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摘要:大肠杆菌表达的戊型肝炎病毒( HEV )衣壳蛋白 ORF2片段 HEV 239重组蛋白颗粒,经铝佐剂吸附后, 分别以

5Lg、10Lg和 20Lg 剂量免疫恒河猴, 28 天时以相同剂量加强免疫 1 次, 3 周后分别以不同病毒滴度的基因Ñ 型或基

因Ô 型HEV 静脉攻击。结果,加强后 3 周, 3 个免疫剂量组猴的抗体几何平均滴度分别为1B27 175、1B34 409、1B41

607, 以世界卫生组织参比血清定量,则分别为 1 098 IU / ml, 1 357 IU / ml、1 724 IU / ml。每个剂量免疫组及对照组各

有 3 只猴接受 107 病毒滴度基因Ñ 型 HEV感染,对照组 3 只猴均被成功感染, 2 只出现肝炎; 20Lg 免疫组 3 只猴均

未被感染; 10Lg和 5Lg 免疫组各有 2 只猴未被感染, 另 1 只猴出现短暂感染, 免疫猴均未出现肝炎。3 个剂量免疫

组及对照组另外 3 只猴,接受 104 病毒滴度基因Ñ 型 HEV 感染,对照组 3 只猴均被感染, 1 只出现肝炎; 而免疫猴

均未被感染,也未出现肝炎。3 只 10Lg免疫猴和 3 只对照猴分别接受 107病毒滴度基因Ô 型 HEV 感染, 对照组均

被感染并出现肝炎,而免疫组均未出现肝炎, 有 2 只未被感染,另 1 只被短暂感染。另有 3 只 10Lg 免疫猴和 3 只对

照猴分别接受 104病毒滴度基因Ô 型HEV 感染,对照组均被感染,而免疫组均未被感染。这些结果表明: HEV239

疫苗可以完全预防HEV 导致的肝炎, 并保护大多数恒河猴不被 HEV 感染。另外, 疫苗对基因Ô 型H EV 的保护性

与基因Ñ 型H EV 相近。
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  戊型肝炎 (戊肝 ) 是一种由戊型肝炎病毒

(HEV)引起的、主要经胃肠道传播的急性肝炎, 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。戊肝约占我国临床肝炎

的 15% ~ 20%, 且时有爆发或流行的报道[ 1, 2]。戊

肝临床表现与甲型肝炎类似, 但孕妇感染病情较重,

死亡率可高达 20% [ 2]。不同来源的戊肝毒株的基

因序列存在一定的差异。目前通常将 HEV 分为 4

个基因型,即以缅甸株为代表的Ñ型(亚洲型) ,以墨

西哥株为代表的 Ò 型(北美洲型) ,以美国株和猪株

为代表的 Ó型(美国型) , 以及以中国株和中国台湾

株为代表的Ô 型(中国型)。我国流行的 HEV 以 Ñ
型和 Ô型为主[ 2, 3]。各地毒株在 ORF2氨基酸序列

上的高度同源性造成了 HEV 血清学上的相似性,

敏感动物交叉保护实验以及不同病毒基因型抗原的

血清学一致性研究结果, 提示这些 H EV 均为同一

血清型[ 4- 9]。

H EV含 3个开放读码框架( ORF) , 其中 ORF2

编码 660 个氨基酸的多肽( PORF2) , 组成病毒衣

壳[ 2]。目前已发现多个 ORF2重组蛋白具有免疫保

护作用, 表明 ORF2 蛋白上存在着重要的中和表

位[ 10- 12]。最近, 我们在大肠杆菌中表达了 HEV

ORF2 aa 394 ~ 606的一个片段, 获得的重组蛋白

( NE2)免疫恒河猴可产生良好的保护性[ 13- 15]。利

用 NE2 蛋白制备的单克隆抗体, 成功地鉴定出

HEV ORF2上的 2 个不同的中和表位区域
[ 16]
。在

此基础上,进一步利用大肠杆菌表达了 ORF2的 aa

368~ 606片段, 获得的重组蛋白 HEV 239 可以形

成病毒样颗粒, 免疫原性较 NE2有了显著的加强,

从而克服了一般重组疫苗免疫原性不足的重大障

碍。而同时抗原性, 尤其是中和表位活性也有所提

高,成为目前最有希望的候选戊肝疫苗之一[ 17]。本

研究将H EV 239疫苗免疫恒河猴,以进一步系统观

察其免疫原性和对不同基因型 HEV 攻击的免疫保

护性。

材料与方法

1 实验动物  36 只健康恒河猴捕自中国南部地区, 1~ 2
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岁,实验前进行常规医学观察, 并持续 2 周检测血清丙氨酸

转氨酶( ALT )水平。免疫前检测抗 HEV 抗体均为阴性, 实

验期间分笼喂养。

2  疫苗  重组(大肠杆菌)戊肝疫苗中的戊肝抗原 HEV 239

为大肠杆菌表达的非融合蛋白, 纯度大于 95% , 以直径

15nm~ 30nm 的颗粒形式存在, 并以铝佐剂吸附[ 17]。以

10Lg/ ml、20Lg/ ml、40Lg/ ml浓度分别配制疫苗,每支 0. 5ml,

故实际接种剂量为每支 5Lg、10Lg、20Lg。

3  免疫  以 5Lg/支、20Lg/支疫苗各免疫 6 只恒河猴, 以

10Lg/支疫苗免疫 12只恒河猴 ,三角肌肌肉注射。免疫后第

28 天以相同方式和剂量加强 1 针。

4  病毒攻击  HEV XM 株 (基因Ñ 型)和 HEV Nan 株(基

因Ô 型)分别来自新疆和北京的戊肝患者, 用以感染恒河猴,

收集粪便作为毒种。以 RT- PCR 进行病毒定量, 以 1Lm 无

菌滤膜过滤后, 1ml/只静脉注射恒河猴。攻击时间为加强免

疫后第 3周。将 5Lg免疫组 6 只猴随机分为两组, 第一组 3

只以 107 PCR滴度 H EV Ñ 型病毒( HEV XM 株)感染; 第二

组 3只以 104 PCR 滴度 HEV Ñ 型病毒( HEV XM 株)感染。

20Lg 免疫组 6 只猴分组及感染方式与 5Lg 免疫组相同。

10Lg免疫组 12 只猴分为 4 组,每组 3 只。其中 2 组分别以

107 PCR滴度 HEVÑ 型病毒( HEV XM 株)或 HEV Ô 型病毒

( HEV Nan 株)感染; 另 2 组分别以 104 PCR 滴度 HEV Ñ 型

病毒( HEV XM 株 )或 HEV Ô 型病毒 ( HEV Nan 株 )感染。

对照组 12 只猴分组及感染方式与 10Lg 免疫组相同。

5  标本采集  每只猴在 0 天、2 周、4 周和 7 周采静脉血

3ml,分离血清, - 20 e 保存备检。攻毒后每周采血 1 次, 至

攻毒后 10 周,检测血浆ALT 水平。同时分离血清贮存于-

20 e 备检抗 HEV 抗体。从攻毒后第 1 天开始每天采集粪

便, 2 周后每周收集 2 次,至对照组粪便排毒阴转连续 3 次。

粪便采集后贮存于- 70e , 2周内以 RT- PCR检测 HEV 病毒。

6  抗-HEV抗体检测  抗- HEV IgM 抗体和 IgG 抗体的检

测,使用北京万泰生物药业有限公司提供的以 NE2 重组蛋

白为抗原的试剂盒[ 15, 18]。 IgM 抗体检测采用捕获法, I gG

抗体检测采用间接法。IgG 抗体含量以两种方法测量, 一种

采用倍比稀释法,以超过阴性值 3倍的最高稀释度作为血清

抗体滴度。另一种是,对攻毒前(初次免疫后第 7 周)血清同

时以世界卫生组织抗 HEV IgG 抗体参比血清 [由英国国立

生物标准品和质控品研究所( NIBSC)惠赠, 目录号 95/ 584]

标准曲线法测定血清抗体的国际单位( IU ) [ 19]。攻毒后实验

猴系列血清出现抗体滴度 4倍以上升高, 或血清抗体阳转为

抗体应答阳性( + ) , 否则为阴性( - )。

7  粪便 HEV RNA检测  取 250Ll不同稀释度的粪便悬液,

用 T r izol试剂( GIBCO公司 )按其操作说明提取。20Ll体积

反转录, 基因 Ñ 型病毒反转录引物为特异性引物 A3( 5c-

ggctcaccggagtg tttcttc- 3c) , Ô 型病毒反转录引物为 EE4 ( 5c-

gg ttggttgg atg aatatatg- 3c) , AM V 反 转录 酶 42e 反 转 录

40min。基因Ñ 型病毒第一轮 PCR 引物为 A5( 5c- ctttgatga-

caccg tcttctcg- 3c)和 A3, 基因 Ô 型病毒第一轮 PCR 引物为

EE1( 5c- taacctgattgg gatgct- 3c)和 EE4; 反转录模板加 2Ll, 总

体积为 20Ll, 条件为: 94e 预变性 5min; 94 e 变性 40s, 68 e

复性延伸 40s, 35 个循环; 72 e 延伸 5min。基因Ñ 型病毒第

二轮引物为 B5 ( 5c-gccgcagcaaaggcatccatg- 3c) 和 B3 ( 5c- gt-

gtttcttccaaaaccctcg c- 3c) ; 基因Ô 型病毒第二轮引物为 EE2( 5c-

gggtggaatgaataacatg-t 3c)和 EE3( 5c- gtcaccccagaaaccacc- 3c) ; 第

一轮模板加 1Ll, 总体积为 20Ll, 条件为: 94 e 预变性 5min;

94 e 变性 40s, 56 e 复性 40s, 72 e 延伸 1min20s, 35 个循环;

72 e 延伸 5min。以能检出阳性带的最高稀释度粪便悬液

250Ll所含有的病毒量定义为 1 个 PCR滴度。

8  血浆 ALT 检测  采用赖氏法[ 20]。感染后每周检测

ALT ,以感染后 3~ 7 周内 ALT 峰值高于 2 倍感染前值为阳

性( + ) , 否则为阴性( - )。

结   果

1  疫苗的免疫原性

不同剂量疫苗免疫的恒河猴,经过 1针免疫即

可产生抗体(表 1)。24只猴中, 除 5Lg 免疫组有 3

只猴在初免后第 4周阳转外,其余 21只猴在免后 2

周抗体即已阳转。初免及加强免疫后, 10Lg 和20Lg

免疫组的抗体几何平均滴度( GMT )均较为接近,而

5Lg 免疫组初免后抗体产生相对较差一些, 但加强

后可达到与10Lg 和 20Lg免疫组相当的水平。疫苗组

在攻毒前(7周)的抗HEV抗体量平均为1 384IU/ ml。

表 1  疫苗免疫恒河猴的抗体应答

Table 1 Antibody response of rhesus monkeys immunized w ith HEV 239 vaccine

Vaccine

dosage

M onkey

No.

Ant-i HEV

0 d 2 w ks 4 w ks 7 wks

Posit ive

No.

GM T

( 1B)

Posit ive

No.

GMT

( 1B)

Posit ive

No.

GMT

( 1B)

Posit ive

No.

GMT

( 1B)
IU/ ml

2 @ 5Lg 6 0 < 10 3 35 6 2, 554 6 27, 175 1, 098

2 @ 10Lg 12 0 < 10 12 1, 314 12 7, 529 12 34, 409 1, 357

2 @ 20Lg 6 0 < 10 6 738 6 5, 236 6 41, 607 1, 724

Mean < 10 460 5, 247 34, 014 1, 384

  T he geom etry mean t iter(GMT )of ant ibody of vaccinated monkeys on 2wks, 4w ks and 7wks were significant ly higher than pre-immunizat ion( P <

0. 001) . T he GMT s among three vaccine groups w ere similar( P > 0. 05) .
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2  对基因 Ñ型 HEV的保护性

以不同剂量疫苗按 0、28 天方案肌内注射恒河

猴, 49 天时分别以 107 和 104PCR滴度剂量基因 Ñ

型HEV 静脉攻击。以高剂量病毒攻击时,对照组 3

只猴均出现 1个月以上的粪便排毒,血清抗体阳转,

2只出现 ALT 异常。20Lg 免疫组 3只猴均未检出

粪便排毒,血清抗体滴度未出现明显升高, ALT 始

终正常,表明该剂量免疫可完全保护恒河猴不被高

剂量同基因型 HEV感染。10Lg和 5Lg 免疫组各有

1只猴出现粪便排毒及血清抗体明显升高, 提示病

毒成功感染了这 2只猴, 但感染猴的粪便排毒时间

较对照组显著缩短, 且均未出现 ALT 异常,提示感

染的程度较对照组有明显减轻(表 2)。以较低剂量

病毒攻击时, 对照组 3只猴同样均出现 1 个月以上

的粪便排毒, 血清抗体阳转, 1 只感染猴出现 ALT

异常。疫苗免疫猴则均未检出病毒感染指标,也未

出现 ALT 异常, 表明疫苗免疫可对该剂量同型

HEV攻击产生完全的感染及发病保护性(表 2)。

可见疫苗免疫可完全保护恒河猴在 HEV 基因Ñ型
病毒感染后不出现肝炎症状,并可降低病毒对恒河

猴的感染性(差异均具有显著的统计学意义, P <

0105)。

表 2  HEV基因Ñ 型病毒对恒河猴的感染及致病

T able 2 I nfectiv ity and pathogenicity of HEV genotype Ñ to rhesus monkeys

Group

Challenging virus dosage 107

M onkey

code

Pre- challenge

ant-i HEV

T iter

( 1B)
IU / ml

ALT

Virus

shedding

( w )

Ant ibody

response

Challenging virus dosage 104

Monkey

code

Pre-challenge

ant-i H EV

Titer

( 1B)
IU/ ml

ALT

Virus

shedding

( w)

Ant ibody

response

0Lg 25 < 10 < 2 + 5 + 28 < 10 < 2 - 5 +

26 < 10 < 2 - 5 + 29 < 10 < 2 + 6 +

27 < 10 < 2 + 4 + 30 < 10 < 2 - 4 +

2 @ 5Lg 1 40, 200 961 - 3 + 4 67, 800 1, 617 - 0 -

2 47, 800 1, 052 - 0 - 5 71, 800 2, 338 - 0 -

3 7, 900 435 - 0 - 6 5, 500 186 - 0 -

2 @ 10Lg 7 8, 700 368 - 1 + 10 51, 600 1, 104 - 0 -

8 145, 200 2, 504 - 0 - 11 61, 800 1, 949 - 0 -

9 68, 100 2, 498 - 0 - 12 4, 3200 960 - 0 -

2 @ 20Lg 19 51, 900 1, 284 - 0 - 22 44, 300 1, 377 - 0 -

20 9, 200 530 - 0 - 23 61, 400 3, 314 - 0 -

21 47, 400 1, 339 - 0 - 24 84, 300 2, 498 - 0 -

3  对基因 Ô型 HEV的保护性

疫苗以 10Lg /针剂量按 0、28 天方案肌内注射

免疫恒河猴, 49天时分别以 10
7
和 10

4
PCR 滴度剂

量基因 Ô型 HEV 静脉注射攻击。以高剂量病毒攻

击时,对照组 3只猴均出现粪便排毒, 血清抗体阳

转, 2只出现 ALT 异常。免疫组均未出现 ALT 异

常, 2只未出现感染指标, 另 1 只出现短暂粪便排

毒,以及抗体水平升高。而以较低剂量病毒攻击时,

对照组 3只均出现病毒感染指标, 而免疫组则均未

被感染(表 3)。这些结果表明: 10Lg 疫苗 2针免疫

可以保护大多数恒河猴不受 Ô 型 H EV 的感染, 并

完全保护恒河猴感染Ô 型H EV 后不发病。

表 3  HEV基因Ô 型病毒对恒河猴的感染及致病

T able 3 I nfectiv ity and pathogenicity of HEV genotype Ô to rhesus monkeys

Group

Challenging virus dosage 107

M onkey

code

Pre- challenge

ant-i HEV

T iter

( 1B)
IU / ml

ALT

Virus

shedding

( w )

Ant ibody

response

Challenging virus dosage 104

Monkey

code

Pre-challenge

ant-i H EV

Titer

( 1B)
IU/ ml

ALT

Virus

shedding

( w)

Ant ibody

response

0Lg 31 < 10 < 2 + 2 + 34 < 10 < 2 - 1 +

32 < 10 < 2 + 5 + 35 < 10 < 2 - 4 +

33 < 10 < 2 + 4 + 36 < 10 < 2 - 4 +

2 @ 10Lg 13 46, 000 1503 - 0 - 16 41, 900 1, 012 - 0 -

14 5, 200 196 - 1 + 17 59, 700 2, 520 - 0 -

15 58, 300 1, 351 - 0 - 18 66, 500 316 - 0 -
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4  疫苗对恒河猴抗 HEV感染及抗 HEV致病的保

护率

比较表 2、表 3可见, 疫苗对 HEV 基因 Ñ型和

基因Ô 型病毒的保护性是一致的,因此合并各组数

据如表 4。可见疫苗对 H EV 攻击的发病保护率为

100%, 对 107 剂量 H EV 攻击的感染保护率为

75%, 而抗 104 剂量 HEV 攻击的感染保护率为

100%。

表 4  疫苗对恒河猴抗 HEV感染及致病性的保护率

Table 4  Protect ive efficacy of vaccine to rhesus monkeys against infectiv ity and pathogenicity of HEV

Group
Pre-challenge ant-i HEV

Titer IU/ ml

Infect ion Hepat itis

Protection

eff icacy against

infect ion( % )

Protect ion

eff icacy against

hepatit is( % )

Challenge virus dosage 107

Vaccin e 1B2, 9371 1, 168 3/ 12 0/ 12 75 100

Cont rol < 1B10 < 2 6/ 6 5/ 6

Challenge virus dosage 104

Vaccin e 1B39, 393 1, 599 0/ 12 0/ 12 100 100

Cont rol < 1B10 < 2 6/ 6 1/ 6

讨   论

自戊肝病毒发现伊始国内外学者即已开展了疫

苗的研究, 但由于尚未建立起有效的细胞培养模型

或简便的病毒繁殖模型, 难以进行传统的灭活疫苗

或减毒疫苗的研制,因此基因工程疫苗的研制成为

各国学者研究的焦点, 但迄今仍未有任何一种候选

疫苗获批准上市。在过去的研究中,我们发现大肠

杆菌表达的一个H EV ORF2重组抗原 NE2 上具有

高活性的 2个戊肝中和表位, 使用弗氏佐剂免疫恒

河猴可以产生良好的保护性[ 13- 16]。但随后的研究

发现,纯化的 NE2抗原在铝佐剂中的免疫原性难以

满足疫苗的要求, 因此进一步研制出了抗原性与

NE2相似的颗粒性抗原 HEV 239, 使其免疫原性得

到了显著的改善[ 17]。本研究制备了三种规格的

HEV 239铝佐剂疫苗,在恒河猴戊肝感染模型中研

究其抗 HEV 感染及抗 HEV 致病性的效果。由于

HEV 对灵长类动物的感染剂量较低,而致病剂量较

高[ 15, 20] ,因此本研究设计了两个感染剂量组, 一组

采用 10
7
PCR滴度的病毒,而另一组采用 10

4
PCR滴

度的病毒, 以了解疫苗对 H EV 致病性和感染性的

保护效果。另外,为了解疫苗对不同基因型病毒的

保护性,对其中一个免疫组分别采用基因 Ñ型病毒

和基因 Ô型病毒攻击。结果表明, 2 @ 5Lg、2 @ 10Lg

和 2 @ 20Lg 3个剂量组 1 针免疫即可 100%刺激抗

体产生,加强 1针后 3 周(感染前)的抗体平均滴度

分别达到 1B27 175, 1B34 409和 1B41 607,表明疫苗

对恒河猴有较好的免疫原性。全部免疫猴在高剂量

和低剂量病毒攻击后均未出现急性肝炎, 对发病的

保护率为 100%。全部免疫猴均能完全预防

10
4
PCR滴度的病毒的感染, 2 @ 20Lg 组对 10

7
PCR

滴度的病毒感染也能完全预防, 而 2 @ 10Lg 组和 2

@ 5Lg 组对 107PCR滴度的病毒感染也有 66. 7%的

保护率。与其它多个研究结果一致[ 4- 8] , 本研究所

用的疫苗抗原虽源于 HEV 基因 Ñ 型病毒, 但对基

因 Ñ型病毒和基因 Ô 型病毒的保护效果十分接近,

表明各基因型间的 H EV 存在良好的交叉保护, 均

属于同一个血清型, 因此很可能单一基因型别的疫

苗即可对各个型别的H EV产生良好的保护性。

迄今已报道的保护效果最好的铝佐剂疫苗,是

由昆虫杆状病毒表达系统表达的 HEVORF2 的

aa112~ aa607片段( 55kD蛋白)
[ 4, 8]
。以 55kD疫苗

50Lg @ 2 免疫恒河猴后, 以 105 猴半数感染剂量

( M ID50, 1个 M ID50剂量约相当于 10~ 100个 PCR

滴度) , 8 只免疫猴均不发病, 但有 6 只出现粪便排

毒
[ 8]
。最近 Purcell等

[ 4]
报道,以 55kD疫苗 10Lg @

2与 5Lg @ 2免疫各 12只恒河猴, 攻毒前(初免后 8

周)平均抗体含量分别为 485IU / ml和 483IU/ ml。

而本研究疫苗免疫 7 周后的平均抗体含量达 1

384IU/ ml,约为 55kD 疫苗的 3倍。提示 HEV 239

疫苗的免疫原性较 55kD疫苗为高, 这可能也是前

者对感染的保护性明显优于后者的原因之一。虽然

本研究所采用的毒株、免疫剂量等与 55kD疫苗不

同,这种比较并不能直接反映这两种疫苗的优劣,但

仍可提供一些有价值的信息。

H EV 239疫苗与已报道的其它 HEV候选疫苗

相比, 其优点首先在于它较好地模拟出了 HEV 的

中和表位; 第二, H EV 239 蛋白以病毒样颗粒形式

存在, 免疫原性显著优于单体或寡体蛋白; 第三,
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HEV 239蛋白为大肠杆菌表达,该表达系统是目前

研究得最为透彻的表达体系, 生产成本低廉, 已有大

量的大肠杆菌表达蛋白被广泛应用于临床治疗, 因

此与昆虫杆状病毒表达系统相比具有更为可靠的安

全性。另外, HEV 239蛋白源于 HEV 基因 Ñ型, 是

我国主要 HEV 基因型之一, 并且与其它各基因型

病毒有明确的交叉保护作用,因此H EV 239作为戊

肝疫苗具有良好的应用前景。
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Abstract:An E . col i expressed recombinant protein H EV 239, w hich w as derived f rom capsid protein ORF2 of

hepat itis E virus(H EV) and aggregated into virus- like particle, was adsorbed w ith alum adjuvant, then immunized

rhesus monkeys with 5Lg , 10Lg, or 20Lg dosages. Three weeks af ter the animals w ere boosted on day 28, differ-

ent virus dosages of a HEV genotype Ñ strain and a H EV genotype Ô strain w ere used to challenge the mon-

keys as w ell as the control monkeys int ravenously. T he results show ed that the geometry mean t iter of ant-i HEV

of three vaccine dosage groups w ere 1B27 175, 1B34 409 and 1B41 607 respect ively. The ant-i HEV quant ity ca-l

culated by ELISA using a WHO reference serum were 1 098 IU/ ml, 1 357 IU/ m l and 1 724 IU / ml respect ively.

T hree monkeys of each vaccinated groups and control group w ere challenged w ith 107 v irus t iter of HEV geno-

type Ñ st rain. While all three monkeys of cont rol group w ere infected by the virus and tw o suffered f rom hepat-i

t is, all three monkeys of 20Lg vaccinated group, two of 10Lg vaccinated g roup and two of 5Lg vaccinated g roup

w ere protected from infection, and moreover all vaccinated monkeys w ere protected against hepat itis. Another

three monkeys of each vaccinated group and control group w ere challenged w ith 104 virus t iter of H EV genotype

Ñ strain. While all three monkeys of the control group w ere infected and one suffered f rom hepat it is, all the vac-

cinated monkeys were protected from infect ion as w ell as hepat itis. Three monkeys vaccinated w ith 10Lg vaccine

and three control monkeys w hen challenged w ith 107 v irus t iter of H EV genotype Ô st rain, all three monkeys of

the control g roup w ere infected and suffered from hepat it is, and the vaccinated monkeys all w ere protected f rom

hepat itis and tw o w ere protected from virus infect ion. T hree monkeys of 10Lg vaccinated group and control g roup

w hen challenged w ith 104 virus t iter of HEV genotype Ô strain, the monkeys of the control group w ere all in-

fected, the vaccinated monkeys were protected f rom infect ion. These results indicated that the H EV 239 vaccine

could protect rhesus monkey completely against hepat itis E, and part ially protect against HEV infectivity . Be-

sides, the protect ive eff icacy of this vaccine against heterologous H EV challenge w as similar as against homolo-

gous challenge.

Key words: hepat it is virus E; vaccine; prokaryote expression; rhesus monkey; protective ef ficacy
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