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［摘 要］ 目的：制备抗戊型肝炎病毒（hepatitis E virus，HEV）的人鼠嵌合基因工程抗体并研究其中和保护作用及特性。方

法：将已获得的抗HEV鼠源单克隆抗体基因序列进行优化，设计人鼠嵌合的工程化抗体基因序列，将其克隆入真核表达载体；

表达载体共转染293F细胞进行表达优化，高效制备基因工程化抗体；通过酶联免疫反应（enzyme linked immunosorbent assay，
ELISA）、免疫荧光及HEV细胞感染模型，研究工程化抗体的结合能力及中和活性。结果：成功构建基因工程化人鼠嵌合HEV保

护性抗体表达载体，在293F表达系统中实现高效表达。抗体表达产率达30 mg/L，亲和力为1.202×10-8 mol/L。免疫荧光检测结果

显示抗体能够灵敏、特异地与已感染HEV的 Kernow细胞结合，实时荧光定量PCR检测结果显示抗体可保护易感的C3A细胞不被

HEV感染。结论：基因工程化抗体抗体具有高效的HEV结合能力及中和作用，能有效阻断HEV感染，并实现低成本高效表达。
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［Abstract］ Objective：This study amis to prepare the genetically engineered human⁃mouse chimeric antibody against hepatitis E
virus（HEV）and investigate its protective neutralization and properties. Methods：To optimize the obtained anti ⁃ HEV murine
monoclonal antibody gene sequence，the human⁃mouse chimeric engineered antibody gene sequences were designed and cloned into
the antibody eukaryotic expression vectors；vectors were co ⁃ transfected into 293F cells for optimal expression，and the genetically
engineered antibody was efficiently prepared. The binding ability and neutralizing activity of the engineered antibody was studied by
enzyme linked immunosorbent assay（ELISA），immunofluorescence and HEV cell infection model. Results：The engineered human⁃
mouse chimeric HEV protective antibody expression vectors were constructed successfully，and the engineered human⁃mouse chimeric
HEV protective antibody was expressed in the 293F expression system efficiently. Antibody expression yield reached 30 mg/L，binding
affinity of the antibody was 1.202×10-8 mol/L. Immunofluorescence results showed that the antibody could sensitively and specifically
bind to Kernow cells infected by HEV. The results of quantitative real⁃time PCR showed that the antibody could protect susceptible
C3A cells from HEV infection. Conclusion：Gene engineering antibody has high HEV binding capacity and efficient neutralization
protection，which can effectively block HEV infection and be achieved with low⁃cost and high⁃efficiency.
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戊型肝炎病毒（hepatitis E virus，HEV）是引起人

类肝脏疾病的重要病原体之一，更是急性肝功能损

害的最主要原因，全世界超过 20亿人感染过HEV，

每年有近 30万人因此死亡［1］
，特别是孕妇在孕晚期

感染HEV后更易发生严重肝功能衰竭，病死率高达

30%［2］。HEV属于肝炎病毒科的单股正链RNA无

包膜病毒，其基因大小为 7.2 kb［3］。与人类HEV感

染相关的基因型主要有 4型，其中Ⅰ、Ⅱ型仅感染

人类，是发展中国家的主要流行基因型，Ⅲ、Ⅳ型

为人畜共患型，不仅感染人类也感染动物，如猪、

鹿等，其感染率相当高，是发达国家目前发生感染

流行的主要基因型［4］。传统的粪口途径是发展中

国家的主要传染方式。发达国家的传播途径主要

为输入型或动物源性［5］，由于猪等动物发生HEV
感染的比例较高，因此经肉类食物链感染成为重

要途径。血液产品输注后HEV感染的病例也已有

报道［5］，器官移植后发生持续感染的报道更是屡见

不鲜［6］。

HEV感染后可产生保护性抗体而避免发生再

次感染，我国首先研制的疫苗也已获批上市，并取

得良好的免疫保护效果［7］，说明了HEV保护性抗体

的重要性。随着人群及医疗技术的改变和提高，

HEV感染的慢性化和经非粪口途径传播等问题越

来越受到关注［5］，在免疫功能不健全的个体中，HEV
持续感染时有报道［8］，其主动免疫应答也较难实

现。目前在HEV暴露后，或慢性肝病、器官移植等

特殊患者中均缺乏有效可用的被动保护方法。

本研究采用基因工程技术和抗体工程技术，制

备重组人鼠嵌合HEV保护性基因工程抗体，通过优

化表达系统获得HEV基因工程抗体，为大量获得

HEV保护性基因工程抗体和临床应用奠定基础，报

道如下。

1 材料和方法

1.1 材料

分泌抗HEV单克隆抗体的鼠源杂交瘤细胞株

由本实验室制备，C3A细胞株和HEV感染的Kernow
细胞株为本实验保存，重组HEV衣壳蛋白为东南大

学孟继鸿教授惠赠。293F细胞株、IgG 表达质粒

pFUSE⁃CHIg⁃hG1、pFUSE⁃CLIg⁃hk（Invitrogen公司，

美国），RNA提取试剂盒、胶回收试剂盒（Qiagen公

司，德国），逆转录试剂、In⁃Fusion DNA重组试剂、质

粒提取试剂盒（大连 TaKaRa公司），无内毒素质粒

提取试剂盒（Omega公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 抗体基因扩增测序

常规培养杂交瘤细胞株，进行计数并获得 1.0×
107个细胞，参照说明书，提取细胞总RNA。简述如

下：离心弃上清获取细胞，加入600 μL裂解液，进行

均质化，加入RNA结合柱，离心，加入洗液700 μL，去
离子水洗脱。随后取10 μL RNA逆转录为cDNA，扩
增抗体基因，电泳鉴定后送上海生工生物工程股份

有限公司进行PCR产物直接测序。

1.2.2 基因工程抗体优化及克隆

对所获得的轻链、重链可变区序列进行分析，

针对293F细胞表达系统进行序列优化，基因序列送

南京金斯瑞生物科技有限公司进行基因的合成。

设计克隆用引物，序列参照表1。

采用 Pfu酶进行扩增，并回收目的条带。扩增

体系及条件如下：Pfu酶 5 U、10×缓冲液 5 μL、引物

（VHF+VHR或VKF+VKR）共16 μL（2.5 μmol/L）、合

成基因模板0.1 μL，补齐50 μL后进行扩增；扩增程

序为：94 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共 25个循

环。将抗体表达质粒 pFUSE⁃CHIg ⁃hG1、pFUSE⁃
CLIg⁃hk采用EcoR Ⅰ和Nhe Ⅰ限制性内切酶 37 ℃
酶切过夜，随后切胶回收载体片段。与扩增的PCR
条带进行重组。反应体系及条件：载体片段 1 μL、
PCR回收产物 4 μL、重组预混缓冲液 5 μL，50 ℃反

应 30 min，随后进行转化、筛选及测序。

1.2.3 HEV保护性基因工程抗体表达优化

常规悬浮培养293F细胞，1.0×105个/mL进行接

种，120 r/min、37 ℃、8%CO2进行培养，3 d后调整细

胞密度为1.0×106个/mL，活性达98%以上，随后进行

聚乙烯亚胺（polyethylenimine，PEI）常规转染。方法

简述如下：取质粒于Opti⁃MEM培养基中，总质量为

100 μg，phG1⁃HEV与 phk⁃HEV的比例分别为 3∶2、
1∶1、2∶3、1∶2、1∶3，定容至1.5 mL，混合均匀，同时取

100 μL的转染试剂PEI加入 1.4 mL的Opti⁃MEM培

养基中，混合均匀，5 min后将两者混匀并室温静置

20 min；取 1.0×108个细胞于培养瓶中，用 293F Ex⁃

表1 In⁃Fusion重组引物序列

Table 1 In⁃Fusion recombinant primer sequences
名称

VHF
VHR
VKF
VKR

序列（5′→ 3′）
GGTGTCCACTCGCTAGAGGTCCAGCTGCAA
GCCCTTGGTGGATGCTGAAGAGACAGTGAC
ACAGACGCTCGCTGCGACATTGTGATGACCCAG
TGCAGCCACCGTACGTTTTATTTCCAGCTT
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Anti⁃HEV⁃Kappa
9 553 bp

Anti⁃HEV⁃Heavy
9 970 bp

A B

A：Anti⁃HEV⁃Kappa带有工程化抗体轻链基因，命名为phk⁃HEV；B：Anti⁃HEV⁃Heavy带有工程化抗体重链基因，命名为phG1⁃HEV。

图1 基因工程抗体表达载体结构示意图

Figure 1 Schematic diagram of genetically engineered antibody expression vectors

pression 培养基定容至47 mL；静置20 min后将3 mL
的质粒DNA、PEI的复合物加入准备好的293F细胞

中；将细胞放在摇床培养箱中培养，120 h后收集细

胞上清。确定最佳表达质粒比例后，PEI和质粒的

比例分别为 2∶1、5∶2、3∶1、7∶2，方法同上。在最优

表达体系下分别收集24 h、48 h、72 h、96 h、120 h表
达上清进行HEV抗体效价检测。

1.2.4 HEV基因工程抗体检测和纯化

0.1 mol/L碳酸盐缓冲液（pH9.6）稀释重组HEV
衣壳蛋白至2 μg/mL，包被EIA高亲和力 96孔板，每

孔加入 100 μL，4 ℃过夜；弃去液体，PBST（PBS含

0.5% Tween20）洗涤 5次，5%BSA室温封闭 2 h。检

测时每孔加入100 μL样本，37 ℃孵育1 h；常规洗涤

后，每孔加入100 μL羊抗人二抗（1∶5 000），37 ℃孵

育1 h；最后加入过氧化物酶底物显色液，37 ℃显色

15 min后中止，450 nm波长检测吸光度值。

工程化抗体纯化采用Protein A在AKTA纯化仪

进行亲和纯化，简要过程如下：收集 293F细胞转染

72 h的培养上清，离心及过滤去除细胞碎片，培养上

清经1∶3稀释后进行上样，常规监测过程，最后洗脱

后进行超滤浓缩并测定蛋白浓度。

纯化抗体及流穿液、超滤下液处理后分别加入

到SDS⁃PAGE凝胶上样孔中，以未转染的293F细胞

培养上清作为阴性对照，电泳完成后采用考马斯亮

蓝染色液进行染色，考马斯亮蓝脱色液进行脱色，

使用Tanon凝胶成像系统进行成像及TanonGis 分析

软件进行半定量分析。

1.2.5 HEV基因工程抗体的亲和力检测

采用 Biacore T100对抗体进行亲和力检测，选

择磷酸盐缓冲液（PBS）作为偶联稀释缓冲液。用此

缓冲液稀释HEV基因工程抗体至25 μg/mL，然后偶

联到CM5芯片（GE #BR100012）上，同样分别稀释重

组HEV衣壳蛋白浓度至5、10、20、40、80 nmol/L。设

置进样时间为 180 s，解离时间 10 min，采用缓冲液

（50 mmol/L pH2.2 Glycine⁃HCl）进行再生。

1.2.6 HEV免疫荧光检测

将HEV感染的Kernow细胞进行爬片培养，细

胞汇合度达 90%时，使用冰丙酮溶液固定；PBST洗

去丙酮溶液，加入100 μL基因工程抗体（1∶5 000），

37 ℃孵育 1 h，用PBST漂洗5次，加入100 μL TRTIC
标记羊抗人抗体（1∶5 000），37 ℃孵育1 h，用PBST漂

洗5次，加入含DAPI染料的封片液，共聚焦显微镜

在相应波长下检测。

1.2.7 中和试验及HEV定量PCR检测

收集HEV感染的Kernow细胞的培养上清，超

滤浓缩 100倍后进行病毒定量，调整病毒载量为

1.0×106copies/mL后备用；取 200 μL浓缩病毒液，加

入纯化抗体20 μL（1 μg/μL），37 ℃共孵育2 h，设立

不加抗体处理的对照组以及鼠源 HEV 抗体处理

组。常规培养细胞株C3A，接种细胞至 24孔板中，

加入准备好的病毒样品，每孔加 220 μL病毒⁃抗体

混合液及 1.78 mL的完全培养基，37 ℃培养 8 h后，

更换培养基；常规换液及传代，第 8天收集细胞上

清，采用本实验建立的HEV实时荧光定量PCR方法

进行HEV RNA检测，具体见参考文献［9］。
2 结 果

2.1 基因工程抗体表达载体

克隆重组及测序确认成功构建HEV特异性基

因工程抗体表达载体（图 1），分别命名为：phG1⁃
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PAGE鉴定并使用 Tanon Gis 软件进行半定量分

析，以未转染的 293F 细胞培养上清作为阴性对

照，结果显示抗体高效表达，该抗体重、轻链分子

量分别为 55 kDa 及 28 kDa（图 3），纯度大于 99%，

表达产率达 30 mg/L。
2.4 纯化后的嵌合anti⁃HEV IgG效价滴度检测

采用ELISA对纯化后的嵌合 anti⁃HEV IgG进行

效价滴度检测，以未转染的293F细胞培养上清作为

阴性对照，最终检测滴度达到1∶1 280 000（图4）。

2.5 嵌合anti⁃HEV IgG的亲和力检测

按照 Biacore T100 software的标准操作步骤进

行上机检测。经分析检测后得抗体亲和力Kd值为

1.202×10-8 mol/L（图5）。
2.6 HEV免疫荧光检测结果

免疫荧光检测本研究制备的嵌合 anti⁃HEV IgG
与HEV感染的Kernow细胞的结合，结果表明嵌合

anti⁃HEV IgG能有效结合HEV蛋白，且有良好的特

异度和灵敏度（图6）。

稀释比例
1∶1 0001∶1001∶10
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4
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PEI：质粒4
3
2
1
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D（
450

nm）

稀释倍数
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2∶15∶23∶17∶2

A B C

A：不同比例phG1⁃HEV与phk⁃HEV时的HEV抗体效价，培养上清10倍梯度稀释后进行抗体的效价检测（n=3）；B：PEI与表达质粒在不同

比例下的HEV抗体效价，培养上清10倍梯度稀释后进行抗体的效价检测（n=3）；C：不同时间的抗体表达效价，分别在转染后24 h、48 h、72 h、
96 h、120 h采集培养上清，10倍梯度稀释后进行抗体效价检测（n=3）。

图2 基因工程抗体表达条件的优化

Figure 2 Optimization of expression conditions of genetically engineered antibody

HEV、phk⁃HEV。

2.2 基因工程抗体表达条件

采用PEI转染常规293F细胞株，检测两表达载

体不同比例时HEV保护性基因工程抗体的效价。

结果提示，phG1⁃HEV与 phk⁃HEV的比例在 1∶2时

抗体滴度最高（图 2A）。同时 PEI和总质粒的比例

对表达效果也有显著影响，PEI与质粒的质量比为

3∶1时表达效果最佳（图2B）。

phG1⁃HEV与 phk⁃HEV比例为 1∶2及 PEI与质

粒质量比为3∶1的条件下进行抗体表达，分别于24 h、
48 h、72 h、96 h、120 h收集表达上清，进行HEV抗体

效价检测，结果显示在72 h时抗体表达水平达到高

峰，随后上升不明显（图2C）。
2.3 基因工程抗体纯化

采用Protein A在AKTA纯化仪亲和纯化抗HEV
全分子 IgG，得到纯化的嵌合 anti ⁃HEV IgG，SDS ⁃

（kDa）
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A：SDS⁃PAGE鉴定嵌合 anti⁃HEV IgG。M：蛋白Marker；1：流穿

液；2：纯化抗体；3：超滤下液；4：阴性对照。B：Tanon Gis软件进行

半定量分析嵌合 anti⁃HEV IgG抗体纯度，峰1百分数为56.78%；峰2
百分数为42.56%；峰3百分数为0.66%。

图3 SDS⁃PAGE鉴定纯化后的嵌合anti⁃HEV IgG
Figure 3 SDS⁃PAGE analysis of purified chimeric anti ⁃

HEV IgG antibody

蛋白迁移率

嵌合 anti⁃HEV IgG抗体经 20 000倍稀释后，再进行 2倍连续稀

释，Cut⁃off值设定为0.115（n=3）。
图4 纯化后的嵌合anti⁃HEV IgG的滴度检测

Figure 4 Titer detection of purified chimeric anti ⁃HEV
IgG antibody

纯化后抗体
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Run1~Run5 HEV衣壳蛋白抗原浓度分别为5、10、20、40、80 nmol/L。
图5 Biacore T100抗体亲和力检测

Figure 5 Antibody affinity detection by Biacore T100

2.7 嵌合anti⁃HEV IgG的HEV中和作用

HEV病毒与嵌合anti⁃HEV IgG预先进行结合处

理后，再与C3A细胞共培养，在第8天收集细胞上清

进行HEV RNA实时荧光定量 PCR检测，结果提示

未加嵌合 anti ⁃HEV IgG 的对照组有较高水平的

HEV RNA（图 7），嵌合 anti⁃HEV IgG处理组及鼠源

抗体处理组 CT值均在荧光检测上限（本研究均按

35个CT计）。

3 讨 论

戊型肝炎是目前全球常见的公共卫生问题之

一，无论发达国家还是发展中国家HEV人群感染率

均较高［10］，最主要原因之一就是戊型肝炎是人畜共

患型疾病，HEV基因型的Ⅲ和Ⅳ型均可感染人类和

动物并致病［4］。HEV通常被认为是经粪口途径传播

的无包膜病毒，但近年来关于HEV经输血传播的病

例陆续出现，2002年和 2004年，日本北海道分别发

现经新鲜冷冻血浆输注治疗［11］和经血小板输注治

疗后［12］感染HEV的病例。2006年和 2007年，欧洲

的英国［13］和法国［14］也分别报道了HEV输血后感染

的病例。且已证实通过血浆灭活技术无法完全灭

活HEV［15］。

目前急性HEV感染主要以对症支持治疗为主，

严重急性和慢性HEV感染的患者试用利巴韦林等药
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嵌合anti⁃HEV IgG可与HEV感染的Kernow细胞特异性结合，与C3A细胞无特异性结合。

图6 免疫荧光检测结果

Figure 6 Results of immunofluorescence assay

处理组CT均大于35（以CT=35计）（n=3）。
图7 实时荧光定量PCR检测结果

Figure 7 Results of quantitative real⁃time PCR detection
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物进行治疗［16］。然而利巴韦林在临床使用过程中可

发生严重不良反应［17］，并且其治疗效果有限［18］。在

发生HEV暴露后或慢性肝病、器官移植等特殊患者

中，均无法采用主动免疫进行预防，因此，寻求更加

有效可用的被动保护治疗手段非常必要。

本研究通过基因工程技术克隆鼠源单克隆抗

体基因并进行优化，对抗体Fc端进行修改，替换成

人源 IgG的Fc端，避免了鼠源抗体在人体运用时产

生异种免疫应答的问题［19］，优化完成后使用293F真

核细胞系统［20］进行抗体表达。抗体的表达效率和结

合能力的保持是工程化抗体的核心，本研究有效保持

了原有抗体的特性，同时通过表达优化实现了抗体

的高表达。

综上所述，本课题成功制备出的重组人鼠嵌合

抗HEV保护性全分子 IgG，可有效识别HEV并可用

于HEV的检测，保护细胞株不被HEV感染，为临床

应用奠定了基础。
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