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年浙江省生猪主产区猪戊型肝炎

血清流行病学调查
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要!本研究旨在建立检测猪戊型肝炎病毒"

()*

#感染的间接
)+,-.

方法!并将其用于分析浙江省生猪主产

区猪群的
()*

感染状况&首先人工合成并原核表达了
()*/01$

蛋白的主要抗原表位区!免疫印迹显示表达产

物对
()*

抗体阳性的猪血清具有良好的反应性&以此纯化蛋白为包被抗原建立了猪血清中
()*

特异性抗体的

)+,-.

检测方法!检测结果显示其与商品化
()*

抗体诊断试剂盒的检测符合率达
'"%23

&对
$&&24$&&5

年采

集自浙江省不同地区
67

个猪场的
"##&

份血清进行了检测!有
86"

份血清检测为猪
()*

抗体阳性!平均阳性率为

22%83

&其中
$&&2

和
$&&7

年
()*

抗体阳性率分别为
7$%83

"

"82

'

$8'

#和
7"%63

"

#&"

'

6'&

#!明显高于
$&&8

年

的
6#%"3

"

2'

'

"#8

#和
$&&5

年的
65%73

"

$&7

'

6$6

#&同时!

774"&&

日龄中猪的血清
()*

抗体阳性率"

25%$3

!

""&

'

"5'

#显著高于
#&472

日龄小猪"

#'%83

!

8#

'

"56

#和
"&"4"7&

日龄大猪"

66%"3

!

5#

'

"55

#&从猪场水平来看!

仅有
#

个猪场未检测到
()*

抗体!场阳性率
'#%$3

&结果表明本研究建立的
)+,-.

方法切实可行!检测结果显

示浙江省猪场中
()*

感染相当普遍&

关键词!猪戊型肝炎病毒%间接
)+,-.
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戊型肝炎"

(J

Y

=W>W>B)

#由戊型肝炎病毒"

(J

Y

!

=W>W>B)Z>XDB

!

()*

#引起!是一种经粪
4

口传播(以

黄疸为主的急性传染病)

"

*

&戊型肝炎的病死率较

甲(乙(丙型和丁型肝炎高!患病孕妇的病死率可高

达
$"3

)

$!#

*

&自
"'22

年印度发生第
"

次大暴发以

来!戊型肝炎已在亚洲(非洲与拉丁美洲的很多国家

广泛流行)

6

*

&近年来该病亦在日本等发达国家散发

流行)

2

*

&我国是戊型肝炎高发区!新疆(辽宁(山东

等省均有流行)

#

!

7

*

!其对公共卫生和人类健康构成

了极大威胁&

()*

基因组为单股正链
0S.

!约
8%#]A

!依

次包含
2_

非编码区(

#

个部分重叠的开放读码框

"

/01

#以及
#_

端非编码区和
"

个
Y

F?

E

.

尾)

8

*

&自

ĴM

N

等)

5

*

"''8

年首次分离鉴定猪戊型肝炎病毒

"

B()*

#以来!越来越多的研究表明猪源
()*

与人

源
()*

基因组具有很高的同源性!在遗传进化关

系上也有较高的亲缘性)

'!"&

*

&猪源
()*

能通过人

工接种感染黑猩猩等灵长类动物%人
()*

也能成

功感染猪等动物)

""!"$

*

&因此!戊型肝炎也被认为是

人畜共患性疾病)

"#

*

&葛胜祥等)

"6

*对
$&

个省(市的

57$7

头猪进行了
()*

血清学调查!阳性率高达

5#%"3

&马勋等)

"2

*以含有
()*

美国株
/01$9

端

含中和抗原表位的基因片段的表达产物作为抗原!

)+,-.

检测新疆猪群中
()*

抗体阳性率达到

2$%23

&但是到目前为止!国内用于猪
()*

血清

流行病学调查的
)+,-.

方法并不统一!且一些方

法以人戊肝病毒的
/01$

蛋白作为包被抗原&尽

管人戊肝病毒与猪源
()*

毒株有很高的基因同

源性!但其蛋白中存在的氨基酸位点变异可导致

抗原性的改变!检测结果容易出现偏差&因此!建

立一套基于地区流行毒株的猪戊肝病毒
)+,-.

检

测体系迫在眉睫&本研究旨在建立适合猪
()*

毒株特点的
)+,-.

检测方法!并对浙江省猪血清

样本进行
()*

抗体检测!分析
()*

在猪群中的

感染及流行规律!为开展
()*

所致疾病的监控奠

定基础&

&

!

材料与方法

&L&

!

猪
7;<MNO!

蛋白的表达和纯化

参考
TJM̀=M]

公布的猪
()*

全基因组序列!

根据
)<JXBFM

等对
()*

核衣
/01$

免疫原性的研

究)

"7

*

!选择位于
/01$62'47&8==

的部分片段!并

依据大肠杆菌偏爱密码子!将该片段的密码子转换

成大肠杆菌偏爱的形式&根据优化后的序列!人工

合成
7

对引物!长度分别在
65

"

2'A

Y

"表
"

#&其中

1"

与
0"

(

1$

与
0$

(

1#

与
0#

(

16

与
06

(

12

与
02

(

17

与
07

之间分别存在
"8

"

"'A

Y

的同源区域&用

重叠延伸
[90

方法"图
"

#合成猪
()*

的主要抗原

表位序列&扩增产物克隆入原核表达载体
Y

)I!

#&=

!经鉴定后转化入大肠杆菌
0FBJWW=

株进行原核

表达&选择构建好的阳性重组菌大量诱导表达!用

,MZ>WXF

N

JM

公司的镍琼脂糖凝胶
11

柱纯化!取少量

进行
-a-![.T)

电泳检测蛋白纯度!并按
0̀.a!

1/0a

方法测定蛋白浓度&

&L!

!

融合蛋白免疫反应性分析

用常规的
VJBWJXM ?̀FW

方法分析纯化的
()*

/01$

截短蛋白对于猪
()*

阳性猪血清的免疫反

应性!使用
(0[

标记的羊抗猪
,

N

T

为二抗&

&L'

!

猪血清样品中
7;<

抗体间接
;P>+F

检测方

法的建立

以纯化的猪
()*/01$

截短蛋白作为包被抗

原!利用猪
()*

阳性血清和阴性血清为对照进行

)+,-.

检测体系的优化&同时设立猪瘟阳性血清

"

"b2&

#(猪细小病毒阳性血清"

"b2&

#以及口蹄疫

.

(

/

(

9

和亚洲
,

型"兰州兽医研究所#免疫血清"

"

b76

#等对照以鉴定其特异性&并对试验的重复性

和稳定性进行分析!即对同一组血清进行多次重复

试验!观察它们的
IJ

值差异&间接
)+,-.

操作按

常规方法进行!蛋白包被浓度为
$&

#

N

+

<+

4"

!

23

脱脂奶粉作为封闭液!血清稀释度为
"b"&&

!二抗

为
(0[

标记的葡萄球菌
.

蛋白"

-[.

#"

"b$&&&&

稀释#!显色底物为邻苯二胺&

5#&"



!

8

期 帅江冰等$

$&&24$&&5

年浙江省生猪主产区猪戊型肝炎血清流行病学调查

以北京万泰生物药业股份有限公司生产的戊肝

病毒抗体诊断试剂盒检测一定量的猪血清!操作按试

剂盒说明书进行&将其结果与本研究建立的
)+,-.

方法检测结果进行比较!计算它们之间的符合率&

符合率
c

"两种方法检测均为阳性的样品数
d

均为阴性的样品数#'总样品数

^Ga+$&&&aS.

分子质量标准%

"47G7

轮
[90

产物

^Ga+$&&&aS.<=X]JX

%

"47G[90

Y

XFPDHWBFL7XFDMPBFL[90

图
&

!

7;<MNO!

抗原表位基因合成图例#

F

$和
Q

轮
?RN

结果#

S

$

O9

@

T&

!

+5C,A,

#

F

$

24K9K,489695289.4

#

S

$

.62A

0

39695289.4.67;<MNO!,

0

98.

0

,:,

U

=,45,

表
&

!

7;<

抗原表位基因合成用引物

V2G3,&

!

?-9A,-:=:,K942A

0

39695289.4.67;<MNO!,

0

98.

0

,:,

U

=,45,

引物

/?>

N

F!SDH?JFW>PJ

序列
!

-J

e

DJMHJ

1" 2_!9I...TI9.9.9IIT.ITT99T999.9II.9I.9I.I99.T9.TI.II9I..T.99II9!#_

0" 2_!9.T99I999.....T.9..9II.99.9T9.T9TT9.TI.9.I.T..TTI9II.T..I.9!#_

1$ 2_!..9ITTIT9T9..T99TITT999T9I9I9ITT.9ITTI9I...TI9.9.9IIT.IT!#_

0$ 2_!TTITII.I.TII.I.ITT.I..999T9III9TI.TI.99.T99I999.....T.9..9!#_

1# 2_!9I.ITI.ITIII9.T.9.9ITII.9IIIITI9..ITI.T9..9ITTIT9T9..T99TI!#_

0# 2_!9T99T9.IIII9..I9.TT.I9IT.I9.9I.T9.TITTITII.I.TII.I.ITT.I!#_

16 2_!T.TI.IT.99.T.9I.9II.9TT9I9TI9..99..999I.ITI.ITIII9.T.9.!#_

06 2_!.T.9I.TIITITI..TI.T...I.T9..9.9T.IT.999T99T9.IIII9..I9.T!#_

12 2_!T9I..IT.9TIIII.ITT9III9.9I9.99T9TT99T.TI.IT.99.T.9I.9I!#_

02 2_!T9.9.99..9.T9.T.9.9.T.9.9.TT999.T9.999.T.9I.TIITITI..TI.!#_

17 2_!T99TT.I99I9I9T999IIIII9.TII9I99T9T9I..IT.9TIIII.ITT!#_

07 2_!T..9I9T.T9.T.T9.T.TIT.TT.T9..T9.9.99..9.T9.T.9.!#_

&L$

!

浙江省猪群
7;<

感染的血清流行病学调查

利用本研究所建立的
)+,-.

体系对
$&&24

$&&5

年的
"##&

份分别来自浙江省杭州(衢州(金

华(绍兴和湖州等地区的
67

个规模化猪场的血清样

品进行
()*

特异性抗体的检测!以确定猪群
()*

感染的血清流行病学情况&其中
$&&2

和
$&&7

年分

'#&"
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别随机采样猪血清
$8'

份和
6'&

份%

$&&8

年和
$&&5

年的
27"

份样品则分别采自
#&472

日龄"

)c"56

#(

774"&&

日龄"

)c"5'

#以及
"&"4"7&

日龄"

)c

"55

#的猪群&检测过程中!每块
'7

孔板中设立

()*

阳性血清对照&同时设立
5

个阴性血清对照

以计算
)+,-.

结果阴阳性判定的阈值"即平均值
d

#5

#!即当待测血清样品的
IJ

6'$M<

值大于等于这个

阈值时!判定为抗体阳性!反之则为阴性&

!

!

结
!

果

!L&

!

猪
7;<MNO!

抗原表位序列的克隆

如图
"

所示!

7

轮
[90

产物经
aS.

电泳后的

结果表明每一轮产物的大小与预期一致&第
7

轮

[90

产物克隆入
Y

)I!#&=

载体!测序结果表明插入

的
()*/01$

抗原表位序列与预期序列完全一

致&

!L!

!

7;<MNO!

截短蛋白的表达与纯化

()*/01$

蛋白在大肠杆菌中表达后经
-a-!

[.T)

分析表明该蛋白以可溶性的形式表达!相对

分子质量在
$7]D

左右!经
S>!SI.

琼脂糖凝胶纯

化后可获得较纯的目的蛋白"图
$

!

?=MJ"

#&

X̀=P!

LFXP

法测得其蛋白浓度为
&%'<

N

+

<+

4"

&

!L'

!

纯化蛋白免疫反应性鉴定

VJBWJXM ?̀FW

结果显示
$7]D

的纯化蛋白能与

()*

阳性血清发生特异性反应"图
$

!

?=MJ#

#!表明

所表达的
()*/01$

抗原区蛋白与
()*

阳性血

清具有良好的免疫反应性&

!L$

!

猪
7;<

抗体间接
;P>+F

检测方法的优化

利用棋盘滴定法!对纯化蛋白的包被浓度和血

清稀释倍数进行了优化!得到最佳抗原包被浓度为

$&

#

N

+

<+

4"

%血清最佳稀释倍数为
"b"&&

&进一

步对
)+,-.

方法的特异性和稳定性进行了分析!结

果显示猪瘟(猪细小病毒以及口蹄疫阳性血清均不能

与
()*/01$

蛋白发生反应!其
IJ

6'$M<

值都低于阈

值&对阴(阳性对照血清的
#

次重复试验数据统计后

显示!不同次试验样品
IJ

值标准差"

5

#介于
&%&8$

和

&%"&#

!表明该检测体系具有很好的重复性&

!L(

!

与人源
7;<

商品化试剂盒的比对

对
8"

份猪血清样品利用商品化试剂盒和本研

究建立的
)+,-.

方法进行检测!总符合率可达

'"%23

"

72

'

8"

#"表
$

#!其中本研究中
)+,-.

检测

结果为
$'

份
()*

阳性血清!万泰
()*

诊断试剂

盒检测结果也均为阳性!符合率达
"&&3

%而对
6$

^G

蛋白质分子质量标准%

"G

纯化融合蛋白的

-a-![.T)

%

$G

诱导表达后重组菌菌体蛋白的

-a-![.T)

%

#G

诱导表达后重组菌菌体蛋白的

VJBWJXM ?̀FW

%

6G

诱导表达后空白菌菌体蛋白的

VJBWJXM ?̀FW

^G[XFWJ>M<=X]JX

%

"G-a-![.T)FL

Y

DX>L>JP

Y

XF!

WJ>M

%

$G-a-![.T)FL

Y

XFWJ>MBLXF<XJHF<A>M=MW

0H"+@(

%

#GVJBWJXM ?̀FWFL

Y

XFWJ>MBLXF<XJHF<!

A>M=MW0H"+@(

%

6GVJBWJXM ?̀FWFL

Y

XFWJ>MBLXF<

FX>

N

>M=?0H"+@(

图
!

!

猪戊型肝炎病毒
MNO!

融合蛋白的表达纯

化和
W,:8,-4S3.8

鉴定

O9

@

T!

!

?=-9695289.4.68C,7;<MNO!

0

-.8,94G

I

X9/XVF2

@

2-.:,24K2423

I

:9:.69AA=4./

-,2589198

I

G

I

W,:8,-4S3.8

份阴性血清用万泰试剂盒检测后发现其中
#7

份为

阴性!阴性符合率为
52%83

"

#7

'

6$

#&

表
!

!

建立的间接
;P>+F

与万泰
7;<

诊断试剂盒对
%&

份

猪血清样品的检测结果

V2G3,!

!

R.A

0

2-9:.4.68C,K,1,3.

0

,K94K9-,58;P>+F948C9:

:8=K

I

J98C8C,;P>+FY98

#

W24829

$

.4%&:,-=A

:2A

0

3,:

间接
)+,-.

万泰
()*

诊断试剂盒

SFG()*

Y

FB>W>ZJ

SFG()*

MJ

N

=W>ZJ

IFW=?

"

3

#

SFG()*

Y

FB>W>ZJ $' & $'

"

"&&3

#

SFG()*MJ

N

=W>ZJ 7 #7 6$

"

52G83

#

IFW=? #2 #7 8"

"

'"G23

#

!LQ

!

浙江省不同地区猪群中
7;<

感染的血清流行

病学调查

利用所建立的间接
)+,-.

方法对
$&&24$&&5

年采集的
"##&

份猪血清进行猪
()*

特异性抗体

的检测&试验中!判定阈值通过每块板中的猪
()*

&6&"



!

8

期 帅江冰等$

$&&24$&&5

年浙江省生猪主产区猪戊型肝炎血清流行病学调查

阴性血清换算"阴性血清平均
IJ

值
f#5

#!当待检

血清
IJ

值大于等于该阈值时为
()*

抗体阳性&

结果表明$共有
86"

份血清为猪
()*

抗体阳性!平

均阳性率为
22%83

"表
#

#&其中
$&&2

年与
$&&7

年

浙江省不同地区猪群
()*

抗体阳性率分别为

7$%83

"

"82

'

$8'

#和
7"%63

"

#&"

'

6'&

#!明显高于

$&&8

年的
6#%"3

"

2'

'

"#8

#和
$&&5

年的
65%73

"

$&7

'

6$6

#&进一步按不同日龄统计分析发现$

774

"&&

日龄中猪的血清
()*

抗体阳性率较高!为

25%$3

"

""&

'

"5'

#%而
#&472

日龄小猪和
"&"4"7&

日龄大猪中
()*

抗体阳性率要显著低于中猪的阳

性率!分别为
#'%83

"

8#

'

"56

#和
66%"3

"

5#

'

"55

#

"表
6

#&从猪场水平来看!仅有
#

个猪场未检测到

()*

抗体!场阳性率
'#%23

!且不同地区猪场的

()*

感染情况差异较大"数据未显示#&

表
'

!

浙江省猪群中
7;<

感染的血清流行病学调查

V2G3,'

!

+,-./

0

-,123,45,.6C,

0

28989:;19-=:946,589.4:94

0

9

@

:

G

I

94K9-,58;P>+F

年份

gJ=X

病例
9=BJB

检测样品

SFGB=<

Y

?JB

阳性样品

SFG()*

Y

FB>W>ZJ

阳性率'
3

[FB>W>ZJX=WJ

$&&2 $8' "82 7$%8

"

$&&7 6'& #&"

7"%6

"

$&&8 "#8 2' 6#%"

$&&5 6$6 $&7 65%7

IFW=? "##& 86" 22%8

"

表示与其它年份的阳性率差异显著"

>

#

&%&2

#

"

=̂X]JPBW=W>BW>H=?P>LLJXJMHJ=W>

#

&%&2HF<

Y

=XJPK>WC

WCFBJFLFWCJX

E

J=XB

表
$

!

不同日龄猪群中
7;<

抗体的检测

V2G3,$

!

+,-./

0
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0

9

@

:28K966,-,482

@

,2

@

294:87;<
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日龄'
P

.

N

J

'

P

检测样品

SFGB=<

Y

?JBWJBWJP

阳性样品

SFG()*

Y

FB>W>ZJ

阳性率'
3

[FB>W>ZJX=WJ

#&472 "56 8# #'%8

774"&& "5' ""& 25%$

"

"&"4"7& "55 5# 66%"

"

表示与其它日龄猪群的阳性率差异显著"

>

#

&%&2

#

"

=̂X]JPBW=W>BW>H=?P>LLJXJMHJ=W>

#

&G&2HF<

Y

=XJPK>WC

WCFBJ

Y

>

N

B=WFWCJX=

N

JB

'

!

讨
!

论

人畜共患病是严重危害人畜健康的传染性疾

病!能引起畜禽大批死亡!给畜牧业经济造成重大损

失!同时又对人类健康构成严重威胁&有报道表明

有人因食用了野猪肉和鹿肉而引起急性戊肝)

"8!"5

*

!

说明戊型肝炎病毒可能在自然状态下或通过食物等

在动物之间或猪和人之间传播)

"#

!

"'

*

&因此!猪

()*

在公共卫生和食品安全方面具有重大意义!

建立特异性检测
()*

感染的血清学方法对于该病

的防控具有重要意义&作者通过原核表达获得了截

短的猪
()*/01$

蛋白!它包含该蛋白已知的主

要抗原表位区&

VJBWJXM ?̀FW

分析显示该纯化蛋白

与
()*

阳性血清具有良好的反应性&而
()*

/01$

蛋白不能与其它几种猪的主要病原体阳性血

清发生反应!表明该蛋白具有良好的特异性!能用于

()*

感染的血清学诊断&目前!商品化
()*

抗体

检测试剂盒多用于人
()*

血清抗体的筛查!其包

被抗原均为人源
()*

毒株的重组抗原&本研究以

纯化的猪
()* /01$

重组蛋白作为诊断抗原!建

立了针对猪
()*

抗体的间接
)+,-.

检测方法!检

测结果与商品化的人用
()*

抗体诊断试剂盒具有

较高的符合率"

'"%23

#&

目前对于浙江省内猪戊型肝炎病毒的流行尚缺

乏系统的调查及完整的数据&作者在建立基于

()*/01$

蛋白主要抗原表位的
)+,-.

检测方法

的基础上!通过对浙江省不同地区的
67

个规模化猪

场
"##&

份猪血清中的
()*

抗体检测表明!浙江省

猪场中
()*

抗体阳性率"平均阳性率
22%83

#虽然

低于国内其他地区!但
()*

在浙江省各地区猪群

中也相当普遍!猪场的阳性率达到
'#%23

"

6#

'

67

#&

分析结果显示!中猪"

774"&&

日龄#

()*

抗体阳性

率明显较高!可能由于
"4$

月龄仔猪在母源抗体逐

渐降低后!开始受到环境中
()*

的感染!并在同批

猪群中传播而出现抗体转阳甚至病毒血症)

$&

*

&但

由于不同地区猪场饲养管理水平不一!其猪群
()*

感染率也存在显著差异&以上结果显示!利用本研

究所建立的
)+,-.

方法对
()*

感染进行血清学

监测切实可行&

目前对于戊型肝炎尚缺乏有效的防控方法!建

立有效的戊型肝炎病毒监测和预警机制!以切断传

播途径为主的综合性预防措施则是控制戊型肝炎流

行的关键&因此!本研究结果为开展
()*

的监控

奠定了一定的基础&
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