
　　基 金 项 目：“十 三 五”国 家 科 技 重 大 专 项 基 金 资 助 项 目

（２０１８ＺＸ１０７３４４０４）

作者单位：１０２２０６　北京，中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所

（苏秋东、伊瑶、毕胜利、贾志远、邱丰）；１０００２６　北京海关技术中心（郭敏

卓）

通讯作者：贾志远，电子信箱：ｊｉａｚｙ＠ｉｖｄｃ．ｃｈｉｎａｃｄｃ．ｃｎ；邱丰，电子

信箱：ｑｉｕｆｅｎｇ６１５＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

多表位丙型肝炎病毒抗原的表达和分析
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摘　要　目的　目前常用的丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）血清学检测试剂都基于 ３～６个重组蛋白或合成多肽，抗

原制备繁琐且诊断效果参差不齐。制备一种诊断效能优良的 ＨＣＶ抗原势在必行。方法　利用原核表达系统和层析纯化技术制

备涵盖我国 ＨＣＶ主要流行株（１ｂ和２ａ）的６个免疫显性区域的多表位 ＨＣＶ抗原（命名为 Ｈ６５），并以此建立 ＨＣＶ－ＩｇＧ的血清学

检测方法，通过对部分 ＨＣＶ阴阳性血清的检测，初步评价了 Ｈ６５抗原的免疫活性。结果　融合 Ｔｒｘ标签的 Ｈ６５抗原为可溶性形

式表达，纯化后蛋白浓度可达 ２．９９１ｍｇ／ｍｌ，纯度为 ９４．５３％；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测实验初步证实了蛋白 Ｈ６５的抗原性；应用某商品

化试剂盒与 Ｈ６５抗原血清检测方法，对 ５０份 ＨＣＶ阴阳性血清进行检测，ＭｃＮｅｍｅｒ检验显示，新制备诊断抗原与“金标准”比较，

Ｐ＞０．０５，Ｋａｐｐａ＞０．７５，且与某商品化试剂盒比较，Ｐ＞０．０５，Ｋａｐｐａ＞０．７５，提示一致性优异。结论　Ｈ６５具有良好的免疫活性，

为进一步应用多表位 ＨＣＶ抗原为基础的 ＨＣＶ－ＩｇＧ体外诊断试剂提供了依据。
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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）属于黄病
毒科肝炎病毒属，是一种由脂膜包裹的正链 ＲＮＡ病
毒。其基因组 ＲＮＡ长约 ９６００ｎｔ，包含一个多蛋白开
放阅读框，编码约３０００个氨基酸的多聚蛋白，结构蛋
白主要有 Ｃ、Ｅ１和 Ｅ２，非结构蛋白主要有 ＮＳ２、ＮＳ３、

ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ和 ＮＳ５Ｂ。ＨＣＶ是慢性肝炎的主
要致病因子，预估全球有 ７１１０万慢性丙肝患者，约
１０％ ～２０％慢性肝炎患者在２０～３０年里将会发展为
肝纤维化和肝硬化甚至肝癌

［１］
。２０１５年全球 ＨＣＶ

感染诊断率仅为 ２０％，其中只有 １５％确诊丙肝患者
得到了有效治疗，ＨＣＶ的诊断治疗问题亟待解决［２］

。

在目前直接抗病毒（ｄｉｒｅｃｔ－ａｃｔｉｎｇａｎｔｉｖｉｒａｌｓ，ＤＡＡｓ）
疗法对 ＨＣＶ有效的情况下，提高诊断及治疗率对于
实现世界卫生组织２０３０年消除病毒性肝炎的目标至
关重要。

ＨＣＶ实验室诊断主要包括核酸和血清学诊断。
需要提取病毒核酸、受型别特异性限制、成本高以及

·７４·
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需要专业操作是核酸检测的弊端。而血清学检测简

单易行，成本低廉，所以一直是 ＨＣＶ临床诊断的主要
辅助手段。ＨＣＶ病毒蛋白 Ｃ、ＮＳ３、ＮＳ４和 ＮＳ５区拥
有保守的免疫显性区域

［３］
。因此 ＨＣＶ抗体检测用诊

断抗原主要围绕这４个区设计。第１代 ＨＣＶ抗体检
测使用 ＮＳ４的一段抗原，第 ２代为包含 Ｃ、ＮＳ３和
ＮＳ４免疫显性区的重组抗原，目前使用的第 ３代检测
试剂加入 ＮＳ５区抗原且优化了 ＮＳ３区抗原［４］

。迄今

已经发现 ＨＣＶ存在 ８个基因型和 ８６个基因亚
型

［５，６］
。因此目前常用的抗体检测试剂都使用 ３～６

种重组抗原或合成肽，大大增加了检测成本和非特异

性反应。多表位 ＨＣＶ诊断抗原的设计为解决这些问
题提供了一条很好的途径。最早的多表位抗原出现

在２００６年，随后不同的设计层出不穷［７］
。我国 ＨＣＶ

主要流行亚型为１ｂ和２ａ［８］。此研究将这两种主要流
行亚型的６个主要免疫区域进行串联，制备新型 ＨＣＶ
抗体诊断抗原，并利用阴阳性血清评价其诊断效能。

材料与方法

１．主要材料与试剂：ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞购
自北京全式金生物技术有限公司。Ｍ４８载体，为本科
室构建，由 ｐＥＴ４３．１ａ载体，在 ＮｄｅⅠ和 ＮｃｏⅠ酶切
位点之间插入 Ｔｒｘ标签改造所得。限制性内切酶Ｎｃｏ
Ⅰ和 ＸｈｏⅠ以及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自美国 ＮＥＢ公司。
预螯合 Ｎｉ２＋亲和层析介质为美国 ＧＥ公司产品。山
羊抗人 ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＨＲＰ）酶标物为英国 Ａｂｃａｍ公司产
品。５０份 ＨＣＶ阳性血清参照 ＷＳ２１３－２０１８丙型肝
炎诊断标准：①生化指标异常；②血液抗 －ＨＣＶ阳
性；③血液 ＨＣＶＲＮＡ阳性，核酸定量范围为 ４．９７
（４５２，６．３４）［Ｌｏｇ转换，中位数（Ｑ１，Ｑ３）］；④来源于
科室现存血清库。５０份 ＨＣＶ阴性血清：①血液抗 －
ＨＣＶ阴性；②血液 ＨＣＶＲＮＡ阴性；③来源于科室现
存血清库。ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＤＶ及 ＨＥＶ阳性血清各 ２０
份，由实验室和临床确诊，来源于科室现存血清库。

２．ＨＣＶ多表位诊断抗原表达质粒的制备：根据
参考文献［４，９～１３］与相关经验，将 ＨＣＶＮＳ３（１ｂ）ａａ
１２０１－１４６４、Ｃｏｒｅ（１ｂ）ａａ１－３４、ＮＳ４Ａ（１ｂ）ａａ１６８１－
１７３５、ＮＳ４Ａ（２ａ）ａａ１６８１－１７３５、ＮＳ４Ｂ（２ａ）ａａ１９２９－
１９３５及 ＮＳ５Ａ（２ａ）ａａ２２７３－２３０７等 ６个抗原区域用
（ＧＧＧＳ）３进行串联，５′端添加ＣＣＡＴＧＧ（ＮｃｏⅠ）酶切
位点，３′端添加 ＣＴＣＧＡＧ（ＸｈｏⅠ）酶切位点，密码子
优化后交由日本 ＴａＫａＲａ公司进行基因合成，命名为
Ｈ６５Ｆ。利用 ＮｃｏⅠ和 ＸｈｏⅠ限制性内切酶及 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶将 Ｈ６５Ｆ亚克隆到 Ｍ４８表达载体上，转

化 ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞。１６ｈ后挑取 ６个单菌落
（１～６号）接种于２ｍｌ培养基中（１０ｇ／Ｌ蛋白胨，５ｇ／Ｌ
酵母提取液，１０ｇ／ＬＮａＣｌ，５０μｇ／ｍｌ氨苄霉素）振荡培
养，诱导进行小量表达，提取质粒进行测序并双酶切

鉴定，验证正确的质粒命名为 Ｈ６５。
３．ＨＣＶ多表位诊断抗原的制备：选择 ４号作为

菌株进行大量表达（３Ｌ），诱导条件为 ３０℃，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，５ｈ。离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，４℃）收集沉淀，
用溶解缓冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液，２０ｍｍｏｌ／Ｌ
咪唑，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．０）重悬后用超声仪破碎
（功率３００Ｗ，超声时间２０ｓ，间歇时间 ２０ｓ，共 ２０个循
环），离心（１１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，４℃）收集上清。将
上清加载于预螯合 Ｎｉ２＋亲和层析介质中。分别用 ０、
０．１、０．５ｍｏｌ／Ｌ咪唑（溶于溶解缓冲液中）进行梯度洗
脱。取样进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（恒流３５ｍＡ，４５ｍｉｎ）电泳，
分析 Ｈ６５蛋白的含量以及分布情况。将 Ｈ６５蛋白蛋
白含量最高、纯度最好的洗脱液于 ＰＢＳ（１３７ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，２．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ７．４）中透析，并于０℃保存备用。

４．ＨＣＶ多表位诊断抗原抗原性初步分析：Ｈ６５
蛋白抗原性的初步分析利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测。取
１０μｌ透析后 Ｈ６５蛋白进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳（恒流
３５ｍＡ，４５ｍｉｎ），半干转膜法（恒压 １５Ｖ，３５ｍｉｎ）至
ＰＶＤＦ膜上。室温，封闭液（１％ ＢＳＡ，０．０５％ 吐温

－２０，溶于 ＰＢＳ中）振荡孵育 ＰＶＤＦ膜 １ｈ。室温，
１∶１０稀释 ＨＣＶ阴阳性血清后分别处理两块 ＰＶＤＦ膜
１ｈ，而后用 ＰＢＳ洗膜 １０ｍｉｎ。用山羊抗人 ＩｇＧＨ＆Ｌ
（ＨＲＰ）酶标物（１∶５０００）室温处理 ＰＶＤＦ膜 １ｈ后用高
盐缓冲液（０．５ｍｏｌＮａＣｌ，０．２％ ＳＤＳ，溶于 ＰＢＳ中）洗膜
３０ｍｉｎ后超纯水洗膜，用 ＤＡＢ显色，清水终止显色。

５．ＨＣＶ多表位诊断抗原诊断效能评价：利用蛋
白 Ｈ６５建立血清 ＨＣＶ－ＩｇＧ抗体检测间接法 ＥＬＩＳＡ
试剂盒，对“金标准”确诊的阴阳性血清样本以及其

他肝炎病毒阳性标本进行检测，评价其对阴阳性血清

标本的鉴别能力，并与某商品化试剂盒进行比较，评

价其优劣。包被缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲液，
ｐＨ９．６）１∶３００稀释蛋白 Ｈ６５后加入 ＥＬＩＳＡ板中，
３７℃孵育２ｈ。３７℃，封闭液孵育 １ｈ后用 ＰＢＳＴ洗涤。
每孔加 ＰＢＳ和待测血清各 ５０μｌ，３７℃孵育 １ｈ后洗
涤；加入山羊抗人 ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＨＲＰ）酶标物（１∶６０００），
３７℃孵育１ｈ后洗涤；加新鲜配制 ＴＭＢ液显色，２ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２ＳＯ４终止反应。用酶标仪测定 ４５０ｎｍ处各孔吸收
度值（Ａ值）。

·８４·
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利用某商品化 ＨＣＶ－ＩｇＧＥＬＩＳＡ检测试剂盒检
测待测同批血清，具体操作遵循厂家说明书，最后用

酶标仪测定４５０ｎｍ处吸收度值（Ａ值）。
６．统计学方法：实验数据采用 ＳＰＳＳ２２．０统计学

软件进行统计分析，用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．００软件绘
制６组血清 Ａ值散点图。对 ＨＣＶ阴阳性两组血清 Ａ
值分布进行 Ｗｉｌｃｏｘ检验（独立样本 Ｍａｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙＵ
检验），原假设为在两组类别上，Ａ值分布相同。根据
经验选取阴性血清 Ａ值均值 ２１倍作为临界值。用
ＭｃＮｅｍｅｒ检验及 Ｋａｐｐａ一致性检验评价两种检测方
法的一致性，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．融合表达层析纯化可获得高纯度蛋白 Ｈ６５：

ＨＣＶ６个抗原区域用（ＧＧＧＳ）３串联并进行密码子优
化后，片段大小为 １６０８ｂｐ（图 １Ａ），构建好的表达质
粒经测序、双酶切鉴定（图 １Ｂ）及小量表达（图 ２Ａ）
证实构建成功，命名为 Ｈ６５质粒。

图 １　Ｈ６５表达质粒的构建
Ａ．Ｈ６５表达区段示意图；Ｂ．Ｈ６５表达质粒的鉴定；

１．Ｈ６５表达质粒双酶切鉴定；２．Ｈ６５基因片段

　

Ｈ６５蛋白小量表达 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果发现，与未
诱导菌比较，诱导菌组在约７４．２ｋＤａ处有明显表达条
带（图２Ａ），Ｈ６５蛋白在大肠杆菌中表达良好。大量
表达（３Ｌ）发现 Ｈ６５蛋白占菌体总蛋白的 ３９．８２％
（图２Ｂ）。超声处理后发现蛋白 Ｈ６５主要存在上清
中（图 ２Ｂ）。经亲和层析纯化后 Ｈ６５蛋白主要存在
于 ０．５ｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液中，浓度为 ２．９９１ｍｇ／ｍｌ，纯
度为 ９４．５３％（图 ２Ｂ）。

２．蛋白 Ｈ６５可以与 ＨＣＶ－ＩｇＧ阳性血清发生特
异性反应：利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，初步鉴定蛋白 Ｈ６５
的抗原性。ＨＣＶ阳性血清作为一抗，山羊抗人 ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ（ＨＲＰ）酶标物作为二抗，在 ＮＣ膜上相应位置出
现了明显条带（图 ３Ａ）；而 ＨＣＶ阴性血清作为一抗，

图 ２　蛋白 Ｈ６５表达及纯化电泳分析
Ａ．小量表达；Ｂ．大量表达及纯化。１．未诱导菌；２～６．诱导菌；７．超

声后总菌体蛋白；８．超声液上清；９．超声液沉淀；１０．亲和层析上

样；１１．穿柱；１２．０．１ｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液；１３．０．５ｍｏｌ／Ｌ咪唑洗脱液

　

在 ＮＣ膜上相应位置无条带（图 ３Ｂ）。并且无论是用
ＨＣＶ阴阳性血清，无蛋白 Ｈ６５表达菌（空载体）都未
见明显条带（图３）。

图 ３　蛋白 Ｈ６５的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析
Ａ．ＨＣＶ阳性血清作为第一抗体，羊抗人 ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＨＲＰ）作为

第二抗体；Ｂ．ＨＣＶ阴性血清作为第一抗体，羊抗人 ＩｇＧＨ＆Ｌ

（ＨＲＰ）作为第二抗体；１．阴性对照；２．Ｈ６５蛋白

　

３．基于蛋白 Ｈ６５的间接法 ＥＬＩＳＡ可以很好地鉴
别ＨＣＶ－ＩｇＧ阴阳性血清标本：蛋白Ｈ６５作为包被抗
原建立间接法 ＥＬＩＳＡ试剂，分别对５０份 ＨＣＶ阳性和
阴性血清样本进行检测。阳性样本 Ａ值分布为
１４８７±０．０５５，阴性血清样本 Ａ值分布为 ０．０８２±
０００７。两组数据分布比较使用 Ｗｉｌｃｏｘ检验，结果发
现两组数据分布明显不同（Ｐ＜０．０１），根据经验阴性
血清 Ａ值均值 ２１倍作为临界值得出临界值为
０１７１。ＭｃＮｅｍｅｒ检验显示结果，新制备诊断试剂与
“金标准”比较，Ｐ＝１．００，Ｋａｐｐａ＝０．９４０，提示诊断结
果与“金标准”一致性优异。

应用某商品化试剂盒检测相同的血清（按照说

明书判定阴阳性），阳性结果 ４６份（４６／５０），阴性结
果４４份（４４／５０）。与新型试剂盒进行比较，详见表
１，进行ＭｃＮｅｍｅｒ检验发现，Ｐ＝１．００，Ｋａｐｐａ＝０９００。

·９４·
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图 ４　蛋白 Ｈ６５在 ＨＣＶ感染血清学诊断效果
Ｐ．阳性血清；Ｎ．阴性血清

　

表 １　新制备与商品化试剂盒比较（ｎ）

项目 判定结果
商品化试剂盒

阳性 阴性
总数

新制备 阳性 ４９ ２ ５１
试剂盒 阴性 ３ ４６ ４９
总数 ５２ ４８ １００

讨　　论
多表位抗原区域的选择依赖于４个关键因素：①

免疫显性区域；②对 ＨＣＶ抗体特异；③属于线性或连
续性表位；④在不同基因型之间进化保守［４］

。除了

ＮＳ３区抗原区段大小达到２６４个氨基酸外，其他 ５个
抗原区段大小都低于 ６０个氨基酸。Ｐａｌｅｎｚｕｅｌａ等［１４］

推论 ＮＳ３蛋白所表现出的高免疫原性很可能是由构
象型表位触发的，因此为了促使 ＮＳ３区构象型表位
的形成，在其区域片段的选择上并没有局限于文献所

报道的表位区域。同样，其他５个免疫显性区域的选
择也在文献报道表位区的基础上上下游延伸部分氨

基酸，以尽力确保完整表位的展现
［１５，１６］

。考虑到我

国 ＨＣＶ的主要流行株为 １ｂ和 ２ａ，尤其是 １ｂ占主导
地位

［８］
。因此在抗原区域的选择上，ＮＳ３、Ｃ和 ＮＳ４Ａ

选取１ｂ基因亚型，ＮＳ４Ａ、ＮＳ４Ｂ和ＮＳ５Ａ选取２ａ基因
亚型。其中 ＮＳ４Ａ在１ｂ和２ａ基因亚型中不保守，因
此共存了这两个相似表位

［１７］
。

多表位串联表达增加了蛋白高级结构的呈现及

表达的难度
［１８］
。首先，表位区域上下游的延伸以及

ＧＧＧＳ连接臂的加入大大降低了各抗原区域之间的
相互影响。选取的免疫显性区主要为线性表位，加之

连接臂的存在，大大降低了错误折叠的发生。其次，

Ｔｒｘ标签的融合，大大提高了可溶性表达的概率。再

者，密码子的优化并不单单考虑最优密码子的替换，

同时还考虑了转录和翻译以及核酸二级结构的动能

变化。最后，表达条件的优化让大部分目的蛋白以可

溶性形式存在，且表达量占菌体总蛋白的 ３９８２％
（图２Ｂ）。

基于多表位 ＨＣＶ诊断抗原建立的间接法 ＥＬＩＳＡ
敏感度为 ９８．００％（ｃｕｔ－ｏｆｆ值为 ０．１７１），特异性为
９６．００％，阳性预测值为 ９６０８％，阴性预测值为
９７９６％，符合率为 ９７．００％。虽然与某商品化试剂
盒比较不能否定一致性检验存在差异（Ｋａｐｐａ＝
０９００），但参考上述指标，新制备检测试剂更加优异。
而且包被抗原只使用１个融合蛋白，相对于传统诊断
试剂使用３～６个融合蛋白大大降低了诊断试剂的成
本以及假阳性结果的出现，为血清学诊断的普遍使用

及 ＨＣＶ诊断率的提高奠定基础［１９］
。

本研究不足之处在于没有评价新制备试剂对不

同基因型 ＨＣＶ血清标本的诊断效能。下一步工作将
利用不同基因型（对 ＨＣＶ１ｂ和 ２ａ基因型血清标本
诊断效能优异，数据未发表）血清对抗原的诊断效能

进行全面评价。

总之，多表位 ＨＣＶ诊断抗原能够在原核表达系
统中可溶性表达，以这一融合蛋白建立的间接法

ＥＬＩＳＡ能够对 ＨＣＶ阴阳性血清标本鉴别诊断。
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外痔的病变特征似乎也支持动静脉畸形、动静脉瘘的

存在。肛垫的充血，必须靠动脉供血、静脉闭合来完

成。内外痔之间和外痔的静脉丛参与这个过程，这些

静脉丛外包绕着大量肌肉和弹性纤维，通过这些肌肉

的收缩来完成静脉丛的闭合。如果肛垫内存在动静

脉畸形、动静脉瘘，长期过度充血引起肛垫支撑结构

的破坏使肛垫始终处于充血状态，加重排便过程中静

脉回血压力，引起侧支血管开放和静脉血管的增生，

使包绕在动、静脉丛外肌肉和弹性纤维过度伸展破

坏，从而引起内外痔的血管的融合，外痔的肿胀。若

血液回流受影响，则可引起血栓、炎性反应、增生、纤

维化等一系列病理生理反应。

根据上述组织病理学结合超声影像学发现，推测

痔组织内动静脉畸形、动静脉瘘存在。痔血管的形态

学改变在痔形成过程中是不可忽略重要因素，可以较

全面地揭示痔的形成机制。而经直肠彩色多普勒超

声能为痔病的临床治疗提供一种高敏感、特异、准确

的诊断方法，可更精确地指导手术治疗。希望此发现

能够为广大研究者提供新的研究方向或者切入点以

此推进痔病机制研究。
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