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猪戊型肝炎病毒 RT － nPCR
检测方法的建立及应用
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摘要: 建立猪戊型肝炎病毒( Swine Hepatitis E Virus，SHEV) RT － PCR 检测方法，为 SHEV 的流行病学调查、临
床诊断提供可靠的技术手段。根据 SHEV 的基因组序列，设计并合成 2 对引物，以 SHEV 江西分离株 SHEV －
JX － 1 为模板，对反应条件进行了优化，建立了诊断 SHEV 的 RT － PCR 方法。该方法可从 SHEV － JX － 1 中扩

增出 230 bp 的片段，测序结果表明为 SHEV Ⅳ型基因片段; 对猪的其它病毒进行检测结果均为阴性; 能检测出

2． 5 × 10 －8μg 的 SHEV RNA; 对江西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%。实验建立的 RT － PCR 方法具有敏感、特异、重复性好的特点，可用于 SHEV 的分子流行

病学调查和临床快速诊断。
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Establishment and Application of
RT － nPCR Detection of Swine Hepatitis E Virus

ZHANG Xu，LUO Huo-liang，ZHANG Wen-bo* ，DENG Shun-zhou

( School of Animal Science and Technology，Jiangxi Agricultural University，Nanchang 330045，China)

Abstract: A detection method for Swine Hepatitis E Virus ( SHEV) with RT － PCR technique was estab-
lished as a reliable technological means for epidemiological investigation and clinical diagnosis of SHEV． Two
pairs of primers were designed and synthesized according to SHEV’s genome sequence． The SHEV strain iso-
lated from Jiangxi Province，SHEV － JX － 1，was taken as templates． The RT － PCR detection method for
SHEV was finally established with optimal reaction conditions． 230 bp fragment amplified from SHEV － JX －
1 through the above method was part of SHEV Ⅳ gene ． It was all negative to the results of the optimal exami-
nation method on other pig viruses． The established RT － PCR technique could identify 2． 5 × 10 －8μg RNA of
SHEV． Applied to testing some pig bile and intestinal contents collected from several pig farms in Jiangxi
Province，the positive rates were 10% and 4%，respectively． The RT － PCR detection method established in
this study has the characteristics of sensitivity，high specificity and good repeatability，may be used in molecu-
lar epidemiological investigation and rapid clinical diagnosis of SHEV．
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猪戊型肝炎病毒( Swine Hepatitis E Virus，SHEV) 为无囊膜的单股正链 RNA 病毒，直径为 27 ～
32 nm，表面粗糙，呈不规则球形［1］; 是引起猪戊型肝炎的病原体。在我国猪的感染是一个普遍现象。
报道显示，在我国的北京、上海、湖北、江西、浙江、新疆、长春、福建等 20 多个省均有不同程度的猪戊型

肝炎感染情况［2 － 7］。而且越来越多的研究表明猪源 HEV 与人源 HEV 基因组具有很高的同源性。因

此，猪戊型肝炎也被认为是人畜共患性疾病［8 － 9］。此外，猪也是异种器官移植的良好供体，随着异种器

官移植的不断增多，人被感染 SHEV 的风险性就会加大。
本实验根据 SHEV 的基因组序列，设计二对引物，通过优化反应条件，建立了 SHEV 的 RT － PCR 诊

断方法，并对临床采集的病料进行检测，以期为江西省 SHEV 感染的分子流行病学调查及快速诊断提供

技术支持。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 引物设计与合成 以 GenBank 登录( 登录号: DQ450072． 1) 的 SHEV 基因组序列，设计 2 对引

物。引物序列如下:

P1 : 5’－ CCGACAGAATTGATTTCGTCGGC －3’，P2 : 5’－ CCGTARGTCGACTGGTCGTACTC － 3’; P3 :

5’－ GTYGTCTCRGCCAATGGCGAGCC －3’; P4 : 5’－ KCGGCRGCGGTRAGRGARAGCCA －3’。
扩增片段大小为 230 bp。

1． 1． 2 猪 HEV 江西分离株( SHEV － JX1) 本实验室分离鉴定。
1． 1． 3 待检病料 胆汁 50 份及肠容物 50 份，采自江西省不同地区规模化猪场，编号为 D1 ～D50、C1 ～C50。
1． 1． 4 主要试剂 RNA 提取试剂 TRNzol 及 PCR 试剂购至北京天根生物有限公司、反转录酶( AMW)

及反转录试剂为 Promage 公司产品。
1． 2 SHEV RNA 的提取

取 SHEV 细胞培养物 200 μL; 加 800 μLTRNzol，剧烈振荡 15 s，室温静置 3 min; 加 160 μL 氯仿，剧

烈振荡 15 s，室温静置 3 min; 4 ℃12 000 r /min 离心 10 min，将上层水相转移到新的离心管中; 加入等

体积的异丙醇，混匀，冰上放置 20 ～ 30 min; 4 ℃12 000 r /min 离心 10 min，弃上清; 加 800 μL φ( 乙醇)

= 75% ( DEPC 处 理 过 的 水 配 制 ) ; 4 ℃ 12 000 r /min 离 心 10 min，弃 上 清，室 温 放 置 晾 干; 加 入

30 μLRNase － free ddH2O 溶解 RNA。
1． 3 RT － nPCR
1． 3． 1 RT 5 × RT Buffer 4 μL，dNTP( 25 mmol /μL) 3 μL，下游引物 2 μL，RNasin 0． 5 μL，AMV 1 μL，

RNA 模板 10 μL，42 ℃下水浴 1 h，95 ℃灭活 5 min，－ 20 ℃保存备用。
1． 3． 2 PCR 第 1 轮 PCR: 10 × PCR MIX 12． 5 μL，上下游引物各 0． 5 μL，cDNA 模板 5 μL，加 ddH2O
至总体积 25 μL; 94 ℃ 5 min，94 ℃ 45 s，54 ℃ 1 min，72 ℃1 min，35 个循环，最后 72 ℃ 延伸 8 min，4 ℃
保存备用。

第 2 轮 PCR: 以第 1 轮 PCR 产物作 1 000 倍稀释，取 2 μL 作 PCR 模板，其它条件均同第 1 轮 PCR。
第 2 轮 PCR 产物以质量分数为 1%琼脂糖凝胶电泳观察。

1． 4 特异性实验

以文献操作提取猪戊型肝炎病毒( SHEV － JX) 、猪瘟病毒( SF) 、蓝耳病毒( PRRS) 、高致病性蓝耳病

毒( HPPRRS) 阳性病料和正常猪胆汁的 RNA，伪狂犬病毒( PRV) 、圆环病毒( PCV) 、流行性乙型脑炎病

毒( JEV) 阳性病料的 DNA。以 P1 /P2、P3 /P4 为引物进行 PCR 或 RT － nPCR。
1． 5 敏感性实验

将纯化的猪戊型肝炎病毒( SHEV － JX) ) RNA，用紫外分光光度法定量后，取 2． 5 μg 进行倍比稀释

( 100 ～ 10 －8 ) ，进行 RT － nPCR 扩增。
1． 6 重复性实验

以本实验室建立的 RT － nPCR 对猪戊型肝炎病毒( SHEV － JX) 以及阴性猪胆汁进行重复性实验检

测，每组样品重复 3 次。
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M: 100 bp DNA Ladder; 1: SHEV － JX 株 RNA。
M: 100 bp DNA Ladder; 1: SHEV － JX genomic RNA．

图 1 RT － nPCR 方法可行性分析

Fig． 1 The results of RT － nPCR feasibility

1． 7 样品的初步检测

从江西省各规模化猪场收集的 50 份肠容

物和 50 份胆汁，提取 RNA，RT － nPCR 检测。

2 结 果

2． 1 RT － nPCR 检测方法的建立

以纯化的猪戊型肝炎病毒( SHEV － JX) 株

RNA 为模板，P2 作反转录引物进行反转录; 引

物 P1 / P2、P3 /P4 扩增 cDNA; 并选择不同退火

温度做对比实验。结果，在退火温度为 54 ℃
时可扩增到 1 条大小约 230 bp 的条带。测序

结果表明，扩增的条带是猪戊型肝炎病毒Ⅳ型

的特异性序列( 图 1) 。
2． 2 特异性试验

以建立的 RT － nPCR 对猪常见病毒病的阳

性病料进行检测，结果表明本方法只对猪戊型

肝炎病毒( HEV) 产生特异性扩增( 图 2) 。
2． 3 敏感性试验

SHEV RNA 定量后做 10 倍系列稀释( 2． 5 × 10 －1、2． 5 × 10 －2、2． 5 ×10 －3、2． 5 ×10 －4、2． 5 ×10 －5、2． 5 ×
10 －6、2． 5 × 10 －7、2． 5 × 10 －8 μg) ，以已建立的方法分别扩增。结果，RNA 浓度为 2． 5 × 10 －8 μg 时，本方

法仍能扩增到条带( 图 3) 。

M: : 100 bp DNA Ladder; 1 ～ 8 为: SHEV － JX、SF、
PRRS、HPPRRS、正常猪胆汁、PRV、PCV、JEV。
M: : 100 bp DNA Ladder; 1 ～ 8: SHEV － JX、SF、
PRRS、HPPRRS、Normal pig bile、PRV、PCV、JEV．

图 2 RT － nPCR 方法特异性分析

Fig． 2 The results of RT － nPCR specificity

M: 100 bp DNA Ladder; 1 ～ 8 为: SHEV － JX 株 RNA

2． 5 ×10 －1、2． 5 ×10 －2、2． 5 ×10 －3、2． 5 ×10 －4、2． 5 ×10 －5、

2． 5 × 10 －6、2． 5 × 10 －7、2． 5 × 10 －8 μg 检测结果。
图 3 RT － nPCR 方法敏感性分析

Fig． 3 The results of RT － nPCR sensitivity

2． 4 重复性试验

用该方法对 HEV RNA 进行 3 次重复检测，结果完全一致，说明本方法重复性良好( 图 4) 。
2． 5 样品检测

对收集的粪便和胆汁进行检测，结果表明，粪便的阳性率为 4%，胆汁的阳性率为 10% ( 图 5) 。

3 讨 论

由于 SHEV 感染多呈隐性感染，并可在混合感染中加重病情，但无明显戊型肝炎症状，因此判断猪
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M: 100 bp DNA Ladder;
1 ～ 3: SHEV － JX 株 RNA。
M: 100 bp DNA Ladder;

1 ～ 3: SHEV － JX genomic RNA．
图 4 RT － nPCR 方法重复性分析

Fig． 4 The results of RT － nPCR repeatability

M: 100 bp DNA Ladder;
1 ～ 4: 肠容物样品; 5 ～ 8: 胆汁样品。

M: 100bp DNA Ladder;
1 ～ 4: Intestinal content; 5 ～ 8: Bile．

图 5 样品检测

Fig． 5 The results of RT － nPCR repeatability

是否感染 HEV 主要通过实验室手段来确认。目前用于 SHEV 的检测方法主要有免疫电镜法、免疫荧光

法、传统 PCR 法、real － time RT － PCR 法、原位杂交法、ELISA 法、血清中和法、免疫印记法等［10］。免疫

电镜法与免疫荧光法稳定性差且灵敏度低; 传统 PCR 法假阳性率高; real － time PCR 法灵敏度高但成本

高，难以在基层推广应用; 原位杂交法虽可精确定位病毒或其 RNA 组分，但也存在操作复杂的缺点; 检

测血清 HEV 抗体的 ELISA 试剂盒，其敏感性和特异性尚不能令人满意; 血清中和法是证实戊肝暴发流

行快速有效 的 方 法，但 其 操 作 复 杂，也 有 非 病 毒 成 分 导 致 假 阳 性 的 可 能。套 式 RT － PCR ( RT －
nPCR) ［11］使用两对引物( 套式引物: 一对外引物和一对内引物) 进行两次 PCR 反应，从而降低了扩增多

个靶位点的可能性( 因为与两套引物都互补的引物很少) 增加了特异性; 又有两对 PCR 引物与检测模板

结合，敏感性和可靠性大大提高，因此在检测极低含量的 DNA 或 cDNA 时有明显的优势。目前该方法

在多种病毒的检测中应用较广。
SHEV 在动物组织器官、血清和粪便中的载量低，持续时间短，因此建立 RT － nPCR 是准确、快速诊

断猪戊型肝炎的基础工作。而建立能在临床上诊断 SHEV RT － nPCR 方法的关键是设计合适的套式引

物。本研究依据 Genbank 中登录的 SHEV 序列为模板，通过 BLAST 比较，选择保守序列，同时充分考虑

序列的变异，设计 2 对套式简并引物，以尽可能降低因病毒基因序列变异造成的假阳性和假阴性率，提

高检测的准确率。
以建立的 RT － nPCR 对猪常见病毒病的阳性病料进行检测，结果表明本方法只特异性扩增 SHEV

的目的片段，与猪的其它病毒均无交叉反应; 通过优化条件，本方法可检出 SHEV RNA 的最低含量为 2． 5 ×
10 －8 μg 的样品，灵敏度高，可用于 SHEV 载量低样品的快速检测; 在检测的样品中随机抽取 20 份扩增

产物进行测序比对，结果序列的同源性均在 98． 2% ～99． 7%，表明本方法稳定性高，同时也表明猪戊型

肝炎存在准种现象( 另文发表) 。这些结果也提示本方法可用于建立快速检测 SHEV 的试剂盒。
SHEV 经口侵入机体［12］，从肠道经门静脉感染肝细胞，在肝细胞浆内增殖，增殖的子代病毒可进入

血液出现短暂的病毒血症，并可分泌进入胆汁中。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［13］。因此，SHEV 载量较高的应是猪胆汁、肠内容物和粪便。猪粪便较易收

集，且可进行无损检测，是目前检测猪戊型肝炎病毒的最常用的材料。笔者研究中，用建立的 RT －
nPCR 方法对采集的 100 份 3 ～ 4 月龄猪粪便进行 SHEV 检测，结果均为阴性。对于造成这一现象的原

因，可能与粪便样品的收集方式有关，若粪便散落，则会增大阳性粪便和阴性粪便的污染机率，难以保证

结果一致。
根据 SHWV 在猪体内的增殖规律和采集材料交叉污染概率低等，本实验选择胆汁和肠内容物作为
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检测的起始材料。结果表明，胆汁中病毒检出率为 10%，肠内容物中病毒检出率为 4%，与国内外文

献［14 － 17］报道的结果基本一致。表明，从胆汁和肠内容物中检测 SHEV，是较为可靠、能真实反映感染率

的方法之一。
由于 SHEV 的可跨物种感染人，特别是从事与猪相关的兽医、屠宰人员及检疫员等职业人群［18］; 同

时猪被公认是人类器官移植的供体首选动物［19］，因此准确诊断 SHEV 就有着非常重要的公共卫生学意

义。虽然 SHEV 只有一个血清型，但不同地区分离和鉴定的 SHEV 基因型和生物学特性并不完全相同，

加之，目前 SHEV 仍无可靠的体外培养方法［20］，对 SHEV 的准确诊断标准和流行病学调查结果难尽人

意。因此，研究开发敏感、特异的用于临床检测、流行病学调查诊断方法和试剂盒仍是未来 SHEV 的研

究方向之一。
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