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猪戊型肝炎病毒检测技术的研究进展 

陈小金, 吴冬雪, 刘国红, 王乃福, 董志珍* 

(天津出入境检验检疫局动植物与食品检测中心, 天津  300461) 

摘  要: 猪戊型肝炎是一种新的人畜共患病, 其病原戊型肝炎病毒(hepatitis E virus, HEV)是无囊膜的 RNA病

毒, 主要通过消化道进行传播。研究发现, 世界上许多国家的猪群中普遍存在 HEV 抗体及猪戊型肝炎病毒

RNA 携带。与患病猪群密切接触、食用未煮熟的猪肉或猪肉制品、被污染的水源及水产品, 这些因素都可增

加戊型肝炎的患病风险。猪作为戊型肝炎病毒的宿主, 不仅对公共卫生和食品安全构成威胁, 同时对人类戊型

肝炎流行病学有很大的影响。本文简要介绍了 HEV 的病原学以及抗原抗体检测方法, 包括血清学、免疫学及

分子生物学方法等, 并对国内外开展的戊型肝炎检测技术的研究进展进行综述。 
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Progress in the detection methodology of swine hepatitis E virus 
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ABSTRACT: Swine hepatitis E is a new kind of zoonosis, with the pathogen of hepatitis E virus (HEV). 

Non-enveloped hepatitis E virus has a single stranded positive-sense RNA genome. Fecal-oral transmission is 

the usual route of hepatitis E. The studies have shown that the existing of HEV antibodies and swine HEV RNA 

among pigs through the world. It will increase the risk of infecting hepatitis E when people come into contact 

with sick pigs, or eating undercooked pork and products, contaminated water and fishery products. Pigs as the 

host of HEV, not only pose a threat to public health and food safety, but also greatly influence the 

epidemiology of human hepatitis E. The etiology and detection methodology of HEV were introduced in this 

paper, including serology, immunology and molecular biology method. The progress in research of detection of 

HEV was reviewed in detail, including the detection of antigen and antibody. 
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1  引  言 

戊型肝炎病毒(hepatitis E virus, HEV)可以引起以黄疸

为主的急性病毒性肝炎[1,2]。HEV不仅感染人, 还感染猪、

野猪、鸡、鸟、鼠、猫及鹿等动物, 是一种人畜共患病[3-7]。

有研究表明与猪有密切接触的人群中, HEV 感染率高达

80%以上[8]。戊型肝炎的病死率较甲型、乙型、丙型和丁

型肝炎高, 孕妇的病死率可高达 21%。临床上超过 50%的

急性肝炎为HEV所致, 人群感染后的病死率为 0.5%~3.0%, 

并可引起新生儿较高的发病率和病死率[9-11]。 
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戊型肝炎的传播途径主要是粪-口传播, 常见方式是

通过污染水源和食物传播, 有流行和散发两种形式。戊型

肝炎在世界范围内广泛流行, 亚洲、非洲、美洲等发展中

国家流行更广, 散发则主要发生在发达国家[12,13]。流行区

域以印度恒河流域、非洲尼罗河流域为最大, 其次在中亚

地区, 非洲中部也十分普遍, 发达国家也有较多报道[14-20], 

我国新疆、辽宁、吉林、内蒙古、山东等省均发生过戊型

肝炎的流行[21-23]。在我国发生的病毒性肝炎中, 戊型肝炎

约占 10%, 严重危害人民身体健康。中国南方流行的戊型

肝炎其病原主要是由猪HEV引起的, 猪是HEV的宿主[24]。

对猪戊型肝炎准确快速的检测对该病的防控具有重要意义, 

可以及时有效地控制传染源、切断传播途径。 

2  病原学 

HEV属于戊型肝炎病毒科(hepeviridae family)戊型肝

炎病毒属(hepevirus genus), 无囊膜, 单股正链 RNA病毒。

HEV基因组全长约 7.5 kb, 包含非结构区及 3个开放阅读

框 ORF1、ORF2 和 ORF3, 其中 ORF2 与 ORF3 重叠的区

域最保守[25]。HEV 不稳定, 对氯仿和反复冻融敏感, 对高

温敏感, 煮沸可将其灭活。HEV 易发生变异, 产生出在遗

传学和抗原性上相关的病毒群, 表现为 HEV 存在不同的

基因型及基因亚型[26]。不同 HEV 毒株基因序列有一定的

差异, 但同一地区来源的 HEV基因序列保持相对稳定。目

前统一将 HEV 分为 5 个基因型(genotype), 其中前 4 种基

因型 HEV 属于同一种血清型[26]。Ⅰ型和Ⅱ型仅发现于人; 

Ⅲ型和Ⅳ型为人兽共患, 动物中的主要宿主是猪; Ⅴ型仅

发现于禽类。但也有研究报道在柬埔寨猪粪样中检测到基

因Ⅰ型 HEV RNA[27]。Ⅱ型 HEV只在墨西哥和非洲少数地

区人群中流行,  迄今为止, 还未在世界其他地区发现[28]。

Ⅲ型和Ⅳ型被认为是人畜共患, 其中Ⅲ型在世界范围内的

人群和猪群中流行。2007年, 我国首次在上海猪群中检测

到基因Ⅲ型 HEV[29]。 1993 年, 在中国人群中首次检测到

基因Ⅳ型 HEV[30]。此外, 日本、印度、印度尼西亚以及越

南的猪群和人群中流行 HEV 为基因Ⅳ型[31]。Meng 等[31]

首次从美国的猪血清中分离到Ⅲ型野毒株。我国研究人员

分离到的猪 HEV多数为Ⅳ型[32], 表明我国 HEV感染占主

导地位的是基因Ⅳ型[33,34]。戊肝病毒可在肝脏和胆汁中蓄

积, 同时也可以在小肠及大肠内增生[35]。猪 HEV经口侵入

机体, 从肠道经门静脉感染肝细胞, 在肝细胞质内增生, 

增生的子代病毒可进入血液出现短暂的病毒血症, 并可分

泌进入胆汁中[36]。病毒主要随胆汁一起经粪便排出体外, 

带病毒的粪便可再次经口引发新的感染[37]。 

3  HEV 检测方法 

3.1  免疫电镜(immunoelectron microscopy, IEM) 

Balayan 等[38]运用免疫电镜技术在急性肝炎患者及志

愿者的粪便中发现并证实了 HEV 的存在。HEV 感染潜伏

期和急性期患者的粪便和胆汁中存在大量的 HEV 病毒颗

粒, 可用 IEM进行检测。但是该方法在实际应用中受到一

定的限制, 原因是 HEV通过粪便排毒持续时间短, 且检测

需要特殊的设备。 

3.2  免疫荧光试验(immunofluorescence assay, IFA) 

免疫荧光试验可用于检测 HEV抗原。在 HEV感染期

间, 用荧光标记的抗体可以检测到肝细胞组织中的 HEV

特异性抗原。Purdy 等[39]应用荧光素标记 HEV患者的血清

IgG以及重组蛋白制备的血清, 上述标记的 IgG和血清可用

于检测 HEV抗原。Zhu等[40]以Ⅳ型 HEV cDNA克隆进行活

体动物肝内接种, 运用 IFA对肝脏组织中的 HEV抗原进行

检测。IFA 技术在急性期和急性期前肝活检 HEV 抗原检出

率最高, 而当血清转氨酶达到峰值时, 其敏感度则下降。 

3.3  酶联免疫吸附试验(enzyme linked immunosorbent 
assay, ELISA) 

目前, ELISA是用于检测血清HEV抗体最常用的方法, 

常用的有间接 ELISA 和双抗体夹心 ELISA。双抗体夹心

ELISA适合多种动物的检测, 解决了间接 ELISA需要根据

不同动物分别制备二抗的问题, 所以更适用于对不同动物

进行检测。ELISA包被抗原包括全病毒抗原、合成肽抗原

和表达抗原, 表达抗原以及重组蛋白抗原。刘涛等[41]以重

组 GST-ORF3作为包被抗原建立间接 ELISA, 检测 190份

猪血清样品, 阳性率为 84.7%, 与某公司商品试剂盒检测

结果相比, 阳性符合率为 91.5%。张可心等 [42]采用巢式

RT-PCR技术扩增猪戊型肝炎病毒(swine hepatitis E virus, 

SHEV)结构蛋白基因 ORF2 部分片段 AG02 并进行重组表

达, 以分子量为 33 kDa重组蛋白建立了初步的间接 ELISA

方法。赵宇军等[43]对 SHEV DQ1结构蛋白片段进行了表达

并建立了 ELISA诊断方法。曲娟娟等[44]采用大肠杆菌表达

的 HEV ORF2 主要抗原决定区的部分蛋白作为包被抗原, 

建立了 HEV 间接 ELISA 诊断方法, 对黑龙江省、吉林省

某些猪场共计 480 份猪血清样品的检测, 戊型肝炎阳性率

分别为 62%、75%, 与商品化试剂盒符合率为 98.6%。刘启

文等[45]通过猪 HEV ORF3 筛选出来的一段序列合成肽建

立了检测 HEV 血清抗体的间接 ELISA 诊断方法, 用于检

测 IgG。王永霞等[46]克隆表达了猪 HEV ORF2 上 187 bp

片段表达重组蛋白用于检测感染戊型肝炎病毒后急性期抗

体水平。闻晓波等[47]应用原核表达系统表达猪戊型肝炎病

毒 ORF2蛋白 C端和 N端的主要抗原表位区, 建立 ELISA

检测方法。Pezzoni 等[48]对两种间接 ELISA 和一种阻断

ELISA 方法进行比较研究, 结果表明 3 种方法的敏感性差

异无统计学意义, 但是间接 ELISA方法的敏感性优于阻断

ELISA。Ponterio等[49]以基因Ⅲ型 HEV的重组衣壳蛋白为

包被抗原建立了 ELISA方法, 并用该方法对对意大利的猪

群进行检测。Krumbholz等[50]用建立的 ELISA方法证实除
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了使用未煮熟的猪肉直接与患病猪群接触, 人感染 HEV

的风险也会增加。 

3.4  血清中和试验(serum neutralization test, SNT) 

中和试验是以测定病毒的感染力为基础, 以比较病

毒受免疫血清中和后的残存感染力为依据, 来判定免疫血

清中和病毒的能力。血清中和试验不仅可以对病毒的种型

鉴定还可以测定血清抗体效价。Meng 等[51]用不同毒株的

阳性血清对不同地域的 HEV 毒株进行中和试验发现只有

一个血清型。之后将感染 HEV 和待检血清混合 37℃温浴

1 h后,  接种到单层 PLC/PRE-5细胞上, 37 ℃下作用 2 h, 

反复洗涤细胞板, 然后提取培养细胞中的 HEV-RNA, 进

行 RT-PCR, 建立了快速血清中和试验(rSNA)方法[52]。 

3.5  蛋白质印迹法(Western blotting, WB) 

蛋白质印迹法又称免疫印迹法, 是根据抗原抗体的

特异性结合检测复杂样品中的某种蛋白的方法。应用重组

表达抗原可用于检测患者和病畜血清中的抗戊型肝炎病毒

IgM和 IgG抗体。Li等[53]用GST融合表达系统分别对ORF2

和 ORF3 基因进行融合表达, 检测结果表明 GST-ORF2 检

出率高于 GST-ORF3。Thiry等[54]应用抗原建立蛋白吸引试

验(Western blot, WB), 可用于检测血清抗 HEV抗体, 并用

WB法对 ELISA方法进行评价。WB法检测虽然特异性高, 

但操作过程相对复杂, 耗时较长。 

3.6  聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction, 
PCR) 

PCR 可较灵敏地检出戊型肝炎病毒 RNA, 是最常用

的分子生物学检测方法。Huang等[55]用 RT-PCR方法对美

国 96 份猪粪进行 HEV RNA 检测, 结果显示阳性率为

35%。邱蜜蜜等[56]针对 HEV 基因序列中 ORF2 设计了 2

对简并引物,  用于检测猪戊型肝炎病毒, 并对其进行基

因分型。张序等[57]建立了猪戊型肝炎病毒 RT-nPCR 检测

方法, 对江西省部分猪场采集的胆汁及肠容物进行检测, 

结果胆汁中的阳性率为 10%, 肠容物的阳性率为 4%。郝宝

成[58]应用建立的 RT-PCR方法对在甘肃省部分地区采集的

255 份猪粪便或猪胆汁血清样品, 进行了检测诊断, 在甘

肃省的养殖场猪群中存在猪戊型肝炎的感染。之后研究者
[59,60]又分别建立了 SYBR Green I和 Taqman荧光定量 PCR

方法用于检测猪源戊型肝炎病毒。张晓峰等[61]利用所建立

的荧光定量 PCR对浙江及其周边的上海、江苏等地区的猪

场环境进行了核酸检测, 发现几乎所调查的猪场均存在

HEV, 感染阳性率高达 20.5%, 且很多猪场在不同时期能

持续检出阳性。Qiu 等[62]建立了一步法多重 RT-PCR 用于

同时检测甲型肝炎病毒和戊型肝炎病毒。 

3.7  限制性片段长度多态性分析 

用 2 对相应引物对 HEV 基因组中编码解旋酶、聚合

酶和部分病毒衣壳蛋白的基因进行RT-PCR扩增,  再用不

同的内切酶对 PCR 产物进行酶切分析,  既可检测有无

HEV 感染, 也可对戊型肝炎病毒 RNA 进行基因分型。

Gouvea 等[63]应用限制性长度多态性分析可以区分墨西哥

和亚洲 HEV毒株, 并将亚洲毒株分成几个亚型。 

3.8  其他方法  

Liang 等用构建的 pcDNA3.1-ORF3 转染真核细胞系

HepG2, 建立了一种检测HEV的新方法—免疫过氧化物酶

单层细胞试验(immunoperoxidase monolayer assay, IPMA), 

用于检测 HEV抗体[64]。Owolodun等[65]建立了荧光微珠免

疫分析方法用于检测抗猪 HEV 的 IgG。Wutz 等[66]以固定

化的基因Ⅰ和Ⅲ型 HEV 重组抗原建立了化学发光免疫芯

片。Seo等[67]以 RT-PCR和 ELISA 为基础建立敏感性高、

特异性好 RT-PCR-ELISA 方法用于 HEV的检测。 

4  结  语 

戊型肝炎的主要传播途径是消化道, 患病猪群以及

猪肉制品是主要传染源, 被污染的水源以及水产品也可能

引起该病的流行。研究证明我国猪与人源 HEV 的同源性

很高, 达 89%~100%, 且都为基因 4 型[68]。曹海俊等[69]的

研究表明浙江省生猪屠宰销售人员的感染 HEV 的比率高

于当地人群, 和猪密切接触是戊型肝炎感染的危险因素之

一, 同时与猪接触的工作年限也是戊肝感染的危险因素。

英国媒体《每日邮报》2014年 11月 11日发布新闻简报称, 

在香肠中检测到 HEV, 猪肉成为英国发生戊型肝炎病毒感

染的主要传染源, 该报道引起各国对进口猪肉产品安全性

的极大关注。猪戊型肝炎的准确快速检测对戊型肝炎的防

控有重要意义。从首次发现戊型肝炎病毒到现在, 各国的

研究者建立了多种 HEV 的检测方法, 为 HEV 的相关研究

奠定了技术基础。目前, 关于 HEV检测方法基本上是针对

血清、粪便及肝脏样本, 缺乏针对肉制品的快速准确敏感

的检测方法。戊型肝炎病毒疫苗尚未研制成功, 因此该病

的防控具有一定的难度。现阶段最有效的办法就是严格控

制传染源切断传播途径, 建立完善的监测体系, 同时, 对

猪肉产品应该进行实时严格监控, 制定猪戊型肝炎检测的

标准。 
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随着生活水平的日益提高, 消费者对油脂及油脂食品的品质与安全性有了更高的要求。需要更加完善、

先进、快捷、准确的检测方法来控制油脂的安全。 

鉴于此, 本刊特别策划了“油脂加工与质量安全”专题, 由武汉轻工大学的何东平教授担任专题主编。何教

授兼任中国粮油学会常务理事, 中国粮油学会油脂分会常务副会长。全国粮油标准化技术委员会油料及油脂

工作组组长, 国家粮食局粮油资源综合开发工程技术研究中心主任, 湖北省（武汉市）微生物学会常务理事。

本专题主要围绕油脂加工工艺, 加工过程中的品质、有害物质、外来物质的检测方法和研究现状, 油脂掺伪鉴

别, 油脂检测的新技术等方面或者您认为在油脂加工与质量安全方面有意义的内容进行论述, 计划在 2015年

3月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及专题主编何东平教授特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一步提

升该专题的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请通过网站或 E-mail投稿。我们将快速处

理并优先发表。 

投稿方式:  
网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 
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