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西安市家畜戊型肝炎病毒携带情况调查
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实验室研究·

【摘要】 目的 探讨西安市家畜戊型肝炎(戊肝)病毒(HEV)携带情况。方法 收集猪、犬等常

见家畜的胆汁标本，采用逆转录巢式聚合酶链反应(RT—nPcR)技术扩增HEV基因组开放读码2

(0RF2)区域内150 nt片段；阳性标本PCR产物直接测序，并与GenBank数据库进行比对，构建进化树

分析遗传特征。结果共收集猪胆汁标本194份，犬胆汁标本178份，牛胆汁标本79份，羊胆汁标本

191份。RT—nPCR检测结果表明，四种家畜胆汁标本HEV RNA阳性率分别为4．10％、0％、0％、0％；

遗传距离分析发现本次得到的HEV与Ⅳ型HEV距离最近，其次为I型、Ⅱ型和Ⅲ型；氨基酸水平也

显示了同样的规律。结论猪是HEV家畜宿主，Ⅳ型是主要流行型。
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【Abstract】 Objective To explore the carrier state of hepatitis E virus(HEV)in 1ivestock in Xi’an

area．Methods Bile samples from swine，canine，she印and cow were collected from a 10cal slaughtering

house． Reverse transcriptase nested polymerase chain reaction(RT-nPCR) was employed to ampIify the

ORF2 region in HEV RNA genome．All positive samples were sequenced and compared with data fr。m

GenBank． Homology analysis was conducted based on the outcome of sequencing． ReSults 1 94，1 78，79

and 191 bile sampleS from swine，canine，cow and sheep were c011ected． Positive rates with RT—nPCR

method in these domestic animals were 4．10％，0％，0％and 0％respectively．Genetic distance analysis

indicated that strains being identified were close to genotypeⅣof HEV，then genotype I， Ⅱ andⅢin

nucleic acid． Same。utcome was shown by the same analysis on amino acid． Conclusion Swine was the

only reservoir of HEV in livestock and genotypeⅣwas the prevalent genotype．
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戊型肝炎(戊肝)病毒(HEV)属于经消化道传

播病毒，流行病学监测显示HEv发病率和暴发次

数近年都有上升趋势。越来越多的证据显示HEV

属于人兽共患病⋯。目前已经从猪、鹿等动物体内

分离到HEV毒株心]，从犬、猫等多种家畜体内均检

测到了抗一HEV抗体。3’引。除了猪与人HEv的关系

已经得到广泛研究之外，其他家畜是否也携带病毒

以及与人HEV的关系有待于明确。粪便中HEV

可以直接排泄到环境中并引起人类疾病，因此检测
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粪便更具有卫生学意义。然而粪便采集较胆汁标本

更难；研究表明HEV在胆汁含量最高，其次是肝

脏、粪便、淋巴结和外周血”。，因此推断胆汁标本可

能会提高检出率。本研究主要采集西安地区家畜胆

汁标本，检测病毒RNA，通过比较不同家畜的HEv

RNA阳性率，明确常见家畜中HEv对人的潜在

影响。

材料与方法

1．实验材料：TRIzol Reagent购于Gibco公司；

引物合成、PCR产物测序均由北京鼎国生物工程公

司完成；Taq酶、M—MLV逆转录酶、dNTPs、DNA

1adder均购自于东洋纺生物工程有限公司。

2．标本采集：2007年3—4月从西安市某屠宰

场中收集猪胆汁标本194份，犬胆汁标本178份，牛
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胆汁标本79份，羊胆汁标本191份。

3．病毒RNA提取：①取胆汁100肚l，加TRIzol

Reagent 500舭l，颠倒混匀，室温静置5 min，加入氯

仿100肚l，振荡混匀，12 000 r／min离心10 min；②取

上清，加入等体积异丙醇，颠倒混匀，12 000 r／min离

心10 min；③吸走液体，加入DEPC处理的75％冰

乙醇1 ml，颠倒混匀，12 000 r／min离心10 min；④吸

走液体，加入冰乙醇1 m1，颠倒混匀，12 000 r／min离

心10 min；⑤吸走液体，阴干，加50雄l DEPC水，

一20℃保存备用。

4．逆转录巢式聚合酶链反应(RT—nPCR)检测

和测序：逆转录引物以及nPCR引物参照文献[6]。

首先，以E5引物2肚l与模板3弘1混合，93℃3 min，

一3℃5 min，在PCR仪中完成；然后利用M—MLV

逆转录酶进行逆转录；反应条件为42℃50 min，

75℃5 min。然后利用E1、E5引物扩增开放读码2

(oRF')区域内350 nt片段；以E2、E41／E42引物扩

增ORF2区域内150 nt片段；阳性PCR产物进行双

向测序。

5．同源性分析：从GenBank选取工、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ

型HEv全序列32株做参比序列，参比序列及其

GenBank登录号、分离地域、基因型别、宿主信息见

表1。利用MEGA V3．0软件将测定的核苷酸序列

与GenBank数据库中登录的HEV全长基因序列进

行同源性队列。序列之间差异程度的两两比较利用

Kimura-2模型，Nei曲bor—Joining模型生成进化树。

结 果

1．RT—nPCR检测结果：有8份猪胆汁标本

HEv RNA阳性，犬、牛、羊胆汁标本均未检测到

HEv RNA。猪、犬、牛、羊胆汁标本HEv RNA阳

性率分别为4．10％、0％、0％、0％。

2．同源性分析：8株150 nt目的片段测序结果经

同源性分析发现ZJSw24与ZJSw47最远，同源性为

92．5％；ZJSwl31与zJSw3最近，同源性为99．9％。

而与参考株进行遗传距离分析后发现，本次得到的

HEV与Ⅳ型HEV距离最近，其次为I型、Ⅱ型和Ⅲ

型；氨基酸水平也显示了同样的规律(表2)。采用

Neighbor—Joining模型构建的进化树提示本次得到

的病毒均为Ⅳ型HEV，与分离于西安(ABl97673)

和上海(ABl97674)的HEV毒株同源性最高(图

1)，而这二者均是人源来源的毒株，证实了HEV的

人兽共患性。

表l 参比序列及其GenBank基本数据特征

注：“不明宿主”：无文献明确说明宿主来源

表2 西安市部分家畜HEV RNA核苷酸与氨基酸的遗传距离分析
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图1 西安市8株猪HEV进化树分析

讨 论

戊肝主要通过消化道传播，在卫生条件相对较

差的发展中国家流行；发达国家患者常有在HEV

流行区的旅行史。1990年Balayan等07。首次用

HEV感染家猪获得成功，揭示了猪在HEV自然循

环中的作用。近年资料表明HEV不仅在人类中流

行，在猪体内亦可发现，从而产生了“戊肝属人兽共

患病，猪是其自然宿主”的假设。zheng等¨o对从事

生猪屠宰业的职业人群进行了流行病学调查，证实

猪与职业人群HEv感染率高度相关，首次明确了

猪与人群戊肝的关系。

然而，越来越多的血清学证据提示动物HEV

感染非常普遍。李红文等∽1对我国部分地区鹿和牛

群HEV感染情况进行调查后发现，鹿血清抗HEV

抗体阳性率为43．61％，牛血清抗体阳性率为

20．00％。朱永红等。9 o调查发现，猪、羊等家畜的天

然感染率也非常高，Saad等[1叫在马群中也得到类似

的结果。这些家畜如此的高感染率，其对人类HEV

感染的状况同样值得关注。本次调查主要以猪、牛、

羊、犬为研究对象，从屠宰场收集600余份各类家畜

胆汁标本直接检测。HEV RNA；在牛、羊、犬标本中

均未检测到HEV RNA，惟有猪胆汁标本中检测到

HEV RNA。尽管牛、羊、犬都存在高比例的自然感

染旧1，但未能检测到HEV RNA，因此其作为人类戊

肝传染源的可能性不大。本次得到的HEV均为Ⅳ

型，与分离于西安和上海市的人源HEV毒株同源

性最高，直接证实了HEV的人兽共患性。

Deus等。5 o研究表明，HEV在胆汁含量最高，其

次是肝脏、粪便、淋巴结和外周血，因此推断胆汁标

本可能会提高检出率。即便如此，本次调查猪HEV

阳性率也仅为4．11％，低于华东地区的阳性率(10％

左右)。6。。这可能是由于西北地区干旱少水，而华东

地区水网密集，水量充足，更利于HEV传播。获得

的HEV序列经过同源性分析显示均为Ⅳ型，与华

东地区的主要研究结果一致¨一，说明Ⅳ型是我国猪

HEV流行型。本次调查结果不仅提示了猪可能是

人HEV的惟一宿主家畜，同时也验证了猪是HEV

自然宿主的这一假说。
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