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摘要 ：对三株散发性戊 型肝炎病毒 ch—Tll、Ch．T21、Ch-T40的部分基因组做 克隆测序．经 比较发现 

与其它国内外 HEV株 ORF2部分相应接苷酸序列同谭性 在 78．3．81．3％，Ch一"I"21与 Ch．T40的接 

苷酸同源性 为 98．8％，而 Ch．Tll与 前两者 的同谭性 则 分别 为 89．8％和 90 2％。 Ch．11l、Ch一 

"I"21、ch．T40与其它 HEV株相应氨基酸序列同源性在 95．8．97．9％．它们之同的氯基酸同源性 则 

为 100％。系统进化树分析显示 ．这三株 HEV可能代表着一新型 HEV。 
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自Reyes于 1990年首次克隆出戊型肝炎病毒(HEY)以来，在各大陆不断发现新 的 HEV 

(澳大利亚除外)，并且发现 HEV基因型具有按地域分布的特征。现在大体将 HEV分为亚洲 

株、非洲株 、美国株和墨西哥株四群。但有不少报道(1_4)中国存在 HEV变异株。我们对北京 

地区的三株散发性戊型肝炎病毒部分核苷酸序列分析发现，它们可能是又一新型 HEV。 

1 材料和方法 

1 1 样品 

北京地区急性散发性肝炎病人，临床诊断为戊型肝炎。将其粪便收集后,~UlJ一70℃冻存 

1．2 引物 

参照发表的中国株序列，借助OLIGO软件设计引物，引物序列的位置以中国河北株(ChinaB)为准。 

外 引物 正 义链 5 

反 义链 5 

内引物 正义链 5 

反义链 5 

3 f5 646 nt-5 666 nt) 

3 (6 392 rib6 416 at) 

3。(5 704 nt．5 723 nt) 

3 (6 302 nt一6 323 nt) 

1 3 RNA抽提 

10％(wlv)的粪便悬穰 140 L．按照 QlAampⅥ RNA Kit(QIAGEN产 品)试剂盘操作说 明抽 提病毒 

RNA 。 

1．4 eDNA合成 

14．6 L RNA 模 板，0．7 L dNTPs(10 mmol／L)，100 pmol反 义 外 引 物，0．5 L RNasin(40 LI， L， 

iC~ornega)，2 LDTT(0．Imd／L)，混匀后作短暂离心，70℃ 5 n，置于冰上。然后加 I 5止 l0×逆转录酶 
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缓冲蔽．1 2 LMoMLV(200 u／ )(GIBCO／BRL产品)，总反应件积为 25 L。37℃ 1 h．90℃ 5min，置于球 

上 5mill。 

1．5 PCR反应 

第一轮 PCR取 2 5止 cDNA，5-L10×Thermopol Reaction Buffer．1 LMg ．1 pL dNTPs(10mmc4／ 

L)，50 pmc4外引物 ，1 uDNA聚合酶(以上为 New EnglandBiolahs产品)，加超纯水 至 5O L反应件积。94℃ 

1min。60℃ 1min，72℃ 2rain，3O循环，最后 72℃延伸 10rain。第二轮 PCR取 1止．第一轮 PCR产物，其它 

同 上 

1．6 PCR产物的纯化爰加尾反应 

接 QIAquickPCR PurificationKit(Q1AGEN产品)操作说明纯化 PCR产物后，取 4／LLPCR产物 ．2 10x 

PCR Buffer。2 L MgO2(25 ramo1]L)，0 5 L dATP(10 mmol／L)．2,aL Taq DNA聚合酶(以上为 P~cnega产 

品 )．加超纯水至 20 l ，70℃ 30rain。’ 

1．7 克睦捌序 

将 加尾后的 PCR产物 克隆到 pGEM—T载件上，转化至 Eco6细胞(本实验室保存 )，啼选出阳性克隆 ，用 

Wizard Plus Minipreps DNA纯化系统提取 质粒进 行测序。测序 反应试 剂盘 购 白 Perkin-Elmer公 司，用 AB[ 

PRISM 377测序仪测序。 

1．8 序捌分斩 

用 a 呲 W 分 折软 件进行棱昔 酸(去 除两端 引物)和 氪基酸序列 同源性 比较。用 PHYLIP分 折软件 

(ve ．5c；Fdsenstdn，1993)作进 化树 分折。从 GenBank中调 出以下 序 列 以供 分 折 之用 ：4株 中 国株 

HEV。ChinaA(新疆株，Dl1092)，ChinaB(河北株．M94177)．O~inaC(KS2株，L25595)，ChinaD(UighI79株， 

Dl1093)；缅甸株 1(Bum但 1，M73218)，缅甸株 2(Burma 2，D10330)；墨西哥株(Mexico．M74506)；美国株 1 

(US-I．AF060668)．美国株 2(US-2，AF060669)，美国猪 HEV(Swine，AF011921)；乍得株(Chad，U62121)；巴 

基斯坦株(parkiman．M80581)；印度株 1(India1，X99441)．印度株 2(India 2．U22532)；摩 洛哥株 (M∞ 

AF051351)；埃及株(93-Egypt．AF051351)；尼泊尔株(Nepal。AF051830)；爆发 性肝炎株(Fulminam，X98292)。 

2 结果 

将三株散发性戊型肝炎病毒阳性克隆的测序结果经 BLAST搜索证实为 HEV ORF2的核 

苷酸序列。产物长度为 620 nt，并分别命名为 Ch．Tll、Ch-T21和 Ch·T40。 

Ch．Tll、Ch．T21、Ch．T40与其它国内外 HEV株相应核苷酸 序列同源性在 78．3．81．3％， 

但已报道的 4株典 型中国株 (ChinaA．ChinaB，ChinaC，ChinaD)间该 部分核苷酸 同源性在 

97．6．99．0％。Ch．"1"21和 Ch．T40的核苷酸同源性为 98．8％，而 Ch．Tll与前两者 的同源性则 

分别为89_8％和 90．2％。Ch-TII、Ch．T21、ChoT40与其它HEV株相应氨基酸序列同源性在 

95．8．97．9％，它们之间的氨基酸同源性则为 100％。(见图 1和图 2)。 

系统进化树分析显示，Ch．Tll、Ch．T21和 Ch．T40这三株 HEV独成 一枝，不同于典型 中 

国株和其它株 HEV。(觅图 3)非洲的乍得株与埃及株、摩洛哥株相 比，更接近亚洲株。 

3 讨 论 

从核苷酸同源性比较和系统进化树分析的结果看．Ch．Tll、Ch．T21、Ch-T40选三 株 HEV 

不同于其它 HEV，可能代表着一新型 HEV在中国散发流行。Ch-Tl1与 Ch-T21、Ch．T40的 

核苷酸序列差异 10％，但该部分氨基酸则 100％同源性。报道的几株中国 HEV变异株[“ ， 

由于序列不在同一 区域无法比较，要确定是否属于同一型尚需进一步研究。新型 HEV的发 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 l5卷 

一 ：一  

r． c ． t f r — c c 

r f  ̂

r． c ． r ． f ．‘ ．c T ． ⋯ C tC 

．  r．‘ ． T c c c r 

r c ． ‘ f G c ． c c ^ c c． 

r c 一  一 ‘ t．G c ． c c  ̂ - c C 

f c c — c ． G c． c t ·c 

T C ‘ ． ‘ c． c -c 

f c ． ． ‘ ．t c c． c - ·c 

T c ‘ ． ‘ c c． ^ -c 

c ．c ． ‘ ．t 0 ． c． 盯  c— c 

c ^T．‘ ‘ f T ． 时 ^ ^ ．  ̂ ^．̂  

⋯ 盯  c ‘ ．c f ⋯  盯  ̂ ^ ĉ  ̂
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囤 2 15株 HEVORF2揶分氟基酸序列比较 

F 2 M ultiple alignm~t of p州 叫 ORF2 puttee amino acids。f 15 st~ins 0f HEV 

现给疫苗和试剂的发展带来了新的问题。最近在美国本土发现的美国株 HEV 实验结果发 

现[5]5．用基于缅甸株、墨西哥株和美国株 ORF2和 ORF3羧基端的合成肽分别做 ELISA检测 

美 国病人的血清，墨西哥株和缅甸株只能检测出美 国株的抗一HEV IgG，而 检测 不出抗一HEV 

IgM，美国株则都能检出，而抗 HEV IgM 对 于诊断是很重要的。对于中国的 HEV是否存在 

血清学异质性还需要深入的研究。 
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圈 3 21株 HEV进行树分析 

ng 3 Phylogeaetlc am of 2l stra／ns ofHEV 
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Partial sequence comparison of three sporadic hepatitis E variants 

YANG—Jan．ZHANG Hua-yuan，WANG You—chun．MAO Qun-ying，LI He-rain 

(NationalInstitutefortheControl ofPharmaceutical avdBiologicalProducts． i 100050，China) 

Abstract：Paniel genomes of three strains of sporadic hepatitis E virus(Ch．T11，Ch-T21．Ch_ 

T40)were cloned and sequenced．The nucleotide and putative amino acid homology of Ch-T11， 

Ch．T2l，Ch-T40 an d otherHEV strains were 78．3-81．3％ an d 95．8．97．9％ ．respectively
． The 

nudeotide homologybetweenCh-1-2l andCh．T40was 98．8％．whilethenudeotide homology of 

Ch．T1l andCh-T2I，Ch．T加 wag 8
．
9．8％ and90．2％ ．respectively．The  amino  acidhomology a． 

mo ng Ch-Tn ，Ch—T21 an d Ch—T40 Was 100％ ．Phylogenetic analysis suggested that Ch．T l1． 

Ch-T2l and Ch-T40 may r~prezent a new genotype of HEV． 

Key~agds：Hepatitis E virus；Nucleotide homology，Phylogenetic tree 
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