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提要 酶联法是 HEV感染的主要检测方法．多采用基因表达产物为抗原。近来 由于人工合成多肽抗原 克服 

了基因重组抗原制备复杂、非特异结构多、难以纯北的缺点，已广泛用于多种病毒感 染的检测 根据 已发表的 

HEV氨基酸序剜的保守性及亲水性等特点．设计合成了两个多肽 ESP1和 ESP2，分别位于 ORF2和 ORF3 

区，以此为混合抗原建立 了检测 HEV抗体 的间接 ELLSA法，与市售优质试剂 比较，其阳性符合率 为 

97 75％，阴性符合率为 99 43％．总符合率为 98．86％。该方法灵敏度高、特异性强、安全快速．是检测 HEV 

感染和流行病学调查的理想方法。 ／ 

关键词 查 三鱼壁兰竺·酵联免疫法 工5 — ： 平 
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1990年 Reyes等lI 成功地获得一株戊型肝炎病毒(HEV)克 以来，戊型肝炎特异性实 

验室诊断方法有 了很大发展。1991年美国 C-enelabs公司用 HEV ORF3区的一段重组表达多 

肽抗原，研制出第一代抗 HEV ELISA试剂盒。但此方法操作复杂，且只有 ORF3一种抗原， 

灵敏度低。不久 Yauboughl2 等通过免疫筛选，获得两株 HEV 阳性克隆，分 别位于 ORF2和 

ORF3区．建立了第二代抗 HEV ELISA，其灵敏度和特异性均有所提高。目前酶联法是 HEV 

感染的主要检测手段 ，多采用基 因表达产物为抗原l3 J。近年来，由于人工合成多肽克服了 

基因重组抗原制各复杂、非特异结构多和难以纯化的缺点，已被广泛用于多种病毒感染的检 

测。我们根据已发表的 HEV氨基酸序列口 的保守性及亲水性等特点设计合成了两个多肽， 

建立了抗 HEV ELISA检测法，现介绍如下： 

材料和方法 

I HEV人工合成多肤 用 ABI公司 431A自动多肽合成仪合成 两条多肽 ESP1和 ESP2,分别位于 ORF2 

和 ORF3区。 

2 同相载体 丹麦产可拆式 NUNC聚苯乙烯酶标板 。 

3 酶标抗体 辣根过氧北物酶标记的鼠抗人单克隆IgG，效价为 I：800．由中国医学科学院基础所提供。 

4 血清标本 来 自本院病人及实验室保存和 中国药品生物制品检定所准参比血清。 

5 操作步骤 采用间接 ELISA法。 

5．1 用包被液稀释抗原至工作浓度 。每孔加 100,ul，包被酵标板．置 4℃过夜 。 

5．2 用 30％小牛血清 P'BST封闭．每孔加 100 ．置 37℃ 1h。 

5．3 用洗涤液(PBsT)洗板 5次。 

5．4 每孔加稀释液 50 ，样 品 5 ．置 37℃保温 30min。 

本文于 1995年 6月 13日收到．10月23日修回 
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5 5 用洗涤液洗板 5改。 

5 6 用酶稀释液稀释酶标记物，每孔加 50 ，置 37℃保温 15mm。 

5 7 用洗涤液洗板 5改。 

5 8 每孔加底物缓冲液 50 ．TMB50 ．置 37℃显色 10mm。 

5 9 每孔加 2 mol／L so~50 终止反应。在 BIO-RAD450型酶联仪上于 450 nm测吸光值 A。A值大于或 

等于 Cut off值为阳性．反之为阴性。 

结 果 

1 方法的建立 

1．1 多肽抗原包被液选择 分别用0．05mol／L pH9 6CB和 0．02mol／L pH 7．4 PBS为包被 

液． 等量抗原包被酶标板．在相同条件下钡I定阴阳对照血清，结果表明，0．05mol／L pH 9． 

6CB优于 0．02 mol／L pH 7．4 PBS。 

1．2 多肽抗原包被量的选择 用不同量多肽 ESP1和ESP2分别包被酶标板 ．结果显示，当包 

被量在 4 ／孔及以上时，检测结果无明显差异。低于 2 g／孔时阳性可检出的最高稀释度下 

降。以ESP1和 ESP2不同剂量组合确定混合包被的最佳包被量．结果见表 1。本研究选用2 

t,gl孔 ESP1和 2 窟／孔 ESP2。 

衰 1 不同 EPS1和 EPS2剂量组台混合包檀幢 结果的比较 

Tab]e 1 c0r【lp盯is曲 Df res ts。f an6．HEV by di盱e工e吡 吡 f札；∞ s of ESP1 and E P2 ∞ mixed皿 n ens 

1．3 包被温度和时间的选择 选用 4℃、37℃下包被抗原 30rain、1、2⋯4 8 12 h结果毗 4℃ 

12 h最佳 。 

1．4 封闭液选择 设不封闭、含 10％、30％小牛血清 的 PBST及含 0 5％牛血清白蛋白的 

PBST，结果无明显差异。本方法选择含 30％小牛血清的 PBST。 

1．5 样品稀释液选择 比较了 PBST、含 lO％小牛血清的 PBST、含 1％牛血清 白蛋白的 PB— 

ST，结果无明显差异．本研究选择 PBST作样品稀释液。 

1．6 样品稀释度的选择 取一组已知抗 HEV阴阳性标本．结果以 1：10稀释样品抗 HEV检 

出率最高。结果见表 2。 

衰 2 不同样品稀释度 Anti．HEV检出率的比较 

TaMe 2 c。rn阳 s阻 of[eQsiti~ Fate of ant~HEV with diff~ m dilutions of samples 
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1．7 样品孵育条件选择 选 5种孵育条件，检测一组抗 HEV 阴阳性样品，结果见表 3．本方 

法选 择 37℃30min。 

衰 3 不同样品群育条件对检测结果的影响 

Tab1e 3 The e盱 t 0f different incubation of蚰m如 ∞ rH its of anti．FIEV 

1．8 酶稀释液选择 比较 PBST、含 10％小牛血清的 PBST、含 1％牛血清 白蛋白的 PBST．结 

果以 PBST为佳。 · 

1．9 酶标记物孵育条件选择 比较以下 4种孵育条件．结果见表 4，本方法选择 37℃15 min。 

衰 4 不同酶标记釉群青条件对检捌结果的影响 

Table 4 The effect d rent incubation of conjugate 0n results of anti—HEV 

1、10 酶标记物稀释度选择 对酶标记物进行方阵滴定，结果选择酶标记物稀释度为 1：800。 

1 11 阳性界值确定 检测 275份健康人血清抗 HEV，平均 A值为0、10，标准误差 s为0．03， 

标准 Cut off值为阴性均值 +3s=0．19。检测 34份阳性标本确定校正 Cut off值 为 0．13×阳 

性对照平均值 +阴性对照平均值。 

2 方法的评价 ． 

2、1 灵敏度和特异性 以新加坡 生物诊断试剂公司抗 HEV试剂检测的 89份阳性标本和 

175份阴性标本(包括中国药品生物制品检定所准参比血清 3O份)的结果为标准，本试剂检测 

灵敏度为 97．75％(87／89)，特异性为 99 43％(174／175)，总符合率为 98 86％。另检测 1O例 

戊肝病人急性期和恢复期双份血清，除一例急性期血清未检出外，HEV抗体均为阳性。 

2．2 样品稀释度与 A值的关系 取已知阳性样品 1份，作倍 比稀释，观察样品稀释度与 A值 

关系，结果显示两者呈直线负相关。 

2．3 重复性 取一份中强阳性样品同一酶标板测定 15孔，其批内变异系数为 5．6％，用不同 

批酶标板对同一份中强阳性样品反复检测 15次，批间变异系数为 8 7％，试剂重复性好。 

2．4 稳定性 试剂存放在 4℃1、3、6和 9个月及 37℃5d，检测阴阳性 标本各 3份，与同一批 

试剂新制备时检测结果无明显差异，表明本试剂稳定性好。见表 5。 
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寰 5 稳定性试验结果 

TaMe 5 R~ults of stability 

近年来，戊型肝炎发病率逐年增加，对人类健康造成严重威胁，灵敏 、特异的诊断试剂对 

FIEV感染监控至关重要。随着 FIEV分子克隆技术的成功，相继建立 了数种戊型肝炎血清抗 

体检测方法l1 J。但国外试剂价格昂贵，难于在我国大范围用于临床检测及流行病学调查。 

我们用 自行设计合成的多肽抗原建立的抗 FIEV ELISA法，不仅灵敏度高，特异性强，且成本 

较低，试剂稳定，重复性好。以市售优质试剂盒和中国药品生物制品检定所拟定准参比血清检 

验该方法，灵敏度为 97 75％，特异性为 99．43％，检测 l0例戊型肝炎病人双份血清，结果表明 

HEV抗体出现早，持续时间长，作为戊肝病毒感染的早期实验室诊断指标是有效的，与 Gold． 

smith等 的报道一致 。由结果可以看出，人工合成多肽可用于 FIEV感染 的临床检 测和流 

行病学调查。但由于 HEV不同株之间存在差异，且抗原决定簇不只局限于单一区域 ‘ ，“J， 

故试剂盒仍需继续改进以提高灵敏度，减少漏检率。 

参 考 文 献 

1 ReyesGR，PurdyMA．KLm J a1．I~]atioaol a cDNA fmm the virus reslx~siblefor帆te cal tran~aitted non-A B hep 

atRis Scienee，1990；247：1 335～ 1339 

2 Yaubongh FO．Tam AW、FryKE， ．Hepatitis E virus：Indentification ol epitopes J Viro1．1991；11：5790～ 

5797 

3 Skidmore s】，Yarbough PO．Gabof KA，￡ al Hepatits E rL ：The龃u ol W aterbo~ bep~tltis erbr k』M ed Vira1． 

1992；37：58～60 

4 lchikawa M ．Araki M ．Rikihisa T， 8 Cloning and expression of cDNAs from enterically t~ mitted nm A — B hepatitis 

MicrobiM I~ uno1．1991；35：(7)：535～543 

5 UehidaT，SuzukiK．Hay~hiN et d Het~titisE v~us：eDNA Cloning衄d expression Mic110blolImmunol，1992；36(1)：67～ 

79 

6 Putdy MA．M aCausdand A，Kmwczynski K al E．xpre~ion of a hepatitis E vltus—type E fussion protein contalning  epitope~ 

recognized by antikxlyin s from hmnan and~xperimentally in／ected pfimat~ J ArchViro]1992；123：335—349 

7 Tam AW ．SmithMM ，GuerraME． al Hegat~m E rus：Molecuhr cloning aad sequencing ofthefulllength viral genome Vi— 

rolcgy 1991：l85：120～ l31 

8 Goldsm~h R、Yarbough PO、Rey GR． al Enzyme一1／nked iram~ osorbent—  for diagnc~is of~Cllte sporadic hepatitis E in 

● 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


124 中 国 病 毒 学 第 11卷 

Egyptian Children，I~ncet．1992；339：(8789)：328~331 

9 saeed AA．AI heed A．Ol~ icz G． nf ELISA for Diagnosis of~Cllte sporadic hepatitis E．L~cet，1992；339(87 )：882 

10 Khudyakov YE．KhudyakovaNS．FieldsHA． a1．Epltopemappingin proteinsofHepatitisE virus Virology．t1993；194：89～ 

96 

11 Kaur M ，Hyams KC．f rdy M A． f al Hurttatt Liner B-Cell epitopes encoded by the hepatitis E virtm include rmin ” in 

the RNA， peI1d∞ t RNA po lymerase pro=Natl A阻d$ci USA．1992；89：3855—3858 

The Establishment and Evaluation of a M ethod 

for Detecting Anti-HEV Using Peptides 

Hong Shiwen He Hongxia 

(302 Hospita1．Beijing 100039) 

M ostly employing recombinant antigen，indirect enzyme linked immunosorbent assay is used 

to detect HEV infection．Since synthetic peptides can be synthetised easily and have less nonspe— 

cific structures．they have been extensively used in the 1aboratory diagnosis of viral diseases．Based 

on the reported nucleotide sequence of HEV genome and conservatism and hydrophilicity 0f amino 

acid sequence．two synthetic peptides from ORF2 and ORF3 were prepared and used to develope 

an EIA for detecting Anti—HEV Detected 264 clinical specimens，the coincident rate for positive 

was 97．75％ and for negative 99．43％，as comparing with DBL reagent(Singapore)．This 

method has a high sensitivity．specificity safety and speed．It is an ideal method for detection of 

HEV infection and survey of HEV epidemio10gY． 

Key words Hepatitis E virus．Synthetic peptides．ELISA 
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