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上海部分地区戊型肝炎病毒(HEV)基因型的分析 
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The Analysis of HEV Genotypes Isolated from Sporadic 

Acute Hepatitis E in Shanghai 

LAN Hai—yun ．WANG Y0u chun ̈ ．ZHANG Hua—yuan ，PENG Hui—li ．LIN Jing—xiang ， 

GU Wen—jie ．WU Xing‘．LI He—rain 

(1．Department ofHepatitis，HationaEInstitutefo，theControl ofPharmaceutical andBiologicalProducts，Beljing 100050．China 

2． nions Hospitat，Shanghai 200083，China) 

Abstract：In order to analyze HEV genotypes isolated from sporadic acute hepatitis E in Shanghai， 

HEV RNAs were detected with RT—nPCR and the positive PCR products were cloned and sequenced 

The genotypes of the isolated sequences were analyzed with the molecular biological software．The re— 

suits showed that 9 of 35$era from patients diagnosed as acute sporadic hepatitis E were positive for 

RT-nPCR．8 of 9 PCR positive products were confirmed to be related to HEV sequence by sequencing． 

1 of 8 sequences belongs to HEV genotype l and 7 of 8 sequences belongs to HEV genotype 4 This in— 

dicates that the infection rate of HEV genotype 4 is higher than that of HEV genotype 1 among the pa— 

tients with the diagnosis of acute spo radic hepatitis in Shanghai． 
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摘要：为了解戊型肝炎病毒(HEY)在上海部分地区流行的基因型+采用 RT nPCR的方法检验 35倒急性散发性戊 

型肝炎患者中HEV RNA，并对阳性产物进行克隆测序，然后对其基因型进行分析。结果显示在 35例急性散发性 

皮型肝炎患者中 PCR阳性为9倒，测序证实 8倒为HEV的基因序列；其中l倒为 HEVl型，7倒为HEV 4型。提 

示在上海部分地区的息性散发性戊型肝炎中以 HEV 4型感染为主 
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戊型肝炎病毒(HEV)是肠道传播非甲非乙型 

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。目前国际上将该病毒分为 8个基因 

型“ j，1型主要分布在亚l洲和欧l洲．2型分布在墨 

西哥．3型分布在美国，4型分布在中国，5—8型主 

要分布在欧洲。目前国际上已完成 1—4型的全基 

因序列的分析[ ， J．其全基因序列的核苷酸的同 

源性在 75％左右。该病毒既能引起大规模的爆发 

流行，也可引起急性散发型病毒性肝炎。在以往的 

报道 中，我 国戊肝病 毒的 感染 以 HEV 1型 为 

主【 ，最近我国多位学者 自散发性戊肝病人血清 

中分离出HEV4型 ~1”，并发现在部分地区散发性 

戊型肝病人中以 HEV4型感染为主 为了解 HEV 

1型和4型在上海地区中的分布．本研究对上海地 

区35例急性散发性戊型肝炎患者血清进行了HEV 

RNA的检测，对阳性产物进行克隆测序，并对基因 

序列进行分析，现将结果报告如下： 

1 材料与方法 

t 1 血清 
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35例临床初步诊断为急性戊型肝炎病人的血 

清收集于上海地区，一70℃保存备用。 

1．2 酶、克隆载体 

Taq DNA聚合酶、AMv逆转录酶、EcoR I限 

制性内切酶、T4 DNA连接酶和 pGEM-T easy克隆 

载体均为 Promega公司产品。 

1．3 简并引物 

ORF2外引物：正向引物 SEBO1：5 一AA(cT) 

TATGC(AC)CAGTACCGGGTTG-3 ，反 向 引物 

SEEOI：5 ．CCCTTATCCTGCTGAGCATTCTC一3 ； 

ORF2内引物：正 向引物 SEBIl：5 一GT(CT)ATG 

(CT)T(CT)TGCATACATGGCT-3 ；反 向 引物 

SEEI1：5 一AGCCGAOGAAAT(CT)AATTCTGTe 

3 。 

1 4 HEVRNA的提取及 RT-PCR检测 

用上海华顺公司的小量柱式病毒 RNA抽提试 

剂盒按说 明书操作从 250 L血清 中提取 HEV 

RNA，获 30 L纯化的 HEV RNA水溶液 反转录 

和第一轮PCR在同一反应体系中进行，具体的反应 

液 的组成 为：纯 化的 RNA lOⅡI ，内外 引物 各 

25pmol，10xPCR buffer 5
．
uI ，0 lM I)TT 0 5

．
uI ． 

RNA酶抑制剂 0 5．uL，反转录酶 AMV l L， q 

DNA聚合酶 0 5．uL，dNTP l LI MgCI(25mmol／I ) 

4 L，最后用超纯水调整终体积至 50 I ；其反应程 

序为：42"C孵育 45rain进行反转录，然后采用94℃ 

lmin、50*(2 lmin、72'C lmin扩增 30个循环。第二轮 

反应液的组成为：第一轮的 PCR扩增产物 3“I ．10 

×PCR buffer 5
．uL，MgC1 2(25mmol／I )4VI ．dNTP 

(10mmol／L)IvL，内外引物各 25pmol，Taq DNA聚 

合酶 0 5uL，最后用超纯水调整终体积至 50 I ．其 

反应程序为：94*(2 45s、50℃45s、72*(2 45s扩增 30个 

循环。 

1．5 克隆及测序 

对阳性的反应产物进行纯化并将纯化的产物克 

隆到 pGEM—T easy载体，然后对插入片段进行测 

序，具体方法见参考文献 。 

1 6 序列分析 

采用 Clustal 1w对所分析的基因序列进行对准 

比较，并按 Treeview画出基因进化树；用 ned0c 

软件计算核苷酸序列的同源性。序列分析所用的 

ORF2参 照 序 列：HEV l型 代 表 序 列 为 Bl 

(M73218)、B2 (D10330)、C1(125547)、c2 

(M94177)、0 (D11093)、Pl(M80581)；l1(X98292) 

和 I2(X99441)；2型 为 MI(M74506)；3型 USI 

(AF060668)和 u (AF060669)；4型中 T1(AF272 

108)为4A亚型；4型中 HF~44(AF134812)和 T21 

(AF151963)为 4B亚型；4型中 I Z．105(AF103940) 

为 4C亚型。 

2 结果 

2．1 HEV RNA的检测结果及 HEV cDNA序列分 

析 

采用 RT-PCR的方法对 35例急性散发性戊型 

肝炎病人血清进行 了检测，结果有 9倒为 HEV 

RNA阳性，将 PCR阳性产物纯化、克隆并进行序列 

分析，结果显示 9例 HEV RNA阳性样品中 8例为 

HEV的基因序列，1例为非特异性扩增。 

图 1 无根基因进化树 

Fig．1 Unrooted phy|~genetl~t 

2 2 基因进化树分析 

采用Clustal 1w和Treeview软件对 8例基因序 

列及国内外已发表的 1、2、3和4型的基因序列进行 

基因进化树的分析(HEV 5-8基因型未对该序列片 

段进行分析)．结果显示 1例(sh59)与HEVI型形成 
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一 个分支，说明该序列属于 HEV1型；其它 7例与 

HEV4型形成一个大的分支，说明该7例序列属于 

HEV4型；在以前的分析中将 HEV 4型又分成三个 

亚型，即 4A亚型，代表株为 T1(af272108)；4B亚 

型，代表株为 TI1(afl51962)、HF一030(all34916)； 

4C亚型，代表株为 LZ-105(AF103940)。基因进化 

树分析显示 sh4与 T1形成一个分支，属 4A亚型； 

sh7与 T11、T21和 HF一044形成一个分支，属 4B亚 

型；sh6和 sh20与 LZ一105形成一个分支属 4C亚 

型；sh3、shl0和shl1单独形成一个亚型分支，可能 

为一个新的亚型，定为4D(图 1)。 

2 3 核苷酸同源性的分析 

将8例基因序列与 HEV 1、2、3、4A、4B和 4C 

之间的核苷酸序列的同源性进行了比较，结果显示 

在该区域 1型与 2型、3型、4型的同源性分别为 

75％～77％，74％～76％和 74％～78％；4A型与 4B 

型、4C型的同源性分别为 82％～87％、83％ ～ 

89％；1型内部的同源性为 89％～100％；3型内部 

的同源性为9o％；4型各亚型之间的同源性为82％ 

～ 89％，而各亚型内部之间的同源性则高于 89％。 

由表可见sh59与 1型的同源性在89％～92％之间。 

属于1型；sh4与 4A亚型的同源性最高，为92％．属 

于4A亚型；sh7与4B亚型的同源性在90％～97％ 

之间，属于4B亚型；sh6和 sb20与 4C亚型的同源 

性在 90％～91％之间，届于 4C亚型。而 sh3、shl0 

和 shl1与 1、2和3型的同源性均在80％ 下，不属 

于 1、2和 3型，而与 4型之间的同源性在 84％～ 

87％之间，属于 4型，但不属于已报道的 4A、4B和 

4C亚型，可能为一个新的亚型，定位 4D亚型(表 

1)；而且从表 1可见 4型的变异程度较其他基因型 

大 

衰 1 接曹醴序列同薄性的比较c％l 

Table l The com]~trJson of nucleoti~ identity c％ 

l 2 3 4A 4B 4C Sh59 Shll Shl0 Sh3 Sh20 Sh6 Sh7 

Sh4 76～78 76 77～78 92 85—87 87 78 84 84 86 85 86 86 

Sh7 78～80 76 77 85 90～97 86 78 86 86 85 85 85 

Sh6 76～” 72 75～76 84 84～ 88 91 76 84 83 83 90 

Sh20 76～78 73 77～79 86 84～88 90 78 85 84 86 

Sh3 76～78 74 7S～79 86 85--87 86 78 90 81 

Shl0 76～78 75 77～78 85 84～84 83 76 85 

Shl1 76 78 74 75--77 75 77——78 76 76 

Sh59 89～92 75 75～77 75 77～ 76 

4C 75～78 71～74 75～79 83～89 82～87 89～99 

4B 76～78 7S～79 74--78 82～87 89～99 

3A 74～77 74～75 75～ 78 93～99 

3 74～76 72～73 90 

2 75～77 

1 89～100 

1—2·3 and 4 standIo ge~otypesl·2．3 and 4；4A．4Band 4C standf。r subgenotypes 4A
． 4Band 4C；SM ．Sh7、Sh6，Sh20，Sh3．ShlO

，Shl1．Sh59 

stand for HEV strains isolated from Shanghai infectious hospital 

3 讨论 

本文采用 RT—PCR法对 35例急性散发性戊 

型肝炎病人血清进行了HEV RNA的检测．并对阳 

性产物进行了基因序列的分析，结果显示仅有 8例 

为HEV RNA阳性，其阳性率为 23％。HEV RNA 

极易降解，只有在一70"C或液氮的情况下才能长期 

保存，不能反复冻溶，可能是由于样品在运输过程中 

样品的融化时间较长．造成了 HEV RNA的检出率 

较低： 

通过序列分析显示在8例 HEV RNA阳性的戊 

型肝炎病人中，1例为 HEVl型感染；7例为HEV 4 
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型感染．其中 I例为4A亚型，I例为 4B亚型，2例 

为 4C亚型，另外 3例虽属 4型，但不属于已报道的 

4A、4B和4C亚型，可能为一个新的亚型。戊型肝 

炎病毒是经肠道传播的非甲一非乙型肝炎的病原， 

1989年国外首先发现。我国新疆也曾发生过大流 

行，并对其病原进行了测序分析，显示病原与缅甸流 

行株 HE一1相同，属于 HEV 1型，随后的研究显示 

在内地的散发性急性肝炎中也为 HEV l型感染，但 

本研究和晟近的研究显示在内地急性散发性肝炎病 

人中的感染 4型为主，1型仅占少部分。这一结 

果与 往报道不同，这是由于 前序列分析所用引 

物的序列来自于 1型的保守区，该类引物在一般情 

况下只能扩增 1型，而本研究采用简并引物，可扩增 

HEV1、2、3和 4型 

晟近的研究显示 1型蛋白的抗原性与 4型蛋白 

的抗原性可能存在一定的差异，在抗一HEV抗体的 

诊断试剂中仅用 1型抗原容易造成对 4型病毒感染 

的漏检Et3J。因此，了解 HEV 4型在我国各地区中 

的分布，对今后开发戊肝诊断试剂和疫苗均有重要 

的指导意义。 
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