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摘　要:目的　分析２０１５－２０１８年烟台市人感染戊型肝炎病毒(HEV)基因型别变化,探讨分子流行病特征.方法　选

取烟台市２０１５－２０１８年国家法定传染病报告系统上报的戊型肝炎病例为研究对象,采集血清标本检测 HEVＧIgM 抗体,对血

清 HEVＧIgM 阳性病例的血清和粪便标本提取 HEV核酸,采用逆转录PCR方法对 HEV开放式阅读框架２区域内的核苷酸

片段(６４４bp)进行扩增,测序后进行系统进化分析.结果　共采集３６０份血清样本,１９８份(５５％)样本 HEVＧIgM 阳性.

HEVＧIgM 阳性的血清标本,HEV核酸检出率２７．７８％(５５/１９８);粪便标本 HEV核酸检测阳性率３９．５８％(１９/４８).总阳性病

例数７２例,男性４８例,女性２４例.本次检测的７２例 HEV病毒株基因型全部是Ⅳ型,以４d亚型为主,占７７．７８％(５６株);其
次是４b亚型,占１９．４４％(１４株);４a亚型占２．７８％(２株).７２株 HEV核苷酸序列的遗传距离为０．００２~０．３０３.５６株４d亚型

HEV序列与山东地区猪源(KF１７６３５１)、羊源(KU９０４２６７)、牛源(KU９０４２７８)HEV 序列的遗传距离为０．０２１~０．１６０、０．０１０~
０．１７８、０．００８~０．１７６.结论　基因Ⅳ型 HEV 在２０１５－２０１８年烟台地区占主导趋势,４d亚型为主要流行株.本地人感染

HEV可能与进食动物制品或密切接触动物相关.
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Abstract:ThisstudyanalyzedthegenotypechangesinhepatitisEvirus(HEV)infectioninYantaifrom２０１５to２０１８,to
explorethemolecularepidemiologycharacteristics．HEVcasesreportedtotheNationalNotifiableDiseaseReportingSystems
from２０１５to２０１８inYantaiwerestudied．Atotalof３６０serumsampleswerecollectedforHEVＧIgMantibodydetection．NuＧ
cleicacidwasextractedfromserumandfecalsamplesofHEVＧIgM positivecases．NestedreversetranscriptionＧpolymerase
chainreactionwasusedtoamplify６４４bpfragmentswithintheHEVopenreadingframe(ORF２)region,toperformphylogeＧ
neticanalysis．Atotalof１９８ (５５％)serumsampleswerepositiveforHEVＧIgM．ThepositivityrateofHEVstrainswas
２７􀆰７８％ (５５/１９８),andthatinfeceswas３９．５８％ (１９/４８)．ThetotalnumberofpositiveHEVstrainswas７２,in４８malesand
２４females．Thegenotypesof７２HEVstrainsdetectedinthisstudyweretypeIV,mainly４dsubtype(７７．７８％,５６strains),４b
subtype(１９．４４％,１４strains)and４Asubtype(２strains)．ThegeneticdistanceoftheHEVnucleotidesequencein７２strains
was０．００２－０．３０３．Thegeneticdistancesbetween５６４dHEVsubtypesandswineＧoriginHEV(KF１７６３５１),sheepＧoriginHEV
(KU９０４２６７)andcattleＧoriginHEV(KU９０４２７８)were０．０２１－０．１６０,０．０１０－０．１７８and０．００８－０．１７６,respectively．ThedomＧ
inantstrainofHEVinYantaiwasgenotypeIV,４dsubtype．AnimalＧborneHEVtransmissionmaybethemainsourceofHEV
inthisregion．
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　　戊型病毒性肝炎(简称戊肝,HE)是由戊肝病毒

(HEV)感染引起的肝脏传染病,主要经消化道传

播.近年来中国戊肝报告发病率呈逐渐上升趋

势[１Ｇ３],东部地区发病率明显高于西部和中部[４].烟

台是沿海开放城市,近年来戊肝发病率为全省平均

水平的近６倍[５],给群众造成了巨大的经济负担.

HEV主要分为４个基因型,基因I和Ⅱ型仅人类感

染,主要在发展中国家流行;基因Ⅲ、Ⅳ型人兽共患,
以散发为主,猪是主要宿主之一,Ⅲ型世界各地均有

报道,Ⅳ型主要分布于亚洲国家,尤其中国[６Ｇ８].为

了解烟台市人感染戊肝病毒流行株的基因型别,我
们收集了法定传染病报告系统报告的戊肝病例,采
集急性期粪便和血清标本,用套式 RTＧnPCR 进行

病毒核酸检测,现将结果报告如下.

１　材料与方法

１．１　标本来源　选择２０１５－２０１８年法定传染病报

告系统报告的戊肝病例为研究对象,收集病人的基

本信息.采集病例血清标本和粪便标本,血清标本

进行 HEVＧIgM 抗体检测,对 HEVＧIgM 阳性者提

取戊肝病毒RNA,进行核酸检测.共采集３６０份血

清、４８份粪便标本.

１．２　试剂　HEVＧIgM 抗体检测试剂盒由北京万泰

生物药业股份有限公司生产;RNA提取试剂盒由德

国 Qiagen公司生产;AMV 逆转录酶由美国 ProＧ
mega公司生产;PCR反应试剂、缓冲液由宝生物工

程大连有限公司生产.实验检测委托山东省和烟台

市疾病预防控制中心完成.

１．３　标本处理　粪便标本用pH７．４PBS稀释,充
分震荡 混 匀,制 成 １０％ 悬 液 (w/v),４ ℃ ３０００
r/min离心 ２０ min 提取上清待检;血清标本直接

检测.

１．４　HEVRNA 提取、扩增和测序　参考文献[９]
合成 HEV ORF２区域特异性引物,委托上海生工

生物工程股份有限公司合成.引物为:HEV 外侧

上游:５′ＧGAYGGSACYAAYACYCATATWATGＧ
GCＧ３′(５６４８Ｇ５６７３);HEV 外侧下游:５′ＧGTYGＧ
GCTCGCCATTGGCYGAGACＧ３′(６３５０Ｇ６３７２);

HEV 内侧上游:５′ＧGARGCWTCWAATTAYGCＧ
CCAGTAYCGＧ３′(５６７８Ｇ５７０３);HEV 内侧下游:

５′ＧCCAGCCGACGAAATCAATTCTGTCＧ３′
(６２９８Ｇ６３２１).

取１４０μL血清或粪便悬液,用 RNA 提取试剂

盒进行RNA提取,收集５０μL提取液.采用 AMV
逆转录酶,在４２ ℃、５０ min进行逆转录;用巢式

PCR(nestedPCR,nPCR)扩增 HEV 核苷酸片段.
第一轮 PCR 反应:９４ ℃预变性１２０s;９４ ℃变性

６０s,６０℃退火６０s,７２℃延伸９０s,扩增４５个循

环;７２℃延伸１０min;第二轮PCR反应:９４℃预变

性１２０s;９４℃变性６０s,６０℃退火６０s,７２℃延伸

９０s,扩增３５个循环;最后７２℃延伸１０min.
最终获得的PCR终产物序列长度为６４４bp(基

因组第５６７８~６３２１位,参考缅甸株 M７３２１８),其
中用于序列分析的区段长度为５４０bp(病毒基因组

第５７６５~６３０４位).所有PCR阳性产物由上海生

工生物工程股份有限公司进行测序.

１．５　基因序列分析　采用 mega７．０对本研究所得

序列和 GenBank数据库下载的参考序列进行分析,
计算遗传距离,并用邻接法构建基因进化树,计算

Bootstrap值,检验进化树各分支置信度,进行１０００
次重复运算,当Bootstrap值＞７０时则构建的进化

树可靠.

１．６　统计学分析　采用Epidata３．０软件录入数据,
用SPSS１８．０软件进行统计分析.采用方差分析比

较不同亚型组间数值变量差异,采用Fisher精确概

率法比较不同亚型组建分类变量差异.双侧检测,
检验水准α＝０．０５.

２　结　果

２．１　基本情况　共采集了３６０份血清标本和４８份

粪便 标 本.采 集 的 ３６０ 份 血 清 样 本 中,１９８ 份

HEVＧIgM 阳性,阳性率５５．００％.１９８份血清标本

中,５５份 HEV核酸检测阳性,阳性率２７．７８％.４８
份粪便标本中,１９份 HEV 核酸检测阳性,阳性率

３９．５８％.其中２例病例血清和粪便标本同时阳性.
总阳性病例数７２例,男性４８例,女性２４例.发病

３周内采集的粪便 HEV 核酸阳性率(５７．１％)高于

发病３周后采集的粪便 HEV 核酸阳性率(１５．０％)
(P＝０．００３),发病３周内采集的血清 HEV 核酸阳

性率(３７．９％)高于发病３周后采集的血清 HEV 核

酸阳性率(２．２％)(P＜０．００１).见表１.

２．２　基因型分布　本次检测的７２例 HEV 基因型

全部是４型.４d亚型的构成比最高,占 ７７．７８％
(５６/７２);其次是４b亚型,占１９．４４％(１４/７２);４a亚

型的构成比最低,占２．７８％(２/７２).采用Fisher确

切概率法进行组间构成比比较,不同亚型在各年份

的构成比差异无统计学意义(P＝０．１９５).不同亚

型的季节构成差异无统计学意义(P＝０．９０８).不

同亚型 的 性 别 构 成 比 差 异 无 统 计 学 意 义 (P ＝
０􀆰１３２).４a、４b、４d亚型病例的年龄分别是(５０．０±

４０７ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２２,３８(８)



７．０７)岁、(５７．６±９．７４)岁、(５８．６±１０．７７)岁,差异无

统计学意义(F＝０．６６７,P＝０．５１７);４a、４b、４d亚型

病例 的 ALT 值 分 别 是 (７４２．０±９１２．１７)U/L、

(１２３４􀆰８±８３５􀆰５６)U/L、(８５４．９±８２１．９７)U/L,差异

无统计学意义(F＝１．２３５,P＝０．２９７).见表１.

表１　２０１５－２０１８年烟台市HEVRNA检测阳性数量及分布

Tab．１　NumberpositiveanddistributionofHEVRNAinYantaifrom２０１５to２０１８

项目 血标本数
HEVＧIgM
阳性数

粪便

标本数

HEVRNA
阳性数

HEV基因亚型

４a亚型 ４b亚型 ４d亚型

性别

　男 ２２６ １３１ ３４ ４８ ２ １２ ３４

　女 １３４ ６７ １４ ２４ ０ ２ ２２

年份

　２０１５ １００ ７８ ２８ ２１ ２ ２ １７

　２０１６ ５５ ５１ １ ４ ０ １ ３

　２０１７ ９３ １７ ４ １７ ０ ２ １５

　２０１８ １１２ ５２ １５ ３０ ０ ９ ２１

季节

　春 １２３ ７７ ２４ ３５ ２ ８ ２５

　夏 ７９ ３８ ８ １４ ０ ２ １２

　秋 ７７ ４３ ９ １３ ０ ３ １０

　冬 ８１ ４０ ７ １０ ０ １ ９

合计 ３６０ １９８ ４８ ７２ ２ １４ ５６

２．３　遗传距离分析　人感染 HEV 核苷酸序列的

遗传距离为０．００２~０．３０３.其中４a亚型间的遗传

距离是 ０．０３５;４b 亚型间的遗传距离是 ０．０１５~
０􀆰１２７;４d亚型间的遗传距离是０．００２~０．０９４.对

７２例病人和不同物种的核苷酸序列遗传距离进行

分析,结果显示本次分离出的５６株４d亚型 HEV
序 列 与 山 东 地 区 猪 源 (KF１７６３５１)、羊 源

(KU９０４２６７)、牛源(KU９０４２７８)HEV 序列的遗传

距离为０．０２１~０．１６０、０．０１０~０．１７８、０．００８~０．１７６;

１４ 株 ４b 亚 型 与 广 西 (EU６７６１７２)、广 东

(JX８５５７９４)、黑龙江(DQ２７９０９１)猪源 HEV序列的

遗传距离为０．０３３~０．１８０;２株４a亚型 HEV 序列

与吉林(EF０７７６３０)和上海(EU３６６９５９)猪源 HEV
序列的遗传距离为０．０６０~０．２２６.见图１.

３　讨　论

近年来戊肝在病毒性肝炎中发病占比逐年升

高[１０],开展戊肝病原学监测对于分析戊肝病毒传播

路径,有效进行戊肝防控非常重要[１１].欧洲地区已

经建立 HEV分子监测网络,涵盖了人、动物、食品

和外环境等各类来源的 HEV[１２].我国也有不少学

者在进行 HEV 分子流行病学研究.有研究显示,
戊肝患者感染后２周内血清 HEVRNA 阳性率可

高达９０％左右[１３],但因戊肝早期发病不典型,病例

往往症状持续一段时间才就诊,另外部分基层医院

不具备诊断能力,确诊时间靠后,采集标本时往往病

例已经发病较长时间,因此 HEV RNA 检出率不

高.本研究血清标本核酸总阳性率２７．７８％(５５/

１９８),高于江苏(１９．２％)[１４]但低于上海(３２．７９％)[１５]

的阳性率.粪便标本的核酸阳性率相对较高,达到

阳性率３９．５８％(１９/４８),可能与采集粪便样本时,仅
选择了发病早期的病例有关.

研究显示,我国 HEV最常见的Ⅳ型病毒,常见

亚型是４a、４d和４h亚型[１６].本次检测的烟台戊肝

流行株均属于第Ⅳ基因组,流行株以４d亚型(占

７７􀆰７８％)为主,其次是４b亚型(１９．４４％),４a亚型占

比最低(２．７８％).本次未在样本中检出４c亚型,山
东省 和 烟 台 市 以 往 的 检 测 中 也 未 曾 检 出 ４c亚

型[１１,１７],推测４c亚型在烟台地区不是优势株.而

２０１２年烟台地区人源 HEV主要流行株是４a亚型,
其次是４d亚型[１７].说明各年份的流行优势株有差

异,这与疾病的自然流行规律有关系.各年份之间

５０７８期 崔伟红,等:烟台市２０１５－２０１８年人感染戊型肝炎病毒基因型分析



●本研究戊型肝炎病毒(HEV)序列:图中未详细展示 HEV４d
亚型进化分支,包含５６株本研究序列和６株参考序列.

图１　２０１５－２０１８年烟台市 HEV分离株 ORF２区域基

因序列进化树

Fig．１　EvolutionarytreeoftheORF２sequenceofHEVin
Yantaifrom２０１５to２０１８

的流行株并无特定的进化关系,可能与戊肝感染的

多源性,高度散发有关.
国际病毒分类委员会(InternationalCommittee

forTaxonomyofViruses,ICTV)按病毒的分子结

构对 HEV 分类提出了新的建议:用氨基酸序列所

建立的遗传进化树所计算出的遗传距离的大小进行

基因分型[１８],当P 值小于０．３０为同一个基因型.
本次分离出的烟台市人感染 HEV核苷酸序列全部

为Ⅳ型,总遗传距离为０．００２~０．３０３,其中４a亚型

间的遗传距离是０．０３５;４b亚型间的遗传距离是

０􀆰０１５~０．１２７;４d亚型间的遗传距离是 ０．００２~
０􀆰０９４.在获得的毒株中,亲缘关系很近,但是没有

完全一致的毒株,符合散发感染的特点.
分离出的４d亚型 HEV序列与山东地区猪源、

羊源、牛源 HEV 序列的遗传距离分别为０．０２１~
０􀆰１６０、０．０１０~０．１７８、０．００８~０．１７６,表明烟台市人

感染 HEV 序列与猪、牛、羊等动物亲缘关系均较

近,提示本地 HEV感染可能存在跨物种传播,动物

源性传播不容忽视.一方面人感染 HEV 可能与进

食动物制品有关[１９],也可能与 HEV 病毒动物粪便

污染导致密切接触传播有关,尚需进一步研究.
本次的研究样本均来自于国家传染病监测网

络,由于流行病学调查信息的局限性,对于肝功能仅

收集了 ALT指标,未进一步进行传染源的追溯,但
对于追踪烟台地区 HEV基因特征变化和进行人感

染 HEV病毒传播来源分析提供了重要的线索.
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