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  【摘要】 目的  了解广州某部新兵连戊型病毒性肝炎(戊型肝炎 )暴发流行的分子病毒学特征,

并与当地散发毒株比较,以查找病原可能来源。方法  用逆转录 聚合酶链反应 ( RT-PCR)法, 对抗

HEV-IgM 阳性的 34例暴发性戊型肝炎及 46例散发性戊型肝炎患者的血清和粪便标本进行HEV RNA

检测,并对 HEV RNA 阳性标本的基因开放读码框( ORF) 2部分片段进行克隆测序分析。结果  34例

暴发流行病例标本中检测出 12株病毒, 46例散发病例标本中检到 2株。经克隆测序分析, 各暴发毒株

的核苷酸同源性为 95. 3%~ 100% ;氨基酸同源性为 94. 0%~ 100%。且暴发毒株和散发毒株的核苷酸

及氨基酸的同源性也较高,分别为 95. 3%~ 99. 3%和 94. 0%~ 100% ;暴发毒株和散发毒株与各型中的

标准株相比, 与 Jap1株同源性最高, 其核苷酸同源性为 92. 0%~ 95. 3% ,氨基酸同源性为 96. 0%~

100. 0%。进化树分析提示本次戊型肝炎暴发流行病毒株与戊型肝炎病毒基因Ⅳ型距离最近。结论

本次戊型肝炎暴发流行的病原可能来于广州本地;广州地区戊型肝炎流行毒株属戊型肝炎基因型Ⅳ型。
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【Abstract】 Objective T o investig ate the genotype and gene mutation o f hepatitis E virus isola-

ted from the serum and sto ol sam ples o f the patients w ith epidemic outbr eak hepatitis E in certain r e-

cruit barr acks o f Guangzhou. Methods  The reverse tr anscript ion polymerase chain reaction

( RT-PCR) w as per formed to am plify t he part ial ORF2 nucleot ide acid sequences o f hepat itis E v irus

isolated fr om 34 and 46 inpatients wit h epidemic outbreak and spo radic hepatitis E respectiv ely. The

PCR product s o f the po sitive samples w ere cloned and sequenced. Results  The 14 st rains, including

12 epidemic str ains and 2 spor adic str ains, w ere iso lated from the t otal 80 inpatients. The homology

of nucleo tide acid and amino acid sequences of 12 epidemic outbr eak stra ins is 95. 3% ~ 100% and

94. 0% ~ 100% . T he homo lo gy betw een epidemic out br eak st rains and spor adic strains is 95. 3% ~

99. 3% and 94. 0% ~ 100% . Compared w ith the standard different genotypes of H EV , these strains have

the highest homology to the Jap1 strain w hich belongs to genotype Ⅳ, with homology of 96. 0% ~ 100% ,

respectively . Phylogenetic analysis indicated that these the nucleotide acid sequence homology of 92. 0% ~

95. 3% and amino acid sequence stains and Jap1 str ain shar e the same cluster . Conclusion Epidemic

outbr eak str ains iso lated fr om the patients in r ecruit bar racks o f Guang zhou belong to the genotype Ⅳ

of H EV and t he nucleotide acid sequences had par tial mutat ion.
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  2004年春季广州某部新兵连出现戊型肝炎

的小规模暴发流行, 为了解本次发病的病原学特

点, 我们采用逆转录聚合酶链反应 ( RT-PCR) 法

扩增病毒基因组第二开放读码框( ORF)的部分

基因, 并进行克隆测序。对测序结果进行序列同

源性比较和基因进化树分析, 并与散发病例进行

对比。

材料与方法

一、材料

(一) 标本来源  暴发性戊型肝炎患者的血清

和粪便标本来自广州某部新兵连的 34名男战士,

年龄 18~ 23岁,平均 21岁。均于 2004年 3月至

5月在广州某中心医院住院治疗。散发患者的标

本为我科- 20 e 保存的 2002年至 2004 年的住院

戊型病毒性肝炎患者的血清, 共46例,以上血清均

经戊型肝炎酶联免疫吸附法( ELISA )试剂检测证

实为抗 HEV-IgM 阳性(试剂盒为北京万泰公司产

品) , 其临床诊断符合 2000年全国病毒性肝炎会议

诊断标准
[ 1]
,同时经血清学检查排除甲型、乙型、丙

型、丁型病毒性肝炎。

(二) 主要试剂  TRIzol 试剂及逆转录酶购

自英韦创津生物公司; T aq酶为 Promega 公司产

品,连接酶为 T aKaRa 公司产品; 引物由厦门大学

的夏宁邵教授惠赠。

二、方法

(一) 总 RNA 提取  采用美国 Invit rogen 公

司的 T RIzo l Reagent 试剂, 参照说明进行。取约

250 Ll的血清或者 250 Ll的粪便悬液加入 T RIzol

至1 ml混匀, 室温静置 10 min。加入 200 Ll氯仿混

匀,室温静置5 m in, 4 e 12 000 g,离心15 min。移

上层水相到异丙醇中, 放 4 e 沉淀 10 min。4 e

12 000 g, 离心 10 min, 弃去上清液。加入 800 Ll

的 70%乙醇,滚动洗涤。4 e 12 000 g, 离心5m in。

弃上清液,经真空抽干备用。

(二) cDNA 合成  逆转录体系含水 14 Ll、

RNA 酶 抑制 剂 1U , 引 物 E5: 5c CT ACA C-

GAAACCGARAGW( R = A 或 G, W= A 或 C)

18 pmol,置 65~ 70 e 水中 5 min。迅速转移到冰水

中,放置 5min。每管加入5 @缓冲液 4 Ll、5 @三磷

酸脱氧核糖核苷( dNTP) 1 Ll、RNA酶抑制剂 0. 1 Ll

及逆转录酶 0. 2Ll。混匀放置 42 e 40~ 60 m in。

(三) PCR扩增  取 2 Ll合成的 cDNA 及引

物 E1: 5c-CT GT T TAAYCTT GCT GACA C-3c和

引物 E5 进行第一轮 PCR 扩增。总反应体积为

20Ll, 其中 10 @ Buf fer 2 Ll, 10 @ dNTP 2 Ll,引物

E1和 E5各0. 2 Ll, T aq DNA 聚合酶 0. 2 Ll,双蒸

水 14. 6 Ll。反应条件为: 94 e 预变性 1 min, 后

94 e 15 s, 55 e 15 s, 72 e 40 s;共 35个循环。取

第一轮 PCR 产物 2 Ll, 分别用引物 E2: 5c-GA-

CAGAATT GA TT TCGTCG-3c 及 引 物 E4: 5c-

GT CCT AATA CT RT TGGTT GT-3c ( R = A 或

G)-3c进行第二轮 PCR扩增,反应条件同前。

(四) PCR产物的克隆和序列分析  克隆按

文献[ 2]进行,序列分析由全自动测序仪完成。

(五) 同源性比较  采用 DNASIS( v2. 5)分析

软件进行; 序列进化树分析采用 clustalx ( 1. 8)软

件进行分析。

结   果

一、HEV RNA RT-PCR检测结果

见图 1,用 RT-PCR法检测了发病 1 至 2周内

留取的34例暴发性戊型肝炎患者的血清与粪便标

本,其中血清 HEV RNA 阳性 5例,粪便 9例, 2例

同时在血清与粪标本中检测到病毒; 46例散发患者

血清标本留取在发病后的 2至 4周,仅检测了其血

清标本,共测得 HEV RNA 阳性标本 2例。扩增片

段为 HEV的 ORF2区的部分片段( nt6513~ 6525) ,

大小为189 bp。阳性对照标本为厦门大学细胞生物

学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室进行戊型肝

炎研究时所留取的猕猴阳性粪便标本。

M. DNA 分子量; 1 3:暴发株; 4:散发株; 5:阴性对照; 6:阳性对照

图 1  暴发及散发戊型病毒性肝炎患者
HEV RNA RT-PCR 产物琼脂糖凝胶电泳

二、暴发及散发性病毒株与各标准病毒株之

间核苷酸、氨基酸序列同源性比较

对血清和粪便检测 HEV RNA 阳性的 12 株

暴发性 病毒株 ( HE1、HE8、 HE11、H E12、

HE14、HE15、HE16、HE18、 HE20、H E30、
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HE33、HE46)和 2例血清检测阳性的散发病毒株

( HE1s、HE21s)的 PCR产物分别进行了克隆、测

序。其基因测序结果与各型 HEV 标准株的核苷

酸及氨基酸序列同源性进行了比较,见表 1。所使

用的 HEV 标准株引自基因库,其录入号分别为Ⅰ

型的缅甸株( Bur 1 M 73218)、( Bur2 D10330)、中国

新疆株 ( Ch-i xinjianG D11092)、印度株 ( Ind1

x98292)、巴基斯坦株( Pas1 M 80581) ; 基因Ⅱ型的

墨西哥株 ( M ex-o M 74506) ; 基因Ⅲ型的美国株

( US1 AF060668 ) ; 基因Ⅳ 型的日本株 ( Jap1

AB074915)、中国变异株( Chi4 AJ272180)。

三、暴发病毒株和散发毒株各株之间核苷酸

及氨基酸序列同源性比较

本次暴发流行各毒株之间核苷酸同源性极

高,在 95. 3%~ 100% ,氨基酸同源性在 94. 0% ~

100%。两株散发毒株之间核苷酸同源性为 96%;

氨基酸同源性为 98%。暴发毒株与散发毒株之间

核苷酸同源性在95. 3%~ 99. 3%; 氨基酸同源性

在 94. 0% ~ 100%。

四、进化树分析结果

将测得的暴发、散发戊型肝炎病毒株序列与

基因库中的标准序列作进化树分析见图 2,可以看

出本次暴发性戊型肝炎患者及散发患者感染的

HEV 均为基因型Ⅳ型,但本次测到的病毒株与我

国以前报道的基因Ⅳ型( Chi4)进化距离较远,而与

Ⅳ型中的日本株( Jap1)进化距离较近。

图 2  12株暴发毒株、2株散发毒株及各

标准株 ORF2部分序列进化树分析结果

表 1  测得的各病毒株与各标准株之间核苷酸、氨基酸序列同源性比较( % )

 病毒株 Bu r1 Bu r2 Chi1 Ch i4 Ch-i xinjiang Ind1 Jap1 M ex-o Pas1 U S1

H E1 83. 2 82. 6 85. 9 85. 9 85. 9 84. 6 94. 0 84. 6 86. 6 78. 0

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E8 83. 9 83. 2 87. 2 87. 2 87. 2 83. 9 95. 3 83. 2 87. 2 78. 7

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E11 83. 9 83. 2 87. 2 87. 2 87. 2 83. 9 95. 3 83. 2 87. 2 78. 7

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E12 83. 2 82. 6 86. 6 86. 6 86. 6 83. 2 94. 7 82. 6 86. 6 78. 0

98. 0 96. 0 98. 0 94. 0 98. 0 98. 0 98. 0 94. 0 98. 0 94. 0

H E14 82. 7 82. 0 85. 3 88. 0 85. 3 84. 0 93. 3 82. 7 86. 0 77. 9

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E15 83. 9 83. 2 86. 6 85. 2 86. 6 85. 2 93. 3 84. 6 85. 9 77. 3

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E16 83. 2 82. 6 85. 9 84. 6 85. 9 84. 6 92. 7 83. 9 85. 2 76. 7

98. 0 96. 0 98. 0 94. 0 98. 0 98. 0 98. 0 94. 0 98. 0 94. 0

H E18 82. 6 81. 9 85. 2 83. 9 85. 2 83. 9 92. 0 83. 2 84. 6 76. 0

96. 0 94. 0 96. 0 92. 0 96. 0 96. 0 96. 0 92. 0 96. 0 92. 0

H E20 83. 9 83. 2 87. 2 87. 2 87. 2 83. 9 95. 3 83. 2 87. 2 78. 7

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E30 83. 9 83. 2 86. 6 85. 2 86. 6 85. 2 93. 3 84. 6 85. 9 77. 3

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E33 83. 9 83. 2 86. 6 85. 2 86. 6 85. 2 93. 3 84. 6 85. 9 77. 3

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E46 83. 9 83. 2 86. 6 85. 2 86. 6 85. 2 93. 3 84. 6 85. 9 77. 3

100. 0 98. 0 100. 0 96. 0 100. 0 100. 0 100. 0 96. 0 100. 0 96. 0

H E1s 81. 9 81. 2 84. 6 86. 6 84. 6 83. 2 93. 3 83. 2 85. 2 76. 7

96. 0 94. 0 98. 0 94. 0 98. 0 98. 0 98. 0 94. 0 98. 0 94. 0

H E21s 83. 9 83. 2 86. 6 83. 9 86. 6 85. 2 92. 0 84. 6 85. 9 77. 3

98. 0 96. 0 98. 0 94. 0 98. 0 98. 0 98. 0 94. 0 98. 0 94. 0
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讨   论

戊型肝炎主要流行于发展中国家, 但近来在

发达国家也逐渐有散发的报道 [3, 4]。根据 HEV 毒

株核苷酸序列同源程度, 可将 HEV 分为 4个主要

的基因型(Ⅰ~ Ⅳ)
[ 5]。以往, 我国散发或流行的毒

株主要为基因Ⅰ型,而美国主要为Ⅲ型,日本流行

的基因型主要为基因Ⅲ、Ⅳ型, 但近年我国不断有

基因Ⅳ型的报道 [6]。研究发现 HEV 在核苷酸和

氨基酸水平上高度同源性的基础上, 具有一定的

遗传异质性,且 HEV 流行株和散发株的核苷酸序

列也存在若干差异[ 7]。

在我们的调查中发现, 暴发流行初期住院的

34例戊型肝炎患者中血清阳性者 5 例( 14. 4% ) ,

而同一时间点的粪便标本阳性者9例( 26. 8%) ; 46

例散发病例血清中仅 2例阳性( 4. 3% )。这一结果

进一步说明戊型肝炎患者病毒血症持续时间可能

短于粪便的病毒排放时间。散发病例血清检测

HEV RNA 阳性率较低, 可能与暴发患者相比采

集标本较晚或血清保存较久有关。

对 HEV RNA 阳性标本的 PCR 产物进行克

隆、测序分析并与4个基因型中各标准株核苷酸及

氨基酸同源性比较,可以看出: 尽管各株与 Bur1、

Bur2、Chi1、Chi4、Ch-i x injiang、Mex-0等株在核

苷酸、氨基酸同源性高达 81. 9% ~ 86. 6% 和

92. 0%~ 100%, 但与 Jap1株之间同源性更高, 所

有暴发性毒株和散发性毒株均与 Jap1株同源性较

高,分别达到 92. 0% ~ 95. 3%和 96% ~ 100. 0%。

而与我国以往报道的 Chi4核苷酸同源性相对略低

( 83. 9%~ 88. 0%) , 这些结果均提示本次暴发性毒

株、广州地区散发性毒株与 Jap1毒株有更近的亲缘

关系。进化树分析也进一步证明本次测得的这些病

毒株与 Jap1株距离更近,同属于 HEV 基因型Ⅳ型。

这与魏绍静等[8] 报道结果明显不同, 提示广州地区

近年感染 HEV基因型可能有所变迁。

调查结果也提示各暴发性戊型肝炎病毒株

之间, 核苷酸及氨基酸同源性极高, 分别达到

95. 3% ~ 100%和 94. 0% ~ 100%, 充分说明本次

测得的各暴发性毒株来源于同一病毒株。此外暴

发性毒株与散发性毒株之间核苷酸同源性也在

95. 3% ~ 99. 3%之间, 氨基酸同源性在 94. 0% ~

100%之间, 进一步提示本次暴发性戊型肝炎的病

原体可能来自于本地。经调查本次新兵患者发病

时间发生在入伍急训后3个月,远远超出了戊型肝

炎的潜伏期, 因此本次戊型肝炎暴发流行由新兵

从外地带入广州地区的可能性较小。
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