
中国发现基因 3型戊型肝炎病毒

陆一涵
1
, 郑英杰

1
, 朱建福

2
, 王法弟

2
, 夏宁邵

3
, 姜庆五

1

=摘要>  目的  通过对中国华东地区分离出的 2株基因 3 型戊型肝炎病毒株进行同源性分析,探

讨其分子起源和传播问题。方法  收集华东某地区 13 个养猪场的 133 份猪粪便标本, 利用巢式

RT-PCR技术扩增戊肝病毒基因组的开放读码区 2( ORF2)和 RNA 依赖的 RNA 聚合酶区( RdRp,

ORF1) , 并进行基因同源性分析。结果  戊肝病毒 RNA 检出率为 43. 61% ( 58/ 133)。其中, 在同

一个养猪场检出的 2 份阳性标本与 23 条戊肝病毒基因 3 型全长序列在 ORF2 和 ORF1 区的同源

性分别为 77. 10% ~ 92. 64%和 77. 49% ~ 91. 14% ,被划分为基因 3 型。另外 12 个养猪场的 56份

阳性标本均为基因 4 型。同时发现,某些日本分离的基因 3 型病毒株比其他基因 3 型株更接近本

次分离的病毒株。结论  这是在中国大陆地区首次发现基因 3 型戊肝病毒。同时证明在一个较

为局限的群体中基因 3 型和 4 型病毒可以共存。
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= Abstract>  Objective  T o determine the phy logenetic reconstruction of two genotype- I II HEV strains

isolated in Eastern China and invest igate the molecular ancestor and source for transmission. Methods 

A total of 133 swine fecal specimens w as collected randomly from 13 local swine farms in Eastern China.

The fragments in Open Reading F rame 2 ( ORF2) and RNA-dependent RNA polymerase ( RdRp) do-

main in ORF1 of hepatitis E virus genome w ere amplified with nested RT-PCR. Phy logenetic recon-

struction of partial sequences w as then performed based on them. Results  HEV RNA w as detected

from 43. 61% ( 58/ 133) of fecal specimens. In one sw ine farm, 2 HEV isolates w er e close to the 23 ref-

erence genotype II I HEV ful-l length strains available from GenBank, w ith 77. 10% ~ 92. 64% and

77. 49% ~ 91. 14% identit ies in ORF2 and RdRp domain at nucleotide level, r espectiv ely. These two

isolates w er e bo th g rouped into g enotype Ó . The rest 56 HEV strains iso lated fr om the other 12 farms

were all classified into g enotype IV. The wbJYG1 strain, w hich was isolated from the liv er specimen of

a wild- caught boar in Japan in 2005, had always the highest similarity w ith the swCNZJB2 and swC-

NZJB10 isolates both at nucleot ide and amino acid levels ( ex cept for the secondary highest in amino acid

analysis in ORF1) . These three strains constitute a distinct cluster wit h bootstrapping support values of

> 90% . Conclusions It is the first t ime that genotype Ó HEV has been identified in China. The iden-

tification of genotype Ó and IV HEV in the same region may imply feasible concurr ent circulations in a

restricted colony.
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  戊型肝炎病毒( hepat it is E virus, HEV )是一种

主要经肠道传播的肝炎病毒, 广泛分布于全球各地。

在亚洲、非洲和中美洲,曾数次因水源污染发生戊型

肝炎大流行[ 1~ 4] ;或因食用不洁食物造成小规模的

爆发[ 5~ 7]。戊型肝炎散发病例则在 HEV 流行区和

非流行区普遍存在[ 8~ 12]。

目前, HEV 至少可以分为 4个基因型
[ 13]
。各

个基因型在地区分布、宿主种类和感染模式上都有

一定的差别[ 14]。其中,基因 3型主要从下述地区的

猪群中检出: ¹ 美国
[ 15]

, 加拿大
[ 16]

, 阿根廷
[ 17]

, 新

西兰[ 18] , 韩国[ 19] , 日本[ 20]和欧洲[ 21~ 23]等地, 人群

中也仅检出基因 3型; º泰国和墨西哥等地, 在当地

人群中流行 1型和 2 型[ 24]。迄今为止的研究[ 10, 25]

表明基因 3型与水型大流行无关,主要表现为散发

病例; 且人类感染该基因型比例要低于同样以散发

病例为主的基因 4型。

现在我国大陆地区仅发现基因 1 型和 4 型

HEV
[ 12, 26]

。前者已被证实是 1989年新疆地区戊肝

爆发的流行株[ 2]。后者于 1993 年首次在我国患者

体内分离得到[ 27]并已逐渐成为大陆地区的主导基

因型
[ 12]
。虽然基因 3型HEV 已在多个邻近国家和

地区检出[ 10, 19, 24] ,但在大陆地区仍未有发现。本次

研究针对华东地区分离出的 2株基因 3型 HEV 进

行同源性分析, 进而探讨其分子起源和传播问题。

1  对象与方法

1. 1  标本采集  2006年 3月从华东某地区 13 个

养猪场中随机采集 133份猪粪便标本。

1. 2  病毒 RNA提取  粪便标本用 PBS稀释, 制成

10% 的 悬 液 ( W Þ V )。 4 e 、12 000 rpm 离 心

15 min,取上清, 以0. 22 Lm滤膜过滤, 将滤液分装

储存于- 80 e 备用。利用 TRIzol Reagent ( Invitro-

gen公司) , 按操作说明从100 Ll滤液中提取 HEV

RNA,并溶解于10 Ll DEPC 水。提取的 RNA 立即

用于后续实验或保存于- 80 e 备用。
1. 3  巢式 RT-PCR检测和测序  42 e , AMV 逆转

录酶(大连宝生物公司)逆转录40 min。然后利用不

同的引物进行相应的巢式 PCR 检测。首先, 扩增

ORF 2( Opening Reading Frame, 开放读码区) 区域

内 150-nt 片段 (参考缅甸株 6317-6466nt, GenBank

登录号 D10330) [ 28]。然后, 为进一步确定基因分

型,分别扩增 ORF 2区域内 304-nt片段(参考缅甸

株 5994-6297nt , D10330) 和 ORF 1 区域内 RdRp

( RNA-dependent RNA polymerase, RNA 依赖的

RNA 聚合酶 ) 821-nt 片段 (参考缅甸株 3961-

4781nt, M 73218)。PCR 程序设置按照相应参考文

献提供的方法操作[ 10]。对阳性结果需要重复实验

两次以避免污染发生。阳性 PCR产物割胶、纯化后

进行测序(上海基康生物工程公司)。每份 PCR产

物均双向测序以获得准确的核苷酸序列。

1. 4  同源性分析  利用 MEGA V3. 0 软件包

( www. megasof tw are. net)将测定的核苷酸序列和推

导的氨基酸序列与 GenBank数据库中登录的戊肝

病毒全长基因序列进行同源性队列。序列之间差异

程度的两两比较利用 Kimura-2-parameter 模型(核

苷酸序列)和 Poisson Correct ion模型(氨基酸序列)。

运用 Neighbor-Joining 模型生成进化树, 并用 boot-

strap法( replicat ion值为 1000)进行检验。bootst rap

值大于 70%的进化分组被认为有足够的支持证据。

本研究中参比序列及其 GenBank登录号分别为:基

因 1 型 ( Uigh179, D11093; CN-HB, M94177; IN-

hev037, X98292; Nep-T K15/ 92, AF051830; Bur-86,

D10330; Pak-Sar55, M 80581; M orocco, AY230202;

Chad-T 3, AY204877) ;基因 2型( Mex86, M 74506) ;

基 因 3 型 ( swArkell, AY115488; swMeng,

AF082843; HEV-US1, AF060668; HEV-U S2,

AF060669; JTH-Hyo03L, AB189074; JMO-Hyo03L,

AB189072; JYO-Hyo03L, AB189075; JDeer-Hyo03L,

AB189071; JSO-Hyo03L, AB189073; JBoar1-Hyo04,

AB189070; JRA1, AP003430; JJT-Kan, AB091394;

JMNG-Oki02C, AB236320; w bJTS1, AB222183; wb-

JSG1, AB222182; w bJYG1, AB222184; HEVN1,

AB246676; swJ570, AB073912; JKN-Sap,

AB074918; HE-JA10, AB089824; swJ8-5,

AB248521; HE-JA04-1911, AB248520; swOsh205,

AF455784) ; 基因 4型( CN-CCC220, AB108537; CN-

T1, AJ272108; swCH25, AY594199; swCH31,

DQ450072; IND-SW-00-01, AY723745; JYI-Ch-i

Sai01C, AB197674; HEVN2, AB253420; sw J13-1,

AB097811; JAK-Sai, AB074915; JSF-Tot03C,

AB193176; JSN-Sap-FH02C, AB200239; HE-JA1,

AB097812;HE-JK4, AB099347)。本次研究扩增的

基因 3 型戊肝病毒部分序列 GenBank 登录号为

EF187822-EF187824。

2  结果

2. 1  猪群中戊肝病毒的检出率  本次研究中猪群
HEV RNA 的检出率为43. 61% ( 58/ 133) ; 其中, 各

个养猪场检出情况从 1头到 9头不等。

2. 2  基因分型  首先按照扩增的 150-nt 目的片段
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表 1  按照不同扩增片段的同源性比较

Table 1  Identity between pairwise comparisons based on the three ampl ified fragments

Ident ity w ith

isolates( % )

150-nt ( corresponding to 6317

-6466nt of D10330)

304-nt ( corresponding to 5994-

6297nt of D10330)

821- nt( correspon ding to 3961-

4781nt of M73218)

Nt AA Nt AA Nt AA

Genotype Ó 82. 57~ 95. 83 97. 98~ 100. 00 77. 10~ 92. 64 99. 00~ 100. 00 77. 49~ 91. 14 94. 66~ 99. 26

w bJYG1 95. 83 100. 00 92. 64 100. 00 91. 14 97. 39

Some strains* 87. 24~ 92. 07 100. 00 85. 29~ 90. 26 100. 00 86. 16~ 90. 58 97. 39~ 99. 26

sw J8-5 82. 57 97. 98 79. 94 99. 00 77. 49 94. 66

Genotype Ñ 78. 11~ 79. 91 93. 81~ 95. 92 68. 09~ 73. 86 93. 88~ 95. 96 69. 24~ 71. 74 84. 09~ 86. 65

Genotype Ò 73. 06 95. 92 70. 72 93. 75 67. 80 83. 66

Genotype Ô 78. 20~ 81. 59 95. 92 67. 89~ 75. 35 93. 88~ 96. 98 67. 83~ 72. 83 87. 48~ 88. 31

Note: Nt , nucleot ide sequence identity; AA, amino acid sequence ident ity. Boldface used to indicate that w bJYG1 and sw J8-5 shared the highest iden-

t ities and lowest ones w ith the swCNZJB2- 06 and swCNZJB10-06 respect ively w ithin genotype Ó . * Some st rains include 13 isolates w ith high phylo-

genetic ident ity to the swCNZJBZ- 06 and swCNZJB10-06 with in genotypeÓ ( Fig1)

图 1  按 RdRp( RNA依赖的 RNA聚合酶) 821-nt

扩增片段生成的进化树

Figure 1  A phylogenetic tree produced with an 821- nt fragment

in RdRp ( RNA-dependent RNA polymerase) domain of ORF1

T he swCNZJB2, swCNZJB10 and w bJYG1 isolates constitute a distinct

cluster w ithin genotype Ó ( mark ed w ith black dot ) , w ith bootst rap va-l
ue of > 90% . T here are other 13 st rains ( taxon names in boldface) in

genotype Ó , indicated by a black bar, w ith a high genetic identity to

this cluster

进行基因分型。结果提示, 来自于同一个养猪场的

两株病毒( swCNZJB2-06和 swCNZJB10-06)被归为

基因 3型; 而另外 12 个养猪场的 56株病毒则均为

基因 4型。swCNZJB2-06和 swCNZJB10-06按照不

同引物扩增的基因序列均完全相同 (包括 150-nt、

304-nt和 821-nt )。见表 1。

  为进一步确定基因分型并进行同源性分析, 分

别扩增 ORF2 片段( 304-nt )和 ORF1 片段( RdRp,

821-nt )。按照 ORF 2扩增片段, 这两株序列与基因

3型参比株的同源性分别为77. 10% ~ 92. 64% (核

苷酸序列)和99. 00%~ 100. 00% (氨基酸序列) ; 而

与其他 3个基因型同源性都较低(表 1)。按 ORF1

扩增片段分析, 核苷酸序列和氨基酸序列的同源性

也分别为 77. 49% ~ 91. 14% 和94. 66%~ 99. 26%

(表 1)。

2. 3  同源性分析  基于不同目的片段进行的同源

性分析中, 2005年从日本野猪肝脏内分离到的 wb-

JYG1病毒株[ 7]几乎一直与 swCNZJB2-06和 swC-

NZJB10-06同源性最高(仅在按照 ORF1 片段进行

氨基酸序列分析时,同源性列第 2) (表 1; 图 1、2)。

这 3株病毒共同构成一个分支, 其 bootstrap 值大于

90%。同时, 从日本猪群中分离的 sw J8-5[ 29] , 其同

源性则最低(图 1、2)。从日本戊肝患者体内分离的

HE-JA04-1911病毒株[ 29]同源性也较低(图 1、2)。

图 2  按 ORF2 304-nt 扩增片段生成的进化树

Figure 2  A phylogenetic tree produced with

a 304-nt fragment in ORF2

The swCNZJB2, sw CNZJB10 and w bJYG1 isolates const itute a dist inct

cluster w ithin genotype Ó ( marked w ith black dot ) , with bootstrap va-l

ue of > 90% . There are other 11 st rains in genotype Ó ( taxon names
in boldface) in genotype Ó , indicated by a black bar, w ith a h igh gen et-
ic identity to this cluster. In cont rast to Fig. 1, the JM NG-Oki02C and

w bJTS1 strains are excluded for their low er ident it ies to the cluster.

  在 ORF2( 304-nt)和 ORF1( RdRp, 821-nt )扩增

片段的基础上生成进化树,发现一组从日本分离得

到的基因 3 型参比株与 swCNZJB2-06 和 swC-

NZJB10-06 的同源性较高(但 bootst rap 值均小于

70%) (表 1;图 1、2)。在根据 ORF1片段分析时该

组有 13 株参比序列; 根据 ORF2 分析时有 11 株

( JMNG-Oki02C 和 wbJTS1 因低同源性被排除)。

其中,多株病毒是由动物体内分离得到,包括家猪、
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野猪、野鹿和猫鼬等[ 6, 20, 30, 31]。

3  讨论

目前,有越来越多的证据支持戊型肝炎是一种

人畜共患病。其中, 基因 3型和 4型HEV可以从多

种动物体内检出, 包括家畜和野生动物[ 6, 12, 30, 31]。

最近, 基因 1型 HEV 也从柬埔寨的猪群中分离得

到[ 32]。在中国大陆地区, 以往研究表明仅有 1型和

4型存在[ 12, 26]。而本次研究则发现从猪群中分离

的两株戊肝病毒( swCNZJB2-06和 swCNZJB10-06)

属于基因 3型。这是中国大陆地区首次检出基因 3

型HEV。

本次研究中使用的引物和实验方法在国内戊肝

研究中均较为普遍
[ 12, 26, 28, 33]

。首先,扩增检测灵敏

度较高的 150-nt目的片段对标本进行初筛。接下

来, 分别扩增 ORF2 片段 ( 304-nt ) 和 ORF1 片段

( RdRp, 821-nt )验证实验结果。其中, RdRp目的片

段已被证明可以很好地代表全基因序列进行同源性

分析[ 33]。因此, 同时扩增 RdRp 片段和通用的

ORF2片段进行基因分型和同源性队列,能够保证

结果的可靠性。

本次实验中采取严格的质控措施保证实验结果

的准确性。同时更重要的是, 本实验室从未获得过

基因 3型的 HEV 病毒株。因此, 虽然本次获得的

两株病毒基因序列完全相同, 但可以排除实验假阳

性的可能。造成这种结果的原因主要是同一个猪圈

中不同猪的粪便往往相互混杂在一起, 造成交叉污

染,因此, 很难确保采集的每份粪便标本能够分别代

表不同的猪。

基因 4型是本次研究地区的主导基因型[ 12] , 因

此在该地区发现 3型病毒也提出了病毒的来源问

题。虽然目前尚不清楚这两株病毒的传播源头, 但

研究结果仍然提示存在某些外源性感染的可能。同

源性分析表明, 一组从日本分离的病毒株(包括多株

动物病毒)
[ 6, 20, 30, 31]

与本次分离的 3型病毒同源性

非常高。另一方面, 同属于基因 3型的某些病毒株

的同源性却较低。其中, 分别从日本猪和人体内分

离的 sw J8-5、HE-JA04-1911 病毒株同源性最低, 但

其与英国分离的 HEV 病毒株同源性较高
[ 29]
。另一

株低同源性的参比株来自于邻国吉尔吉斯斯坦, 其

并未因与我国接壤而呈现出高同源性。因此, 某些

基因 3型的日本分离株的确比同一基因型内部其他

病毒株更接近本次分离的病毒株,即本次检出的基

因 3型病毒与日本 3型病毒存在着明确的关联性。

由于 GenBank 中大多数HEV 全长基因序列是日本

分离的[ 13] , 因此本次研究选用全长 HEV 序列作为

参比可能会发生一定的偏倚。进一步的确证需要完

善的基因进化分析和流行病学调查。

在同一个地区同时发现基因 3型和 4 型 HEV

说明不同基因型可以在较为局限的范围内共存。然

而在该地区尚未发现人感染基因 3型 HEV。墨西

哥和泰国也有类似报道,当地猪群中检出 3型病毒,

但在人群中只有 1型和 2型、未发现 3型[ 24]。可能

的解释主要有3个方面。首先,基因3型HEV 在传

入我国后毒力发生了改变,致病株尚没有完全适应

当地的环境,出现了某些弱毒株;而重新进化出致病

株则需要一定的时间, 因此该地区尚未发生人感染

基因 3 型 HEV。其次,基因 3 型和 4型 HEV 存在

竞争感染。目前 3型传播范围比较局限, 4型仍然

处于主导地位。因此,即使已经发生人感染 3型其

病例数也非常少, 且本研究范围有限, 因此未能发

现。第三,目前研究人 HEV 感染的策略是在血清

戊肝抗体呈阳性的人群中进一步检测 HEV RNA。

但现有的抗体检测 ELISA技术所用的抗原均是针

对基因 1型和 2型 HEV,因此很可能无法检测出基

因 3型 HEV 抗体。基于以上的各种可能原因, 应

该在未来的研究中同时改进调查方法和检测技术。

虽然目前还不能证实已经发生人感染基因 3 型

HEV,本次研究所分离的病毒株仍然存在动物传播

和人传播的两种可能。

目前,基因 3型内部出现了越来越多的亚型;各

个亚型之间基因序列变异程度和流行状况各不相

同
[ 13, 29]

。养猪场中商品猪生长周期短, HEV 在猪

群中的进化时间也相应缩短,可能缺乏足够的时间

达到进化上的稳定状态,因此在猪群中基因 3型的

变异速度可能更快。一旦该基因型在中国快速进化

和广泛传播必将带来严重的后果。因此, 研究人群

和动物中 HEV 的分布以及分析相互之间的同源性

具有重要的流行病学意义, 将会有助于 HEV 的预

防和控制。
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麻疹疫苗高覆盖率背景下麻疹流行特征的变化

与免疫策略调整必要性的探讨

程周祥, 倪进东, 汪思银

=摘要>  目的  探讨控制麻疹的策略和措施。方法  对芜湖市 1996~ 2005 年麻疹的发病情况、

麻疹爆发疫情、麻疹疫苗接种率、麻疹疫苗强化免疫等进行综合分析。结果  1996~ 2005 年, 芜湖

市麻疹疫苗报告接种率为98. 47% ,儿童疫苗免疫后抗体阳性率为95. 77%。期间共报告麻疹病例

697例, 年平均发病率为3. 19/ 10万, 其中爆发疫情 11 起, 爆发病例占总数的16. 5% , 其中有免疫

史者占72. 3%。与全国大多数地区相似,小于 8 个月和 15 岁以上年龄组的发病有增高趋势。根

据国内文献资料, 近年来全国部分地区13 992例麻疹病例中, 有麻疹疫苗免疫史的为3 921例

( 28. 0% ) ,无免疫史的4 753例( 34. 0% ) ,免疫史不祥的5 318例 ( 38. 0% )。结论  有较好的计划免

疫基础并不能避免麻疹的爆发, 为达到消除麻疹的目标, 除需要扎实开展儿童免疫规划基础工作

外,还需对我国现行的麻疹免疫策略及免疫程序进行调整, 建立新的成人免疫规划体系, 适时研究

开发更有效的麻疹疫苗毒株提高疫苗的免疫效力。

=关键词>  麻疹; 疾病爆发流行; 传染病控制
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Epidemiology characteristics of measles in the status of high coverage of MV and discussion on the ne-

cessity of immunization strategy adjustment  CHENG Zhou-x iang, N I Jin-dong, WANG S-i yin.  

Wuhu Center f or D isease Contr ol and Prevention , Wuhu  241000, China

= Abstract>  Objective  To further discussion on strategies and measures of measles control. Methods 

We analyzed the measles incidence, outbr eak, coverage rate and supplementary immunization of MV

from 1996 to 2005 in Wuhu city. Results  Betw een 1996 and 2005, annually reported cover age of MV

was 98. 47% , and ser oprevalence of children post vaccine w as 95. 77% . Total 697 measles cases were -i

dentified dur ing this time, annual incidence being 3. 19/ 100 000 o f w hich 11 outbreaks occurred. Sim-i

lar situat ion occurred in other terr itories, w here the incidence under age of 8 months and above 15 years

old was higher than that of other age groups. F rom 1990 to 2003, vaccination histor y of 13 992 measles

cases w as descr ibed by published data, of w hich 4 753 ( 34. 0% ) w ere ident ified as having received no

measles vaccine, 3 921 ( 28. 0% ) as having received at least one dose, and the status of the remaining

5 318 ( 38. 0% ) cases remains unknown. Conclusions  In order to attain t he goal of elimination of

measles, str ategic plan of immunization and the current measles vaccinat ion schedule should be adjusted.

In addition, more effectiv e strain of vaccine virus should be discovered.

=Key words>  Measles; Disease outbreaks; Communicable disease contr ol

( Chin J Dis Contr ol Prev 2007, 11( 1) : 10-14 )
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  麻疹是WHO确定的继天花、脊髓灰质炎之后

第 3 个待消灭的传染病。西太区确定到 2012年达

到消除麻疹目标。我国自 20世纪 60年代后期麻疹

疫苗( measles vaccine, MV)广泛接种以后,麻疹发病
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