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南京地区中孕孕妇戊型肝炎病毒感染

血清流行病学调查

周璇　黄红玉　段红蕾　陈珊珊　周乙华　胡娅莉

（南京大学医学院附属鼓楼医院，江苏 南京　２１０００８）

【摘要】　目的　调查南京及其周边地区孕妇人群戊型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｖｉｒｕｓ，ＨＥＶ）感染状况。方

法　９１２例中孕期孕妇血清采用ＥＬＩＳＡ法初筛血清抗ＨＥＶＩｇＧ和ＩｇＭ 抗体，初筛阳性血清进一步采

用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ确认。结果　南京及其周边地区中孕期孕妇人群抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率为１３．６％

（１２４／９１２），抗ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性率为１．４％（１３／９１２）。在＜２１岁、２１～２５岁、２６～３０岁和＞３０岁孕

妇中，抗ＨＥＶＩｇＧ阳性率分别为１４．０％（６／４３）、１２．６％（６２／４９２）、１５．２％（３９／２５６）、１２．１％（１７／１２１）；

抗ＨＥＶＩｇＭ阳性率分别为２．３％（１／４３）、１．０％（５／４９２）、１．２％（３／２５６）和３．３％（４／１２１）；各年龄组抗

ＨＥＶＩｇＧ和ＩｇＭ 抗体阳性率差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。所有抗ＨＥＶＩｇＭ 阳性血清，同时抗

ＨＥＶＩｇＧ阳性。结论　南京及其周边地区中孕孕妇人群存在 ＨＥＶ散发感染，以无症状的隐性感染

为主。
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　　戊型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＥｖｉｒｕｓ，ＨＥＶ）是我

国成年人散发性急性肝炎的主要病原［１］，主要经粪

口途径传播。戊型肝炎多数呈自限性，一般于发病

的６～１２周内恢复正常。普通人群急性戊型肝炎的

病死率为０．０７％～０．６％，但孕妇病死率较高，尤其

在妊娠晚期可高达１０％～２５％
［２］。血清流行病学

表明，世界范围内孕妇人群普遍存在 ＨＥＶ 感染，

抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率在发达国家约为３．６％～

６２



《中国产前诊断杂志（电子版）》　２０１５年第７卷第１期 ·论著·　　

７．７４％
［３，４］；在印度、埃及等发展中国家可高 达

３３．６７～８４．３％
［５，６］；在我国为１０．２７％～２５．１６％

［７，８］。

但是我国现有的有关孕妇人群血清流行病学调查的

样本量均较小，不能准确反映该群体 ＨＥＶ感染水

平。本研究通过调查南京及其周边地区大样本孕妇

人群血清中抗ＨＥＶ 抗体阳性率，了解孕妇人群

ＨＥＶ感染状态，为我国ＨＥＶ感染情况提供循证医

学证据。

１　对象与方法

１．１　研究对象　９１２例血清均来自２０１０年在南京

大学医学院附属鼓楼医院进行母血清唐氏综合征产

前筛查的中孕期孕妇，年龄１８～４２岁，平均２５．６２

岁；孕周１５～２１周，平均１７．８５周。采外周静脉血，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心５分钟，吸取上层血清置－８０℃

保存。

１．２　抗ＨＥＶＩｇＧ和ＩｇＭ 抗体检测　抗ＨＥＶ抗

体具有仅与 ＨＥＶＯＲＦ２的主要抗原决定簇多肽二

聚体反应，而几乎不与主要抗原决定簇多肽单体反

应的特性［９］，因此我们制备了能形成二聚体的重组

主要抗原决定簇多肽（ＯＲＦ２４５９６０７多肽）以及不

能形成二聚体的截短多肽（ＯＲＦ２４７２６０７多肽），并

联合应用这两种多肽，建立了检测抗ＨＥＶＩｇＧ和

ＩｇＭ抗体的ＥＬＩＳＡ法，这一检测系统，一方面可以

检测抗ＨＥＶ 抗体，另一方面可以排除部分假阳

性［１０，１１］。本研究采用本室ＥＬＩＳＡ法初步检测孕妇

人群抗ＨＥＶＩｇＧ和ＩｇＭ抗体，主要操作步骤如下：

分别用终浓度为１μｇ／ｍｌＯＲＦ２４５９６０７多肽和

ＯＲＦ２４７２６０７多肽包被ＥＬＩＳＡ板，１００μｌ／孔，４℃

过夜。次日ＰＢＳＴ（含０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０ＰＢＳ缓冲

液）洗涤１次后，加入封闭液（５％ ＰＢＳＴ脱脂奶）

３００μｌ／孔，３７℃封闭１小时；加入待测血清（５％

ＰＢＳＴ脱脂奶１∶１００稀释）１００μｌ／孔，３７℃孵育１

小时，ＰＢＳＴ洗涤４次，加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）

标记的羊抗人ＩｇＧ和ＩｇＭ 抗体（Ｓｉｇｍａ公司，美国，

ＰＢＳＴ１∶３０００稀释），１００μｌ／孔，３７℃孵育３０分钟；

ＰＢＳＴ洗涤４次后拍干，加入四甲基联苯胺。室温

孵育１５分钟后，加２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４（５０μｌ／孔）终止

反应，酶标仪读取 ＯＤ４５０值，分别记作 ＯＤ４５９６０７和

ＯＤ４７２６０７。以ＯＤ４５９６０７≥０．５且ＯＤ４５９６０７ＯＤ４７２６０７＞２

或ＯＤ４５９６０７：ＯＤ４７２６０７＞０．５为ＥＬＩＳＡ法初筛阳性判

断标准。

我们既往研究证明，ＯＲＦ２４５９６０７ 多肽在

Ｌａｅｍｍｌｉ缓冲液中，不加热处理直接进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ，其多肽既以二聚体形式，也以单体形式存

在，而加热后进行ＳＤＳＰＡＧＥ，则仅以单体形式存

在［９，１０］。根据抗ＨＥＶ抗体主要与二聚体反应这一

特点，４５９６０７ 多肽未加热处理直接进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ；转移至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜后，５％

ＴＢＳＴ脱脂奶室温封闭 １ 小时；待测血清（５％

ＴＢＳＴ脱脂奶１∶２０～１００稀释）室温孵育３小时，

ＴＢＳＴ洗涤４次；ＨＰＲ 标记的羊抗人ＩｇＧ 抗体

（Ｓｉｇｍａ公司，美国，ＴＢＳＴ１∶７５００稀释）或 ＨＰＲ标

记的羊抗人ＩｇＭ 抗体（Ｓｉｇｍａ公司，美国，ＴＢＳＴ

１∶５０００稀释）室温孵育１小时，ＴＢＳＴ洗涤４次后

ＥＣＬ显色。此外，为观察 ＯＲＦ２４５９６０７多肽二聚

体和单体，根据ＯＲＦ２４５９６０７多肽氨基端有６×组

氨酸（Ｈｉｓ６）标识的特点，将抗Ｈｉｓ６ 抗体（用封闭液

１∶３０００稀释）与膜孵育３０分钟，经ＴＢＳＴ洗涤４次

后ＥＣＬ显色作为对照。如图１所示，带有抗Ｈｉｓ６

的ＯＲＦ２４５９６０７多肽，无论二聚体还是单体都能

与抗Ｈｉｓ６ 抗体反应，而人血清只能与二聚体反应。

抗ＨＥＶＩｇＧ和ＩｇＭ 抗体阳性判断标准：以经

ＥＬＩＳＡ法初筛，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ验证为阳性的明

确判定为阳性标本。

１．３　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行

统计学分析，率的比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　果

２．１　中孕孕妇血清抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率　９１２

例中孕期孕妇血清经ＥＬＩＳＡ法初筛，抗ＨＥＶＩｇＧ

抗体阳性１２４例，其中６０例抗ＨＥＶＩｇＧ抗体ＯＤ

值＜０．７２５（１．５倍临界值）；选取其中２７例用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ验证，结果均为阳性，代表性实验结果

如图所示（图１）。因此，１２４例初筛抗ＨＥＶＩｇＧ抗

体阳性孕妇，确认为抗ＨＥＶＩｇＧ 阳性，阳性率

１３．６％。根据年龄将９１２例中孕孕妇分为４组，分别

７２
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为２１岁以下、２１～２５岁、２６～３０岁、３０岁以上，不

同年龄段孕妇抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率见表１。各

年龄组抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率比较，差异无统计

学意义（χ
２＝１．０２５，犘＝０．７９５）。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血清中抗ＨＥＶＩｇＧ抗体

注：图中左侧标记为蛋白质分子量标准；ａＨｉｓ６ 表示为１∶３０００稀释

的抗Ｈｉｓ６抗体孵育３０分钟，ＥＣＬ显色；位于２５ｋＤａ下方的条带为

ＨＥＶＯＲＦ２多肽单体，介于３５ｋＤａ和４０ｋＤａ条带为ＯＲＦ２多肽二聚

体。泳道１～６分别表示６例待测血清（抗ＨＥＶＩｇＧ抗体ＯＤ值为

１．２１０、０．９２２、０．８１４、０．７０６、０．６８４及０．５８１），经１∶２０～１００稀释后

孵育３小时，采用１∶７５００稀释的 ＨＲＰ标记的羊抗人ＩｇＧ抗体孵育

１小时，ＥＣＬ显色。泳道１～６均为阳性

表１　不同年龄阶段抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率

年龄组 例数 抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性数［例（％）］ 犘

＜２１岁 ４３ ６（１４．０）

２１～２５岁 ４９２ ６２（１２．６）

２６～３０岁 ２５６ ３９（１５．２）

＞３０岁 １２１ １７（１２．１）

０．７９５

合计 ９１２ １２４（１３．６）

２．２　中孕期孕妇血清抗ＨＥＶＩｇＭ 阳性率　９１２

例中孕期孕妇血清经ＥＬＩＳＡ法初筛，抗ＨＥＶＩｇＭ

抗体阳性５３例，其中１３例抗ＨＥＶＩｇＭ抗体ＯＤ＜

０．７２５（１．５倍临界值），因为抗ＨＥＶＩｇＭ 抗体

ＥＬＩＳＡ检测方法易出现假阳性，我们对所有抗

ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性标本均采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进一

步验证，确认抗ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性１３例（１．４％），

代表性实验结果如图所示（图２），这些抗ＨＥＶＩｇＭ

抗体阳性血清，抗ＨＥＶＩｇＧ抗体同时阳性。另外

４０例ＥＬＩＳＡ初筛阳性血清，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示

为阴性，确认为假阳性。不同年龄段孕妇抗ＨＥＶ

ＩｇＭ抗体阳性率见表２。各年龄组抗ＨＥＶＩｇＭ 抗

体阳性率比较，差异无统计学意义（χ
２＝３．９９６，犘＝

０．２６２）。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血清中抗ＨＥＶＩｇＭ抗体

注：图中左侧标记为蛋白质分子量标准；ａＨｉｓ６ 表示用１∶３０００稀释

的抗Ｈｉｓ６抗体孵育３０分钟，ＥＣＬ显色；位于２５ｋＤａ下方的条带为

ＨＥＶＯＲＦ２多肽单体，介于３５ｋＤａ和４０ｋＤａ条带为ＯＲＦ２多肽二聚

体。泳道１～６分别表示６例待测血清（抗ＨＥＶＩｇＭ抗体ＯＤ值为

１．４８６、０．９６４、０．７４５、０．６２２、０．５７２及０．７４５），经１∶２０～１００稀释后

孵育３小时，采用１∶５０００稀释的 ＨＲＰ标记的羊抗人ＩｇＭ抗体孵育

１小时，ＥＣＬ显色。泳道１～５为阳性，泳道６为阴性

表２　不同年龄阶段抗ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性率

年龄组 例数 抗ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性数［例（％）］ 犘

＜２１岁 ４３ １（２．３）

２１～２５岁 ４９２ ５（１．０）

２６～３０岁 ２５６ ３（１．２）

＞３０岁 １２１ ４（３．３）

０．２６２

合计 ９１２ １３（１．４）

３　讨　论

我国是戊型肝炎高流行地区之一。本研究显

示，２０１０年南京及其周边地区孕妇人群抗ＨＥＶ

ＩｇＧ抗体阳性率为１３．６％，明显低于蒋理等
［８］对南

京地区１５５例孕妇人群２５．１６％的阳性率，也略低

于山东省孕妇人群的１６．２％
［１２］。本研究抗ＨＥＶ

ＩｇＭ抗体阳性率为１．４％，低于山东地区的２．６％
［１２］。

本研究调查结果较低的原因可能与不同实验室采用

的试剂盒及检测方法的不同有关。国内外研究均表

明，对同一人群采取不同检测方法，获得的抗ＨＥＶ

ＩｇＧ阳性率差异很大。如 Ｗｅｎｚｅｌ等
［１３］的研究显

示，采用３种不同试剂盒对同一人群血清进行检测，

在健康医务人员中血清抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率分

别为４．５％、１８％和２９．５％。我国学者用５种不同

试剂盒检测同一普通人群血清抗ＨＥＶＩｇＧ抗体，

阳性率从低到高依次为３．４８％、７．８３％、１７．３９％、

２３．９１％和３１．７４％
［１４］。为了更加准确地获得孕妇

８２
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人群抗ＨＥＶ抗体阳性率，我们采用了更加严谨的

检测策略。首先，本研究中 ＥＬＩＳＡ 法是根据抗

ＨＥＶ抗体与 ＨＥＶＯＲＦ２的主要抗原决定簇多肽

二聚体呈高反应性，而与单体的不反应性的特点，分

别以重组４型 ＨＥＶ 的 ＯＲＦ２主要免疫表位多肽

（４５９６０７位氨基酸，可形成二聚体）及截短多肽

（４７２６０７位氨基酸，仅形成单体）作为包被抗原，以

此检测抗ＨＥＶＩｇＧ及ＩｇＭ 抗体，并可排除部分假

阳性［１０］；此外，本研究在ＥＬＩＳＡ检测方法基础上又

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法验证，进一步排除了假阳性的

存在，提高了检测特异性。因此，虽然本室所得抗

ＨＥＶ抗体阳性率较其他研究低，但具有较高的可

靠性，更能确切反映南京及其周边地区 ＨＥＶ实际

感染水平。

年龄是影响抗ＨＥＶ抗体水平的重要因素
［１５］，

本研究显示，抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率在２６～３０岁

年龄组孕妇最高（１５．２％），在＞３０岁年龄组孕妇最

低（１２．１％）；而抗ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性率在＞３０岁

年龄组的比例最高（３．３％），在２１～２５岁年龄组最

低（１．０％），但统计发现，各年龄组抗ＨＥＶＩｇＧ和

ＩｇＭ抗体阳性率差异均无统计学意义，这与孕妇人

群年龄较为接近有关。

人体感染 ＨＥＶ后３～４周，首先出现抗ＨＥＶ

ＩｇＭ抗体，此后约１周即可检测到抗ＨＥＶＩｇＧ抗

体。一般认为，抗ＨＥＶＩｇＭ 抗体阳性表示近期感

染，单纯抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性表示既往感染或急

性感染后期。其中，抗ＨＥＶＩｇＭ 抗体阳性作为近

期ＨＥＶ感染的指标，如果同时抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳

性，则更加支持诊断［１６］。由于特异性ＩｇＭ抗体产生

后与出现特异性ＩｇＧ的间隔仅一周左右，而不是特

异性ＩｇＭ抗体消失后才出现特异性ＩｇＧ抗体，因此

临床上很少出现仅ＩｇＭ阳性的情况，故检测出单独

ＩｇＭ阳性多为假阳性。本研究也证实了这一结论，

在检测过程中未发现仅抗ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性的血

清标本。本研究所有抗ＨＥＶＩｇＭ抗体阳性血清标

本其抗ＨＥＶＩｇＧ抗体同时阳性，但由于研究表明

血清学检测中抗ＨＥＶ抗体可能与其他病毒特异性

抗体（巨细胞病毒、ＥＢ病毒等）产生交叉反应而造成

假阳性结果［１７］，故虽提示为ＨＥＶ近期感染，但是仍

需谨慎判断。

综上所述，南京及其周边地区中孕期孕妇人群

存在ＨＥＶ散发感染，抗ＨＥＶＩｇＧ抗体阳性率分别

为１３．６％；抗ＨＥＶＩｇＭ 抗体阳性率，即近期感染

率为１．４％。本研究中近期感染的孕妇均无临床症

状，同样说明了我国 ＨＥＶ感染主要以无症状的隐

性感染为主。目前ＨＥＶ感染对妊娠结局影响的研

究主要以发生急性戊型肝炎的孕妇为研究对象［１８］，

而隐性感染是否影响妊娠结局则鲜有报道，因此有

待进一步观察研究。
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·视频导读·

孕期犜犗犚犆犎感染的筛查和诊断

周乙华

（南京大学医学院附属鼓楼医院）

　　有人将ＴＯＲＣＨ 定义为以下感染：弓形虫（ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ）、风

疹（ｒｕｂｅｌｌａ）、巨细胞病毒（ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＣＭＶ）及疱疹病毒

（ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓｅｓ）。

宫内感染的产前诊断始终是围产医学的一大挑战，绝大部分

的孕期感染孕妇无明显症状，但各种病毒却可能对胎儿及新生儿

造成不同程度的危害。那我们究竟该不该做产前 ＴＯＲＣＨ 筛

查？如果该做的话又该如何做？来自南京医科大学医学院附属

鼓楼医院的周乙华教授在视频中向我们分析了以上４种病毒在

我国的感染现状、实验室诊断方法及围产儿结局，以期对ＴＯＲＣＨ感染的临床诊断给出意见和建议。

犇犗犐：１０．１３４７０／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｊｐｄ．２０１５．０１．００７
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