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Molot~dm-Ch锄  s吐 ofthe Seed Virus 0f Hl S Candidate Vaccine A16 S 憎iII 
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Ab6UlI~ ForfUl't~ stu由ing Oilthemolecular characteristics ofA16 strain，whichisthe ed us of哪  

candidate vaccine，the M and S segments ofA16 Sll~t-1 Were锄 曲ed by RT_PCR and then seq哪 ed i~pec． 

ely．Sequence assay showed that Msegment of AI6 strain contai~ 3615 nud~tides，e【IcodiIlg 1133 amino 

acids，and S segment ofAI6出血 containedl 770 nueleotides，eIlc0d 429 amino 8cidB．The rn0lo ofM 

~ alent ofAI6 straiIl’s nucleotide sequ andinduced~'nino acid sequenees withthat of other type 

virus variedfⅡm 75．7％ to 90．3％ and 85．9％ to 97一％respectively．Namely，the nmtatic~ofM $e掣ner吐of 

A16 Sll~lill’s nucleodde~qltle．1lJee and amino acid sf蜘悯 ce with that of olh目 HTN type vimB vailed from 

9．7％ to24．3％ and 2．9％ to 14．1％ respeetived|y．Like M se~nent．the homology of S~gmetlt of AI6 

B七=a'n’s nucleotlde~qltlence8 andinducedl~JllO aeidfl~IrtlellJee8withthat of other type vin培variedfl瑚n 

76．O％ tD 90．O％ and 92 】％ [0 97．7％ ．卸d 67．0％ to 67．7％ and 81．7％ t0 82．6％ ththat ofsEO 

type vinls respectively． e result showedthatAI6 Stl~lill was oIle su strain ofIf】【N type vires． 

Key words：He~ trhagie fever with renal syndrome vaccine~AI6 BIl'Kin。M＆s segrnem，Seque~ analysis， 

Phylogenetic tree．Subtype 

摘要：为研究肾综合征出血热疫苗候选毒株AI6株的分子基础，应用肼 一PCR方法扩增并测定了A16株的M和 S 

片段的序列，结果A16株M片段的全基因序列共 3 615个棱瞢酸，编码 1 133个氨基酸。S片段的全基因序列共 

1 77O十核苷酸，编码429个氨基酸。AI6株 M片段核苷酸全基因序列及其推导的氨基酸与 It3'N型毒株同源卑为 

75．5％一90．3％和85．9％一97．1％，即 AI6与 HTN同型毒株间的差异高达9．7％一24．3％和2．9％一14 1％，而与 

SEO型的同源宰比较，核苷酸和氨基酸分别仅为70 2％～70 8％和73．4％一76 7％。S片段的序列同源宰与M片段 

的结果相类似，即核苷酸和氨基酸的同源卑与m'N型毒株分别为76．O％～90％和92．1％一97．7％，与 sD0型为 

67．0％一67．7％和81 7％一82．6％。结果显示，AI6株虽然属于[tIN型，但该毒株为It3'N型病毒的新亚型病毒株。 
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MoJe(:IJJar 0Iaracteristics of the Seed Vnus of HFRS Quv!idate Vacdne A16 Strain

YAO Zhi-hui' ,DONG Guan-mu' •YU Yong-xinl ,M Ke-li2 , YAN Yu-chen2

(I. NaIiorwl lnslilute fo; tk ConJrol if Phonna<etuical and Bidbgyical Prodm:J.o, Beijing lOOJ5O, China;

2. lruti=e ifEpitkmiolDgy and MiaobioIoHJ', Chi_ Pn:renti'" Mediool Academy ifScience; , Beijing 102296, China)

Abstract: For further studying on lhe molecular characteristi<s of A16 strain, which is lhe lleed virus of HFRS

candidate vaccine, lhe M and S segments of AI6 strain were amplified by RT-PeR and lhen sequenced resp""

tively.Sequence assay showed Ihst Msegment of AI6 strain contsined 3615 nuc1eotides, encoding 1133 amino

acids, and S segment of AI6 strain contained 1 no nucleotides , encoding 429 amino acids. The homology of M

segment of AI6 strain's nuclrotide sequences and induced amino acid sequences wilh that of olher lfllIl type

virus varied from 75.7% to 90.3% and 85.9% to 97.1 %reSP""tively.Namely,the nwtation of M segment of

AI6 strain's rwcleotide sequence and amino acid sequence wilh that of other lfllIl type viros varied from

9.7% to 24.3% and 2.9% to 14.1 % respectivedly. Like M segment, lhe homology of S segment of AI6

strain's nucleotide sequences and induced amino acid sequences wilh Ihst of oilier lfllIl type viOlS varied from

76.0% 10 90.0% and 92.1 % 1097.7%. and 67.0% to 67.7% and 81. 7% 10 82.6% wilh that of SEO

type virus resp""tively. The result showed Ihst AI6 strain was one subtype strain of lfllIl type viros.

Key words: Hemorrhagic fever wilh renal syndrome vaccine; AI6 strain, M&S segment, Sequence analysis,

l'hj·logenetic tree, Subtype
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肾综合征出血热临床上以发烧，出血和肾损害 

为主要特征．每年在欧洲和亚洲有近 1O万病例发 

生，其病原为汉坦病毒。疫苗预防是目前唯一有效 

的控制手段，目前我国已研制成功和正在研究的有 

多种类型的灭活疫苗，鸡胚细胞灭活疫苗是由中国 

预防医学科学院流行病学和微生物学研究所研制． 

应用A16株为疫苗毒株。A16毒株分离自陕西省西 

安市民安县黑线姬鼠肺⋯．交叉中和试验和单克隆 

反应结果证实 AI6毒株具有较好的抗原性和免疫 

原性，抗原决定簇较完全_2_]J，纯毒试验和空斑减少 

中和试验分型和 PCR分型结果均证实为 mN型病 

毒~ j，制备的鸡胚细胞疫苗对同型病毒具有良好 

的保护．经国家药品监督管理局批准进行Ⅱ期I临床 

观察。为了解 AI6株病毒的分子基础，我们克隆了 

A16株病毒的M和s片段全基因，并将序列的结果 

与汉坦病毒的国内流行毒株进行了分析比较。 

1 材料和方法 

1．1 乳鼠、细胞和毒株 

毒株传代用乳鼠来自我所实验动物室．Verc~E6 

细胞来自ATCC。A16毒株分离自陕西省西安市长 

安县黑线姬鼠肺⋯1，小白鼠乳鼠脑内传代和Veto-E6 

细胞传代保存，本研究为 SMI5E1(乳鼠脑 15代及 

Verc-E6细胞 1代)。 

1 2 试剂 

细胞培养用试剂为 G1BOCO BRL产品．T载体， 

连接酶和INVdC 宿主菌株为 lnvitrogen产品，随机引 

物为Amessafin公司产品，逆载录酶和 PCR相关试剂 

及质粒 DNA纯化试剂盒购于 Promega公司。 

1．3 引物的设计与合成 

M片段引物 P1(5'-TAGTAGTAGACTCCDGC,~一 

3 )，P3(5'-KI'C~ TGCAAGTG-3 )，P4(5 一 

TAGTAGTAGACTCCGCAAGAT-3 )参 见 文 献【 _7_， 

HG2R1(5 -TGAAACTA~ TIG-3 )参 觅 文 

献 B ，参考已知的 Hal1t8丑rI病毒标准株 76—118的 S 

片段核苷酸序列[91，设计用于扩增S片段的一对引 

物 S1(5'-TAGTAGTAGACTCCCT．~AAGA一3 ) S2(5 一 

TA( ('TA( 3cI℃cCrAA一3 )，由 GIl c0 IIRL公 

司台成。 

1，4 病毒RNA的提取。RT—PCR和产物的克隆和 

筛选 

病毒感染Vero-E5细胞7—10d左右，病毒滴度近 

ICCCIDso／n~，用 GIBCO BRL公 司的 Trizol总 RNA 

提取试剂盒提取感染病毒的细胞总 RNA，溶于无 

RNase的水中。用随机引物和 AMV逆转录酶合成 

cDNA，分别用P1P2和 P3P4．S1S2进行一次35个循 

环的PCR。将 PCR产物克隆于T载体，转化 DHSa 

宿主菌，用蓝白斑进行筛选鉴定。 

1．5 DNA序列测定，拼接和分析比较 

酶切和PCR鉴定正确的克隆经柱纯化后，用T7 

和 M13公 用 引 物 和 Perkin Elmer(PE)公 司 的 

Bigl~-eTM测序试剂盒反应后，在 AB I PRI sM 377 

DNA测序仪进行序列测定。测定 的结果应用 

DN~TAR软件拼接，并应用 J．Hein方法将 M和 S 

片段全基因序列测定结果分别与GenBank中HTN 

型和 SEO型病毒的 M和 S全基因序列进行比较，同 

时绘出相应的系统发生树。 

2 结果 

2．1 A16株 M片段的全基因序列及其编码的氨基 

酸 

序列测定表明 AI6毒株 M片段的全基因序列 

共 3 615 个核苷酸．四种核苷酸的比例分别 为 A 

3O．44％，T30．14％，G20．72％，C18．70％，C．C含量为 

39．42％，AT含量为60．58％。推导出其最大读码框 

架从41到3 448，共编码 1 133个氨基酸。(图 1， 

Genbank注册号为 AF288645。) 

2．2 AI6毒株 S片段的全基因序到及其编码的氨 

基酸 

序列测定表明A16毒株S片段的全基因序列共 

1 77O个核苷酸，四种核苷酸的 比例分别 为 

A31．4o％，G 26．05％，T22．79％，C19．77％，cc含量 

为 45．8139．42％．AT含量为 54．19。推导出其最大 

读码框架从37到 1 326，共编码429个氨基酸。(图 

2，Genban注册号为 AF288646。) 

2．3 A16毒株 M片段与HTN型和 SEO型同源性比 

较 

A16栋 M片段核苷酸全基因和氨基酸与 HTN 

型l2株和SEO型5株病毒的同源率比较，见表1。 
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6 I P S y 5 S F S V L T G S T D ^ R H V F S P 6 F F P Q L N Q T R c D K 

T ^ 1 P L T w T 6 

60 Tn℃ ^60666 a1 

A F S E 6 6 I F N 

F T H C E P T E A ^ F 0 A H V K v C 

K ^￡q ∞ ∞  C目  6 a 

T P G C V R T L N L F R V K 5 R C 

1(1日 M N nq 日 0： C^S qt0 M 日  ^6娟 日  

Q V E T S w 6 c N P 5 D C P 6 V G T 6 C 

^ ^6̂ T1 c． rc 鲫  60 6 0 nT 。q 0 rn∞ 0 ^ cT 

V K I I T I R y S R R v C v O F G E E N L 

日昏  帅 秣  ct 蜀  a C 强 c、T l姗 q0 口q H 0  0 a 四 日 0  哪 G 264C 

V C I I 6 T V S K F s Q G D T L L F F G P L E G G G L I F K H w C T S T C 

275C 

q F 6 D P 6 D I M s P R D K G F L C P E F P 6 S F R K K C N F ^ T T P L 

6岍 惴  删 掰 圈 r(九X 丌  ̂ 角 “ 洲  0 丌 a 丌订 。 础 丌 a 树 C 丌 a； 丌#； 础  

C E V D 6 N H r S 6 v K K v M ^ T 【 D s F q s F N T S T M H F T D E R 【 E 

玛融  积 r(∞ 砌 搿丌 础  ¨ 丌，7 。̂“ ∞  甜订7 4cc7 口幽蚪4c 丌 丌稼 蝴 丁(297C 

w x D P D 6 M L R D H I N I L V T K D I D F D H L 6 E N P C K I G L 0 T S 
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图 I A16株 M片段的全基因序列及其推导的氪基酸序列 

Fig l Congreve m l de and deduced amino acid sequer~es of M A16曲 n 
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图 2 AI6株 S片段的全基因序列及其推导的氨基酸序列 

Fig-2 Complete nuele~ide deaueed 】jⅢl ∞ 0f S 1 0fAI6 n 

裹 1 A16株 M片殷桉苷疃和氯基睦与 H 和SEO精毒的同潭比较 
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2．4 A16毒株 S片段与 HTN型和 SEO型同源性比 

较 

A16株S片段核苷酸全基因和氨基酸与Ir】【N型 

9株和SEO型4株病毒的同源率比较，见表2。 

裹 2 AI6株 S片段棱昔酸和氨基酸与 }珈 和SEO■毒的同■比较 

Table 2 Horado~ 0f Ⅲ 出 S髓掣憎 It Be 曲嘲 0fAI6mainwilfi ofHn惦龇 。 

【岫 ：H伽岫 of nue]nue]nue]nudnue~ de sequetle~in upperMimgie，hora~ 0f am；no ∞qIj黜  咄  

2．5 进化发生树比较分析 绘出了基于M和S片段核苷酸及推导氨基酸的系 

应用 DNASTAR软件的系统发生分析方法分别 统发生树，图3，4．5．6。 
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图3 A16株病毒 M片段全基因的系统发生树 
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图5 AI6株病毒 s片段全基因的系统发生树 
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图4 A16抹病毒M片段氨基酸的系统发生树 

F ．4 芦试  orAl6 n M 髓 r哪 聊『 ” I 

LR1-6啪  

图6 1̂6株病毒s片段氮基酸的系统发生树 
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序列分析结果 A16毒株 M片段的全基因序列 

共 3 653个核苷酸，编码 1 133个氨基酸，S片段的全 

基因序列共 1 770个核苷酸，编码 429个氨基酸，为 

研究A16株生物学特性提供了分子依据。 

A16毒株的序列测定结果同汉坦病毒同源性比 

较表明．AI6毒株与 HTN型病毒同源性较高，而与 

SEO型病毒同源性较低，因此A16毒株为HTN型病 

毒株，这与空斑减少中和试验的分型结果完全一 

致[ 。 

我们在应用空斑减少中和试验比较肾综合征出 

血热不同毒株的抗原性发现，虽然同型毒株间一般 

相互中和反应较好，但也有例外，其中 A9株与 

761l8、Chert株的效价接近．但与 A16、LR1则相差较 

大，认为可能同型中存在亚型 一。本研究 A16株与 

HTN毒株间的同源性比较表明 A16毒株的 M片段 

与A9、LR1和 76118均相差高达 9．3％ ～18．8％，S 

片段与 LR1和 76118也相差 12．9％一13．6％，表明 

A16株与这些毒株均属于不同的 Ⅲ 型亚型毒株， 

A16株是不同于以往所发现的所有亚型毒株的新的 

HTN型亚型株_1 ，从而从分子的角度解释了生物学 

方法分析的结果。系统发生分析的结果也证实了这 
一 结果。 

M和 S片段的核苷酸同源性比较还发现，A16 

毒株与山东分离株 肌 的S片段差异高达 14．2％， 

与其 M片段差异为 9．7％，A16毒株与 Z10株的结 

果正相反，与Z10的M片段差异高达 19．4％，S片段 

差异仅为 10％，而其他毒株 M和S片段变异程度相 

接近，因此我们认为汉坦病毒HTN型在进化过程中 

可以是单一片段的变异也可以是全基因各个片段的 

同时突变。 

虽然在克隆中应用了已知的引物，但由于汉坦 

病毒末端序列高度保守，误差对序列的同源性比较 

结果的影响可以忽略，分别用去除引物序列和ORF 

区序列的比较与全基因的结果类似。A16株病毒 M 

和S片段与国内分离的HTN型病毒株差异较大，其 

中与安徽分离株 AH09核苷酸的差异高至 24．3％，S 

片段达24％，氨基酸的差异 M也高达 14．1％，S为 

7．9％，国内其他疫苗株也存在这样的问题，因此我 

们应当加强对地方流行株与疫苗株交叉保护的研 

究，以指导疫苗实际应用；在疫苗研究中考虑加人新 

亚型毒株制备多价疫苗以便于更有效的控制肾综合 

出血热疾病的流行。 
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