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摘要:建立并评估分别检测戊型肝炎(戊肝)病毒 IgM 与 IgG 抗体的捕获法及间接法 ELISA。以原核表达的多聚化

重组HEV 蛋白为抗原,建立戊肝捕获法 IgM ELISA( E2- IgM )和间接法 IgG ELISA ( E2- IgG)。利用29 只实验感

染猴系列血清及多份临床急性肝炎血清、正常人血清以及单克隆抗体评估所建立的方法的敏感性与特异性,并与

商品化试剂( Genelabs 公司抗- HEV IgG 和 IgM 试剂, GL- IgG/ GL- IgM )进行比较。29 只恒河猴 E2- IgM 和 E2

- IgG 的阳转率均为 100% , 其中 75%在感染后 4 周内阳转, 均早于 ALT 异常时间。E2- IgM 持续 2~ 14 周,平均

6 周; E2- IgG 在 70 周时仍无一阴转。GL- IgG 阳转率为 791 3% ( 23/ 29) , 多数晚于 ALT 异常时间, 平均持续约

18 周,但最长为 1只在感染后 70 周时仍为阳性。用 E2- IgM 试剂盒检测 928 份正常人血清,仅 2 份 OD 值略高于

012。检测 510 份临床急性肝炎血清,可明显将其区分为 2个部分, 一个部分 OD值小于 01 2,其 OD 值分布与正常

人相似;另一个部分 OD值大于 01 4, 共 131 份,其中 109 份大于 110。可能分别对应于急性肝炎中的非戊肝患者和

戊肝患者。119 份非甲~ 丙急性肝炎中, E2- IgM 阳性 57份, GL- IgM 阳性 29 份( E2- IgM 均阳性)。5 060 份普

通人群血清的 E2- IgG OD值在 012 以下,形成一个近似对数正态峰,均值为 01022, 在 OD 值 014 以上则分布均

匀。用 E2- IgG 试剂检测 200 份临床急性肝炎血清, 结果 OD值 012 以下也形成一个与普通人群类似的近似对数

正态峰,但 OD值在大于 11 0~ 410 间形成另一个尖峰(峰值在 OD215 处) ,其中多数 E2- IgM 阳性。抗- HEV 单

抗可明显阻断 E2- IgM 及 E2- IgG, 单抗 Fab 段的阻断效果与完整抗体类似, 提示这种阻断是表位特异的。建立

的戊肝 IgM 试剂和 IgG 试剂具有良好的敏感性与特异性。I gM 试剂适用于临床戊肝诊断, IgG 试剂适用于既往戊

肝感染诊断。
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  戊型肝炎(简称戊肝)是经消化道传播的主要急
性肝炎之一,其病原体为戊型肝炎病毒( Hepat it is E

v irus, HEV)。特异的血清学检测是戊肝诊断的重

要指标。目前戊肝 IgG和 IgM 抗体的 ELISA 检测

试剂虽均已建立并商品化, 但仍存在较大缺

陷[ 1- 4]。对抗- HEV IgG ELISA 而言,其主要问题

在于不同的抗原检测既往感染的能力差别很大。许

多HEV 抗原,包括合成肽、原核表达的 ORF3重组

蛋白和大多数 ORF2重组蛋白,对急性期血清有较

好的活性, 但对恢复期血清的反应性则很弱或差异

巨大。绝大多数试剂检出的抗- HEV IgG 抗体应

答,在许多患者感染急性期之后会明显减弱或消失。

因此,当许多病人已阴转时,另一些病人又会在一段

时间内对这些抗原维持较高反应性, 这就使得检测

结果的描述十分困难。这类试剂用于血清流行病学

研究会明显低估感染率, 而用于临床诊断又无法很

好区分既往感染与近期感染。而基于这些抗原的

IgM 试剂则由于灵敏度太低而无法满足临床诊断需

要。因此,可靠的戊肝 IgM 以及 IgG诊断试剂的研

制在戊肝发现近 20年后,仍是一个世界范围内急待

解决的问题。

近几年来的研究表明,在昆虫杆状病毒表达系统

和原核表达系统表达的 ORF2蛋白中,存在某些强的

构象依赖性表位[ 5- 8] ,其抗体在绝大多数感染血清中

可长期以较高水平存在。这些蛋白已被作为包被抗

原被多个实验室用于人群及多种动物的 HEV IgG血

清学研究,但用于间接法 IgM 诊断则灵敏度仍有较

大不足。最近,作者在大肠杆菌中表达了一段 ORF2

重组蛋白 NE2,能自发形成多聚体形式, 并正确形成
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了多个构象依赖性表位,其中两个表位的单抗能直接

捕获病毒,并具有中和活性[ 9, 10]。本研究利用 NE2

作抗原,建立了抗 HEV- IgM L链捕获法 ELISA和

IgG间接法 ELISA,在 HEV 实验感染恒河猴以及临

床急性肝炎患者和普通人群中,对这两种试剂的检出

情况进行了系统评估和初步应用。

材料与方法

1  抗原 HEV  重组蛋白 NE2 为大肠杆菌表达的非融合蛋

白,主要以包涵体形式表达。包涵体经 4mo l/ L 尿素洗涤后

透析复性,再经分子筛 HPLC 纯化, 纯度大于 95%。纯化的

NE2 蛋白在 PBS 溶液中主要以聚合体形式存在[ 11]。

2  辣根过氧化物酶( HRP)的标记  采用改良的过碘酸钠法

将HRP( Sigma公司)标记 NE2 蛋白[ 12]。

3  抗 HEV IgM  L 链捕获法 ELISA ( E2 - IgM)  以

0105mol/ L 碳酸包被缓冲液 ( CB, pH91 5) 1B1 000 稀释的羊

抗人 IgM L链( DAKO) 100Ll/孔包被 96 孔聚苯乙烯微量滴

定板, 37 e 吸附 2h, 4e 过夜; PBST 洗液 ( pH71 4)洗涤 1 遍,

200Ll/孔封闭液 37e 封闭 2h, 甩尽、拍干后真空密封, 4 e 保

存备用。检测时, 每孔加入 100Ll 样品稀释液 ( 20mmol/ L

pH712PBS) ;在样品稀释液中加入 10Ll待测血清 , 37e 温育

30min; PBST 洗涤 5 次,扣干后每孔加入 100Ll1B1 000 稀释

的 NE2- HRP , 37 e 温育 30min; PBST 洗涤 5 次并扣干, 加

入显色剂, 37e 温育 10min,终止 ,读取 OD450/ 620nm 的读值。

4  抗- HEV IgG间接法 ELISA(E2- IgG)  纯化的 NE2 抗

原,溶解于 CB中, 100Ll/孔包被 96 孔聚苯乙烯微量滴定板,

37 e 吸附 2h, 4 e 过夜; PBST 洗液 ( pH714)洗涤 1 遍, 200Ll/

孔封闭液(含 2%明胶的 PBS) 37 e 封闭 2h, 甩尽、拍干后真

空密封, 4e 保存备用。检测时, 于每孔中加入 100Ll样品稀

释液,然后加入 10Ll血清, 37 e 温育 30min; PBST 洗涤 5 次,

扣干后每孔加入 100Ll稀释好的抗人 IgG- HRP(北京万泰

生物药业公司提供) , 3 7 e 温育 30min;洗涤 5 次, 扣干, 加入

显色剂, 37 e 温育 10min,终止液 50Ll( 2mo l/ L H2SO4)终止,

读取 OD450/ 620nm 的读值。

5  抗 HEV 单克隆抗体对 E2- IgM 阳性血清的阻断  单克

隆抗体 8C11 和 8H3为 NE2免疫小鼠制备 ,均识别构象依赖

性表位,可直接捕获 HEV 病毒,并在实验猴中表现出中和活

性(结果另文发表)。在如上包被的 NE2 微孔板上, 一孔加

入抗 HEV 单克隆抗体 8C11 和 8H3( 1B1 000) 100Ll,另一孔

仅加稀释液, 37e 孵育 2h, 甩净, 再加入系列倍比稀释的待

阻断血清 100Ll, 37e 孵育 30min, PBST 洗涤 5 次, 扣干后每

孔加入 100Ll稀释好的抗人 IgM - HRP(北京万泰生物药业

公司提供) , 37 e 温育 30min; 洗涤 5 次, 扣干, 加入显色剂,

37 e 温育 10min, 终止液 50Ll ( 2mol/ L H2SO4 ) 终止, 读取

OD450/ 620nm 的读值。以未阻断孔 OD值在 11 0~ 210 之间的

稀释度计算阻断率,阻断率= (未阻断孔 OD- 阻断孔 OD) /

未阻断孔 OD@ 100% , 以阻断率> 50%为阻断阳性。

6 抗 HEV 单克隆抗体对 E2- IgG 阳性血清的阻断  与

IgM 阻断实验类似。二抗为抗人 IgG- HRP(北京万泰生物

药业公司提供)。

7 单克隆抗体 Fab片段的制备  参照文献进行[ 13]。单抗

用 01 1mol/ L T r is( pH810)平衡, 按照 1B100重量比加入 DTT

活化的木瓜蛋白酶( Sigma公司) , 37 e 1h, 加磺乙酰胺 (终浓

度 20mmol/ L)终止反应,再用 DEAE 柱纯化。

8  单抗或其 Fab段对 E2- IgG阳性血清的阻断  在如上包

被的 NE2微孔板上, 一孔加入抗 HEV 单抗 8C11 和 8H3( 1B

1 000) 100Ll,另一孔加入单抗 8C11 和 8H3 的 Fab 片段( 1B

1 000) ,第三孔仅加稀释液, 37 e 孵育 2h, 甩净, 再加入系列

倍比稀释的待阻断血清 100Ll, 37e 孵育 30min, PBST 洗涤 5

次, 扣干后每孔加入 100Ll稀释好的抗人 IgG- HRP (北京万

泰生物药业公司提供) , 37e 温育 30min; 洗涤 5 次, 扣干, 加

入显色剂, 37 e 温育 10min, 终止液 50Ll( 2mol/ L H2SO 4) 终

止, 读 取 OD450/ 620nm 的读值。

9 血清来源  临床急性肝炎血清 510 份分别来自香港大学

( 167 份)、北京佑安医院( 291 份)和北京万泰生物药业有限

公司( 52 份)。普通人群血清 5 060 份分别为山东某厂职工

体检血清 2 858 份,解放军某部体检血清919 份, 北京地区义

务献血员血清 400 份, 北京某部门体检血清 883 份。

10  恒河猴实验感染  29 只抗 HEV IgG 阴性、血清转氨酶

( ALT )正常的成年恒河猴,由广西自治区卫生防疫站提供。

以 103~ 106PCR 滴度的 HEV 病毒粪悬液静脉注射感染, 从

0 天起每周采血 1 次, 6 月后每 2 周采血 1次, 检测血清 ALT

及抗体; 从0 天起每天采集粪便 1 次, 3 周后每 3 天采集粪便

1 次,检测 HEV RNA, 至连续 3 次阴性(参见另文)。

11  Genelabs公司抗- HEV IgG抗体 ELISA试剂盒和 IgM

试剂盒的检测  按说明进行。

12  病毒核酸检测  以反转录 PCR( RT - PCR)方法检测粪

便或血清中的 HEV RNA。粪便标本以 01 01mol/ L PBS

( pH714)制成 10%悬液, 4 e 15 000r/ min 离心 15min, 取上清

250Ll(血清标本则直接吸取 250Ll)用 TRIZOL 试剂( GIBCO

公司)按操作说明提取 RNA。提取的 RNA 以配好的反转录

体系溶成 20Ll, 进行反转录, 反转录引物 A3( 5c- ggctcaccg-

gagtgtttcttc- 3c)。取 2Ll反转录产物进行第一轮 PCR扩增,

反应体积 20Ll, 引物为 A5( 5c- ctttg atg acaccgtcttctcg- 3c)和

A3,反应条件为: 94e 预变性 5min; 94e 40s, 68e 40s, 35 个

循环; 72 e 延伸 5min。取 1Ll第一轮 PCR 产物,在 20Ll反应

体积 中 进 行 第 二 轮 PCR, 引 物 为 B5 ( 5c - gc-

cgcagcaaaggcatccatg- 3c) 和 B3( 5c- gtgtttcttccaaaaccctcg c-

3c) ,条件为 94 e 预变性 5min; 94e 40s, 56e 40s, 72 e 80s, 35

个循环; 72 e 延伸 5min。

13  血清 ALT检测  采用赖氏法[ 14]。

14  主要试剂和仪器设备  AMV 反转录酶、Taq DNA 聚合

酶、dNT P为 P romega公司产品。RNA 酶抑制剂( RNasin)为

华美公司产品。各种常规化学试剂为国产分析纯。台式高
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速冷冻离心机为德国 Sigma 3K18 型, PCR 仪为德国 Biome-

tra T3 型, 酶标仪及洗板机为瑞士 Tecan Sunr ise型。

结   果

1  抗 HEV IgM L链捕获法 ELISA( E2- IgM)和

IgG间接法 ELISA(E2- IgG)的建立

经正交法优化反应条件后, 对 5份戊肝病人血

清和40份阴性血清进行 E2- IgM 和 E2- IgG的检

测,结果 5份病人血清的 IgM 和 IgG的 OD值均在

110以上, 倍比系列稀释后检测 IgM, 可见 OD值随

稀释度升高先略往上升, 随后下降(图 1a) , IgG 的

OD值则持续下降(图 1b)。40份阴性血清的 IgM、

IgG的 OD值均在 011以下。

图 1  E2- IgM ELISA 和 E2- IgG ELISA 对戊肝病人血清和正常人血清的检测

F igure 1 Detection of sera o f hepatitis E patients and normal people by E2- IgG ELISA and E2- IgM ELISA kit

P1~ P51 Ser a of hepatitis E patients; N 11 Normal people serum.

2  HEV实验感染恒河猴中不同抗体的动态变化

以HEV 阳性粪悬液攻击 29只恒河猴, 结果粪

便排毒和病毒血症的发生率均为 100%。有 22 只

( 7519%)实验猴在感染后 2~ 7 周(多数在 4 周左

右)间 ALT 开始升高,持续 015周到 9周不等,但大
多数持续 115 周左右。以 Genelabs 试剂检测 IgG

抗体( GL - IgG) , 阳转率为 7913%, 有 6只实验猴

始终未检出。阳转时间从 3~ 14周不等,较为分散。

在出现阳转的 23 只实验猴中, 有超过一半( 12只)

的猴其阳转时间比 ALT 升高时间晚 015~ 5 周(平
均晚 2周左右) ; 持续时间差别较大, 最短的仅持续

1周, 最长的在 70 周后仍可检出,平均持续时间约

18周。E2- IgM 和 E2- IgG的阳转率均为 100%,

阳转时间多在 4周以内,大多数( E2- IgM28只, E2

- IgG25只)早于 ALT 升高时间。E2- IgM 一般持

续 6周左右,多在 ALT 恢复正常后约 3~ 4周转阴。

E2- IgG产生时间均早于 GL- IgG, 而且在产生后

持续存在,感染后 70周仍无一阴转(表 1)。

表 1 HEV 病毒实验感染恒河猴后粪便排毒、病毒血症、ALT和 HEV 抗体的动态

Table 1 Dynamics o f v irus excr etion, viremia, ALT and anti- HEV follow ing experimental

infection of Rhesus monkeys with hepatitis E virus

Posit ive/

Tested

Posit ive seroconvers ion( w eek)

First

seroconversion

Latest

seroconversion

75%

seroconversion

Lasting period( w eek)

Longest S hortest Median

Virus ex cret ion 29/ 29 015 215 1 1515 2 5

Viremia 12/ 12 1 4 115 11 015 315

ALT 22/ 29 2 7 4 9 015 115

E2- IgM 29/ 29 3 7 4 14 2 6

E2- IgG 29/ 29 2 7 4 > 70 > 70 > 70

GL- IgG 23/ 29 3 14 6 > 70 1 18

  图 2代表了较为典型的猴 HEV 感染后各指标 的动态过程,即在感染后 015周左右首先出现粪便
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排毒,随后出现病毒血症,约在第 3周几乎同时检出

E2- IgM 和 E2- IgG抗体,同时ALT 开始升高, 之

后 GL- IgG陆续阳转, 病毒血症较快消失, ALT 陆

续恢复正常,粪便排毒转阴。之后约 3~ 4周 E2-

IgM 转阴, GL- IgG 缓慢消退, 而 E2- IgG则长期

维持在较高水平, 至感染 70 周后阳性率仍为

100%。

图 2  HEV 实验感染猴在感染进程中各指标的消长情况
Figure 2 Dynamics of infectious markers during infection course of experimentally HEV infected Rhesus monkeys

11Virus excret ion; 21Viremia; 31ALT; 41E2- IgM ; 51E2- IgG; 61GL- IgG1

3  抗 HEV IgM L链捕获法 ELISA(E2- IgM)对临

床急性肝炎标本的检测

用E2- IgM 试剂盒检测某部队 928 份体检血

清, 结果仅 2 份高于 012 ( 1 份 01203, 另一份
01333) ,绝大多数 OD值在 0115之下, 平均 OD 值

为01012。检测 510份临床急性肝炎标本,则OD值
有高至 410(酶标仪检测上限) ,低至 01001(酶标仪
检测下限)。因 ELISA反应 OD值分布接近于指数

曲线, 因此对测得的 OD值乘 1 000后取对数进行

频数分布分析 (图 3) , 可明显地看到, 在 OD 值

图 3 510 例临床急性肝炎血清 E2- IgM
ELISA 的 OD 值频数分布

F igure 3 Frequency of E2- IgM ELISA OD value in

510 clinical acute hepatitis patients. sera

01398~ 01631两边分为两个部分,左侧峰呈近似正
态分布, 均值为 01077 (对数平均数) , 可能对应于
IgM 阴性的其他肝炎患者(左峰) ;右侧部分( OD>

01398)共 131份,从OD110起例数明显上升,共109

份,可能对应于 IgM 阳性的戊肝患者。以 OD014
为 E2- IgM 的临界值,在 200份临床急性肝炎血清

中, E2- IgM 阳性的血清,其相应的 IgG OD值均较

高,而 IgM 阴性者其 IgG多阴性, IgG 阳性的其 OD

值亦从低到高散在分布(图 4)。

图 4 200 例临床急性肝炎患者血清 E2- IgM 与
E2- IgG OD 值的比较

Figure 4 Comparison of OD value of E2- IgM and

E2- IgG in 200 clinical acute hepatitis

patients. sera
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  用 Genelabs公司的 IgM 试剂( GL- IgM)与 E2
- IgM 试剂同时检测 119例非甲~ 丙急性肝炎病例

血清,比较二者的 OD 值分布, 同样可见 E2- IgM

的 OD值在 014两边分成清晰的两个部分,而 GL-

IgM 试剂的 OD 值分布则很不规则 (图 5)。E2 -

IgM 若以 014为临界值, 则 119例中 57 例阳性, 阳

性率为 4719% , GL - IgM29 例阳性, 阳性率为
2414%。

29例 GL- IgM 阳性标本的 E2- IgM 均为阳

性。另外,在 30 例 HAV - IgM 阳性者、HBc- IgM

阳性者或HCV - IgG阳性者中, E2- IgM 无一 OD

值超过 012。

图 5  119例临床非甲、乙、丙急性肝炎血清的 E2- IgM 和 GL- IgM OD值频数分布比较

Figure 5  Comparison of frequency of E2- IgM and GL- IgM OD value in 119 clinical

acute non A~ C hepatit is patients. sera

  为验证 E2- IgM ELISA检测的特异性, 取 10

份E2- IgM 阳性血清,用两个能直接捕获 HEV 病

毒的抗- HEV 单克隆抗体 8C11和 8H3进行阻断

实验。结果单抗可明显阻断血清与 E2 抗原的反

应, 阻断率在 6614% ~ 9418% , 平均阻断率为

图 6  抗 HEV 单克隆抗体对 E2- IgM 阳性血清的阻断
Figure 6  Blocking of E2- IgM wit h anti- HEV

monoclonal antibodies

8616%( 8616% ? 719% ) (图 6)。对 1份 E2- IgM

阳性而 E2- IgG、GL- IgG 和 GL- IgM 均阴性的

血清,用 RT- PCR检测其病毒血症, 结果出现一条

特异带, 并经测序证实其为 HEV 基因 Ô 型的一个

片段(结果另文报道)。

4  抗- HEV IgG间接法 ELISA( E2- IgG)对普通

人群和临床急性肝炎血清的检测

用 E2- IgG试剂盒检测5 060份普通人群血清

和 200份临床急性肝炎血清, 类似地绘制 OD值的

对数频数分布图 ( 图 7)。可见在相当于 OD 值

01025附近形成一个明显的近似正态峰, 但在 OD

值高于 012以上则一直平缓延伸至 OD值 410(酶标
仪检测上限)。用 OD值小于 01251的测量值拟合
正态曲线, log( OD)的均值为 11333( OD 01022) , 标
准差 01362, 试剂盒 95% 特异度的临界 OD 值为

01111( x = 21042) , 99% 特异度的临界 OD 值为

01185( x= 21266) ,小于临界值的部分, 呈近似正态
分布,可以认为绝大多数为 E2- IgG 阴性标本, 大

于临界值的部分则为人群中滴度不等的 E2- IgG

阳性标本。此时人群 E2- IgG阳性率为 2212%。
  用 E2- IgG 试剂盒检测 200 份临床急性肝炎

标本,可见 OD值明显地在临界值两边分为两个峰,

左侧的峰与普通人群的检测结果类似, 而右侧从

OD约 116至 410之间形成一个明显的峰, 峰值在
OD215处, 说明在急性肝炎中存在两类人群, 一类
与普通人群相当,其 E2- IgG OD 值低于 012, 另一
类 OD值较高,其中多数的 E2- IgM 为阳性(图 4) ,

很可能对应于急性肝炎中的戊肝患者。
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图 7  普通人群和急性肝炎患者血清中 E2- IgG的 OD值比较

F igur e 7  Compar ison o f OD value of E2- IgG in ser a of normal population and acute hepatitis patients

  为验证 E2- IgG 的特异性, 对 10份 E2- IgG

阳性血清进行抗- HEV 单抗 8C11和 8H3 的阻断

实验, 结果 10份血清与抗原的反应均被有效阻断,

阻断率为 55%~ 96% ,平均阻断率为 7517%。为估

计单抗位阻效应对阻断实验结果的影响, 同时对 2

份血清用 2株单抗的 Fab片段进行阻断实验,结果

如图 8。Fab段的阻断效果与完整抗体基本一致,提

示单抗对阳性血清的阻断效应是表位特异的。

图 8  抗 HEV 单抗或其 Fab片段对 E2- IgG 的阻断

F igure 8 Blocking of E2- IgG with anti- HEV monoclonal antibodies or their Fab fragments

讨   论

从实验猴感染系列血清及普通人群、临床急性

肝炎患者血清检测结果来看, E2- IgM 是一个较好

的HEV 近期感染指标, 用于戊肝临床诊断具有较

好的灵敏度和特异性,主要体现在: ( 1)在 29只实验

感染猴中, E2-IgM 阳转率为 100%, 而且大多数阳

转时间早于ALT 升高时间;而传统上用于急性戊肝

诊断的 GL- IgG的阳转率为 7913% ; ( 2)在实验猴
中E2- IgM 平均持续时间约 6周,最长持续 14周,

在恢复期后不久全部转阴; 而有半数猴子 GL- IgG

在18周后仍阳性, 有些猴子可持续 70周以上; ( 3)

检测 928份正常人血清, 结果仅 2份 OD值略高于

012; ( 4)检测 510份临床急性肝炎血清,可将其明显
区分为两个部分,一部分 OD 值在 012 以下, 其 OD
值分布与正常人相似; 另一部分 OD值高于 014,其
中大多数高于 110,这部分血清的 E2- IgG值亦较
高,很可能对应于急性肝炎中的戊肝患者; ( 5)在

119份非甲~ 丙型肝炎患者中, E2 - IgM 阳性 57

份,明显高于 GL- IgM 的 29份,而且 GL- IgM 阳

性的标本 E2- IgM 均阳性; ( 6)用 2株能捕获 HEV

的抗- HEV 单抗对 E2- IgM 阳性血清与抗原的反

应进行阻断实验, 结果 10 份阳性血清均被有效阻

断; ( 7) 1份 E2- IgM 阳性而 E2- IgG、GL - IgG、

GL- IgM 均阴性的血清, 经 RT - PCR 及测序证实

#79# 1 期   葛胜祥等: 基于多聚化重组抗原的检测戊型肝炎病毒 IgM 与 IgG抗体的 ELISA的建立及初步评估



存在病毒血症。

E2- IgG则更适应于人群感染情况调查: ( 1)在

29只实验感染猴中 E2- IgG100%阳转, 而且持续

时间均超过 70周;而 GL- IgG有 6只猴始终阴性,

阳转的猴子有半数在 18周内转阴,仅有 1只持续时

间超过 70 周; ( 2)检测 5 060 份普通人群血清, 在

OD值 012以下形成一个近似对数正态峰, 均值为
01022, 99%特异度的临界值为 01185, 而从 OD 值

014以上部分各 OD值频数分布均匀,与普通人群
中不同时间的 HEV感染者体内抗体有高有低的预

期相符; ( 3)检测 200 份急性肝炎病人血清, OD 值

012以下也形成一个与普通人群类似的近似对数正
态峰, 但 OD值大于 110起到 410 间形成另一个尖
峰,其中多数 E2- IgM 阳性; ( 4)抗- HEV 单抗能

有效阻断 E2- IgG的反应, 而且单抗 Fab片段的阻

断效果与完整单抗一致, 提示这一阻断是表位特异

性的。

具有HEV 重要构象性表位的重组抗原的陆续

研制成功, 是近年来国际上戊肝研究的主要进展之

一,但迄今仅杆状病毒表达的 55kD蛋白被较广泛

地应用于人群及动物中 HEV 感染调查。在美国等

一些传统上非戊肝流行国家的普通人群中, 检出了

1%~ 3%的抗体阳性率, 并直接导致发现多种动物

存在 HEV 天然感染, 并形成戊肝是一种人兽共患

病的假说。但该抗原用于 IgM 检测的报道却极少,

其原因暂时还不清楚
[ 15- 17]

。由于杆状病毒表达系

统的成本高, 该抗原尚未被用于商业试剂的生产。

由于临床戊肝诊断一直缺乏被广泛认可的金标准,

国内大多数临床单位不得不选用 IgG 试剂用于辅

助诊断,而流行病学研究机构则用同样的试剂进行

既往感染调查, 导致戊肝临床及科研上产生了众多

疑问。本研究利用大肠杆菌表达出的一段 ORF2重

组抗原,在证实其对恢复期血清有较强的反应性, 免

疫恒河猴可产生有效保护性, 所制备的单抗识别包

括2个中和性表位在内的多个构象性表位的基础

上,用其研制出 L链捕获法 IgM 试剂和间接法 IgG

试剂,在实验感染猴以及临床急性肝炎、普通人群样

本中进行了初步评估,证实 E2- IgM 是一个良好的

急性戊肝诊断指标, 而E2- IgG是一个良好的HEV

既往感染指标, 从而为更为广泛、深入、精确地开展

戊肝相关临床、流行病学研究提供了两种重要的工

具。李新兰等[ 18]用 E2- IgG 试剂和 GL- IgG 对

50份新疆地区戊肝患者 10年后的血清进行平行检

测,结果 E2- IgG 试剂阳性率为 86%, 而 GL- IgG

仅检出 36%。王延臣等
[ 19]
用 E2- IgG试剂对山东

某地普通人群戊肝感染情况进行了初步调查,发现

了明显的年龄累积效应,从 20岁起人群中基本上以

每年约 1%的新感染率平稳上升。对这两种试剂的

全面而科学的评价仍有赖于更为广泛、深入的临床

及科研应用。
(致谢:北京佑安医院提供部分临床急性肝炎血清; 山东济南钢

铁总厂总医院王延臣医师、厦门 174医院万发银博士、北京铁道总医

院谈春荣主任、北京血站邱艳主任提供部分普通人群血清;军事医学

科学院朱关福教授、中国药品生物制品检定所张华远教授、王佑春博

士、周诚医师均对本文提供了重要参考意见,特此致谢。)
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Abstract: This paper focused on development and evaluation of ant i- Lchain IgM ELISA and indirect ELISA for

IgG antibodies against hepatit is E virus( HEV) . Prokaryot ic expressed polymerized recombinant HEV protein

NE2 w as used as ant igen to develop two ELISA methods for anti- HEV IgM( E2- IgM) or IgG( E2- IgG) de-

tection. Serial serum samples of tw enty- nineHEV experimentally infected Rhesus monkeys w ere used to under-

stand the dynamics of ant i- HEV IgM and IgG detected by E2- IgM or E2- IgG as w ell as IgG detected by a

generally used commercial kit ( Genelabs, ant i- HEV IgG, GL- IgG) . Sera of 928 normal individuals and 510

clinical acute hepat itis patients were detected for ant i- HEV IgM using E2- IgM , among them 200 pat ients

w ere detected by E2- IgG at the same t ime. Sera of 5060 normal population were detected for anti- HEV IgG

using E2- IgG. Sera of 119 non- A to C acute hepat itis cases w ere detected parallel for anti- HEV IgM using

E2- IgM and a commercial IgM kit ( GL- IgM ) . Tw o ant i- HEV monoclonal ant ibodies which can capture

HEV direct ly were used in blocking test for the evaluat ion of the specificity of E2- IgM and E2- IgG. The re-

sults show ed the positive seroconversion rate of HEV by E2- IgM and E2- IgG methods in 29 HEV infected

monkeys w ere both 100% , of w hich 75% were conversed w ithin f irst 4 weeks post - infect ion, all earlier than

the beginning time of ALT abnormality . Compared w ith 79. 3% seroconversion rate by GL- IgG, 75% sero-

conversed w ithin the first six w eeks, much later than ALT abnormality. The seroconversion rate by E2- IgM

lasted f rom two to fourteen weeks, w ith a mean of six w eeks. Seroconversion by E2- IgG w as a litt le later than

E2- IgM , but none converted to negat ive at 70 w eeks after infect ion. T he average last ing t ime of GL- IgG was

18 w eeks, only one monkey. s IgG remained to be detectable by GL- IgG at 70w eeks post infect ion. Among

928 normal people samples detected by E2- IgM, only 2 had OD value a litt le higher than 0. 2. Tw o g roups could

be easily dif ferent iated from 510 clinical acute hepat itis pat ients detected by E2- IgM , one group w as the same

as detected in normal people with OD value low er than 0. 2, the other g roup including 131 pat ients had OD value

higher than 0. 4, among them 109 samples w ere higher than 1. 01 It suggested these tw o groups were corre-
sponding to non- hepat it is E and hepat it is E patients. Pat ients w ith E2- IgM positive also had higher E2- IgG

OD. Among 119 non- A to C acute hepatit is pat ients detected by E2- IgM and GL- IgM parallelly, 57 w ere E2
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- IgM posit ive, including all the 29 pat ients who were posit ive by GL- IgM . T en E2- IgM posit ive samples

could be blocked by anti- HEV monoclonal ant ibodies( MAbs) from 66. 4%~ 94. 8% , w ith an average blocking

rate of 86. 6%. The OD values of 5060 normal population detected by E2- IgG formed a peak close to logarithm

normal dist ribut ion w ith the mean of 0. 022, and dist ributed evenly in samples w ith OD value higher than 0. 4.

T wo groups also could be dif ferent iated from 200 acute hepatit is pat ients, one w ith OD value low er than 0. 2 as

same as normal people, and the other w ith OD value higher than 1. 0 formed another peak w ith peak OD value of

2. 5, among the lat ter peak most w ere E2- IgM posit ive. Ant i- HEV MAbs also could block E2- IgG ef fect ive-

ly, and the blocking rate of Fab fragments of MAbs w ere the same as w hole MAbs, which suggested that the

blocking is epitope specific. The developed IgM and IgG ELISA methods have good specificity and sensitivity.

IgM method is suitable for diagnosis of hepatit is E virus clinically infected, and the IgG method is suitable to d-i

agnose hepat itis E virus infect ion in the past .

Key words: hepat it is E; diagnosis; reagent ; IgM ; IgG
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