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中国北方!城市慢性乙型肝炎患者中

"#$病毒检测

闫杰 何忠平 庄辉 董庆鸣 宋淑静 朱林 王小红

【摘要】 目的 了解"#$病毒%和&（"#$’(%／&）在中国慢性乙型肝炎患者（)&*）中的感染

情况。方法 应用巢式聚合酶链反应法（+,)-），对中国北方!城市!.!例)&*患者和北京市./名

正常人血清检测"#$’(%／&%$0，并用,)-产物直接测序法对1株"#$’进行了序列分析。结果

)&*患者"#$’感染率为/2345，正常人为/63!5，两者差异无显著性（!6783891，!783:6.）。但

不同城市)&*患者中"#$’感染率存在一定差异。从不同城市分离的"#$’的核苷酸序列同源性

较高，9株"#$’(%同源性为.25".:5，4株"#$’(&同源性为.!5".:5。结论 在!城市)&*
患者中存在"#$’(%／&感染，其感染率与正常人群相似，提示"#$’(%／&可能没有直接致病性。
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ECKG?L!J<A<E@<+);<+=39&’$7./%&’ "#$’(%／&MEGEFGEH=IE+A<+)&*F=A<E+A@?K);<+==+CA;E<G
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"#$病毒（"#$’）是一种新近发现的单股环状

%$0病毒［2］，至少有:个成员（"#$’(0"&）。初

步研究表明，"#$’(%／&在输血相关的非甲"戊型

肝炎病人中流行率较高，而在健康供血员中流行率

较低。因而认为"#$’(%／&可能是非甲"戊型肝

炎的主要病原［6，4］。为探讨"#$’(%／& 在慢性乙

型肝炎（)&*）感染情况，本研究应用巢式聚合酶链

反应（+,)-）技术检测中国北方!城市!.!例)&*
患者中"#$’(%／&感染情况，并与正常人进行比

较。现将结果报告如下。

材料与方法

23血清来源：!.!份)&*血清采自中国北方!

基金项目：北京市卫生局肝炎重点学科资助

作者单位：288822北京地坛医院病毒研究室（闫杰、何忠平、董

庆鸣、宋淑静）；北京大学医学部病原生物学系（庄辉、王小红）；北京

市东城区疾病预防控制中心流行病科（朱林）

城市传染病医院住院和门诊病人，按6888年第十次

全国病毒性肝炎与肝病学术会议修订的“病毒性肝炎

防治方案”，诊断为)&*（轻度）。其中北京214例、天

津288例、长春286例、沈阳28.例、大连222例。正

常人血清采自北京市妇产医院婚前检查者，共./名。

63+,)-检测"#$’(%／&%$0：采用异硫氰酸

胍(酚／氯仿法提取血清中的%$0。第一轮共用引

物

为",2（!’(>>>0S))>0)0SS>S)>)>0>S0))
0(4’）和",6（!’()00>0))>SS00SS>S>0(4’），

第二 轮"#$’(%型 特 异 性 引 物 为"%2（!’(0>(
0))0S0)0))>)00)0S(4’） 和 "%6（!’(
SS)0S>>S0))S)000S>>0(4’）；"#$’(&型特

异性引物为"&2（!’(SS)>S)0))>>)>SS>>)>(
4’）、"&6（!’(00))S))00)>S0)>0SSSS(4’）。

,)-反应体系中含>=R酶2T、28U扩增缓冲液

4#I、6! L?I／VC$>,8326#I、!8#L?I／V 引 物
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!"#$!%；第一轮&’(模板为血清)*+提取物,!%，

引物为-&#、-&$；第二轮&’(模板为第一轮&’(
产物.!%，引 物 分 别 为-)#、-)$和-/#、-/$，加

)0&’水使两轮&’(体系的总体积各为.!!%。两

轮&’(循环温度条件均为123.456，123278、

773278、9$3278，共.!个循环，然后9$3延伸

9456。取第二轮&’(产物:!%，以$"!;琼脂糖凝

胶电泳，溴化乙锭染色后于紫外线灯下观察结果，

-0*<=)／/的扩增产物分别为.2!>?和$9#>?。

."&’(产物测序：将第二轮&’(产物经#"!;
低熔点琼脂糖凝胶电泳纯化后，分别以-)#、-/#为

测序引物，应用双脱氧末端终止法进行序列测定（由

上海生工生物技术公司完成）。

2"统计学处理：应用-&--#!"!软件进行统计

分析，率的比较采用"$检验。

7"核苷酸序列同源性比较及进化关系分析：应

用<@ABCD*EF8G5B@9和ED@@<5@H软件，将测序结

果与I@6JK6L收录的-0*<=+#/（序列号分别

为：+M!$7,,9、+M!$7,99、+M!$79#:、+J!71.7.、

+M!$79,#、+M!$7:$$、+M!$7:.!、+J!71.7$）进行

核苷酸序列同源性比较，并分析分子进化关系。

结 果

#"’/J与正常人-0*<感染状况：717例’/J
患者血清中共检出-0*<感染.,7例（,#".;），其

中单纯-0*<=):!例（#."2;），单纯-0*<=/#..
例（$$"2;），两型混合感染#7$例（$7"7;）。1,名正

常人血清中共检出-0*<阳性,!例（,$"7;），其中

单纯-0*<=)型$2例（$7;），单纯-0*<=/#9例

（#9"9;），两型混合感染#1例（#1":;）。经统计学

分析，两者-0*<感染率差异无显著性（表#）。

表! ’/J患者与正常人-0*<感染状况比较

人群类别 检测例数
-0*<=)和／

或/阳性
例数（;）

各型阳性例数（;）

-0*<=) -0*<=/
’/J 717 .99（,#"2） $.$（.1"!） $:7（29"1）

健康人 1, ,!（,$"7） 2.（22":） .,（.9"7）

"$值 !"!29 #"#,# ."712
!值 !":$1 !"$:# !"!7:

$"各城市’/J患者-0*<感染状况：由表$
可见，各城市-0*<总感染率及各型-0*<感染率

不同，各城市/型感染率均高于)型。

."从不同城市分离的-0*<核苷酸序列同源

性比较及进化关系分析：&’(产物直接测序后，选

择2株-0*<=)（沈阳8N,!1O、北京>P.#:O、>P.O、长

春AA7,.O）和.株-0*<=/（>P$12Q、8N71.Q、>P$7Q）

进行)*+序列分析。-0*<=)型各株间的核苷酸

序列 同 源 性 为1#;#1:;，与 I@6JK6L收 录 的

-0*<=)基 因 序 列 相 应 区 段 的 同 源 性 为:1;#
1#;（+J!71.7$6B#!.:=#...）。-0*<=/型各株间

的核苷酸序列同源性为17;#1:;，与I@6JK6L收

录的 -0*<=/ 基 因 序 列 相 应 区 段 的 同 源 性 为

::;#1!;（+J!71.7.6B###,=#.7!）。进化关系分

析显示8N,!1O、>P.#:O、>P.O、AA7,.O与-0*<=)进

化距离较近，>P$12Q、8N71.Q、>P$7Q与-0*<=/进化

距离较近（图#）。

表" 中国北方7城市’/J患者-0*<感染状况

地区 检测例数
-0*<阳性

例数
（;）

各型阳性例数（;）

-0*<=) -0*<=/
北京 #9. #!#（7:"2） 71（.2"#） 9,（2."1）

天津 #!! 7!（7!"!）! .7（.7"!） .9（.9"!）

长春 #!$ ,7（,."9） 2$（2#"$） 7$（7#"!）"

沈阳 #!1 ,,（,!",）!! ..（.!".） 72（21"7）

大连 ### :.（92":） ,.（7,":）$ ,,（71"7）#

! 天津R大连!$!"!#，天津R长春!$!"!7；!! 沈阳R大连

!$!"!7；$ 大连R北京、天津、沈阳!$!"!#；大连R长春!$!"!7；

" 长春R天津!$!"!#；# 大连R天津!$!"!#；大连R北京!$!"!7

图! 9株-0*<部分基因的进化关系

讨 论

以往研究认为-0*<=)和-0*<=/在输血相关

的非甲#戊型肝炎患者中感染率较高，而在健康人群

中感染率较低［$，.］；但其致病性尚未得到证实，且

-0*<在’/J人群中的感染状况也未见诸报道。

中国/J<感染率较高，现患’/J病人多达

$:!!万［2］，因此了解’/J人群的-0*<感染率对

-0*<的临床研究具有指导意义。本研究发现，中

国北 方7城 市 ’/J患 者 中-0*< 感 染 率 较 高

（,#".;），与健康人群（,$"7;）相比较差异无显著
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性。为了更加深入的了解!"#$在中国的分布情

况，尚需调查其他人群的感染状况，尤其是与血液传

播关系密切的人群（如输血后肝炎、静脉毒瘾、器官

移植、血液透析等人群）。

新近提出的确定新病原的原则中有“在健康人

体及其器官中应无假定病原的序列”之规定［%］。本

研究发现&’(患者和健康人群中均具有较高的

!"#$)*／’检出率，参照上述原则似可推断!"#$)
*／’可能没有直接致病性。但其他基因型是否存

在致病性，!"#$与’($或其他肝炎病毒重叠感染

是否会加重肝脏损伤，尚待进一步研究。

本研究还发现不同地区之间!"#$感染率差

异存在显著性。这是否与地区间的生活习俗、卫生

状况或环境因素等差异有关，进一步研究其原因可

能有助于揭示!"#$的潜在传播途径。

*#+序列分析表明：%城市分离的同型!"#$
株之间核苷酸同源性较高，而与,-.(/.0收录的

!"#$)*／’ 同 一 片 段 的 基 因 序 列（+(1%23%4、

+(1%23%3均为日本株）同源性相对较低。因此建

立各型!"#$中国株完整基因序列，将有利于我国

对!"#$基础及临床各方面进行深入研究。
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从一起副伤寒疫情分析实验室病原学检查的结果

韦忠碧 罗东 陈良芳

柳城县4115年51月爆发一起甲型副伤寒，发病424
例。此起疫情实验室病原菌血培养、粪便培养、血清肥达反

应阳性率均较低，有52;54T血培养阳性患者的血清肥达反

应呈阴性。

5;材料和方法：

（5）标本采集：采集可疑患者（疫区内不明原因持续发

热!3天，病程5!4周）静脉血%;19F加入51倍量的胆汁葡

萄糖肉汤内，立即轻轻摇匀，送检。或待血凝固后，取出血清

做肥达反应，血块搅碎后加入41!319F胆汁葡萄糖肉汤中，

置3KU培养5!K天，再转种血平板。采粪便标本（病程一般

4!O周患者）进行粪便培养。

（4）检测方法和试剂：依据国家《伤寒、副伤寒诊断标准

及处理原则》（,(5N115)522%）规定的实验诊断方法进行。使

用的沙门菌属诊断血清生产商为：北京天坛生物制品股份有

限公司，批号：41151S15，有效期至4113)1S)31。伤寒、副伤

寒诊断用菌液生产厂家为卫生部兰州生物制品研究所，批

号：41151%51，有效期：4114)55)15。血平板、!VW、!!、X<+微

量生化管均由广东环凯生物科技公司生产。

4;结果：

（5）甲型副伤寒杆菌菌落形态、生化反应及血清凝集反

应：在!!平板上伤寒沙门菌为无色半透明菌落，在液体培养

基呈均匀生长。细菌形态和染色：革兰阴性、无芽孢、无荚膜

杆菌，有鞭毛，能运动。生化反应：不分解乳糖、蔗糖，能分解

作者单位：%O%411广西柳城县卫生防疫站

葡萄糖，产酸产气，赖氨酸脱羧酶阳性，谷氨酸脱羧酶阴性，

甲基红试验阳性。X<+：中段（黄）、斜面（红）、气体（Y）、’4!
（Z／Y）。W<P：尿素（Z）、动力（Y）、靛基质（Z），颜色变化

（不变色、细菌扩散生长）。血清凝集反应：[群因子：+!
VY、[4Y、’因子：’/Y。

（4）血、粪便标本病原菌培养和血清肥达反应结果：共进

行病原菌血培养5ON份，阳性NS份，阳性率ON;%ST；粪便病

原菌培养54N份，阳性3份，阳性率4;3NT；血清肥达反应

5OO份，其中“[”抗体阳性率42;5NT（O4／5OO），副伤寒“+”抗

体阳性率3O;K4T（%1／5OO）。在NS例血培养阳性患者中有

53例血清肥达反应呈假阴性。

3;讨论：此次发生的甲型副伤寒疫情，病原菌血培养阳性

率为ON;%ST，而有关文献报道［5］，在病程5!4周的患者中采

血样进行血培养阳性率可达S1T!21T。其原因可能是疫情

报告较迟，很大一部分患者服用抗生素后降低血培养阳性率。

但此次进行病原菌血培养对象均处发热期（体温均在3K;%U
以上），检出病原菌的概率应该比较高。在血培养阳性的NS
例患者中有53例肥达反应呈阴性，假阴性率为52;54T，这与

有关文献报道［5］，有少数患者抗体阳性较迟才出现，或抗体效

价水平较低，约有51T!31T患者肥达反应始终为阴性相符。

故肥达反应对诊断副伤寒只起辅助作用，不能作为确诊的唯

一依据。
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（本文编辑：张林东）
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