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　　摘要 :目的 　了解湖州地区献血者戊型肝炎病毒感染情况。方法 　采用 EL ISA 法检测 3047 名无偿献血者血清抗2HEV

IgM 和 IgG抗体 ,巢式 RT2PCR 检测抗2HEV IgM 阳性血清中 HEV RNA。结果 　3047 名无偿献血者中抗2HEV

IgG的检出率为 41. 7 % ,抗2HEV IgM 检出率为 1. 5 %。46 份抗2HEV IgM 阳性中发现 6 份 HEV RNA 阳性。献血

者中病毒血症阳性率为 0. 2 %。6 名 HEV 病毒血症者中 4 名为 HEV 基因 Ⅰ型 ,另 2 例为 HEV 基因 Ⅳ型。结论

　在献血者中 HEV 病毒血症并不罕见 ,有必要对输血后戊肝的潜在危险进行评估。

关键词 :戊型肝炎病毒 　献血者 　病毒血症 　基因型/ HEV
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　　戊型肝炎 ( HE ,简称戊肝) 是一种由戊型肝炎病毒 (

HEV)引起的主要经肠道传播的急性肝炎 ,临床表现类似甲

型肝炎 ,主要以亚临床感染为主 ,急性 HE 在感染期间可出

现病毒血症 ,一般持续 2～3 周 ,最长可持续至 112d ;亚临床

感染同样可出现病毒血症 [1 ,2 ] 。我国属戊肝高流行区 ,为了

解献血者中 HE 病毒血症者的比例 ,笔者对 3047 名献血者

的 HEV 感染情况进行了研究 ,报告如下。

1 　材料与方法

1. 1 　标本来源及采集方法 　2002 年 12 月～2003 年 4 月整

群抽样采集浙江省湖州市无偿献血者血样共 3047 份 ,当天

分离血清作抗2HEV ( IgM 和 IgG) 检测 ;其中 IgM 阳性标本

重新取样 ,离心分离血清 , - 20 ℃保存待检。

1. 2 　检测方法 　按照《献血者健康标准》项目检测。抗2
HEV IgM 和 IgG EL ISA 试剂由北京万泰生物药业有限公司

提供 ,严格按试剂盒说明书操作与判断结果。

1. 3 　RT2PCR 检测和测序 　取 250μl 血清用 Trizol 试剂

( GIBCO 公司)按其操作说明提取 , 20μl 体积反转录 ,反转录

引物为 HEV 特异性引物 E5 ( 5’2wgaragccaaagcacatc23’) ,

AMV 反转录酶 42 ℃反转录 40min。第 1 轮 PCR 引物为 E1

(5’2ctgtttaaycttgctgacac23’) 、E5 ;反转录模板加 2μl ,总体积

为 20μl ,条件为 94 ℃预变性 5min ,94 ℃变性 30s ,53 ℃复性

30s ,72 ℃延伸 40s ,35 个循环 ,72 ℃延伸 5min。第 2 轮 PCR

引 物 为 E2 ( 5′2gacagaattgatttcgtcg23′) 、 E4 ( 5′2

tgytggttrtcatggtcctg23′) 。第 1 轮模板加 2μl ,总体积为 20μl ;

条件为 94 ℃预变性 5min ,94 ℃变性 30s ,53 ℃复性 30s ,72 ℃

延伸 40s ,35 个循环 ,72 ℃延伸 5min。将扩增片段用胶回收

试剂盒 (上海华舜公司) 回收纯化 ,连接入 pMT218 载体 (大

连宝生物公司) ,由上海博亚公司进行序列测定。

1 . 4 　同源性分析 　参比序列如下 : HEV 基因 Ⅰ型的缅甸

株(Bur1 , Genebank 录入号为 M73218 ;Bur2 , Genebank 录入

号为 D10330) ,中国新疆株 (Chi2xinjiang , Genebank 录入号为

D11092) ,印度株 ( Ind1 , Genebank 录入号为 X98292) 和巴基

斯坦株 ( Pas1 , Genebank 录入号为 M80581) ;基因 Ⅱ型的墨

西哥 株 ( Mex2o , M74506 ) ; 基 因 Ⅲ型 的 美 国 株 ( US1 ,

Genebank 录入号为 AF060668) ;基因 Ⅳ型的日本株 (Jap1 ,

Genebank 录 入 号 为 AB074915 ) 和 中 国 变 异 株 ( Chi42
AJ272108 , Genebank 录入号为 AJ272108) 。同源性分析软件

采用 DNASTAR 有限公司 Lasergene 软件包中的 MegAlign

软件。测得的序列与 HEV 4 种基因型代表株用 MegAlign

中的 Clustal 方法进行同源性分析 ,并生成进化树。

1 . 5 　数据统计分析 　应用 Microsoft Excel 作数据的双遍录

入 ,经核对无误后在 Epi Info 2000 软件作统计分析。

2 　结果

2 . 1 　HEV 感染率 　3047 名无偿献血者中抗2HEV IgG阳性

1269 例 ,阳性率为 41. 7 % ; IgM 阳性 46 例 ,阳性率为 1. 5 % ,

其中 44 例 IgG同时阳性 ,仅 2 例 IgM 单独阳性。对抗2HEV

IgM 阳性的 46 例均进行 RT2PCR 检测 ,结果共有 6 例阳性 ,

阳性率为 13. 0 % ,其中 2 例 IgM 单独阳性献血者 ( hz1 和

hz24)均为 PCR 阳性 ,44 例 IgM、IgG双阳性的献血者中有 4
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例 PCR 阳性 (表 1) 。这 6 例均经核酸测序证实 ,同源性在

78. 7 %～99. 3 %。在 3047 例献血者中病毒血症阳性率为

0. 2 %。

表 1 　6 例 HEV RT2PCR 阳性标本的抗2HEV

IgM 和 IgG的 OD 值

编号 抗2HEV IgG 抗2HEV IgM

hz1 0. 051 1. 117

hz2 1. 068 1. 182

hz3 0. 195 1. 273

hz6 3. 275 2. 176

hz16 0. 524 1. 455

hz24 0. 010 0. 421

2. 2 　 HEV 基因测序和分型 　经同源性分析 ,可确定献血

者中存在着 HEV 基因 Ⅰ型和 Ⅳ的感染 (图 1) 。hz1、hz3、

hz6、hz16 和 hz2、hz24 核酸序列与 HEV 基因 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型

的一致率分别为 92. 0 %～97. 3 %、80. 7 %～81. 3 %、76. 7 %

～77. 3 %、80. 7 %～81. 3 %和 78. 7 %～83. 3 %、84. 0 %～

84. 7 %、78. 7 %～80. 0 %、86. 0 %～94. 2 %。

　★为湖州血清序列

图 1 　献血者中 HEV 基因序列的同源性分析

3 　讨论

HEV 血清流行病学已有大量报道 [3～7 ] ,但由于绝大多

数抗2HEV IgG EL ISA 检测试剂在许多患者感染急性期之

后检出 HEV IgG抗体的能力会明显减弱或者消失 ,这类试

剂用于血清流行病学研究会明显低估感染率 [1 ,3 ,7 ] 。近年研

发的新试剂对新疆 1986 年大流行 HEV 感染者 10 年后血清

检测发现 ,阳性率为 86 % (43/ 50) ,提示该试剂能够检测到

较长时间的 HEV IgG抗体[1 ] ,较以往的试剂更适合于血清

流行病学研究。

本次调查的无偿献血者抗2HEV IgG阳性率为 41. 7 % ,

明显高于 1992 年全国 13 个省市流调结果 (17. 2 %) [2 ] ,这可

归因于较高的灵敏度试剂、全国流调含有一定比例的低年龄

人群 ( < 18 岁)等因素所致。

虽然 HE是以肠道传播为主的一种传染病 ,但其他传播

途径的确存在着[8～12 ] 。有研究表明 ,婴儿出生时的血样或

脐带血可检测到抗2HEV 或 HEV RNA , HEV 可通过感染母

亲子宫内垂直传播给新生儿 ,并可导致胎儿较高的发病和死

亡[8 ,9 ] 。同样 ,HE以亚临床感染为主的特征和感染期内较

长病毒血症的存在 ,表明 HEV 经血液传播是可能的。HEV

可通过静脉途径感染非人灵长类动物、猪、鼠等动物 ;在血友

病患者、血液透析患者、吸毒者和输血后患者等均检测到较

高的 HEV 感染率 [3 ] 。Arankalla 等[10 ]检测了流行区 200 名

供血者 HEV 感染情况 ,发现 3 名 RT2PCR ( + ) ,其中只有 1

例出现 IgM ( + )和 AL T 升高 ,但另外 2 例在 2～5 个月后均

出现了抗2HEV ( IgM 和 IgG) 阳转 ;同时 ,在抗2HCV 和抗2
HIV 阳性率较高的 76 名有偿献血者中抗2HEV IgG的阳性

率高达 76 % ,有统计学意义。Arankalle 等[12 ]在一项输血后

肝炎的回顾性研究中 ,进一步发现在 56 名受血者中 ,有 19

例在输血前即抗2HEV IgG 阳性 ;另外 37 例输血前阴性者

中 ,在输血后第 4 和 5 周各有 1 例出现 IgG和 IgM 阳转 ,其

中 1 名 AL T 升高 ;而作为对照的 51 名献血者中未发现抗2
HEV 阳转 ,412 名献血者的单份血清也均无抗2HEV IgM 阳

性。从而提示输血传播 HEV 的可能性。

本研究说明在我国献血者中的确存在着 HE 病毒血症 ,

阳性率为 0. 2 % ,基因型与中国内地的 HE 临床散发病例中

既有 Ⅰ型又有 Ⅳ型的结果一致[13 ] 。这些 HE 病毒血症者均

未发现肝功能异常 ,并且按照现有的献血者筛查策略难以明

确排除[14 ] 。虽然输入 HEV 污染的血液引起受血者发生

HEV 感染尚无十分确切的证据 ,但在献血者中发现的 1 例

亚临床基因 IV 型 HEV 感染血清可感染恒河猴 [15 ] ,因此不

排除献血者 HEV 的血清可能是输血后肝炎的潜在原因之

一。因此对输血后 HE 进行系统评估对保障我国用血安全

将具有重要意义。

在现有的 HEV 感染检测手段中 , RT2PCR 是最灵敏的

病毒血症确诊方法 ,但由于 RT2PCR 操作繁复 ,对实验环境

和实验人员的要求较高 ,而且检测成本过高 ,难以广泛推广。

抗2HEV IgM 检测采用常规 EL ISA 技术 ,与现有其他血液筛

查方法基本一致。但抗2HEV IgM 通常在病毒感染的 3 周

左右阳转 ,略晚于病毒复制高峰 ,因此必然也会漏掉一部分

病毒血症者。从笔者结果看 ,抗2HEV IgM 阳性的献血者中

会有 13 %的病毒血症 ,尤其是抗2HEV IgM 单独阳性的 2 例

均为病毒血症 ,这是一个不容忽视的问题。使用抗2HEV

IgM 的另一个问题在于会有许多体内病毒血症已消失的献

血者呈阳性 ,导致血源的浪费 ,此时同时进行抗2HEV IgG的

检测会提高准确率 ,但会导致较多漏检。综上所述 , IgG、

IgM 和 RT2PCR 这 3 种 HEV 感染指标对于献血者中 HE 病

毒血症的筛查各有不足 ,但在目前情况下 ,抗2HEV IgM 的

检测是相对好的选择 ,直接检测血清中 HEV 抗原也许会有

更好的效果。

(致谢 :感谢朱关福教授对本文提供的宝贵意见 !)
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抗2HCV RIBA 确证试验结果分析
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　　摘要 :目的 　对酶免抗2HCV 试剂检测结果不确定的血液样品 ,通过抗2HCV RIBA 确认实验来确定 ,有助指导

采供血机构的试剂选用。方法 　收集省内各中心血站及中心血库在抗2HCV 筛查中 ,国产与进口试剂检测结果不符

的样本 ,用 Chiron RIBA HCV3. 0 SIA 试剂进行确认试验。结果 　收集到的 53 份样品 ,经抗2HCV RIBA 确认 ,均为

阴性和不确定 ,无一例阳性 ,其中进口试剂阴性 ,国产试剂阳性 ,RIBA 阴性的有 19 例 ,RIBA 不确定的有 14 例 ;进口

试剂阳性 ,国产试剂阴性 ,RIBA 阴性的有 14 例 ;RIBA 不确定的有 6 例。20 例 RIBA 不确定的样本中 ,c100p 阳性有

10 例 ,c33c 阳性的有 5 例 ,c22p 阳性的有 5 例。结论 　以 RIBA 进行确认 ,酶免抗2HCV 国产试剂和进口试剂均存在

不同程度的假阳性。建议对于不确定的样本跟踪随访。

关键词 :抗2HCV 　RIBA 　EL ISA

中图分类号 :R446161 　R51216 + 3 　　　文献标识码 :A　　　文章编号 :10042549X(2004) 0620419202

　　我省的各个中心血站及中心血库在进行抗2HCV 检测

时 ,使用国产试剂进行初检 ,使用进口试剂进行复检。在日

常检测中常出现国产与进口试剂双检结果不符的情况。为

此 ,笔者用 RIBA 抗2HCV 确认试验来确证并观察国产、进口

试剂检测结果与 RIBA 试验的符合情况 ,并以此来指导我省

采供血机构的试剂选用 ,现将结果报道如下。

1 　材料与方法

1. 1 　标本 　省内各中心血站及中心血库送检的 53 份初复

检抗2HCV 检测不符的样本。

1. 2 　试剂 　Chiron RIBA HCV3. 0 SIA 试剂。

1. 3 　方法和结果判读严格按照说明书要求。条带的判读见

表 1 ,结果的解释见表 2。

表 1 　条带判读依据

条带的强度 结果判读

无 -

弱于 level I IgG对照带 + / -

等于 level I IgG对照带 1 +

强于 level I IgG对照带并弱于 level II IgG对照带 2 +

等于 level II IgG对照带 3 +

强于 level II IgG对照带 4 +

表 2 　结果判读依据

抗原条带的模式 结果判定

无任何 HCV 条带显色等于或深于 1 + 阴性

HCV 条带显色等于或深于 1 + ,但不符合阳性标准 不确定结果

任何两条 HCV 条带显色且≥1 + 阳性
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