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上海市1 997--20 1 2年戊型肝炎流行特征
和基因分型研究

任宏 李燕婷周欣王晔郑英杰 朱奕奕 陆一涵

【摘要】 目的 系统分析1997--2012年上海市戊型肝炎(戊肝)的流行特征、血清学和基因

分型特点。方法利用国家法定传染病报告数据；采用ELISA检测社区健康人群戊肝病毒

(HEV)一IgG抗体，计算标化阳性率；使用巢式RT-PCR、基因测序和GenBank数据构建上海市HEV

基因数据库。结果 16年间上海市戊肝以散发为主，发病率呈季节性和周期性，总体略呈下降趋

势。男性发病率显著高于女性，患者以30～65岁年中老年人为主。2001--2012年4次社区健康人

群抗体水平监测，共采集血清标本3979份，人群HEV-IgG抗体标化阳性率分别为22．32％、18．56％、

10．22％和34．43％，抗体阳性率与监测对象的年龄组别和地区分布呈显著关联。对2004--2008年

上海市新发现的73株HEV同源性和进化树分析显示，HEV以基因Ⅳ型为主，包含4个已知基因亚

型(4a、4d、4h和4i)；人病毒株序列与猪基因Ⅳ型病毒株序列(GUl8885l、DQ450072和EF570133)

的核苷酸同源性分别为83．09％～97．96％、85．87％一97．26％和83．80％～95．10％；不同区县来源的

HEV分离株中，同源性>99％的序列有59对。结论戊肝仍是上海市需长期重点防治的急性传

染病之一。其人畜共患命题还有待进一步探索。
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【Abstract】 Objective The aim of this study was to systemically analyze the epidemiologic，

serological and genetic characteristics of hepatitis E virus(HEV)in Shanghai from 1997 to 20 1 2．

Methods We analyzed the data related to the epidemics of hepatitis E from China Information

System for Disease Control and Prevention．Wj implemented serological surveillance program．based
on community healthy population with enzyme—linked immunosorbent assay method and estimated the

standardized sero—prevalence．We also obtained nucleotide sequences of hepatitis E patients using the

nested IU二PCT assays．together with propotype sequences in the GenBank to construct a HEV genetic

database in Shanghai．Results In this Paper，we found that the distribution of hepatitis E patients was

sporadic in the past l 6 years in Shanghai．The morbidity kept declining，but with seasonal and

periodical fluctuation．Morbidity in males was significantly higher than in females．with the hard hit

population between 30 and 65 year-olds．In total．3979 sera samples were collected through the

serological surveillance programs in 2001．2004，2007 and 2012．The standardized sero—prevalence

rates of the said years were 22．32％．18．56％．1 0．22％and 34．43％which a11 showing s仃ong relationship
with age groups and the regions where the populations were being monitored．73 nucleotide sequences

ofhepatitis E patients from hospitals were identified，during 2004 and 2008．Results from phylogenetic

analysis revealed that all HEV isolates belonged to genotype IV and including 4 known subtypes 4a，
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4d．4h and 4i which sharing 83．09％一97．96％，85．87％一97．26％and 83．80％一95．10％nucleotide

sequence identities with the swine HEV genotype IV of GUl88851．DQ450072 and EF570133．

Meanwhile．59 HEV isolates from different districts shared 99％nucleotide sequence identities with

each other．Conclusion Hepatitis E would still be a challenge for long time and the zoonotic

questions也at related to hepatitis E．need to be explored and explained in the future．

【Key words】Hepatitis E；Hepatitis E virus；Epidemiologic characteristics；Genotype

戊型肝炎病毒(HEV)引起的戊型肝炎(戊肝)是

以粪一口途径传播为主的人畜共患病，并被WHO认

为是发展中国家重要的公共卫生问题之一⋯。近年

来随着发达国家和地区中戊肝散发病例日益增多以

及人群抗体阳性率逐年上升，全球戊肝感染状况凸

现严重陋J。上海市自1 997年系统开展戊肝病例监测

以来，已在动物源性传播途径、人群感染危险因素以

及基因分型等方面进行了调查口，“，为此本研究拟在

前期研究基础上，系统阐述上海市1997--2012年戊

肝流行特征。

对象与方法

1．数据来源：上海市1997--2003年戊肝发病数

据来源于全国传染病疫情报告系统，2004--2012年

戊肝发病数据来源于中国疾病预防控制信息系统，

1997--2012年人口资料由上海市公安局提供。

2．社区健康人群抗体水平监测：

(1)抽样方法：于2001、2004、2007和2012年各

开展1次社区健康人群HEV-IgG抗体水平监测。采

用多阶段分层随机抽样法，在全市范围内随机抽取

4个区(县)，每个区(县)随机抽取1个社区，按照年

龄分成9层(0～、5～、lO～、15～、20～、30。、40。、

50～、60。岁)，每个年龄层内随机抽取30名社区健

康居民作为监测对象。在知情同意原则下，收集监

测对象的基本信息(性别、年龄、职业和户籍等)和

0．5 ml血清标本备用。

(2)检测方法及试剂：采用ELISA检测血清标

本HEV-IgG抗体。2001年和2004年检测试剂使用

美国Genelab公司生产的HEV-IgG抗体诊断试剂
盒(ELISA)；2007年和2012年检测试剂使用北京

万泰生物药业有限公司生产的HEV-IgG抗体诊断

试剂盒(ELISA)。试剂均在有效期内使用，严格

按说明书进行操作，检测设备使用TECAN公司生

产的TECAN SUNRISE型酶标仪(仪器编号：

611000007)。

3．基因分型监测：

(1)抽样方法：采用多阶段整群抽样法，在城区

和郊区各随机抽取5个区，每个区随机抽取1所综合

性医院。在知情同意的原则下，整群抽取2004年1

月1日至2008年12月31日由上述医院临床诊断的

全部急性散发戊肝住院患者血清标本305份，经复

核其中HEV-IgM抗体阳性血清标本151份，保存

于一70℃备用。

(2)HEV RNA检测和测序：使用Trizol Reagant

(Invitrogen公司)从200 gl血清标本中提取HEV

RNA溶解于10 gl DEPC溶液。采用巢式反转录一聚

合酶链式反应(nested RT-PCR)，42℃，AMV反转录

酶[宝生物工程(大连)有限公司]反转录40 min，扩

增HEV开放阅读框ORF2区域内150 nt片段(参考

缅甸株6317。6466 nt，GenBank登录号M73218)，引

物序列见表1，PCR程序设置按照参考文献[5]提供

的方法操作。阳性结果重复实验两次，割胶纯化后

进行双向测序(上海基康生物工程有限公司)。

表1 HEV RNA巢式RT-PCR引物序列

注：Y代表C或T，R代表A或G，W代表A或T

(3)序列分析：参照序列为HEV I型代表序列

M73218-Burl—human、D1 1092一Chi—Xinjiang—human；

Ⅱ型的代表序列M74506一Mexico—human；11I型代表

序列AF060668一US 1一human、AF060669一US2一human

和AF082843一US．swine；IV型代表序列ABl97674．

Chi-Shanghai—human一200 1_4a、 AB29 1 964一Japan-

human一4b、AB0749
1 7一Japan—human_4c、AJ272 1 08-

Chi-Beijing-human-2000_4d、AB 1 08537一Chi-Changchun-

human一2000_49、GUl8885 1-Chi—Wuhan—swine一2009—

4h、HM439284一Chi—Jiangsu—human一2008_4i 和

DQ450072．Chi—Shanghai．swine．2005 4i；以及上海

市2009年在7月龄婴儿中发现的FJ373295一

Chi．Shanghai—human一2009。6】和2007年在猪中发现的
EF570 1 33一Chi—Shanghai—swine一2007。

4．统计学分析：使用SPSS 1 9．0软件描述性统计

分析戊肝发病数据，对影响2001--2012年HEV-IgG

抗体阳性率的变量进行年龄组趋势Z检验和多因素

非条件logistic回归分析；使用Eviews version 5．0
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(、)ln棚，．eviews．com)中X一1 2一ARIMA季节调整程序模

块一1，对戊肝发病数据的季节性趋势进行检验；使用

Mega 5．0软件(www．megasoftware．net)对参考病毒

株和样本病毒株的核苷酸序列进行比对，利用

Kimura．2一parameter核苷酸替换模型计算序列两两

间的同源性，并运用Neighbor-Joining法构建进化

树。序列分析采用Bootstrap法(replication值为

1000)进行检验，Bootstrap值>70％的进化分组被认

为有足够的支持证据。

结 果

1．流行特征：

(1)发病率：1997--2012年上海市(含户籍常住

和外来人口)共报告戊肝病例7798例，年均报告发

病率为2．65／10万；死亡53例，病死率为0．68％。其

中1997—1999年戊肝报告发病率均低于0．70／10

万；2000年加强病毒性肝炎分型诊断后，戊肝报告

发病率持续稳定在2．31／10万至4．24／10万。以2000

年和2005年报告发病率最高，2012年报告发病率较

低。戊肝月度发病率呈现季节性和周期性，总体呈

略有下降趋势(F=30．99，P<O．001)。未报告戊肝

聚集性病例和暴发疫情(表2)。

(2)分布特征：戊肝报告发病率男性显著高于女

性(多元线性回归：t=4．33，P<O．001)，男女性年均

发病率之比为1．96：1(表2)。城区发病略低于郊区，

两者发病数之比为1：1．07。发病数以浦东新区、徐

汇区、杨浦区、闵行区和宝山区居前五位，共计3796

例，占报告发病数的48．68％。发病以30～65岁年龄

组为主，共计5963例，占报告发病数的76．47％。

2．社区健康人群抗体水平监测：2001--2012年

表2 1997--2012年上海市戊肝报告发病率(／lO万)分布

注：按性别报告发病率使用上海市户籍常住人口数(不含外来

人口)近似代替全市人口数；年均报告发病率=报告病例总数爆露
人口总数(以上海市总人口数近似替代暴露人口数)

全市共开展4次社区健康人群HEV-IgG抗体水平监

测，共抽取社区健康人群3979人作为监测对象，其

中男性2093人，女性1886人。

(1)HEV-IgG阳性率：2001、2004、2007、2012年

社区健康人群HEV-IgG抗体阳性率分别为17．66％、

14．96％、7。33％和26．58％，标化阳性率分别为

22．32％、18．56％、10．22％和34．43％(表3)。

(2)影响因素分析：将监测地区、性别、年龄分组

表3 1997--2012年上海市社区健康人群HEV-IgG抗体阳性率

注：年龄别标准人口数为上海市户籍常住人口(不含外来人口)
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和甲肝抗体水平等变量纳入多因素非条件logistic

回归模型分析，结果显示HEV-IgG抗体阳性率与监

测对象年龄和地区有关，即小年龄组抗体阳性率显

著低于大年龄组(OR=O．08，P<O．001)，且随年龄增

加呈线性上升趋势(岔=210．52，P<0．001)；城区人

群的抗体阳性率显著高于郊区(OR=1．84，尸=

0．01)，见表4。

表4 HEV-IgG抗体阳性率的多因素条件logistic回归分析

因素 变量赋值 口Waldz2值P值 D尺值(95％c|『)

注：各年龄组默认与>60岁组比较

3．基因分型监测：305例急性散发戊肝患者中

男性171例，平均年龄(46．04±16．41)岁；女性134

例，平均年龄(49．53±16．06)岁，两者差异无统计学

意义(f=1．76，P>O．05)；城区177例，郊区127例，两

者之比为1．39：1。

(1)基因分型和同源性分析：采取nested RT-

PCR检测151份HEV-IgM抗体阳性戊肝患者血清

标本，150 nt核苷酸片段的总检出率为32．79％(73／

305)。所扩增的150 nt

核苷酸片段经测序，与

GenBank登录的HEV

I、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ型(4a。

4i)参考病毒株序列进行

同源对比，核苷酸序列

同源性分别为74．26％～

83．45％ 、 72．49％ ～

85．96％ 、 70．39％ ～

81．78％和79．92％～

99．32％。上述片段与猪

基因Ⅳ型病毒株序列

(GU l 8885 1-Chi—Wuhan—

swine-2009—4h、DQ45tXr72-

Chi·-Shanghai··swine·-200

5—4i和EF570 1 33一Chi—

Shanghai—swine一2007核

苷酸同源性为89．11％～

91．47％)进行同源对比，核苷酸同源性分别为

83．09％～97．96％、85．87％～97．26％和83．80％～

95．10％。对各区(县)不同年份的HEV分离株进行

对比，发现同源性>99％的序列有59对，其中同年份

的序列有21对，间隔一年的序列有20对。

(2)进化树构建：将分离的HEV病毒株与参考

病毒株序列进行比对并绘制基因进化树。分析显

示，上海市HEV 1V型病毒株包含4个已知基因亚

型，分别是4a、4d、4h和4i亚型(表5)；同时发现

Shanghai—CN．36一human．2007株与另l 4株序列保持

高度同源(平均同源性>98％)。该分支与4a亚型代

表株的同源性为92．20％，与其他4a亚型分离株的同

源性为90．70％～93．73％，与Ⅳ亚型代表株(4b～4i)

的同源性为85．76％～89．99％(图1)。

表5 HEV进化树不同分支内部核苷酸片段平均同源性分析

亚型 序列数』里里孥兰堡鲨兰堑掣
X !s

讨 论

戊肝自20世纪50年代被首次报道以来，由于

实验室检测技术的局限，其发病率和人群感染率一

直被低估，尤其是在发达国家和地区。自2004年

图1 1-海市HEV IV 150 nt核苷酸片段进化树
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以来上海市戊肝发病率已超越甲肝，居急性肝炎发

病首位。

本研究对1997—2012年上海市戊肝人群流行

特征和发病趋势分析显示，主要以散发为主，发病率

呈现季节性和周期性，总体呈略有下降趋势。男性

发病率显著高于女性，城区显著高于郊区，患者以

30～65岁中老年人为主，推测戊肝感染可能与男性

外出就餐机会多于女性有关n，，但仍存在未知传播

途径需要探索【2。。

为系统评估人群HEV感染状况，于2001--2012

年系统开展4次基于社区健康人群的HEV-IgG抗体
水平监测。研究发现上海市已有7．33％～26．58％

(标化阳性率为10．22％。34．43％)的人群感染过

HEV，其中2007年人群感染率低于福建省心3，2012

年与我国东北地区调查结果基本一致旧]。本研究发

现城区人群HEV-IgG抗体阳性率显著高于郊区，且
随年龄增加呈显著上升趋势，社区健康人群

HEV-IgG抗体阳性率基本与当年度戊肝报告发病率

呈正相关，但2012年度的监测情况有例外，需进一

步分析。

为系统分析上海市戊肝基因型别，本研究在收

集2004—2008年戊肝患者病毒株的基础上，通过

GenBank数据库和历史文献检索，并补充了2株本

地来源的猪病毒株序列(DQ450072和EF570133)和

1株2009年在7月龄婴儿粪便中发现的人病毒株序

列(FJ373295)。同源性分析和进化树构建显示，上

海市HEV以基因Ⅳ型为主，包含4个已知基因亚型

(4a、4d、4h和4i)。研究发现Shanghai—CN．36-human．

2007株与另14株序列保持高度同源(平均同源性>

98％)，该分支与4a亚型代表株的同源性为92．20％，

与其余4a亚型分离株的同源性为90．70％～93．73％，

与Ⅳ亚型代表株(4b～4i)的同源性为85．76％～

89．99％。但限于研究使用的HEV ORF2 150 nt片段

较短，这15株究竟属4a亚型的分支，还是新亚型的

代表株仍需进一步研究。研究发现人病毒株序列与

猪基因Ⅳ型病毒株序列(GUl88851、DQ450072和

EF570133)的核苷酸同源性分别为83．09％～

97．96％、85．87％。97．26％和83．80％。95．10％，提示

上海市HEV在人群和猪群间存在高度同源性。近

年来，对“HEV是否已出现跨物种的变异和传播”一

直存在争议，但研究大多揭示HEV在人群和猪群之

间的高度同源性h0I，鲜有人畜直接传播的流行病学

证据支持n“。为此可以假设：HEV基因Ⅳ型的原始

状态存在于水源中，人群、猪群或其他动物可能通过

食用污染水产品而共同暴露和感染，HEV因物种差

异以不同速率在动物体内进化并最终具备人畜共患

特征n2I，所以位于长江中下游的华东地区更容易早

期发现人和猪序列之间的同源n·”’，而同期在中原地

区开展的调查却无此发现”“。但上述假设仍缺乏足

够的流行病学证据，同时HEV跨物种变异和传播的

假设还有待进一步研究证实。本研究对上海市各区

(县)来源的HEV分离株比较发现，同源性>99％的

序列有59对，其中同年份的序列有21对，间隔一年

的序列有20对，序列间是否存在流行病学的关联，

能否通过基因溯源的方式揭示戊肝聚集性病例和暴

发疫情，仍有待进一步探讨。
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