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北京市郊区八种动物戊型肝炎病毒抗体
流行率调查及病毒基因型研究

耿家宝付红伟王玲王晓娟 关建民常义宾李凌君

朱永红庄辉刘全红彭兴春

【摘要】目的调查北京地区与人密切接触的猪、牛、羊、马、驴、犬、鸡、鸭8种动物血清中戊

型肝炎病毒(HEY)抗体流行率及该地区猪HEV基因型和亚型。方法收集8种动物的血清标本

及幼猪粪便标本，用双抗原夹心ELISA法检测血清中抗一HEV；用巢式反转录聚合酶链反应法

(RT-nPCR)检测HEV RNA；对部分PCR产物进行克隆和测序，并对测序结果进行基因分型。结果

在8种动物中抗一HEV阳性率分别为猪80．43％(481／598)，其中成猪(>6月龄)为87．86％(369／

420)，幼猪(2．3月龄)为62．92％(112／178)；牛15．02％(52／346)；马14．29％(40／280)；驴0(0／26)；羊

9．88％(33／334)；犬0(0／21)；鸭3．03％(7／231)；鸡2．53％(8／316)。RT-nPCR检测3月龄以下猪粪便

标本HEVRNA阳性率为66．67％(74／111)。HEVRNA阳性的标本测序后可归为6株(分别命名为

蛳伽1、蛳w2、bjsw3、够w4、蜘w5和bjsw6)，6株HEV开放读码框2(ORF2)部分核苷酸序列的相似性

为94．5％～99．6％，与1、2、3、4型HEV的相似性分别为75．6％一78．6％、75．6％～76．2％、77．1％一

80．7％和83．7％一94．5％。6株HEV与人HEV4d亚型的同源性最高，为90．O％～94．5％。结论北

京市郊区猪、牛、马、羊、鸭、鸡中均存在HEV感染，其中猪抗一HEV流行率最高，驴、犬抗一HEV的

流行率最低；6株猪HEV属于基因4型、4d亚型。
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【Abstract】 Objecfive To investigate the prevalence of anti—hepatitis E virus(HEV)and

genotypes ofhepatitis E virus in 8 species ofanimals including swine，cattle，she印，horse，donkey，

dog，chicken and duck in the suburb of Beiiing．Methotis Serum samples were collected from the 8

species of animals．and fecal samples of younger swine were collected from 2 stock farms．Anti·HEV

was detected by Double Antigen Sandwich Assay．HEV RNA from fecal samples was detected by a

reverse transcription nested polymerase chain reaction(Rr-nPCR)．Parts of the PCR products were

cloned and sequenced．111e swine HEV seqHeliCeS were analyzed genetically．Results 111e positive

rates of anti—HEV in sel'Ulll specimens of swine，cattle，horse，donkey，sheep，dog，duck and

chicken were 80．43％(48l／598)，15．02％(52／346)，14．29％(401280)，0(0／26)．9．88％(33／334)，0(0／

21)．3．03％(7／231)and 2．53％(8／316)，respectively．The anti—HEV prevalence of adult swine(≥6

months)and younger swine(≤3 months)were 87．86％(369／420)and 62．92％(112／178)respectively．

74 of ll 1(66．67％)pig faces were positive f研HEV RaNA．Sequence analysis on these positive

samples showed that there were 6 groups of HEV designated as蛳wl，蛳埘2，咖甜3，如删4，够彬5 and

6蠡彬6．111e 6 strains of HEV shared 94．5％-99．6％sequence identity of partial HEV ORF2 nucleotide

with each other．The identities ofHEV ORF2 nueleotide sequences between the 6 strains and genotypo
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l，2，3 and 4 were 75．6％一78．6％．75．6％一76．2％，77．1％一80．7％and 83．7％一94．5％，respectively．
The sequence identity between the 6 strains and human HEV genotype 4d was 90．0％一94．5％．

Conclusion HEV infection Was Seen in swine，cattle，horse，sheep．duck and chicken in the

suburbs of Beijing．nle anti·HEV positive rate appeared the highest in swine and the lowest in dog
and donkey．The six strains of HEV isolated from younger swine belonged to genotype 4d．

【Key words】Hepatitis E virus；Anti-HEV antibody；Genotype；Zoonosis

戊型肝炎病毒(HEV)主要经粪口途径传播，也

有经输血传播的报道⋯。根据病毒核酸序列分析，

HEV至少有5个基因型，其中5型为禽HEV乜·3 J。迄

今研究表明，l、2型HEV只能感染人，3、4型HEV既

可感染人，也可感染多种动物。最近，Zhao等H1在甘

肃省农场养殖兔的血清中检测到抗一HEV和HEV

RNA，二者的阳性率分别为57．O％(191／335)和7．5％

(25／335)，扩增出兔HEV ORF2部分片段的核苷酸

序列与l、2、3、4型及5型(禽)HEV的相似性分别为

73％～77％、70％。76％、75％～82％、71％～77％和

53％一65％，基因进化分析提示，兔HEV可能为一种

新的基因型。兔HEV是否为人畜共患及其与其他

基因型HEV的关系还有待进一步研究。流行病学

调查发现，在许多国家人群和动物(猪、犬、猫、羊、啮

齿类动物和非人灵长类动物)血清抗一HEV阳性率

很高b]，提示动物可能是HEv宿主，并在HEV传播

过程中发挥着重要作用。越来越多的证据表明，戊

型肝炎(HE)的发生和流行与动物宿主密切相关，

Yazaki等曾报道阳]，在日本、荷兰、美国等地商店出

售的猪肝中检出HEV RNA；Tei等∽1和Tamada等n叫

曾分别报道食用过未煮熟的鹿肉和野猪肉后发生

HE的病例，并在剩余的鹿肉中检出HEV RNA，其核

酸序列与患者HEV核酸序列的同源性高达99．7％。

因此，HE目前已被列入人畜共患传染病，人是HEV

的天然宿主。为了进一步探讨HEV在自然界中的

动物宿主及传播途径，本研究对北京市怀柔区的8

种动物血清抗一HEV流行率、猪HEV基因型及亚型

进行分析，结果报告如下。

材料与方法

1．标本来源：从北京市怀柔区2个养猪场分别

采集屠宰成猪血420份；用一次性注射器通过前腔

静脉采集幼猪血178份；在农户家通过颈静脉分别

采集不同动物血(肉牛77份、奶牛269份、马280份、

驴26份和羊334份)；通过前肢静脉采集犬血2l份；

从1个养鸭场采集屠宰鸭血23l份、2个养鸡场采集

屠宰鸡血316份。采集的动物血离心后取血清分装

成3管置-80℃冰箱备用。从2个养猪场采集3月龄

以下猪粪便1l 1份，每头猪采集单份新鲜粪便。

2．血清抗-HEV抗体检测：采用双抗原夹心

ELISA法，用HEV总抗体诊断试剂盒(北京万泰生

物药业有限公司)检测8种动物血清中的HEV抗
体。严格按说明书操作。

3．猪粪便HEV RNA检测：①用PBs(O．01 mol／L，

pH值7．4)将猪粪便稀释为10％的悬液，振荡混匀，

4℃条件下4000 r／min离心15 rain，取上清液

置一80℃保存。②用Trizol试剂盒(美国Invitrogen

公司)提取悬液中RNA，提取过程严格按照说明书

进行。③参照4个基因型的HEV序列(ABl08537、

AJ272108、AY594199、M74506、AF060668、D11093、

D11092、L08816、M94177和L25547)在ORF2的保

守区域设计l套引物(S引物见表1)。④对提取液进

行RT-nPCR检测，RNA模板35“l，10×PCR缓冲液

5¨l，10 mmol／LdNTP l¨l，Sl、S4各3 I．tl，AMV反转

录酶0．2 U，42℃反转录50 min。加入2．5 U的Taq

DNA聚合酶，然后进入第l轮PCR：94 oC 4 min，

94℃30 S，52℃30 S，72℃35 s，30个循环，72℃延

伸5 min；第2轮PCR弓I物为S2、S3各3“l，加第1轮

产物5“l，总体积为50 pl，94℃预热4 min，然后

94℃30 S，52 oC 30 s，72 cc 30 s，30个循环，72℃延

伸5 min。为了避免交叉污染，病毒提取过程及PCR

过程均设阴性对照和阳性对照，病毒提取、PCR过程

和电泳分别在不同房间进行。第二轮PCR产物用

琼脂糖凝胶回收试剂盒回收纯化，连接入PGEM．T

载体(美国Promega公司)，送北京华大中生科技发

展有限公司测序。

表1检测ORF2的引物序列

注：Y=C／T．S=C／G，W=A／T，K=G／T，D=G／A／T；引物位点参

照中国猪HEV基因序，：tJ(GenBank登录号：AY594199)

4．序列相似性分析及基因分型：用Vector NTI

Suite 9．0对所分析的基因序列进行同源性比较，用

Bioedit计算核苷酸序列的相似性，用Mega4．0绘出基

因进化树。序列分析所用l、2、3、4型HEV ORF2参照

序列分别为AF444003、M80581、X98292、D10330、

M73218、M94177、AF076239、D11093；M74506；
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AF060669、AF060668、AF082843、AB301710、

AB07’3912；AJ272108、ABl61717、AY594199、EU676172、

ABl97673、EU366959、AB097812。所用4a、4b、4c、4d

和4e亚型参照序列分别为AF296162、AFll7275、

AJ344171、AFl34812；ABl24818、AFll7280、AJ344186、

AFl03940；ABl07367、ABl05888、ABl05902、AB094223、

AB079762；AY594199、Ay5％308、AJ272108；AF324501

和ABl08537。

结 果

1．血清抗一HEV抗体检测：用双抗原夹心

ELISA法检测8种动物血清抗一HEV阳性率分别为

猪80．43％(481／598)，其中成猪为87．86％(369／420)，

幼猪为62．92％(112／178)；牛15．02％(52／346)；马

14．29％(40／280)；驴0(0／26)；羊9．88％(33／334)；犬0

(0／21)；鸭3．03％(7／231)；鸡2．53％(8／316)。

2．猪粪便HEV RNA检测：用S引物分别检测

lll份幼猪粪便标本，共有74份标本HEV RNA阳

性，阳性率为66．67％。随机选取阳性标本的PCR产

物25份测序，用Vector NTI Suite 9．0对测序结果进

行同源性分析，测序结果显示共有6株HEV，分别命

名为蛳彬l、蛳叫2、蛳埘3、蛳zt)4、轳彬5和蛳埘6。

3．核苷酸序列相似性分析：对6株HEV ORF2的

部分核苷酸序列进行相似性分析，6株HEV间的相似

性为94．5％。99．6％，与1、2、3、4型HEV参照株的相

似性分别为75．6％～78．6％、75．6％～76．2％、77．1％一

80．7％和83．7％。94．5％。6株HEV与4d亚型的相似

性最高，为90．0％一94．3％，与4a、4b、4c、4e、49的相似

性分别为82．7％一87．7％、86．7％一90．3％、85．O％～

89．7％、83．9％～87．1％和84．0％一85．7％(表2、3)。

4．进化树分析：用MEGA 4．0软件对6株HEV

ORF2部分片段进行进化分析，6株HEV序列均在基

因4型分支上并属于d亚型(图l、2)。

讨 论

本研究对8种动物血清抗一HEV检测结果显示，
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图l猪HEV ORF2部分核苷酸序列的生物种系进化树分析

图2猪HEV ORF2部分核苷酸序列的生物种系

进化树亚型分析

猪血清抗一HEV阳性率最高(80．43％)，其中幼猪

(62．92％)与成猪(87．86％)血清抗一HEV阳性率经f

检验，P<0．001，差异有统计学意义。该结果提示，

随着猪龄的增加，抗一HEV阳性率升高，虽然不同地

区的研究结果显示，成猪与幼猪的抗一HEV阳性率

不尽相同，但与同地区的其他动物相比，猪的

抗一HEV阳性率均为最高【11’121，证明HEV在猪群中

表2 6株HEV核酸序列与4型HEV核酸序列的相似性比较(％)

4 3 2 I bjsw6 6加w5 6序W4 6声"3 bj_su,2丛∞l
6豇”l 84．3—93．6 77．1—77．7 75．9 76．5～78．6 94．8 94．8 94．5 94．8 94．5 100

6蠡”2 84．3～93．6 78．6。80．7 75．9 76．5—77．4 99．6 99．0 98．1 99．0 100

6西"3 84．0～94．5 78．3～80．1 75．9 75．6～77．1 99．3 99．3 99．0 100

6妇w4 84．0—93．6 79．8～78．3 75．9 76．2—78．0 98．4 99．0 100

6小w5 83．7—93．9 78．0。80．1 75．6 76．2—77．1 98．7 100

6声w6 84．6—93．9 78．6～80．7 76．2 76．2～77．7 100

1 74．4—80．1 74．7—78．0 75．6—78．9 100

2 73．2—76．8 71．7～73．5 100

3 7d．7～80．4 100

4 loo

广泛流行，猪作为HEV的动

物宿主在HEV的传播过程中

发挥重要作用。因此，控制

HEV在猪群中的流行，对控制

HEV在人群中暴发或流行具

有重要意义。马血清抗一HEV

阳性率为14．29％(40／280)，与

朱光泽等n21报道长春地区马

秽蜷
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表3 6株HEV核酸序列与4型HEV各亚型核酸序列的

相似性比较

49 4e 4d 4c 4b 4a

6括"1 85．3 83．9 90．6～93．3 85．0—89．7 86．7—88．3 82．7～85．3

bjsw2 85．7 87．1 90．3—93．6 85．7—87．7 88．3—90．3 84．3～87．7

6话W3 85．0 86．4 90．3—94．3 85．7—87．7 87．0—89．7 83．7—87．0

bjsw4 84．0 85．7 90．0—93．3 85．7～87．3 86．7—88．7 83．7—87．0

6南w5 84．7 86．1 90．0～94．0 85．7～88．0 87．3～89．3 83．7～87．0

6矗w6 85．7 87．1 90．3—93．6 85．7—87．7 87．7—90．3 84．3—87．7

血清中抗一HEV流行率为15．74％相似，但是从马血

清中分离出HEV RNA的报道很少，曾有报道从马

血清中分离到l型HEV¨引，最近Zhang等‘14。报道从

马血清中分离出3型HEV，但马是否为HEV的动物

宿主以及马HEV与人和其他动物HEV的相似性、

同源性尚需进一步研究。目前，已经从多种动物血

清中检出抗一HEV，但从动物血清中分离出HEV

RNA的报道却相对较少，多种动物(马、牛、羊、鼠

等)血清中很难分离出HEV的原因可能是病毒在体

内持续复制的时间较短、血清中病毒滴度较低。本

研究中驴和犬血清中抗一HEV检测结果均为阴性，

可能由于检测的样本量较少所致(分别为26份和2l

份)，故北京地区驴和犬中是否存在HEV的感染尚

有待进一步研究证实。

鸡血清抗一HEV阳性率为2．53％(8／316)，与朱光

泽等“2报道接近。本研究表明，鸡和鸭血清抗一HEV

阳性率较低，说明HEV在鸡、鸭群动物中的感染率

较低。也可能是由于本研究应用人HEV株ORF2基

因表达的重组蛋白作为诊断试剂抗原检测禽HEV

抗体灵敏度和特异度偏低有关。HEV是否能在鸡、

鸭中流行，其与其他动物和人HEV的同源性，以及

家禽中HEV的真实流行晴况等有待深入研究。
以往报道，在我国猪HEV以4型为主n引。根据

最新基冈分型方法做进化树分析，本研究分离的6株

HEV均在基因4型分支上，且均为d亚型，与“等[1引

报道北京地区猪HEV为4型一致。该6株HEV与

本地区l株急性肝炎患者HEV的核酸序列

(AJ272108)同源性最高m]，为90．0％一94．3％，提示

猪HEV可能为该地区HEV散发病例的重要传染

源。另外，应高度重视的是：本研究发现幼猪粪便的

HEV RNA阳性率为(66．67％)，这也与抗一HEV在猪

群中的高流行率相一致。Nakai等n8一报道2月龄幼

猪粪便中HEV RNA阳性率可高达75％一100％。
HEV RNA阳性率各地报道也不尽相同，可能与采集

标本的季节、猪龄以及HEV RNA检测方法的灵敏

度有关。本研究采集标本的时间为春季，猪龄为2

月龄左右，抗一HEV阳性率为62．92％，HEV RNA阳

性率为66．67％，提示HEV在3月龄以下的猪群中广

泛流行，并通过粪便大量排病毒。我们以往研究显

示，幼猪养殖场的工人抗一HEV阳性率明显高于成

猪屠宰场的工人和正常对照组人群¨引，因此，加强对

幼猪粪便的管理以及对养殖场工人的预防保护措

施，对切断HEV的传播途径具有重要的意义。
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