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摘 要：在大肠杆菌中表达的一段戊型肝炎病毒（D7&）结构蛋白 17$，纯化后以弗氏佐剂，按

%@，#%@，"%@ 的方案 #%!?E针的剂量免疫 " 只恒河猴，在第 $ 周抗体阳转，第 C 周时 # 只滴度达 #
F#%% %%%，另 $ 只滴度 #F$% %%%，此时以 #%C GHI 滴度的 D7& 病毒粪悬液攻击。对照组 " 只均

出现血清转氨酶（JK2）升高，抗体阳转，粪便持续排毒 # 月以上；疫苗组无一发病，未检出非疫

苗来源的抗体，其中 # 只始终未检出粪便排毒，另 $ 只仅出现短暂排毒。以一份 17$ 免疫后

猴血清（滴度 #F$% %%%）与 #%" GHI 滴度的病毒混匀后感染 $ 只恒河猴，结果对照组 $ 只均持

续排毒 " 周以上，抗体阳转，# 只 JK2 明显升高；而抗体中和组 $ 只猴始终未检出粪便排毒，

抗 17$ 抗体缓慢下降，JK2 正常。这些结果表明 17$ 具有良好的免疫原性和免疫保护性，有

可能成为有效的戊肝疫苗。
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戊型肝炎（戊肝）是一种经肠道传播的急性肝炎，临床表现与甲型肝炎类似，但黄疸较

为常见，一般呈良性经过，但孕妇感染病情较重，死亡率可高达 $%M。戊肝主要流行于亚

洲、非洲和中美洲发展中国家，是一种世界性的危害严重的传染病，我国是戊肝主要流行

区之一，新疆、吉林、辽宁、内蒙古及山东等地均有戊肝暴发流行的报道［#］。因此，戊肝疫

苗被世界卫生组织（NDO）列为新世纪最应优先开发的疫苗之一。

戊型肝炎病毒（D7&）含 " 个开放读码框架（OI*），其中 OI*$ 编码 CC% 个氨基酸的多

肽（GOI*$），为病毒主要结构蛋白，组成病毒衣壳，也是感染血清抗体识别的主要区域［$］。

在过去的研究中，我们利用谷胱甘肽转移酶（PQ2）融合表达载体在大肠杆菌中表达了

OI*$ 的 //"4! R //C%! 的区域（7$）的重组蛋白（P7$），在 QSQ5GJP7 中可形成二聚体，而且

二聚体对戊肝阳性血清的反应性要明显优于单体，提示二聚体的形成使某些重要表位得

以充分暴露；用该重组蛋白免疫恒河猴显示出一定的保护性［" R 3］。由于 PQ2 融合蛋白难

以应用于疫苗的生产，因此我们将该片段克隆至一个非融合表达载体，表达出的重组蛋白

17$ 在溶液中形成从二聚体到十二聚体的多种聚合形式，可能模拟了病毒子粒的装配过

程（结果另文发表），本研究将纯化的 17$ 免疫恒河猴，以进一步系统观察其免疫原性和



对 !"# 攻击的免疫保护性，同时在恒河猴中进行 $"% 诱生抗体的病毒中和实验，以观察

抗体中和病毒的能力。

! 材料和方法

! "! 实验动物

实验所用 &’ 只恒河猴捕自中国南部地区，& ( % 岁，实验前进行常规医学观察，并持

续 % 周检测血清转氨酶（)*+）水平，免疫前检测抗 !"# 抗体，均为抗 !"# 抗体阴性的健

康猴，实验期间分笼喂养。

!#$ %&’ 重组疫苗

!"# 重组疫苗 $"% 为大肠杆菌表达的非融合蛋白，包含 !"# ,-.% 的 //012 ( //3’2
的片段，主要以包涵体形式表达。包涵体经 24567* 尿素洗涤后取上清透析复性，再经分

子筛 !8*9 纯化，纯度大于 1:;。

!#( 免疫方案

上臂三角肌肌肉注射，每次疫苗接种量为 &’!<7’=:4*，按 ’>，&’>，0’> 方案接种 0 针。

第 & 次接种采用弗氏完全佐剂，其余采用弗氏不完全佐剂。0 只恒河猴为疫苗组（编号为

$53，$5?，$5@），另 0 只为对照组（编号为 $5&，$5%，$50）。

!#) 病毒攻击

&1@@ 年新疆 !"# 流行时的一份病人粪便感染恒河猴一代后的阳性粪便（89- 滴度为

&’3），以生理盐水制成 %’;悬液（含 ’=&;氨苄青霉素），与 & A@ 生理盐水稀释的 !"# 阳性

胆汁等体积混合后，&4*7只静脉注射恒河猴。攻击时间为初免后第 3 周。

!#* 免疫血清中和保护实验

取 & 只 $"% 免疫后 0: 周的猴血清 &4*（抗 $"% 抗体滴度为 & A%’ ’’’），混匀后与等体

积 !"# 阳性粪便悬液上清混匀（最终病毒 89- 滴度为 &’0），0?B吸附 %C，2B过夜；&4*7只
分别静脉注射恒河猴（编号为 D4&0 和 D4&2），对照组为阴性猴血清与病毒悬液的混合液

静脉注射（编号为 D4: 和 D43）。

!#+ 标本采集

免疫前采集静脉血，免疫开始每周采血 & 次，攻毒后每周采血 % 次，肝素抗凝，同时

检测血浆 )*+ 水平，余贮存于 E %’B备检；从攻毒后第 & 天开始每天采集粪便，0 周后每 0
天收集 & 次，至对照组粪便排毒阴转连续 0 次，粪便采集后贮存于 E ?’B，% 周内以 -+F
89- 检测 !"# 病毒。

!#, 血浆抗-%&’ 检测

采用三种方法。一是 GHIH6/JK 公司生产的抗F!"# L<G 抗体 "*LM) 试剂盒，一是北京

万泰生物药业有限公司的生产的抗F!"# L<G 抗体 "*LM) 试剂盒（采用加拿大 N"M 公司抗

原），另一为本室自制的抗F!"# L<G 抗体 "*LM) 试剂盒。前两个试剂盒的操作严格按产品

说明进行，本室自制试剂盒过程如下：!8*9 纯化的 $"% 抗原，溶解于 ’=’:4567* 碳酸包被

缓冲液（O!1=:）中，浓度为 ’=0!<74*，&’’!*7孔包被 13 孔聚乙烯微量滴定板，0?B吸附 %C，

2B过夜；8PM+ 洗液（O!?=2）洗涤 & 遍，%’’!*7孔封闭液（含 %;明胶、’=%;酪蛋白和 %;蔗

糖的 8PM）0?B封闭 %C，甩尽、拍干后真空封闭，2B保存备用。检测时，于每孔中加入
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!""!# 样品稀释液（$"%%&’(# )*+,$ -./，!0酪蛋白），然后加入 !"!# 待检血清，轻拍混匀

后于 1+2温育 1" %34；然后用 -./5 洗涤 6 次，拍干后每孔加入 !""!’ 稀释好的抗人 789:
*;-（北京万泰生物药业公司提供），轻拍混匀后 1+2温育 1" %34；洗涤 6 次，扣干，加入显

色剂（5<. 底物，北京万泰生物药业有限公司提供），1+2温育 !" %34 后，加终止液 6"!#（$
%&’(# *$/=>）终止，于酶标仪（5?@AB 公司）上读取 !">6"(C$"4%的读值。

!"# 病毒核酸检测

以反转录 -@;（;5:-@;）方法检测粪便中的 *?D ;BA。粪便标本以 ","! %&’(# -./
（)*+,>）制成 !"0悬液，>2 !6 """E(%34 离心 !6%34，取上清 $6"!# 用 5;7F=# 试剂（97.@=

公司）按操作说明提取 ;BA；提取的 ;BA 以配好的反转录体系溶成 $"!#，进行反转录，反

转录引物 A1（6G:88HIHJHH88J8I8IIIHIIH:1G）。取 $!# 反转录产物进行第一 -@; 扩增，反应体积

$"!#，引物为 A6（6G:HIII8JI8JHJHH8IHIIHIH8:1G）和 A1，反应条件为：K>2预变性 6%34；K>2 >"L，
CM2 >"L 16 个循环；+$2延伸 6%34；取 !!# 第一轮 -@; 产物，在 $"!# 反应体积中进行第二

轮 -@;，引 物 为 .6（6G:8HH8HJ8HJJJ88HJIHHJI8:1G）和 .1（6G:8I8IIIHIIHHJJJJHHHIH8H:1G），条 件 为

K>2预变性 6%34；K>2 >"L，6C2 >"L，+$2 M"L 16 个循环；+$2延伸 6%34。

!"$ 血浆 %&’ 检测

采用赖氏法［C］。

!"!( 主要试剂和仪器设备

A<D 反转录酶、5JN OBA 聚合酶、PB5- 为 -E&%Q8J 公司产品；;BA 酶抑制剂（;BJL34）

为华美公司产品；各种常规化学试剂为国产分析纯；-@; 仪为德国 .3&%QIEJ 51 型；弗氏完

全佐剂和不完全佐剂为厦门大学抗癌中心提供。

图 ! )*+ 免疫猴后各周的抗 )*+,-./ 抗体 !" 值

R38S! 5TQ !" UJ’VQ &W J4I3:B?$:789

&W %&4XQY LQE3J’ LQEJ JWIQE 3%%V43ZJI3&4

!：[JHH34JIQP；"：[3EVL HTJ’’Q48Q；!(!" """：/QEJ

J4I3\&P3QL ]QEQ PQIQHIQP JWIQE ! ^!" """ P3’VI3&4S

#——— B& !；$——— B& $；—%— B& 1；—_— B& C；&———B& +；

’——— B& M；·—_—·B& C（!(!" """）；

·—&—·B&+（!(!" """）；·—’—·B&M（!(!" """）S

+ 结 果

+"! )*+ 疫苗的免疫原性

B?$ 疫苗免疫恒河猴后，以 B?$:?#7/A
检测 抗 体，第 $ 周 即 有 $ 只 阳 转，另 ! 只

（B&+）在第 1 周阳转，随后抗体持续上升（图

!），至 第 C 周 时，B&C 的 抗 体 滴 度 已 达 ! ^
!"" """，B&+、B&M 的抗体滴度达 ! ^ $" """，而

1 只对照猴抗体始终为阴性。

+"+ )*+ 免疫对恒河猴的保护性

在 B?$ 免疫后第 C 周，以 !"C -@; 滴度

的 *?D 病毒静脉感染实验猴，从图 $ 可见，

对照组 $ 只猴（B&!、B&$）在感染后第 > 周开

始 A#5 明 显 升 高，第 6 周 达 高 峰（均 超 过

>""‘），在第 C 周时出现第二个峰，后迅速下

降，至第 + 周时已恢复正常；另 ! 只对照猴

（B&1）在感染后 ! 周时 A#5 达 66‘，随后缓慢

下降，并稍有波动；疫苗组 1 只猴子则始终未
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见 !"# 升高，说明 $%& 免疫可以较好地保护恒河猴不发病。对照组 ’ 只猴在第 ’ 周均出

现抗 $%& 抗体阳转，比 ()*)+,-. 试剂和万泰试剂阳转时间提前 / 0 1 2；疫苗组无一只出现

()*)+,-. 试剂和万泰试剂阳转。对照组 ’ 只猴均在攻毒后第 / 2 的粪便中即可检出病毒

3$!，并持续阳性至第 4 周（$5’）、第 6 周（$57）和第 8 周（$5&），持续排毒 7 月以上；疫苗

组 7 只猴始终未检出粪便排毒（$56），另 & 只在感染后 7 周至 ’ 周间出现短暂排毒（$51，

持续 79 2；$58，持续 6 2）。将血清 7 :79 999 稀释后检测，可见免疫组 ’ 只猴在病毒攻击时

仍处于抗体上升阶段，在攻击后 ’ 2 出现抗;$%& 抗体的加速升高，但 1 2 即开始缓慢下降

（图 7，虚线），可能反映了病毒攻击导致的短暂回忆反应。

图 ! 病毒攻击实验猴后的血清 "#$、抗体及粪便排毒动态

<=>?& @A*,B=C. 5D .)E, !"#，,*F=-52=). ,*2 .F55+ G=EH. )ICE)F=5* ,DF)E G=EH. CJ,++)*>=*>

")DF：K5*FE5+ >E5HL；3=>JF：M,CC=*) >E5HL；N;,I=.：O))P. ,DF)E G=EH. CJ,++)*>=*>；+)DF Q;,I=.：!" G,+H). 5D ,*F=-52A

%"RS! 2)F)CF=5*；3=>JF Q;,I=.：S)E, !"# H*=F；()*)+,-.：!*F=;T%M 2)F)CF)2 -A ()*)+,-. ,*F=;T%M %"RS! P=F；Q%S：!*F=;

T%M 2)F)CF)2 -A ,*F=;T%M %"RS! P=F C5,F)2 U=FJ ,*F=>)* DE5B Q%S R*C?；$%&：!*F=;T%M 2)F)CF)2 -A ,*F=;T%M %"RS! P=F

C5,F)2 U=FJ $%& ,. ,*F=>)*；!"#：S)E, !"# H*=F；SF55+ .,BL+=*> F=B)：F=B) 5D .F55+ .,BL+)2 D5E 2)F)CF=*> G=EH. -A 3#;VK3；M=EH.

L5.=F=G) .,BL+)：SF55+ .,BL+) L5.=F=G) D5E G=EH. 3#;VK3?
—!— ()*)+,-.；—"— Q%S；#——— $%&；$——— !"#；" SF55+ .,BL+=*> F=B)； M=EH. L5.=F=G) .,BL+)?

!%& 免疫血清的中和保护实验

取 7 只 $%& 免疫后 ’4 周的猴血清（滴度 7 :&9 999），与 79’VK3 滴度的 T%M 病毒混匀，

8’ 微 生 物 学 报 /’ 卷



感染 ! 只恒河猴，从图 " 可见，对照组 #$% 在第 & 天粪便中出现排毒，持续排毒至第 ’(
天；#$& 在第 ) 天开始排毒，第 !* 天排毒阴转；而抗 +,! 血清中和组粪便中始终未检测到

戊肝病毒。对照 ! 只猴均在第 ’ 周出现抗-+,! 阳转，血清中和组被动输入的抗体缓慢下

降，直至第 & 周 !" 值仍较高；( 只对照猴（#$%）在感染后第 % 周出现短暂 ./0 升高（达

!112），同时也出现 34546789 抗体阳转，而其余 " 只始终未见 ./0 异常，34546789 试剂也始

终未测出抗体。

图 ! "#$与血清中和后感染恒河猴的血清 %&’、抗体及粪便排毒动态

:;<=" >?57$;@9 AB 94C7 ./0，75D;8AE;49 75E 9DAA6 F;CG9 4H@C4D;A5 7BD4C @I76645<;5< 8? F;CG9 54GDCA6;J4E K;DI 94C7

/4BD：LA5DCA6 94C7 <CAGM；N;<ID：O7@@;57D4E 94C7 <CAGM；P-7H;9：Q44R9 7BD4C F;CG9 @I76645<;5<；64BD S-7H;9：!" F76G49

AB 75D;8AE? ,/TU. E4D4@D;A5；N;<ID S-7H;9：U4C7 ./0 G5;D；34546789：.5D;-V,O E4D4@D4E 8? 34546789 75D;-V,O

,/TU. R;D；+,!：.5D;-V,O E4D4@D4E 8? 75D;-V,O ,/TU. R;D @A7D4E K;DI +,! 79 75D;<45；./0：U4C7 ./0 G5;D；UDAA6

97$M6;5< D;$4：0;$4 AB 9DAA6 97$M64E BAC E4D4@D;5< F;CG9 8? N0-WLN；O;CG9 MA9;D;F4 97$M64：UDAA6 97$M64 MA9;D;F4 BAC

F;CG9 N0-WLN=

—!— 34546789；"——— +,!；#——— ./0；$ UDAA6 97$M6;5< D;$4； O;CG9 MA9;D;F4 97$M64=

! 讨论

(**" 年 WGCE? 等［X］首次报道了原核表达重组 YN:! 蛋白作为疫苗的研究结果，他们在

大肠杆菌中表达了 YN:! 的 L 端 !Z"（77!!% [ 77&&1，L!），免疫食蟹猴后以同型及异型病毒

攻击，虽不能完全预防感染，但可使免疫猴不发病，显示了一定的保护作用。NA8;59A5
等［)］用昆虫杆状病毒表达系统表达 V,O YN:! 全长基因，产物中可见 %"R>、%&R>、&"R> 和

X!R> 等多种大小不同的特异蛋白，其中 %&R> 蛋白（77((! [ 77&1X）的 ,/TU. 活性最好，用

之以 1E，!)E 方案免疫恒河猴后，以 "11 111\T>%1 的同型病毒或 (11 111\T>%1 异型病毒攻

击，结果从 1]’!<Z针组到 %1!<Z针组（每组 ’ 只）抗体滴度基本相同（攻毒前滴度在 ( ^ ( 111
[ (^(1 111）均可保护免疫猴不发病，但均可检出粪便排毒，这是迄今戊肝疫苗研究中所

报告的最好的保护效果［*，(1］。_I75< 等［((］用 1]’!<Z针 %"R> 蛋白（77((! [ 77%X)）同样免疫

*"( 期 葛胜祥等：大肠杆菌表达的戊型肝炎病毒 YN:! 多肽对恒河猴的免疫保护研究



恒河猴，获得了同样高滴度的抗体，但用 !" """#$%&"的同型病毒攻击时，免疫组 ’ 只猴均

有排毒，其中 ( 只有 )*+ 升高，基本没有明显的保护性，但粪便排毒时间和病毒滴度有较

明显下降。

实验所表达出的 ,-( 蛋白以 !"!./针的剂量 "0，!"0 和 ’"0 免疫恒河猴，结果 ( 只免

疫猴在第 ( 周时抗体即已阳转，另 ! 只在 ! 周后也阳转，在第 1 周抗体滴度已达 ! 2 (" """
3 !2!"" """，表现出了良好的免疫原性；此时以 !"1 4+5674 滴度的同型病毒攻击，对照组

’ 只猴呈现典型的急性戊肝表现，先后出现粪便排毒、抗 ,-( 抗体阳转、89:9;<=> 试剂抗体

阳转、?-@ 试剂抗体阳转和 )*+ 升高，其中 ( 只猴 )*+ 高峰时超过 A""B；而疫苗组 ’ 只猴

无一发病，其中抗体滴度最高的 ! 只（,C1）始终未检出排毒，另 ( 只排毒时间也较对照明

显减短，’ 只免疫猴除抗 ,-( 抗体一直维持在很高水平外，始终未出现 89:9;<=> 试剂和

?-@ 试剂抗体阳转，表明 ,-( 疫苗能对恒河猴产生良好的保护作用。本研究采用的 4+5
674 方法与 +><D9E 等［F 3 !!］的方法基本相同，根据他们的估计，该方法检测粪便病毒的检测

下限相当于 !"" 个 #$%&"，研究所用的病毒攻击剂量达到 ! """ """ 4+5674 滴度，虽然所

采用毒株不同，但研究所用毒株至少在 !" 个 674 滴度剂量时仍可有效诱导恒河猴出现

明显的戊肝感染（结果另文报道），本研究的攻毒剂量至少不低于 +><D9E 等所使用的剂量，

据此推测本研究疫苗所获得的恒河猴保护性至少不低于昆虫细胞表达的 &1G% 蛋白，而本

研究所达到的抗体滴度也是已有报道中最高的，但本研究所用的佐剂是弗氏佐剂，其辅助

抗体产生的能力通常要强于临床上唯一批准使用的铝佐剂，因此将 ,-( 蛋白进一步纯化

后以铝佐剂进行保护性实验将可更好地评估该蛋白作为疫苗的应用前景。

为直接验证 ,-( 蛋白免疫产生的抗体的病毒中和能力，将 ,-( 免疫后 ’& 周的猴血

清（抗体滴度 ! 2(" """）与 (""" 个 674 滴度的病毒粪悬液等体积混合后感染 ( 只恒河猴，

结果抗体中和组始终未检测到粪便排毒，也未出现 )*+ 升高及 89:9;<=> 抗体阳转，,-( 抗

体则持续下降；对照组均持续排毒 ’ 周以上以及抗 ,-( 抗体阳转，其中 ! 只出现 )*+ 升

高及 89:9;<=> 抗体阳转，说明 ,-( 免疫出的抗体完全中和了这一剂量的病毒的感染性，这

是迄今戊肝疫苗免疫抗体直接中和病毒的首次报道。

本研究使用三种试剂进行抗 H-I 抗体的检测。89:9;<=> 公司生产的抗 H-I5$.8 抗体

诊断试剂是目前国际上最常用的临床诊断试剂，使用 J4K( 7 末端的一段多肽 ’5(（<<1!’
3 <<11"）、J4K’ 的一段多肽 A5(（<<F! 3 <<!(’）和一段 J4K( 重组蛋白 @8’（<<’’A 3 <<11"）

作为包被抗原，通过间接 -*$@) 检测 $.8 抗体［!(］；北京万泰公司生产的抗 H-I5$.8 抗体诊

断试剂使用 ?-@ 公司提供的 H-I 抗原（主要为 J4K’ 片段）；另外还用 ,-( 蛋白作为抗原

组装间接 -*$@) 检测 $.8 抗体。从对照组猴血清抗体产生情况看，,-( 抗体的出现时间

最早（在病毒攻击后 ’ 3 A 周阳转）、滴度最高、持续时间最长，89:9;<=> 试剂抗体检出情况

与 ?-@ 试剂类似，但 !" 值较高。在 & 只对照猴中，有 ’ 只的 89:9;<=> 抗体与 )*+ 异常较

为相关，即在 )*+ 升高前后 89:9;<=> 抗体阳转，滴度迅速上升，在 )*+ 恢复正常、粪便排

毒结束后抗体滴度快速下降直至完全阴转；但另有 ! 只对照猴 89:9;<=> 抗体在猴戊肝病

程结束后仍持续存在，! 只对照猴 89:9;<=> 抗体始终未阳转。这些结果表明 ,-( 抗体的

阳转是戊肝感染的更为灵敏的指标，但由于其在感染恢复后仍长时间持续存在，因此是一

个较 89:9;<=> 试剂更好的人群感染率指标。,-( 抗体与 89:9;<=> 抗体的这一显著差别原
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因可能在于 !"# 模拟了 $"% 衣壳表面的某些重要的构象性表位（另文发表）。其他研究

人员在利用昆虫杆状病毒表达系统表达的 $"% &’(# )* ) * ++# , )* ) * -./ 片段形成类病毒

（%012）或亚病毒颗粒（3012）中以及原核表达的 $"% &’(# )* ) * 456 , )* ) * --.（&’(#7+）同

样发现存在某些与急性期和恢复期血清均有良好反应的构象性表位［+48+-］，是否这些抗原

的这类恢复期构象表位以及 !"# 蛋白所模拟出的构象表位均是相同的表位目前仍无直

接的证据，制备相应的单克隆抗体对于阐明这一问题将十分有帮助。

9:;:<)=2 公司的 >?9 试剂用于临床诊断存在相当程度的误判（漏检或假阳性）［+/ , #.］，

本研究的数据亦体现出了这一现象。9:;:<)=2 公司和其他一些公司虽然也有 >?@ 试剂销

售，但其灵敏度和特异度均与 >?9 试剂有一定差距，可靠的 >?@ 诊断试剂的研制仍是目前

急待解决的问题［#+］。
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