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病毒性肝炎

戊型肝炎诊断中血清学及核酸检测意义的研究
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�摘要 � 目的 利用恒河猴感染模型评估血清学检测和核酸检测在戊型肝炎诊断中的临床意义
。

方法

对 � � 只戊型肝炎病毒 �� �  � 实验感染猴的系列血清和粪便标本
,

用反转录聚合酶链反应方法进行病毒学

检测
,

用 � 种酶联免疫吸附抗体检测试剂 ��
� 一�� �

,

� 厂工� �
,

� � 一 工� � 和 � � � 一 �� � � 进行血清学检测
。

结

果 感染猴均产生 � � 一工� � 抗体
,

除 � 只感染猴未检 出粪便排毒和 � �一 工� � 外
,

其余感染猴均出现粪便排

毒和 �
� 一 工� � 阳转

。

� � 一 �� � 和 � � � 一 工� � 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 � 一 � 周 内
。

病毒学指标在潜伏早期即已 出现
,

较疾病的发生约早 � 周
,

并在急性期迅速下降
。

� � 一

�� � 在发病时已有约 � � � 阳转
,

并在发病后 � � 周 内完全转阴
。

� �一 工� � 几乎与 � �一 工� � 同时阳转
,

在所有

感染猴中持续存在
,

直至 � � 周后仍无阴转
。

� � 一 工� � 和 � � � 一 �� � 抗体较 � �

抗体晚约 � 周
,

在感染后 � � 周

内已有过半数转阴
。

结论 � � 一 � � � 是一个 良好的戊型肝炎急性感染诊断指标
,

� � 一 � � � 是一个 良好的戊

型肝炎既往感染诊断指标
,

� � 一 工� � 和 � �  一 � � � 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
。
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近有研究用 大肠杆菌表达一个戊型肝炎病毒

(H Ev )开放读码框架2 (。p e n r
ea d in g f ar m

e
,

O R F
2)

的抗原 E
:,
其能够自发形成同源多聚体

,

对戊型肝炎

(简称戊肝 ) 急性血清和恢复期血清均有很强的反应

性
,

并从该抗原上鉴定出了2个具有显著免疫优势的构

象依赖性中和表位七1一3]
。

用该抗原免疫恒河猴可以诱导

很好的免疫保护性
,

提示该抗原较好地模拟了 H E V 衣

壳蛋白的主要空间构象l4]
。

还有研究显示戊肝患者中E
Z

抗原的血清阳转要早于其他试剂
,

但该研究中患者血

清的感染时期并不确定日
。

这一问题同样存在于其他的

戊肝诊断试剂评估中
,

因为感染时期明确的系列血清

标本极难收集
。

研究对 86 只 H E V 实验感染恒河猴的系列血清抗

体动态
、

病毒复制状况
、

生物化学指标改变等主要

H E V 感染
、

发病标志进行了研究
,

以对血清学检测和

病毒核酸检测在戊肝临床诊断
、

流行病学调查的意义

有一个较系统的认识
。

材料与方法

1
.
标本来源

:
系列血清和粪便标本来自于 86 只

H E V 实验感染恒河猴
。

均为本实验室进行戊肝疫苗研

究时作为对照组的健康成年猴
,

分别用 103 一 I J 聚合

酶链反应 (P C R )滴度的H EV 粪便悬液静脉注射感染
,

其中76 只以基因 工型 H E V 感染
,

另 8只以基因W 型

H EV 感染
。

感染前 2周均连续测得血清丙氨酸氨基转

移酶 (A LT ) 正常
,

抗 一 H E V 抗体阴性
。

感染后 2周

内每天收集粪便
,

随后改为每周收集 2次粪便至连续 3

次粪便病毒R N A 阴性
。

粪便标本于 一80 ℃冻存
,

采样

2周内进行病毒核酸检测
。

感染后 3个月内每周收集 1

次血清
,

3 个月后每月收集 1 一 2 次血清
,

测量血清

A L T 后 一2 0 ℃冻存备检
。

有 12 只猴分别在感染后第

4周和第 12周进行肝穿刺病理活检
,

同时采集血清检

钡(A L T
。

2

.

病毒核酸检测
:
取250 川的不同稀释度的粪便

悬液用 T ri zo l试剂 (美国 G ib co 公司) 按其操作说明

提取总 R N A
,

20 时 体积反转录
,

基因 工型病毒反转

录引物为特异性引物 A 3 (5
’

一G G C T c A C C G G A G T G

T T T C T T C 一 3
’

)

,

Iv 型病毒反转录引物为 EE 4 (5
‘

一

G G T T G G T T G G A T G A A T A T A T G 一3
’

)

,

A M V 反转

录酶 42 ℃反转录 40 m in
。

基因 工型病毒第一轮 P C R

引物为 A S (5
‘

一 C T T T G A T G A C A C C G T C T T C T

C G 一 3
’

)

、

A 3

,

基因W 型病毒第一轮P C R 引物为 EE I

(5
’

一T A A C C T G A T T G G G A T G C T 一 3
‘

)

、

E E 4

;

反转

录模板加 2 以
,

总体积为 20 以
,

条件为
:
94 ℃预变性

s m 执; 94 ℃变性40 5
,

6 8 ℃复性延伸40 5
,

3 5 个循环
;

72℃ 延伸5 m in
。

基因 工型病毒第二轮引物为B S (5
’
一

G C C G C A G C A A A G G C A T C C A T G 一3
‘

)

、

B 3
(

5

‘
-

G T G T T T C T T C C A A A A C C C T C G C 一 3
‘

)

;

基因W 型

病毒第二轮引物为 EE Z (5
’

一G G G T G G A A T G A A T A

A C A T G T 一 3
‘

) 和 EE 3 (5
’

一 G T C A C C C C A G A A

A C C A C C 一3
‘

)

;

第一轮模板加 1川
,

总体积为 20 爪
,

条件为
:
94 ℃预变性 5

~

;
94 ℃变性 40 5

,

5 6 ℃复性

40 5
,

72
℃延伸 1

.
3 m in

,

35 个循环
;
72 ℃延伸 5 m ino

以能检出阳性带的最高稀释度粪便悬液 250 川所含有

的病毒量定义为 1个 P C R 滴度
。

3

.

抗 一H E V 抗体检测
:
血清抗 一H E V 抗体以4

种E LI SA 方法检测
。

两种E
:
抗原

,

由北京万泰生物药

业有限公司生产[2]
。

其中一种为抗 一 H E V Ig M 抗体检

测试剂 (简称 E
Z一Ig M )

,

另一种为抗 一 H E V Ig G 抗体

检测试剂 (简称E
Z一Ig G )

。

第3种试剂采用 O R F Z
、

O R F 3

区域合成肤抗原 (由加拿大Y ES 公司提供 )
,

试剂盒由

北京万泰生物药业有限公司提供 (简称 Y E S一Ig G )
。

第

4种试剂为新加坡 G enel abs 公司生产的抗 一 H E V Ig G

抗体检测试剂 (简称 G L 一 工g G )
,

该试剂采用重组

O R F Z
、

O R F 3 抗原
。

每份标本均双孔重复测量
。

馆G

试剂均采用间接法
,

按试剂盒说明书进行
。

工g M 试剂

采用捕获法
,

即以抗人 Ig M 排链抗体包被
,

加人血清

后再加人酶标记的E
:
抗原

。

每种试剂均以感染前血清

的A 值均值加上3个标准差为临界值
,

特异度大于 99 %

(表 1)
。

表 1 抗 一H E V 抗体检测试剂的临界值 (r 士
s)

组 别 感染前血清数 且 值 标 准差 临界值

E Z lg M 8 6 0
.
058 0

.
0 39 0

.
17

Y E S Ig G 50 0
.
0 34 0

.
018 0

.
09

G L Ig G 86 0
.
04 2 0

.
069 0

.
2 5

E Z lg G …_
.…_ 二
声6 0 一

0 尘匕一一生丝生一一生坚匕
4
.
统计分析

:
采用 sPss 10

.
0软件行 Fish er 精确

概率检验
、

尸检验及 才检验
。

结 果

1
.
H EV 感染恒河猴的一般过程

: 1只恒河猴在感

染后 4周 A L T 开始升高
,

在 4
.
5周时达高峰

,

第 6周

时恢复正常
。

粪便排毒在感染后第 3天检出
,

持续排毒

至第 5周
。

病毒血症出现在第3夭一第 3
.
5周

。

抗一H E V

抗体应答出现在第 2
.
5周

,

E
:

I g
M 抗体和 E

: Ig G 抗
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体几乎同时阳转
,

随后 G L 一Ig G 和 Y E S 一 Ig G 陆续阳

转
。

E
Z 一Ig M

、

G L
一
Ig G 和 Y ES一 Ig G 在达到峰值不久

后便下降
,

而 E
Z一Ig G 则持续维持至感染 80 周后 (末

份标本 )
。

2

.

肝细胞病理改变与血清 A LT 的相关性
:
12 只

感染猴在感染后第 4周和第 12 周进行两次肝穿刺病理

活检
,

以评估血清生物化学指标与肝脏病理表现的一

致性
。

在第4周的活检标本中有 9份可见明显肝炎病理

表现
,

其中有 8份同时伴有血清 A LT 异常
;
第 12 周的

标本均基本正常
,

亦无 A LT 异常
。

3 只双份病理阳性

猴的血清 A L T 也始终正常
。

2 4 对血清 A L T 与肝病

理活检的结果中有 23 对是一致的
,

表明血清 A L T 的

异常与肝脏病理表现密切相关 (Fi sh er 精确概率尸 ~

0
.
00 00 12 2 )

。

3

.

恒河猴感染过程中生物化学指标
、

抗体指标和

核酸指标的动态变化
:
对不同剂量病毒感染的恒河猴

的生物化学指标
、

抗体指标和核酸指标的起始应答时

间和应答率进行分析
,

发现猴子均出现 E
Z一工g G 阳转

,

仅 1只猴子未检出粪便排毒
,

同时也未检出E
Z一Ig M 应

答
。

E 犷工g M
、

E

Z 一lg G 应答时间以及粪便排毒开始时

间在低感染剂量组 (IJ
“ 4

病毒滴度感染 ) 要明显晚于

高感染剂量组 (植分别为4
.
47

、

5

.

49

、

8

.

59

,

P < 0

.

01 )

。

血清A LT 的应答率
、

应答时间在低感染剂量组也要明显

晚于高感染剂量组 (尸 = 28
.
7

,

尸< 0
.
01

,

t 一 2
.

45
,

尸< 0
.
05 )

。

在任一感染剂量组
,

均可见 E
:
抗体阳转时

间略早于血清 A L T 升高时间
,

而较 G L 一Ig G
、

Y E s
一

Ig G 的应答时间提早约 1周
,

应答率也显著高于 G L 一

Ig G
、

Y E S 一工g G (
二2值分别为 29

.
3和 14

.
6

,

尸< 0
.
05 )

。

大多数患病猴的肝炎发生在感染后 3一 7 周之间
,

约持

续 4周
。

病毒分泌最早发生在感染后 3 d
,

并最多持续

至 16 周
。

在感染后第 3周病毒分泌的百分率达高峰
,

与

多数猴 A LT 开始升高的时间 (第 3周 ) 重叠
,

而早于

A LT 百分率的高峰 (第 4周)
。

随后病毒排毒百分率迅

速下降
,

在第 6周时降至 50% 以下
,

下降趋势与 A L T

异常百分率的下降趋势较为接近
。

病毒血症的动态改

变与粪便排毒基本平行
,

但其出现稍晚而持续时间亦

稍短
。

4

.

恒河猴发病前后抗体指标和核酸指标的动态变

化
:
对 30 只均发生肝炎的恒河猴发病前后各感染标志

的阳转和阴转情况分析
,

提示绝大多数猴子在发病前 2

周即已出现排毒
,

并在发病后 1周开始迅速阴转 (表2)
。

讨 论

结果表明
,

绝大多数猴子的发病出现在感染后 3一

7 周内
。

病毒复制从感染后 1周 内开始
,

在潜伏期内持

续约 2周以上
,

在发病后开始消退
,

共约持续 5周
。

这

与过去发现的病毒复制早于病理改变发生的现象一致
,

均支持 H EV 是一种非直接致病病毒的观点
。

E
Z

抗体的

阳转稍早于肝炎的发生
,

与病毒复制消退时间重叠
。

这

一时间顺序支持免疫致病在戊肝发生中起显著作用的观

点
。

E 厂Ig G 抗体应答与 G L 一Ig G 和 Y E S一Ig G 抗体应

答相比显然更具免疫优势
,

因为后者的抗体应答较晚并

且与感染剂量相关
,

而且在较短时间内会消退
。

在感染的不 同进程中各感染标志的诊断价值也不

同
。

病毒学标志在发病极早期的诊断价值最大
,

而发

病中后期其诊断价值迅速降低
。

E 厂Ig M 在发病时已有

约 2/ 3 阳转
,

且阳转率上升十分迅速
,

在发病 2 周内

几乎全部阳转
,

发病 4周后阳性率迅速下降
。

G L
一工g G

和 Y ES一Ig G 的阳转要晚 l周
,

并且持续时间长于 E
Z一

工g M
。

它们的诊断价值主要体现在发病后 1一 10 周间
。

E
Z一工g G 应答率达 100 %

,

并且在长达 86 周的观察期内

无 1例阴转
,

而 G L 工g G 抗体以及 Y ES 一Ig G 抗体在感

表 2 恒河猴发病前后戊型肝炎病毒感染标志情况 (只)

病程 (周 )
粪便排毒 EZ一工g M G L 一工g G Y E S 一工g G E Z一工g G

阳性 阳转 阴 转 阳性 阳转 阴 转 阳性 阳 转 阴转 阳性 阳 转 阴 转 阳性 阳转 阴转

0门0011078
n甘nUn曰
0
八曰
o
n口
j
件n,

701
13
53100000工0101061I

C入O马一
4
伪八UnU

12101819232513
9

1.��日八U81
12

19
2125272416
0潜伏 期

急性期

nCUCU八”nU40
nUnCU

1283
16
0

一、�
4
nU八UnU

恢 复期

一 2 周

一 1 周
0 周

1 周

2 周

3 周

4 周

10 周
2 0 周

2 6 2 6 0

2 8 2 0

30 2 0

2 1 0 9

1 5 0 6

1 2 0 3

6 0 6

0 0 6

0 0 0 O 0

2 1

2 6

2 9

30

2 6

2 1

1

1 l

18

2 6

30

3O

30

30

3 0

检测例数均为 3 0 例
,

除 G L 一 工g G 检测出2 7 例阳性外
,

其余组均检测出 3 0 例阴性
; “ 一 ”

为发病前
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,

N
o

.

1

染后 20 周内即有过半数阴转
。

李新兰等同同样发现 50

例戊肝患者 10 年后血清中
,

E
Z 一 Ig G 的阳性率最高

(86% )
,

而 G L一 Ig G 的阳性率仅剩 36 %
。

因此 E
Z一Ig G

可能会是一个合适的 H E V 感染流行病学指标
。

因此
,

在临床戊肝诊断中病毒检测应在发病早期

尽早进行
,

随着疾病进展其检出率会显著下降
。

E
Z 一

Ig M 抗体的阳转主要发生在发病前 1周到发病后 2 周

之间
。

在各抗体指标中
,

E
Z一 Ig M 的持续时间最为短暂

,

在发病后3 一 10 周间迅速阴转
。

因此E
Z一Ig M 是一个良

好的急性感染指标
,

在发病的前3周内阳性率均维持在

很高水平
,

并且在恢复期后迅速转阴
。

在这一组发病

动物中
,

G L 一Ig G 和Y ES 一Ig G 的应答率高于全部感染

动物的平均水平 (表 2)
,

提示这两种抗体在发病猴中

有更好的应答
。

这两种抗体的阳转主要发生在发病后

的前3周
,

并且在发病后 4 一 20 周之间多数阴转
,

但也

有许多动物的抗体在 20 周后仍为阳性
。

因此这两种抗

体在发病后 1一 10 周之间具有辅助诊断价值
。

由于这两

种抗体的血清阳转多数发生在发病后
,

因此G L 一Ig G 和

Y ES一lg G 的发病前后双份血清的阳转或滴度升高可以

协助急性戊肝的确诊
,

但用于既往感染调查则会有较

多漏诊
。

E
Z 一Ig G 基本上与 E

Z一Ig M 同时阳转
,

但该抗

体较为稳定
,

在观察期内全部动物中无一阴转
,

因此

是一个良好的戊肝既往感染指标
。

H E V 可以分为4个基因型
,

但众多交叉保护实验

以及血清学研究表明其均归属于同一个血清型川
。

源于

基因 I型H EV 的重组抗原对基因111 型病毒感染的检出

能力与111 型抗原几乎完全相同
,

反之亦然[8]
。

在研究中
,

有 8只恒河猴是用基因Iv 型病毒感染的
,

但其对源于基

因 工型病毒的 E
:
抗原的应答模式与基因 工型病毒感染

猴相似 (结果未列出)
。

同样的
,

基因w 型 H E V 感染

的猪血清亦对 E
:
抗原反应良好[9]

。

最近发现用一个与

E:抗原性十分相似的抗原作为疫苗免疫恒河猴
,

其对

H E V 基因 工型和基因 W 型均能产生有效的保护
,

而且

对两型病毒的保护率完全一致 (待发表 )
。

因此
,

基于

E :抗原的免疫检测方法应可以同时用于各种基因型

H E v 感染的诊断
。
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