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戊型肝炎实验室诊断研究进展
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� � 戊型肝炎(戊肝, HE)是一种由戊型肝炎病毒 ( H EV )引

起的主要经肠道传播的急性传染性肝炎,既往称肠道传播的

非甲非乙型肝炎,常引起爆发或流行, 病死率约 0. 5% ~ 1.

5% , 稍高于甲肝, 但孕妇戊肝的病死率可高达 20%。我国

是戊肝的高流行区之一, 约占临床散发性肝炎病例的 10%

~ 20%。1986~ 1988年我国新疆南部地区曾发生世界上最

大的一次戊型肝炎流行�1�。近年来,发现在猪、牛、羊、鸡、鼠

等多种与人类密切接触的动物可感染 HEV, 并且动物中分

离的 HEV 与人体内分离的 HEV 的基因序列高度一致, 使

人们逐渐将戊肝视为一种人兽共患病。在美国、日本及欧洲

等传统的非戊肝流行区普通人群中发现了较高的戊肝感染

率,使国际上对戊肝的危害性予以了更大的关注�2�。

1 � 戊型肝炎病毒的基因型及血清型

� � HEV 为无包膜二十面体对称结构病毒, 基因组为线性

单股正链 RNA,全长约 7. 5knt。在 2004 年第 8 次国际病毒

学分类委员会会议中, HEV 被单独归为戊肝病毒科 ( H epe-

v ir idae)戊肝病毒属( H epevir us) �3�。HEV 包含 3 个开放读

码框架( ORF) ,其中 ORF2 编码病毒唯一的衣壳蛋白, 组成

病毒衣壳。

� � 不同来源的戊肝毒株的基因序列存在一定的差异。编
码核衣壳蛋白的基因变异可能引起病毒表面抗原表位的变

化,从而导致血清型的差异, 因此 Ando 等�4�提议采用一个

大体与 Norw alk 病毒相似的分类标准, 即将 ORF2 区的核

酸变异不超过 20%的分离株归为一个基因型。根据这个标

准, H EV至少可分为 4 个主要的基因型,即以缅甸株为代表

的 I型(亚洲型) , 以墨西哥株为代表的 II 型(北美洲型 ) , 以

美国株和猪株为代表的 III 型(美国型) , 以及以中国株和台

湾株为代表的 IV 型(中国型)。不同基因型 HEV 间衣壳蛋

白氨基酸同源性约 90% , 核酸同源性约 80%。迄今我国仅

发现 I型和 IV 型病毒。

� � 各地毒株在 ORF2 氨基酸序列上的高度同源性造成了

HEV 血清学上的相似性。多次动物交叉保护实验证实不同

基因型病毒间具有几乎完全相同的交叉保护效果。用不同

基因型病毒的衣壳蛋白为抗原, 对感染猴系列血清、大量人

群血清和猪血清进行平行检测, 均具有极高的符合率�5- 10�。

因此,目前认为 HEV 与甲肝病毒类似, 也只有一个血清型。

2 � 戊型肝炎的实验室诊断

� � 戊型肝炎潜伏期为 15~ 75 d, 临床表现与其它急性肝炎

相似。患者具有较典型的急性病毒复制和血清学过程, 即感

染后首先可在粪便、血清中检出病毒 RNA, 约在感染后 2~

4 w 血清中可检出特异性 IgM 抗体和 IgG 抗体,在急性期后

IgM 抗体较快消退,而 I gG 抗体长期持续存在。因此病毒检

测和血清学检测均可作为戊肝实验室诊断的依据。

2. 1� 病毒检测

� � 戊肝病毒的检测包括 HEV 病毒颗粒的检测和 HEV 核

酸检测两类。前者主要采用免疫电镜法检测粪便标本,对仪

器设备和检测人员素质要求较高, 而且灵敏度极低, 仅适合

个别研究单位使用。后者主要采用逆转录套式聚合酶链反

应法( RT-nPCR) ,其灵敏度较电镜法高出许多,但用于临床

诊断也存在一些明显的局限性: ( 1) H EV 的复制多数发生在

疾病的潜伏期和极早期, 因此多数患者在就诊时粪便或血清

中的病毒量已较少而不易检出; ( 2) H EV 的基因组二级结构

较为复杂, 因此对 RT-nPCR 的反应条件和操作要求较高;

( 3)不同 HEV 基因型常对引物有一定的选择性, 即虽然设

计的引物序列在各个基因型中均是保守的, 但在扩增时有些

引物对某些基因型扩增效率会显著高于另一些基因型,不易

找到具有普遍通用性的高灵敏引物; ( 4) RT-nPCR 操作繁

复, 对技术人员和操作环境的要求也较高; ( 5) 同大部分

PCR 检测一样,也容易出现实验室内的模板污染, 造成大量

的假阳性, 因此 RT-nPCR 阳性结果的确认通常必须依靠扩

增片段的克隆测序。

2. 2� 血清学检测
2. 2. 1� 传统的戊肝血清学检测试剂盒: H EV 目前尚不能进

行细胞培养, 因此戊肝的血清学检测均依赖于重组抗原或合

成肽抗原。传统的戊肝抗体诊断试剂盒以 GeneLabs 公司产

品和 Abbo tt公司产品为代表, 分别选用重组抗原和合成肽

抗原。这些试剂在评估人群中抗 HEV 抗体的流行情况时

的符合率很低。Mast 等�11�曾两两比较 12 种此类试剂, 其

结果为在献血者中的符合率平均 68% ( 41% ~ 94% ) , 在阳

性血清中的符合率平均 32%( 0% - 89% )。

� � 2000 年 L in等�12�对 11 例经 PCR确诊的临床戊肝病例

用 Genelabs 的戊肝抗 I gG 和抗 IgM 试剂 ( GL- IgG 和 GL-

IgM )进行检测, 结果 IgG 试剂漏检 2 例, 灵敏度为 81. 8% ,

IgM 漏检 6 例, 灵敏度仅 45. 5%。其中 1 例 IgG、IgM 均漏

检。而在 671 例健康对照中 IgG 阳性率亦有 11. 0% , IgM 阳

性率 3. 7%。在 26 例急性甲肝患者中, GL- IgM 的阳性率高

达 11. 5% , 提示 GL- IgM 的灵敏度、特异度均较差。GL- IgG

用于急性戊肝诊断的灵敏度较 GL- IgM 好,但特异性更差。

� � 2002 年李卓等�13�收集了 95例急性肝炎病例的入院时、

入院 2w 和入院 4w 系列血清, 利用 PCR 从中检出了 10 例

HEV RNA 阳性病例, 这 10 例病例入院时血清 GL- IgG 均
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为阴性, 2 周后 7 例阳转, 另 3 例始终阴性, 提示 GL- IgG 用

于临床急性戊肝诊断的检出时间较晚,漏检明显。

� � 李奎等�14�用合成多肽组装成戊肝 IgG、IgM 诊断试剂

盒,检测结果与 Genelabs 公司试剂结果类似。在 56 例急性

戊肝病例从发病后 15 d 至 12m 的系列血清中, IgG 抗体在

15 d以内阳性率为 93. 9% , 阳性率最高在发病后 1 m ( 98.

2% ) ,在 6 m 后降至 56. 7% , 但 1 y 后仍有 29. 0%阳性。抗

IgM 阳性率在半月内最高, 但也仅为 65. 3% , 随后迅速下

降,在 2m 时仅为 16. 3% , 最长 1 份持续到病后 9m。

� � 这些传统试剂(无论选用重组抗原还是合成肽抗原)的

共同特点是所检测的 IgM 抗体的灵敏度较低, 而且特异性

较差,尤其是在其他急性病毒感染患者(如甲肝患者、出血热

患者等)容易出现假阳性, 可能与这些感染者中同样存在多

量的 IgM 抗体有关,因此在临床上始终无法得到广泛接受。

但由于这些试剂检测的 IgG抗体在许多患者中不持久,通常

在患者病愈后 6 月内即有过半数转阴,因而与戊肝急性期有

一定的相关性,长期以来临床上多数以这类试剂检出 IgG 抗

体阳性作为戊肝诊断的依据。这一指标的缺陷十分突出。

首先,许多患者的 I gG 抗体在急性期后迅速消退, 另一些患

者的 IgG抗体可以持续 10 年以上,尤其在戊肝疫区, 这类试

剂在普通人群中也可检出 15%以上的 IgG 抗体阳性;其次,

在多数患者发病的中后期其 IgG抗体才可被检出,造成诊断

的延迟和许多漏检;第三, 在超过 10% 的患者中用此类试剂

始终无法检出抗体。这些缺陷造成临床上对这类试剂检出

结果的临床意义的描述十分困难,误诊和漏诊十分常见。这

也是一直以来国内外始终未能建立起公认的戊肝实验室诊

断标准和公认的实验室诊断标准试剂的主要原因。

� � 近年来,随着 HEV 构象性表位研究的深入, 已基本明

确了传统试剂的这些缺陷的主要原因,即传统试剂选用的抗

原包含的主要是 HEV 的线性表位, 而未能包含 HEV 的主

要构象性表位,而这些构象性表位恰恰是机体抗 HEV 体液

免疫应答的主要优势表位。建立在这些构象性表位基础上

的新一代戊肝血清学诊断试剂的可靠性正为越来越多的实

验数据所证实。

2. 2. 2 � 基于构象依赖性表位的新一代戊肝血清学检测试剂

盒:目前国内外报道的 HEV 构象性表位抗原主要有昆虫杆

状病毒系统表达的 55kD抗原、大肠杆菌表达的 ORF2. 1 抗

原和大肠杆菌表达的 E2 抗原三种。这三种抗原的共同特

点是其检出率和检出的 IgG 抗体持续时间均远高于传统试

剂,提示这些抗原均较好模拟了 HEV 的主要免疫优势表

位,用于 HEV 抗体诊断试剂的研制将有更好的可靠性。

2. 2. 2. 1 � 对 HEV 感染恒河猴模型系列血清的检测: 国内

学者利用 E2抗原建立了捕获法抗 HEV IgM 抗体诊断试剂

盒( E2- IgM ) ,并同时建立了间接法抗 HEV IgG 抗体诊断试

剂盒( E2- IgG) ,以及检测抗 HEV 总抗体的双抗原夹心法试

剂盒�15-18�。利用 86 只 HEV I 型或 IV 型病毒感染的恒河猴

系列标本对 E2- IgM、E2- IgG、传统抗体诊断试剂( GL- IgG 和

YES- IgG)以及病毒核酸检测的临床意义进行了系统比较,

发现所有感染猴均产生 E2- IgG 抗体, 除 1 只感染猴未检出

粪便排毒和 E2- IgM 外其余猴子均出现粪便排毒和 E2- IgM

阳转; GL- IgG 和 YES- IgG 的阳转率较低, 而且与感染剂量

相关; 急性肝炎主要开始于感染后 3w ~ 7w ; 病毒学指标在

潜伏早期即已出现, 较疾病的发生约早 2w, 并在急性期迅速

下降; E2- IgM 在发病时已有过 2/ 3 阳转,并在发病后 10w 内

完全转阴; E2- IgG与 E2- IgM 几乎同时阳转, 在全部动物中

均持续存在, 直至 86w 后仍无一阴转; GL- IgG 和 YES- IgG

抗体较 E2 抗体阳转晚约 1w, 在感染后 20w 内已有过半数

转阴。表明 E2- IgM 是一个良好的戊肝急性感染诊断指标,

E2- IgG 是一个良好的戊肝既往感染诊断指标, GL- IgG 和

YES- IgG 抗体的阳转或双份血清滴度升高可以作为辅助诊

断指标, 病毒核酸检测仅在发病的极早期具有诊断价值。

2. 2. 2. 2� 对临床肝炎血清的检测: 郑英杰等�19�用 273 份健

康人血清和 525 份临床肝炎血清对 E2- IgM、GL- IgG 和 GL-

IgM 三种急性戊型肝炎诊断试剂进行比较。结果 E2- IgM

试剂用于急性戊肝诊断的特异度为 100. 0% , 显著优于 GL-

IgM 试剂的 96. 7% 和 GL- IgG 试剂的 85. 4% ; E2- IgM、GL-

IgG 试剂用于急性戊肝诊断的灵敏度分别为 97. 9%、93.

8% ,均显著高于 GL- IgM 的 72. 9% ; 在 65 例 GL- IgM 阳性

而 E2- IgM 阴性的患者中, 有 58 例( 89. 2%) 同时为抗甲型

肝炎病毒 IgM 抗体阳性, 提示 GL- IgM 试剂的检测受其他

IgM 抗体的较大干扰。提示 E2- IgM 是良好的戊肝急性诊

断指标, GL- IgG 用于戊肝诊断无法区分急性感染和既往感

染, 而 GL- IgM 用于急性戊肝诊断的灵敏度较低, 而且要注

意排除由其他 I gM 抗体造成的假阳性。

� � 郑铃等�20�根据 2000 年修订的病毒性肝炎诊断标准诊

断对 176 份诊断为� 急性散发性戊型肝炎�和 191 份诊断为

� 非甲~ 非戊型肝炎�患者血清进行 E2- IgM 检测, 并与国产

传统试剂和 GL- IgM 试剂作比较。结果有 68. 75%的� 急性

戊肝�患者在入院时 E2- IgM 即阳性 , 灵敏性显著高于传统

试剂( 56. 25% ) , 其中 57. 02%的患者可检出 HEV 核酸。有

19. 37% 的� 非甲~ 非戊型肝炎�患者血清 E2- IgM 阳性, 其

中 32. 43%可检出 HEV 核酸。而 22 例 E2- IgM 阴性的� 急

性戊肝�患者血清中无一例检出 HEV 核酸。这既说明 E2-

IgM 是急性戊型肝炎的敏感性高和特异性强的血清学指标,

又说明既往诊断急性非甲~ 非戊型肝炎中, 由于诊断试剂的

原因, 约有 19. 37%为戊型肝炎的误漏诊。

2. 2. 2. 3� 对戊型肝炎恢复期血清及普通人群血清的检测:
李新兰等�21�用 E2- IgG 和 GL- IgG 试剂平行检测 50 例戊肝

患者的感染 10 年后血清,结果 E2- IgG 的阳性率为 86% , 而

GL- IgG的阳性率仅为 36%。王延臣等�22�用 E2- IgG 和 GL-

IgG试剂平行检测一个普通人群的戊肝感染情况, 发现 E2-

IgG检出结果表现出明显的年龄累积效应, 而 GL- IgG 检出

结果无明显规律性。

� � 美国学者利用 55kD 抗原试剂在美国这一非流行区域

的献血员中检出了近 20%的抗体阳性, 曾使人们对其特异

性产生了怀疑, 但随着在抗体阳性的动物中分离出大量

HEV 病毒,使人们更倾向于认为这些结果并非是试剂的假

阳性, 而是因为动物 HEV 的大量存在使传统的非流行区域

的人群中也获得了自然免疫�23�。同时, 这些抗原作为疫苗

对 HEV 感染的优异保护性以及制备出的识别构象表位的

中和性单克隆抗体强有力地支持这些抗原的特异性。葛胜

祥等�16�对数十例 E2- IgG 阳性而 GL- IgG阴性血清用中和单
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抗进行阻断试验,结果全部标本均可被中和单抗显著阻断,

这一结果以及在 E2- IgM 阳性患者中较高的 HEV RNA 阳

性率都进一步证实了试剂的特异性。

2. 2. 2. 4 � 对动物 HEV 抗体的检测 :葛胜祥等�24�利用 E2 双

抗原夹心法试剂对我国 20 个省市 120 个养猪场的 8626 只

猪进行 HEV 抗体检测, 结果平均阳性率 83. 4% , 而在一个

无特殊病原体 ( SPF )级猪场的 14 只猪中未见阳性。Wang

等�25�利用 E2 双抗原夹心法试剂从多种动物中检出抗体, 并

从中分离出多株动物 HEV 病毒,均为 HEV IV 型。

� � 由于 IgM 抗体仅在戊肝急性感染期存在, 因此最适合

于临床急性戊肝诊断,但长期以来主要由于戊肝抗原质量的

问题而使戊肝 IgM 检测试剂的灵敏度和特异性均存在较大

缺陷。现有抗原表位对应的 IgG 抗体多数在发病后期会迅

速消退,对于戊肝急性感染诊断具有一定价值,因此在缺乏

灵敏可靠的 IgM 诊断试剂的情况下, 目前国内外均主要以

戊肝 IgG检测作为急性戊肝感染的诊断依据。由于同时有

许多患者 IgG 抗体可以持续很长时间, 在临床上 IgG 抗体的

检测常无法准确区分近期感染与既往感染,使检测结果的临

床意义难以描述。另一方面,由于现有试剂检出的 IgG 阳转

时间较临床症状出现时间更晚, 因此对早期病例较易漏诊。

基于这一情况,长期以来可靠的戊肝 I gM 抗体检测试剂的

研制始终是国际上戊肝研究的焦点之一,也是临床上的迫切

需求之一。近年来基于 HEV 构象依赖性表位所研制的抗

HEV IgM 试剂和 IgG 试剂为彻底解决这一问题带来了曙

光。最近,香港学者利用 E2- IgM 作为急性戊肝诊断依据,

对香港地区急性戊肝和急性甲肝的临床和流行病学特征进

行了系统分析,发现急性戊肝和急性甲肝在流行病学上以及

临床特征上都存在明显的不同,提示临床上对急性肝炎患者

进行戊肝和甲肝的鉴别诊断是十分有价值的�26�。
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