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两株猪HEV病毒株全基因组序列分析
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【摘要】 目的 测定两株从新疆地区分离的猪戊型肝炎(hepatitis E，H}￡V)病毒株全基因组序列，

并在全基因组水平上分析猪HEV病毒株与人源HEV的关系。方法 设计HEV基因4型通用PCR引

物，用巢式反转录聚合酶链反应法(reverse—transc却tion—nested polymerase chain reaction，RT—nPCR)分

段扩增猪HEV病毒株CHN—XJ-SWl3和CHN—xJ—SW33的全基因组序列；用cDNA末端快速扩增法

(mpid amplification ofcDNA，RACE)扩增其末端序列；对扩增的目的片段进行克隆测序，并对拼接后的

基因组进行序列比对和进化分析。结果 除3，p01vA尾外，CHN—xJ—SWl3和CHN—xJ—SW33基因组全

长分别为724l bp和7238 bp，两病毒株均与基因4型11EV核苷酸同源性最高，为82．8％～95．5％；与基

因1～3型HEV核苷酸同源型仅为72．1％～74．9％。CHN—XJ—Swl3与分离自湖南、七海的猪HEV病毒株

(HCl0—44，HCl—88，estw2，ch—shswl和SWⅪ03)共同组成新的HEV基因亚型：4n亚型，且该病毒株与

香港人HEV(HK 104—2004)在0RFl部分核苷酸序列同源性高达94．6％。基因进化分析显示CHN—xJ—

SW33属丁HEV 4a亚型，在全基因组水平上与JK0一Chisai98C核昔酸同源性高达95．5％。结论 本文

研究成功完成了两株猪HEV病毒株全基因组序列的鉴定，其中CHN—xJ—SWl3为我国本土的HEV新

基因、IF刑；在全基因组水平上猪HEV与人HEV高度同源的特性为基因4型HEV从猪到人传播的可

能提供了更可靠的证据。
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The analysis 0f the compIete genome sequence of two swine hepatitis E virus strains isolated from xin-

jiang
FU Hong—wej，YAN(；Gui—fang，I．I Xin．Department of Clinjcal I。abratory，General Hospital of Tianiin Medi—

cal University，Tianjin 300052，China

【Abstract】 objective T(’detenlline the(：omplete genome of swine hepatitis E (HEV)isolated fI．om

Xiniiang，China，and to analvzed the correlalion between swine HEV and human HEV．Methods The PCR

universal primer of HEV genotype 4 were designed．The complete genome sequence of HEV isolates CHN—XJ—

SWl3 and CHN—XJ—SW33 were amplined with reverse—transcription—nested polvmerase chain reaction(RT—

nPCR)and 5 and 3 ends of viral genome were ampli6ed with rapid amplification of cDNA ends(RACE)．The

PCR products were cloned and sequenced．The sequence and phv】ogenetic analvsis of the two swine HEV iso一

1ates were perforrned．Results The full genome of CHN一Ⅺ一SWl3 and CHN—XJ—SW33 strains consisted of

724 1 bp and 7238 bp nucleotides excluding the polyA tail，respectively，The hlll—genomic sequencing showed

that the CHN—XJ—SWl 3 and CHN—XJ—SW33 strains shared similaritv wjth aU known HEV genotype 1，2 and 3

isolates bv 72．1％～74．9％and wjth an identitv of 82．8％～95．5％among genotvpe 4 HEV isolates．CHN—XJ—

SWl3 isolate has foⅡned a new sub—group(4n)with other swine HEV strains(HCl0—44，HCl—88，estw2，

ch—shsw 1 and SWXJ03)is01ated form Hunan Province and Shanghai．The partial 0RFl sequencing (145—

423nt)showed that CHN—XJ—SWl3 shared a high nucleotide identitv of 94．6％with the HongKong human

strain HKl 04—2004．CHN—XJ—SW33 shared a high nucleo“de identitv of 95．5％with JK0一ChiSai98C an(1 lo—

cated in the branch of HEV subtvpe 4a． Conclusion The full一genomic sequencing of two HEV strains are i—

dentified successfullv，and CHN—XJ—SWl3 is a new sub—group in our country．A high identitv of nucleotide

sequences}Jetween human and swine HEV strains isolated in xinjiang suggested the possibiljty of swine to hu—

man transmission of sporadic HEV in HEV—endemjc regions．

【Key words】 HepatitisE Virus；Pig；HEV genotypes；HEV sub—group

戊型肝炎病毒(hepatitis E，HEV)是我国急性肝

炎的最主要致病因素之一，它是单股正链无包膜

RNA病毒，其基因组全长约7．2 kb，共包含3个开放

读码框。其中开放读码框(叩en reading frame，0RF)
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l编码非结构蛋白，主要为一些与病毒复制有关的

酶；ORF2编码结构蛋白；0RF3编码羧基端具有免

疫表位的蛋白，但对其功能仍知之甚少。根据HEV

核苷酸同源性高低可将其至少分为5个基因型，

HEV基因1～4型在人或哺乳类动物中存在，与人源

HEV关系较为密切，而HEV基因5型为禽HEV，与

人HEV进化关系较远，目前的研究01证实其不能跨

物种感染人。此外HEV的各基因型具有明显的地域

分布特点，其中1型主要分布在亚洲和北非；2型主

要分布在墨西哥及西非一些国家；3型分布范围较

广，主要集中在发达国家；4型的分布主要集中在亚

洲。

目前，在我国人群或动物中发现的HEV基因型

主要有l型、3型和4型，其中基因3型和4型HEV

被认为是一种人畜共患病旺。，但由于目前扩增到的

HEV RNA序列多为HEV RNA基因片段，尚缺乏全

基因组水平的证据支持。我国新疆地区曾在1986年

至1988年爆发世界上目前已知规模最大的一次

HEV疫情，但目前尚无分离自该地区的HEV全基

因组序列报道，因此本文研究对从该地区分离到的

两株猪HEV进行全基因组序列扩增，以进一步了解

猪HEV在当地人HEV传播流行中的作用。

1材料与方法

1．1病毒株 采集2007年自新疆克拉玛依市和且

末县的3月龄以下猪粪便标本的分离株两株，经巢

式反转录聚合酶链反应法(reverse—transcription—

nested polymerase chain reaction，RT—nPCR)检钡0为

HEV RNA阳性，分离株编号分别命名为CHN—XJ—

SWl3和CHN—XJ—SW33。

1．2 试剂 总RNA提取试剂盒、pGEM—T easv载

体及MMLV逆转录酶均购自北京Promega公司，LA

Taq酶、5 7一FuU RACE Core Ste购白日本Takara公

司，GeneRacer试剂盒为美国Invitrogen公司产品，

DNA凝胶回收试剂盒购自杭州Axygen公司。

1．3 引物设计 用PrimerPremiers5软件，参照

HEV 4型基因序列，在保守区分段设计PCR引物

(表1)，其中第5、6套引物为57一cDNA末端快速扩

增法(rapid amplication of cDNA ends，RACE)和3 7一

cDNA RACE引物。各目的片段相互重叠，拼接片段

全长覆盖HEV基因组序列。

1．4核酸提取 用PBS(0．Ol mol／L，pH 7．4)将猪粪

便制备成10％的悬液，充分混匀，然后以离心半径

21 cm，5000 r／min于4℃离心30 min，收集上清液

保存于一80℃备用。取100斗l上清，按总RNA提取

试剂盒说明书操作提取HEV RNA。

1．5 cDNA的合成 取HEV RNA模板12“1，5×

Bufkr 5¨l，2．5 mM dNTPs 4斗l，弓I物set4一A2(表l，

42℃反转录60 min，75℃10 min灭活逆转录酶。巢

式PCR扩增：第一轮PCR扩增：取cDNA模版4斗1，

10×PCR Buf．fer5斗l，2．5 mM dNTPs4肛l，上下游引物

(表l，10 pmol／¨L)各3斗l，LA Taq酶(5 U／斗L)O．5

斗l，加水至50斗1。循环参数：95℃预变性3 min，94

℃变性30 s，62℃退火(每循环5圈降低2℃，降至

52 qC为止)30 s，72 c{C延伸1 kb／min。最后在94℃

30 s，52℃30 s，72 ciC延伸l kb／min条件下循环15

圈。第二轮PCR扩增：取第一轮产物5“l，配制成

50斗l反应体系，循环参数同第一轮PCR扩增。

1．6 RACE 57RACE和37RACE分别按照Takara

公司5 7一Full RACE Core Ste和Invitro辨n公司Gen—

eRacer试剂盒说明书要求操作。对于57端cDNA序

列的扩增采用RNA连接酶介导的cDNA末端快速

扩增(RLM—RACE)。57RACE基因特异性下游内、外

引物分别为57RACE—Al和5 7RACE—A2，3，RACE基

因特异性上游内、外引物分别为37RACE—Sl和

37RACE—S2(表1)。

1．7 克隆及测序 对第二轮PCR产物用1．5％的琼

脂糖凝胶电泳检测，将目的条带切下后按凝胶回收

试剂盒说明书对PCR产物进行纯化，并将其连接入

pCEM—T easy载体，筛选出阳性克隆送北京诺赛基

因有限公司，用ABl3730测序仪进行序列测定。

1．8 序列及进化分析 用AlignX程序(Vector NTI

软件包version 9．O；InforMax，Frederiek，MD，USA)

计算HEV不同分离株之间的相似性。用MEGA 4．0

软件(Tempe，AZ，USA)进行核苷酸序列比对。使用

邻接法构建生物进化树，并用内部枝检验法对其进

行评价。用Kimura 2一参数法计算遗传距离。

2 结果

2．1 基因结构 将用RT—nPCR法及RACE法扩增

获得的6个基因片段进行序列拼接，得到猪HEV病

毒株CHN—XJ—SWl3和CHN—XJ—SW33的全基因组

序列，GenBank登录号分别为GUll9961和

GU 119960。除polyA尾外，CHN—XJ—SWl3和CHN—

XJ—SW33基因组全长分别为7241 bp和7238 bp。两

病毒株57端非编码区(untranslated regions，5’UTR)

的长度均为26nt，3 7非编码区(37UTR)长度均为

70nt(除p01yA尾外)。5 7和3 7UTR之间有3个0RF。

CHN—XJ—SWl3的0RFl为27～5150位核苷酸，全

长5124nt，编码1707个氨基酸，CHN—XJ—SW33的
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表1 PCR反应扩增引物及RACE反应引物

ORFl为27～5147位核苷酸，全长512Int，编码1706

个氨基酸；两株病毒株的0RF2分别为5147～7171

和5144～7168位核苷酸，全长均为2025nt，编码674

个氨基酸；0RF3分别为5175～5519和5172～5516

为核苷酸，全长均为345nt，编码114个氨基酸。其中

ORFl与0RF2重叠4个碱基，0RF3起始于0RF2

57端下游第29位核苷酸，包含在ORF2中。该结构

特征与已报道[3]的HEV基因4型的基因组结构相

同，不同于基因l～3型HEV。见表2。

2．2核苷酸序列同源性及进化分析CHN—XJ—

SWl3和CHN—XJ—SW33全基因组序列与HEV基

因4型全基因组参照序列的核苷酸同源性最高，为

82．8％～95．5％；与基因1～3型HEV全基因组参照序

列的核苷酸同源性仅为72．1％～74．9％；该两病毒株

间的全基因组核苷酸同源性为83．0％。经基因进化

树分析发现两株病毒株均位于HEV基因4型的分

支上(图1)。

通过进一步对CHN—XJ—SWl3、CHN—xJ．SW33

和其他基因4型HEV病毒株的0RF2部分核苷酸

序列进行同源性和进化树分析发现，自南疆且末地

区分离的CHN—XJ—SW33病毒株在0RFl或0RF2

部分核酸序列上与HEV4a基因亚型参考株同源性

最高，达91．8％～97．8％，而与HEV 4b～49亚型参考

卜-——磊r—1

图1 HEV全基因组序列生物进化树

注：自南疆和北疆分离的猪HEV株分别以“●”和“▲”标记

株在该区域的同源性仅为83．4％～87．3％，基因进化

树进一步分析显示该病毒株位于48亚型分支上(见

图2)。由此可知自南疆分离的CHN—XJ—SW33属于
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HEV 4a哑型。
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卜_百万1

图2 基闪4型IIFVORF2部分

核f{：酸序列(28Int)十物进化树

注：f_|南疆和北疆分离的猪HEV株分别以“●”和“▲”标记

CHN—XJ—SWl3与自湖南、上海等地分离的猪

HEV病毒株(HCl0—44，HCl—88，estw2，ch—shswl

和SWxJ03)同源性较高，并组成厂新的弧型分支

(网2—4)，在此新分支内部，它们之问的同源性为

92．4％～99．6％，而与Lu等4报道的4a一49亚型同源

性仅为80．7％～88．2％，在全展因组水平上CHN—XJ—

SWl3与现有已知HEV荩凶组全序列核苷酸的同

源性：均低于90％，最高为85．3％。按照ZHAl等'5 r基

于部分核苷酸序列分析确定HEV的分刑和分亚型

标准，同源性小于90％即可划分为小同的基凶亚

型，因此可将该新分支确定为新的基凶亚型。

2．3两病毒株的全荩凶组序列与HEV参考株的比

较

2．3．1 57UTR CHN—XJ—SWl3和CHN—XJ—SW33

病毒株的57IjTR区核苷酸长度均为26 nt，与多数已

知HEV基囚组全序的病毒株长度相当，但较

swCH25和US2分别短7和9个核苷酸(表2)。对

57UTRⅨ进行核苷酸序列比对分析发现：此区域高

度保守，去除长度蔗异后与已报道的HEV参考株问

仅有两个核苷酸位点的变异。其中在第1 l位核苷酸

位点处基凶3和4刑HEV株均为C，而基因l型病

毒株则为A或C，在第23位核苷酸位点处基因4型

HEV株均为C，而基因l～3型HEV株则均为T(如

网3中红色框内所示)。

2．3．2 0RFl CHN—XJ—SWl3和CHN—XJ—SW33

的0RFl区分别编码1707和1706个氨基酸，与其

他基因4型HEV参考株0RFl区氨基酸序列同源

性分别为92．9～94．8％和92．5～98．1％(表3、表4)。多

数HEV基因4型病毒株0RFl区编码1705～1707

个氨基酸，而基因l型和2型病毒株则仅编码

1692～1694个氨基酸(表2)。不同HEV分离株

0RFl编码氨基酸长度的差异主要足}}l在HEV高

变区(686aa～798aa)发生的氨基酸插入或缺失导致

的。其中CHN—XJ—SWl3作为新的基冈亚型的代表

株与现有HEV基因4型病毒株在0RFl区氨基酸

的同源性最高仪为94．8％，经氨基酸序列比对发现，

该新亚型病毒株发生了许多特有的氨基酸置换，其

中最为明硅的发牛在甲基转移酶区：195aa一199aa，

此处CHN—XJ—SWl3的氨基酸序列为RSAAS，而其

他已知的HEV参考株在此位点的氨基酸序列均为

EVLLP；此外，该病毒株还发生了多达11个单个位

点的氨基酸置换，如：L75H、E401 x、S1485P等。

CHN—xJ—SW33作为4a基因亚型的一员‘J其它该

皿型病毒株有着共同的特性，如在高变区(686aa～

798aa)788位点发生了4a哑型病毒株所共有的氨

基酸缺失(S788缺失)，陔缺失使其编码的氨基酸序

列长度较CHN—XJ—SWl3短一个。除与4a哑型共有

的氨基酸置换外，CHN—xJ—SW33病毒株也发生了5

个自身特有的氨皋酸置换，如D117lG、P1312H等。

对0RFl部分核酸序列进行同源性和基冈进化

分析显示：CHN—xJ—SWl3在0RFl(145—423nt)区

与香港人源HEV病毒株HKl04—2004核苷酸和氨

基酸同源性分别为94．6％和97．8％。CHN—XJ—SW33

与日本人源中幽输入型HEV病毒株JK0一Chi—

Sai98C在整个ORFl区核苷酸和氨基酸同源性分别

为95．1％和98．1％。

2．3．3 0RF2 陔区域较ORFl和0RF3更为保守，

两株病毒株与HF=V基因4刑参考株的氨基酸同源

性分别为为94．6％～98．0％和94．8％一99．5％(见表

3，4)。未发现曲病毒株在该区域有氨基酸插入或缺

万方数据
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图3 HEV病毒株5，UTR区核营酸序列比对分析
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图4 HEV病毒株37UTR区核苷酸序列比对

注：Stop代表0RF2终止密码子位置，基因3型和4型HEV病毒株ORF2终止密码于分别为TAA和TGA，基因l型和2型为TAC

失突变，除T1和swCH31外所有的HEV基因4型 同基因型的致病性特点有关值得我们进一步研究探

病毒株ORF2区均编码674个氨基酸(表2)。由于 讨。

基因4型较基因l～3型HEV株发生了ORF2起始 2．3．4 ORF3 CHN—XJ—SWl3和CHN—XJ—SW33

密码子前移，导致其较基闪1—3型HEV株多编码 ORF3核背酸长度均为345nt，编码l 14个氨基酸，

14一15个氨基酸序列：31。此外所有的HEV基因4型 与除Tl和swCH31外的多数HEV基因4型病毒株

病毒株的ORF2的终止密码子均为TGA，而HEV基 编码的氨基酸长度一致，较基因1—3型HEV株少编

因1和2型病毒株均为TAG，HEV基因3型病毒株 码9个左右的氨基酸(表2)。与其他基因4型HEV

则均为TAA(如图4中灰色阴影框所示)，此现象与 病毒株的氨基酸同源性分别为83．6—96．4％和80．3一

Li等：6 3报道的一致。这不仪可以帮助我们简单有效 98．2％(表3，4)。CHN—XJ—SWl3在此区域内无特异

的进行剖别鉴定，而且终止密码子的不同是否与不 性的氨基酸置换现象，而CHN—XJ—SW33则既有自
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表2不同HEV病毒株全基因组结构的比较

89·

注：不完整的HEV全基因组序列以“★”标记

表3 CH—xJ—SWl3与11株基因4型HEV参考株核苷酸和氨基酸序列同源性比较

病毒株 来源
全序同源性 0RFl

％(nt) ％(nt) ％(aa) ％(nt) ％(aa) ％(n￡) ％(aa)
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身特异性氨基酸置换(如P102L)，又有4a亚型所共

有的氨基酸置换，如：A33V，A34V，G82D和S83N。

2．3．5 37UTR区 除去polyA后，多数HEV株

3’UTR区核苷酸长度在65～74nt之间，两病毒株的

37UTR区长均为70 nt(表2)。经核苷酸序列比对发

现：37UTR区(尤其37末端区域)变异较大，有大量

核苷酸的插入或缺失(图4)。此外据目前实验方法

检测到的p01yA尾的长度与实验本身所采用的含锚

定引物的0ligo dT反转录引物中dT的长度有关，并

不能真实反应HEV株polyA尾的长度。

3讨论

本文研究采用RNA连接酶介导的RACE法

(RLM—RACE)，由于该方法充分利用了HEV基因

组57端甲基帽的结构特点，因此与传统的cDNA文

库克隆及经典的RACE方法相比，能充分避免因截

断57端序列而造成的信息丢失，可更真实的反应

HEV基因组57端的序列信息。7。。CHN—XJ—SWl3和

CHN—XJ—SW33的5 7端序列信息显示其5 7UTR区

核苷酸长度均为26nt，与多数已知HEV基因组全序

的病毒株长度一致，但较swCH25和US2分别短7

和9个核苷酸(表2)。由于57UTR区序列十分保守，

这种5 7UTR区的长度差异可能与应用不同检测方

法有关。另外，目前我国多数研究者-8。“’一是采用15～

20段RT—nPCR反应来完成HEV的全序列测定，而

本文研究是通过4段RT—nPCR扩增及2段57和

37RACE扩增来获得HEV全基因组序列，这在技术

上更为简便，且随着拼接序列的减少，极大地提高了

全基因组序列信息的准确性。

我国新疆南部地区曾爆发世界规模最大的戊型

肝炎疫情，现在仍是我国戊型肝炎的主要流行区“]。

然而近年来尚无从该地区分离的猪HEV株全基因

组序列的报道。CHN—XJ—SW33是本文研究从我国

新疆南都地区扩增到的全基因组序列的猪HEV株，

通过对其进行核苷酸同源性和进化分析发现，CHN—

XJ—SW33为HEV 4a亚型，这与梁靖瑞等”21报道的

南疆地区猪HEV为4a亚型的结果一致。迄今，

HEV 4a亚型病毒株已在广西、北京、上海、湖南、浙

江、江苏等全国多个省市或地区被广泛分离。由于这

些病毒株的分离地点相距较远，他们之间是否具有

相同的猪种来源，各地间的生猪贸易和频繁的人员

往来是否是其广泛分布的内在因素，仍需进一步探

讨。

在全基因组水平上CHN—XJ—SW33与JKO—

ChiSai98C的核苷酸同源性为95．1％，0RF2区氨基

酸的同源性更高达99．5％。JK0一ChiSai98C是1998

年从日本一名急性戊型肝炎患者血清标本中分离

的，其在发病前有到中国西安旅游史，因此，该病毒

株被确定为中国输入型日本人HEV株。通过全基因

组同源性分析发现，该两病毒株之间的核苷酸差异

率为4．9％，根据HEV株在自然状态下每个核苷酸

位点的突变概率为1．40～1．72×10‘3／年。13]，经过10年

时间的遗传进化，其至少可发生2％的突变，由此可

以推测，10年前CHN—XJ—SW33的祖先病毒株可能

与JKO—ChiSai98C有着更为接近的生物进化关系。

分离自北疆克拉玛依的猪HEV病毒株CHN—

XJ—SWl3与分离自上海、湖南的猪HEV病毒株及

香港的人HEV病毒株共同组成了基因4型HEV新

的亚型。考虑到香港毗邻中国大陆，且大陆是香港的

主要食物供应地，据统计在香港有超过80％的生

猪／猪肉是从大陆(特别是从湖南、广西等地区)进口

的。141。最近报道”5116 3显示猪是中国大陆HEV感染的

主要源头，且在市售猪肝中检测到了HEV RNA的

存在。由于香港的华籍居民经常有进食热狗、香肠、

涮锅等容易未完全熟的猪肉食品的习惯，且香港人

群中流行的HEV基因型和亚型与大陆地区十分相

似。14j，因此香港的戊型肝炎散发病例很可能与大陆

的猪输入有关。

CHN—xJ—SW33与从南疆汉族散发性戊型肝炎

患者分离的HEV株CHN—xJ—HE29同属于HEV

4a基因亚型(图2)，而与1986年至1988年南疆戊

型肝炎流行的HEV株分属于不同的基因型。由此可

知猪HEV株可能与当地汉族人群中散发性戊型肝

炎有关，而与人群中的戊型肝炎流行无关。CHN—

XJ—SW33与3年前本研究组在南疆地区分离到的

猪HEV株XJ3—2在ORFl部分区域同源性为

100％，在0RF2部分区域仅有1个核苷酸的差异，

同源性为99．7％。提示猪HEV株CHN—xJ—SW33可

能至少已在当地猪群中存在3年以上。

综上所述，两株猪HEV病毒株全基因组序列的

完成与生物进化分析，可为追踪散发性戊型肝炎的

传染源及制订防控措施提供理论依据。此外本文研

究也为基因4型HEV从猪到人传播的可能性提供

了全基因组分析的证据。
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分，因此，『札管内外的白蛋白梯度口r以反映门静脉压力。近年

来，SAAG这一概念的引入提高了腹水病因诊断的准确性【41。

本文通过对212例腹水患者的研究结果表明，SAAG诊断门

脉高压性腹水的敏感性为94．12％，特异性为95．58％，准确率

为94．27％，明显高于传统的鉴别渗、漏出液的方法，与近年来

文献516j报道结果类似。

早在1978年，Hoefs就提出了SAAG的概念，他发现了

SAAG与门脉压力呈正相关，SAAG越高，说明门脉压就越

高。同一患者的门脉压力是保持稳定的，所以在患者摄人含

盐食物，输注白蛋白及使用利尿剂或治疗性腹穿前后，SAAG

没有或仅有极其细微的改变。近几十年的研究证实，SAAG刘

腹水病因的鉴别诊断意义已经远远优于传统的由腹水总蛋

白定义的渗、漏出液的概念，故已经取代腹水总蛋白对腹水

的分类，被写入希氏内科学。sAAG检测在国内特别是基层医

院近年来才引起重视。检测SAAG仅需在抽取腹水当天加抽

静脉血，而检查自蛋白的仪器及试剂在最基层的一级医院也

具备，该力+法适宜在基层医院推广。．
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