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戊型肝炎病毒感染动物模型应用于
抗一HEV试剂评价的初步研究

周诚黄维金 昊星蓝海云 辜文洁 黄果勇 张华远祁自柏 李河民

·实验室研究·

【摘要】 目的应用实验室戊型肝炎病毒(IIEv)感染恒河猴动物模型刘抗一TTFv诊断试剂进行

初步的评价。方法用l和4幕周型的IIFv静脉注射分别感染4只恒河猴．检测实验猴的丙铽酸氧

基转移酶(川』)水平，逆转录聚合酶链反成(RT．PcR)方法检测粪便标本中TIFv RNA，抗．TIFv TgG

试剂((扎．IE(；，wT-ig(；)分别检铡实验猴系州血清抗体水平。结果 『Irv感染的8只实验猴均m现

粪便排毒，I和4幕冈型TTFv感染的实验猴分别有1只和2只卅现AI。T升高，(；I。一Ig(；试剂检测1型

HEv实验感染猴有2只抗体阳转，4型HEv实验感染猴有1只抗体阳转；而w1、．I“；试剂检测1、4型

HEv实验感染猴的抗体均m转。础种试剂检测感染猴窗口期抗体阳转时阿州近，(扎一Ig(；试剂抗体|j日

性持续到12周，w‘II-lgG试剂在16崩观察期内均阳性。结论两种试剂均可检测Ⅲ感染实验猴的抗

体，但w1二Ig(；试剂只有检测灵敏度较高的特点。
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戊型肝炎(戊肝)是由戊肝病毒(HEv)引起的

宅要经肠道传播的急性传染性|扦炎“。1。我国是戊

肝的高流行区，约占临床散发性急性肝炎病例的

10％～20％2。。近年来，有报告多种与人类密切接

触的动物检查结果，猪也可感染HEV一3或HEv一4病

毒，并且研究发现动物中分离的HEv与人体
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内分离的HEv的基因序列高度一致，人们逐渐将

戊肝视为一种人兽共患病”141。在美国、日本及欧

洲等传统的非戊肝流行区普通人群中发现了较高的

戊肝感染率。6。目前戊肝尚无特效的治疗方法，

疫苗的研制是控制其流行的有效途径，目前戊肝疫

苗尚处于研制和临床实验阶段。正确选择能够客观

评价戊肝疫苗诱导产生的抗一HEv抗体的诊断试剂

是疫苗进行临床实验的关键，本研究应用1和4型

HEv感染恒河猴，建赢戊肝动物模型，用两种
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抗一HEv诊断试剂检测系列血清标本，刘该试剂进行

了初步的比较分析。

材料与方法

1．试剂盒：GL—IgG和GI，IgM试剂均为新加坡

Genelabs公司生产的抗}皿v I譬G抗体、抗一皿v IgM

抗体榆测试剂盒，为商业化试剂。wT_IgG试剂为北

京万泰生物药业有限公司生产的抗一}正V IgG抗体检

测试剂盒，拟用于戊肝疫肖抗体效价检测。

2实验动物：恒河猴共8只，由广西壮族自治区

疾病预防控制中心提供，猴龄为l 5～3，5周岁，体重

l 2～3．5 k，单笼饲养，试验前2周连续采血检测，

丙氨酸氨摹转移酶(A1』r)正常，GL IgC、wT—IgG两

种抗一HEv IgG试剂检测均为阴性。

3 HEv感染实验猴：从戊肝患者粪便分离的病

毒，经逆转录聚合酶链反应(RT—PcR)扩增HEv

RNA，测序鉴定基幽型。将含戊肝1及4型病毒的

粪便用生理盐水制备成1％悬液，离心，取上清液，

先后用O 45“m和0．22"m的滤器过滤，每个基因型

分别以1 x 1旷和1×104PcR滴度／只剂量静脉注射

2只实验猴，沣射后连续观察记录猴子异常反应，每

天收集粪便，一70℃保存，用于HFV核酸检测，每

周采血一次，检测AI。T，分离血清，一20℃以F保

存，用于抗一HEv lgG抗体检测。

4抗一HEV IgG检测：用GL—IgG和wT IgG试剂

盒对收集恒河猴系列【|IL清检测，严格按说明书操作。

试剂盒均采用间接ELIsA方法检测戊肝lgG抗体，

样品与预包被在微孔条卜HEv抗原温育后加人酶

标记的抗人IgG抗体，经底物作用照色。通过吸光

度值(A)判断样品中HEV—IgG抗体水平。

5 HEv RNA检测：设计兼并引物，应用PcR

力法分别扩增HEV ORFl和oRF2，ORFl外引物：

E1no：5’CTG GCA TYA CTA CTG CYA TTG

AGC_3’；1E0：5’CCA TCR ARR CAG TAA GTG

VGG TC 3’，()RFl内引物：E1BI：S‘一CTG CCY

TKGCGA ATG CTC TGG 3’；E1E【：5’GGC AGW

RTA CCA RCG CTG AAC ATC一3’(位于102～

387 bp)。oRF2外弓}物：SEB01：5’一AAY TAT

GCW CAG TAC CGG G7rr G一3。；SEE01：5’一CCC

|lTA TCC TGC TGA GCA TTC TC．37。ORF2内

引物：sEBll：5 7一GTY ATG YTY TGC ATA cAT

GGC T一3’：SEEll：5’一AGC CGA CGA AAT YAA

TTcTGTG3’(位于6007～6354 bp)。其中Y代袁

c或T；R代表A或G；K代表G或T；w代表A或

C。用上海华瞬生物工程有限公司牛产的小量柱离

心式病毒RN～DNA抽提试剂盒提取HEV RNA，

反转录和第一轮PcR在同一反应体系中进行，抽提

RNAl0肛1，上下游引物各0 5“(50 pmoI／p1)，10×

PcR缓冲液5肚1，0．5弘l DTT(O．1 moI／}c1)，反转录

AMv 1肚l(10 u／川)，Taq DNA聚合酶0 5 m

(5 ukl)，dNTP(10 mmol／L)1脚。42℃孵育45 min

进行反转录，第一轮PcR：94℃1 min，50℃1 min，

72℃l min，扩增30个循环。第二轮PcR：第一轮

PcR扩增产物3川，10×PcR缓冲液5肛l，MgcI：

(25 mmoI／L)4“I，dNTI】(10 m【n。I／【|)1，ci，上1、游引

物各0 5一(50 pmol／肛1)，Taq DNA聚合酶O．5』tl

(5 u／MI)，反应程序为：94℃45 s，50℃45 s，72℃

45 s，扩增30个循环。扩增产物琼脂糖电泳分析。

结 果

1．HEv实验感染恒河猴『吒清AL’r及粪便排毒

检测：8只年龄在1．5～3 5周岁、体甫1 2～3．5妇

的恒河猴随机分为2个试验组，分别刚1和4型

HEv粪便悬液静脉注射实验感染。观察期内有3

只实验猴在感染后第4周AI』升高，第5周达高

峰，第6—7周恢复正常，未观察剑其他异常反应。

全部8 H实验猴粪便检测HEv RNA均为阳性，粪

便排毒时间出现在感染后第5天至第2周，持续时

间4—5周。IgM为急性感染的指标，用GL—IgM试

剂检测，有5只实验猴IgM抗体阳转(表1)。实验

表明，实验猴全部发生感染，但是只有3只出现

ALT升高。

表1 (；cnclabs HEV IgM，GL IgG及w1、-Ig【；试剂

检测实验恒河猴系列血清结果嚣警瑟面嚣豢萨

注：“一”抗体阴性或ALT TF常

2．HEv实验感染恒河猴的系列血清抗体检测
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G卜IgG试剂检测感染猴系列血清，有JE2、JE6、JE8

共3只实验猴的系列血清榆测有阳转，其中JE2为

1型病毒感染猴，JE6、JE8为4型病毒感染猴。

GL—IgG试剂检测IgG抗体在第4—5周阳转，阳转

后1—2周达高峰，至第8周开始下降，第12—14周

检测逐渐转为阴性。wT—IgG试剂检测感染猴系列

血清，全部8只实验猴试验感染HEv后IgG检测

均阳转，IgG抗体阳转出现在感染后第4 6周，同

样在阳转后1 2周达到高峰，与GL—IgG检测结果不

同的是在16周的观察期内一直保持为阳性(表1)。

3．实验动物抗一HEv动态变化：不同感染剂量

攻击的实验动物抗体进行分析，高剂量感染恒河猴

多出现AI。T升高，粪便排毒时间早于低感染剂量实

验动物，jE8实验猴因猴龄较小、体重较轻，在低剂

量病毒攻击出现ALT升高，粪便排毒时|1]】较早。

GL—IgG试剂检测高剂量实验猴阳性率明显高于低

剂量实验动物。高剂量攻击猴龄较大、体重较重的

实验猴IgG抗体检测也为阴性，而wT—IgG试剂检

测无差别。2种试剂检测高剂量病毒攻击实验猴

IgG阳性出现时问均早于低剂量实验动物。另外，

应用GL-IgM试剂盒检测感染猴系列血清，1型

HEV感染的4只恒河猴中有3只GL—IgM试剂盒检

测IgM抗体阳性，4型病毒感染的4只恒河猴有2

只IgM抗体阳性，IgM抗体在第3—5周出现，时间

滞后，第5周前后达到高峰，有3只IgM抗体持续

至第10周(图1)。
—～wT。培G试齐f—士一【gM

[删

L[

时州(周) 时间(周
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讨 论

目前因国内外的抗一HEv检测试剂均采用问接

法，所用抗原主要采用ORF2区域的某些片段，但抗

原的基因型及表达片段不完全一致，国外试剂采用

来源于HEvl和2型基因片段抗原。根据报道，目

前HEv有4个基因型，基因4型主要分布在中国大

陆和台湾地区”，王佑春等”1首先对4删HEv抗原

性进行研究，1型HEv抗原不能完全覆盖4型抗

原，抗一HEv检测试剂有待进一步完善。对2种试剂

检测实验感染HEv恒河猴系列m清结果分析，2种

试剂均可检测1型HEv和4型病毒攻击后产生的

抗体，w7r—IgG试剂检测与GL_IgG试剂检测结粜相

比抗一HEv阳转实验猴数量多，前者8只全部阳转，

后者仅3只；且w1、一TgG试剂检测抗HEv阳性持续

时问更长。但检测抗体阳转时间接近，均在4—6周

内阳转，1—2周后达到高峰。GL IgC试剂榆测

抗一HEv水甲下降迅速。分析町能原因：Genelabs试

剂包被抗原与万泰公刊的抗原不同，GL—IgG为

oRF3(91—123从)、ORF2(612—653)合成肽与0RF2
(328—654AA)重组蛋白为抗原包被，为线性表位；而

万泰公司试剂为ORF2(394—606AA)，为构相型抗原

表位””1，选择抗原的不同，导致在检测的过程中因

为抗体谱的不同而出现差异。

戊肝疫苗尚在进行临床研究期，Glaxo

SmithKline公司率先将重组戊肝疫茁进入临床研

究”⋯，我国厦门大学联合北京万泰生物药业有限公

司研制的重组戊肝疫苗已获得国家食品药品监督管

理局批准进行I、Ⅱ期临床研究，抗体效价是疫苗评

价重要指标，目前尚无标准榆测试剂；G1axo

smithKline公司在戊肝疫莳临床研究宋采用商业化

抗体检测试剂，而是采用自行表达的重组抗原制备

的试剂，f蓉所用抗原不同外，其原理与GL-IgG、

wT—lgG试剂一致。由于疫苗抗原表位和构相不

同，各试剂在检测免疫后抗体存在较大差别，研究人

员多采用与本疫苗相关抗原制备检测试剂。应用实

验感染HEv动物模型对检测试剂进行评价是一种

探索，本研究的结果显示不同的试剂对2种基因型

HEv实验感染后的系列血清的检测结果不同，

wT-lgG试剂表现出了更高的灵敏度，日抗体水半

持续时间更长。但目前尚未确定检测的抗体是否具

有中和性能，不同基因型之间抗原件有无差别有待

进一步研究。
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