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摘要　目的 :提高汉坦病毒 ( HV)的检出率。方法 :设计了两对新的汉坦病毒 ( HV)通用引物 ,建立新的 RT2
PCR方法 ,对流行于湖北省不同地区的肾综合征出血热 ( HFRS)患者血清进行了检测。结果 :在对 166份血清中

HV RNA的检测显示 H TN型阳性率为 80. 1 %(133/ 166) ,SEO型为 19. 9 %(33/ 166) ;对不同浓度的 HV RNA检

测结果显示 ,本法最低可检测出血清中 72 pg病毒基因组。结论 :说明本法用于检测 HFRS患者血清中 HV RNA

的特异性和敏感性均很高 ,且我国中部地区 HFRS流行以 H TN为优势型 ,这一结果不仅为 HFRS的诊断提供了

新的手段 ,也为 HFRS的防治提供了新的依据。
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Abstract

Objective : To improve t he detection rate of Hantavirus. Methods : Two new pairs of Hanta2
virus universal p rimers was designed to detect t he Hantavirus genome RNA in hemorrhagic fever

wit h renal syndrome ( HFRS) patient’s serum in Hubei Province by R T2PCR. Results : In t he 166

serum , 80. 1 % (133/ 166) were detected to be H TN and 19. 9 % (33/ 166) were SEO in serology

typing. At t he same time , even a low level of Hantavirus genome RNA ( ≥72 pg) could be detec2
ted by this met hod. Conclusion : It is an excellent met hod to detect Hantavirus genome in H FRS

patient’s serum wit h bot h high specificity and sensitivity , and H TN is a dominant Hantavirus se2
rotype in Hubei p rovince.
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　　肾综合征出血热 ( hemorrhagic fever wit h renal

syndrome , H FRS) 是由汉坦病毒 ( Hantaviruses ,

HV)引起、经啮齿类动物传播的急性自然疫源性疾

病[ 1 ]。HFRS疫区已扩大到全国 31 个省市 ,同时疫

区类型亦发生改变 ,最初为汉滩型 ( H TN 型)疫区 ,

之后又出现汉城型 (SEO型) ,目前 H TN 和 SEO 型

混合疫区大量存在 , 2003 年又报道有普马拉型

( PUU 型)出现[2 ,3 ]。目前 , EL ISA 法和检测 HFRS

患者血清中抗 HV IgM、Ig G抗体的方法已有较多

的报道 ,但抗体检测仅是一个侧面的间接指标。用

PCR法检测组织和细胞中 HV RNA 已有报道 ,并

认为这一方法直观优越[4 ] ,但检测血清中病毒 RNA

的研究较少 ,阳性率也不高。为了提高血清中 HV

的检出率和准确性 ,我们设计了两对新型通用引物 ,

建立了一种检测血清中病毒 RNA的新方法 ,并用于

H FRS的分子流行病学研究。

1　材料与方法

1 . 1 　细胞和毒株 　Vero E6 细胞、H TNV 762118

株和含 SEOV R22株 M片段的质粒 (p G34 + M)由

中国预防医学科学院病毒学研究所杭长寿教授惠

赠。HV 114株由本室首次分离并保存[5 ]。

1 . 2　血清标本和 HV分离株 　共 229 份血清均收

集自 198522000年武汉大学中南医院及人民医院、

武汉市江夏区人民医院、咸宁市人民医院、钟祥县人

民医院、武汉市新洲区人民医院和华中科技大学附

属协和医院收治住院的 HFRS患者。所有患者都经

以下标准筛选 :①年龄≥14 岁 ; ②发热时间≤4 d ;

③临床确诊为 H FRS ,包括发热、蛋白尿等症状 ; ④

有暴露于病原的暴露史或与感染者接触史 ; ⑤所有

急性期血清经 EL ISA 抗体捕捉法检测抗 HV 特异

性 IgM 抗体阳性 ,且滴度在 1 ∶200 以上。其中

198521989年间收集的 179 份血清标本均接种至

Vero E6 细胞分离传代 ,间接免疫荧光检测阳性率

达 80 %以上后收获做为病毒分离株保存于 - 80 ℃。

1 . 3　阳性模板的制备 　Vero E6 细胞按常规培养

成单层后 ,分别接种 H TNV 762118和 HV 114株病

毒 ,吸附 2 h 后换含 2 %胎牛血清的维持液 ,CO2 培

养箱内 37 ℃培养 14 d ;刮取少量细胞 ,进行特异性

免疫荧光检测。收获感染细胞提取总 RNA 做为阳

性模板。同时设置阴性对照 (Vero E6细胞)和空白

对照 (一抗加入空白 PBS溶液孵育) 。

1. 4　RNA提取及 RT2PCR试剂　提取 RNA 的 SV

总 RNA提取试剂盒为 Promega 公司产品 ; Sensis2
cript 逆转录酶为 Qiagen 公司产品 ; T aq DNA 聚合

酶和 PCR Markers 为 Promega 公司产品 ; RNA 酶

抑制剂 ( RNasin)及 dN TPs购自华美生物工程公司。

分别取 200μl 血清标本和病毒培养液提取病毒

RNA。取 1μl RNA 样品 100 倍稀释后 ,核酸蛋白

分析仪 ( Eppendorf )检测 260 nm/ 280 nm处 OD 值

比 ,确定 RNA样品的浓度及纯度。

1 . 5 　引物设计 　从 GenBank 中获得 H TNV 762
118、H TNV284Fli、H TNV2CUMC、H TNV2HoJo、

H TNV2HV114、H TNV2Lee、H TNV2NC167、SEO

Biken21、SEO HR80239、SEO KI2832262、SEO KI2
8521、SEO KI288215、SEO L99、SEO R22、SEO SR2
11共 15株汉坦病毒 M、S片段氨基酸序列和 cDNA

序列。将所有氨基酸序列和 cDNA 序列输入 DNA

Star MegAlign软件用 Clustal W程序排列 ,寻找氨

基酸序列及对应 cDNA序列均保守区域作为引物设

计区 (见表 1) 。引物设计后交由上海生工工程有限

公司合成。

表 1　汉坦病毒引物设计

Tab. 1　Design of HV Primers

引物 序列 (5′23′) 位置 极性 退火温度 (℃) 片段长度 (bp)

SF GA T T GAA GA TA T T GA GTCACC 9212941 + 50. 1250. 5 242

SR GT T GTA TCCCCA T T GA T T GT G 1 14221 162 -

MF T GA GAAA T GT GTA T GACA T GA 962116 + 49. 1249. 9 248

MR ACTA GACACT GT T TCAAA T GA 3232343 -

1. 4　RT2PCR　取 1μg RNA 模板 ,加入 200 U M2
ML V 逆转录酶 ( Promega ) 、50 mmol/ L Tris2HCl

(p H 8. 3) 、75 mmol/ L KCl、3 mmol/ L MgCl2、10

mmol/ L D T T、10 mmol/ L dN TP Mix 1μl、40 U

RNasin和 0. 4μg 六聚随机引物 ( Promega ) ,无

RNase水补足体积至 20μl ,充分混匀 ,短暂离心收

集反应液至管底。37 ℃反应 1 h ,然后 93 ℃5 min

终止反应 ,迅速置冰浴冷却 , - 80 ℃保存待用。取

上述反应 cDNA产物 5μl ,加入总体积 50μl的反应

体系中 ,其中含 1 U T aq DNA聚合酶 ( Fermentas) 、

10 mmol/ L Tris2HCl (p H 8. 8) 、50 mmol/ L KCl、

1. 5 mmol/ L MgCl2、0. 5 mmol/ L dN TPs和特异性
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引物各 10 p mol。充分混匀后 ,放入 PCR 扩增仪

( Eppendorf)中加热盖反应。循环反应参数为 94 ℃

预变性 3 min ,94 ℃变性 1 min ,50 ℃复性 1 min ,72 ℃

延伸 1 min ,循环 35次 ,最后 72 ℃延伸 5 min。整个

实验从 RNA提取开始设置阴性对照和阳性对照。

1 . 5　琼脂糖凝胶电泳　取 5μl PCR扩增产物在含

5 mg/ L 溴化乙啶 ( EB)的 1. 5 %琼脂糖凝胶上电泳 ,

5 V/ cm ,40 min后紫外透射反射仪上观察结果。

1 . 6　序列测定与分析　取 40μl PCR扩增产物同

上条件电泳 ,在紫外透射仪上切下 HV特异性片段 ,

分管装于 EP管中 ,封口后送北京天根公司纯化测

序。测序结果用 DNA Star 软件分析 ,将其与 Gen2
Bank上已登陆的汉坦病毒序列比较。

2　结果

2 . 1　阳性模板的制备

2 . 1 . 1 　病毒滴度 　根据 Reed2Muench 法 ,计算

50 %的免疫荧光呈阳性反应的终点浓度。结果 H T2
NV 762118 的 TCID50 值为 107. 75 / L , HV 114 的

TCID50值为 109. 5 / L。

2 . 1 . 2　间接免疫荧光法检测细胞中汉坦病毒特异

性抗原 　将接种 H TNV 762118 和 HV 114 株的

Vero E6 细胞涂片并进行间接免疫荧光染色 ,结果

可见感染病毒的细胞胞质内散在分部针尖大小的黄

绿色荧光颗粒 ,而正常细胞中只看到被伊文思蓝染

成桔红色的细胞核 ,未发现特异性荧光颗粒。

2. 2　汉坦病毒 RT2PCR法的建立

2 . 2 . 1 　RNA 的纯度和浓度检测 　分别测量 RNA

标本在 260 nm 和 280 nm 波长下的光密度值比

OD260 / OD280 ,确定 RNA 纯度 ;同时获得 RNA 标本

的浓度值。结果显示 ,所有 RNA 标本 OD260 / OD280

≥1. 9 ,表明 RNA 纯度较高 ,无 DNA 和蛋白质污

染 ;根据各个 RNA 样本浓度的不同 ,分别取 50 ng

RNA作为逆转录模板。

2 . 2 . 2 　R T2PCR方法的准确性 　扩增产物测序结

果与 GenBank上的 HV 序列一致 (资料未显示 ,结

果将另文发表) 。

2 . 2 . 2　R T2PCR 方法的特异性 　用 H TN 型特异

性引物 ( P0/ P1)分别扩增 H TN 型和 SEO型阳性模

板 ,并设 Vero E6细胞、双蒸水做阴性对照。结果显

示 H TNV 762118株和 HV 114 株病毒核酸扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳 ,在约 250 bp 处出现一条特异

性核酸带 ;而阴性对照扩增产物电泳后未见特异性

核酸带 (见图 1) 。将 H TN型和 SEO 型引物分别用

于扩增正常人血清及本科室保留的 CVB3 和 HSV2
1 ,均未见特异性核酸带。同时 ,我们所设计引物经

DNA Star PrimerSelect 软件检测其特异性 ,结果显

示两对引物对 15 株 HV cDNA 序列进行扩增时均

只产生一个目的片段产物 ,无非特异性扩增。

图 1　HTN型引物 RT2PCR方法的特异性

Fig. 1　Specif icity of HTN Primers by RT2PCR

M :分子量标准 ;1 :未感染细胞对照 ;2 :阳性模板对照 ;3 : HV

762118病毒株 ; 425 : HFRS 患者血清 ; 6 : HV 114 病毒株 ; 7 :

dd H2O对照

2 . 2 . 3 　R T2PCR 的扩增效率 　将 200μl H TNV

762118株病毒培养液中提取的总 RNA 在紫外分光

光度计上进行定量为 0. 72μg ,经 10 倍系列稀释 ,

R T2PCR方法可检出的最高稀释度为 10 - 4 ,即相当

于 72 pg核酸中的病毒 RNA (见图 2) 。

图 2　RT2PCR方法的扩增效率

Fig. 2　Eff iciency of HV RNA amplif ication by RT2PCR

M :分子量标准 ;1 :未感染细胞对照 ; 2 : HV 762118 病毒株 ;32

11 :10倍倍比稀释的 HV 762118病毒株 ;12 :dd H2O对照

2. 3 　湖北地区 HFRS患者血清或其分离毒株的基

因型

2 . 3 . 1 　R T2PCR法对 H FRS患者标本的检测 　通

过使用 H TNV或 SEOV 特异性引物对每一份提取

的核酸标本进行分管平行扩增以确定其型别。在

229份 H FRS患者血清或其分离毒株中 ,有 166 份

可被 H TN型或 SEO 型引物扩增出特异性 PCR产
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物 ,经琼脂糖凝胶电泳可见与相应阳性模板一致的

扩增条带。基因分型结果显示湖北地区流行的 HV

以 H TN 型为主 , 166 份基因分型阳性标本中 ,有

133份为 H TN 型 ,占总阳性产物的 80. 1 % ( 133/

166) ,而 SEO型仅占 19. 9 %(33/ 166) 。见表 2和图

3。本研究中共有 63份标本经两型引物扩增均未出

现阳性产物 ,R T2PCR的扩增总效率为 72. 5 %(166/

229) 。
表 2　各年度 HFRS患者血清或其分离毒株中

检测 HTNV和 SEOV数

Tab. 2　Numbers of HTNV & SEOV detected in HFRS

patients’serum or isolated strains

年度
EL ISA法检
测阳性数

R T2PCR法
检测阳性数

H TNV型阳
性数 ( %)

SEOV型阳
性数 ( %)

1985 37 25 20 (80. 0) 5 (20. 0)

1986 59 44 31 (70. 5) 13 (29. 5)

1987 52 32 27 (84. 4) 5 (15. 6)

1988 16 14 12 (85. 7) 2 (14. 3)

1989 12 9 8 (88. 9) 1 (11. 1)

1996 7 6 5 (83. 3) 1 (16. 7)

1997 11 7 5 (71. 4) 2 (28. 6)

1998 12 10 10 (100. 0) 0 (0. 0)

1999 10 9 7 (77. 8) 2 (22. 2)

2000 13 10 8 (80. 0) 2 (20. 0)

总计 229 166 133 (80. 1) 33 (19. 9)

图 3　RT2PCR法对 HFRS患者标本 HV的检测

Fig. 3　Detection of HV RNA in HFRS patients’specimen

M :分子量标准 ;1 :未感染细胞对照 ; 2 : HV R22 阳性对照 ; 32

11 : HFRS患者血清样本 ;12 :dd H2O对照

3　讨论

湖北地区是中国肾综合征出血热的重疫区 ,该

病的发病率和死亡率均高。现已证实 ,该地区为家

鼠型和野鼠型混合疫区 ,至少有 H TN 和 SEO 两种

血清型存在。近年来的研究表明 HFRS在中国的流

行特征有日趋复杂的趋势 ,新的血清型的出现是导

致流行特征发生改变的原因之一。刘刚等首先提出

在中国东北地区有 PU UV的存在 ,而刘京梅等也通

过血清学分型的方法指出中国很可能已有 DOBV

的流行[3 ,6 ]。

HV基因变异多发生在 M 片段 G1 区[7 ,8 ]。因

此 ,我们根据 H TNV 和 SEOV 基因组 M 片段 G1

区分别设计了两条 H TNV 和 SEOV 特异性寡核苷

酸下游引物。为了增强引物的特异性 ,我们在引物

P1的 5′端添加了 2 个碱基。通过对所有标本及阳

性模板进行分管平行扩增试验 ,证明我们设计的这

套分型引物的特异性是可行的 ,可以用于 HV 的基

因分型研究 ;同时这套分型引物其扩增产物覆盖了

G1区变异最大的区域 (87021 080 bp) ,从而能保证

最大可能地筛选变异株。由于本研究中所涉及的标

本年限跨度比较大 ,我们研究的样本保存时间又比

较长 ,因此从标本中高效完整地提取 RNA 是进行

R T2PCR反应成功的关键。由于 HV RNA 极易因

为长时间保存而发生降解 ,且因 HV 感染后呈一过

性病毒血症导致血液标本中的 HV RNA含量少 ,因

此我们采取了一些措施来提高 RNA 提取的效率。

一方面 ,考虑到 198521989 年间收集血清标本保存

时间太长 ,为保证有效地提取 RNA 进行后续试验 ,

我们没有直接使用血清标本 ,而是从经过分离培养

的病毒悬液中提取 RNA。关于从 HFRS患者的血

清标本中分离培养 HV 株的工作 ,本室在 20 世纪

80年代已完成[5 ]。另一方面 ,在提取 RNA 试剂的

选择上 ,我们经比较选用了专门从液体标本中提取

RNA的 SV Total RNA 提取试剂盒 ,该试剂基于离

子吸附原理可有效地提取液体标本中的总 RNA ,去

除 DNA和蛋白质污染 ;同时又因具备无需低温操

作、离心时间短等优点可尽量减少 RNA 降解和破

坏 ,得到高品质的 RNA 样品。通过检测 RNA 样品

的纯度并进行 RNA琼脂糖凝胶电泳 ,可看到我们提

取的 RNA样品纯度高且完整性好 ,为基因分析研究

奠定了良好的基础。另外 ,我们选用了针对陈旧性

标本中少量 RNA 进行逆转录的 Sensiscript 逆转录

酶 ,该酶能将少于 50 ng 的总 RNA 高效逆转录为

cDNA ,且具有 RNase H 活性 ,能降解 RNA ∶DNA

杂合子中的 RNA ,为 PCR 反应提供纯品的 cDNA

模板。目前国内外报道的有关 HFRS临床标本的扩

增多限于 223年间的回顾性研究。

229份确诊为 H FRS患者的血清标本或分离毒

株中 ,只有 72. 5 % (133/ 229)经 R T2PCR 法检测为

HV阳性。根据 Xu 等关于 HV 114 株血清学特征

的研究结果 , HV 114 株与 H TNV 762118 株 , K27

株 ( PUUV)和 R22株 (SEOV)有着很密切的血清学

(下转第 531页)
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关系 ,且这些不同血清型的 HV株在 EL ISA 反应中

有发生血清学交叉反应的可能性 ,因此不能排除本

研究中经 EL ISA 法筛选的 HFRS血清标本中有其

它血清型病毒的存在[9 ]。由于本研究中所用引物能

对 H TNV 和 SEOV 进行有效扩增 ,因此如果我们

的标本中有第三种血清型毒株存在 ,那么在 63 份

R T2PCR反应阴性的标本中则可能出现假阴性结

果。鉴于已有报道在中国东北地区首次发现

PUUV ,所以即使目前没有确切证据证明湖北地区

也有 H TN型和 SEO型以外的 HV 血清型存在 ,我

们仍不能排除这种可能性。从 R T2PCR的结果可以

看出 , 198521989 年收集标本的检出率为 70. 5 %

(124/ 176) ,明显低于 199622000 年标本的检出率

79. 2 %(42/ 53) 。这表明保存条件、时间跨度和所研

究片段的长度都可能影响标本的检测效果。尽管我

们采取了一些措施希望尽量提高 RNA得率 ,但还是

有部分标本发生了 RNA降解 ,因此可能会降低 R T2
PCR反应对 RNA 序列进行扩增的效率。此外 ,如

果能排除 RNA提取效率及 R T2PCR方法敏感性对

结果的影响 ,病毒基因组出现变异也可能是导致

R T2PCR 扩增失败的另一个因素。当待检病毒

RNA核苷酸序列在引物对应区域 ,特别是引物 3’端

发生改变 ,将会导致扩增失败。
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