
诱导大鼠中枢神经系统 HSP70 表达。其机制可能

是通过诱导蛋白激酶 C 表达，上调 HSP70 表达。推

测替普瑞酮抗热损伤作用的可能机制为替普瑞酮对

抗热损伤引起的炎症反应和循环休克，延长生存时

间，减少氧自由基产生。
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辽宁省汉城型汉坦病毒基因亚型分析
*

耿英芝，田疆，刘芸，王博，孙英伟，李鑫，姚文清

摘 要: 目的 分析辽宁省汉城型汉坦病毒( HV) 的基因亚型及其分布情况。方法 收集辽宁省内主要肾综

合征出血热( HFRS) 流行地区的鼠肺和病人血清标本，采用间接免疫荧光法( IFA) 检测鼠肺中 HV 抗原，应用 HV
特异性引物以 RT-PCR 方法扩增标本中 M 和 S 基因片段的特异性核苷酸序列，测序后与已知病毒序列进行比较分

析，构建系统发生树，以明确其型别和亚型及其地理分布情况。结果 辽宁省 HFRS 疫区褐家鼠携带的病毒均为

汉城型病毒( SEOV) ; 对鼠肺及病人携带 HV 的部分 M 片段及部分 S 片段进行核苷酸序列分析表明，发现 SEOV 的

同源性较高，变异较小，稳定性较高，而且地理位置相近地区基因组核苷酸序列的同源性很高( ＞ 98. 8% ) ，具有小

范围的地理聚集现象。结论 辽宁省流行的 SEOV 均为 S3 亚型，基因亚型分布比较单一。
关键词: 汉坦病毒( HV) ; 汉城型病毒( SEOV) ; 基因亚型; 系统发生分析; 分布
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Genetic subtypes and distribution of Seoul hanta virus in Liaoning province
GENG Ying-zhi，TIAN Jiang，LIU Yun，et al ( Department of Endemic Disease Control，Liaoning Provicial Center for
Disease Control and Prevention，Shenyang，Liaoning Province 110005，China)

Abstract: Objective To investigate the genetic subtype and distribution of Seoul hahta virus in Liaoning province．
Methods Rat lung samples and serum samples of the patients were collected in major epidemic areas and hantavirus an-
tigens in the rat lungs were detected by indirect immunofluorescence assay． Partial M and S segments were amplified by
nested reverse-transcription polymerase chain reaction( RT-PCR) using hantavirus specific primer and then sequenced，
analyzed and compared with known sequences． The phyologenetic trees were constructed to analyze subtypes and geo-
graphical distribution． Results The Seoul hanta virus( SEOV) were carried by Rattus norvegicus in Liaoning province．
The analytic results of partial M and S segments carried by rat lungs and patients indicated that the homology and varia-
tion of SEOV were high． The homology of nucleotides sequence was above 98. 8% for samples from similar geographical
areas，with a high homology for adjacent geographical areas． Conclusion The popular SEOV is S3 subtypes in Liaoning
province and the gene subtypes distribution is single．

Key words: hantavirus; Seoul hanta virus; genetic subtype; phylogenetic analysis; distribution

汉坦病毒 ( hantavirus，HV ) 属于布尼亚病毒科 汉坦病毒属，是分节段的单股负链 RNA 病毒，主要

导致肾综合征出血热 ( hemorrhagic fever with renal
syndrome，HFRS ) 及汉坦病毒肺综合征 ( hantavirus
pulmonary syndrome，HPS ) 。目前已发现的 HV 至

少可分为 40 种血清型或基因型
［1 － 2］，而且每一型均

来自 1 种或少数几种密切相关的啮齿动物，并在宿
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主动物中产生持续性无症状感染，与其宿主共进

化
［3］。由于 HV 与宿主动物间的这种对应关系，宿

主动物的种群类型及其感染情况决定了疫区的性质

和流行强度。中国目前仍以汉滩型病毒 ( hantaan
virus，HTNV) 和汉城型病毒( Seoul virus，SEOV ) 为

主，分子流行病学研究表明，中国流行的 HTNV 可

分为 9 个亚型，SEOV 可分为 4 ～ 6 个亚型
［4］。本研

究于 2010—2011 年开展 HV 基因亚型的分子流行

病学研究，旨在了解辽宁省 HV 流行强度及其亚型

特点，以及与中国其他地区 HV 的进化关系。现将

结果报告如下。

1 材料与方法

1. 1 材料 收集 2010 年辽宁省 7 个地市 HFRS 监

测点捕获的啮齿动物 71 只，其中褐家鼠 41 只，小家

鼠 9 只，大仓鼠 11 只，黑线姬鼠 10 只。取鼠肺组织，

冰冻切 片 后 用 间 接 免 疫 荧 光 法 ( indirect immuno-
fluores cence assay，IFA) 检测，HV 抗原阳性的标本

用 于 反 转 录 聚 合 酶 反 应 ( reverse transcription
polymerase chain reaction，RT-PCR) 扩增。收集 20
份 HFRS 患者急性期血清，采用汉坦病毒特异性引

物进行扩增。
1. 2 方法

1. 2. 1 病毒 RNA 的提取 参照 Trizol RNA 提取

试剂( 美国 Invitrogen 公司) 的使用说明书对鼠肺标

本提取病毒 RNA，用 40 μL 无 RNA 酶的去离子水

溶解，－ 70 ℃ 保存备用。血清标本参照 QIAGEN
Rneasy Mini kit RNA 提取试剂盒( 德国 QIAGEN 公

司) 说明书提取病毒 RNA，30 μL 无 RNA 酶的去离

子水洗脱，－ 70 ℃保存备用。
1. 2. 2 引物的设计及合成 使用 AMV 逆转录酶

和 P14 引物 5'-TAGTAGTAGACTCC-3' ( 美国 Pro-
mega 公司) ，按说明书合成 cDNA，用于扩增 HV 部

分 S 片段和部分 M 片段，引物序列见参考文献［5 －
7］，引物由上海生工公司合成，ddH2O 溶解后分装，

－ 20 ℃冰箱保存备用。
1. 2. 3 RT-PCR 及其产物的纯化和回收 采用套

式 PCR 方法，HV-MFO 和 HV-MRO 为 HV 通用 M
片段外引物，HMF 和 HMR 为 HTNV M 片段分型内

引物，SEOMF 和 SEO-MR 为 SEOV M 片段分型内

引物，GS4 和 CS8 为 HV 的 S 片段引物。具体扩增

条件 为: 94 ℃ 预 变 性 5 min; 94 ℃ 1 min，52 ℃
1 min，72 ℃ 2 min，共 35 个循环; 最后于 72 ℃ 延伸

10 min。PCR 产物用 1. 5% 琼脂糖凝胶电泳后，采

用凝胶回收试剂盒( 德国 QIAGEN 公司) 按照说明

进行回收纯化。
1. 2. 4 序列测定和系统发生分析 测序由上海生

工生物工程技术服务有限公司完成，用 Clustal X
( v1. 8) 和 Mega 4 软件进行排序、比较分析并以邻

位相连法( NJ) 构建系统发生树。用于比较分析的

HV 序列来自于 GenBank，详见文献［5］。

2 结 果

2. 1 HV 基因型及其亚型的分布( 表 1) 采用 IFA
法检测 71 份鼠肺样本，共 10 份鼠肺样品 HV 抗原

阳性，病毒携带率为 14. 08%。检测出 HV 抗原阳

性的鼠均为褐家鼠。RT-PCR 方法对 10 份 HV 抗

原阳性标本进行部分 S 片段和 M 片段扩增，共 9 份

样本 扩 增 阳 性，编 号 分 别 为 SY12、SY18、AS48、
BX55、BX56、BX58、DD66、JZ3、HLD28。对 20 份

HFRS 患者急性期血清标本进行 RT-PCR 扩增，共 6
份样 本 扩 增 阳 性，编 号 分 别 SY8、AS26-4、DD12、
JZ49、TL25-1、HLD88。共扩增、测序及其系统发生

分析辽宁省 15 份病人血清及鼠肺标本，其中 9 只褐

家鼠 携 带 SEOV，6 例 患 者 为 SEOV 感 染。采 用

SEOV 分型引物进行扩增，共扩增出 14 个 M 与 9 个

S 基因节段上核苷酸序列片段，对其核苷酸片段进一

步分析，结果发现 15 份标本均为同一个基因亚型。
采用 M 基因片段与 S 基因片段分型，结果一致。

表 1 辽宁省 HV 基因型及其亚型的分布

地点 样品 宿主 基因型
亚型片段

M S

沈阳 SY12 褐家鼠 SEO S3 S3
SY18 褐家鼠 SEO S3 S3
SY8 人 SEO S3

鞍山 AS48 褐家鼠 SEO S3
AS26-4 人 SEO S3

本溪 BX55 褐家鼠 SEO S3
BX56 褐家鼠 SEO S3 S3
BX58 褐家鼠 SEO S3

丹东 DD66 褐家鼠 SEO S3 S3
DD12 人 SEO S3 S3

锦州 JZ3 褐家鼠 SEO S3 S3
JZ49 人 SEO S3

铁岭 TL25-1 人 SEO S3 S3
葫芦岛 HLD28 褐家鼠 SEO S3 S3

HLD88 人 SEO S3

2. 2 同源性比对及系统发生分析( 图 1、2) 分别

使用 SEOV 的 M 基因片段( 2003 ～ 2302 ) 和 S 基因

片段( 620 ～ 999) 核苷酸序列构建系统发生树。图 1
可见，辽宁省 SEOV 的 M 基因片段核苷酸序列均分

布于同一支，与 SD10、C3、Z37 等 S3 亚型序列位于

同一分支，其亚型内核苷酸序列同源性为 95. 7% ～
100%，同源性很高，变异很小，尤其是辽宁省地理位

置相近的锦州和葫芦岛地区基因组核苷酸序列同源

性 ＞ 98. 8%。SEOVS 基因片段的核苷酸片段分析
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与 M 基因片段分析结果一致，所有序列均分布于同

一支，属于 S3 亚型，亚型内的核苷酸序列同源性为

97. 8% ～ 100%，亚型间的核苷酸序列同源性接近

95%。基于 S 片段所构建的系统发生树与 M 片段

基本一致，但 S 片段比 M 片段更保守。另外，所有

的 SEOV 构成分为 6 个单元支，表明 SEOV 与其他

HTNV 等一样具有遗传多样性。

图 1 SEOV 部分 M 片段核苷酸的系统进化树

图 2 SEOV 部分 S 片段核苷酸的系统进化树

3 讨 论

辽宁省是中国 HFRS 的主要疫区之一，与朝鲜

及吉林等省接壤。本研究采用 RT-PCR 分型及核苷

酸序列测定技术对辽宁省流行 HV 的基因型及亚型

分布进行研究，结果表明辽宁省 SEOV 的主要传染

源是家鼠属褐家鼠，序列分析表明其同源性较高，变

异较小，均为同一亚型。
据 Xiao 等

［8］
报道，用 G2 区部分核苷酸序列来

构建系统发生树并常作为分型依据
［5，9］，其结果与

本研究血清分型结果一致。本研究根据 M 和 S 片

段序列与 Genebank 中已知序列进行比较并绘制系

统发生树，发现辽宁省 SEOV 均在同一分支，属 S3

亚型，且 M 和 S 片段分型结果一致。M 和 S 片段 S3
亚型内核苷酸序列同源性均 ＞ 95%，与其他亚型同

源性大部分均 ＜ 95%，因此辽宁省 SEOV 为 S3 亚

型，与吉林省褐家鼠携带的 SEOV 亚型一致
［10］，显

示出 HV 分布的地理聚集性。辽宁省锦州市和葫芦

岛市 SEOV 核苷酸序列同源性 ＞ 98. 8%，呈现出地

理位置相近地区基因组序列同源性很高的特点。孙

黎等
［7］

研究表明在多种宿主中均可携带 SEOV 的不

同亚型，亚型分布表现出明显地理聚集性，但范飞能

等
［11］

研究 发 现 同 一 地 区，褐 家 鼠 与 黄 胸 鼠 可 携

带不同的亚型，显示出局部地区SEOV的基因多样

性。本研究中的阳性动物标本均为褐家鼠，表明褐

家鼠是辽宁省的优势鼠种，但应加强其他鼠种尤其

偏远山区动物携带 HV 的研究，阐明辽宁省 SEOV
的流行特点。

本研究显示辽宁省 SEOV 均为 S3 亚型，表明

S3 亚型是该地区的优势流行亚型，但随着新、老疫

区的不断变化，其他亚型仍会存在。因此应系统地

开展 SEOV 的分子流行病学研究，及时发现辽宁省

是否还存在 SEOV 的新亚型及进化关系，对 HFRS
的防控具有重要的指导意义。
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