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戊型肝炎基因重组疫苗的研究进展

王玲庄辉

戊型肝炎(戊肝)既往称为肠道传播的非甲非乙型肝炎，

是一种急性传染病，具有急性病毒性肝炎的临床和流行病学

特征。戊肝主要经污染的水和食物传播，也有可能是动物疫

源性疾病，因为非人类灵长动物、猪、牛、羊、啮齿动物等对戊

肝病毒(I_{Ev)也易感⋯。该病是亚洲、中东及南非青壮年急

性肝炎的主要病原，在人群中经粪一口途径传播。2o。在

1988—1998年间，HEV曾被归类到嵌杯病毒属，但最近对

HEV非结构区的基因进化树分析结果不支持这种分类法。

目前HEV被归到一个单独的属，即戊肝样病毒属旧1。HEV

至少有4个基因型，但只有一个血清型‘4 o。HEV感染主要

发生在一些卫生条件差的发展中国家，而在发达国家大部分

病例为输入性，但最近研究显示，在美国有些戊肝患者从未

到过国外。51。迄今已有50余次戊肝爆发或流行，主要发生

在中亚和东南亚、中东、北非和西非以及墨西哥等地区¨o，中

国是戊肝高发区之一，曾发生11次该病的爆发或流行。中

国新疆地区1988—1998年间曾发生一次迄今为止世界上最

大的戊肝流行，共计发病119 280例，死亡707例。7’“。在发

展中国家，戊肝占成人急性病毒性肝炎的50％以上，尽管只

有1％～3％的患者发展为致死性急性坏死型肝炎，但孕妇感

染后病死率可高达20％。91，构成严重的公共卫生问题，因此，

亟需研制一种有效的戊肝疫苗。尽管曾有用细胞培养分离

HEv的报道儿⋯，但至今尚无可供实际应用的胍V组织培养
体系，从而严重阻碍了HEV灭活及减毒活疫苗的研制’11’”3，

因而将研究侧重于核酸疫苗和重组蛋白疫苗，但至今世界上

尚无商品化的戊肝疫苗。与乙肝基因工程疫苗相比，戊肝重

组疫苗的研究尚处于起始阶段，但已取得了较大进展H“。

1．HEV基因组及基因型：HEV基因组是由线性、单股正

链RNA构成，基因组全长约7．5 kb。全基因组含有3个相

互重叠的开放读码框架(oRFs)，这些读码框可表达不同的

蛋白。1“。0RFl由5079 bp组成，主要编码含1690氨基酸的

非结构蛋白，该蛋白参与病毒基因组的复制及蛋白加工。此

外，ORFl还含有两个未知功能区x和Y区。0RF2位于

5147～7127 nt，由1980 nt组成，编码660个氨基酸，分子量为

71～88 kDaLl’”J，可能代表一个或多个结构蛋白或壳蛋白，

但ORF2蛋白p0RF2在病毒体内的实际大小尚不清楚u⋯。

ORF2含有能引起中和抗体的重要表位，已成为疫苗研制的

焦点n“。主要表位位于ORF2和0RF3的羧基末端，
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在不同株HEV中，oRF2所含表位较oRF3更保守。许多不

同的0RF2抗原已被证实能引发抗体，但大多数抗体并不是

中和抗体。一些研究提示，截断的ORF2片段比全长0RF2

蛋白的抗原性好¨8’”o。到目前为止，只有3个0RF2抗原

(TrpE—C2、Buma 62 kDa和Pakistan 55 kDa)所引发的抗体被

证实能中和HEv旧“。0RF3长369 nt，与0RFl 5’端有l nt

重叠，与0RF2有328 nt的重叠，编码细胞内表达蛋白pORF3

(含123个氨基酸)。对病毒复制的生物学研究显示，p0RF3

可能与肝细胞支架有关，作为肝细胞支架的抛锚位点，ORF2

和RNA可在此结合并开始病毒核壳装配过程旧“。

HEv基因序列相对稳定乜引，不同地域分离的病毒基因

组通常有明显的差异，目前对基因型尚无统一的分型方法。

以0RF2区的核苷酸差异不超过20％的标准旧“，可将从世

界不同地区分离的HEV毒株归分为4个主要基因型¨“：1

型包括东南亚(缅甸和部分印度株)、中北亚(中国、巴基斯

坦、哈萨克斯坦和印度株)和北非株；2型为单一的北美(墨西

哥)分离株；3型由美国株和从猪分离到的毒株构成；4型包

括从中国分离的亚型和大部分台湾分离株。尽管HEV基因

型不同，但未发现由基因型差异导致血清型不同，目前HEV

只有一个血清型H J。

2．HEv重组疫苗研究：目前尚无商品化旺V疫苗，但
HEv疫苗的研制已经取得重大进展。有研究资料显示，研

制有效HEv疫苗是可能的：①在自然感染患者和实验感染

}Ⅲv的猕猴均有抗一HEv抗体反应；②戊肝血清流行病学调

查显示，以前感染过HEV的人群在再次发生戊肝流行时可

得到保护；③用抗一HEV抗体被动免疫，可预防动物实验感染

HEv，提示用戊肝疫苗免疫可产生体液免疫，以预防戊肝。

由于目前已确定HEV只有一个血清型，因此，有可能研制出

对所有HEV毒株均有保护的戊肝疫苗。HEV oRF2编码的

蛋白是目前公认的最有前景的亚单位候选疫苗，因其具有良

好的抗原性。已有许多oRF2基因或其片段在不同细胞中

成功地进行了表达，如原核细胞、昆虫细胞、酵母细胞、动物

和植物细胞等。1⋯，且其表达产物均有良好的免疫原性。

(1)原核表达：Meng等心51报道能结合脏V中和抗体的
最小0RF2片段位于452～617aa之间，该片段不仅能引发中

和抗体，还能与其他型别的抗体发生交叉反应。利用系列合

成肽研究发现，0RF2编码的抗原表位多分布在C末端2／3

区域口“，这些抗原与急性期和恢复期抗一HEV抗体的产生关

系密切，但稍长一点的oRF2片段作为重组蛋白表达时，其

表位就会被遮盖。到目前为止，已有许多不同的ORF2片段
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在大肠埃希菌中进行了表达，但只有少数表达产物具有免疫

活性。第一个候选疫苗是在大肠埃希菌中表达的缅甸株(1

型)oRF2蛋白羧基端片段和色氨酸合成酶构成的重组融合

蛋白(TrpE—C2)心⋯。该蛋白大小为439个氨基酸(221～

660aa)，用该蛋白给2只猕猴接种后，再用同株髓V攻击，
无一只感染。但用墨西哥株(2型)攻击该2只猕猴，动物有

感染．却不发病。此外，Im等心引的研究显示，用细菌中表达

的23 kDa的0RF2多肽pE2(394～607aa)(HEV主要结构蛋

白)免疫，再用同种病毒攻击时，可保护实验动物不感染或感

染但不发病。

(2)杆状病毒一昆虫细胞表达：目前认为最好的戊肝候选

疫苗是在昆虫细胞中表达的重组杆状病毒陋V衣壳抗
原H“。当1型分离株的0RF2片段在杆状病毒昆虫表达系

统中表达时，最初的72 kDa蛋白迅速裂解为一些小蛋白，可

能是杆状病毒编码的蛋白酶所致，数量较多的是56 kDa和

53 kDa蛋白。但有研究显示，sar 55株0RF2的惟一中和表

位位于578～607aa之间H“，因此，理论上认为只有56 kDa蛋

白(112～607aa)含有该表位，而53 kDa蛋白(112～578aa)则

不含此表位。56 kDa重组蛋白比全长蛋白的可溶性好，用氢

氧化铝作佐剂是有效的免疫原，给猕猴注射2次400 ng的该

疫苗后，抗体滴度可达1：lO 000。随后用同型(sar 55)HEV

对免疫动物进行静脉内攻击，均未发病，说明56 kDa蛋白免

疫有效乜⋯。为探讨53 kDa蛋白的免疫原性和保护性，同一组

研究人员将该蛋白进行了纯化并加氢氧化铝佐剂，然后用该

蛋白对恒河猴进行免疫。给猴肌肉注射2次385 ng该疫苗

后，用同种病毒攻击，结果显示，用大剂量病毒攻击时，该疫

苗可明显减少排毒，但不能预防发病；而用小剂量HEV攻击

免疫动物时，则检测不到病毒，说明有保护性免疫H⋯。上述

结果表明，56 kⅨ蛋白对疾病的免疫保护性较53 kDa蛋白更

好，疫苗引起的完全保护至少可持续6个月，部分保护可持

续至少1年‘3⋯。

(3)酵母或其他细胞表达：酵母表达系统已被成功地用

于疫苗生产，例如重组乙肝表面抗原。应用该表达系统有以

下优点：①其表达产物与天然蛋白相似；②可以维持表达产

物的生物学活性；③易于大规模生产等。佟玉品等旧1。”o报道

了在毕赤酵母中成功地表达了HEV 0RF2蛋白(69～660aa

和112～660aa)，重组蛋白表达产物为59 kDa，经纯化后给恒

河猴免疫，猴体内可检出高达1：8000的抗一HEV抗体。自

1990年CurtisS首次报道在烟草中表达链球菌变异株表面蛋

白A(spaA)后，用植物表达蛋白的研究已取得了重大进展。

近年来用植物表达口服疫苗的研究倍受学术界的重视，Ma

等‘1驯将HEV ORF2的部分基因E2(810 bp，349～604aa)构

建到pCAMBIAl30l质粒中，构建成植物表达质粒p1301E2，

该质粒在西红柿中表达的重组抗原具有免疫活性。由此可

见，转基因西红柿为生产一种新型溉V低价口服疫苗提供
了可能性。

(4)亚单位}玎二v疫苗：DNA免疫通常可引起细胞和体

液免疫，具有较长期的保护作用，因此，DNA疫苗的研制成

了HEv疫苗研制的另一个热点。重组DNA疫苗是最近发

展起来的一种新型疫苗，通过给人或动物直接注入带有靶基

因的质粒DNA，该DNA在宿主体内表达目的蛋白并引起免

疫反应，进而防治疾病。最近一种新的技术已被用于开发亚

单位疫苗，将纯化的含有编码目的蛋白和适当调节因子的质

粒DNA注入哺乳类动物体内并在其中表达。这种亚单位疫

苗与其他种类的疫苗相比有如下优点：①在活细胞内表达的

抗原以其天然形式存在，通常可引起双重免疫即细胞和体液

免疫；②DNA可以大量制备，成本低，纯度高，且相当稳定；

③与活疫苗不同的是载体不会致病，也不会引起免疫反应。

Lu等b4o用HEV 0RF3全长cDNA片段插入真核表达

质粒psVL，构建了HEV cDNA重组质粒，并用100弘g该质粒

给BALB／c小鼠接种2次后，16只小鼠中有12只产生了

抗一HEv IgG，而5只只注射空载体pSVL DNA的对照小鼠

中，无1只抗一HEV IgG阳转。说明HEV cDNA重组质粒可

刺激小鼠产生抗HEV应答。He等门纠将HEV oRF2基因全

长插入真核表达载体，构建了重组质粒pJ眦V，用该质粒
DNA在BALB／c小鼠中试验，可引起对ORF2特异的免疫反

应，100％小鼠血清抗体阳转，而注射空载体的对照组则无

抗一HEV应答。在酶联免疫吸附试验和免疫印迹试验中，注

射pJHEV的小鼠血清不仅能特异性的识别在重组杆状病毒

中表达的HEV 0RF2结构蛋白，而且能特异性地识别野毒

HEv[36]。Panda等㈨将全长HEv cDNA构建到pSGI载体

内，并分别扩增了3个oRFs，然后重新构建成全长克隆，用

该克隆体外翻译的RNA在HepG2组织培养中有感染性，6

次传代后用PCR检测仍可检出病毒复制。

(5)重组}也v样颗粒(rHEV VLPs)：近年来对VLPs作

为免疫原倍受重视。研究发现，当带有N末端111个aa的

壳蛋白在杆状病毒表达系统中表达时，自动装配成

VLPs[3⋯。电镜显示，这些病毒样颗粒是由60个54 kDa蛋白

构成的，并排列成T=1的对称型。3⋯。作为黏膜免疫原，

rHEV VLPs有以下优点：①VLPs是由单一蛋白装配而成，

无核酸，因而不复制；②易于大量制备和纯化，在107个昆虫

细胞内产量约为l mg；③其抗原性与HEV很相似；④给实验

动物注射，rHEV VLPs有很高的免疫原性；⑤在低pH环境

中稳定(如在胃中)；⑥口服rHEV VLPs引起与自然感染相

同的免疫反应。

Li等旧列用纯化的rHEv vLPs不加佐剂作为口服疫苗

免疫小鼠，观察血液中抗一陋V IgM、IgG和IgA以及粪便中

IgA抗体的反应。结果显示，rHEV VLPs可引发血液中高滴

度的抗一HEV抗体，免疫后2周可检测到血抗一HEV IgM，4

周后可查到血抗一HEV IgG和IgA，8周后可检出粪便

抗一HEv IgA，提示用rHEV vLPs经口免疫可引起全身和肠

道的抗体应答。由于小鼠对HEV不易感，Li等。4叫最近又用

10 mg纯化的rHEV VLPs对猕猴进行了不加佐剂的经口免

疫，出现血清抗一皿V后，再用野毒眦V经静脉攻击，所有动
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物均未感染或发病。上述结果提示，r旺V vLPs可作为

HEV口服候选疫苗。

3．实验动物：目前用于实验性感染Ⅻ!V的动物主要有

非人灵长类、猪及大鼠，其中最常用的是非人灵长类动物，主

要有黑猩猩和猕猴等，但黑猩猩价格昂贵，难以获得，因此常

用猕猴等作为实验动物。

(1)猕猴和食蟹猴是目前最常用的实验动物，因为它相

对较便宜，且易于获得。用人HEv毒株攻击猕猴通常会出

现急性肝炎，并伴有与人类肝炎相似的生化、组织病理学和

血清学标志的改变。病变的程度与病毒的剂量有关，低水平

的病毒可引起感染，但不发病。用猕猴实验表明，接种某一

型HEV疫苗可对不同基因型HEV产生交叉免疫H“。

(2)小鼠也是常用的戊肝疫苗免疫的实验动物之一，由

于其经济、易得、便于操作和管理等优点，常用它作免疫学效

果观察。但由于它不感染HEV，且种系差异较大，小鼠作为

戊肝疫苗免疫的动物模型有一定限制。

(3)树胸是低等小型灵长类动物，20世纪80年代起，树

晌即被用于HBV实验感染动物模型，李彤等最近报告野生

成年树胸对人I皿V易感，有可能作为戊肝疫苗的动物模型。

4．疫苗的临床试验：迄今已有很多瑚二V候选疫苗正在

研究之中，但只有一种候选疫苗进入了临床试验阶段。4“。

用杆状病毒表达的55 kDa的重组壳蛋白疫苗已在美国通过

I期临床试验，经88名志愿者试验证明，该疫苗安全，有较

好的免疫原性。尔后，在尼泊尔进行了工期临床试验，给44

名志愿者分两组进行免疫，于0、1和6个月时分别注射5肚g

或20“g疫苗，注射后无严重不良反应。在免疫后第2个月

时，44名志愿者中，有43名血清抗一HEV抗体阳转；第7个

月时另1名血清抗一HEV也阳转。说明该旺v候选疫苗在
尼泊尔人群中有较好的免疫性。同样的疫苗目前正在尼泊

尔进行Ⅱ和Ⅲ期临床试验‘1“。

5．问题及展望：除上述研究进展外，还有许多问题需要

进一步研究。例如，最近有些输血后感染HEv的报道，提示

戊肝经输血传播的可能性H3。4“，有待进一步证实，但应采取

相应的预防措施。此外，为获得有效免疫，应该使用经口服

疫苗还是注射疫苗?一种单价疫苗能否提供对不同分离株

(包括从动物中分离的HEV)保护性免疫，并达到对戊肝的

长期免疫?为促进疫苗发展及帮助我们对病毒复制机理的

进一步了解，还应建立一种有效、实用的组织培养体系。
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