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戊肝病毒活性肽的选择、合成与应用 

c 瓣2匣004冉33) ／·2／ (第二军医大学莆牛物学教研室，上海 弓 · l 崔大敷、／俞超崔恒冉 f ／ 
提要 对戊型肝炎病毒(HEV)编码蛋白序列进行 r亲水性分析及=级结构预测，选择襄水性强、 

具有 转角与 B_折叠的区段，采用多酞固相合成法合成了HEV基因组 3个开读框架(ORF ，ORFz 

和ORF )巾可能的抗原表位，以免疫学方法进行鉴定并选出r分别来自HEV3个ORF的、具有重 

饕生物活性与应用前景的3段肚(EH- EH挪 EH ) 在此基础上，避行了抗 HEV ELISA新型检 

测试剂盘的实验室研究脚临床试用。结果表明，所研究的戊肝抗体检测试剂盒特异性高 临床符合 

性好、具有可重复性，在戊肝辅助诊断及流行病学调查中具有重要意义。 ． 

关键迥些里 壅塞蓦，基因序列·合成肽，酶联免疫吸附试验 参ll当f ／ ． 
1 989年，Reyes等成功地获得了戊型肝炎病毒 (HEV)的基因克隆E ，并证实是鲣肠道传播 

的非甲非乙型肝炎(现称戊型肝炎)的病原体E ”。现已证明E ，HEV呈球形 ，直径 27～34 nm， 

基因组是单股正链RNA，长约 7．6 kb，由 5 。非编码区、非结构区、结构 和 3 一非编码区组成 ， 

包括三 开读框架(ORF )。ORF 位于基因组的 5 端 ，长 5079 bp(第 28～5l 07位)，编码病 

毒复制所需要的 RNA复制酶、蛋白酶和解螺旋酶等，为非结构区基因；ORF 及 ORF。位于基 

因组的 3 端，ORF3长 369 bp(第 51 03～5472位)，ORF2长 I 980bp(5l 47～7128位)，它们都编 

码病毒的结构蛋白 l 986～】988年，在我国新疆发生了戊肝爆发流行，病 人数超过 I2打 北 

京 、吉林、辽宁、内蒙、河北、湖北、山东和上海等许多省市也报道有戊肝散在发生或流行。目前 

还缺乏特异、肓效的戊肝诊断及防治方法，是影响我国 凡民健康的常见传染病之一 近两年来， 

我们开展了戊肝病毒基因组的结构与功能研究，筛选鉴定出 HEV序列中重要的抗原表位 ，并 

对合成l【̂=进行丁构型修饰和化学处理，增加了肽的免疫反应性。和J甩这些合成敞，我们建 了 

新型的 ELISA检测抗 HEV IRG和 IgM 的方法并在临床进行了验证。现将研究结果报道如 

材 料 与 方 法 

I 肚合成仪及其试剂 自动多肽合成仪为美国ABI公司产品 3̂IA型 HF切割仪勾口年大阪多肽研究所产 

品：BOC一氯基酸和侧链带有保护基团的BOC一保护氰基酸也购自口年大舨多肽研究所，它们是：Glu(Hc。x)． 

Hl Born)，Tyr(B r—z)·Cys(4-CHaBz1)，Trp(CHO)，Asp(Heox)，Set(Bzi)，Thr(Bz1)，Arg(Tos)，Lys(CI—Z){ 

PAM一讨脂系美国 ABT公司产品。 

年l史于 1994年 12 H 28日收到 ．1995年 4 H 】0日修回 
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2 血清标本 阳性参照为Gcnetabs试荆盘检测阳性的医院临床送检血清标_车或卫生部标准戊肝血清(暂 

定)；正常血清取自 海市中心血站的义务献血员血清，HBsAg、ALT及抗HCV检测均为阴性。急性非甲非乙 

非l内型(NANBNC)肝炎患者血清、急性甲肝血清、乙肝血清和丙肝血清等分别采自上海、江苏、网川和福 

建等地。 

3 HEV编码蛋白的分析与合成 利用Kyte和Doolittle原理 ]，通过计算机对HEV编码蛋白各区域进行亲 

琉水性分析；井利用Garuiser—Robson 法和Conform法 ，对编码蛋白进行二级结构的预测。在此基础上，根 

据Merificld的固相台成肽原理，选择井合成了HEV结构区和非结构区的肽段。 

d 台成肚的包被及封闭 抗原包被缓冲液为 0．05 tool，L(pH9'6)碳酸盐缓冲液．合成肽用包被液稀释至 3 

~g／m1．加入聚苯乙烯条捧孔 100ttg／孔，37℃放置 2小时后弃去包被液．每孔加 200 i含 2．5％ BSA(第 5组 

份)的封闭液，37℃放置 2小时，用洗涤液洗 2遍，干燥后真空封装．4"C贮存供问接 ELISA法检测抗 HEV用。 

5 抗 HEV ELISA检舅 在合成肽包被的条排孔中每孔加稀释后样品 I10“I(稀释液 100 1．待检血清 1 0 

1̈)·37℃温育 45分钟后洗涤 5遍；再加酶标羊抗 凡Y链或 链抗体 100“1．37℃温育 45分钟．洗涤 5遍后用 

OpD(1 00 1)显色．37℃反应 15分钟后甩2mol／LH：SO 终止。在酶标仪r卜{勇I定 492 rim吸光度∞D忾)，参考 

波长 653 nm 

结 果 

1 HEV编码蛋白的疏水性及二级结构分析 

对HEV非结构区(ORF )及结构区(ORF：和 ORF 3)编码蛋白进行疏水性分析及二级结 

构预测 ，发现 HEV的抗原表位尽管有沿其氨基酸序列全长分布的倾向．但某些区段的抗原性 

仍较明显．故选择亲水性高、含有 目一转角及 日一折叠的区域 ，在 3个开读框架内共合成了 7个肽 

段 再根据各lf6=与戊肝血清的免疫反应性 (结果l末列出)，选 出了EH (ORF )、EH (ORF )和 

EH (ORF3)三段 肽 (图 】)。 

HEV台成肽的纯化与鉴定 

从树脂 酸解离 F来的合成肽，经裂解、去保护基团、Sephadex G l 5脱盐及 TSK 40(f)分 

离后．再过高压液相 C s反相层析柱纯化 ，从而得到 HPLC纯 (单一峰)的目的酞(罔 2)。氨基酸 

组成分析证明各肽的氡基酸组成均符合理论值 (以 EH 为例，见表 1)。 

表 t HEV 台或肽(EId1~D的铽基酸组成分析 

Tabic 】 Amino Acid Composition Synthcti~HEV Peptide EHlT 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


292 

辜垦 

{毛  
． ． 

j— 

撼 ⋯ 
一  

一 矗餐乌； 

J 

I 

毫 1． 

参=_ 

一 ．
{； ～  

膏 曩 

《 蓬 

中 国 瘸 一 学 

} 

=
壤_ 

一= E 
FF- 

翟 
巨 

=  
巨 

耋碴 

兰 
} 

耋 } 

巨 

第 10誊 

一!。 0 ．5  也一 ． u ∞-d̈∞ ～ 

．01)!置丑 I。g一 邑 导芑三苗 哥 8 昱 葛誊 名 - ＆ }o【 乏 牡PIJ厶＆ 童  】o*夏 目 u{ 窖置 ∞；里∞ 己H Io 星  _Jn 

雹 暮醛 u 掘睾耋咚 咧 也 ∽ ．堪鹫 王 

n●☆ o 

畦好墨嚣辑 好蝌¨采求话斗 嚣求 *撂采求箍斗 匝 

目 !p。菖 目 Jo量 l。鼋 4 皇  苗奇 p【邑目 Pu 目 0 p曼  一IT 

蕊瞎 蝌¨越 求 *博窨皿村富暗自  匝 

上』』J E ．LL 卜匕‘L ： ： ； “ 跣 如 ：= == ”̈̈”甥  

三兰 I『 主要 三II 量量茎 星三 主 蚕主 主 l1 

H，盘 。 一●盘 o 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 4期 鹰中田等：戊旰痹●蘑性肚的遣捧、合成与应用 293 

圈 2 HEV台成肽(Elt~z的 HPLc鉴定 

Fig 2 purity Profit~of Synthe$iC HEV 

Pe~ide 【EH*：)呻 HPLC 

柱 【cd咖 n)：RP-C：s(7×250 nm) 

披长(Wa~ nght){220 nm 

缓冲蒗(B曲 r {0．1 TFA} 

B：m 1 F^ ，100 cH cN 

髓 (Ftow rate)：4 

梯鏖(or耐 n1){B# ÷50 40 m_m 

3 戊肝肽与参照血{膏的反应性 

利 用合成 、筛选的三段肽(EHⅢ、EHm和 EH 2)分别检测卫生部的 HEV参 照血清(暂 

定)，由表 2可见 EH 。检测阴性参照品的符合率最高(25／~5，100 )，EH 对阳性参照品的检 

盘率最好(4S／5l，88．3 )。实验还证明(见参考文献 9)，EH 与 EH 在 HEV IgG和 IgM 检 

测中有互补作用 ；EH 的反应性较弱，尚未见与 EHm或 EH 有互补性 ，但它的加入可使特测 

标本的免疫反应性增加，使检测时的本底更清晰。用此 3段肽联合组装成试剂盒 检测上述 76 

份参照血清 ，与 Genelabs公司的试剂盒比较，两者阴、阳性相符的有 69份，不符的有 7份L9_。相 

对敏感性为 88．3 (45／51)，特异性 为 96．0H(24／2s)，总符台率为 90．8 (68／76)。 

寰 2 

Treble 2 lmm Lmo 8 i ly of Synthetic HEV p~ ticles with B~-rum pm-iel 

。Gcnd 公司产品，由新打 坡 DBL公司生产 
C'ommercial~ i-HEV lgG kR from Diagnostic Biotechn。 (Pte)Ltd，s 鲷 e 

4 临界值的确定 

测定了 600份义务献血员的抗 I：EV IBG，对其中0D>0．35的标本用 C~nelabs试剂盒 

复测剔除 l7份，对余 F的 583份的OD值进行统计学处理，得均值( )0．065，SD 0．0}1。另测 
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定 I I 3份 Genelabs检测阳性的血清标本 ，得 OD均值 1．265，SD 0．673。由图 d可见 ，当临界 

(cut。ff)值为阴性对照均数( )+ sD时，假阳性和候阴性例数控制在最小范围。据此 ，我们 

得剑本检测系统抗 HEV IsG检测的临界值为阴性对照平均值 +4×0—071。以同法测定抗 

HEV IgM 的 OD均值为 0．083，SD为 0．081，故临界值 为阴性对照平均值十dsD即 4×0—081 

(罔 3 

辎 

强 

o．D．值(valu~) 

圈 3 抗 HEV EL1SA临界值的确定 

Fig 3 Determin~ttion of Cut off Values for Anti-HEV ELISA Kits 

5 抗 HEV ELISA的可重复性研究 

紊 3显示丁用 }二述 3段合成肽研制的抗 HEV IsG和 IgM 酶联免疫检测试剂盒的精密度 

竹析结果．实验标本为抗 HEV IBG及 IgM 均呈阳性的 3份病 凡血清。由表 3可见抗 HEV IgG 

的批 内变异系数(cv)为 3．2 ～ ．5 ；批闻CV为 7．4 ～l 0．3 。抗 HEV IgM 的批内CV 

为 3．9～5．5 ；批问 CV 为 7．5 ～9．2 表明我们研制的检测试剂盒的批内及批 广日J CV均 

符台精密度标准。 

表 3 抗HEV ELIZA的精密廑宴验结果 

Table 3 ReprodnelfoKty of the Pept~e—b陷ed ELISA Kits 

’批 硷恻为同 批待倒标车做 l 0个复孔 
‘T⋯ c ITom Ihe 咖 c b cb ofthe it w e代 done at tb~洲 c tim e 

一 批问检侧为同时测定 10批不同批 的试剂 
’‘Tett batches of the kit e compared ．n a sfogte experOrlenl· 

蠢 f ri；平均 OD值 ；SD：标准差 ICV：变异系赦 
x：n_c l_OD values}SD：standard deviation；CV{coeflfictenl of variation 

R 合成肽与重组蛋白试剂的比较 

用本合成然试剂盒 检测肝炎门诊或住院病 凡的血清标本 518份，同时与重组 HEV抗原 

组装的 Genelabs试剂盒的测定结果进行比较(表 4)。结果显示；两者均阳性者 87份 ，两者均阴 

目；S一§  0 ．0Z 
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性 4 0l份 ，相对敏感性为 82．9 ；特异性为 97．1 ；总符合率达 94．2 (488／518)。表明本 

合成脞试剂与国外重组抗原试剂有较好的一致性 

表 4 两种抗HEV试耕盒的结果比较‘ 

Tabte 4 C mD盯iB∞ betw~ n the Pe毗id D氍ed and Recomb~mnt-b嘏。d Kits‘ 

’此衰结果由上海瑞盘医院、上海长海医院、上海传染病总院夏福建漳州175医院协助完成。 

’Thc comparative experiment 踞 carried out with 8龉担tan犯 of a h丑i C~amg kzai H氆 p“8h S n＆h Rui抽 H瑚pi 

tat．Shanghai Ocner~Hospital of infectious Dk~ases．and H∞pnm No．175 in 2蛐 】B血ou·Fu灿n Provfne~． 

一 条Gcne]abs公司产品．由新加破 DBL公司生产。 

。。From Dia6nost~ Biotee~nology (Pte)Ltd．．Singap~e． 

7
． 合成敞试剂盒在戊肝诊断中的初步应用 

I 994年 4月至 8月，卜：海市畅浦 区传染病院使用本合成肽试剂盒检测临床标本 558份， 

其中阳性 8 份，阳性率为 【5．1 。随机对其中的 58例阳性者进行临床表现与I临床诊断追踪 

调查．发现有 43例 (74 1 )临床诊 断为戊肝，5例 (8．6 )诊 断 为甲肝，2例诊断 为乙肝 

(3．1 )_8例(I 3．8 )来分肝炎型别。这些结果说明本合成j}5：试剂盒在戊肝抗体检测中宵较 

高的特异性卡IJ临床符合率。鉴于戊肝可与其它类型肝炎混合感染且育隐性感染及恢复期抗体 

存在等困索，可以认为本试剂盒在戊肝的辅助诊断中具宵重要意义。 

8 合成腊试剂盒在戊肝流行病学调查中的应用 

为了检验合成j}5：试剂盒的实用性 ，同时调查西藏 人群的戊肝抗体携带情况 ，我们采集并检 

测 丁 藏山南地区学生 (12～ 1 4岁)体检血清标本 1 75份，内科门诊病 人(4～70岁)随机血清 

标本 7I份 结果发现，体检学生中有 25例戊肝抗体 IgG阳性，阳性率为 1 4．29 ；7l例门诊病 

凡中，阳性旨 8例，阳性率为 l1．27 。证明在西藏 人群(包括西藏体检 人群)中亦有较高的戊 

肝抗体携带率，过去尚束见骨类似的报道。 

讨 论 

HEV主要肯墨西哥型及缅甸型两个基因型 ，我国人群感染的毒株主要是缅甸型[ ]。本研 

究合成的 HEV赋 ，也主要是根据缅甸型序列设计筛选的。 

I 戊肝肽的合成、修饰与筛选 

毒基因组及其丧达产物的结构与功能研究，过去用理化方法提取的天然病毒蛋白(病毒 

体业单位 )一70年代后多用重组病毒蛋白，近年来义发展到用合成的病毒活性肽。运 用人工合 

成肚i=圭可分段研究 HEV编码蛋白 同区域的生物活性，且合成肽段 的长短及其在基因序列 

中的位置可 人为地控制 ，分子的大小与构型也可 人为地修饰。我们着眼于HEV合J戊肽的构象 

稳定性及免疫反应性，根据对 HEV编码蛋白序列的亲水性分析及二级结构预测，选择亲水性 
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强 、具有 转角和 0一折叠的区段 ，固相合 成了 HEV基 因组 3个 开读框架 (ORF 、ORF。和 

ORF。)中可能的抗原表位序列，从而用免疫学方法鉴定出各开读框架中的重要抗原表位，选出 

了具有互补性和代表性的来自HEV 3个 ORF的 3段肚(EH1 、EHm和 EH362)，经纯化后作为 

周相包被抗原成功地用于抗 HEV ELISA检测试剂盒的研制。EH (来 自ORF2)和 EH 。(来 

自ORF )具有较强的免疫原性，而 EH (来自ORF,)的免疫反应性弱，这与在 HEV基因库免 

疫筛选中仅发现 ORF 和 ORFa克隆而未找到 ORF 的序列也是吻合 的。 

2 戊肝肽与免疫抗体的反应性 

酶联免疫测定法(ELISA)是继对流免疫 电泳和血凝试验之后的新一代免疫学方法，我们 

合成 的戊肝肚的纯度高，免疫反应性好，故作为包被抗原用于戊肝抗体检测诊断具有特异性 

高、抗原性强及重复性好等特点。继方法学上确定了结果判定的日卣界值后 ，我们又进行了精密 

度及与参照血清的比较实验。结果表明，我们研制的合成肚试剂盒稳定、特异、敏感 ，达到了临 

床实用的要求。279凡份的临床验证表明，该试剂盘检测效果好，与临床诊断的符吾率高。与国 

外(Genelabs)重组抗原试剂盒比较 ，518份标本的总符合率达到了 94．2 (表 d)。 

3 戊肝肽在临床诊断与漶行病学调查中的应用 

HEV感染 的基因检测及抗原检测的最佳时机多在疾病的潜伏期末和急性期初[1 ，故在 

临床实践中龉检率很高 ；加之临床上对戊肝 IgM抗体检测的意义还有争论 。因此认为 ，本研究 

建 的抗 HEV IgG检测系统将成为最主要的戊肝辅助诊断指标 ，具有重要的理论及 实用意 

义 小范围的戊肝抗体流行病学调查结果 ，不仅验证了本合成肽 剂盘的实用性 ，而且首次证 

明西藏 人群中的抗一HEV携带情况。本研究为在我国进一步开展戊肝的基础研 究、流行病学调 

查及临床特异诊断打下了基础。 
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Selection，Synthesis and Application of 

Hepatitis E Virus Peptides 

Qi Zhogtima PanW ei 

epartment of Ⅻ‘曲 g ，Second M~ilary Med；∞z University，Shanghai 200433) 

Cui Dafu Yu Chao Cui Henran  

(Shaug hal Institute of Biochem~Cry，A cademm Smica，Shaug hal 200031) 

According to our com puter analysis of hydrophobicity an d prediction of secondary structures 

for the full—length putative proteins encoded by eRr1(open reading frame 1)，ORF2 an d ORFaof 

hepatit~ E virus (HEV )，we selected am ino acid regions with hydrophflicity，a-turn，and a- 

sheet，an d synthesized se ven peptides of possible epitope containin g regions of the polypeptide en— 

cod ed by all three oRFs of HEV genomie RN A by M errifield m ethod of solid—phase．T he syn— 

thetie peptMes  were screened an d identified by solid+tphase enzym e—linked im m unoso rbent assay 

(ELISA)．Three of the peptides(EH174 from eRr1，E耳286 from ORF2 an d EH362 from ORF ) 

showed an tigenic activity an d possible application for the development of anti—HEV test kRs(the 

peptide—based ELISA)一The laboratory experiments an d clinical trials indicated that the kits，us— 

ing a sec of three synthetic HEV pepties as  coating an tigens．were of high specificity an d exhibit— 

ed good reprod ucibility-Additionally，our results also dem onstrated good agreement w ith clinical 

findings，sugges ting that the test kits ar e valuable for im munod iagnosis an d seroepidem iologi~ 

survey ofH EV in fect ion． 

K ey words Hepatitis E virus，Gene sexIuen~ ，Synthetic peptide，Enzyme—linked im munosor— 

bent assay (ELISA) 
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