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·实验室研究·

戊型肝炎病毒诊断抗原的克隆表达
及抗原性初步鉴定

万李 苏秋东 伊瑶 毕胜利 管茶香

【摘要】 目的 克隆、表达与纯化硫氧还原蛋白-戊型肝炎病毒（HEV）诊断抗原（命名为

N5），并对其抗原性和血清学检测效果初步评价。方法 根据GenBank上HEV-ORF2以及ORF3

羧基端的基因序列，按照大肠埃希菌密码子偏好表进行密码子优化，全基因合成后插入M48原核

表达载体中，在大肠埃希菌中表达融合硫氧还蛋白的融合蛋白N5。并利用亲和层析技术对融合

蛋白进行纯化，用Western blot技术评价其抗原性，并利用实验室和临床检测确定的HEV感染阴、

阳性血清评价其血清学检测效果。结果 成功构建表达N5诊断抗原的重组质粒；高水平表达并

纯化获取纯度高、浓度大的可溶性诊断抗原；Western blot 结果显示融合蛋白 N5 可与 HEV IgM

抗体阳性血清特异性结合，具有良好的抗原性；以融合蛋白N5作为捕获抗原，建立间接ELISA，

对病原检测和临床诊断确诊的 40份戊型肝炎病例血清和 40份健康人血清进行检测，其灵敏度

和特异度分别为 95%（38/40）和 90%（36/40）。结论 成功构建了可表达融合硫氧还蛋白的HEV

诊断抗原的重组质粒，并获得表达量高、抗原性强的可溶性融合蛋白N5，可应用于HEV血清学

诊断，且有良好的应用前景。

【关键词】 戊型肝炎病毒；融合蛋白N5；基因克隆；血清学检测
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【Abstract】 Objective To clone，express and purify thioredoxin（named as N5），a specific
diagnostic antigen of hepatitis E virus（HEV），and to initially evaluate its antigenicity and serological
test performance. Methods Based on the gene sequences of HEV-ORF2 and carboxyl terminal
ORF3 on GenBank，the codon was optimized by the Escherichia coli codon preference，inserted it into
prokaryotic expression vector M48 following total gene synthesization，and expressed in Escherichia
coli fusion protein N5 recombined with Thioredoxin（TRX）. Fusion protein was purified in affinity
chromatography，evaluating its antigenicity with Western blot technology，then evaluating its
serological test performance using the negative and positive serum samples confirmed of HEV
infection with laboratory and clinical tests. Results The recombinant plasmid expressing N5
diagnostic antigen was successfully established；high-level expression and purification to obtain
soluble diagnostic antigens；Western blot results indicating fusion protein N5 can be bound specifically
with the serum of HEV IgM antibody positive，showing satisfactory antigencity；using fusion protein
N5 as the capture antigen to build indirect ELISA，testing 40 serum samples of HEV cases confirmed
by pathogen detection and clinical diagnosis and 40 serum samples of healthy people，with the
sensitivity and specificity of 95%（38/40）and 90%（36/40）respectively. Conclusion Recombinant
plasmid expressing the HEV diagnostic antigen recombined with thioredoxin was successfully
established，and soluble fusion protein N5 was obtained with high expression and strong antigenicity，
promising in its future applications.

【Key words】 Hepatitis E virus；Fusion protein N5；Gene cloning；Serological test
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HEV主要通过肠道传播，亦可通过输血或垂直

途径传播，常导致大的暴发和流行［1］。HEV为正链

RNA病毒，基因组大小约为 7.5 kb，包括 3个开放阅

读框（ORF），其中主要结构蛋白由 ORF2 编码。

ORF1位于基因组的 5′端，约长 5 kb；ORF2从ORF1

下游的 37 kb 开始，一直延伸到离 3′端腺苷酸残基

65 bp 处，约 2 kb；ORF3 与 ORF1 和 ORF2 都有部分

重叠，包含 369 bp。ORF1 编码非结构区蛋白包括

一个依赖 RNA 的 RNA 聚合酶（RDRP）。ORF2 编

码的蛋白在氨基端有一个信号肽，还有一个富含碱

性氨基酸的衣壳样蛋白区域。ORF3的表达可能与

亚基因组的转录有关［2-3］。研究发现 HEV 衣壳蛋

白 pORF2 上至少存在 2 个构象性中和表位，同时

也是 HEV 的主要免疫优势表位，其中一个表位与

单抗的结合会导致另一个表位的空间构象发生明

显改变［4］。对该2个中和表位的结构基础进一步研

究发现 pORF2 空间结构域由 S 结构域和 P 结构域

组成，其中 aa 597～602 位于结构蛋白同源二聚体

的结构界面，2 个 aa 597 空间距离在 0.66 nm 以内，

aa 368～394调控着颗粒复合体的形成［5］，随后的研

究包含pORF2的中和表位区域的二聚体蛋白，并解

析出X-射线衍射晶体结构［6］。这些均成为重组戊

型肝炎（戊肝）疫苗以及高质量免疫诊断试剂研制

的核心理论基础。

由于戊肝流行病学调查及临床诊断很大程度

上掣肘于缺乏高灵敏度和特异性的诊断试剂，因此

研制新一代诊断试剂已成为控制戊肝暴发迫切

的需求。国内外研究均采用不同抗原相继建立了

多种抗-HEV 检测方法［7-12］，但其灵敏度和特异性

仍不够理想，且各种方法的检测结果不一致，符合

率一般为 17%～100%。硫氧还蛋白（thioredoxin，

TRX）是广泛存在于原核和真核细胞中的低分子量

蛋白质，含有保守的 Cys-Gly-Pro-Cys 活性位点，作

为多效性细胞因子而具有重要的生物学功能。

TRX 易于外源基因以可溶性形式在大肠埃希菌中

高效表达，并具有其他系统不具备的优点，如表达

产物具备耐热特性，经 CDE 热处理可达到表达产

物纯化的目的。本研究利用TRX作为融合蛋白的

前导肽，旨在利用其特性，使HEV优势表位以可溶

性形式大量表达于大肠埃希菌的表达工程菌中，对

HEV特异结构蛋白进行克隆表达、鉴定和纯化，并

采用 Western blot 印迹法鉴定，为实验室的临床诊

断及用于流行病学调查建立简便、快速、有效方法

提供理论基础。

材料与方法

1. 材料：

（1）质粒和菌株：M48表达载体、大肠埃希菌基因

工程菌DH5α、表达工程菌BL21（DE3）、NcoⅠ和XhoⅠ
限制性内切酶、氨苄青霉素（Amp＋）、IPTG等。M48

表达载体包含TRX基因表达序列，由中国疾病预防控

制中心病毒病预防控制所肝炎室制备并保存。

（2）血清标本：抗-HEV抗体阳性血清源自临床

和实验室确诊的戊肝患者；阴性血清来自健康人群，

均为中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所肝炎

室收集并提供。上述所有血清标本均在-20 ℃保

存，避免反复冻融。

2. 方法：

（1）目标基因序列的确定、密码子优化和全基

因合成：根据参考文献［13］，结合我国HEV新疆分

离株结构基因序列（图 1），最终选取截断ORF2（去

掉信号肽序列）和ORF3 羧基端的优势抗原表位，并

按照大肠埃希菌密码子偏好表对目的基因进行密

码子优化（图 2），全基因合成后插入 pMD-19T 中，

基因片段两端带有 2 个限制性酶切位点（NcoⅠ和

XhoⅠ），命名为N5-19T。

（2）表达载体的构建和鉴定：利用NcoⅠ和XhoⅠ
两种限制性内切酶将目的片段和表达质粒加工成具

有方向性的相同粘性末端，确保基因表达的方向

性。目的基因片段经双酶切（NcoⅠ-XhoⅠ）处理

N5-19T 后获取，插入到经相同处理的 M48 表达载

体中。在T4 DNA ligase作用下将其构建成表达工程

质粒。连接体系：双酶切处理的目的基因片段 2 μl，

图1 HEV基因组结构图

图2 经密码子优化的目的基因DNA序列
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M48 质粒 2 μl，T4 DNA ligase 0.5 μl，10×T4 buffer

2 μl，蒸馏水 13.4 μl，4 ℃过夜。连接产物转化入感

受态 DH5α细胞中，挑选白色克隆菌落培养并小量

提取质粒。对重组质粒的采用酶切和测序验证，并

将正确质粒命名为N5。

（3）戊肝诊断抗原表达与 Western blot 鉴定：转

化经酶切和测序验证的重组质粒到 BL21（DE3）感

受态细胞中，挑取8个单菌落接种到1.5 ml含有氨苄

青霉素的LB液体培养基中，37 ℃ 225 r/min振荡培

养 3 h。利用 IPTG 诱导细胞，继续培养 2 h 后采用

SDS-PAGE 和 Western blot 进行目的蛋白鉴定。取

诱导前菌液 300 μl/300 ml接种到 3 L LB培养基中

（50 μg/ml Amp＋），30 ℃，240 r/min培养过夜。次日

等倍扩菌后，将温度调整为37 ℃后继续培养2 h。加

入终浓度为 1 mmol/L 的 IPTG 诱导后，将温度调整

为 34 ℃继续培养 4 h 后离心（4 000× g，10 min，

4 ℃）收集菌体沉淀。菌体沉淀用适量 buffer A

（10 mmol/L Tris-HCl，0.5% Triton X-100，pH 8.0）重

悬后超声处理。离心（12 000× g，10 min，4 ℃）分离

上清和沉淀，分别取 4 μl上样SDS-PAGE，观察目的

蛋白在表达工程菌中的分布。

（4）目的蛋白的纯化：超声液经过离心后收集上

清，加入终浓度为 500 mmol/L NaCl后，上样亲和层

析介质，利用不同浓度咪唑进行梯度洗脱，并对各峰

值取样SDS-PAGE，观察目的蛋白的分布。

（5）ELISA 诊断试剂盒的制备：每孔 100 μ l

15 ng/μl纯化的N5蛋白包被板条，4 ℃过夜后，封闭

液37 ℃封闭1 h，为待测样品。80份血清样本1 ∶ 20

稀释后加入微孔中，二抗为抗人 IgG-HRP，A、B液显

色后，分光光度仪器读取A450和A630，以阴性样品读数

的 2.1 倍值作为 cutoff 值，大于此值为阳性，小于此

值为阴性。

3. 统计学分析：以金标准和检测结果计数资料

制备卡方表，利用χ2检验评价试剂盒的效用价值。

结 果

1. 目的基因序列确定、密码子优化以及全基因

合成：根据HEV的ORF2和ORF3 C端序列，进行密

码子优化，基因合成后插入到 pMD-19T中，并命名

为N5-19T。

2. 重组质粒的构建：目的片段经双酶切处理

N5-19T 后获取，插入到相同处理的表达载体 M48

（图3Ⓐ）中。经双酶切鉴定，小量表达鉴定（图4）以

及测序（图 5）证实表达载体的构建成功，并将正确

质粒命名为N5（图3Ⓑ）。

3. HEV诊断抗原的表达和鉴定：挑取 8个新鲜

转化 N5 的 BL21（DE3）单菌落，进行小量表达培

养。SDS-PAGE结果显示（图5），存在一条明显的与

预期大小一致的蛋白条带，约为29 kDa，证明目的蛋

白可以在大肠埃希菌表达工程菌中有效表达。选取

1～4号样品，电泳后转膜，第一抗体为HEV阳性血

清，第二抗体为抗人 IgG 二抗-HRP，进行 Western

blot，同样证实HEV特异性目的蛋白的成功表达（图

6）。N5经大量表达后发现，目的蛋白主要以可溶性

形式存在于超声处理后的上清液中，且目的蛋白占

菌体总蛋白的41.23%（图7）。

4. 目的蛋白的纯化：通过Ni亲和柱层析技术对

目的蛋白抗原进行初步纯化，SDS-PAGE结果表明，

300 mmol/L咪唑洗脱峰中，目的蛋白的浓度和纯度

均较好（图7）。

注：Ⓐ表达载体质粒（M48）；Ⓑ含有目的基因的基因重组质粒（M48-N5）

图3 表达载体质粒和基因重组质粒示意图

··277



中华流行病学杂志2015年3月第36卷第3期 Chin J Epidemiol，March 2015，Vol.36，No.3

5. 目的蛋白抗原的诊断性能初步评价：以融合

蛋白N5作为捕获抗原建立ELISA，病原检测和临床

诊断为金标准，检测40份确诊戊肝患者血清和40份

健康人血清，其灵敏度和特异度分别为95%（38/40）

和 90%（36/40），经χ2检验显示检测结果与金标准的

差异无统计学意义（P＞0.05）。

讨 论

HEV 的结构蛋白是其诊断试剂的主要组成部

分［14］。HEV ORF2衣壳蛋白高度保守，免疫原性强，

产生的抗体水平高，且体内维持时间长，具有中和性保

护作用，是细胞免疫应答的主要靶物质。ORF3蛋白

可以刺激机体产生抗体，但在体内存在时间短，并无中

和病毒的作用。ORF1蛋白不是病毒体的结构成分，

免疫原性弱，产生的抗体可能不具有保护作用［15］。

注：M：蛋白Markers，Dalton；1～8：转化N5的BL21（DE3）

图4 N5小量表达的SDS-PAGE结果

图5 目的蛋白编码基因片段测序验证结果

注：M：蛋白Markers，Dalton；1～4：阳性患者血清Western blot结果

图6 Western blot鉴定HEV特异蛋白N5的结果

注：1：蛋白Markers，Dalton；2：超声处理后上清液；3：亲和

层析穿柱液；4：60 mmol/L咪唑洗脱峰；5：300 mmol/L咪唑洗脱

峰；6：总菌体蛋白

图7 目的蛋白大量表达与纯化SDS-PAGE的结果
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ORF2 编码蛋白抗原表位数量多，结构复杂，是感

染血清抗体识别的主要表位区域。Khudyakov等［16］

用 3套不同长度（18 aa、25 aa、30 aa）的重叠合成肽

研究发现，ORF2 编码的抗原表位大致可以分为 6

个抗原区域，至少含有 26个表位，其中 aa 12～147、

aa 381～504 和 aa 573～660 区域表位最为集中，而

且表位的抗原性较强。有研究发现用GST 融合载

体在大肠埃希菌表达HEV ORF2 aa 394～606，获得

的融合蛋白能够自发形成同源二聚体 E2［17］。

Western blot发现戊肝患者血清对二聚体的反应性

比单体强 320 倍。熊君辉等［18］通过合成多肽库的

方法对多株 HEV 单克隆抗体识别 ORF2 表位的作

用进行系统研究，发现线性单抗的识别表位在

ORF2 的 aa 408～458 之间，构象型单抗识别表位在

aa 459～606。何水珍等［19］利用HEV原核表达蛋白

P239 吸附 HepG2 细胞的模型，模拟 HEV 对宿主细

胞的吸附，初步确定P239与细胞相互作用的区域为

ORF2 的 aa 423～443，该段多肽可能与病毒的受体

结合部位非常接近或直接参与构成病毒与细胞特异

性识别的表位。

HEV 结构蛋白在大肠埃希菌中表达为包涵体

形式［20］，表达产物的纯化较难，生物活性受影响。本

研究选用M48为表达载体，插入了TRX基因，成为

TRX 融合表达系统。而原核细胞表达载体——

TRX 融合表达系统的特点［21］包括①将外源蛋白与

TRX一起表达可以帮助正确形成二硫键，使许多在

大肠埃希菌中以包涵体形式表达的蛋白可以转变为

可溶性表达；②产量高；③表达产物具有生物活性；

④部分表达产物保留了TRX特有的耐高温处理的

特性，使表达产物与不耐热变性蛋白区分，有利于表

达产物的纯化。此外，表达载体M48带有氨苄青霉

素抗性基因。本研究应用大肠埃希菌TRX基因序

列融合表达系统高效表达了HEV重组特异抗原蛋

白N5，并以此为抗原建立间接ELISA，以病原检测

和临床诊断为金标准，检测40份确诊戊肝患者血清

和 40份健康人血清，其灵敏度和特异度均较高，为

进一步建立用于临床戊肝实验室诊断和流行病学调

查的方法提供了理论基础。
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