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Abstract：In order tO study the nucleotide sequence of L segment of Hantaan virus strain 84FI i，the 

cDNA of L segment was amplified fragment by fragment by RT—PCR ．The purified PCR products were 

sequenced directly or cloned into pMD18一T vector and then sequenced．The I genome segment is 6533 

nucleotides in length with a predicated region(from 38 to 6493)encoding 2151 amino acids．The entire 

sequence composition was A33．39％ ，C16．43％ ，G20．74％ ，T29．44％ ，and the GC and AT contents 

were 37．17 and 62．83％ ．Homology analysis showed that the homologies of 84FLi L segment nu— 

cleotide sequence with HTN isolates especially Chinese isolates were higher than those of other Han— 

tavirus．It showed 83．7％ homology with HTN foreign standard strain 76—118。while the amino acid 

homology between the two strains was 97．5％ ．The result suggested that 84FLi strain was one of the 

Hantann virus，and highly related tO other Chinese Hantaan Virus isolates． 

Key words：Hantavirus；84FLi strain；L segment；Sequence analysis；Phyologenetic tree 

摘要：采用逆转录一聚合酶链式反应(RT—PCR)，分节段扩增汉滩病毒 84FLi株的 L基因片段 eDNA。纯化的 PCR产 

物片段直接用于序列测定或克隆入 pND18一T载体中进行测序。结果表明。84FLi株的 L片段 eDNA 由 6533个核 

苷酸组 成 ，四种 核苷 酸的 比例 分别 为 A33．39％，C16．43％。G20．74％，T29．44％。GC 含量 为 37．17％。AT 含 量 为 

62．83％。推导出的最大开放读码框架为从 38到 6493，共编码 2151个氨基酸。序列同源性分析表 明，84FLi株核 

苷酸与 HTN型国际标准毒株 76—118的同源性为 83．7％，差异性为 18．8％；而与中国株 A9的同源性高达 97．6％。 

差异性仅为 2．4％。与 SEO型代表 Seou180—39的同源性为 75．2％。66．1％～66．5％。L片段的氨基酸 比较分析表 

明，L片段与 HTN型问的同源性为 97．5％～98．0％，而与 SEO型的同源性为 83．5％～85．5％。与 PUC、TUL、SN 

和 AND等其它型汉滩病毒的同源性仅为 68．6％～69．6％。结果表明 84FLi株属于 HTN型，并 与分离 自国内的 

HTN型病毒高度同源。 
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汉滩病毒 (Hantaan virus，HV)属 于布 尼亚病 毒 

科汉坦病毒属(Hantavirus)，是 由啮齿类动物携带， 

在宿主动物中产生非致病性持续感染，可通过病毒 

污染的啮齿类动物排泄的气溶胶等多种途径感染人 

类。人类感染可 引起肾综合征出血热(Henorrhagic 

Fever with Renal Syndrome，HFRS)和汉滩病毒肺综 
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合征 (Hantavirus Pulmonary Syndrome，HPS)。病 毒 

的基因组是一个单链含大(I )、中(M)、和小(s)三 

个基因片段的负链 RNA，编码的结构蛋 白分别为 I 

蛋白(即依赖 RNA的 RNA多聚酶、包膜糖蛋白(G1 

和 G2)和核衣壳蛋白(NP)【 ．2 J。其 中，I 片段最长 

并且是最难测序的片段，其编码的 I 蛋 白是汉滩病 

毒多聚酶，与病 毒 RNA 复制和 转录 酶 的作用 有 

关-3 J。因此，测定 I 片段的核苷酸序列将有助于了 

解病毒核酸的复制和转录过程。84FLi株是杨为松 

等-4 J于 1984年从肾综合征出血热患者流产胎儿肝 

脏分离的毒株。经交叉空斑减少中和试验和 M 片段 

部分 基 因序列 分析 鉴定 为 汉滩 病 毒 型 (Hantaan 

virus，HTNV)-5 J，该毒株是 中国预防医学科学院病 

毒学研究所研制的双价灭 活疫苗 (I型)的生产株， 

所制备的疫苗已被批准正式生产。 

1 材料与方法 

1．1 病毒及 RNA提取 

汉滩病毒 84FLi株系由杨为松等从流产儿肝脏 

中分离-4 J，由病毒所保存。cDNA合成试剂盒及 E— 

LoNGASE DNA聚合酶购 自GIBCO BRL公司。病 

毒常规接种 Vero细胞，培养增殖。用 IFA法检测 

细胞感染程度。待细胞荧光 出现 75％～100％细胞 

有感染病毒颗粒时收获病毒，用于提取病毒 RNA。 

病毒感染细胞总 RNA的提取按照 GIBCO BRI 公 

司的 TRIZOL试剂盒操作说明进行。 

1．2 引物设计及合成 

参照汉滩病毒国际标准毒株 76—118的 I 的核 

苷酸序列-6j设计用于 PCR扩增的引物(见下表)，由 

大连 TaKaRa公司和上海 BioAsia公司合成。其中， 

部分引物 由病毒所的李德新研究员提供。 

Location Segm ent 

(bp) sense 

SI GGGAATTCGAGATAGTGTAGTAGTA 1—8 LMS(+) 

L817R CACTGCTGTACCTTTTACTTC 839—818 L(一) 

PLU687 TAAGCACACACAAGAATCAG 687—706 L(+) 

21 R GAAGGGTAAATTCCACTTGCACC 2145—2123 L(一) 

PLU1965 TGATAGAGAAGTTGTTTGAG 1965—1984 L(+) 

A2F ACTACAGCATGGCATATAGG 1447—1466 L(+) 

B3R ATA从 CAAGGCATCATCTG 3345—3327 L(一) 

B3F TGTATGTTAGTGCAGATGC 2937—2955 L(+) 

23R ATGAGAAGATTGTCTCTGCC 4179—4160 L(一) 

PLU4036 CGGAAAGGTACAATGGAAGA 4036—4055 L(+) 

24F ACATTTTCTAAAGAGTATGC 4406—4425 L(+) 

C3R TTGCTTACTGCATCTACTGC 5666—5645 L(一) 

C3F CAGGTAAGCAGTATGATGCA 51 54—5157 L(+) 

437R TAGTAGTAGGCTCCGAGA 6533—6525 L(一) 

1．3 cDNA合成及 PCR扩增和克隆 

以 PCR扩增 正 向 引物 S1作为 反转 录 引物 ，采 

用 Super scrip M 1I逆转录酶合成 cDNA第一链。以 

cDNA为模板，分节段扩增 L基因片段。PCR产物 

于 1％琼脂糖凝胶上电泳分离，用 QIAGEN公司的 

快速凝胶提取试剂盒纯化。纯化片段直接用于序列 

测定或克 隆入 宝 生物 公 司 的 pMD18一T载体 中。克 

隆用 PCR方 法和酶切方法进 行初步筛选 。 

1．4 核苷酸序列测定及分析 

序列测定在 ABI PRISMTM 377XL DNA自动 

测序仪上进行，由大连 TaKaRa公司和上海 BioAsia 

公司完成。用 DNAstar和 Clustlw软件进行核苷酸 

序列和氨 基酸序列 的同源性和系统发 生分析 。汉滩 

病毒参比序列来 自GenBank，如下表所示 ： 

GenBank Accession 
V Typ s0“ 

Number 

2 结果 

2．1 汉滩病毒 84FLi株的 L片段全基因序列及其 

所编码的氨基酸 

测序结果表明 84FLi株的 I 片段的全基 因序 

列共 6 533个 核苷酸，四种核 苷酸的 比例分别 为 

A 33．39％ ，C 16．43％ ，G 20．74％ ，T 29．44％ 。 GC 

含量为 37．17％，AT含量为 62．83％。推导出的最 

大开放读码框为从 38到 6 493，共编码 2 151个氨 

基酸。L片段的全基因序列及其推导的编码氨基酸 

序列 GenBank注册号为 AF336826。 

2．2 84FLi株的 L片段核苷酸序列及氨基酸序列 

与其他汉坦病毒的同源性及差异性比较 

84FLi株 L片段 的核苷 酸 序列 与其 它 Han． 

tavirus的同源性 比较结果见表 1，与 HTN型国际标 
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准毒 株 76—118的 同 源 性 为 83．7％，差 异 性 为 

18．8％；而与中国株 A9的同源性高达 97．6％，差异 

性仅为 2．4％。与 SEO型代表株 Seou180—39的同 

源性为 75．2％，与中国株 L99的同源性为 75．3％。 

与 Puu、SN、AND和 TuL等其它型汉滩病毒的同 

源性为 66．1％～66．6％。L片段的氨基酸比较(见 

表 2)分析表 明，L片段与 HTN 型 间的同源 性为 

97．5％～98．0％，而与 SEO型的同源性为 85．3％ 

～ 85．5％。与 PUU、TUI 、SN 和 AND等其 它型 汉 

坦病毒的同源性仅为 68．6％～69．6％。 

2．3 系统发生树分析 

应用Jotun Hein[7]和 Clustal W[8]等方法构建出 

汉坦病毒 L片段核苷酸和氨基酸的系统发生树，见 

图 1。从基于 L片段核苷酸序列绘制的系统发生树 

来看，HTN型可分为两个分 支，84FLi株与另外两 

个中国毒株和 ZIO株在同一支上，其它韩国和 Et本 

毒株以及 LR1株在另一支中，这与 L片段氨基酸系 

统发生树结果一致。 

表 1 84FLi株 L片段与 16株汉坦病毒核苷酸同源性比较分析 

Table 1 Comoarison of L segment o1"84FLI strain nttcleotide sequence homology with 16 Itantaviruses 
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图 1 汉坦病毒 L片段基因序列的系统发生树 

Fig．1 Phylogenetic analysis of L segment of Hanta virus 84FLi strain 

3 讨 论 

迄今为止。国内外已有大量的汉坦病毒核苷酸序 

列被发表。我国是世界上受汉坦病毒危害最重的国 

家，因此测定我国流行的汉坦病毒毒株的序列，了解 

其分子基础及发病机理，将有助于防治汉坦病毒。汉 

滩病毒 84FLi株分离 自胎儿肝脏_4 J，是在 Vero细胞 

上适应传代后从 16株汉坦病毒中选育出的汉坦病毒 

疫苗候选株[ 。具有适应性好、繁殖力强、免疫原性 

好和抗原性好等优点，应用交叉空斑减少中和试验 

(Cross plaque reduction neurtralization test，cross- 

PRNT)对其抗 原性 的血 清学分 析 以及用 M 片段 

1984至 2316位间的 333bp核苷酸区域序列系统发 

生树比较分析，结果表明：84FI i株与 HTN型毒株间 

同源性较高，属于 HTN型病毒_5 J。 

本研究测定了汉滩病毒疫苗株 84FI i株 L片段 

的全基因序列，其长度为 6 533个核苷酸，AT含量比 

较丰富(62．83％)，符合汉坦病毒的特征。推导出的 

最大开放读码框为从 38到 6 493，其编码 2 151个氨 

基酸。L片段 5 和 3 端非编码区的长度分别是 37和 

40个核苷酸。序列同源性分析表明：84FLi株与分离 

自国内的HTNV同源性较高。汉坦病毒 L片段较同 

种病毒的 M 和 S片段更保守，同型病毒 L片段之间 

同源性较高，HTN型病毒之间的同源性为 83．7％～ 

100％，而 SEO 型 更 加 保 守 ，同 源 性 为 95．7％ ～ 

96．2％。应用生物软件对病毒基因的核苷酸和氨基酸 

序列进行配对比较分析，可了解各毒株之间的亲源关 

系和进化规律，并绘制相应的种系发生树。通过对 

GenBank中 17株汉坦病毒的 L片段序列进行分析比 

较，构建了种系发生树，84FLi株与其它中国毒株亲 

源关系接近，而与韩国和 日本的毒株距离较远，说明 

地域对汉坦病毒的进化有一定的影响。HTN型和 

SEO型在同一个分支中，PUU、TUL、SN和 AND等 

其它型在同一个分支中。 

反向遗传学技术是近年来应用于分节段、负链 

RNA病毒的一种 基因操作技术。该技术是将病毒 

RNA逆转录成 cDNA，由含病毒基因组 cDNA的质 

粒获取 RNA病毒的一项技术。这不仅为病毒的基 

因表达分析和进一步研究病毒复制以及转录过程开 

辟了新途径，而且为将病毒应用于基因工程疫苗和基 

因治疗铺平了道路[加，̈]。汉坦病毒是负链、分节段 

的 RNA病毒，利用反向遗传学技术可在 DNA水平 

上对其基因组进行人工操作，以达到改造病毒基因 

组、了解基因及其产物功能的目的。本研究测定了汉 

坦病毒疫苗株 84FLi的 L片段全基 因组序列，下一 

步可构建病毒基因组全长 cDNA克隆，为进一步研究 

病毒基因组功能以及病毒的复制和转录等奠定基础。 
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欢迎订阅《长江流域资源与环境》 

<长江流域资源与环境>由中国科学院资源环境科学与技术局和中国科学院武汉文献情报中心联合主 

办，科学出版社出版。它是全国唯一一份专门研究长江流域各种资源的开发利用保护与生态环境的综合性 

学术刊物，是中国科技论文统计源期刊，全国中文核心期刊，中国科学引文索引源期刊。它立足长江流域，面 

向国内外，围绕长江流域资源与生态环境重大问题，报道流域资源与生态环境科学研究成果、资源综合开发 
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