
局呈线性正相关(具有重要临床研究意义(值得推广

应用'因此(临床上需对妊娠期糖尿病产妇及早诊

断(且采取及时有效的血糖控制手段(尽量恢复产妇

的正常血糖水平(从而确保母婴安全'
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"
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"
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#
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要"目的
"

对
.'&8

年湖北省咸宁市嘉鱼县一起流行性出血热"

V?O

#疫情的病例血清标本及患者居住

地周围捕获的动物鼠的鼠血%鼠肺组织开展汉坦病毒病原学检测及病毒的分子进化研究$方法
"

采用汉坦病

毒
A

Z

P

和
A

Z

J

抗体检测试剂对
.

例患者及
;3

例密切接触者开展血清学和核酸检测$对于核酸阳性的标本进

一步分型确定其基因型别$在此基础上!对
J

片段基因序列进行测序并构建进化树$结果
"

.

份送检的患者

血清
A

Z

J

抗体均为阳性!所有密切接触者血清
A

Z

J

和
A

Z

P

均为阴性!汉坦病毒核酸全部为阴性&在捕获的
9

只

鼠标本中!

2

只鼠检出汉坦病毒核酸!阳性率为
2-1;@

!基因分型结果为汉城型"

TV+

#型$

J

片段测序及系统

发生情况表明该地鼠携带的汉坦病毒位于汉城病毒"

TV+F

#所在的支系!进化上同武汉分离株
>L%B7*S'.

%江

西分离株
G5B7

Z

_5̂57

4

5B7*7,'-,.'&&0

亲缘关系最近$结论
"

通过对病例标本及居住地动物鼠进行病原学检测

与分析!发现该次出血热疫情很有可能是由
TV+

型汉坦病毒经鼠造成向人传播$因此!通过加强对该地区汉

坦病毒宿主动物的监测对于
V?O

的防控十分重要$

关键词"流行性出血热&

"

汉坦病毒&

"

分子进化

!"#

!
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起的*

&

+

'在中国存在的汉滩病毒$

?DNF

&)汉城病毒

$

TV+F

&)大别山病毒)阿穆尔病毒)普马拉病毒)符拉

迪沃斯托克病毒)哈巴罗夫斯克病毒和泸西病毒中(

学者发现仅
?DNF

和
TV+F

可以感染人并引发

V?O

*

.

+

'该病主要是以鼠为主要传染源(可通过多种

途径传播自然疫源性疾病*

2

+

'目前在多个国家和地

区流行(疫源地主要集中在亚洲的韩国)中国以及欧

洲的俄罗斯)芬兰)南斯拉夫等'目前(我国已明确存

在汉坦型$

?DN

&)汉城型$

TV+

&和混合型
2

种疫

区*

8

+

'湖北省历史上曾经是出血热的重要疫区(

.''&R.'&;

年湖北省累计报告
V?O

病例
8(82

例(

死亡
&2(

例(平均发病率
'1;38.

"

&'

万(平均病死率

21'8@

(发病率总体呈逐年下降趋势*

;

+

(这与全国报

道的情况一致*

3

+

'病原学监测黑线姬鼠检出以
?DN

型为主(褐家鼠为
TV+

型汉坦病毒为主(

HA)

等*

-

+研

究表明湖北省为
V?O

混合型疫区'

.'&8

年
&.

月湖北省咸宁市嘉鱼县发生一起

V?O

疫情(采集了患者及部分密切接触者的血液进

行病原学检测(并对患者居住地进行捕鼠以开展鼠带

毒情况调查'同时采用
A

Z

J

)

A

Z

P

及汉坦病毒核酸

*D,E/*

荧光检测试剂对病例标本开展检测'解剖

捕获的鼠标本取出肺组织(肺组织标本经组织匀桨后

连同鼠血标本分别进行
E/*

检测(对检出病毒核酸

阳性的标本进一步分型明确其基因型别'采用
*D,

E/*

法对
J

片段部分区段进行扩增与测序)分析(在

此基础上对病毒进行了分子进化研究(本研究为该地

区更好地防控
V?O

提供了科学依据'

$

"

材料与方法

$1$

"

一般资料
"

采集病例血清标本
.

份(密切接触

者血清标本
;3

份'在患者居住房屋周边采用夹夜法

捕鼠(傍晚布鼠夹次日凌晨收'共捕获鼠
(

只(其中

黑线姬鼠
.

只(褐家鼠
3

只(黄胸鼠
&

只'捕获的鼠

带回实验室(无菌操作解剖取出鼠肺组织置于
.UH

冻存管中(加入
&UH

病毒维持液(分类编号后(至于

R9'e

冰箱长期冷冻保存)备用'

$1%

"

主要试剂
"

V?OA

Z

J

和
A

Z

P

抗体检测试剂盒

购于北京万泰药业股份有限公司%汉坦病毒
!

)

$

型

通用型核酸检测试剂及汉坦病毒
!

)

$

型核酸分型检

测试剂盒均购于上海之江生物科技有限公司%

\0N<

第一链合成试剂盒购于
D<!<*<

公司%

V̂ $B

=

0N<

聚合酶购于
D<!<*<

公司'

$1&

"

引物的设计与合成
"

根据中国疾病预防控制中

心发布的0全国肾综合征出血热监测方案1中推荐的

引物序列进行病毒基因扩增(序列见表
&

'

表
&

""

汉坦病毒巢式
E/*

扩增用引物序列

引物 序列$

;d

"

2d

& 位置

逆转录引物
D<PD<PD<P</D// &

"

&8

通用上游引物
<<<PD<PPDPAD<W<D/WDA</<<DPDPP &(&'

"

&(2(

通用下游引物
PD</<A//DPD*//A<//// .2-2

"

.2;8

汉滩病毒上游引物
P<<D/P<D</DPDPPP/DP/<<PDP/ &(;9

"

&(98

汉滩病毒下游引物
PP<DD<P<<////<P/D/PD/D/ .2&9

"

.28'

汉城病毒上游引物
PDPP</D/DD/DD/D/<DD<DD &(23

"

&(;-

汉城病毒下游引物
DPPP/<<D/DPPPPPPDDP/<DP .22&

"

.2;2

$1'

"

?F

特异性
A

Z

J

及
A

Z

P

抗体检测
"

对采集的
;9

份血清标本$其中
.

份为病例标本(

;3

份为密切接触者

标本&(使用汉坦病毒抗体检测试剂盒$北京万泰药业股

份有限公司&来进行
?F

特异性
A

Z

J

及
A

Z

P

抗体检测(

具体检测方法按照试剂盒操作说明书操作'

$1I

"

?F

荧光定量
*D,E/*

检测
"

采用
:A<PVN

F5[B"*N< J575!5$

对所有样本提取总
*N<

(先采

用汉坦病毒
!

)

$

型通用型核酸检测试剂进行核酸检

测(对于核酸检测阳性的标本再采用汉坦病毒分型检

测试剂进行检测以确定基因型别(荧光定量
*D,E/*

反应体系及反应条件按试剂盒中使用说明书进行(具

体操作程序按照相应的试剂盒使用说明书操作(荧光

定量
E/*

仪采用安捷伦
J 2̂'''E

'

$1Q

"

J

片断部分区段的
*D,E/*

扩增
"

反转录采

用
D<!<*<

第一链合成试剂盒(步骤按试剂盒中操

作说明书进行(反转录按照表
&

中推荐的引物进行'

使用通用引物进行第
&

轮
E/*

反应(反应体系为!

.hV̂ $B

=

J5_&.1;

(

H

(通用上游引物$

&'

(

U#"

"

H

&)

通用下游引物$

&'

(

U#"

"

H

&各
&1'

(

H

(反转录
\0N<

.

(

H

(去离子水
91;

(

H

(总体积
.;

(

H

'扩增反应条

件为
(;e

预变性
;U57

(

(8e3'6

(

;;e3'6

(

-.e

8;6

(扩增
2;

个循环(

-.e

延伸
&'U57

'第
.

轮反应

使用汉滩病毒"汉城病毒分型引物扩增(反应体系!

.hV̂ $B

=

J5_&.1;

(

H

%汉城病毒上下游引物$

&'

(

U#"

"

H

&各
&1'

(

H

%第
&

轮反应产物
.1'

(

H

(去离子

水
91;

(

H

(总体积
.;

(

H

(反应条件同第
&

轮
E/*

反应'

$1R

"

琼脂糖凝胶电泳分析
"

采用
.1'@

的琼脂糖进

行电泳(用
D<!<*<0H.'''

作为相对分子质量标

准品进行定量(采用凝胶电泳检测系统观察电泳结果

#
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并拍照并将电泳结果并拍照并将电泳条带明亮且特

异的标本送北京天一辉远公司进行
0N<

测序'

$1S

"

部分
J

片段的测序及进化树构建
"

序列整理

和生物信息学分析(将测序中的引物序列去除后(应

用
0N<T$B[

软件进行序列的拼接)比对和分析'采

用
JVP<81'

软件进行序列间的核苷酸和氨基酸同

源性比较(并用邻结法构建系统发生树(用于构建系

统进化树(汉坦病毒各基因型代表株的参比序列来自

N/̀A

的
PC7̀B7Y

'

%

"

结
""

果

%1$

"

病例标本血清学检测
"

本次实验共采集
;9

份

血清标本$其中
.

份为病例标本(

;3

份为密切接触者

标本&(使用汉坦病毒抗体检测试剂盒同时检测
A

Z

J

和
A

Z

P

抗体(

.

份病例血清样本出血热
A

Z

J

抗体均为

阳性提示为急性期感染(根据0流行性出血热诊断标

准1$

>T.-9,.''9

&(可判定为确诊病例'进一步检测

A

Z

P

抗体(其中一份血清标本的
A

Z

P

抗体为阳性(另

一份血清标本的
A

Z

P

抗体为阴性'所有密切接触者

血清
A

Z

J

检测结果均为阴性'

%1%

"

病例标本的
*CB"$5UC*D,E/*

检测
"

对所有

的血清学标本采用汉坦病毒
!

)

$

型通用型核酸检测

试剂盒进行
E/*

鉴定(所有的标本汉坦病毒核酸扩

增结果均为阴性$

!

型为
?DN

型)

$

型为
TV+

型&'

%1&

"

宿主动物汉坦病毒核酸检测
"

在病例居住地周

围布鼠夹子
&''

个(共捕获宿主动物鼠
(

只(命名为

鼠
5̂B7757

Z

'&,.'&8

"

5̂B7757

Z

'(,.'&8

'其中黑线姬

鼠
.

只(褐家鼠
3

只(黄胸鼠
&

只'在无菌操作情况

下(取出鼠肺组织进行研磨得到组织匀桨并将鼠心脏

破碎取血检测'将采集的所有标本送实验室开展汉

坦病毒核酸检测'先采用汉坦病毒
!

)

$

型通用型核

酸检测试剂盒进行检测(鼠
5̂B7757

Z

';,.'&8

全血)鼠

5̂B7757

Z

'&,.'&8

全血扩增
/$

值为
28193

)

221&3

(根

据试剂盒使用说明书(结果判为阳性'鼠
5̂B7,

757

Z

'&,.'&8

肺组织$

/$f&(1-9

&)鼠
5̂B7757

Z

'.,.'&8

肺组织$

/$f..128

&)鼠
5̂B7757

Z

';,.'&8

肺组织

$

/$f&(183

&标本
?F

核酸检测结果为阳性'见图
&

'

图
&

""

9

份鼠肺组织标本用通用型汉坦病毒核酸

检测试剂盒扩增图

""

将以上
E/*

检测结果阳性的鼠肺组织匀桨标本

$鼠
5̂B7757

Z

'&,.'&8

)鼠
5̂B7757

Z

'.,.'&8

)鼠
5̂B7,

757

Z

';,.'&8

&进一步用汉坦病毒
!

)

$

型核酸分型检

测试剂盒进行检测(结果见图
.

)

2

'采用
!

型核酸检

测试剂盒进行扩增未检测到扩展
/$

(结果为阴性'同

时采用汉坦病毒
$

型核酸检测试剂盒进行扩增(扩增

/$

值分别为
&(1&-

)

..1.2

)

&(1.;

(具有十分典型的

-

T

.型扩增曲线(结果判为阳性'

图
.

""

9

份鼠肺组织标本用
?DNF

型汉坦病毒

分型试剂盒扩增图

图
2

""

9

份鼠肺组织标本用
TV+F

型汉坦病毒

分型试剂盒扩增图

""

对捕获的
(

只宿主动物鼠进行检测(结果表明(

在
2

只褐家鼠中检测到汉坦病毒核酸结果为阳性(进

一步分型为
$

型$

TV+

型&汉坦病毒核酸阳性'

""

注!

J

表示
0N< JB[YC[0H.'''

(

&

表示鼠
5̂B7757

Z

'&,.'&8

鼠肺

组织扩增(

.

表示鼠
5̂B7757

Z

'.,.'&8

鼠肺组织扩增(

2

表示鼠
5̂B7,

757

Z

';,.'&8

鼠肺组织扩增&

图
8

""

凝胶电泳图

#

---&

#
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%1'

"

阳性标本的部分
J

片段的测序
"

将鼠
5̂B7,

757

Z

'&,.'&8

)鼠
5̂B7757

Z

'.,.'&8

)鼠
5̂B7757

Z

';,.'&8

的

2

份鼠肺组织匀桨标本的
*N<

经过反转录后合成
\0,

N<

第一条链(反转录引物采用表
&

中推荐的引物进

行'采用通用型引物作为巢式
E/*

外侧引物进行扩

增(以巢式
E/*

第一轮扩增产物为模板用
TV+

型特异

性引物进行第
.

轮
E/*

(扩增产物经电泳在
8&9I

b

左

右处出现
&

条特异
E/*

条带(电泳结果见图
8

'

%1I

"

J

片段的测序及进化树的构建
"

通过对测序获

得的
8&9I

b

核苷酸序列分析(

TV+F

和
?DNF

型汉

坦病毒在进化上分为
.

个明显独立的进化支系(见

图
;

'系统发生树也表明(

2

份鼠肺标本基因型别为

TV+F

型(在进化上同武汉分离株
>L%B7*S'.

)江西

分离株
G5B7

Z

_5̂57

4

5B7*7,'-,.'&&0

的亲缘关系最近%

与新疆分离株
)[LUL

=

5;;

)福建分离株
O

4

2-.,.'&2

)

河南分离株
.3J,.'&8?C7B7

)浙江分离株
!.8,F.

等

亲缘关系较远(其中与吉林珲春分离株
?&;3

处于同

一亚分支的
.

个独立的小分支'

2

份鼠标本中的病毒

在进化上是同
TV+F

型分离株
P#L2

及
W#7

Z4

5B*7&8

不在一个亚分支上(亲缘关系最远'

图
;

""

TV+F

部分
J

片段核苷酸序列所构建的系统发生树

&

"

讨
""

论

""

本研究同时采用荧光定量
E/*

和血清学检测法

对疑似病例血清标本进行检测(

.

份疑似病例标本血

清
A

Z

J

抗体均为阳性(但荧光定量
E/*

法未检出病

毒核酸(可能原因是患者处于病程晚期(发病时间较

长'研究表明(由于
V?O

的病毒血症期一般在发热

的前
;K

(且
?F

核酸在常温条件下极易降解(对储运

条件要求较高(单纯采用核酸检测试剂比较容易造成

漏检(因此十分有必要同时辅助于血清学的检测方

法'本研究中的
.

份病例标本核酸检测结果均为阴

性(但是
A

Z

J

抗体为阳性(亦可实验室确诊*

9

+

'汉坦

病毒属较难分离的病毒(细胞病变不明显(分离周期

较长且分离成功率非常低(特别是对于动物组织标本

的分离(虽然也有文献报道在褐家鼠肺组织中分离到

了
TV+F

(在黑线姬鼠中分离到了
?DNF

*

(

+

(笔者为

了避免繁杂的细胞分离操作而采用巢式
*D,E/*

技

术手段扩增出病毒
J

片段中部分基因序列快速用于

病毒基因分型及分子流行病学研究'

湖北省自
&(;-

年发现首例
V?O

患者至今
3'

多

年(历经几个自然流行高峰'近
&'

年来(湖北地区

V?O

的流行特征出现了明显改变(流行强度也明显

下降'作为一种自然疫源性疾病(

V?O

的流行与其

自然宿主动物密切相关'通常宿主动物的类型)分布

决定了汉坦病毒基因型别及分布'张明霞*

&'

+对湖北

省
.'''R.''(

年汉坦病毒流行及自然宿主分布进行

了调查(发现湖北等地区汉坦病毒的自然宿主为黑线

姬鼠和褐家鼠混合型疫区(其中褐家鼠为优势宿主(

褐家鼠所携带的
TV+F

为主要的病毒型别'在本研

究中(该省嘉鱼县捕获的宿主动物以褐家鼠为主(且

仅检出
TV+F

基因型别(这与此前对湖北地区的研究

一致*

&',&.

+

'相较于其他亚型的自然宿主(褐家鼠十分

活跃(且人类活动增加了携带
TV+F

型汉坦病毒与人

接触的概率'当前(湖北省虽已不是流行性出血热的

主要疫区(但是出血热疫情仍时有发生(严重危害了

群众身体健康'因此(加强对流行性出血热疫情防控

尤其是对相关宿主动物的监测显得十分必要'

'

"

结
""

论

""

通过对发现的汉城型汉坦病毒
TV+F

的部分
J

基因序列进行同源性和系统发生树分析(选取
N/̀A

中有代表性的
TV+F

毒株同源性在
('19@

"

((12@

之间'系统发生树分析表明(在本次疫情中捕获的动

物鼠中病毒与武汉分离株
>L%B7*S'.

)江西分离株

G5B7

Z

_5̂57

4

5B7*7,'-,.'&&0

亲缘关系很近%与新疆分

离株
)[LUL

=

5;;

)福建分离株
O

4

2-.,.'&2

)河南分离

株
.3J,.'&8?C7B7

)浙江分离株
!.8,F.

等毒株亲缘

关系较远(同
TV+F

型分离株
P#L2

及
W#7

Z4

5B*7&8

亲缘关系最远'同时(在湖北咸宁地区本次采集的鼠

标本中携带的
TV+

型汉坦病毒与该省武汉市及周边

江西省毒株在进化上高度同源(与熊海萍等*

&2

+在武汉

市分离到的
TC#L"]5[L6

毒株与
H((

株$

<O.99.(9

&及

!.8,].

$

<O.993;8

&在进化上同处于一个进化亚分

支'但本次采集的汉坦病毒自然宿主鼠数量不多(不

能全面地反映该地区鼠带毒情况(再加上在患者标本

中也未检测病毒核酸更难以将患者标本中病毒基因

信息同鼠携带病毒进行比较'因此(这提示我们需要

在以后的疾病控制工作中进一步加强对该病自然宿

主的监测'
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在糖尿病周围

神经病变早期诊断中的应用价值$方法
"

选取该院就诊的
&..

例
.

型糖尿病患者!根据电生理检查"

NVD

#诊

断结果!将其分为不伴周围神经病变组"

3;

例#与伴周围神经病变组"

;-

例#!根据肾小球滤过率分为
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%

<.

%

&̀

%
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组$另从同期体检健康者中选取
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检测%
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检
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组%
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组血清
/
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组"

!

$

'1';
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/
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%
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%
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组对比有显著差异&血清
/

M
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水平
R&''@

的腓肠
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%
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%
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组对比差异有统计学意义"

!
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/
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水平

R.;@

%
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%
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%
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%
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型糖尿病周围神经病变患者血清
/
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水平呈现为高表达!且血清
/
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水平可影响运动传导波幅%腓肠神
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糖尿病周围神经病变是一种常见的糖尿病慢性

并发症(男女发病率相近(并且伴随着糖尿病病程的

延长(其发病率也呈现出非常显著的递增趋势'调查

数据显示(

.

型糖尿病患者中(

3&19@

的患者均并发周

围神经病变*

&

+

'这不仅使得糖尿病的致残率和病死

率升高(也造成了一系列的复杂的医疗和护理等问

题(同时也是导致糖尿病患者反复住院的主要原因'

除此之外(周围神经病变也是引起糖尿病足等独立危

险因素*

.

+

'由于糖尿病周围神经病变起病具有较高

隐匿性(并且呈现为逐步渐进的过程(其病理改变的严

重性与症状的出现及其严重性往往不一致(患者通常表

现为感觉异常(继而出现足部坏疽)溃疡等*
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+

'为此(加

强对糖尿病周围神经病变的早前诊断(对有效实施特异

性治疗和血糖控制(预防足部溃疡)截肢及死亡等均有

重要意义*
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型糖尿病周

围神经病变的相关性进行研究(旨在客观评价
/
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在

糖尿病周围神经病变诊断中的应用价值'
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资料与方法
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一般资料
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