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"摘要#

!

目的
!

探讨人戊型肝炎病毒"

P1U

#的部分编码区序列能否作为其基因组分型的依据$方法
!

从

);GQDGN

中查找并下载全基因组测序完整的能感染人类的
P1U

基因组及蛋白序列共
"/

株!用
,F=>@DFb

程序对

"/

株
P1U

全序列以及部分编码区序列进行多序列比对!并用
@&;;J".

绘制基因进化树!研究其进化关系$结果
!

P1U

的基因组全长
62/NK

&而衣壳蛋白和甲基转移酶的编码序列分别为
$7!.K

<

和
/8/K

<

!这
.

种蛋白的多序列

比对和进化分析结果与完整基因组的分型结果相符$结论
!

衣壳蛋白和甲基转移酶可作为
P1U

的分型依据!且

是一种更简便%快捷的方法$

"关键词#

!

戊型肝炎病毒&

!

基因型&

!

衣壳蛋白&

!

甲基转移酶

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$2&$$&%/%

文献标志码$

4

文章编号$

$56.(78//

"

.#$/

#

$$($/8/(#.

F3

=

,+<

=

>56;+-3-<?;6D

H

96>3-,@;>3,;73-B;:,;<@5>

4

;-56

H=

+-

4

5@D;

=

36+6+,U8+>:,

!

#G</*

F

+:/*

F

#

.B%&-@)+

58*

F

#

$

2)

3

4567)*68

9

<4=854685

>

1)C/;/*)

#

L(4*

F

(4/1@*/;/

3

4:#8A

3

/64:8

9

?54C/6/8*4:"(/*)A)1)C/;/*)B

9

+

9

/:/46)C68L(4*

F

(4/?"1G*/H)5A/6

>

#

L(4*

F

(4/.###6$

#

"(/*4

%

&

AB,6>376

'

!

"B

*

;76+8;

!

9'=G3;&>@DG3@:;

<

D&@'?@:;E'3AG

H

&;

H

A'GEDGK;=>;3D>@:;KD>A>?'&@:;

H

;G'@

B<

AG

H

'?:;

<

D@A@A>1JA&=>

$

P1U

%

2C;6D5<,

!

9:A&@

B

(?AJ;?=FF(F;G

H

@:>;

e

=;GE;>'?P1UE=&&;G@F

B

DJDAFDKF;AG);GQDGNC;&;

3'CGF'D3

#

DG3>;

e

=;GE;DFA

H

GI;G@DG3;J'F=@A'GD&

B

DGDF

B

>A>'?@:;>;@:A&@

B

(?AJ;?=FF(F;G

H

@:>;

e

=;GE;>DG3

<

D&@'?@:;

E'3AG

H

&;

H

A'GC;&;3'G;2E;,:96,

!

9:;E'I

<

F;@;

H

;G'I;'?P1U CD>62/NKAGF;G

H

@:

#

C:AF;,D

<

>A3%&'@;AGCD>

$7!.K

<

#

S;@:

B

F@&DG>?;&D>;CD>/8/K

<

29:;&;>=F@'?>;

e

=;GE;DFA

H

GI;G@DG3;J'F=@A'GD&

B

DGDF

B

>A>'?@:;@C'NAG3>

'?

<

&'@;AGC;&;E'G>A>@;G@CA@:@:;E'I

<

F;@;

H

;G'I;'?P1U2F5-79:,+5-

!

9:;>;

e

=;GE;'?,D

<

>A3%&'@;AGDG3S;@:(

B

F@&DG>?;&D>;A>>:'&@;&

#

DG3EDGK;=>;3D>@:;KD>A>?'&@:;

H

;G'@

B<

AG

H

'?P1U

#

C:AE:A>I'&;>AI

<

F;DG3&D

<

A32

&

G;

H

I5><,

'

!

:;

<

D@A@A>1JA&=>

(

!H

;G'@

B<

;

(

!

ED

<

>A3

<

&'@;AG

(

!

I;@:

B

F@&DG>?;&D>;

!!

戊型肝炎病毒$

P1U

%引起的戊型肝炎是一种经粪
(

口途

径传播的传染病#是发展中国家重要的公共卫生问题之一)

$(.

*

+

孕妇患病率较高#且病情严重#常出现流产,死胎或急性肝坏

死)

"

*

+

P1U

是单股正链
*04

病毒#有
"

个开放读码框

$

Y*Z

%

)

8

*

+

Y*Z$

主要编码
/

种非结构蛋白!甲基转移酶,木

瓜样半胱氨酸蛋白酶,多聚脯氨酸铰链,解旋酶和
*04

依赖

的
*04

聚合酶(

Y*Z.

为病毒的主要结构蛋白编码区#主要编

码衣壳蛋白+

戊型肝炎的诊断和疫苗的研制均涉及
P1U

分型#有报道

显示戊型肝炎发病的严重性及预后与
P1U

基因类型相关+

目前能感染人类的
P1U

分为
8

个基因型#主要是根据各

P1U

分离株全基因序列的核苷酸同源性#由于采用了全部的

基因信息#因此结果最为准确)

/

*

+但全基因测序费时费力#且

序列较长#比对较困难#甚至无法进行#所以多数研究人员致力

于设计出更为简便和有效的分型方法+国内外研究者大多选

取
P1U

部分基因序列替代全基因序列进行基因分型+本研

究选取
P1U

部分基因序列探讨能否替代全基因序列进行基

因分型#报道如下+

$

!

资料与方法

$2$

!

P1U

参考株
!

,:A(VT$

株$

0,

1

##$8"8

%为基因型
8

型#

是
);GQDGN

中测序最全且准确的+基因
.

型只有墨西哥分离

株$

S1V($8

%的全基因序列收录在
);GQDGN

中#在此不列入研

究#主要对基因
$

,

"

,

8

型进行探讨+

$2/

!

多序列比对和系统进化分析
!

多序列比对是序列分析的

基础#有时用来区分
$

组序列之间的差异#但其主要用于描述

$

组序列之间的相似性关系#生成系统树图#将序列按相似性

分组+目前使用最广泛的多序列比对程序是
,F=>@DFb

+本组

使用
,F=>@DFb

程序对
"/

株
P1U

全序列进行多序列比对#用

@&;;J".

绘制基因进化树#研究其进化关系+

$2'

!

核苷酸序列比对和系统进化分析
!

从
0,QM

$

:@@

<

!""

CCC2GEKA2GFI2GA:2

H

'J

%的
);GQDGN

中查找并下载全基因组

测序完整的,能感染人
P1U

基因组及蛋白序列共
"/

株#其中

$

型有
$.

株#

"

型有
7

株#

8

型有
$8

株+利用
,F=>@DFb

和

@&;;J".

软件对
P1U

的全基因组以及
P1U

编码的蛋白质基

因片段分别进行多序列比对#进行基因进化树和同源性分析+

/

!

结
!!

果

/2$

!

"/

株
P1U

的全基因组多序列比对结果
!

将测序完整的

"/

株
P1U

基因组用
,F=>@DFb

进行多序列比对#

@&;;J".

进

行进化树分析+如不考虑测序误差#图
$

显示全基因序列的多

序列比对将
"/

株
P1U

分成
"

个基因型#每株病毒的分型结

果都与
);GQDGN

一致+基因
$

型的
P1U

集中在右下支#基因

"

型集中在左下支#而基因
8

型集中在上支#提示
P1U

全基因

组的多序列比对及进化树分析可用于基因分型+见图
$

+

/2/

!

衣壳蛋白的基因序列对
P1U

的基因分型
!

本组从
);G(

QDGN

中查找的
"/

株人
P1U

几乎都有其编码的核衣壳蛋白序

列$除
R

,

,:A(PQ

%+将编码这些衣壳蛋白的基因序列用
,F=>@(

-

/8/$

-
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DFb

进行比对#并用
@&;;J".

进行进化分析+图
.

和图
$

进行

比较#提示编码
P1U

病毒衣壳蛋白的基因序列和全基因序列

的多序列比对#在
P1U

的分型取得了一致的结果#同时也将

"/

株
P1U

分成了
"

个基因型#且每株病毒都被正确地归类到

该基因型中+但比对的基因序列长度#前者只有
.NK

左右#而

后者却有
62/NK

#极大地节约了测序成本#也减少了操作时间#

表明
P1U

的衣壳蛋白的基因序列也可作为
P1U

的分型依

据+见图
.

+

图
$

!

"/

株
P1U

全基因组进化树

图
.

!

""

株
P1U

衣壳蛋白基因序列进化树

图
"

!

"/

株
P1U

甲基转移酶基因序列进化树

/2'

!

甲基转移酶的基因序列可用于
P1U

的基因分型
!

甲基

转移酶是
P1U

的非结构蛋白之一#与病毒
*04

复制相关#长

度仅为
/8/K

<

+本组用同样的方法将甲基转移酶的基因序列

也进行多序列比对和系统进化树分析#显示编码
P1U

病毒甲

基转移酶的基因序列和全基因序列的多序列比对在
P1U

的

分型也取得了一致结果#均将
"/

株
P1U

准确地分成了
"

个

基因型#虽然各个基因型内部的进化树有所不同#但每株病毒

都被正确地归类到该基因型中#所以可以把甲基转移酶也作为

P1U

的分型依据+见图
"

+

'

!

讨
!!

论

我国是戊型肝炎的主要流行区之一#自
.#

世纪
/#

年代被

首次报道以来#由于实验室检测技术的局限#其发病率和感染

率一直被低估+近几年来#戊型肝炎患者例数逐渐上升#严重

危害人们的健康#降低其生活和工作质量#因此对
P1U

的研

究尤其重要)

5(6

*

+

免疫学诊断是目前我国临床戊型肝炎诊断的主要手段#用

P1U

重组抗原检测
P1U

抗体是主要方法之一#但受包被抗

原的特异性和敏感性限制(也可同时进行
P1U*04

的
%,*

检测#但不同
P1U

基因型常对引物有一定的选择性#不易找

到具有普遍,通用性的高灵敏引物#目前应用较多的是
P1U

Y*Z.

区域内
$/#G@

片段+

戊型肝炎发病的严重性还受到
P1U

基因类型的影响#虽

然其一直被认为是急性自限性疾病#一般无慢性病患者+但已

有的研究却发现一些服用免疫抑制剂的器官移植患者,人类免

疫缺陷病毒$

PMU

%感染者等出现慢性
P1U

感染#并被确诊为

基因
"

型
P1U

感染)

!($$

*

+而
P1U

的持续感染在基因
$

,

.

型

感染者还未见报道+也有研究显示感染
P1U

基因
8

型感染

患者比
"

型患者发病更严重)

$.

*

+因此#为了可以更好地判断

戊型肝炎的病情及预后#需快速,准确地对
P1U

进行基因

分型+

传统的
P1U

分型是基于全基因序列的比对分析#虽然准

确性较高#一旦序列比较长#待比较的序列数目较多时#比对时

间延长#甚至无法进行#改进的方法是可以选取全序列的某一

片段来替代全基因组序列进行比对+本研究从
);GQDGN

中下

载
"/

株测序完整的,能感染人类的
P1U

基因组及蛋白序列#

其中
$

型有
$.

株#

"

型有
7

株#

8

型有
$8

株$由于基因
.

型只

有墨西哥分离株
S1V($8

的全基因序列收录在
);GQDGN

中#

在此没有列入研究%+

本组对
"/

株
P1U

的衣壳蛋白和甲基转移酶分别用

,F=>@DFb

进行多序列比对#并用
@&;;J".

绘制进化树#描述各

病毒株之间的亲缘关系#发现结果与全基因序列的比对结果一

致#皆可分为
$

,

"

,

8

型#虽然各型内的进化关系稍有不同#但基

因型的分类与
);GQDGN

中的报道一致+

P1U

基因组全长为

62/NK

#与其相比#本组选取的片段具有更大的优势#其中衣壳

蛋白编码序列为
$7!.K

<

#甲基转移酶仅为
/8/K

<

+

综上所述#通过本研究发现#对
P1U

进行基因分型#可以

不对病毒全部基因组序列进行测序#只需设计合适的引物扩增

出衣壳蛋白或甲基转移酶#并将
%,*

产物测序作进化树分析

即可#从而为
P1U

的分型找到了一种更简便,更快速的方法+

当然这只是从生物信息学的角度探讨
P1U

的初步分型#至于

临床的具体应用还有待于进一步的探讨和研究+
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栓形成中发挥着重要作用+

+DNDA

等)

.

*对
4SM

患者的冠状动脉血栓进行细胞学检查#

发现
58O

的血栓标本中有
1Y+

浸润#从病理学角度证实了

1Y+

参与炎性反应#促进血栓形成+目前关于
1Y+

导致血栓

事件的研究多集中于嗜酸性粒细胞增多症$

P1+

%+有研究报

道#特发性
P1+

患者约
./O

可发生血栓栓塞事件#其包括冠

状动脉栓塞,脑血管栓塞,主动脉栓塞,腹部脏器及周围动脉栓

塞或血栓形成+田庄等)

5

*对
P1+

患者心脏受累的情况进行研

究#发现有大量
1Y+

浸润心肌#并发现有冠状动脉受累情况+

1Y+

参与炎性反应,促进血栓形成的病理机制目前尚不

清楚#可能原因!

1Y+

通过脱落颗粒#释放主要的碱性蛋白和

嗜酸性阳离子蛋白而发挥作用+带阳离子基团的碱性蛋白与

凝血调节蛋白中的阴离子基团结合#损害其抗凝血活性#从而

促进血栓形成+阳离子蛋白能够激活血小板促进血栓形成+

并且
1Y+

本身可以释放血小板活化因子及白三烯#促进其聚

集#增强血管通透性#破坏血管内皮#导致血栓形成)

6($#

*

+

综上所述#

4SM

患者外周血中
1Y+

含量及百分比较健康

对照者明显减少#且与
:>(,*%

呈负相关#分析
1Y+

可能参与

了炎性反应#促进血栓形成+但是
:>(,*%

不具有特异性#急

性感染,创伤或系统性炎性疾病均可导致其水平升高#应用具

有局限性+外周血中
1Y+

有昼夜周期性波动#且其含量受到

血液中肾上腺皮质释放糖皮质激素含量有关#这些因素均可导

致研究结果的偏差+故证实
4SM

患者外周血中
1Y+

的变化

及其与
:>(,*%

的关系尚需更深入的研究+
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