
肾综合征出血热（HFRS）是由汉坦病毒（HV）引

起，以鼠类为主要传染源，可通过多种途径传播的自然

疫源性疾病［1］。目前我国的32个省（直辖市、自治区）

中，有29个已发现HV或HFRS病例。吉林省是HFRS
老疫源地，疫情比较严重［2］。长春龙嘉国际机场为新

建机场，也是吉林省最大的空港口岸，在口岸范围内对

HV在宿主动物内的流行及基因分型进行全面研究，

从而有效地预防和控制HFRS非常必要。本研究使用

反转录-聚合酶链反应（RT⁃PCR）分型检测方法及核苷

酸序列测定技术，对来源于长春龙嘉国际机场口岸内

的鼠肺标本进行基因分型并对部分标本的核苷酸序列

进行分析比较，为更好地在口岸范围内防制HFRS 提

供科学依据。

1 材料与方法

1.1 标本采集 2006年4月至2007年3月，于每月的

10－12日，在长春龙嘉国际机场选取停机坪东侧、停

机坪北侧、南方航空公司货运仓库、机场集团货运仓库

进行鼠类监测。按照常规夹日法捕鼠，晚放晨收，每次

布放鼠夹 300夹。每次调查原则：所用鼠夹型号一致

（采用 2号标准鼠夹，特殊情况采用 1号或 3号鼠夹），

布放时间一致（晚放晨收），布放生境一致（室内或室

外），所用诱饵一致（本次调查采用南瓜籽）。

对捕获鼠样本，无菌剖取鼠肺，保存至液氮中，送

实验室待检，所有标本放-70 ℃冰冻保存。

1.2 组织切片 用冷冻切片机将鼠肺标本切成约0.5 μm
的薄片，同一标本切 2份，分别粘于抗原片的上下两

孔，紫外线照射15 min杀灭病毒，然后将玻片放于染色

缸内，倒入预冷的丙酮，在 4 ℃冰箱中固定 10 min，用
吹风机将玻片吹干备用。

1.3 直接免疫荧光法（DFA）检测抗原 滴加0.01 mol/L，
pH值7.4的PBS于待检标本片上，10 min后弃去，使标

本保持一定湿度；滴加适当稀释的荧光标记的抗体溶

液，使其完全覆盖标本，置于有盖搪瓷盒内，37 ℃ 30～
45 min；取出玻片置玻片架上，先用 0.01 mol/L，pH值

7.4的PBS冲洗后，再按顺序过 0.01 mol/L，pH值 7.4的
PBS三缸浸泡，每缸3～5 min，不时振荡；取出玻片，用

滤纸吸去多余水分，但不使标本干燥，加 1滴缓冲甘

油，以盖玻片覆盖；立即用荧光显微镜观察。

1.4 组织总 RNA 提取 用天平称取鼠肺标本 50～
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100 mg，放 入 灭 菌 研 磨 器 中 ，加 入 Trizol 试 剂

（GibcoBrl，加拿大），充分研磨后移入Eppendorf 管中；

冰上 5 min；每 1 ml体系中加入氯仿 200 μl，振荡器上

剧烈振荡；冰上 3 min，期间，液体开始分为上下两层，

不要轻易搅动液体；12 000 r/min，离心 10 min（离心半

径 6 cm）；将上层清澈透明的水相移入另一新的

Eppendorf管中，加入相同体积的异丙醇，上下颠倒充

分混匀；冰上放置10 min；12 000 r/min，离心10 min，弃
上清；100％乙醇洗涤；12 000 r/min，离心 10 min，弃上

清；室温干燥晾干。

1.5 RT⁃PCR扩增HV基因M片段

1.5.1 引物设计 采用卫生部制定的《全国肾综合征

出血热监测方案》中推荐的引物。序列见表1。

1.5.2 cDNA第一链的合成 反转录合成 cDNA：采用

M⁃MLV（Promega，美国）反转录酶，按说明书进行。反

转录反应条件：退火 25 ℃ 5 min；cDNA链合成 42 ℃

1 h；反转录酶灭活70 ℃ 15 min。
1.5.3 目的片段nPCR方法扩增 使用通用外侧引物

进行第 1 轮 PCR，PCR 反应循环条件：94 ℃ 5 min；
（95 ℃ 35 s，62 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min）×5；（94 ℃ 40 s，
61 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min）×5；（94 ℃ 40 s，60 ℃ 1 min，
72 ℃ 1 min）×30，72 ℃ 10 min。使用不同型别的内侧

引物进行第2轮PCR，反应条件同第1轮。

1.5.4 电泳 取 PCR扩增产物 4 μl，以 DNA Marker
DL2000为分子质量标准品，用1.5%琼脂糖凝胶（EB染

色）电泳。电压100 V，电泳时间15 min，然后用 Jel Doc
2001型凝胶成像系统观察PCR扩增目的片段的结果。

1.5.5 核苷酸序列测定 对获得的基因产物进行纯化

回收，由上海生工生物工程技术服务有限公司进行核

苷酸序列测定。利用互联网BLAST工具及DNAStar软
件对获得的HV核苷酸序列进行同源性分析。

2 结果

2.1 基因分型 此次研究共捕获鼠类 195只，经免疫

荧光法检测出阳性标本10份。提取10份阳性鼠肺标

本的组织总RNA，用特异性引物进行反转录和 nPCR
扩增。用汉滩（HTN）型特异性引物和汉城（SEO）型特

异性引物同时扩增10份标本，结果显示，有4份标本被

HTN型特异性引物扩增出长度为383 bp的片段，标本

编号分别是2、48、80、92号；有6份标本被SEO型特异

性引物扩增出长度为418 bp的片段，标本编号分别是

11、18、30、64、106、139（图1）。

2.2 HV序列分析及同源性比较 选取HTN型和SEO
型的基因扩增产物各 1个，经纯化回收后进行序列测

定，并通过互联网BLAST工具与已经发表的HV序列

进行同源性比较，对所测得序列进行核苷酸序列比较

和系统发生树分析（表 2、3，图 2、3）。48号HTN型经

过比较后，同源性达到80%～96%，系统发生树可见其

与 JilinAP06、Liu、H5、B78、A3亲缘关系较近。18号

SEO型经过比较后，同源性达到93%～99%，系统发生

树可见其与 dc501、YS32亲缘关系较近。48号HTNV
与部分已知的HTNV毒株同源性比较见表 2。18号

SEOV与部分已知的SEOV毒株同源性比较见表3。

3 讨论

在国境口岸开展媒介生物监测及相关病原体检

测，对于保护国民健康和维护国家经济正常运行具有

重要的作用和深远的影响。在我国各口岸，负责口岸

卫生安全的出入境检验检疫部门多次截获境外媒介生

物，其中沈阳机场口岸、北京机场口岸、太原机场口岸

表 1 RT⁃PCR中使用的引物

引物
反转录引物

通用外侧引物

型特异性引物

HTN型内侧引物

SEO型内侧引物

注：引物来源：反转录引物由大连宝生物有限公司合成；其余引物

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

序列（5′～3′）
Oligodt Primers
AAAGTAGGTGITAYATCYTIACAATGTGG
GTACAICCTGTRCCIACCCC
GAATCGATACTGTGGGCTGCAAGTGC
GGATTAGAACCCCAGCTCGTCTC
GTGGACTCTTCTTCTCATTATT
TGGGCAATCTGGGGGGTTGCATG

位置

1910～1939
2373～2354
1958～1984
2318～2340
1936～1957
2331～2353

片段
LMS
M（+）
M（-）
M（+）
M（-）
M（+）
M（-）

M. Marker; 1～10. 2HTN、2SEO、11HTN、11SEO、18HTN、18SEO、

30HTN、30SEO、48HTN、48SEO

M. Marker; 1～10. 64HTN、64SEO、80HTN、80SEO、92HTN、92SEO、

106HTN、106SEO、139HTN、139SEO
图1 汉坦病毒RT⁃nPCR分型结果
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等曾截获外来鼠种［3］。一旦这些外来媒介生物携带的

疾病传入我国，不仅对人民身体健康和生命安全造成

危害，而且对社会经济发展造成严重影响。掌握长春

龙嘉国际机场口岸HV的基因型构成，根据检测所得

数据，对该机场口岸传播媒介生物性疾病的风险进行

评估，并对其传播传染病的风险程度作出科学分析和

预测，将有效防止医学媒介生物及其传播的传染病传

入及流行，为更好地履行《国际卫生条例》，保护人民身

体健康发挥极为重要的作用。这是有效控制外来媒介

生物性疾病传入最基础的工作，也是实施国际航行风

险管理和技术性贸易措施最基本的工作。

近年来在世界范围内已分离到众多的HV毒株，

这些不同地区与不同宿主来源的病毒株虽然在理化性

质和形态大小上基本一致［4］，但在各地所引起的临床

症状却轻重不一，流行病学特点也不尽相同［5］。根据

我国HFRS的主要传染源种类不同，该病可分为HTN

型和SEO型两种。通过多年研究，已经基本明确我国

存在HTN型、SEO型和混合型 3种疫区［6］。为了能够

明确HV基因型和基因亚型在我国的分布状况，王世

文［7］广泛收集来源于我国不同疫区的毒株、患者血清

和鼠肺等阳性标本，并对其进行分析。HV各基因型

和基因亚型在我国的分布情况，其中HTN型疫区分别

为黑龙江、浙江、安徽、四川、贵州、陕西、甘肃、宁夏等

省（自治区），SEO型疫区为吉林、内蒙古、河北、河南、

山西、广东、海南、江西、云南省（自治区），混合型疫区

为北京、山东、上海、江苏、福建、湖北省（直辖市），但其

亚型分布不甚相同。由于有的疫区标本较少对于其亚

型分布研究受到限制，故尚有待于进一步研究。此次研究

在长春龙嘉国际机场口岸既发现HTNV，也发现SEOV。
近年来RT⁃PCR检测HV的感染及进行基因分型

得到普遍应用［8-10］。从本次实验获得的序列资料看，

48号HTN型经过与其他已知HTNV毒株比较，同源性

达到了 80%～96%；18 号 SEO 型经过与其他已知

SEOV毒株比较，同源性达到了93%～99%。根据国际

病毒分类与命名委员会提出病毒基因组序列进行分型

的标准来看，同源性低于95%，即可认为是新的亚型，

低于 75%即可认为是新型。本次同源性分析发现，在

已知的毒株序列中已经存在和本次研究获得的序列同

源性达到95%以上的毒株，这说明本次研究中虽然HV
基因发生了一定程度的变异，但18号和48号并非新的

亚型。由于影响HV变异进化的因素比较多，包括地

理位置、环境气候、宿主动物等因素，所以，在长春龙嘉

国际机场口岸地区HV的变异进化规律还有待于进一

步的研究。
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表2 48号HTNV与部分已知的HTNV毒株同源性比较

病毒株

JilinAP06
Liu
H5
B78
A3
注：JilinAP06、Liu、H5、B78、A3、AP111、CJAp595、CRF110、AP1371、

CJAa142分别是已知的HTNV毒株。

同源性（%）

96
95
95
96
96

病毒株

AP111
CJAp595
CRF110
AP1371
CJAa142

同源性（%）

93
83
92
93
83

表3 18号SEOV与部分已知的SEOV毒株同源性比较

病毒株

BjHD01
HLD65
ZT10
B⁃1
YS32
注：BjHD01、HLD65、ZT10、B⁃1、YS32、HLD78、KI⁃83⁃262、ZT71、

dc501、cp211分别是已知的SOEV毒株。

同源性（%）

99
99
97
97
98

病毒株

HLD78
KI⁃83⁃262
ZT71
dc501
cp211

同源性（%）

98
98
97
99
99

图2 部分SEOV M片段核苷酸序列所构建的系统发生树

图3 部分HTNV M片段核苷酸序列所构建的系统发生树
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