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摘要  目的  研究武汉地区戊型肝炎病毒( H EV)基因型及 HEV 开放读码框架 3( ORF3)基因序列的准种特点。方

法  应用逆转录-巢式聚合酶链反应法( RT-nested-PCR )扩增 HEV 开放读码框架 2( ORF2)的部分序列, 选取其中 25 份

进行测序, 用 Clustal X和 Mega软件比较武汉地区 HEV序列与4 个 HEV主要代表株序列;并扩增其中 2 份 HEV 开放

读码框架 3( ORF3)的全部序列 ,克隆入 pMD18-T Vector ,其中 1例挑选 30 个克隆进行 DNA 测序。结果  25 例 HEV-

ORF2 核苷酸同源性为 82. 61% ~ 98. 55% ,与Ⅰ型(缅甸株)、Ⅱ型(墨西哥株)、Ⅲ型(美国株)、Ⅳ型 (中国/台湾株)核苷

酸同源性分别为 76. 52% ~ 81. 74%、70. 43% ~ 73. 04%、76. 52% ~ 81. 16% 和 84. 35% ~ 88. 70%。来源于同一患者

ORF3 区全基因组不同克隆之间的碱基序列同源性为 97. 97% ~ 99. 71% , 与Ⅳ型 (中国/台湾株 )核苷酸同源性为

89. 86% ~ 99. 71%。ORF3 区可检出点突变、缺失突变、短序列的插入突变。结论  武汉地区散发性戊型肝炎患者以

HEV Ⅳ型感染为主。多克隆测序结果提示患者体内 HEV 呈现准种群共存, HEV-ORF3 C 末端第 2 个富含脯氨酸区

多有点突变, 点突变不影响脯氨酸表达,这些变异的临床意义值得进一步研究。
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Abstract  Objective To study the genotypes and quasispecies gr oups of hepat itis E v irus ORF3 in the patients w ith hepa-

t itis E infection in Wuhan. Methods The conser ved genomic sequences of open reading frame 2 ( 345 bp) and the w ho le ORF3
reg ion in the H EV were detected using RT-nested- po lymerase chain r eact ion. Results Tw ent y- fiv e iso lates shared the same

genotype Ⅳ and the similar ity of nucleo tides w as 82. 61 % - 98. 55 % . Compared w ith ot her g eno types in HEV , there were the

homolog ies o f 76. 52 % - 81. 74 % , 70. 43 % - 73. 04 % , 76. 52 % - 81. 16 % and 84. 35 % - 88. 70 % at the nucleot ide se-

quences in the H EV geno types Ⅰ- Ⅳ, r espectively. T he homology among the clones f rom one patient o f ORF3 region w as
97. 97 % - 99. 71 % , while there was 89. 86 % - 99. 71 % at t he nucleotide sequences com pared w ith HEV genot ypeⅣ. The

subst itution, delet ion and insertion of shor t sequence w ere found in 3 open reading f rames. Conclusion HEV sequences iso la-

ted from pat ient s of Wuhan belong to H EV genot ypeⅣ. T her e w ere H EV quasispecies g roups in one patient w ith H EV infec-

t ion. T he substitution in two C- termina l pr oline- r ich r egions of HEV-ORF3 could not influence the tr anslation of the proline
and the subst itutions in amino-acid sequence of v iral protein ar e wo rthy o f further study .
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  戊型肝炎在我国及许多发展中国家是一种危害

严重的急性传染性疾病, 其临床表现与甲型肝炎类

似,病死率较高, 在孕妇中病死率可高达 20% [ 1]。

尽管戊型肝炎病毒( HEV)只有一个血清型,但来源

不同时间和地区的分离株具有较大的异质性。有实

验证明 HEV 流行时, 同一患者体内病毒存在准

种[ 2 ]。准种是在宿主免疫选择性压力下动态变化的

病毒群体,变异的核苷酸占病毒核苷酸总长度 5%

以下,是病毒在宿主体内逃脱免疫攻击得以生存的

重要策略之一,准种反映病毒的变异水平。

为调查武汉地区急性散发性戊型肝炎基因型及

基因异质性,本研究对急性散发性戊型肝炎患者血



清中分离的 25株 HEV部分核苷酸序列进行测定,

并对其中 1例患者全部 ORF3序列 30个克隆进行

分析。

1  材料和方法

1. 1  标本来源

随机选择 2003年 8月~ 2004年 8 月武汉同济

医院门诊和住院患者中血清抗 HEV IgM 和抗

HEV IgG 同时阳性者 120例,诊断符合病毒性肝炎

防治方案[ 3] 。年龄 16~ 81岁,平均 52岁,男B女为

3. 3 B1。发病 10 d内留取静脉血 2 m l, 4 000 r/ m in

分离血清标本, - 70 e 冰箱保存。
1. 2  主要试剂和仪器

MMV反转录酶、二乙基焦硫酸酯( DEPC)、异

硫氰酸胍、水饱和酚购自 Promega 公司; SDS、

dNT P、TaqDNA 聚合酶、核酸酶抑制剂 ( ribound-

ease inhibitor)、H ind Ⅲ、EcoRⅠ、脱氧核糖核酸纯

化试剂盒( DNA Fragment Purificat ion Kit )、pMD

18-T Vector、小量质粒纯化试剂盒购自大连宝生物

工程有限公司。

1. 3  引物设计

根据已知Ⅰ~ Ⅳ型 HEV 病毒序列, 设计 2 对

简并引物, 目的片段为 HEV ORF2 部分序列 ( nt

5972 ~ 6317 ) , Ep1: 5c-GCT TCT AATT AT GC-

CCAGTA-3c, Ep2: 5c-T GT TGGTT GTCAT AATC-
CT G-3c; Ep3: 5c-GT TAT GCT TT GCT T TGCA TA

( T ) CAT GG-3c, Ep4: 5c-CCGACGAAAT CAA T-

T CTGT C-3c。HEV ORF3开放读码框区上游引物

为: 5c-AAGCCT GT CCTT GA CCT TAC-3c, 下游引
物为: 5c-CAAAT TGTACT GGCGGCGTA-3c, 目的

片段长度为 493 bp。引物由上海博亚生物技术有

限公司合成。

1. 4  目的片段扩增

采用异硫氰酸胍一步法提取HEV RNA。在提

取的 HEV RNA 中加入HEV 特异引物及逆转录酶

MMV, 42 e 反转录 1 h, 95 e 5 min。ORF2 PCR

循环为: 94 e 5 min, 94 e 1 min, 52 e 45 s, 72 e

45 s,共 35 个循环, 72 e 延伸 7 min。ORF3 PCR

循环为: 94 e 5 min; 94 e 30 s, 58 e 45 s, 72 e
50 s,共 30个循环, 72 e 延伸 7 min。

1. 5  ORF2 克隆的 DNA序列的测定

DNA 片段纯化试剂盒纯化 PCR 产物, 连入

pMD18-T Vector, 转化于感受 态大肠埃希 菌

JM 109, 挑取多个菌落, 经 EcoRⅠ和 H indⅢ酶切及

PCR扩增鉴定阳性克隆,送上海博亚生物技术有限

公司,用 ABI 3730测序仪测序。

1. 6 ORF3目的片段的克隆与 DNA序列的测定

ORF3 PCR产物在 1%琼脂糖凝胶中电泳, 切

胶回收 PCR 产物, 与 pMD18-T Vector 连接。转

化大肠埃希菌 JM 109, 氨苄青霉素和 Xgal蓝白筛

选阳性克隆。分别挑选 30个克隆进行序列测定。

2  结果

2. 1 HEV RNA RT-nested-PCR检测结果

HEV ORF2片段的扩增长度为 345 bp, HEV

ORF3片段的扩增长度为 493 bp。

2. 2 克隆鉴定

ORF2重组质粒和 ORF3 重组质粒, 分别以

Ep3、Ep4 引物扩增, 得到 345 bp 目的基因, 以

HEV3. 1、HEV3. 3引物扩增, 得到 493 bp 目的基

因。重组质粒纯化后, 经H indⅢ和 EcoRⅠ酶切,分

别得到 2 692 bp 载体和 345 bp HEV ORF2目的基

因, 2 692 bp 载体和 493 bp H EV ORF3目的基因。

2. 3 克隆基因核苷酸序列比较

将所测得的序列进行比较, 结果显示 25 例

HEV RNA 阳性样品均为 HEV 的基因序列, 25个

克隆 ORF2 核苷酸同源性为 82. 61% ~ 98. 55%。

与Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型、Ⅳ型的同源性分别为 76. 52%

~ 81. 74%, 70. 43%~ 73. 04%, 76. 52%~ 81. 16%,

84. 35% ~ 88. 70% , 25例均属于基因Ⅳ型。来源于

同一患者 ORF2和全基因组 ORF3的 DNA 序列,

与基因Ⅳ型相比, 氨基酸同源性分别为 86. 35% ~

88. 70%和89. 86%~ 99. 71%, ORF3不同克隆氨基

酸同源性为 97. 97% ~ 99. 71% ,应用 Mega软件比较

各克隆的测序结果, 并进行遗传树分析, 结果提示来

自同一患者的 HEV 序列多被归纳到同一分支中。

点突变是 HEV DNA 序列变异的主要突变类

型之一。与 HEV 基因Ⅳ型( AJ272108)相比, ORF3

区测序的 30个克隆中, 均有不同程度的点突变,第

1、2、3位核苷酸都有发生突变的现象, 以末位核苷

酸突变率最高,每个克隆核苷酸序列存在 2处缺失

突变, 2株颠倒缺失突变, 共缺失 3 bp,其中颠倒 5

bp核苷酸, 缺失、颠倒发生在相同位置, 且不影响读

码顺序。

2. 4 氨基酸序列

ORF3区的 30个克隆中, 在第 26~ 51位氨基

酸间,即 N 末端第 2 个疏水区, 有 7 个相同氨基酸

变异,在第 80~ 93位氨基酸间, 有 5 个相同氨基酸

变异,成为 2个高变异区。在 C末端第 2个富含脯

氨酸区,第 64~ 75位氨基酸间, 散在氨基酸变异,但
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未影响脯氨酸表达。根据 ORF3核苷酸序列可分为

11个准种,见图 1。测序结果已提交 NIH GenBank,

可按下列序列号查询: DQ022751 至 DQ 022754,

DQ068209至 DQ068214。

图 1 HEV-ORF3氨基酸变异比较

3  讨论

我国学者王佑春等
[ 4]
统计中国 18个城市 HEV

基因型分布,发现中国存在 HEVⅠ型和 Ⅳ型,部分

城市这两种基因型共存。从武汉地区 120例血清抗

HEV IgM 和抗 HEV IgG 同时阳性者中, 挑选 25

例 HEV RNA阳性病毒,对其 ORF2部分序列进行

克隆、测序,结果表明它们同属一个基因型, 与中国

株Ⅳ型核苷酸序列同源性 84. 35%~ 88. 70%, 25个

克隆 ORF2核苷酸同源性为 82. 61%~ 98. 55%, 可

能分 3个亚型。提示武汉地区散发性戊型肝炎以Ⅳ

型为主,未发现 HEV基因亚型与患者年龄、性别及

病情严重程度有关。

HEV 流行主要是通过粪 ) 口途径, 因此认为

一次流行, 起源于同一病毒株。分析印度 HEV 流

行中病毒分离株序列, 支持以上推论
[ 5]
。然而, 采用

限制性长度多态性 ( RFLP)分析法发现流行病例

中,个体间及个体内病毒存在细小差异[ 2]。HEV感

染时,病变的发生和进展主要取决于宿主的免疫应

答,但免疫应答不仅由宿主的遗传素质决定,也由病
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毒的异质性所决定。我们对武汉地区散发性戊型肝

炎,同一个体 30个 HEV ORF3克隆核苷酸序列测

序分析, 其总核苷酸同源性为 97. 97% ~ 99. 71% ,

高度同源又有差异,核苷酸变异可分 11 种类型, 以

94-10株类型占主要类型, 30 个克隆中有 9个该类

型( 30. 0% ) ; 94-3, 94-4, 94-5株类型各有 4例, 各占

13. 3%; 94-1株类型有 3例, 占 10. 0% ;其余 6种类

型各 1例,各占 3. 3%。病毒变异可以不同程度地

逃避宿主的免疫攻击, 导致病毒长期在宿主体内存

活。据报道慢性乙型肝炎患者体内病毒呈高度准种

分布,是病情迁延不愈和慢性化的标志之一。HEV

变异的临床意义有待进一步研究。

对 HEV 变异的研究中, 从未有关于 HEV-

ORF3变异的报告, 我们选择 ORF3 为 HEV 准种

研究的靶区域, 是因为 HEV-ORF3功能不明, 患者

血清针对 ORF3蛋白的抗体 IgM 存在型特异性, 它

的变异与病情延长有关。另一方面,该段序列富含

脯氨酸,可能参与病毒蛋白转录调控,含有 2个疏水

区,在 HEV 生活史中有未明了的重要意义。我们

采用 PCR扩增靶序列,克隆至 pMD18-T V ecto r 后

随机选择克隆测序。之所以采用这种方法是因为目

前应用的研究基因突变的方法,如错配 PCR法等,

不能精确、全面地展示变异的程度,而只是解释了一

些热点突变的情况。随机克隆测序法则可比较精细

地反映不同克隆株之间的差异,即准种之间的差异。

经 PCR扩增靶片段后, TA 克隆法将获得的克

隆均存储在载体中。分别随机抽取了 30个克隆进

行测序分析。测序结果发现 30个序列可分 11个类

型,序列间的同源性在 97. 97% ~ 99. 71%, 提示急

性 HEV感染者体内 HEV 存在状态具有准种特点。

实验结果展示了检测样本中 HEV 准种的组成特

性。发现 HEV准种复杂性不高, 但遗传差异性较

大,整个 HEV 准种群体呈现 11种准种病毒株, 彼

此遗传差异程度小的特点。普通 T aq 酶的错配率

为 10
- 5
~ 10

- 4
, 本研究靶片段长度仅 493 bp。因

此,可排除在 PCR 扩增过程中因错配而导致的突

变。这证明了 HEV 准种在急性感染者中真实存

在。

HEV 基因型和准种特点也为 HEV 感染的诊

断及免疫预防提出了新的挑战。由于 HEV 准种的

形成及优势种群的漂变( shif t ) , 造成 HEV 感染检

测漏诊,供血员筛选也将受到影响。因此, 对 HEV

基因型和准种特点的研究意义深远。
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#期刊文摘# 超声组织同步显像技术评价肥厚性心肌病患者心肌收缩协调性的初步研究

[熊润青, 谢明星,王新房等1 中华超声影像学杂志, 2006, 15 ( 3) : 164~ 167]

为探讨超声组织同步显像技术评价肥厚性心肌病心肌收缩协调性的临床价值。对 14 例肥厚性心肌病( H CM)患者和 20

例正常人,采用实时三平面组织同步显像技术, 同步实时获取心尖四腔观、左室心尖两腔观和左室心尖长轴观, 通过绿黄红三

种颜色半定量显示局部心肌收缩达峰时间( T TP)。采用牛眼图模式分别定量测量 HCM 组和正常组左室 6个壁 12 个心肌节

段的纵轴收缩达峰时间,分别比较: ①HCM 组与正常组室间隔中段 TT P; ②HCM 组与正常组左室后壁 TT P;③HCM 组肥厚

节段和非肥厚节段 TT P。发现 HCM 组室间隔中段 T TP 较正常组室间隔中段 TTP 明显延迟(P < 0. 01) , H CM 组左室后壁

TTP 较正常组左室后壁 T TP 明显延迟(P < 0. 05) , H CM 组肥厚节段 TT P 较非肥厚节段明显延迟 ( P< 0. 05)。结果表明:

HCM 患者肥厚心肌与非肥厚心肌收缩不协调,组织同步显像技术能对其进行准确评价。
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