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新型戊肝病毒 ORF3和部分 ORF1基因的序列分析 
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Abstract：ORF3 and partial ORF1 regions were amplified with RT-PCR from ta~vo patients(T1 and 

TII)infected with new genotype of hepatitis E Virus．The PCR products were cloned and sequenced 

The results showed that G-C rich region in ORF3 was deleted when amplified with norrflal PCR reac— 

tion However．PCR reaction containing G-C melt solution can overcome this problem The sequence 

analysis showed that T1 and Tll belong tO a new genotype of HEV which differs from genotype I，II 

and III reported．T1 and T11 have 79％ --82％ ．80％ --81％ and 83％ ～85％ identical tO genotype I． 

II and Ill respectively 
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摘要：用 RT-PCR方法对2例感染新型HEV的样品进行了检测，井对PCR产物进行了克隆及测序。捡测结果显示用 

常规PCR检谢易造成ORF3中GC丰富区的缺失、但在常规 PCR反应液中加入 GC mdt溶液可成功地扩增 GC丰富 

匡 序列分析显示 _r1种I TI1属于同一基因型、但不同于巳报道的 HEV l型、ll型和 l【I型．为一新的基因型 T1和 

T11与 在该区的核 f 酸同源性为79％～82％；与 l【型的同源性为8【I％--81％；和 lIl型的同源性为83％--85％ 

关键词：戊型肝炎痫稚； 因型；同源性 ；开放读码框架 
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戊型肝炎病毒(HEV)是肠道传播性非甲非乙 

型肝炎的主要病因，主要经污染的水源传播．也可通 

过饮食传播。该病毒即能引起大规模的爆发流行． 

也可引起急性散发型病毒型肝炎，国际上已对来自 

于不同地区的十几株戊肝病毒进行了垒基固的克隆 

及测序，序列分析显示目前戊肝病毒可分为三个基 

因型，并有明显的区域性。l型来自于亚洲和非洲； 

II型来自于墨西哥：III型来自于美国⋯。最近我们 

自散发性戊肝病人分离出 Iv型HEV[ ．并对 Iv型 

HEV的 部分基因序列进行了克隆及序列分 

析，本研究对两株 Ⅳ 型HEV的 ORF3区进行克隆及 

序列分析，以研究该区基固及氨基酸的变异程度， 

1 材料与方法 

l_1 粪便样品 

样品 Tl采 自于北京地区一位 33岁的男性急 
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性肝炎病人；样品 Tll采 自于北京地区一位 39岁 

的男性急性肝炎病人。通过对样品Tl和Tl1 HEV 

ORF2基因片段的检测，证明Tl和TII为感染新型 

HEV的病人l2 J，因此决定对其 ORF3片段进行扩 

增及序列分析。 

1 2 引物设计 

按照新型 HEV 的基因序列，设计了一套巢式 

PCR引物，该引物扩增片段的预计大小为 533 bp。 

外引物 为：1301 3：5’．TTGTATGCTGGTGTGGTTGTAG一3’ 

EOI3：5’一TTGTATGC 

内引物为：BI13 AT03 

El13：5 一AGCAGGAGCCACA GCAGTCA-3 ． 

1．3 粪便样品处理及病毒 RNA提取 

取 5 g粪便样品加PBS 50mL，并彻底震荡使之 

悬浮，然后4"C条件下 3 000 r／min离心 l0分钟，取 

上清井保存在 一7O℃冰箱中备用。用 QIA病毒 

RAN提取试剂盒按操作说明提取病毒 RNA，140 

uL粪便悬液可获得 50“I 纯化的病毒 RNA液体。 

1．4 反转录 

9“L纯化 RNA与 25 pmol PCR的反义外引物 

(Eol3)~g合。在 70"(7中加热 10 rain，然后冰浴 2 

rain。再离心后加入4“I 5，AMV缓冲液，1 uL10 

rumo r／L dNTP．0 75“I RNasin(40 u／,uL)，0 2,uL 

100 mmol／L DTT，然后用DEPC水调整体积至 20 

I ，并在37"(2的条件下反应 1 h。 

1．5 PCR反应 

1 5．1 常规 PCR反应 第一轮 PCR反应液为 l0 

L反转录液，二个外引物各25pmol，5 L 10×PCR 

反应渡．4 I 25mmol／I MgCh，及 5u Tag酶，并用 

无菌水调整终体积至 5【J I ．然后加 2滴石蜡油，并 

在PCR扩增仪进行 PCR反应，扩增参数为 94℃ 1 

rain，50℃ 1rain，72℃ 2rain，共 35个循环。取第一 

轮 PCR反应产物 5 L，25 I 内引物及其它与第一 

轮相同的反应液进行第二轮 PCR反应，具体反应同 

第一轮。 

1．5．2 G-C丰富区的 PCR扩增：在常规 PCR反应 

中加入 l0 uI 的 5 mol／I GC melt溶液(Invitrogen 

公司)和 5“I 的二甲基亚枫，其他反应液和扩增参 

数同常规 PCR反应 

l 6 克隆及测序 

PCR产物用2％的琼脂糖胶电泳检测，将预计大 

小相当的条带切下，并进行纯化，然后连接到 pCR“T 

载体上，具体的克隆筛选及测序方法见参考文献 。 

每一个产物均筛选 2—3个克隆进行双向测序，而且对 

部分区域进行手工测序核实。 

1．7 序列分析 

用Clustal W 程序的基因序列进行对准比较，并 

用PHYLIP软件进行基因进化树的分析。 

2 结果 

2．1 常规 PCR检测结果 

用常规 PCR对样品 Tl和 Tll检测，其预计 

PCR产物的大小为 533 bp，但实际 PCR产物仅为 

460 bp左右，对该产物进行克隆测序发现该产物为 

HEV基因序列(见图 l中 FTl和 FT1l序列)，与其 

他序列相比缺失 71个核苷酸，在缺失的 71个桉苷 

酸中 GC含量为 8l 7％(58／71)，为 GC丰富区，用 

常规PCR法较难扩增。 

2．2 G．C丰富区的 PCR扩增 

用该法对样品 Tl和 Tl1均进行 了成功的扩 

增，并对扩增产物进行了克隆和测序(见图 1中 Tl 

和 Tll序列)。由表 l可见 T1和 TII与其它序列 

相比在 141位均插入一个 T，并对该部分区域进行 

手工测序核实。 

2．3 序列分析 

将Tl和 TII序列与已报道的 l1株全基固序 

列进 行 了 比较，B1(M73218)，B2(D10330)．Pl 

(M80581)，C1(L25547)，(32 (M94177)，L‘3 

(D11093)，Il(X98292坤 I2(X99441)为 I型；M1 

(M74506)为 II 型；U1(AF060668)和 U2 

(AF060669)为 III型。Tl和 I型的在该区的核苷 

酸同源性为79％～8O％；和 II型的同源性为8(】％； 

和 III型的同源性为 83％～84％；T11和 I型的同 

源性为81％～82％；和 II型的同源性为81％；和 III 

型的同源性为85％。T1和 Tll在该区的核苷酸的 

同源性为90％，I型之间各基因序列在该区的同源 

性在 95％以上(见表 1)。 

2 4 基因进化树分析 

将 T1和 Tll序列与已报道的 1l株全基因序 

列进行基因进化距离计算并显示其基因进化树(图 

2)，由图2可见Bl，B2，P1，C1，C2，C3，I1和 I2形成 
一 个分支 ；M1单独为一分支；U1和 U2形成一个分 

支；T1和 TII形成另外一个分支，不同于已报道的 

3个基因型，为一新的基因型 
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．G．．AA ．．． ．．．．．．．．．．．．．．．．．．．⋯ ．．．．． ．．．．．．．．．．．．．．． ．T．． 

． ．G．．G．．．．．e．．．．．．．．T⋯ ．．．． ．．．e．．．．．职 ．．．⋯ ．．．．．A．．．．．C．． 

． ．G．． ．．．1．．．．．⋯ ．⋯ ．．．．．．．．．⋯ ．．．1．⋯ ⋯ ．．．．．．．．．．T． 

． ．G．．G．．．．．e．．．．．⋯ T⋯ ．．．．．．．．e⋯ ．．麟 ．．．⋯ ．．．．．A．．．·．C．· 
CAACCCGCCCGACCACTCGGCTCCGCTTGGCGTGACCAGGCCCAGCGCCCCGCCGCTGCC 

t 500 

B L ： ．．． ． ． ．．． ．．． ． ．． ： 499 

B2 ： ．．． ．．．．．⋯ ．．．．．．． ： 499 

C1 ： ．． ．．．．．．⋯ ．．．．．．．． ： 499 

C2 ： ．．．．．．．．．⋯ ．．．．．．．． ： 4 99 

C3 ： ．．．．．．．．．⋯ ．．．⋯ ．． ： 日99 

I1 ： ．．．．．．．．．⋯ ．．．．．． ． ： 日99 

I2 ： ． ． ． ． ．．．．．．． ．． ： 499 

P L ： ．． ．．． ．⋯ ．．． ． ．． ： 499 

M1 ： ．．C．．．．．T ．．G．．．．G． ： 499 

U1 ： ．．．⋯ ．．．T ．．．．．．．．． ： 4 96 

U2 ： ．．．．．．．．．T．．．．．．．．G． ： 4 96 

FT1 ： ．．．．．．．．．TT．．．．．T．G． ： 日29 

FTl1 ： ．． ．．．．卿 ． ．．．T．．． ： 43O 

T1 ： ．．．．．．．．． ．．．．． ．G． ： 49日 

T11 ： ．．．．．．．．．T ．．．．． ．． ： 500 

AGCTGGGGCCGCGCCGCTAA 

图 1 棱昔酸序列的比较 

Fig 】 Alignment or nuc]~6de sequences 

Noce：B1．Bu p~totyPe．A㈣ ㈣ No M7∞ 18⋯ ；B2
．

Burm~ isolate．010330 ’】：P1
，

Pskistsn isolate．M80581· 】：C1．Chine 

Is。1al L25547[ 】：C2
．

Chine l∞1a ． M94177[ ；c3
． Chin~e isolate．Dl1093{Uchida ．~pub]ished)；I1，Indi0n isolate． 

X98292[1~]：I2．Indi⋯  1aIc．X99441{Von Brun̈ ．．unpublishea1)；M1．theMexican pmt~ype．M74506⋯】and US．I and US_2． 

US isola ．AF060668 and AFf16~}669[ 

2．5 ORF3螽基酸同源性分析 

将 T1和 T11的ORF3氨基酸序列与已报道的 

11株 HEV的 ORF3氨基酸序列的同源性进行了比 

较(见表 2)．Tl和 I型的 ORF3的核苷酸同源性为 

75．9％～77．8％；和 II型的同源性为 75％；和 III 

型的同源性为 79．6％～83．3％；T11和 I型的同源 

性为76．3％--77．2％；和 II型的同源性为 78．1％； 

和 III型 的 同 源性 为 83．3％ ～ 86％。T1和 

T11ORF3氨基酸的同源性为 97．7％。 
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衰 1 基因序列的棱苷醴同薄性【 J比较 

Table l P ompanson nuc[eotide sequ (％) 

C1 C2 C3 P1 l1 I2 M l 

81 81 B1 82 B2 81 B1 

80 80 79 80 80 80 80 

86 86 86 87 86 85 

97 96 96 97 96 

96 96 96 97 

98 98 98 

97 97 

98 

tl 

90 

№ e：B1．Burmme pmtoty~, A 。n No M73218㈨ ；m
．
Burmese isciate．I)10330 l；P1

， Paki~tm j，山 【e．M 嘲]58l【 j；C1． C N ̈ f【． 
L25547 Q ．Chinese r'~ate．M94177㈣ ；a

． n L~date，D11093(Uch~da ，unptd：lished)；11，Ind_啪 日tB X98292t'。】；I2
． Ⅷ 协n t‘． 

X99441(v Brunn ．unpuhliHh。d)；MI，the Mexlc~n p~o~oty~．M74506t’ md US-1 and US-2．US 1d幛 ．A1 668 arId AF(]60669[~] 

衰2 ORIr3鼻基酸序爿的同潭性(％)比较 

Table 2 P Ise compari~ (％ amino acid identity)ol ORF 3 ncb 

C2 

76 3 

77 8 

B2 8 

84．4 

85 4 

98 4 

96 7 

96 7 

c3 

76 3 

15 9 

82 8 

82 8 

85 4 

98．4 

96 7 

l1 

77 2 

76 9 

84 4 

84 4 

88 6 

98 4 

Nc~e：Bl，Bumble protot)~pe,AⅢ- No M73218_6)l盥．Burmese i~date．D10330 ；P1．pakis~n isdate．M8058](8】；C1．ch r HI E【 
125547‘ 慢

． ch ／'date M94177㈣ ；a．c n L~date．1)11093(Uchida“a1．unpunished)；II．Indianis山【e
． X982921’01．12．Ind⋯ J _【 

X99441(Voa Brunn Ⅱ ．tmpuhli~hed)；MI．theMexican prototype，M74506 ‘”andUS-1 andUS-2，USisdates．AF060668 and AF[]60669It21 

图 2 基因进化树 
Fig．2 Unroot~l phylagenetic tree 

M 

3 讨论 

国际上已对来自于不同地区的十几株戊肝病毒 

进行了全基因的克隆及测序，序列分析显示目前戊 

肝病毒可分为三个基因型．并有明显的区域性 I 

型来自于亚洲和非洲；II型来自于墨西哥；IlI型来 

自于美国。三型之间的核苷酸同源性为 74％～ 

76％。我们实验室克隆出 Iv型HEV并对其 ORF2 

部分基因序列进行了序列分析，本文对其部分 

ORFI和完整的 ORF3基因序列进行分析．从基因 

序列的同源性和基因进化树分析均显示 T1和 Tll 

不同于HEV I型、II型和 III型为一新的基因型，即 

HEVIV型。说明我国存在 HEVI型和 Iv型两种 

基因型的流行。 

HEV IV型与已报道的戊肝病毒相比．其基因 

结构也发生了改变，这是由于在该扩增 区 140位 

(垒序列第 5160位)核苷酸插入一个“T”(图 1)，使 

ORF2的起始密码前移 42个核苷酸，ORF3的起始 

鼬一虬舳靳"％ ％ 

助一钔舳靳蛆％" 卯 鸭 

雅啦 雌 剐 鲫 刚 

u一 帅&!叭引叭叭叭引扪 

川n呲￡3̈ a@ 毗刚 

一2 8 2  2 4 4 7 7 7 
c一" 跎&{=。 ％％％ 

2  9  4  4  0  4  4  4  4  

3  9  6  6  U  4  7  7  7  7  4  
B— M 郎盯 ％％ ％ 

2  9  4  4  0 ， 4  4  4  4 ， 4  B一"M 料盯 蝽蝽蛆⋯蛆 

n ⅢⅢ聆¨口 H睨 
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密码后移 28个核苷酸，ORF2和 ORF3多肽的氨基 

端发生了明显变化，而氨基端主要为信号多肽，通过 

计算机分析显示．改变后的 ORF2和 ORF3仍有完 

整的信号多肽．说明虽然基因结构发生了改变，但仍 

能保证其正常的功能。而且通过对同一基因型的另 
一 株病毒进行该片段的基因序列分析，也发现了同 

样的基因结构．说明这一结构为戊肝病毒 Iv型的 

特征性结构。 

HEV ORF3区为 GC丰富区，形成复杂的二级 

结构．用常规的PCR扩增易造成碱基缺失，曾报道 

缺失 146个碱基．误认为是基因结构的改变 ]，实际 

上是检测方法造成的。本文用常规的 PCR扩增 GC 

丰富区造成71个碱基缺失．但在常规的 PCR反应 

液中加入GC melt溶液和二甲基亚枫可以改变复杂 

的二级结构，从而可扩增了GC丰富区。 
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