of 20 virus isolates with Ras I and 

HindUl resulting that 9 OUt of the tot81 were HTN．8 were SEO aM  3 were n0t determined re— 

spectively．The same 20 viruses have been previoushy typed using serotyping method  resulting 

tha t only 11 could he typed successfully．showing a high consistency with that of RT—PCR-RFLP 

method  and a 30％ lower typing etficiency  than the latter 

Key words Hantavirus．Recombinant antigen．Genotyping，Restriction fragments length poly— 

raorphism (RFLP) 
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