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用于鉴定受试者所感染的HEV基因型的方法

和试剂盒

(57)摘要

本发明属于分子生物学、免疫学以及疾病诊

断领域。具体而言，本发明涉及一种HEV抗原表位

多肽，所述抗原表位多肽可用于鉴定不同基因型

HEV感染。本发明还涉及一种用于鉴定不同基因

型HEV感染的试剂盒。本发明还涉及一种基于免

疫学检测的鉴定不同基因型HEV感染的方法，为

病毒的诊断和流行病学调查等提供了有力的工

具。
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1.分离的表位多肽，其氨基酸序列如SEQ  ID  NO:4‑6任一项所示。

2.分离的核酸，其编码权利要求1所述的表位多肽。

3.包含权利要求2所述的分离的核酸的载体。

4.包含权利要求2所述的分离的核酸和/或权利要求3所述的载体的宿主细胞。

5.复合物，其包含权利要求1所述的表位多肽和修饰基团；其中所述修饰基团为载体蛋

白或可检测的标记，并且所述表位多肽与所述修饰基团通过偶联、缀合或融合得到所述复

合物。

6.权利要求5所述的复合物，其中，所述修饰基团选自生物素、亲和素或去糖基化亲和

素。

7.试剂盒，其包含权利要求1所述的表位多肽或权利要求5或6所述的复合物。

8.权利要求7所述的试剂盒，其中，所述试剂盒包含分别如SEQ  ID  NO:4‑6任一项所示

的表位多肽。

9.权利要求7所述的试剂盒，其中，所述试剂盒包含：

第一复合物，其包含如SEQ  ID  NO:4所示的表位多肽；

第二复合物，其包含如SEQ  ID  NO:5所示的表位多肽；和

第三复合物，其包含如SEQ  ID  NO:6所示的表位多肽。

10.权利要求7‑9任一项所述的试剂盒，其还包含能够识别并结合抗HEV抗体的检测试

剂。

11.权利要求10所述的试剂盒，其中，所述检测试剂为能够和抗HEV抗体特异性结合的

抗体、靶向多肽或核酸适体。

12.权利要求10所述的试剂盒，其中，所述检测试剂为二级抗体。

13.权利要求10所述的试剂盒，其中，所述检测试剂带有可检测的标记。

14.权利要求13所述的试剂盒，其中，所述可检测的标记选自酶、化学发光试剂或荧光

染料。

15.权利要求10所述的试剂盒，其中，所述试剂盒还包含固相载体。

16.权利要求10所述的试剂盒，其中，所述试剂盒包含表面包被有所述表位多肽或所述

复合物的固相载体。

17.权利要求1所述的表位多肽或权利要求5所述的复合物在制备试剂盒中的用途，所

述试剂盒用于鉴定受试者所感染的HEV基因型，所述HEV基因型选自1型、3型和4型。

18.权利要求17所述的用途，其中，所述试剂盒通过包括下述步骤的方法来鉴定受试者

所感染的HEV基因型：

(1)将来自所述受试者的待测样品与一种捕获试剂接触，其中所述捕获试剂选自权利

要求1所述的表位多肽或权利要求5所述的复合物，所述待测样品含有抗HEV抗体；

(2)测定被所述捕获试剂所捕获的抗HEV抗体的存在或其量；和

(3)根据步骤(2)中所述的抗HEV抗体的存在或其量，判断所述受试者所感染的HEV基因

型。

19.权利要求18所述的用途，其中，所述待测样品选自全血、血清、血浆、淋巴液、组织液

或外分泌液。

20.权利要求18所述的用途，其中，在步骤(2)中通过免疫学检测来测定被所述捕获试
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剂所捕获的抗HEV抗体的存在或其量。

21.权利要求20所述的用途，其中，所述免疫学检测为ELISA检测法、Elispot检测法或

CLEIA检测法。

22.权利要求20所述的用途，其中，在步骤(2)中，使用带有可检测的标记的二级抗体来

测定所述抗HEV抗体的存在或其量。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 106939034 B

3



用于鉴定受试者所感染的HEV基因型的方法和试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于分子生物学、免疫学以及疾病诊断领域。具体而言，本发明涉及一种

HEV抗原表位多肽，所述抗原表位多肽可用于鉴定受试者所感染的HEV基因型。本发明还涉

及一种用于鉴定受试者所感染的HEV基因型的试剂盒。本发明还涉及一种新的鉴定受试者

所感染的HEV基因型的方法。

背景技术

[0002] 戊型肝炎病毒(Hepatitis  E  virus，HEV)是引起戊型肝炎的病原体。戊型肝炎病

毒(HEV)所导致的戊型肝炎(HE)已成为危害人类健康的严重公共卫生问题。WHO报道全球每

年大约有2000万人感染、300多万急性肝炎病例和7万多死亡病例。其中孕妇感染HEV后的病

死率更高，可达20％。目前越来越多的研究发现,器官移植后的患者和HIV感染等免疫功能

低下的患者感染HEV后,可迁延为慢性肝炎。自2004年来，我国人群中戊型肝炎的发病率逐

年上升，且也发现存在多例慢性肝炎。目前，国际公认的可感染人类的HEV基因型有1型、2

型、3型和4型。HEV基因1型和2型仅感染人，基因3型和4型能感染人、猪和其它动物。其中，基

因2型主要在非洲、中美洲流行，目前尚未在我国发现，其他基因型均已在我国发现。

[0003] 由于不同基因型HEV具有较明显的流行病学差异，因此明确HEV的基因型对于戊型

肝炎的诊断、预防及流行病学具有重要意义。目前常用的基因分型方法主要包括特异性引

物扩增后直接测序分析、限制性片段长度酶切多肽性(RFLP)分析、特异性探针PCR法和基因

芯片法等，尽管这些方法的特异性和灵敏度很高，但由于这些基因分型方法都需要RNA提取

等过程，操作复杂，技术要求高，一般实验室难以开展；而且当样品中RNA阴性或由于保存不

当或处理过程中RNA遭到破坏时，则不能进行基因分型。

[0004] 因此，本领域需要开发不依赖于基因测序的HEV基因分型方法，以实现更加经济、

有效、快速、准确地鉴定受试者所感染的HEV基因型。

发明内容

[0005] 在本发明中，除非另有说明，否则本文中使用的科学和技术名词具有本领域技术

人员所通常理解的含义。并且，本文中所用的细胞培养、生物化学、细胞生物学等操作步骤

均为相应领域内广泛使用的常规步骤。同时，为了更好地理解本发明，下面提供相关术语的

定义和解释。

[0006] 如本文中所使用的，术语“HEV  ORF3蛋白”是指，天然存在于戊型肝炎病毒中的蛋

白ORF3，其由HEV基因组的开放读码框架3(ORF3)所编码。不同基因型HEV病毒的ORF3蛋白的

序列均是本领域公知的，例如，1型HEV病毒的ORF3蛋白的序列可参见各种公共数据库(例

如，GenBank数据库登录号D11092、JQ655734、M73218或X98292)，3型HEV病毒的ORF3蛋白的

序列可参见各种公共数据库(例如，例如GenBank数据库登录号AF060668、AP003430、

AB073912或AY115488)，4型HEV病毒的ORF3蛋白的序列可参见各种公共数据库(例如，

GenBank数据库登录号AB197673、AB097811、AY723745或JQ655736)。
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[0007] 在本发明中，当提及1型HEV病毒的ORF3蛋白的氨基酸序列时，参照SEQ  ID  NO：1所

示的序列来进行描述。例如，表述“1型HEV病毒的ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基”是指，

SEQ  ID  NO：1所示的多肽的第66‑87位氨基酸残基。然而，本领域技术人员理解，1型HEV病毒

可包括多种分离株，并且各种分离株的ORF3蛋白的氨基酸序列之间可能存在着差异。进一

步，本领域技术人员理解，尽管可能存在着序列差异，但是1型HEV病毒的不同分离株的ORF3

蛋白在氨基酸序列上具有极高的同一性，并且具有实质上相同的生物学功能。因此，在本发

明中，表述“1型HEV病毒的ORF3蛋白”不仅包括SEQ  ID  NO:1所示的蛋白，而且应包括各种1

型HEV病毒分离株的ORF3蛋白(例如，GenBank数据库登录号JQ655734所示的ORF3蛋白)。并

且，当描述1型HEV病毒的ORF3蛋白的序列片段时，其不仅包括SEQ  ID  NO：1的序列片段，还

包括各种1型HEV病毒分离株的ORF3蛋白中的相应序列片段。例如，表述“1型HEV病毒的ORF3

蛋白的第66‑87位氨基酸残基”包括，SEQ  ID  NO：1的第66‑87位氨基酸残基，以及各种1型

HEV病毒分离株的ORF3蛋白中的相应片段。

[0008] 在本发明中，当提及3型HEV病毒的ORF3蛋白的氨基酸序列时，参照SEQ  ID  NO：2所

示的序列来进行描述。例如，表述“3型HEV病毒的ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基”是指，

SEQ  ID  NO：2所示的多肽的第66‑87位氨基酸残基。然而，本领域技术人员理解，3型HEV病毒

可包括多种分离株，并且各种分离株的ORF3蛋白的氨基酸序列之间可能存在着差异。进一

步，本领域技术人员理解，尽管可能存在着序列差异，但是3型HEV病毒的不同分离株的ORF3

蛋白在氨基酸序列上具有极高的同一性，并且具有实质上相同的生物学功能。因此，在本发

明中，表述“3型HEV病毒的ORF3蛋白”不仅包括SEQ  ID  NO:2所示的蛋白，而且应包括各种3

型HEV病毒分离株的ORF3蛋白(例如，GenBank数据库登录号AF060668所示的ORF3蛋白)。并

且，当描述3型HEV病毒的ORF3蛋白的序列片段时，其不仅包括SEQ  ID  NO：2的序列片段，还

包括各种3型HEV病毒分离株的ORF3蛋白中的相应序列片段。例如，表述“3型HEV病毒的ORF3

蛋白的第66‑87位氨基酸残基”包括，SEQ  ID  NO：2的第66‑87位氨基酸残基，以及各种3型

HEV病毒分离株的ORF3蛋白中的相应片段。

[0009] 在本发明中，当提及4型HEV病毒的ORF3蛋白的氨基酸序列时，参照SEQ  ID  NO：3所

示的序列来进行描述。例如，表述“4型HEV病毒的ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基”是指，

SEQ  ID  NO：3所示的多肽的第66‑87位氨基酸残基。然而，本领域技术人员理解，4型HEV病毒

可包括多种分离株，并且各种分离株的ORF3蛋白的氨基酸序列之间可能存在着差异。进一

步，本领域技术人员理解，尽管可能存在着序列差异，但是4型HEV病毒的不同分离株的ORF3

蛋白在氨基酸序列上具有极高的同一性，并且具有实质上相同的生物学功能。因此，在本发

明中，表述“4型HEV病毒的ORF3蛋白”不仅包括SEQ  ID  NO:3所示的蛋白，而且应包括各种4

型HEV病毒分离株的ORF3蛋白(例如，GenBank数据库登录号JQ655733所示的ORF3蛋白)。并

且，当描述4型HEV病毒的ORF3蛋白的序列片段时，其不仅包括SEQ  ID  NO：3的序列片段，还

包括各种4型HEV病毒分离株的ORF3蛋白中的相应序列片段。例如，表述“4型HEV病毒的ORF3

蛋白的第66‑87位氨基酸残基”包括，SEQ  ID  NO：3的第66‑87位氨基酸残基，以及各种4型

HEV病毒分离株的ORF3蛋白中的相应片段。

[0010] 在本发明中，表述“相应片段”是指，当对序列进行最优比对时，即当序列进行比对

以获得最高百分数同一性时，进行比较的序列中位于等同位置的片段。

[0011] 如本文中所使用的，术语“表位多肽”是指，抗原蛋白中能够被特异性抗体所识别
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的多肽片段。

[0012] 如本文中所使用的，表述“分别具有如SEQ  ID  NO:4‑6所示的氨基酸序列的表位多

肽”是指，具有SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列的表位多肽、具有SEQ  ID  NO:5所示的氨基酸

序列的表位多肽、和具有SEQ  ID  NO:6所示的氨基酸序列的表位多肽的组合。

[0013] 如本文中所使用的，术语“载体(vector)”是指，可将多核苷酸插入其中的一种核

酸运载工具。当载体能使插入的多核苷酸所编码的蛋白获得表达时，载体称为表达载体。载

体可以通过转化，转导或者转染导入宿主细胞，使其携带的遗传物质元件在宿主细胞中获

得表达。载体是本领域技术人员公知的，包括但不限于：质粒；噬菌体；柯斯质粒等等。

[0014] 如本文中所使用的，术语“可检测的标记”是指，可通过荧光、光谱、光化学、生物化

学、免疫学、电学、光学或化学手段检测的任何组合物。在本发明中，特别优选的是，此类标

记能够适用于免疫学检测(例如，酶联免疫测定法、放射免疫测定法、荧光免疫测定法、化学

发光免疫测定法等)。这类标记是本领域熟知的，包括但不限于，酶(例如，辣根过氧化物酶、

碱性磷酸酶、β‑半乳糖苷酶、脲酶、葡萄糖氧化酶，等)、放射性核素(例如，3H、125I、35S、14C

或32P)、荧光染料(例如，异硫氰酸荧光素(FITC)、荧光素、异硫氰酸四甲基罗丹明(TRITC)、

藻红蛋白(PE)、德克萨斯红、罗丹明、量子点或花菁染料衍生物(例如Cy7、Alexa  750))、吖

啶酯类化合物、磁珠(例如， )、测热标记物例如胶体金或有色玻璃或塑料

(例如，聚苯乙烯、聚丙烯、乳胶，等)珠、以及用于结合上述标记物修饰的亲和素(例如，链霉

亲和素)的生物素。教导此类标记物的使用的专利包括，但不限于，美国专利3,817,837；3,

850,752；3,939,350；3,996,345；4,277,437；4,275,149；及4,366,241(全部通过引用并入

本文)。本发明中涵盖的标记物可通过本领域已知的方法检测。例如，放射性标记可使用摄

影胶片或闪烁计算器检测，荧光标记物可使用光检测器检测，以检测发射的光。酶标记物一

般通过给酶提供底物及检测通过酶对底物的作用产生的反应产物来检测，及测热标记物通

过简单可视化着色标记物来检测。

[0015] 如本文中所使用的，术语“载体蛋白”是指，可通过与抗原或半抗原连接而诱导机

体产生针对该抗原或半抗原的免疫应答的蛋白，其中所述免疫应答包括产生可以特异性结

合该抗原或半抗原的抗体的反应。这类蛋白是本领域公知的，包括但不限于牛血清白蛋白

(BSA)、钥孔血蓝蛋白(KLH)、卵清蛋白(OVA)、牛甲状腺球蛋白(BTG)等。

[0016] 如本文中所使用的，表述“能够识别并结合抗HEV抗体的检测试剂”是指，能够和抗

HEV抗体特异性结合的物质。这类物质是本领域所公知的，或者可以利用本领域公知的方法

制备得到，例如为抗体(即，二级抗体)、靶向多肽或核酸适体等。通常而言，特别优选的是，

此类试剂能够通过免疫学检测来确定样品中抗HEV抗体的量。免疫学检测的使用是特别有

利的，因为其利用了抗原‑抗体之间的特异性相互作用/结合亲和力。因此，只要试剂保留了

与抗HEV抗体特异性结合的反应性，那么该试剂即可以通过免疫学检测来确定样品中抗HEV

抗体的量(也即，该试剂即可用作能够识别并结合抗HEV抗体的检测试剂)。保留与抗HEV抗

体特异性结合的反应性的各种试剂是本领域技术人员容易想到并且可容易获得的，其包括

但不限于，抗抗HEV抗体的抗体或其抗原结合片段，例如抗抗HEV抗体的多克隆抗体或单克

隆抗体，例如抗受试者种属来源的抗体。

[0017] 如本文中所使用的，术语“特异性结合”是指，两分子(即结合分子与靶分子)之间

的非随机的结合反应，如抗体和其所针对的抗原之间的反应。两分子之间的结合亲和力可
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用KD值描述。KD值是指由kd(特定的结合分子‑靶分子相互作用的解离速率；亦称为koff)与

ka(特定结合分子‑靶分子相互作用的缔合速率；亦称为kon)之比得到的解离常数，或者指

表示为摩尔浓度(M)的kd/ka。KD值越小，两分子结合越紧密，亲和力越高。在某些实施方式

中，特异性结合某抗原的抗体(或对某抗原具有特异性的抗体)是指，抗体以小于大约10‑5M，

例如小于大约10‑6M、10‑7M、10‑8M、10‑9M或10‑10M或更小的亲和力(KD)结合该抗原。KD值可通

过本领域熟知的方法确定，例如使用表面等离子体共振术(SPR)在BIACORE仪中测定。

[0018] 如本文中所使用的，术语“免疫学检测”是指，利用抗原‑抗体之间的特异性相互作

用/结合亲和力来进行的测定，其一般可用于检测特定抗原或者抗体在样品中的存在或水

平。此类免疫学检测是本领域技术人员公知的，包括但不限于，酶免疫测定法(EIA)、化学发

光免疫分析法(CLIA)、放射免疫测定法(RIA)、荧光免疫测定法(FIA)、Western印迹法、免疫

比浊法、表面等离子共振法等。在某些实施方式中，所述免疫学检测为酶免疫测定法(EIA)，

例如ELISA检测法、Elispot检测法或CLEIA检测法。关于免疫学检测的详细描述，可参见例

如，Fundamental  Immunology,Ch.7Paul,W.,ed.，第2版，Raven  Press,N.Y.(1989)。

[0019] 如本文中所使用的，术语“抗体”是指，通常由两对多肽链(每对具有一条“轻”(L)

链和一条“重”(H)链)组成的免疫球蛋白分子。抗体轻链可分类为κ和λ轻链。重链可分类为

μ、δ、γ、α或ε，并且分别将抗体的同种型定义为IgM、IgD、IgG、IgA和IgE。在轻链和重链内，

可变区和恒定区通过大约12或更多个氨基酸的“J”区连接，重链还包含大约3个或更多个氨

基酸的“D”区。各重链由重链可变区(VH)和重链恒定区(CH)组成。重链恒定区由3个结构域

(CH1、CH2和CH3)组成。各轻链由轻链可变区(VL)和轻链恒定区(CL)组成。轻链恒定区由一

个结构域CL组成。抗体的恒定区可介导免疫球蛋白与宿主组织或因子，包括免疫系统的各

种细胞(例如，效应细胞)和经典补体系统的第一组分(C1q)的结合。VH和VL区还可被细分为

具有高变性的区域(称为互补决定区(CDR))，其间散布有较保守的称为构架区(FR)的区域。

各VH和VL由按下列顺序：FR1、CDR1、FR2、CDR2、FR3、CDR3、FR4从氨基末端至羧基末端排列的

3个CDR和4个FR组成。各重链/轻链对的可变区(VH和VL)分别形成抗体结合部位。氨基酸至

各区域或结构域的分配遵循Kabat  Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest

(National  Institutes  of  Health ,Bethesda ,Md .(1987and  1991))，或Chothia&Lesk

(1987)J.Mol.Biol.196:901‑917；Chothia等人(1989)Nature  342:878‑883的定义。术语

“抗体”不受任何特定的产生抗体的方法限制。例如，其包括，特别地，重组抗体、单克隆抗体

和多克隆抗体。抗体可以是不同同种型的抗体，例如，IgG(例如，IgG1，IgG2，IgG3或IgG4亚

型)，IgA1，IgA2，IgD，IgE或IgM抗体。

[0020] 如本文中所使用的，抗体的“抗原结合片段”是指，全长抗体的一个或多个部分，所

述部分保持结合抗体所结合的相同抗原(例如，抗HEV抗体)的能力，与完整抗体竞争对抗原

的特异性结合。通常参见，Fundamental  Immunology ,Ch .7Paul ,W .,ed .，第2版，Raven 

Press,N.Y.(1989)，其以其全文通过引用合并入本文，用于所有目的。可通过重组DNA技术

或通过完整抗体的酶促或化学断裂产生抗原结合片段。在一些情况下，抗原结合片段包括

Fab、Fab'、F(ab')2、Fd、Fv、dAb和互补决定区(CDR)片段、单链抗体(例如，scFv)、嵌合抗体、

双抗体(diabody)和这样的多肽，其包含足以赋予多肽特异性结合抗原能力的抗体的至少

一部分。

[0021] 如本文中所使用的，术语“核酸适体(Aptamer)”是指，能够高亲和性和高特异性地
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结合目的靶蛋白(例如抗HEV抗体)或其它生物靶分子的单链寡核苷酸，其可折叠形成例如

茎环(Stem‑Loop)、发夹(Hairpin)、假结(Pseudoknot)或G‑四聚体(G‑tetramer)的热力学

稳定的三维空间结构，通过例如结构互补、碱基堆积力、范德华力、氢键或静电作用与目的

靶蛋白或其它生物靶分子特异性结合。核酸适体可以为DNA或RNA，也可以包含核酸类似物

(例如锁核酸(LNA)、肽核酸(PNA)、二醇核酸(GNA)或苏糖核酸(TNA))。获得结合特定靶蛋白

的核酸适体的方法是本领域公知的，例如SELEX(Systematic  evolution  of  ligands  by 

exponential  enrichment)筛选技术。

[0022] 如本文中所使用的，术语“靶向多肽”是指，可以特异性结合目的靶蛋白(例如抗

HEV抗体)的多肽分子。在本发明中，该靶向多肽可包含天然氨基酸、合成的氨基酸或采用与

天然存在的氨基酸类似的方式起作用的氨基酸模拟物(mimetics)。天然存在的氨基酸为通

过遗传密码来编码的那些以及后来修饰的那些氨基酸，例如，羟基脯氨酸、γ‑羟基谷氨酸

盐、O‑磷酸丝氨酸、磷酸苏氨酸或磷酸酪氨酸。在本发明中，可基于亲和力来确定靶向多肽

与其目的靶蛋白之间的“特异性”，该亲和力可用靶向多肽与其所结合的目的靶蛋白的解离

平衡常数(即，KD值)进行描述。KD值越低，靶向多肽与其所结合的目的靶蛋白之间的结合强

度越强。在本领域中通常已知，大于约10‑3M的KD值通常被认为表示非结合或非特异性结合。

取决于具体的目的靶蛋白，可以通过本领域技术人员已知的方法获得特异性结合该靶蛋白

的靶向多肽，例如通过噬菌体展示技术或蛋白质微阵列技术进行筛选。

[0023] 如本文中所使用的，术语“二级抗体(Secondary  antibody)”是指，可以与抗体特

异性结合的抗体。通常而言，在免疫学检测中，一级抗体(primary  antibody)(例如，抗HEV

抗体)的Fab结构域与抗原结合，导致其Fc结构域暴露，因此二级抗体通常与一级抗体的Fc

结构域结合。由于Fc结构域在相同动物类别中是恒定的，因此一种类型的二级抗体即可结

合许多类型的来自同一动物类别的一级抗体。本领域技术人员熟知，如何根据一级抗体的

物种来源选择相应的二级抗体。

[0024] 如本文中所使用的，术语“捕获试剂”是指，在免疫学检测中，用于固定在固相载体

上的一种物质，其可特异性结合待测抗体或待测抗原。在本发明中，所述捕获试剂为本发明

的抗原表位多肽或复合物，其可特异性结合待测样品中的抗特定基因型HEV抗体，再通过测

定被捕获的抗HEV抗体的量，以完成整个免疫学检测。

[0025] 如本文中所使用的，术语“阳性对照样品”是指，含有已知量的抗特定基因型HEV的

抗体的样品，例如含有已知量的抗1型HEV抗体的样品、含有已知量的抗3型HEV抗体的样品

或含有已知量的抗4型HEV抗体的样品。在某些实施方式中，待测样品中待测抗体的量可以

通过将待测样品的检测结果与所述阳性对照样品的检测结果进行比较来计算，这类方法是

本领域熟知的，例如通过检测不同浓度的阳性对照样品而构建标准曲线来进行。在本发明

中，术语“阴性对照样品”是指，不含有抗HEV抗体或不含有抗特定基因型HEV抗体的样品，例

如不含有抗1型HEV抗体的样品、不含有抗3型HEV抗体的样品或不含有抗4型HEV抗体的样

品。

[0026] 如本文中所使用的，术语“受试者”包括但不限于各种动物，特别是哺乳动物，例如

牛科动物、马科动物、羊科动物、猪科动物、犬科动物、猫科动物、兔科动物、啮齿类动物(例

如，小鼠或大鼠)、非人灵长类动物(例如，猕猴或食蟹猴)或人。

[0027] 本发明至少部分基于发明人的下述出人意料的发现：HEV  ORF3蛋白的第66‑87位
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氨基酸残基具有明显的基因型特异性，来源于不同基因型HEV(例如，基因1型、基因3型或基

因4型)的由上述氨基酸残基组成的抗原表位多肽对通过用同基因型HEV  ORF3全长蛋白免

疫哺乳动物而产生的同型抗血清或自然感染同基因型HEV的动物所产生的同型抗血清的结

合反应强度显著高于非同型抗血清。基于这一发现，本发明人开发了新的鉴定受试者所感

染的HEV基因型的方法。

[0028] 因此，在一个方面，本发明提供了一种分离的表位多肽，其包含HEV  ORF3蛋白的第

66‑87位氨基酸残基。

[0029] 在某些优选的实施方案中，所述表位多肽由HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残

基组成。

[0030] 在某些优选的实施方案中，所述HEV  ORF3蛋白为1型HEV病毒的ORF3蛋白、3型HEV

病毒的ORF3蛋白或4型HEV病毒的ORF3蛋白。

[0031] 在某些优选的实施方案中，所述1型HEV病毒的ORF3蛋白具有如SEQ  ID  NO:1所示

的氨基酸序列。

[0032] 在某些优选的实施方案中，所述3型HEV病毒的ORF3蛋白具有如SEQ  ID  NO:2所示

的氨基酸序列。

[0033] 在某些优选的实施方案中，所述4型HEV病毒的ORF3蛋白具有如SEQ  ID  NO:3所示

的氨基酸序列。

[0034] 在某些优选的实施方案中，所述表位多肽具有选自下列的氨基酸序列：SEQ  ID 

NO:4‑6。

[0035] 在本发明中，本发明的表位多肽不受任何特定的合成多肽的方法限制，可通过本

领域技术人员已知的常规技术产生，例如DNA重组技术或化学合成技术。在某些实施方式

中，本发明的表位多肽通过DNA重组技术获得，例如通过使用无细胞表达系统从编码这些蛋

白或多肽的多核苷酸获得(无细胞表达系统包括例如基于网织红细胞裂解物的表达系统、

基于麦胚提取物的表达系统以及基于大肠杆菌提取物的表达系统)；或通过使用体内表达

系统(例如，大肠杆菌原核表达系统、酵母真核表达系统)从编码这些蛋白或多肽的多核苷

酸获得。作为另外一种选择，本发明的表位多肽可以通过化学合成产生。蛋白或多肽化学全

合成的方法在本领域内是熟知的(参见，例如，Raibaut  L,et  al.,Top  Curr  Chem .2015；

363:103‑54；Thapa  P ,et  al .Molecules .2014；19(9):14461‑83；Dawson  PE ,et  al .,

Science ,1994；266(5186):776‑9；和Wang  P,et  al.,Tetrahedron  Lett,1998,39(47):

88711‑14；其通过引用并入本文)，并且包括但不限于：固相肽合成技术(Solid  Phase 

Peptide  Synthesis，SPPS)或液相分段合成技术(例如，天然化学连接法(Native  Chemical 

Ligation，NCL)、叠氮法(Azide  method)、转移活化酯法(Transfer  Active  Ester 

Condensation，TAEC))。

[0036] 在另一个方面，本发明提供了一种分离的核酸，其编码如上所述的表位多肽。

[0037] 在另一个方面，本发明提供了一种载体，其包含如上所述的分离的核酸。可用于插

入目的多核苷酸的载体是本领域公知的，包括但不限于克隆载体和表达载体。在某些实施

方式中，所述载体是例如质粒，粘粒，噬菌体等。

[0038] 在另一个方面，本发明还涉及包含如上所述的分离的核酸或载体的宿主细胞。此

类宿主细胞包括但不限于，原核细胞例如大肠杆菌细胞，以及真核细胞例如酵母细胞，昆虫
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细胞，植物细胞和动物细胞(如哺乳动物细胞，例如灵长类动物细胞、人类细胞等)。本发明

的宿主细胞还可以是细胞系，例如293T细胞。

[0039] 在另一个方面，本发明提供了一种复合物，其包含本发明的表位多肽和修饰基团，

其中所述修饰基团为载体蛋白或可检测的标记，并且所述表位多肽与所述修饰基团通过偶

联、缀合或融合得到所述复合物。

[0040] 在某些优选的实施方案中，所述修饰基团选自生物素、亲和素、链霉亲和素或去糖

基化亲和素(例如， )。在一个具体的实施方案中，所述修饰基团为生物

素。

[0041] 在某些优选的实施方案中，所述修饰基团通过所述表位多肽的氨基酸残基连接至

所述表位多肽的N端或C端。在某些优选的实施方案中，所述修饰基团通过接头基团连接至

所述表位多肽的N端或C端。这类接头基团是本领域熟知的，包括但不限于氨基乙酸(Ahx)、

β‑丙氨酸(β‑Ala)、4‑氨基丁酸(GABA)、5‑氨基戊酸(Ava)或聚乙二醇(PEG)。可使用本领域

熟知的连接方法将修饰基团连接至本发明的表位多肽上，包括但不限于酶促方法、氧化取

代法或共价偶联法，例如碳二亚胺法、活性酯法、戊二醛法、琥珀酸酐法或重氮化法；其可参

见例如Greg  T .Hermanson，生物偶联技术，第3版，Academic  Press，2013，以及

C.M.Niemeyer，生物偶联实验方法——策略与方法，Huamana  Press，2004，其全部通过引用

并入本文。

[0042] 在另一个方面，本发明提供了一种试剂盒，其包含本发明的表位多肽或如上所述

的复合物。

[0043] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含一种、二种或三种本发明的表位多肽。

[0044] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含：

[0045] 第一表位多肽，其包含1型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基；

[0046] 第二表位多肽，其包含3型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基；和

[0047] 第三表位多肽，其包含4型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基。

[0048] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含一种、二种或三种本发明的复合物。

[0049] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含：

[0050] 第一复合物，其包含具有1型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基的表位多肽；

[0051] 第二复合物，其包含具有3型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基的表位多肽；

和

[0052] 第三复合物，其包含具有4型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基的表位多肽。

[0053] 在本发明中，包含如上所述的第一表位多肽、第二表位多肽和第三表位多肽的试

剂盒或包含如上所述的第一复合物、第二复合物和第三复合物的试剂盒是特别有利的，其

可一次性鉴定出受试者所感染的HEV是否为1型、3型或4型。

[0054] 在一个具体的实施方式中，所述试剂盒包含分别具有如SEQ  ID  NO:4‑6所示的氨

基酸序列的表位多肽。

[0055] 在另一个具体的实施方式中，所述试剂盒包含：

[0056] 第一复合物，其包含具有如SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列的表位多肽；

[0057] 第二复合物，其包含具有如SEQ  ID  NO:5所示的氨基酸序列的表位多肽；和

[0058] 第三复合物，其包含具有如SEQ  ID  NO:6所示的氨基酸序列的表位多肽。在某些优
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选的实施方案中，所述试剂盒还包含能够识别并结合抗HEV抗体的检测试剂。这类检测试剂

是本领域熟知的，包括但不限于能够和抗HEV抗体特异性结合的抗体、靶向多肽或核酸适

体。在某些优选的实施方案中，所述检测试剂为二级抗体。

[0059] 在某些优选的实施方案中，所述检测试剂带有可检测的标记，例如酶(例如辣根过

氧化物酶或碱性磷酸酶)、化学发光试剂(例如吖啶酯类化合物)或荧光染料。在某些实施方

式中，当所述可检测的标记为酶时，所述试剂盒还可以包含显色液，例如用于辣根过氧化物

酶的邻苯二胺(OPD)、四甲基联苯胺(TMB)、ABTS或鲁米诺类化合物，或用于碱性磷酸酶的对

硝基苯磷酸酯(p‑NPP)或AMPPD。

[0060] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒还包含固相载体，任选地还包含用于将所

述表位多肽或所述复合物包被于所述固相载体上的包被试剂，例如包被缓冲液(例如，碳酸

盐缓冲液、磷酸盐缓冲液、Tris‑HCL缓冲液或硼酸盐缓冲液)。在某些优选的实施方案中，所

述固相载体包括由聚合物材料(例如聚氯乙烯、聚苯乙烯、聚丙酰胺或纤维素)制成或包被

的凹孔平板、试管、珠粒(例如乳胶颗粒)或薄膜(例如硝酸纤维素膜)，或由功能基团(例如

氨基、羧基、生物素或亲和素)预包被的磁珠。在某些实施方式中，所述固相载体为微量滴定

板，例如微孔板或酶标板。将蛋白或多肽包被于固相载体上的方法是本领域熟知的，例如物

理吸附、通过氨基化或羧基化表面实现的共价偶联或通过亲和素‑生物素系统、聚赖氨酸预

包被表面、蛋白A或蛋白G预包被表面实现的介导结合。

[0061] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含表面包被有所述表位多肽或所述复合

物的固相载体。

[0062] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒还包含一种或多种选自下列的试剂或装

置：用于稀释样品的稀释液(例如，磷酸盐缓冲液或含有非离子型表面活性剂的磷酸盐缓冲

液)；阳性对照样品(例如，含有已知量的抗特定基因型HEV的抗体的样品)；阴性对照样品

(例如，不含有抗HEV抗体的样品或确定不含有抗特定基因型HEV抗体的样品)；用于终止酶

催化底物显色反应的终止液(例如，硫酸、盐酸或氢氧化钠溶液)；用于去除未参与反应的试

剂的洗涤液(例如，磷酸盐缓冲液或含有非离子型表面活性剂的磷酸盐缓冲液)；用于抑制

非特异性结合的封闭液；和，采血装置(例如，无热原真空采血管)。

[0063] 在某些优选的实施方案中，为了抑制样品中的蛋白之间的非特异性相互作用或蛋

白与固相载体之间的非特异性吸附，通常可以在所述稀释液、洗涤液或封闭液中加入非离

子型表面活性剂，例如吐温‑20、吐温‑40、吐温‑60、吐温‑80、Triton  X‑20、Triton  X‑100或

Triton  X‑300；或惰性蛋白，例如白蛋白(如BSA)、血清(如小牛血清)、脱脂奶粉或酪蛋白。

在某些优选的实施方案中，所述稀释液、洗涤液或封闭液的pH值维持在7.0至10.0之间。

[0064] 在某些优选的实施方案中，所述阳性对照样品选自含有已知量的抗1型HEV抗体的

样品、含有已知量的抗3型HEV抗体的样品或含有已知量的抗4型HEV抗体的样品。在某些优

选的实施方案中，所述阴性对照样品选自不含有抗1型HEV抗体的样品、不含有抗3型HEV抗

体的样品或不含有抗4型HEV抗体的样品。

[0065] 在另一个方面，本发明还涉及如上所述的表位多肽或复合物在制备试剂盒中的用

途，所述试剂盒用于鉴定受试者所感染的HEV基因型。

[0066] 在某些优选的实施方案中，所述HEV基因型选自1型、3型和4型。

[0067] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含一种、二种或三种本发明的表位多肽
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或复合物。

[0068] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含：

[0069] 第一表位多肽，其包含1型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基；

[0070] 第二表位多肽，其包含3型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基；和

[0071] 第三表位多肽，其包含4型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基。

[0072] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒包含：

[0073] 第一复合物，其包含具有1型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基的表位多肽；

[0074] 第二复合物，其包含具有3型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基的表位多肽；

和

[0075] 第三复合物，其包含具有4型HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基的表位多肽。

[0076] 在本发明中，包含如上所述的第一表位多肽、第二表位多肽和第三表位多肽的试

剂盒或包含如上所述的第一复合物、第二复合物和第三复合物的试剂盒是特别有利的，其

可一次性鉴定出受试者所感染的HEV是否为1型、3型或4型。

[0077] 在一个具体的实施方式中，所述试剂盒包含分别具有如SEQ  ID  NO:4‑6所示的氨

基酸序列的表位多肽。

[0078] 在另一个具体的实施方式中，所述试剂盒包含：

[0079] 第一复合物，其包含具有如SEQ  ID  NO:4所示的氨基酸序列的表位多肽；

[0080] 第二复合物，其包含具有如SEQ  ID  NO:5所示的氨基酸序列的表位多肽；和

[0081] 第三复合物，其包含具有如SEQ  ID  NO:6所示的氨基酸序列的表位多肽。

[0082] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒还包含能够识别并结合抗HEV抗体的检测

试剂。这类检测试剂是本领域熟知的，包括但不限于能够和抗HEV抗体特异性结合的抗体、

靶向多肽或核酸适体。在某些优选的实施方案中，所述检测试剂为二级抗体。在某些实施方

式中，所述检测试剂为抗所述受试者种属来源的多克隆抗体或单克隆抗体。

[0083] 在某些优选的实施方案中，所述检测试剂带有可检测的标记，例如酶(例如辣根过

氧化物酶或碱性磷酸酶)、化学发光试剂(例如吖啶酯类化合物)或荧光染料。在某些实施方

式中，当所述可检测的标记为酶时，所述试剂盒还可以包含显色液，例如用于辣根过氧化物

酶的邻苯二胺(OPD)、四甲基联苯胺(TMB)、ABTS或鲁米诺类化合物，或用于碱性磷酸酶的对

硝基苯磷酸酯(p‑NPP)或AMPPD。

[0084] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒还包含固相载体，任选地还包含用于将所

述表位多肽或所述复合物包被于所述固相载体上的包被试剂，例如包被缓冲液(例如，碳酸

盐缓冲液、磷酸盐缓冲液、Tris‑HCL缓冲液或硼酸盐缓冲液)。在某些优选的实施方案中，所

述固相载体包括由聚合物材料(例如聚氯乙烯、聚苯乙烯、聚丙酰胺或纤维素)制成或包被

的凹孔平板、试管、珠粒(例如乳胶颗粒)或薄膜(例如硝酸纤维素膜)，或由功能基团(例如

氨基、羧基、生物素或亲和素)预包被的磁珠。在某些实施方式中，所述固相载体为微量滴定

板，例如微孔板或酶标板。将蛋白或多肽包被于固相载体上的方法是本领域熟知的，例如物

理吸附、通过氨基化或羧基化表面实现的共价偶联或通过亲和素‑生物素系统、聚赖氨酸预

包被表面、蛋白A或蛋白G预包被表面实现的介导结合。

[0085] 在某些优选的实施方案中，所述表位多肽或所述复合物包被在所述固相载体的表

面。
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[0086] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒还包含一种或多种选自下列的试剂或装

置：用于稀释样品的稀释液(例如，磷酸盐缓冲液或含有非离子型表面活性剂的磷酸盐缓冲

液)；阳性对照样品(例如，含有已知量的抗特定基因型HEV的抗体的样品)；阴性对照样品

(例如，不含有抗HEV抗体的样品或确定不含有抗特定基因型HEV抗体的样品)；用于终止酶

催化底物显色反应的终止液(例如，硫酸、盐酸或氢氧化钠溶液)；用于去除未参与反应的试

剂的洗涤液(例如，磷酸盐缓冲液或含有非离子型表面活性剂的磷酸盐缓冲液)；用于抑制

非特异性结合的封闭液；和，采血装置(例如，无热原真空采血管)。

[0087] 在某些优选的实施方案中，所述阳性对照样品选自含有已知量的抗1型HEV抗体的

样品、含有已知量的抗3型HEV抗体的样品或含有已知量的抗4型HEV抗体的样品。在某些优

选的实施方案中，所述阴性对照样品选自不含有抗1型HEV抗体的样品、不含有抗3型HEV抗

体的样品或不含有抗4型HEV抗体的样品。

[0088] 在某些优选的实施方案中，所述试剂盒通过包括下述步骤的方法来鉴定受试者所

感染的HEV基因型：

[0089] (1)将来自所述受试者的待测样品与一种捕获试剂接触，其中所述捕获试剂选自

本发明的表位多肽或复合物，所述待测样品含有抗HEV抗体；

[0090] (2)测定被所述捕获试剂所捕获的抗HEV抗体的存在或其量；和

[0091] (3)根据步骤(2)中所述的抗HEV抗体的存在或其量，判断所述受试者所感染的HEV

基因型。

[0092] 在某些优选的实施方案中，所述待测样品选自全血、血清、血浆、淋巴液、组织液或

外分泌液。

[0093] 在本发明中，用于在步骤(2)中测定所述抗HEV抗体的存在或其量的方法是本领域

熟知的，例如免疫学检测，其包括但不限于酶免疫测定法(EIA)、化学发光免疫分析法

(CLIA)、放射免疫测定法(RIA)、荧光免疫测定法(FIA)、Western印迹法、免疫比浊法或表面

等离子共振法。在某些实施方式中，用于在步骤(2)中测定所述抗HEV抗体的存在或其量的

方法为酶免疫测定法(EIA)，例如ELISA检测法、Elispot检测法或CLEIA检测法。在某些实施

方式中，在步骤(2)中，使用带有可检测的标记的二级抗体来测定所述抗HEV抗体的存在或

其量。

[0094] 在另一个方面，本发明提供了用于鉴定受试者所感染的HEV基因型的方法，其包括

下述步骤：将来自所述受试者的待测样品与一种捕获试剂接触，其中所述捕获试剂选自本

发明的表位多肽或复合物，所述待测样品含有抗HEV抗体。

[0095] 在某些优选的实施方案中，所述HEV基因型选自1型、3型和4型。

[0096] 在某些优选的实施方案中，所述用于鉴定受试者所感染的HEV基因型的方法包括

下述步骤：

[0097] (1)提供来自所述受试者的待测样品，其中所述待测样品含有抗HEV抗体；

[0098] (2)将所述待测样品与一种捕获试剂接触，其中所述捕获试剂选自本发明的表位

多肽或复合物；

[0099] (3)测定被所述捕获试剂所捕获的抗HEV抗体的存在或其量；和

[0100] (4)根据步骤(3)中所述的抗HEV抗体的存在或其量，判断所述受试者所感染的HEV

基因型。
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[0101] 在某些优选的实施方案中，所述待测样品选自全血、血清、血浆、淋巴液、组织液或

外分泌液。

[0102] 在本发明中，用于在步骤(3)中测定所述抗HEV抗体的存在或其量的方法是本领域

熟知的，例如免疫学检测，其包括但不限于酶免疫测定法(EIA)、化学发光免疫分析法

(CLIA)、放射免疫测定法(RIA)、荧光免疫测定法(FIA)、Western印迹法、免疫比浊法或表面

等离子共振法。在某些实施方式中，用于在步骤(3)中测定所述抗HEV抗体的存在或其量的

方法为酶免疫测定法(EIA)，例如ELISA检测法、Elispot检测法或CLEIA检测法。在某些实施

方式中，在步骤(3)中，使用带有可检测的标记的二级抗体来测定所述抗HEV抗体的存在或

其量。

[0103] 在某些优选的实施方案中，所述受试者为哺乳动物，例如啮齿类动物(如小鼠或大

鼠)、非人灵长类动物(如猕猴或食蟹猴)或人。

[0104] 发明的有益效果

[0105] 目前HEV基因分型方法主要依赖于基因测序，而RNA提取等过程操作复杂、技术要

求高，一般实验室难以开展，因此也难以满足大规模临床检测的需要。

[0106] 本发明提供了一种分离的HEV表位多肽、包含该多肽的复合物以及基于该多肽或

复合物建立的用于鉴定受试者所感染的HEV基因型的方法，与现有技术相比，本发明的技术

方案至少具有以下有益效果：

[0107] (1)首次发现由HEV  ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基所组成的多肽序列可用于

HEV基因分型，至少可用于区分基因1型、基因3型或基因4型；

[0108] (2)所涉及的操作简单、方便：例如，通过采集全血、分离血清，将其加入包被有本

发明的表位多肽或复合物的酶标板中，洗涤后加入HRP标记二抗，然后加入酶显色底物即可

完成对受试者所感染的HEV基因型的检测；

[0109] (3)对实验条件、人员的技术能力、设备和环境的要求不高；

[0110] (4)对HEV基因分型的检测结果准确率高；

[0111] (5)成本不高，易于推广，使用范围广。

[0112] 下面将结合附图和实施例对本发明的实施方案进行详细描述，但是本领域技术人

员将理解，下列附图和实施例仅用于说明本发明，而不是对本发明的范围的限定。根据附图

和优选实施方案的下列详细描述，本发明的各种目的和有利方面对于本领域技术人员来说

将变得显然。

附图说明

[0113] 图1显示了实施例2中，使用1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂

分别检测不同基因型ORF3蛋白所免疫的小鼠的抗血清的分型结果，其中，图中虚线表示S/

CO值＝1，当S/CO值大于1时，判断为阳性。结果显示，1型HEV  ORF3蛋白(图1A)、3型HEV  ORF3

蛋白(图1B)和4型HEV  ORF3蛋白(图1C)所分别免疫的小鼠的抗血清均与相应基因型的捕获

试剂有明显的结合，而与其他基因型捕获试剂无交叉反应。

[0114] 图2显示了实施例3中，使用1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂

分别检测1型ORF3蛋白所免疫的猕猴的抗血清的分型结果，其中，图中虚线表示S/CO值＝1，

当S/CO值大于1时，判断为阳性。结果显示，1型HEV捕获试剂对感染HEV  1型的两只猴子

说　明　书 11/18 页

14

CN 106939034 B

14



(JE12和JE68)的系列血清具有很强的结合反应，而3型和4型HEV捕获试剂对上述系列血清

均无阳性反应。

[0115] 图3显示了实施例3中，使用1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂

分别检测4型ORF3蛋白所免疫的猕猴的抗血清的分型结果，其中，图中虚线表示S/CO值＝1，

当S/CO值大于1时，判断为阳性。结果显示，4型HEV捕获试剂对感染HEV  4型的三只猴子

(JE13、JE53和JE54)的系列血清具有强阳性反应，而1型和3型HEV捕获试剂对上述系列血清

无明显阳性反应。

[0116] 图4显示了实施例4中，使用1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂

分别检测自然感染HEV  3型的人的抗血清的分型结果，其中，图中虚线表示S/CO值＝1，当S/

CO值大于1时，判断为阳性。结果显示，3型HEV捕获试剂对3个自然感染HEV  3型的人(007B、

002B和001B)的系列血清具有明显阳性反应，而其他基因型捕获试剂均无阳性反应。

[0117] 图5显示了实施例4中，使用1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂

分别检测自然感染HEV  4型的人的抗血清的分型结果，其中，图中虚线表示S/CO值＝1，当S/

CO值大于1时，判断为阳性。结果显示，4型HEV捕获试剂对3个自然感染HEV  4型的人(YA701、

YA866和YA827)的系列血清具有明显阳性反应，而其他基因型捕获试剂均无阳性反应。

[0118] 图6显示了实施例5中，使用1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂

分别检测HEV感染临床血清样本的分型结果，其中，图中虚线表示S/CO值＝1，当S/CO值大于

1时，判断为阳性。结果显示，商业化HEV抗体检测试剂盒所测定的19例HEV抗体阳性血清中

有16例对4型HEV捕获试剂的反应呈阳性，而1型和3型HEV捕获试剂的检测均为阴性。

[0119] 图7显示了实施例6中，使用1型HEV捕获试剂、4型HEV捕获试剂以及商业化HEV  IgM

抗体检测试剂、HEV  IgG抗体检测试剂分别检测实验感染1型(JE68)和4型(JE54)HEV的猕猴

的抗血清的分型结果，其中，图中虚线表示S/CO值＝1，当S/CO值大于1时，判断为阳性。结果

显示，在实验感染1型HEV的猕猴(JE68)系列血清中，1型HEV捕获试剂对抗HEV抗体检出时间

晚于商业化HEV  IgM抗体试剂，早于商业化IgG抗体试剂；在实验感染4型HEV的猕猴(JE54)

系列血清中，4型HEV捕获试剂具有明显阳性反应，且对抗HEV  IgG抗体的检出时间早于商业

化IgG抗体试剂。

[0120] 图8显示了实施例7中，使用HEV  ORF3蛋白的其它多肽片段作为捕获试剂检测实验

感染不同基因型HEV的动物的抗血清的分型结果，其中，图中虚线表示S/CO值＝1，当S/CO值

大于1时，判断为阳性。结果显示，RefHEV‑3对3型HEV抗血清呈阴性反应，RefHEV‑1、RefHEV‑

4对同型抗血清呈阳性反应，但反应强度显著低于1型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂。

[0121] 序列信息

[0122] 本发明涉及的部分序列的信息提供于下面的表1中。

[0123] 表1：序列的描述

[0124]
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[0125]

[0126] 序列1(SEQ  ID  NO:1)：

[0127] MGTRPCALGLFCCCSSCFCLCCPRHRPVSRLAAVVGGAAAVPAVVSGVTGLILSPSQSPIFIQPTPSPP

MSPLRPGLDLVFANPPDHSAPLGVTRPSAPPLPHVVDLPQLGPRR

[0128] 序列2(SEQ  ID  NO:2)：

[0129] MNNMSFASPMGSPCALGLFCCCSSCFCLCCPRHRPVSRLAVAVGGAAAVPAVVSGVTGLILSPSPSPIF

IQPTPSPPMSFHNPGLELALDSRPAPSVPLGVTSPSAPPLPPVVDLPQLGLRR

[0130] 序列3(SEQ  ID  NO:3)：

[0131] MAMPPCALGLFCFCSSCFCLCCPRHRPVSRLAVVVGGAAAVPAVVSGVTGLILSPSPSPIFIQPTPSHL

TFQPPPGLELALDSRPAHSAPLGVTNPSAPPLPPVVDLPQPGLRR

[0132] 序列4(SEQ  ID  NO:4)：

[0133] PSPPMSPLRPGLDLVFANPPDH

[0134] 序列5(SEQ  ID  NO:5)：

[0135] PSPPMSFHNPGLELALDSRPAP

[0136] 序列6(SEQ  ID  NO:6)：

[0137] PSHLTFQPPPGLELALDSRPAH

[0138] 序列7(SEQ  ID  NO:7)：

[0139] PSPPMSPLRP

[0140] 序列8(SEQ  ID  NO:8)：

[0141] PSPPISFHNP

[0142] 序列9(SEQ  ID  NO:9)：

[0143] PSHLTFQPQP

[0144] 引物(5’‑3’)(SEQ  ID  NO：10～13)

[0145] SEEO1:CCCTTATCCTGCTGAGCATTCTC(SEQ  ID  NO：10)

[0146] SEBO1:AAYTATGCWCAGTACCGGGTTG(SEQ  ID  NO：11)

[0147] SEBI1:GTYATGYTYTGCATACATGGCT(SEQ  ID  NO：12)

[0148] SEEI1:AGCCGACGAAATYAATTCTGTC(SEQ  ID  NO：13)

具体实施方式

[0149] 现参照下列意在举例说明本发明(而非限定本发明)的实施例来描述本发明。

[0150] 除非特别指明，本发明中所使用的分子生物学实验方法和免疫检测法，基本上参

照J .Sambrook等人，分子克隆：实验室手册，第2版，冷泉港实验室出版社，1989，以及

F.M.Ausubel等人，精编分子生物学实验指南，第3版，John  Wiley&Sons，Inc.，1995中所述

的方法进行；限制性内切酶的使用依照产品制造商推荐的条件。实施例中未注明具体条件

者，按照常规条件或制造商建议的条件进行。所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可以
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通过市购获得的常规产品。本领域技术人员知晓，实施例以举例方式描述本发明，且不意欲

限制本发明所要求保护的范围。本文中提及的全部公开案和其他参考资料以其全文通过引

用合并入本文。

[0151] 实施例1.HEV基因分型间接ELISA检测法的建立

[0152] 1.1HEV抗原表位多肽的合成及纯化

[0153] 从GenBank数据库中下载HEV各基因型ORF3蛋白的氨基酸序列，其中各基因型ORF3

蛋白的第66‑87位氨基酸残基如表2所示。由北京中科亚光生物科技有限公司分别合成基因

1型、3型和4型的上述抗原表位多肽，并在N端偶联生物素，HPLC纯化。基因1型、3型和4型的

上述生物素标记的抗原表位多肽分别命名为1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕

获试剂。

[0154] 表2.HEV各基因型ORF3蛋白的第66‑87位氨基酸残基序列

[0155]

[0156]

[0157] 1.2亲和素包被板的制备

[0158] 使用生物素包被微孔板，然后与合适浓度的链霉亲和素孵育，封闭后，4度保存备

用。

[0159] 首先使用生物素(购自thermo)包被微孔板，每孔加入100μl生物素稀释比例为1:

1000的包被缓冲液，2‑8℃过夜。然后使用亲和素(购自罗氏)进行第二次包被，每孔加入100

μl亲和素稀释比例为1:2000的包被缓冲液，2‑8℃过夜。最后，每孔加入200μl含1％酪蛋白

的封闭液在37℃进行孵育，之后甩掉孔内封闭液，拍干，4度保存备用。

[0160] 1.3基于HEV表位多肽的HEV基因分型间接ELISA检测法

[0161] 首先使用梯度稀释法优化各基因型表位多肽的包被浓度，即将各基因型表位多肽

使用PBS进行梯度稀释后分别包被实施例1.2中获得的亲和素包被板，37℃预孵育后，4℃过

夜。以确证HEV抗体阴性的正常献血员的血清作为阴性对照，将其吸光值设为N；选择实验感

染各基因型HEV后的抗体阳转的猴血清作为阳性对照，将其吸光值设为P，计算P/N值。随着

多肽包被浓度逐渐降低，其P/N值越来越大，最后达到平台期，取此时对应的多肽浓度为最

佳包被浓度(1型、3型和4型表位多肽的最佳包被浓度分别是0.5μg/mL、1μg/mL和1.5μg/

mL)。然后将每种基因型表位多肽以各自最佳包被浓度包被亲和素包被板，每孔加入100μl

上述包被液，37℃孵育30min，使用pH7.4的PBST(含0.05％的tween‑20)洗涤5遍，以获得不

同基因型表位多肽包被的微孔板。对待测样品进行检测时，首先使用含5％牛血清的PBST将

待测样品1：100稀释，然后取100μl/孔加入包被有多肽的微孔板中，37℃孵育30min；PBST洗

涤5遍；除空白孔外，每孔加入100μl  HRP标记的抗待测抗体的种属来源的IgG的抗体(购自

北京中杉金桥生物技术有限公司)，在37℃孵育30min；去除液体，并用PBST洗涤5遍；然后加
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入TMB底物(购自美国BD公司)，37℃显色15min；然后加入2M  H2SO4终止液，使用美国MD‑

SpectraMax  M5多功能酶标仪在波长450nm和630nm处读取各孔吸光值A。以S/CO值作为待测

样品的最终检测值，其为样品的吸光值A除以cut  off值，cut  off值为各板阴性对照的吸光

值的均值加3倍标准差。待测样品的S/CO值大于1时，判定为阳性。

[0162] 实施例2.HEV基因分型间接ELISA检测法在鼠抗血清中的分型效果评价

[0163] 分别使用1型、3型和4型HEV  ORF3全长蛋白(1型GenBank  No .JQ655734；3型

GenBank  No.AF060668；4型GenBank  No.JQ655733；由深圳菲鹏生物股份有限公司制备)皮

下注射免疫9周龄的BalB/C小鼠(购自中国食品药品检定研究院)，以制备获得1型、3型和4

型共3组抗血清。初次免疫采用与完全弗氏佐剂1:1混合乳化后的抗原，剂量为100μg/只，2

周后进行加强免疫，采用与不完全弗氏佐剂1:1混合乳化后的抗原，剂量为50μg/只。2周后

眼内眦取血获得抗血清。

[0164] 使用实施例1.1中所获得的1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂，

按照实施例1.2和1.3的方法，分别检测上述免疫后鼠抗血清。结果如图1所示，图1A显示了3

种捕获试剂对由1型ORF3全长蛋白所免疫的16只小鼠的抗血清的结合情况，其中13只小鼠

的抗血清对1型HEV捕获试剂的检测呈阳性，而其全部对其他基因型捕获试剂的检测呈阴

性；图1B显示了3种捕获试剂对由3型ORF3全长蛋白所免疫的9只小鼠的抗血清的结合情况，

其中3只小鼠的抗血清对3型HEV捕获试剂的检测呈阳性，而其全部对其他基因型捕获试剂

的检测呈阴性；图1C显示了3种捕获试剂对由4型ORF3全长蛋白所免疫的12只小鼠的抗血清

的结合情况，其中5只小鼠的抗血清对4型HEV捕获试剂的检测呈阳性，而其全部对其他基因

型捕获试剂的检测呈阴性。

[0165] 上述结果表明，分别由1型ORF3全长蛋白、3型ORF3全长蛋白和4型ORF3全长蛋白所

免疫的鼠血清仅与相应型别的捕获试剂有明显的结合，而跟其它型别捕获试剂均无交叉，

初步显示了基于HEV  ORF3蛋白第66‑87位氨基酸残基的捕获试剂(1型HEV捕获试剂、3型HEV

捕获试剂和4型HEV捕获试剂)良好的分型效果。

[0166] 实施例3.HEV基因分型间接ELISA检测法在猕猴抗血清中的分型效果评价

[0167] 使用1型HEV病毒株(GenBank  No.JQ655734)并采用静脉注射的途径分别攻击分别

免疫2只猕猴(JE12和JE68)，接种后每周采集一次血清，所有的血清以及粪便样品均保存

于‑60℃以下，避免反复冻融。使用实施例1.1中所获得的1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂

和4型HEV捕获试剂，按照实施例1.2和1.3的方法，分别检测上述系列猴抗血清。图2A和图2B

分别显示了3种捕获试剂对2只猕猴(JE12和JE68)的系列抗血清的检测结果。其中，JE12在

感染1型HEV的3周后，其抗血清开始显现出对1型HEV捕获试剂的强阳性反应；JE68在感染1

型HEV的14周后，其抗血清开始显现出对1型HEV捕获试剂的强阳性反应；同时，JE12和JE68

在各个接种后时间点的抗血清对3型和4型捕获试剂的检测均无阳性反应。

[0168] 使用4型HEV病毒株(GenBank  No.JQ655733)采用静脉注射的途径分别攻击3只猕

猴(JE13、JE53和JE54)，接种后每周采集一次血清，所有的血清以及粪便样品均保存于‑60

℃以下，避免反复冻融。然后使用实施例1.1中所获得的1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂

和4型HEV捕获试剂，按照实施例1.2和1.3的方法，分别检测上述系列猴抗血清。图3A、图3B

和图3C分别显示了3种捕获试剂对3只猕猴(JE13、JE53和JE54)的系列抗血清的检测结果。

其中，4型捕获试剂对JE13、JE53和JE544三只猕猴的抗血清均呈现有强阳性反应，而1型和3
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型捕获试剂则无明显反应，其中仅JE54的感染4型HEV的第7周的抗血清与3型捕获试剂表现

出较弱的反应性，然后采用竞争EIA方法对该抗血清样本进行了进一步分析，使用HEV  1、3、

4型和兔型表位多肽混合物(每一种多肽用量均为0.1μg)包被的微孔板，用HEV混合表位多

肽包被的微孔板对待确定的样品进行抗体滴度测定，选择A450/630约为1的稀释度样品用

于血清型的分析。对每份样品，需5孔(分别标记为非抑制对照、1型、3型、4型和兔型)每孔加

入50μl已经稀释好的样品，然后在1型、3型、4型和兔型孔中分别加入50μl一定浓度的1型、3

型、4型和兔型表位多肽(非抑制对照孔中加入50μl样品稀释液)，混匀，37℃孵育30min，

PBST洗涤5遍，加入100μl抗人IgG抗体或抗兔IgG抗体，37℃孵育30min，洗涤5遍，加入100μ

lTMB，37℃孵育15min，最后终止反应，在波长450nm和630nm处读取各孔吸光值A。分别计算1

型、3型、4型和兔型多肽的抑制率。若某一表位多肽的抑制率大于50％，则该表位多肽代表

的型别为该样品的血清型。计算公式：肽抑制率＝(未加肽的样品孔A450/630‑加肽的样品

孔A450/630)/未加肽的样品孔A450/630×100％。结果发现，仅4型捕获试剂对该抗血清样

本能产生明显的抑制效果(抑制率为78.16％)。

[0169] 上述结果表明，基于HEV  ORF3蛋白第66‑87位氨基酸残基的捕获试剂(1型HEV捕获

试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂)对猕猴血清有良好的分型效果，且与不同基因型

的抗血清无明显的交叉反应。

[0170] 实施例4.HEV基因分型间接ELISA检测法在人抗血清中的分型效果评价

[0171] 获得3位自然感染3型HEV的患者(007B、002B和001B)在感染后不同时间点的人系

列抗血清，上述血清盘购自德国Biomex公司，货号：SCP‑HEV‑007a、SCP‑HEV‑002a、SCP‑HEV‑

001a，患者型别、年龄、感染病毒基因型等信息详见说明书。然后使用实施例1.1中所获得的

1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂，按照实施例1.3的方法，分别检测上

述人系列抗血清。图4A、图4B和图4C分别显示了3种捕获试剂对3位患者(007B、002B和001B)

的系列抗血清的检测结果。其中，3型捕获试剂对007B、002B和001B三只患者的系列抗血清

均呈现有强阳性反应；同时，007B、002B和001B在各个感染后时间点的抗血清对1型和4型捕

获试剂的检测均无阳性反应。

[0172] 获得3位自然感染4型HEV的患者(YA701、YA866和YA827)在感染后不同时间点的人

系列抗血清，上述血清来自北京佑安医院，经测序证实为HEV基因4型。然后使用实施例1.1

中所获得的1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂，按照实施例1.3的方法，

分别检测上述人系列抗血清。图5A、图5B和图5C分别显示了3种捕获试剂对3位患者(YA701、

YA866和YA827)的系列抗血清的检测结果。其中，3型捕获试剂对YA701、YA866和YA827三只

患者的系列抗血清均呈现有强阳性反应；而1型和4型捕获试剂则均无阳性反应。

[0173] 上述结果表明，基于HEV  ORF3蛋白第66‑87位氨基酸残基的捕获试剂对自然感染

HEV的人血清也具有良好的分型效果。

[0174] 实施例5.HEV基因分型间接ELISA检测法在临床血清样本中的分型效果评价

[0175] 本实施例所述HEV基因分型间接ELISA检测法，使用实施例1.1中所获得的1型HEV

捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂，并按照实施例1.2和1.3的方法对待测血清

进行检测。

[0176] 首先使用商业化的HEV抗体检测试剂盒(北京万泰公司,国械注准20153401411)检

测59例临床肝炎患者的血清样品，其中有19例的抗HEV抗体检测呈现阳性。然后再使用3种
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HEV捕获试剂分别对这19例的抗血清进行检测，结果如图6所示，其中有16例对4型捕获试剂

的检测呈阳性，而这19例的抗血清对1型和3型捕获试剂的检测均呈阴性。

[0177] 为了验证捕获试剂的准确性，进一步对上述由捕获试剂鉴定为感染4型HEV的16例

患者的血清样品进行了基因测序。采用QIAamp  Viral  RNA  Mini  Kit(货号：52904)进行RNA

的提取，然后使用SuperScriptTM  III  First‑Strand  Synthesis  System试剂(货号：18080‑

051)进行逆转录，得到的PCR产物进行套式PCR反应，PCR引物序列见表3。PCR反应条件为94

℃预变性5分钟；94℃变性1分钟，50℃退火45秒，72℃延伸1分钟，共35个循环；最后72℃延

长10分钟。PCR产物由北京天润奥科生物科技有限公司进行序列测定。利用MEGA5.2软件进

行序列的分析比对：全长基因分型标准株及其GeneBank登录号分别为：1型：sar‑55

(M80581 ,subtype  1b)，2型：Mexico(M74506 ,subtype  2a)，3型：prototype  swine  HEV

(AF082843 ,subtype  3a)，4型：MO(JQ655733 ,subtype  4a)，swGX40(EU676172 ,subtype 

4b) ,HE‑JF5(AB220973,subtype  4b) ,W2‑5(JQ655736,subtype4d) ,W3(JQ655735,subtype 

4h)。

[0178] 表3.套式RT‑PCR引物

[0179]

[0180] *Reference  strain:AJ272108  (Y＝T  or  C,W＝A  or  T)

[0181] 结果显示，有11例套式RT‑PCR方法检测阳性，经测序证实为基因4型。

[0182] 上述结果充分表明，结果显示基于HEV  ORF3蛋白第66‑87位氨基酸残基的捕获试

剂能够用于区分临床血清样品所感染的HEV的基因型。

[0183] 实施例6.HEV基因分型间接ELISA检测法与商业化HEV抗体检测试剂的比较

[0184] 本实施例所述HEV基因分型间接ELISA检测法，使用实施例1.1中所获得的1型HEV

捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4型HEV捕获试剂，并按照实施例1.2和1.3的方法对待测血清

进行检测。

[0185] 使用各基因型捕获试剂、商业化的HEV  IgM抗体检测试剂(北京万泰公司，国食药

监械(准)字213第3400240号)和HEV  IgG抗体检测试剂(北京万泰公司，国械注准

20153401411)，分别检测实施例3中所获得的1份实验感染HEV  1型的猕猴系列血清(JE68)

和1份实验感染HEV  4型的猕猴系列血清(JE54)。图7A显示了在接种病毒后的不同时间点，1

型捕获试剂和商业化试剂分别对1型猕猴抗血清的检测结果，结果显示1型捕获试剂比商业

化的HEV  IgM抗体试剂检出时间晚一周，但比商业化的IgG抗体试剂要早，且检测的S/CO值

明显高于商业化的两种试剂。图7B显示了在接种病毒后的不同时间点，4型捕获试剂和商业

化试剂分别对4型猕猴抗血清的检测结果，结果显示4型捕获试剂对抗HEV  IgG抗体的检出

时间比商业化的IgG抗体试剂早一周左右，且检测的S/CO值要明显高于后者。上述结果提

示，基于HEV  ORF3蛋白第66‑87位氨基酸残基的捕获试剂不仅能用于区分受试者所感染的

HEV的基因型，而且也能用于HEV感染的早期诊断。
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[0186] 实施例7.HEV  ORF3蛋白的其它多肽片段用于HEV基因分型的效果评价

[0187] 在本实施例中，对HEV  ORF3蛋白的其它多肽片段的基因分型效果进行了检测。

[0188] 首先根据HEV  ORF3蛋白的第66‑75位氨基酸残基合成了各个基因型的对比多肽，

其中各基因型ORF3蛋白的第66‑75位氨基酸残基如表3所示。由北京中科亚光生物科技有限

公司分别合成基因1型、3型和4型的上述对比多肽，并在N端偶联生物素，HPLC纯化。基因1

型、3型和4型的上述生物素标记的对比多肽分别命名为1型HEV对比多肽、3型HEV对比多肽

和4型HEV对比多肽。

[0189] 表4.

[0190]

[0191] 在本实施例中，使用实施例1.1中所获得的1型HEV捕获试剂、3型HEV捕获试剂和4

型HEV捕获试剂，以及上述1型HEV对比多肽、3型HEV对比多肽和4型HEV对比多肽，并按照实

施例1.2和1.3的方法对待测血清进行检测，其中1型HEV对比多肽、3型HEV对比多肽和4型

HEV对比多肽的包被浓度均为10μg/mL。

[0192] 获得HEV  1型、3型和4型来源的血清样本，其中HEV  1型和4型血清样本来自实施例

3中实验感染猕猴不同时间段的血清，3型来自Biomex公司血清盘，每种基因型各6份。使用

各基因型捕获试剂、各基因型对比多肽，分别检测同基因型的血清样本。图8显示了1型捕获

试剂和对比多肽对6份1型HEV感染样本的检测结果、3型捕获试剂和对比多肽对6份3型HEV

感染样本的检测结果和4型捕获试剂和对比多肽对6份4型HEV感染样本的检测结果，结果显

示本发明的1型捕获试剂、3型捕获试剂和4型捕获试剂对同基因型的HEV感染抗血清均具有

强阳性反应，1型捕获试剂的结合强度(S/CO值)甚至高达20以上。相比之下，3型对比多肽对

6份3型HEV感染样本均无阳性反应，表明其无法用于鉴定受试者是否感染了3型HEV；同时，

虽然1型对比多肽和4型对比多肽对同基因型的HEV感染抗血清呈现阳性反应，但其结合强

度显著低于1型捕获试剂和4型捕获试剂(P<0.001)。

[0193] 上述结果充分表明，基于HEV  ORF3蛋白第66‑87位氨基酸残基的捕获试剂可准确、

高效地区分和鉴定受试者所感染的HEV基因型，但基于HEV  ORF3蛋白其他氨基酸残基的多

肽片段(例如，第66‑75位氨基酸残基)无法将1型HEV、3型HEV和4型HEV全部区分出来，因此

无法用于鉴定受试者所感染的HEV基因型。

[0194] 尽管本发明的具体实施方式已经得到详细的描述，但本领域技术人员将理解：根

据已经公布的所有教导，可以对细节进行各种修改和变动，并且这些改变均在本发明的保

护范围之内。本发明的全部分为由所附权利要求及其任何等同物给出。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 中国食品药品检定研究院

[0003] <120>  用于鉴定受试者所感染的HEV基因型的方法和试剂盒

[0004] <130>  IDC160164

[0005] <160>  13

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5

[0007] <210>  1

[0008] <211>  114

[0009] <212>  PRT

[0010] <213> 戊型肝炎病毒（Hepatitis  E  virus）

[0011] <400>  1

[0012] Met  Gly  Thr  Arg  Pro  Cys  Ala  Leu  Gly  Leu  Phe  Cys  Cys  Cys  Ser  Ser

[0013] 1               5                   10                  15

[0014] Cys  Phe  Cys  Leu  Cys  Cys  Pro  Arg  His  Arg  Pro  Val  Ser  Arg  Leu  Ala

[0015]             20                  25                  30

[0016] Ala  Val  Val  Gly  Gly  Ala  Ala  Ala  Val  Pro  Ala  Val  Val  Ser  Gly  Val

[0017]         35                  40                  45

[0018] Thr  Gly  Leu  Ile  Leu  Ser  Pro  Ser  Gln  Ser  Pro  Ile  Phe  Ile  Gln  Pro

[0019]     50                  55                  60

[0020] Thr  Pro  Ser  Pro  Pro  Met  Ser  Pro  Leu  Arg  Pro  Gly  Leu  Asp  Leu  Val

[0021] 65                  70                  75                  80

[0022] Phe  Ala  Asn  Pro  Pro  Asp  His  Ser  Ala  Pro  Leu  Gly  Val  Thr  Arg  Pro

[0023]                 85                  90                  95

[0024] Ser  Ala  Pro  Pro  Leu  Pro  His  Val  Val  Asp  Leu  Pro  Gln  Leu  Gly  Pro

[0025]             100                 105                 110

[0026] Arg  Arg

[0027] <210>  2

[0028] <211>  122

[0029] <212>  PRT

[0030] <213> 戊型肝炎病毒（Hepatitis  E  virus）

[0031] <400>  2

[0032] Met  Asn  Asn  Met  Ser  Phe  Ala  Ser  Pro  Met  Gly  Ser  Pro  Cys  Ala  Leu

[0033] 1               5                   10                  15

[0034] Gly  Leu  Phe  Cys  Cys  Cys  Ser  Ser  Cys  Phe  Cys  Leu  Cys  Cys  Pro  Arg

[0035]             20                  25                  30

[0036] His  Arg  Pro  Val  Ser  Arg  Leu  Ala  Val  Ala  Val  Gly  Gly  Ala  Ala  Ala

[0037]         35                  40                  45

[0038] Val  Pro  Ala  Val  Val  Ser  Gly  Val  Thr  Gly  Leu  Ile  Leu  Ser  Pro  Ser
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[0039]     50                  55                  60

[0040] Pro  Ser  Pro  Ile  Phe  Ile  Gln  Pro  Thr  Pro  Ser  Pro  Pro  Met  Ser  Phe

[0041] 65                  70                  75                  80

[0042] His  Asn  Pro  Gly  Leu  Glu  Leu  Ala  Leu  Asp  Ser  Arg  Pro  Ala  Pro  Ser

[0043]                 85                  90                  95

[0044] Val  Pro  Leu  Gly  Val  Thr  Ser  Pro  Ser  Ala  Pro  Pro  Leu  Pro  Pro  Val

[0045]             100                 105                 110

[0046] Val  Asp  Leu  Pro  Gln  Leu  Gly  Leu  Arg  Arg

[0047]         115                 120

[0048] <210>  3

[0049] <211>  114

[0050] <212>  PRT

[0051] <213> 戊型肝炎病毒（Hepatitis  E  virus）

[0052] <400>  3

[0053] Met  Ala  Met  Pro  Pro  Cys  Ala  Leu  Gly  Leu  Phe  Cys  Phe  Cys  Ser  Ser

[0054] 1               5                   10                  15

[0055] Cys  Phe  Cys  Leu  Cys  Cys  Pro  Arg  His  Arg  Pro  Val  Ser  Arg  Leu  Ala

[0056]             20                  25                  30

[0057] Val  Val  Val  Gly  Gly  Ala  Ala  Ala  Val  Pro  Ala  Val  Val  Ser  Gly  Val

[0058]         35                  40                  45

[0059] Thr  Gly  Leu  Ile  Leu  Ser  Pro  Ser  Pro  Ser  Pro  Ile  Phe  Ile  Gln  Pro

[0060]     50                  55                  60

[0061] Thr  Pro  Ser  His  Leu  Thr  Phe  Gln  Pro  Pro  Pro  Gly  Leu  Glu  Leu  Ala

[0062] 65                  70                  75                  80

[0063] Leu  Asp  Ser  Arg  Pro  Ala  His  Ser  Ala  Pro  Leu  Gly  Val  Thr  Asn  Pro

[0064]                 85                  90                  95

[0065] Ser  Ala  Pro  Pro  Leu  Pro  Pro  Val  Val  Asp  Leu  Pro  Gln  Pro  Gly  Leu

[0066]             100                 105                 110

[0067] Arg  Arg

[0068] <210>  4

[0069] <211>  22

[0070] <212>  PRT

[0071] <213> 人工序列

[0072] <220>

[0073] <223>  1型HEV捕获试剂/G1

[0074] <400>  4

[0075] Pro  Ser  Pro  Pro  Met  Ser  Pro  Leu  Arg  Pro  Gly  Leu  Asp  Leu  Val  Phe

[0076] 1               5                   10                  15

[0077] Ala  Asn  Pro  Pro  Asp  His
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[0078]             20

[0079] <210>  5

[0080] <211>  22

[0081] <212>  PRT

[0082] <213> 人工序列

[0083] <220>

[0084] <223>  3型HEV捕获试剂/G3

[0085] <400>  5

[0086] Pro  Ser  Pro  Pro  Met  Ser  Phe  His  Asn  Pro  Gly  Leu  Glu  Leu  Ala  Leu

[0087] 1               5                   10                  15

[0088] Asp  Ser  Arg  Pro  Ala  Pro

[0089]             20

[0090] <210>  6

[0091] <211>  22

[0092] <212>  PRT

[0093] <213> 人工序列

[0094] <220>

[0095] <223>  4型HEV捕获试剂/G4

[0096] <400>  6

[0097] Pro  Ser  His  Leu  Thr  Phe  Gln  Pro  Pro  Pro  Gly  Leu  Glu  Leu  Ala  Leu

[0098] 1               5                   10                  15

[0099] Asp  Ser  Arg  Pro  Ala  His

[0100]             20

[0101] <210>  7

[0102] <211>  10

[0103] <212>  PRT

[0104] <213> 人工序列

[0105] <220>

[0106] <223>  1型HEV对比多肽/RefHEV‑1

[0107] <400>  7

[0108] Pro  Ser  Pro  Pro  Met  Ser  Pro  Leu  Arg  Pro

[0109] 1               5                   10

[0110] <210>  8

[0111] <211>  10

[0112] <212>  PRT

[0113] <213> 人工序列

[0114] <220>

[0115] <223>  3型HEV对比多肽/RefHEV‑3

[0116] <400>  8
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[0117] Pro  Ser  Pro  Pro  Ile  Ser  Phe  His  Asn  Pro

[0118] 1               5                   10

[0119] <210>  9

[0120] <211>  10

[0121] <212>  PRT

[0122] <213> 人工序列

[0123] <220>

[0124] <223>  4型HEV对比多肽/RefHEV‑4

[0125] <400>  9

[0126] Pro  Ser  His  Leu  Thr  Phe  Gln  Pro  Gln  Pro

[0127] 1               5                   10

[0128] <210>  10

[0129] <211>  23

[0130] <212>  DNA

[0131] <213> 人工序列

[0132] <220>

[0133] <223>  引物

[0134] <400>  10

[0135] cccttatcct  gctgagcatt  ctc  23

[0136] <210>  11

[0137] <211>  22

[0138] <212>  DNA

[0139] <213> 人工序列

[0140] <220>

[0141] <223>  引物

[0142] <400>  11

[0143] aaytatgcwc  agtaccgggt  tg  22

[0144] <210>  12

[0145] <211>  22

[0146] <212>  DNA

[0147] <213> 人工序列

[0148] <220>

[0149] <223>  引物

[0150] <400>  12

[0151] gtyatgytyt  gcatacatgg  ct  22

[0152] <210>  13

[0153] <211>  22

[0154] <212>  DNA

[0155] <213> 人工序列
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[0156] <220>

[0157] <223>  引物

[0158] <400>  13

[0159] agccgacgaa  atyaattctg  tc  22
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图3

说　明　书　附　图 1/3 页

27

CN 106939034 B

27



图4
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图7

图8
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