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深圳市!"#病毒$和%亚型感染的
检测与分析

欧阳玲 黄呈辉 陈汝光 刘永梅 黄建国

【摘要】 目的 了解深圳市一种新的单链$#&病毒（!"#’）的感染流行状况。方法 以!"#’
读码框架(区（)*+(）核苷酸序列设计引物建立巢式聚合酶链反应（,-.*）方法。采用多重,-.*对

/0(份来自不同人群血标本进行!"#’1$#&（$和%亚型）检测，并对所分离的病毒部分基因进行克
隆后测序分析。结果 在乙型肝炎患者、丙型肝炎患者、血液透析患者和吸毒人群!"#’$#&阳性
率分别为23456、22426、2/476和87486；在献血人群中，体检不合格献血者和丙氨酸转氨酶（&9:）
异常升高献血者!"#’阳性率分别为254(6和8(486，均明显高于体检合格的献血者人群（(;4(6）

的感染率（!2<5427，!!040(和!2</408，!!040(）。/例来自不同人群的!"#’1$亚型分离株部分
核苷酸序列与标准株变异!/456；=例来自不同人群!"#’1%亚型分离株部分核苷酸序列与标准株
核苷酸最大变异为(84;6。结论 在深圳市高危人群（献血和吸毒人群及肝炎患者等）中!"#’感染
均广泛存在。
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!"#病毒（!"#’）是近年发现的一种新的单股

$#&病毒，其基因组全长约8700RG左右，且存在
较大变异，根据其基因组的差异，可分为!"#’
&"%5种亚型［(］。有报道!"#’$和%亚型在输
血后不明原因肝炎患者中的检出率明显高于健康献

血者，且多次输血者感染的机会较大，提示!"#’
可能与输血后肝炎的发生有关［2］。为了解深圳地

区不同人群中!"#’感染状况，我们采用聚合酶链反

作者单位：;(5(0(深圳市宝安区中心血站

应（-.*）方法对深圳地区部分人群进行!"#’亚
型感染的检测与分析。

材料与方法

(4研究对象：(5例乙型肝炎（乙肝）患者、=;例
丙型肝炎（丙肝）患者和2/例血液透析患者来自深
圳市宝安区人民医院；((2例吸毒者来自深圳市宝
安区戒毒所，=00例无偿献血者来自深圳市宝安区
血站。采用无菌试管采静脉血8QI，分离血清或血
浆于Y20Z低温保存。
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!"实验试剂：#$%&’(酶缓冲液、&’()*+聚
合酶、,*&-.（-/0123’公司产品）；45672.8/94:!;
<=&载体、>?#;5672感受态菌（美国@AB9:/032A公
司产品）、&C;)*+连接酶和缓冲液（日本&’<’D’
公司产品）、+8747/2)*+／D*+ 提取试剂、E5F;
)*+和 EGF D*+ 荧光定量 -GD 试剂（美国

590:/0A98.公司产品）、-GDH’/I2/（华美生物公司产
品）、E5.+3和抗;EGFJ?@=+试剂（美国K/:L0公
司产品）、抗;E@F（K/3’A0A公司产品）、梅毒&-E+
试剂（D’A,0M公司产品）。

N"献血者的筛查：所有献血者常规检测丙氨酸
转氨酶（+?&）、E5.+3、抗;EGF、抗;E@F和梅毒抗
体间接血凝试验（&-E+），各项检测阴性者为体检
合格献血者组；任何一项阳性者为体检不合格献血

者组；+?&升高（!C$O／?）献血者进一步用荧光定
量-GD方法检测血标本中 E5F)*+ 和 EGF
D*+，对+?&大于正常值!倍以上，而 E5F和

EGF检测为阴性者为+?&异常升高献血者组。

C"-GD检测=J*F;)*+：取P$"6血清或血浆
标本，按 +8747/2)*+／D*+ 提取试剂 =J*F
)*+［N］。采用巢式-GD（A-GD）方法检测=J*F
)*+，所 用 的 引 物 分 别 为：=J*;-#：P’;
&+GGGG++GQ+GG++G&+Q+GG;N’；=J*;-!：P’;
Q&&&Q&QQ&Q+QG+Q++GQQ+;N’；=J*;)=：P’;
&++QG+QGGG&++G+G&G+&GG+;N’；=J*;)+：

P’;G+Q&&Q+GGQG+++Q&&+G++Q;N’；=J*;
E=：P’;+&+G&&&QQG&QG+GG&&G&Q;N’；=J*;
E+：P’;GG++G&Q+G&+QQQQ++GG&&+;N’。其
中=J*;-#、=J*;-!为外引物，=J*;)=、=J*;)+为

=J*F;) 亚型特异引物，=J*;E=、=J*;E+ 为

=J*F;E亚型特异引物。-GD反应条件为：P"6核
酸模板加入!P"6含$"!"106／?外引物、!$$"106／?
,*&-.、&’(酶#O的-GD反应体系进行第#次扩
增。循环参数，RCS#T$.预变性后，RCSCP.，PPS
CP.，U!SP$.；扩增N$个循环，最后U!S延伸

#$19A。取第#次-GD扩增产物!"6，加入到由引
物=J*;)=／=J*;)+或=J*;E=／=J*;E+组成的

-GD反应体系中进行第!次扩增。循环参数，RCS
#T$.预变性后，RCSC$.，PTSC$.，U!SCP.，N$
个循环，再U!S延伸P19A。取第二次-GD扩增产
物#$"6于!V琼脂糖凝胶（含溴化乙锭$"P"3／16）

#$$F电泳N$19A，置紫外灯下观察，通过标准分子
量-GDH’/I2/比较作出判断。

P"-GD产物的克隆与测序：-GD产物经纯化后
克隆至&载体上，转化>?#;5672感受态菌，用?5抗
生素平板培养和蓝白菌斑筛选，提取阳性质粒，用

-GD方法和酶切鉴定后，阳性菌种送上海生工公
司，采用荧光标记末端终止物循环测序试剂盒，在

)*+自动分析仪进行测序。

W"统计学分析：不同人群检出率采用=X=&+&
软件的校正卡方（#!）检验；测序结果用)*+.:’/软
件进行同源性分析和系统进化树分析。

结 果

#"深圳市几种人群中=J*F感染的检测结果：
采用A-GD检测外周血标本中=J*F)*+（)和E
亚型），不同人群=J*F)*+检测结果见表#。表
中可见，乙肝、丙肝患者和血液透析患者=J*F
)*+阳性率分别为!U"TV、!!"!V和!W"RV；吸毒
者人群=J*F)*+阳性率高达NR"NV。在献血者
人群中，体检不合格献血者组和+?&异常升高献血
者组=J*F阳性率分别为!T"#V和N#"NV，均明显
高于体检合格的献血者人群（#P"#V）的感染率
（#!YT"!R，!"$"$#和#!YW"$N，!"$"$#）。

表! 深圳地区几种人群中=J*F检测情况

检测对象
检测
人数

=J*F)*+
阳性
例数
阳性率
（V）

#!值 !值#

乙肝患者 #T P !U"T #"#W $"!T#
丙肝患者 CP #$ !!"! $"RN $"NNW
血液透析患者 !W U !W"R #"W# $"!$P
吸毒人群 ##! CC NR"N !P"!$"$"$$#
献血者人群

体检合格者 !NT NW #P"#
体检不合格者 ##C N! !T"# T"!R $"$$C
+?&异常升高者 CT #P N#"N W"$N $"$#C

# 与体检合格献血者比较

!"深圳市不同人群=J*F分离株部分核苷酸
序列的分析比较：对W例分别来自献血者（=Z;)#）、
肝炎患者（=Z5;)P）、血液透析患者（=Z;)U、=Z;)R）
和吸毒者（=Z>;)!、=Z>;)N）=J*F;)亚型阳性

-GD产物进行序列分析，结果见图#。这W例分离
株之间的核苷酸同源性在RC"TV$RT"CV之间，与

=J*F;)亚型标准株（基因库序列号为+>$!PUN$）
相应位置核苷酸同源性在RN"!V$RW"CV之间；C
例分别来自献血者（=Z;EU、=Z;ER）、血液透析患者
（=Z;E#N、）和吸毒者（=Z;E#P）=J*F;E亚型阳性的

-GD产物进行序列分析，结果见图#。这C例分离
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图! 深圳市不同人群!"#$分离株部分核苷酸序列与国际标准株比较

株之间的核苷酸同源性在%%&’(!)*&+(之间，与

!"#$,-亚型标准株（基因库序列号为./012%’%）
相应位置核苷酸同源性在%3&2(!)’&+(之间。

’&!"#$深圳分离株的系统进化树分析：采用

4567895的邻接计算法（#,:），将3例!"#$;亚型
分离株和<例!"#$-亚型分离株与!"#$.!-
%个亚型标准序列做一进化树分析（图1），显示3例

!"#$;亚型分离株与!"#$;亚型标准株进化距
离接近，聚集在同一分支上；<例!"#$-亚型分离
株与!"#$-亚型标准株聚集在一起，其中!=,-*
和!=,-+’与标准株进化距离更为接近。

图" 深圳市!"#$分离株的系统进化树分析

讨 论

研究发现在不同人群中的!"#$流行情况有
较大差异。在美国，静脉吸毒者!"#$,;和-亚型
的感染率分别为’1&*(和’*&2(［<］，健康献血者

!"#$,;和／或!"#$,-感染率为+&%(，接受输血
者感染率为’0(，明显高于未输血患者的对照
组［1］。本项研究显示，深圳地区健康无偿献血者感

染率为+2&+(，与日本和我国台湾报道健康人群中

!"#$感染率相近［2，3］，但明显高于美国人群，是否
东南亚地区是!"#$的高流行区，有待进一步研究
证实。研究还发现，在深圳市血液透析患者，尤其在

吸毒人群中，!"#$感染率最高；同时在体检不合格
的献血者中!"#$感染率明显高于体检正常的献
血者人群，提示!"#$与->$等常见经血传播病
毒有相类似的传播途径，可以通过输血、吸毒等肠道

外途径传播。

?@A@6B9等［1］报道在输血后非甲!戊肝病例
中!"#$（;和／或-亚型）感染率为)1(（++／+1），
且明显高于健康献血者人群，认为!"#$与输血传
播非甲!戊肝的有关。高志良等［*］报道采用原位

C4D方法在3例非甲至非戊型肝炎患者肝组织中
发现1例!"#$,;#.阳性。但近来的一些流行病
调查资料发现，!"#$在病毒性肝炎和非病毒性肝
炎患者中也有较高的感染率，!EFG989等［2］报道日本
不同肝病患者中!"#$;／-感染率在+*(!<3(
之间；H9I等［3］报道台湾地区慢性肝炎和肝癌

!"#$感染率为<+(!*3(。本项研究显示深圳地
区肝炎患者中!"#$感染率与体检正常的献血人
群差异无显著性，虽然本次调查发现.JK异常升高
献血者中，!"#$感染率高于体检正常的献血者人
群，但还没有充分数据说明!"#$是一种新的肝炎
致病因子。

本项研究对分离自不同人群!"#$流行株部分
基因进行测序测定，结果显示3例来自深圳地区不同
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人群!"#$%&亚型分离株之间的核苷酸变异!
’()*，与&亚型标准株相应位置核苷酸同源性差异
在+(,*以内，反映不同地区和人群中!"#$&亚型

-./0部分基因相对保守，变异不大；而1例来自不同
人群!"#$%2亚型分离株之间核苷酸最大差异达

00(3*，与!"#$%2亚型标准株相应位置核苷酸变异
最大为04(’*，表明不同个体之间和不同地域之间的

!"#$2亚型分离株存在一定的差异。!"#$发现
时间不久，对其生物学特性还缺乏足够的了解，有必

要进一步开展!"#$感染流行病学研究。
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·疾病控制·

4’QS名煤矿井下工人血压分类及危险因素探讨

马兰 陈彦龙

高血压病是常见的心血管病，我们于)QQ0年4月至
)QQ)年+月对宁夏煤业集团石嘴山矿区井下工人进行了高
血压病流行病学调查。

0(对象与方法：对象为宁夏煤业集团石嘴山矿区井下男
职工共计4’QS人，年龄))!31岁，平均1’岁。调查对象均
填流行病学调查表。详细询问病史，排除继发性高血压，使

用经校正的水银柱式血压计，取坐位右上臂，每次间隔4QJ以
上，测4次，对血压偏高者休息4Q=<7后再测4次取均值。血
压分类标准采用美国O#[%"的成人（年龄"0,岁）血压分类
标准。

)(结果：平均收缩压为（0)0()\)(3)）==2?（0==2?
]Q(0448:6），平均舒张压为（3’(,\0(+1）==2?。高血压
患病率为0,(’’*。明显高于石嘴山市男性高血压患病率
（,(Q0*），且差异有非常显著性（!])0(4，"!Q(Q0）。井下
工人年龄与血压的关系见表0。本组资料家族有高血压病史
者，其患病率为’,(3*，家族无高血压病史者，其患病率为
1(’*，经统计学分析表明两者差异有非常显著性（!]4+(0，
"!Q(Q0），说明家族史与高血压病关系密切。超重或肥胖也
是血压升高的重要危险因素，本组平均体重指数为)4(1)\
4())。体重指数越大，患病率越高，呈正相关〔#]Q(S’+、
$（#）]Q(S’0，"!Q(Q0〕，体重指 数")1 其患病率为
)0(1S*，是!)1患病率（+(3+*）的4()倍，差异非常显著
（#)])0,()’，"!Q(QQ0）。

作者单位：3’4)Q4石嘴山，宁夏煤业集团石嘴山中心医院

表! 石嘴山矿区不同年龄组井下工人高血压患病情况

年龄组
（岁）

高血压患病情况

受检
人数

病例
数
患病率
（*）

宁夏（0SS0年）

受检
人数

病例
数
患病率
（*）

)Q! )41 4 0(),) 0Q+1 44 0(+,Q
4Q! SQQ ’, +(111 04+1 ’, 1()’Q
1Q! S’3 00’ 0)(Q03 S40 +S 3(10Q
’Q! 1’S S4 )Q()+0 +1S S4 01(44Q
+Q! S’S 4,) 4S(,44 ’40 00Q )Q(3)Q
合计 4’QS +’0 0,(’’) 1’4S 4+4 3(SS3
标化率 0’(QQ) S(Q0

4(讨论：煤矿井下职工高血压病标化患病率明显高于宁
夏)Q岁以上男性标化患病率，也明显高于0SS0年全国高血
压病患病率（00()+*）。主要因素为：$井下工人长期处于
高气温（平均)’̂ ）、高湿度（S’*）的环境中，体热不能很好
蒸发，体温升高，心率加快，心输出量增加，血压升高。%噪
声及井下高危作业环境，使工人长期处于高度精神紧张状

态，造成大脑皮层功能紊乱，使机体产生一系列的生理反应。

&粉尘及有害气体刺激血管收缩使血压升高，而工作面大气
氧分压降低，造成缺氧和高碳酸血症，引起心率加快，心输出

量增加，血压上升。基于上述因素长期协同作用，造成工人

血压持续升高。

（收稿日期：)QQ4%Q0%)1）

（本文编辑：尹廉）
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