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Abstract
AIM: To analyze the correlation of serum hepa-
titis E virus (HEV) ORF2 antigen with other 
serum markers of HEV infection and assess the 
significance of HEV ORF2 antigen detection for 
the diagnosis of HEV infection.

METHODS: Serum samples collected from 
sporadic hepatitis E patients were detected 
for anti-HEV IgM, anti-HEV IgG and HEV-Ag 
using ELISA kits. HEV RNA was detected by 
RT-Nested-PCR. The use of hepatitis E virus 
antigen as an early diagnostic marker for HEV 

infection was evaluated by comparing with 
HEV RNA detection.

RESULTS: Among 116 samples collected for 
the first time after patient admission to the hos-
pital, 5, 21, 63 and 27 were IgM-IgG-, IgM+ IgG-, 
IgM+IgG+ and IgM-IgG+, respectively, and the 
HEV-Ag positive rate in each group was 100% 
(5/5), 90.5% (19/21), 61.9% (39/63) and 3.7% 
(1/27), respectively. Out of the 64 HEV-Ag posi-
tive samples, 40 (62.5%, 40/64) were HEV RNA 
positive; while out of the 52 HEV-Ag negative 
samples, only 1 (1.9%, 2/52) was HEV RNA pos-
itive. The consistency between ELISA for ORF2 
antigen detection and RT-PCR for HEV RNA 
was good (Kappa value = 0.582).

CONCLUSION: The presence of HEV antigen 
is correlated with HEV RNA in serum samples 
of hepatitis E patients. HEV antigen detection is 
useful for the early diagnosis of acute hepatitis E.  

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要  
目的:  研 究 戊 型 肝 炎 患 者 戊 型 肝 炎 病 毒
(hepatitis E virus, HEV)-Ag与其他检测指标的
相关关系, 评价HEV-Ag检测在临床诊断戊型
肝炎中的意义.  

方法: 116例急性戊型肝炎患者血清标本应用
酶联免疫吸附试验试剂盒进行抗HEV IgM、

抗HEV IgG和HEV-Ag检测, 应用RT-Nested-
PCR进行HEV RNA检测. 通过比较分析血清
中HEV-Ag与HEV RNA检测结果, 对HEV-Ag
检测的临床意义进行评价.  

■背景资料
HEV RNA的检测
有助于戊型肝炎
的早期诊断及慢
性肝炎的诊断, 但
由于实验程序复
杂、成本高等原
因 ,  实 际 应 用 较
少. HEV感染时血
清中能检测到抗
HEV ORF2抗原, 
目前我国已开发
了抗HEV ORF2
抗原的ELISA检
测试剂盒.
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结果: 诊断为戊型肝炎的116例患者初次采
集的血清进行H E V感染标志物的检测 ,  其
中55.2%(64/116)为HEV-Ag阳性. 116例患者
中分别有5、21、63和27例为抗HEV IgM-

IgG-、IgM+ IgG-、IgM+IgG+和IgM-IgG+, 这4
组中HEV-Ag的检出率分别为100%、90.5%、

61.9%和3.7%. 64例抗原阳性样本中40例
(62.5%, 40/64)为HEV RNA阳性, 而52抗原阴
性样本中只有1例(1.9%, 1/52)为HEV RNA阴
性, 对HEV-Ag检测和HEV RNA检测的结果进
行相关性分析, Kappa指数为0.582, 显示血清
中HEV-Ag检测和HEV RNA检测具有比较好
的一致性.  

结论: HEV-Ag与HEV RNA的检测结果具有较
好的一致性, HEV-Ag检测有助于戊型肝炎的
早期诊断及慢性感染的诊断.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 一些戊型肝炎患者初次就诊时, 血清

中尚未出现抗HEV抗体, 但能检测到HEV-Ag或

HEV RNA; HEV-Ag与HEV RNA的出现存在较好

一致性; 检测抗HEV IgM的同时开展HEV-Ag的

检测, 能够提高戊型肝炎的临床诊断水平.

耿彦生, 李红权, 张宏馨, 廉海晨, 李军, 耿坤静, 周艳春. 戊

型肝炎患者血清O R F2抗原的检测及临床意义.  世界华人

消化杂志  2013; 21(36): 4153-4157 URL: ht tp: / /www.
wjgnet.com/1009-3079/21/4153.asp DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i36.4153

0  引言

戊型肝炎是由戊型肝炎病毒(hepatitis E virus, 
HEV)感染引起的一种病毒性肝炎. 我国是戊型

肝炎的主要流行区之一, 近年来戊肝发病率有

上升趋势. 戊型肝炎以急性肝炎为主, 也可引起

重症肝炎. 免疫功能低下的患者感染HEV后, 可
发展为持续性感染和慢性戊型肝炎.  

急性戊型肝炎的临床表现与甲型肝炎类似, 
典型的特征为一过性的病毒血症和转氨酶升高. 
戊型肝炎的潜伏期为15-60 d, 发病后1 wk左右血

清中能够检测到HEV RNA, 3-4 wk后HEV RNA
消失; 粪便中HEV RNA的出现和消失都稍晚于

血清, 持续时间2-3 wk; 发病后转氨酶水平升高, 
一般3 wk左右恢复正常[1,2]. 由于戊型肝炎与其

他急性病毒性肝炎的临床表现类似, 需要通过

病原学检测进行确诊. 目前急性戊型肝炎的实

验诊断比较常用的方法是应用酶联免疫吸附试

验(ELISA)检测血清中的抗HEV IgM抗体, 或对

抗HEV IgG抗体进行动态检测[2,3]. 但由于病毒抗

体的产生需要一定时间, 一些患者就诊时可能尚

处于病毒感染的“窗口期”, 即已有病毒血症但

并不能检测到抗体, 因此PCR检测血清中的HEV 
RNA有助于急性戊型肝炎的早期诊断[4]. HEV慢

性感染通常发生在免疫抑制患者, 由于免疫力

低下, 抗体的产生受到影响, 患者体内虽然有病

毒, 但可能检测不到抗HEV抗体, 因此慢性戊型

肝炎的诊断主要依靠对HEV RNA的检测. 虽然

HEV RNA检测是诊断HEV感染的可靠方法, 但
由于进行RT-PCR的样本保存条件要求高、检

测程序复杂、检测成本高以及易污染产生假阳

性等原因, 在实际临床诊断中很少应用. 病毒抗

原检测的方法易操作、成本低, 已成功用于一

些病毒性疾病的诊断中[5-7]. HEV感染后在血清

和粪便样本中能检测到HEV抗原, 我国已经开

发了HEV抗原(HEV-Ag)ELISA试剂盒[8]. 本文旨

在研究戊型肝炎患者血液中HEV-Ag的出现与

HEV RNA的相关关系, 分析HEV ORF2抗原检

测在戊型肝炎临床诊断中的意义.  

1  材料和方法   

1.1 材料 选择2010-07/2012-06于辽宁省和河北

省的两地市级传染病院疑似戊型肝炎并根据医

嘱进行抗HEV抗体检测的患者, 保留其静脉血

血清, -80 ℃冻存备用. 戊型肝炎的诊断参照戊

型病毒性肝炎诊疗规范[4], 排除酒精、药物、

自身免疫性肝损害, 同时排除H AV、H B V、

HCV、HDV及CMV和EBV感染. 诊断为戊型肝

炎的患者, 应用留存的血清进行抗HEV IgM、抗

HEV IgG、HEV-Ag及HEV RNA检测. 本研究方

案经河北大学医学部伦理委员会批准.  
1.2 方法

1.2.1 抗HEV抗体及HEV-Ag检测: 应用北京万泰

生物药业有限公司的酶联免疫吸附法检测试剂

盒进行血清抗HEV IgM、抗HEV IgG及HEV-Ag
的检测. 其中HEV-Ag ELISA检测试剂盒采用双

抗体加心法, 应用单克隆抗体捕获并检测HEV 
ORF2蛋白. 检测过程按照试剂盒说明书进行, 反
应终止后用酶标仪进行吸光度(A )值测定, 计算

S/CO值(S = 样本A值, CO = 临界值), S/CO值>1
判断为阳性.  
1.2.2 HEV RNA的检测: 应用北京全式金生物有

■创新盘点
本研究显示戊型
肝 炎 患 者 血 清
HEV-Ag与HEV 
RNA的检测结果
具有较好一致性;    
HEV-Ag检测有助
于戊型肝炎的早
期诊断.  
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限公司的EasyPure Viral DNA/RNA Kit对血清样

本进行RNA提取. 按照试剂盒说明书从200 μL
血清中提取病毒RNA, 用40 μL纯水对所提取的

RNA进行回收. 取10 μL RNA提取物, 应用全式

金TransScript First-Strand cDNA Synthesis Su-
perMix试剂盒, 使用随机引物合成基因组cDNA, 
反应条件为42 ℃ 30 min. 取7 μL第一链进行

cDNA RT-Nested-PCR的第一轮扩增, 引物为

SEBO1: 5'-AAY TAT GCW CAG TAC CGG GTT 
G-3', SEEO1: 5'-CCC TTA TCC TGC TGA GCA 
TTC TC-3'; 取第一轮PCR产物2 μL作为模板进

行第二轮扩增, 引物为 SEBI1: 5'-GTY ATG YTY 
TGC ATA CAT GGC T-3', SEBI1: 5'-GTY ATG 
YTY TGC ATA CAT GGC T-3'. PCR反应条件与

以前报道相同[9]. 扩增片段长348 nt, 位于HEV基

因组的ORF2区域.  
1.2.3 基因序列的测定及分析: PCR产物DNA序

列测定由北京华大基因科技有限公司进行, 测
序引物为SEBI1和SEEI1, 双向进行. 应用DNA 
Star、MEGA5.2等生物软件对测得PCR片段的

基因序列与GenBank中的有代表性不同基因型

HEV基因序列进行比对及基因进化树分析, 确
定病毒的基因型.  

统计学处理 应用SPSS17.0进行统计学分析, 
组间率的比较应用χ2检验, P <0.05为差异有统计

学意义; 应用Kappa指数对HEV-Ag检测与HEV 
RNA检测的一致性进行分析.  

2  结果

2.1 抗HEV抗体及HEV-Ag检测 选择2010-07/2012-06
根据戊型病毒性肝炎诊断标准 (行业标准

ws301-2008, 卫生部)诊断为戊型肝炎并且其留

存静脉血清允许进行本研究的患者共116例. 入
院后第1次(入院后1-3 d)采集的静脉血血清抗

HEV抗体及抗原检测, 结果抗HEV IgM和抗HEV 
IgG均为阴性(IgM-IgG-)、抗HEV IgM阳性而抗

HEV IgG阴性(IgM+IgG-)、抗HEV IgM阳性和

抗HEV IgG均阳性(IgM+IgG+), 以及抗HEV IgM
阴性而抗HEV IgG阳性(IgM-IgG+)的病例数分

别为所占比例分别为4.3%(5/116), 18.1(21/116), 
54.3(63/116)和23.3%(27/116), 其中血清抗HEV 
IgM+IgG+的病例所占比例最高.   

在116位患者初次就诊时, 64例血清HEV-
Ag阳性, 阳性率为55.2%(表1). 在以抗HEV抗体

的出现为标志的病毒感染的不同时期, 患者血

清抗原阳性率有明显差异, 有5例患者入院时抗

HEV IgM和抗HEV IgG为阴性但HEV-Ag为阳

性, 阳性率为100%(表1). 而另外3组血清HEV抗

原阳性率分别为90.5%(19/21)、58.7%(39/63)和
3.7%(1/27), 显示随着血清中抗体的变化抗原从

出现到减弱的过程(表1).  
本研究中, 5例入院时血清抗HEV IgM-IgG-

的患者, 入院后第2周又进行了抗HEV IgM和

抗HEV IgG检测, 结果抗HEV IgM均转为阳性, 
表明血清中HEV-Ag的出现可能会早于抗HEV 
IgM.  
2.2 HEV-Ag与HEV RNA的相关关系 对116例患

者的入院后初次采集的血清进行HEV RNA检

测, 其中41例为HEV RNA阳性, 阳性率为35.3%. 
血清中HEV-Ag的出现与HEV RNA的出现具有

相关性, 在HEV-Ag阳性的64个血清样本中40
个为HEV RNA, 检出率为62.5%; 而52个HEV-
Ag阴性的样本中只有1个为HEV RNA阳性, 检
出率为1.9%, 前者的检出率高于后者(χ2 = 21.2, 
P <0.01)(表2). 对HEV-Ag与HEV RNA两种指标

检测结果进行相关性检测, Kappa指数为0.582, 
显示两种检测结果的一致性较好, 只是HEV-Ag
的检出率高于HEV RNA. 62个HEV-Ag阳性样本

中的41个HEV RNA同时阳性的样本, S/CO值的

中位数为9.74; 而22个HEV RNA阴性样本S/CO
值的中位数为3.58. 总体来看, 在HEV-Ag阳性

样本中能检测到HEV RNA的样本, 其ELISA的

S/CO值高于未检测到HEV RNA的样本(图1).  
2.3 戊性肝炎患者HEV基因分型 对41例患者血

■应用要点
目前戊型肝炎的
特异性诊断主要
通过ELISA方法
检 测 血 清 中 抗
H E V I g M 抗 体 , 
同 时 进 行 H E V-
Ag检测 ,  有助于
提高戊型肝炎的
诊断水平. 
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表  1  患者入院时血清抗HEV抗体及HEV-Ag检测结果

     血清抗体 
      n

                    抗原阳性

(抗HEV IgM/抗HEV IgG)   病例数 阳性率(%)

IgM-/IgG-       5     5     100

IgM+/IgG-     21   19       90.5

IgM+/IgG+     63   39       61.9

IgM-/IgG+     27     1         3.7

Total   116   64       55.2
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■同行评价
本文具有一定临
床指导意义.

清中HEV RNA的PCR扩增产物进行序列测定, 
基因进化树分析显示41个HEV病毒分离株中分

别有37株、3株和1株各属于基因4型、基因1型
和基因3型. 这些基因序列已提交GenBank(基因

型序列登录号为: KF691570-KF691670).  

3  讨论

我国是戊型肝炎的流行区, 许多地区曾有规模

不等的戊性肝炎的暴发流行, 近年散发病例的

报告数有增加趋势. 长期以来, 戊型肝炎的特异

性诊断主要应用ELISA方法检测抗HEV IgM和

IgG抗体. 抗HEV IgM检测灵敏度较高、方法简

便、易于操作, 但若初诊患者采血时间在HEV
感染窗口期, HEV抗体未产生, ELISA检测则无

法给出可靠的检测结果. 而核酸可在HEV感染

的早期或窗口期检出, 有利于HEV感染的早期

诊断[8]. 与2008年卫生部制定的《戊型病毒性肝

炎诊断标准》(ws301-2008)相比, 中国医师协会

2009年制定的《戊型病毒性肝炎诊疗规范》中

HEV急性感染的诊断指标增加了HEV RNA的检

测: 在诊断为急性肝炎的基础上, (1)血清HEV-
IgM阳性; (2)急性期和恢复期血清具有HEV-IgG
抗体滴度4倍及以上增长; (3)血清和/或粪便HEV 
RNA阳性, 三项指标中一项阳性即可作为急性

戊型肝炎的诊断依据[4]. 本研究中, 有5例患者

入院时初次检测抗HEV IgM和IgG均为阴性, 但
HEV RNA检测为阳性, 1 wk后抗HEV IgM检测

结果均转为阳性, 这个结果与以前的报告一致, 
表明在抗HEV抗体出现之前, 一些患者血清中

即可检测到HEV RNA.  
虽然血清中RNA的检测有助于急性戊型肝

炎的早期诊断, 但目前应用PCR检测HEV RNA
在临床诊断中很少应用, 其原因除了检测结果

不稳定, 容易出现假阳性或假阴性外, 更主要的

原因是样本采集及及保存条件要求严格、实验

操作程序复杂及检测成本高. 而HEV-Ag检测则

简单、易操作、成本低. 目前HEV-Ag检测主要

针对HEV ORF2抗原. HEV病毒基因组包含3个

开放读码框(ORFs), 分别编码三种蛋白分子, 其
中ORF2蛋白为病毒衣壳蛋白, 在病毒感染、吸

附、入侵及包装等一系列病毒活动过程中具

有重要作用[10]. 研究发现戊型肝炎患者和感染

HEV的实验动物血清和粪便中能检测到ORF2
抗原, 并且ORF2抗原的出现与HEV RNA的存在

具有相关性, 提示检测到的ORF2蛋白可能是存

在于病毒体的成分, 而非游离于病毒体外, 因此

HEV ORF2抗原阳性可能代表样本中有HEV的

存在, ORF2抗原可以作为HEV感染的一个重要

标志物用于戊型肝炎临床实验诊断[11]. 本次研究

在116例戊型肝炎患者中64例血清HEV Ag阳性, 
阳性率为55.2%, 其中5例在感染早期抗-IgM尚

未出现之前, 血清中同时检测到了HEV RNA和

HEV-Ag, 表明HEV-Ag检测可能能够替代HEV 
RNA用于戊型肝炎的早期诊断. 随着血清中抗

HEV IgM、HEV-IgG出现时, HEV-Ag检出的阳

性率逐渐下降, 其变化规律与血清中HEV RNA
的变化规律相同, 显示这两种检测指标具有关

联性, 这一结果也与最近报告的一些研究结果

一致[12-14].  
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图  1  64个HEV-Ag阳性样本ELISA测定的S/CO值分布图. A: 

HEV RNA阳性; B: HEV RNA阴性. 

表  2  HEV-Ag与HEV RNA的相关关系(n )

     
HEV-Ag

         HEV RNA
合计 Kappa值

阳性 阴性

阳性  40  24   64   0.582   

阴性    1  51   52 

合计  41  75 116
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在116例患者入院时进行H E V感染标志

物检测, 其中HEV-Ag与HEV RNA均为阳性41
例, 均为阴性51例, 两项指标检出的一致率为

78.5%(91/116). 应用Kappa指数, Kappa指数为

0.582, 显示两种检测结果一致性较好. 对HEV-
Ag阳性的64个样本ELISA检测S/CO值进行分

析, 总体上看来42个HEV RNA阳性样本的S/CO
值高于24个HEV RNA阳性样本的S/CO值(图1), 
进一步表明HEV RNA与HEV-Ag检测结果具有

较强的关联性.  
本次实验的116个样本中HEV-Ag和HEV 

RNA的阳性率分别为55.2%和35.3%, 血清样

本HEV-Ag的检测率高于HEV RNA(χ2 = 21.2, 
P <0.01). PCR检测的灵敏度受很多因素影响, 前
期的研究显示RT-Nested-PCR灵敏度低于Real-
time PCR[11]. 但由于Real-time PCR检测成本更

高, RT-Nested-PCR检测HEV RNA在临床检测中

的使用更为普遍, 因此本研究应用了RT-Nested-
PCR与HEV-Ag的检测进行比较. 目前我国人群

中流行的HEV主要为基因4型, 在一些地区还

有1和3型[15]. 为了能够检测到不同基因型HEV, 
同时保证检测的灵敏度, 本次研究中应用RT-
Nested-PCR扩增ORF2区域348 nt的基因片段进 
行HEV RNA检测, 所用引物为保守区域的简并

引物, 能够检测1、3、4型及兔HEV.  
总之, 本研究显示戊型肝炎患者血清HEV-

Ag检测与HEV检测结果一致性比较好. 在不具

备核酸检测条件时, 可检测HEV抗原作为IgM抗

体检测的补充, 有利于急性戊型肝炎的早期诊

断以及慢性戊型肝炎的确诊.  
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