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江西省九江市健康婴儿中!!"感染的调查

彭宜红 曹继红 王清 胡烈谱 赵学森 彭进

【摘要】 目的 了解九江市健康婴儿血清中输血传播病毒（!!"）感染状况及传播途径。方法
用改良非编码区聚合酶链反应（#!$%&$）和’((%&$法，分别检测婴儿和献血员血清中!!"
)’*。结果 用改良#!$%&$检测+,例婴儿中-.例（-/0-1）!!")’*为阳性，-2例献血员中

!!")’*全部阳性。而’((%&$在这两类人群中阳性检出例数分别为.3例（.,0/1）和((例
（/40/1）。在!/5天龄、.!,月龄和4!.(月龄婴儿中，!!")’*检出率分别为5、//0/1、2-051
（#!$%&$）和5、4031、/5051（’((%&$）。结论 用#!$%&$检测表明，九江市2-1的半岁以上
婴儿及.551成人都感染有!!"，而用’((%&$在相同人群中检测的结果明显偏低，两种方法的检
出率差异有显著性；婴儿中!!"的原发感染可能是出生后从环境中获得，并且随其年龄增长感染逐
渐增多，半岁后可接近同一地区健康成人的感染水平。
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输血传播病毒（?:98;<=;7>8?:98;@7??ABC7:=;，

!!"）是.224年末由’7;67S9D9等［.］在非甲!戊型
肝炎患者血清中发现的一种)’*病毒。最初利用
有限的!!"’((区核苷酸序列建立的’((%&$
（聚合酶链反应）法［(］，用来检测人群中!!"的感

基金项目：留学回国人员科研启动基金（教外司留［(55(］(34
号）

作者单位：.555+/北京大学医学部病原生物学系（彭宜红、赵学

森）；江西省九江市传染病院（曹继红）；九江市妇幼保健院（王清，胡

烈谱，彭进）

染，各国的感染情况基本介于(1!/51之间，并认
为!!"可能是非甲!戊型肝炎的病因［.，(］。随着
报道序列的增加，!9T969;67等［/］利用非编码区
（=8?:98;G9?AB:AJ7>8，#!$）中某些高度保守的序列
建立了!!"的#!$%&$技术，此检出率大大高于
用’((%&$所得的结果。中国学者对不同人群中

!!"的感染情况也进行了大量的研究［3，-］，但多用

’((区域衍生的%&$引物建立的检测方法，尚缺乏
用#!$%&$法检测的报道，特别是有关婴儿感染
的详细研究报道。本项研究用#!$%&$和’((
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!"#两种方法，对九江市健康婴儿血清中$$%感
染情况进行了检测，并结合当地志愿献血员的感染

情况进行了研究。

对象与方法

&’血清标本来源：江西省九江市妇幼保健院门
诊体检的健康婴儿［(!)*+天龄，平均年龄（&*,-
&&.）天龄］血清标本,*份；健康献血员［./!(*岁，
平均年龄（)(-&/）岁］血清标本(0份。在采集婴儿
和献血员血清前均征得其父母及有关人员的同意。

.’123的抽提：采用高纯度病毒核酸提取试剂
盒（4564789:;59<=>8?=:5?<?5@A5B，#C?4:DC=:?8=<9
E5C?4:F5?<=G产品）参照文献［*］进行。获得123沉
淀用./"=不含核酸酶的@H.I充分溶解，各&/"=分
别作为方法)中J$#!"#和2..!"#体系的扩
增模板。

)’$$%123的检测：分别用改良 J$#!"#
和2..!"#两种方法检测。
（&）改良J$#!"#：参考K:>E<>A中不同型别
的$$%全基因序列，特别是参考了&)株中国株

$$%全基因序列［*］，设计.套$$%特异性简并

!"#引物，对IA<FCBC等［L］的J$#!"#方法进行
了一定的改良。引物的序列及位置见表&。其中

2K+L.和2K)(.为外引物，2K+L)和2K)(&为内
引物，!"#扩增产物分别为0&M7和L&M7。!"#扩
增体系和循环参数参照文献［*］进行。!"#产物经

.’(N琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，用紫外检测
仪观察结果，出现L&M7123扩增带者为阳性。
（.）2..!"#：IA<FCBC等［.］根据早期报道的

$$%2..区核苷酸序列，建立的半巢式!"#法。

2..!"#引物是从核酸序列高度变异的开放读码
（C7:>9:<@5>6O9<F:，I#P&）中衍生而来的，本研究
应用的是IA<FCBC等［L］随后报道的2..!"#改良
方法。

+’分子克隆、序列测定及分析：用改良 J$#

!"#方法获得$$%123第.轮扩增产物，经凝胶
电泳纯化后连接到7$LE=8:$Q载体（2C;<6:>R>?’
产品），并导入大肠埃希菌$KQ&中，获得$$%J$#
123重组质粒，采用美国!S公司测序试剂盒和

D&)J>5;:9G<=及 #:;:9G<=引物，用 !S 377=5:@
E5CGTGB:FG3ER)&//自动测序仪分别从目的基因的
两端进行自动测序［*］。核酸序列同源性比较采用

分子生物学软件K:>:BTUQD<?;:9G5C>&/’&’+（VCOBW<9:
1:;:=C7F:>B，东京，日本）进行。

表! !"#扩增$$%123引物的名称、位置和序列

引物 位置! 序列（(’Q)’）

2K+L. &*.!&,. K"K$"""KXKKK"KKK$K""K
2K)(.)*/.!)*.( K3K""$$K"""3$3K"""KK""3K
2K+L) &L+!0L "KKK$K""K13KK$K3K$$$3"3"
2K)(& ..&!.++ """3$#K"""KK""3K$"""K3K"

! 表示的位置以$$%原型株$3.L,（3E//,)0)）为准；引物序

列中1YKC93C9$；XY3C9$；#Y3C9K

(’统计学分析：平均年龄以均数加减标准差
（"!-"）表示；方差分析显著性检验采用S75R>OC*
软件进行。

结 果

&’改良J$#!"#方法的建立：经本法扩增获
得的第.轮J$#!"#阳性产物长度为L&M7，与预
期大小一致。按方法+随机选择.例$$%123阳
性的血清，挑取其扩增产物重组质粒转化菌各)个
克隆进行序列测定，以便对!"#产物进行定性确
证。获得的$$%J$#的部分基因序列与$$%原
型株 $3.L,同区域相比，核酸序列的同源性为

0(’,N!0L’.N，而在K:>E<>A中检索其与人类基
因组、大肠埃希菌、酵母菌以及其他病毒的核苷酸序

列无明显的同源性，表明用该法扩增的!"#产物是

$$%123（图&）。

.’改良J$#!"#法的检测结果：,*份婴儿血
清标本中，(&份（()’(N）$$%123阳性，而(0例
健康献血员中$$%123全部为阳性。

图! *株$$%J$#部分核苷酸序列与$$%原型株$3.L,相同区域核苷酸同源性比较
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!"#$$%&’法的检测结果：检测()份婴儿血
清标本，*+份（*)"!,）--./#0阳性，而12份健
康献血员中--./#0阳性$$份（!3"!,）。

+"不同年龄段婴儿中--./#0检出率：()例
婴儿中!!4天龄、*!)月龄和3!*$月龄者，用改
良5-’%&’法--./#0检出率分别为4、!!"!,
和21"4,，而#$$%&’法的检出率分别为4、3"+,
和!4"4,（表$）。

表! 两套%&’系统的--./#0检出率

组别
阳性标本份数／被检标本数（,）

5-’%&’ #$$%&’ "$值 !值

婴儿

!!4天龄 4／*2（4） 4／*2（4）

*!)月龄 2／$3（!!"!） $／$3（3"+） +"** 4"4+$)
3!*$月龄 !(／+4（21"4） *$／+4（!4"4） !!"!! 4"444*
献血员 12／12（*44"4）$$／12（!3"!） 1*"4! 4"444*

注：括号内为阳性检出率

讨 论

--.是新近发现的一种/#0病毒，随着研究
的深入发现其核酸序列高度变异［)6**］。此变异主要

表现在病毒基因组的编码区，特别是7’8*，其中有

!个核酸序列高变区（9:;<=>?=@?AB<=<C@DE，F.’），
而--.中最早发现的基因片段#$$区域则与此高
变区相互重叠［(］。相反，5-’中特定区域的核苷酸
序列则十分保守［!，)，3］。

目前，--.惟一切实可行的检测方法是%&’
技术，基于--.核酸序列高度变异的特点，%&’引
物的位置对检测结果影响极大［!，3］。早期--.感
染情况的研究主要是根据#$$%&’技术进行的。
该法是基于最早报道的核苷酸序列而建立的，各国

学者用来检测--.感染的%&’技术也是利用#$$
区域衍生的引物建立的［$，3，26**］，实际上是不同的

#$$%&’改良法。虽然#$$%&’经过不同学者的
多次改良，但由于引物位于核酸序列高度变异的

7’8*中，有相当多的变异株无法检测到。从目前
的研究来看，#$$%&’检测到的是以原型株-0$3(
为代表的--.第*基因群的变异株，而其他+个基
因群的变异株由于核苷酸序列的差异而不能检测

到［)］。因此，用此法检测的感染率偏低，不能反映

人群实际的感染水平，但该法在--.研究的早期
起到相当重要的作用。随着研究的深入，-?G?9?H9@
等［!］利用保守的5-’区域建立了5-’%&’技术，
发现日本健康人群中--.感染率"2$,，此检出

率大大高于用#$$%&’所得的日本健康人群中

1,!*),的感染率［*，$，3］。许多学者用5-’%&’
技术对本国的感染情况也进行了研究，各国的感染

情况介于(4,!*44,之间［)，3，2，*$］。5-’%&’技
术的建立是--.研究中的一个重要进展，使人们
对--.致病性、传播途径和流行病学特点有了新
的认识。

中国学者对不同疾病和人群中--.的感染情
况进行了大量的研究，但多见于利用#$$区域衍生
的%&’引物建立的检测方法，尚缺乏用5-’%&’
法的检测结果报道。为了解--.在我国不同人群
中的感染情况，特别是婴儿中的感染情况，本研究应

用两套%&’检测体系对九江市健康婴儿和志愿献
血员血清中--./#0进行了检测。改良 5-’
%&’结果表明半数以上的婴儿血清--./#0阳
性，当地被检健康成人--./#0均为阳性；阳性的

/#0产物经序列测定后I<EJ?EG检索发现，其与
人类基因组、大肠埃希菌、酵母菌以及其他病毒的核

苷酸序列无明显的同源性，而与 --. 原型株

-0$3(同区域的同源性高达21"(,!23"$,，表明
用该法扩增的%&’产物是--./#0。这一结果
与各国用同一方法报道的感染情况类似［)，3，2，*$］。

另外，用#$$%&’获得的--./#0检出率仅为

5-’%&’的*／!，且#$$%&’检测为阳性者5-’
%&’检测也均为阳性，但两种方法在同一人群中的
检出率差异存在着显著性（表$）。其原因主要是与
检测方法本身的特异性，即与%&’引物的位置有
关［!，)，2］。本研究所用的改良5-’%&’建立于核
酸序列高度保守的5-’内（图*），特别是参考了

--.中国株核酸序列［)］，该方法可检测目前已知的
不同基因群及基因型的--.变异株，特异性好，故
检出率高。而#$$%&’由于引物位置的局限性，故
有相当程度的漏检［!，)，2］，从而感染率偏低，其检测

结果不能反映我国人群中实际的感染情况。

本研究结果表明，--.在中国婴儿和成人中有
很高的感染率，这一结果有助于对--.致病性、流
行病学特点及传播途径等更深入的了解和认识。同

时也表明%&’引物的位置对其检测结果影响极大。
鉴于包括婴儿在内的正常人群中存在如此多的无症

状--.携带者，结合目前临床研究情况，即尚未发
现--.有引起任何疾病的能力［*$6*+］，因此--.在
人体中存在的意义需要重新评估，是否--.是人
体内部“正常病毒群”［*!，*1］，尚需进一步深入研究。
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此外，本文对!岁内不同年龄段婴儿的感染情
况进行了分析，值得注意的是，在!"#天龄的婴儿
中用上述两套$%&体系均未检测到’’()*+的
存在（表,）。但在"#天龄以上的婴儿中，随着年龄
的增长’’()*+检出率逐渐增多，-!!,月龄后
可接近同地区健康成人的水平。因为’’(自感染
到病毒血症的出现约需.!/周潜伏期［!］，故婴儿中
的原发感染可能主要是出生后从环境中获得，而不

支持在母体内经胎盘途径而传播的方式，这与国外

报道的情况一致［!!］。可能自婴儿期感染’’(后，
病毒在机体内可长期感染持续存在，直至成年期甚

至终身，这可能是我国人群中普遍携带’’(的一
个原因。但是’’(在机体中存在的作用或意义尚
不清楚。

（本项研究得到了)01*23425676和896:;<;的指导与庄
辉院士的帮助，特此致谢）
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