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摘要 ：利用 RT-PCR技术对我国广州地区急性散发性戊型肝炎病毒细胞培养分离株 G93．1、G93—2、 

G93—3和 G93．4基因组聚合酶区部分核苷酸序列 (4 522～4 761 nt)进行拉测．PER阳性产物经纯 

化 、克隆后测序。结果 G93．1、G93．3和 G93．4株病毒的这段序列完全 相同．且与 我国新疆暴发流 

行的 HEV 87A株及亚洲 HEV代表株的同源性为 100％；而 G93．2株与它 们的差异较 大．同源性 只 

有 79．9％；但是．它与 1997年从厦 门地区急性戊型肝炎病人血清中拉测的 X-SI株同源性很高，达 

99 2％。井对 G93—2株病毒的生物学 特性进行了研究，结果与 87A株一致。表明我国南方1救发性 

HEV毒株的基固组存在差异，可能同时流行着两种不同的 HEV 基因型，但生物学性状是相同的。 
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戊型肝炎(HE)是一种世界性疾病，在亚洲、非洲和北美洲的一些发展中国家常呈暴发流 

行或散发传播。我国戊型肝炎流行率为 17．2％，仅次于甲型肝炎⋯．严重危害着人类的健康。 

甲型肝炎病毒(HAV)和戊型肝炎病毒(HEV)同为肠道传播的肝炎病毒，在临床和传播途径上 

非常相似。已知来 自世界不同地区的人类 HAV 只有一个血清型．但可分成四个不同的基 因 

型c2J。对于 HEV，其血清型是否为一个尚不清楚．但从不同地区毒株的核苷酸差异分析．至少 

存在四个不同的基因型(或亚型 ) J。 目前国内外关于散发性 HEV病原学 的报道不多．更 

缺乏病毒学性质的研究。 

本实验室自1988年分离新疆暴发性 HEV 87A株后 】．1993年又与广州市传染病医院合 

作．从广州地区散发性 HE病人急性期粪便标本中分离到四株病毒。近年来．在病毒 的形态 

学 、血清学 、PCR扩增及核酸杂交方面进行了初步鉴定【B】。最近．我们又利用 RT．PCR技术对 

这四株病毒的ORFI聚合酶区部分基因组进行了扩增和核苷酸序列分析，从而在分子水平上 

进一步证明它们为 HEV．并与我国及亚洲已知的 HE V序列进行了比较。然后．我们还对 

G93．2株病毒的生物学特性进行了研究，包括血清学关系、细胞敏感性及理化性质，这在国 内 
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外 尚未见有报道。 

l 材料与方法 

1 1 病毒株 1993年用 A549细胞从广 卅『地 区四名散 发性 HE病人 急性 期粪 便标本 中分 离．分 别命 名为 

G93．1、G93．2、G93．3和 G93．4抹⋯ 。用 2BS细胞从第一代连传三代后用于实验。对照病毒为 87A株[ 。 

1 2 引物设计与合成 根据已报道的 HE V缅甸抹序列⋯ ．于军事 医学科学 院生物工程研究所合成 两对引 

物．详见文献[7]。 

1．3 RNA提取 将病毒液接种 2BS细瞻后于 37℃孵箱培养．CPE达 时收冻 ．冻融两次 后离心去 细胞碎 

片，常规 PEG浓缩 100倍后．按说明书操作。用 TRlzd试剂(Gibeo／BRL)提取 RNA。RNA经 DNase l(Gibco／ 

BRL)消化后用于 RT-PER。具体方法见文献[9]。 

1．4 RT-PCR 使 用 RT-PCR一步法试剂盒(Gibeo／BRL)．加八 Rl、Fl外引物，45℃ 30min逆转录．94℃ 2 

min后进入 PCR循环．94℃变性 30 sec．52℃退火 45 8ec．72℃延伸 1rain．35十循环，最后 72℃延伸 8rain。 

取 5 L PCR一扩产物用内引物 R2、F2进行二扩。PCR产物在 1 5％的琼脂糖凝腔中观寨结果。 

1 5 克隆与整定 阳性 PCR产物纯化 回收后．与 pGEM．T．Easy载体 (promega)连接，并转化 JM109菌。阳 

性菌落经 PCR初步鉴定后用 EeoRI酶切鉴定．均接分子克隆有关操作进行。 

1．6 序列分析与比较 鉴定阳性 菌选至军事医学科学院生物工程研究所进行纯 化与测序．测序结果 与我国 

87A抹[ 及亚洲代表抹缅甸株 进行同源性比较。 

1 7 交叉中和试验 甩1：10精释的抗．87A株病毒的兔免疫血清进行固定血清．精释扁毒傲量细胞中和试 

验．方法接常规。87A株作阳性对照．同时设细胞及血清对照。 

l 8 绷融敏感性试验 选择 2BS、A549、LLC-MK2三种细瞻．病毒接种培养后 CPE达卅～ 时收璩．未 出现 

CPE的细胞于接种后第7夭收冻。如此连传三代后用傲量滴定法测定传代前后的病毒滴度。 

1 9 理化性质试验 耐乙醚、耐热、耐酸以及核酸型的测定均按文献[10]。 

2 结果 

2．1 PCR检测结果 

由图 1可见．HEV G93．1、G93．2、G93．3和 G93．4第五代分别经 RT．rIPCR后，均可扩增出 

长约 239 bp带．而正常 2BS细胞培养物阴性。 

～ ”9 bp
《_ 

图 1 四株散发性 HEV毒株的 RT nPCR检测结果 

1 pBR322／Msp I DNA分子量标志i 2．G93．1株 ；3．G93-2株；4 093．3株i 5．G93-4株；6．正常细咆对照 

F ．1 Resuks of four straln~ HEV detected by RT．rff~CR 

l pBR322／Msp I DNA Marker~；2．G93．1 st'raln；3 G93-2 strain； 

4 G93．3 strain；5 G93+4 st~ini 6．Normal cdk ~ntro] 
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2．z 接苷酸序列分析 

如图 2所示，RT．nPCR扩增的 G93．1、G93．3和 G93—4的这段核苷酸及推测的氨基酸序列 

均相同，且与新疆 87A株及亚洲缅甸株同源性均为 100％，只有 G93．2株的序列有明显不同， 

与以上几株病毒的核苷酸和氨基酸序列同源性分别为 79．9％和 86．3％。 

l囊■捧 B l2I (A) A w 【 L Q ^ P K E s L R G F w K K H s 0 

(N ) o。OTC,O rcTTOĉ o0∞ cc0A／tGÔ oTcrC∞ c0^ooOrrrT∞ ^̂ O从 Ac ĉT∞ ooT 

2．■一 STA锋 (A) · - - - · - - · - · - - · · · · - - ． ． 

(1 ) ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．． 

3广州 (393-1樟‘ (A) - · · · - - - - - - · - - - - - ． ． ． ． 

‘N ) ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．．．⋯ ．． ．．． 

4广州 o93_2樟 ‘A) - - · · - - - · - · · - - - - - ． - ． ． 

‘N ) ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  · ·⋯ C ⋯ ·· -．c． ⋯ ⋯ ⋯ o ⋯ ． T．． 

1 E P O T L L W N T V W H ．̂ A V l T H C -f 

GAG CCC 0OC^CTCTTCr̂ 1廿 O ^ T^CTOTC1’oo ．aoi,T^To oOC Crrr^rr ĈC C^C1口TT ̂T 

2 - · · · · - · · · - - - · · - · · · - - 

． 。：’‘：’’ ‘’：’’：’’：‘‘ ’’ 。‘ ’’ ’’：’。：’’：’’：’’：。’ ’：一 ‘ ’ 
⋯ A ⋯ ⋯ 一 0 ·o -0 ⋯  C-·C⋯ ·⋯ - C⋯ --G ⋯ --A13-0 -．T--⋯  

1． D F R D F 0 V A A F X G D D S 1 V L C S 

0^C rrCO0CO T TTt C^0OTO OCTo。C订T 从 ^oGr O T̂OAT ToG^tAOTO CTr ToC^ 

2 · - - · · - · · · - - · - - · · - · · · 

3． · · · · - · - - - - - - · · · · · · · · 

● ● ●  ● ● ● ● ● ● ● ● - - - - - ● - - - -  - - - - - - - - - - ● ●  - - -  - - -  - - ● - ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● -  

● E ． ． ． L K - ． - - - - ． ． ． V ⋯  ． R 

-  ⋯ · · T - c-·A-A ·-3" · --A · ⋯ · ⋯ · ·-'ro ⋯ - ⋯ 一-A 

1 E Y R Q S P o ^ A V L l A 0 C 0 L K L K 

0^0 T^TOGTC ô AG'TCCA∞ AOcTOcT∞ CCfo T̂c o旺 G0cT口rO0crro^ ô tm ^^^ 

2 · - · · · - · · · · · · · · · - - · · - 

3 · - · · · · · · · · · · · · · - - - - - 

‘ D ． - ． · R D · · ^ - · - ． ． ． ． ． ． ． 

．  ⋯ ．  ⋯ ． 一 - 拼 -AT - ⋯  -T ⋯ --T ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

图 2 6棒 HEv的棱苷酸和氨基酸序列 

F ．2 11|e nud~tkle(N)and蛐 h acid(A)麓 哪 群 0f sixn m HEV 

。G93—3和 C~3-4序列与 G93-1完全相同．仅l；|G93—1表示。 

11 坤qI】凹 。 of G93-3 l̂ldG93-4 arethe帅 e咕 that G93-1 h 肚 seq~ ~e 0f G93-1 

2．3 交叉中和试验 

从表 l可见，G93．2株病毒与87A株一样，均可被抗．87A株病毒的免疫血清所中和．二者 

属同一个血清型。 

2．4 细胞敏感性试验 

结果如表 2。G93．2株病毒在2BS细胞和 A549细胞中连传三代后，病毒滴度均较稳定并 

有所增高 ，可见这两种细胞对 (393．2株病毒是敏感 的。但是，该株病毒在 LLC-MK2细胞中连 
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传三代后，病毒滴度明显降低．故该细胞对 G93—2株病毒是不敏感的。结果与 87A株相同。 

囊 1 阳w G9 2株与抗．钾^株■●血清交叉中和试验的结果 

Tmble 1 Re卸 hs of cr el】n 龇 Io betweem G93—2 strain ~ti-87A ⋯ m 

病毒株(代状) 
Virus m in(Pas~ le) 

一

K ~  [ts ol， 墓 2宅 a nti A．⋯ crO5 un脚L砒10n bet㈣ )·st珊n 一8， 舢m 
(TaD ／0 025 mL) 中和指数 

N m IIntlm  

囊 2 伽 ．2糠病●的细电敏矗性试验 

Table 2 R~uks of睫U m sitivity of G93-2 strain 

．删 ， 一  

病毒清度 窖 。 ’ 

试 验前 
Pr~pessage 

连传三代 后 
Af r r passaseB 

2BS 
● 一  

5 3 

6 O 

竺塑 壁 
5 7 0 

5 5 2 5 

鲫  

87A(13)’  5 3 

’A549细胞测定 Determined in A．549 cell 

2．5 理化性质试验 

用接种 了 G93．2株第五代病毒 的 

2BS细胞 培 养 液 作 耐 乙 醚、耐 酸 (pH 

3．0)、耐热(56℃。30 rain)、病毒核酸型 

试验，结果显示 G93．2株病毒是耐乙醚、 

不耐酸 、不耐热的，且不受 5．IUDR的抑 

制，见表 3。说 明该 株病毒与 87A株一 

样属无包膜、不耐酸和不耐热的 RNA病 

毒。 

4 讨论 

一 般来说，RNA病毒有较高的变异 

性．其中的一个原园是这种RNA的复制 

中缺乏校正功能。这种 RNA病毒高度 

囊 3 伽 ．2株龠●的理化性质试验 

T~ble 3 Resl】Its of physiesl-chemicll chsr~ r of G93—2 strmln 

试验组 
Test group 

病 毒漓度 * (T口D ，0 025m1) 

Viral thers 

—— 币了_ 

A549细胞测定 Determined in A549 cell 

变异的特点在人免疫缺陷病毒(HIv)和丙型肝炎病毒(HCv)基因组中表现得最为充分。但 

是，HEV不象 HIV和 HCV那样容易形成慢性感染，它与HAV一样．仅限于急性感染的模型。 

在 HAV基因克隆成功后的最初几年，对克隆的 HAV株间比较显示有很高的同源性．但最近 

几年来，又新分离出不同的 HAv株。现已将人源 HAV分为四个基因型．同型内有≥85％的 

同源性 ：异翌间有>15％的差异性_2 J。但人源 HAV的抗原结构非常保守，目前认 为只有一个 

血清型。随着对 HEV的不断深入研究，虽然其血清型尚不清楚．就不同地区获得的毒株的核 
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苷酸差异进行分析，至少存在四个不同的基因型(或亚型)，即亚洲的缅甸株 ]、北美的墨西哥 

株_4 J、我国广州地区 020株 和美国的 USA 株 J。HEV eDNA核苷酸的高度保守区位于 

ORF2和 ORF3区域．而 ORF1的变异性最大．且变异多发生于密码的第三个位置．对转译的 

氨基酸的组成影响较小。这次对我国广州四株散发性 HEV的细胞分离株进行了较详尽 的研 

究．结果发现，对于 ORFI ET1．1区段的这段核苷酸序列，其中三株与我国新疆 87A株 及亚 

洲代表株缅甸株 完全相同，但 G93—2株具有较大的变异，同源性只有 79．9％。有趣的是，该 

株的这段核苷酸序列与 1997年我室从厦门 HE病 人血清中检测到的 x．s1株【1 却有着惊 人 

的相似，同源性达到了 99．2％。因此我们认为在我国南方急性散发性 HEv毒株 中．可能还存 

在着一种不同于新疆和北京 HEV毒株 的基因亚型。这与车室研究的结果 以及最近 台湾 

学者的报道是一致的 。 

基于以上核苷酸序列的分析结果，我们特别对这株 ORF1变异较大的 G93．2株病毒进行 

了进一步生物学性质的研究，包括血清学、细胞敏感性以及理化性质三个方面，并与我国新疆 

87A株进行 比较。结果发现，该株病毒在血清学关系方面，与 87A株无明显的抗原性差异．二 

者均可被抗．87A株的免疫血清完全中和．可见该两株病毒属于同一血清 型，这为我国 HE疫 

苗的研究提供了资料；细胞敏感性方面．二者均对 2BS和 A549细胞敏感，对 LLC-MKE细胞 

不敏感；理化性质方面，二者均为无包膜、不耐酸、不耐热的 RNA病毒 ，均 符合嵌杯状病毒科 

的性质。可见二者在上述生物学性质方面未见有差异，这可能与该病毒的抗原性质是 由结构 

区基因决定有关，尚待进一步证明。 
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Study on Genetic and Biological Character of 

Sporadic Strains of Acute HEV in Guangzhou 

LI Qjng-hong，HUANG Ru—tong，WEI Shao-jing。LI De-tong 

(Beiji~gInstitute Microbiology and E ．1 蛐 ，／k／)ing 100850．China) 

Abstract：Pathl nucleotide~ uences(1ocation 4522—4761)from ORF1 of sporadic strains 

(G93—1，G93—2，G93-3 and G93．4)of acute HEV in Guangzhou were deteCted，the po sitive PCR 

products were purified，cloned and sequenced．In the result，the nuchotide sequences of G93．1， 

G93．3 and G93．4 strain are all the same to each other。and have a homology of 100％ with the 

Xin Jiang  87A and Burma strain respectively，1、he(393—2 strain is different．the homdng y this 

part of sequencewiththem is only 79．9％．butit has a homologyof 99．2％ withX-S1 strainob． 

tained from the acute phase serum of a patient with hepatitis E in Xiamen．In addition．the hio． 

1ogical character of tlle G93．2 strain was studied。the result was as~l／la_e∞ the 87A strain’s．A1l 

the results show there is a variant subgenotype of HEV in the South of Chjna besides the similar 

strain with Xinlian g。but tlley have the ss／ne biological cha racter． 

Key words：Hepatitis E virus；Isolated strain；Genetic character；Biological character 
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