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I 

 

摘要 

戊型肝炎（Hepatitis E, HE）是由戊型肝炎病毒（Hepatitis E virus, HEV）所

引起的病毒性肝炎。近年来，HEV 已逐渐成为全球范围内引发急性病毒性肝炎

的主要原因之一。孕妇与老年人是主要高危人群，戊型肝炎病例的病死率约为

0.2~4%，孕妇感染HEV的病死率可高达 10~25%。HEV是单股正链RNA病毒，

基因组全长 7.2 kb，包含 3 个开放阅读框（Open Reading Frame, ORF），其中

ORF2 负责编码戊型肝炎病毒唯一的衣壳蛋白，共包含 660 个氨基酸，该蛋白参

与了病毒组装及病毒与细胞的相互作用。基于戊肝病毒 ORF2 重组表达了可以

自组装成类病毒颗粒的截短蛋白 p239（a.a. 368-606），能够展示天然病毒的免疫

优势中和表位，可用于研究 HEV 的早期入胞进程。 

HEV 侵染宿主后，机体被激发的抗体免疫反应有效性需要基于中和实验进

行评估。传统的 HEV 中和检测方法有 real-time PCR 以及免疫荧光斑点计数

（immunofluorescence foci assay, IFA），real-time PCR 通过定量检测吸附细胞的

病毒的 RNA，灵敏度高，但是操作繁琐，重复性不好；IFA 可以检测到病毒入

胞后的中和，但是时间成本高，病毒来源少。本研究建立了基于生物素偶联

p239（p239-b）结合偶联链亲和素的 APC 进行荧光标记，并用流式细胞仪进行

检测的高通量中和模型，可以应用于 HEV 特异性抗体和血清的中和检测。 

基于 p239 的中和模型主要应用于评估抗体对于 HEV 类病毒颗粒的吸附阻

断，没有涉及到抗体对病毒入胞后的作用，因此我们需要建立基于 HEV 真病毒

的中和模型用于评估抗体对病毒吸附、入胞、复制整个过程的中和作用。传统

的 IFA 中和检测方法由于病毒体外感染效率不高，灵敏度低，阳性细胞数计数

结果波动大，本研究中我们首次利用复制率较高的 HEV 基因 3 型 Kernow 病毒

建立了中和模型。Kernow 中和模型评估的结果显示与类病毒颗粒模型具有较好

的相关性，并且利用 Kernow 中和模型证明了 HEV 感染和疫苗免疫产生的中和

抗体基本都是针对于 p239的表位，阐明了类病毒颗粒中和模型可以应用于 HEV

抗体和血清的中和评估。 

应用类病毒颗粒中和模型评估结果显示恒河猴血清 IgG 水平和抗体中和滴
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II 

 

度有较好的相关性，说明血清的中和抗体绝大多数是 IgG。但是，机体对于抗

原激发的 IgM 应答也会影响血清的中和抗体滴度，说明血清的中和抗体也有一

部分是 IgM。此外，对于 IgG 水平相当的疫苗免疫血清和病毒感染血清，病毒

感染血清的中和抗体所占比例比疫苗免疫血清更高，也就是说，病毒感染相对

于疫苗免疫的方式会激发机体更有效地产生中和抗体。 

我们在评估 HEV 特异性抗体对于 Kernow 病毒的中和实验中，意外地发现

已知的 HEV 中和抗体 8G12 无法中和 Kernow，分析发现是由于病毒的 554 位点

突变导致的，这个位点的突变还会引起病毒在人血清中的免疫逃逸，在人群中

有潜在的威胁性。 

综上所述，本研究建立了新型的高通量的类病毒颗粒中和模型，为 HEV 特

异性抗体和血清的中和评估提供了一种新的检测手段。但是该模型仅限于评估

抗体阻断类病毒颗粒吸附细胞的能力，对于涉及到病毒入胞后的复制过程，需

要依赖于 Kernow 的中和模型，但是 Kernow 中和系统存在耗时长，病毒产量较

低等缺点，不适用于大规模的中和检测实验。这两个中和检测模型优势互补，

根据不同的实验需要进行选择，有利于 HEV 临床研究相关工作的开展。 

 

关键词：戊型肝炎病毒；类病毒颗粒；中和检测  
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Abstract 

Hepatitis E (HE) is a viral hepatitis caused by hepatitis E virus (HEV). In recent 

years, HEV has gradually became one of the most important causes of acute viral 

hepatitis in the world. Pregnant women and the elderly are the main high-risk groups. 

The mortality rate ranges from 0.2% to 4% among the hepatitis E cases. However, 

pregnant women with HEV infection may have a case-fatality rate of 10–25%. HEV is 

a non-enveloped virus with a single-stranded RNA genome. The 7.2-kb viral genome 

contains three open reading frames (ORFs), of which ORF2 exclusively encodes a 

major viral capsid protein 660 amino acids in length that is responsible for virion 

assembly and attachment to host cells. p239 which is expressed from a.a. 368–606 of 

HEV pORF2 can self-assemble into virus-like particles (VLP). p239 presents the 

immune-dominant neutralization epitopes as native HEV particles and can be used for 

HEV early entry study. 

A method for evaluating neutralization is needed to assess an effective immune 

response of host against the virus after HEV infection. The traditional methods for 

evaluating neutralizing antibody titres against HEV are real-time PCR and the 

immunofluorescence foci assay (IFA). The neutralizing assay based on real-time PCR 

calculates the quantities of virus by detecting RNA, which are highly sensitive but 

operationally complicated and poorly repeatable. IFA ensures that neutralization post-

attachment can be tested. However, it is time-consuming and lack of viral source. In 

this study, we developed a novel high-throughput neutralizing assay based on biotin-

conjugated p239 and staining with allophycocyanin-conjugated streptavidin 

(streptavidin APC) using flow cytometry. Using this method, we quantitatively 

evaluated the neutralization of HEV-specific antibodies and sera.  

The neutralization assay based on p239 was used to evaluate adsorption blocking. 

However, neutralization post-attachment can’t be tested. Therefore, a neutralization 

model based on HEV was established to evaluate neutralization of antibodies against 

viral adsorption, entry and replication. Tradition IFA neutralizing assay was insensitive 

because of inefficient replication of virus, resulting in fluctuation of the assays. We 

firstly took advantage of highly replicated HEV genotype 3 Kernow to establish a novel 

neutralizing assay. A linear regression analysis indicated that there was a high degree 

of correlation between IFA and the VLP assay. Using the IFA neutralizing assay, we 
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also proved that the major neutralizing antibodies present in sera recognized 

determinants on p239. Therefore, we were able to quantitatively evaluate the 

neutralization of HEV antibodies and sera using the VLP neutralization model.  

The anti-HEV IgG level had good concordance with the neutralizing titres of 

macaque sera using VLP neutralizing model. It indicated that IgG represented the major 

neutralizing antibodies in sera. However, the neutralization titres of the sera were also 

influenced by anti-HEV IgM responses. Further analysis also indicated that, the 

proportions of neutralizing antibodies in the infected macaques’ sera were higher than 

in the vaccinated macaques with the same anti-HEV IgG levels. Thus, the infection 

more efficiently stimulated neutralizing antibody responses.  

While evaluating the neutralization of HEV-specific antibodies against Kernow, 

we found that Kernow couldn’t be neutralized with 8G12. It was caused by virus 

mutation at the site of 554. Furthermore, virus could escape from recognizing of 

immune system via virus mutation of this site, which might be risk in the population. 

In conclusion, a novel, high-throughput neutralizing assay based on VLP was 

developed in this study. Using this method, we could evaluate neutralization of HEV-

specific antibodies and sera, which provided a new detection method for HEV diagnosis. 

However, it could only test adsorption blocking of antibodies. IFA based on Kernow 

was used to ensure that neutralization post-attachment could be tested. But it was not 

adapted to high-throughput experiment for time-consuming and low virus production. 

These two neutralization assays have complementary advantages and will be useful in 

HEV research.  

 

Key words: Hepatitis E virus; Virus-like particle; Neutralizing assay 
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缩略词 

a.a.：Amino acid，氨基酸 

Amp：Ampicillin，氨苄青霉素 

bp：Base pair，碱基对 

DNA：Deoxyribonucleic acid，脱氧核糖核酸 

DNase：Deoxybibonuclease，脱氧核糖核酸酶 

EDTA：Ethylenediaminetetraacetic acid，四乙酸二氨基乙烯 

ELISA：Enzyme-linked immunosorbant assay，酶联免疫吸附测定 

ET-NANBH ：Enterically transmitted non-A non-B hepatitis，肠道非甲非乙肝炎 

FBS：Fetal bovine serum，胎牛血清 

FCM：Flow cytometry，流式细胞仪 

FITC：Fluorescein isothiocyanate，异硫氰酸荧光素 

GAM-HRP：HRP-labelled goat anti mouse secondary antibody conjugate，标记有辣

根过氧化物酶的羊抗鼠抗体 

HAV：Hepatitis A virus, 甲型肝炎病毒 

HE：Hepatitis E，戊型肝炎 

HEV：Hepatitis E virus，戊型肝炎病毒 

HPLC：High performance liquid chromatography，高效液相色谱 

HRP：Horseradish peroxidase，辣根过氧化物酶 

IgG：Immunoglobulin G，免疫球蛋白 G 

IgM：Immunoglobulin M，免疫球蛋白 M 

Kan：Kanamycin，卡那霉素 

kb：Kilo base pair，千碱基对 

kD：Kilo daltons，千道尔顿 

mAb：Monoclonal antibody，单克隆抗体 

mRNA：Messenger ribonucleic acid，信使核糖核酸 

OD： Optical densities，光密度 

ORF：Open reading frame，开放阅读框 
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缩略词 

 

VI 

 

PBS：Phosphate-buffered saline，磷酸盐缓冲液 

PBST：PBS+0.5% (wt/vol) Tween 20，洗涤液 

PCR：Polymerase chain reaction，聚合酶链式反应 

RdRP ：RNA-dependent RNA polymerase，RNA 依赖的 RNA 聚合酶 

RNA：Ribonucleic acid，核糖核酸 

SDS-PAGE：Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，聚丙烯酰

胺凝胶电泳 

VLP：Virus-like particle，类病毒颗粒 

WB：Western blotting，蛋白印迹实验 
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前言 

 

1 

 

第一章 前言 

1 戊型肝炎概述 

1.1 戊型肝炎病毒的发现 

印度新德里在 1955年至 1956年期间暴发了由于水源污染导致的急性肝炎，

当时普遍认为是由甲型肝炎病毒（Hepatitis A Virus，HAV）引发的。多年之后，

Feinstone[1]等在回顾性研究中指出，当时发现的患者血清中缺乏 HAV 相应的感

染指标，提示有可能存在其他的传染性病原体。1980 年，利用特异性识别甲肝

和乙肝血清学的检测手段依旧无法检测到新德里和克什米尔（1978-1979）流行

的急性肝炎病原体，至此，人们逐渐认识到存在新的病毒性肝炎病原体，并将

其命名为非甲非乙型肝炎（enterically transmitted non-A non-B hepatitis，ET-

NANBH）病毒[2, 3]。前苏联科学家 Balayan[4]等在 1983年第一次获得了该病毒的

病原学鉴定，有一名志愿者在与 ET-NANAH 患者粪便样本接触之后，出现急性

肝炎症状，并且对该名志愿者的粪便和血清样本进行免疫电镜观察，发现了一

种直径为 27-34nm 的无包膜的病毒颗粒。该病毒颗粒可以感染食蟹猴并引起急

性肝炎症状。1990 年，Reyes[5]成功地从被 ET-NANBH 患者粪便样本中的病毒

感染了的非人灵长类动物胆汁样品内分离到该病原体，并获得了其基因组克隆

测序结果，至此正式将其命名为戊型肝炎病毒（Hepatitis E virus，HEV）。 

1.2 戊型肝炎的流行情况概述 

戊肝病毒主要有两种流行方式[6]：一种方式是在发展中国家由水源污染等

引发的大规模暴发流行；另一种是在发达国家由于个人的卫生习惯等引起的散

发流行（图 1-1）。 

在许多发展中国家，戊肝病毒感染是一个严重的公共卫生问题。20 世纪以

来，有报道过多次的戊肝大暴发，包括中国[7, 8]、印度[9]、尼泊尔、巴基斯坦、

印尼、泰国、缅甸、黎巴嫩、埃塞俄比亚[10]、苏丹、索马里、乍得、墨西哥[11] 

以及乌干达[10] 等。近年来戊肝暴发的较大规模的地区是在乌干达北部，累计

3218 个发病人数。尼泊尔比瑞那葛地区 2014 年 4-5 月也发生戊肝暴发流行，造
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