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　　自新疆发生戊型肝炎 ( HE)暴发流行以来 ,已陆续报道

我国其他地区存在散发感染〔1〕。本实验室已报道我国广州地

区的散发性 HEV与我国北方和国外 HEV在基因结构上有

明显不同〔2, 3〕。最近又对从厦门地区急性 HE病人的血清中

检出的 HEV RNA作序列分析 ,结果证实了我国南方存在

不同的 HEV基因型。

1　材料与方法

1. 1　血清标本

1996年 11月至 1997年 2月期间采集厦门地区确诊为 HE

病人的急性期血清标本 81份 ,由厦门大学抗癌研究中心廖绵

初副教授提供。血清标本于 - 25℃冰箱保存。

1. 2　抗-HEV抗体的测定

用 HEV ELIS A试剂盒 (分别由中国预防医学科学院病

毒研究所和本实验室提供 )测定血清标本中的抗 -HEV Ig G

抗体。

1. 3　引物

根据已报道的缅甸株 HEV序列〔4〕 ,分别在军事医学科

学院生物工程研究所和中国科学院微生物研究所合成两对

引物。

1. 4　 RNA的抽提

取 200μl血清 ,采用蛋白酶 K-异硫氰酸胍 -水饱和酚法

提取病毒 RNA,方法见文献〔 3〕。

1. 5　 RT-PCR

提取的 RN A全部直接用于逆转录和套式 PCR扩增。具

体方法见文献〔 2〕。

1. 6　克隆及鉴定

阳性 PCR产物经乙醇沉淀回收后 ,与 pGEM-T载体

( Promega公司产品 )连接 ,并转化 JM109菌。阳性菌落先经

PCR初步鉴定〔5〕 ,然后用 EcoRⅠ 和 HindⅢ双酶切鉴定 ,均

按分子克隆的有关操作进行。

1. 7　序列分析

鉴定阳性菌增殖后 ,收集菌体 ,并送中国科学院微生物

研究所基因工程中心进行纯化和序列分析。

1. 8　序列的比较

本研究从厦门 1号血清中检出 1株 HEV核苷酸序列 (相

应缅甸株的 4 522～ 4 761位 ) ,与我国广州株 G-20、北京株 B-

9〔2〕和国外缅甸株〔4〕的相应序列进行同源性比较。

2　结果

2. 1　抗-HEV抗体和 HEV RNA的检测

用 HEV重组抗原试剂盒和自制的全病毒抗原试剂测

定厦门地区 81份可疑 HE病人急性期血清中的抗 -HEV IgG

抗体 ,获得阳性血清 12份。取其中 8份再用 RT-PCR方法检

测 HEV RNA, 1号和 6号血清标本在琼脂糖凝胶电泳上可见

一条约 239 bp的带 ,而其余 6份未见任何带 (图 1)。

图 1　厦门血清标本 PCR产物电泳结果

M. pBR 322 DN A /HinfⅠ 消化 ; A～ G分别为 1～ 7号血

清标本 ( 1号和 6号有 239bp带 )

2. 2　克隆和鉴定

将厦门血清标本 1号和 6号 ( X-S1和 X-S6)的 PC R产物 ,

克隆到 pGEM-T载体并转化 JM109菌 ,分别得到 2个和 4个

白斑。用 PCR初步鉴定 , X-S1标本中有 1个斑扩增出 239 bp

带 , X-S6号标本中有 2个斑可扩增出 239 bp带。初步鉴定阳

性后再用 EcoRⅠ 和 HindⅢ双酶切鉴定 ,结果各有一株菌可

切出 239 bp带。

2. 3　核苷酸序列分析及比较

取厦门 X-S1号阳性质粒进行核苷酸序列分析 ,对照已

发表的缅甸株 HEV相应序列 ,认为 X-S1是 HEV序列 ,可测
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出 239 bp带 ,核苷酸既没有丢失 ,也没有插入。其中有 48个碱

基发生改变 ,第一位改变 5个 ,第二位改变 4个 ,第三位改变 39

个。厦门株 X-S1序列与我国广州株 G-20,北京株 B-9以及缅

甸株相应核苷酸序列进行比较 ,同源性分别为 86. 2% 、 79.

9%和 79. 9% (图 2)。

3　讨论

急性 HE病人血清中早期存在短暂的病毒血症 ,此时可

检测 HEV RNA。为了减少盲目性 ,提高检出率 ,血清标本先

进行抗 -HEV抗体检查 ,然后从抗体阳性的标本中提取

HEV RN A。本研究从 8份抗体阳性的标本中检出 HEV RNA

阳性 2份。

　　将厦门地区 X-S1株 HEV的核苷酸序列与我国广州 G-

20株、北京 B-9株〔2〕和缅甸株〔4〕进行比较 ,发现厦门 X-S1株

比较接近于我国广州株 ,但它们之间也有差异 ,而它与我国

北京株和缅甸株的差异性较大。本研究的结果进一步证明

图 2　 4株 HEV的核苷酸序列比较

了我国南方存在明显不同于亚洲地区 HEV的基因型 ,最近

魏绍静〔6〕也报道了同样的结果。我国其他地区的 HEV毒株

是否还存在不同的基因型尚需进一步研究。
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