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丙型肝炎患者血清中丙型肝炎病毒交叉中和抗体的检测
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　　［摘要］　目的　分析ＨＣＶ感染者血清中是否存在交叉反应性中和抗体。方法　以分泌表达ＨＣＶ包膜Ｅ２蛋白真核表
达质粒转染的２９３Ｔ细胞培养上清液中的 ＨＣＶＥ２蛋白作为检测抗原，建立检测 ＨＣＶＥ２抗体的ＥＬＩＳＡ方法，检测３２份

ＨＣＶ抗体阳性的慢性丙肝患者血清，然后用免疫荧光分析血清与 ＨＣＶ全长包膜蛋白表达质粒转染的２９３Ｔ细胞的结合反

应，再用５株 ＨＣＶ假病毒（ＨＣＶｐｐ）及两株细胞培养产生的 ＨＣＶ（ＨＣＶｃｃ）为模型分析血清的病毒中和活性。结果　３２份
ＨＣＶ抗体阳性血清中，２６份血清可检测出Ｅ２抗体，阳性率８１．３％。其中 ＨＣＶＲＮＡ阳性的１２份血清均为Ｅ２抗体阳性，Ｅ２
抗体水平与 ＨＣＶＲＮＡ水平负相关。ＨＣＶＥ２抗体阳性血清对５株 ＨＣＶｐｐ以及两株 ＨＣＶｃｃ的感染性均有不同程度的中和

作用，中和活性与Ｅ２抗体水平相平行。结论　ＨＣＶ感染可诱导保护性体液免疫应答，丙肝患者血清中存在交叉中和抗体，
提示开发能诱导广泛交叉中和抗体的丙肝疫苗具有可行性。
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第１１期．吉　瑾，等．丙型肝炎患者血清中丙型肝炎病毒交叉中和抗体的检测 ·１１８５　 ·

　　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）为黄病毒科成员，是引起
慢性肝病的主要病原体，其慢性感染率达７０％以上，
目前还没有有效的疫苗可预防 ＨＣＶ感染。细胞免
疫应答在控制和清除 ＨＣＶ感染过程中的作用已被
大量研究所证实和被相关领域的学者所公认，在

ＨＣＶ感染早期产生强、多特异性和持久的抗 ＨＣＶ
细胞免疫应答对于急性丙型肝炎的自然恢复极为重

要［１４］。然而，体液免疫应答对 ＨＣＶ清除的影响尚
存在争议，抗体是否具有保护作用及其作用程度尚
不明确。

　　近年来建立的装配有功能性的 ＨＣＶ包膜蛋白，
核心为小鼠反转录或 ＨＩＶ衣壳蛋白及含报告基因
的基因组 ＲＮＡ的 ＨＣＶ假病毒（ｐｓｅｕｄｏｔｙｐｅｐａｒｔｉ
ｃｌｅ，ＨＣＶｐｐ）以 及 由 细 胞 培 养 产 生 的 ＨＣＶ
（ＨＣＶｃｃ）为分析包膜蛋白抗体的中和活性提供了良
好的模型，尤其是 ＨＣＶｐｐ，可用于对各基因型／亚型

ＨＣＶ中和抗体的分析［５８］。本研究用４个基因型／
亚型的 ５ 株 ＨＣＶｐｐ 以及属于 ２ａ亚型的 ２ 株

ＨＣＶｃｃ分析 ＨＣＶ患者血清的中和活性，结果表明，

ＨＣＶ患者血清中存在交叉中和抗体，中和活性与

Ｅ２抗体水平正相关，与 ＨＣＶＲＮＡ水平负相关。

１　材料和方法

１．１　主要材料　分泌表达Ｊ４株ＨＣＶ包膜Ｅ２蛋白
的真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１１ｂ６６１以及表达 Ｈ７７
株（１ａ亚型）、Ｃｏｎ１株（１ｂ亚型）、Ｊ６（２ａ亚型）、Ｊ４株
（１ｂ亚型）、以及ＵＮＫ３ａ株（３ａ亚型）全长包膜蛋白
的真核表达质粒由本实验室构建，均以ｐｃＤＮＡ３．１
为载体。丙肝患者血清由第二军医大学长海医院感
染科和实验诊断科提供，均为 ＨＣＶ 抗体阳性。

ＨＣＶｐｐ构建用质粒由法国里昂 ＥＮＳ大学 Ｃｏｓｓｅｔ
ＦＬ教授惠赠。２ａ型嵌合 ＨＣＶ全长ｃＤＮＡ转录质
粒ｐＦＬＪ６／ＪＦＨ１以及人肝癌细胞株 Ｈｕｈ７．５由美
国洛克菲勒大学ＣｈａｒｌｅｓＲｉｃｅ教授惠赠。ＪＦＨ１株

ＨＣＶｃｃ上清由中国科学院上海巴斯德研究所钟劲
教授惠赠。凝集素ＧＮＡ购自Ｓｉｇｍａ公司。Ｅ２多抗
为ＢｉｏＤｅｓｉｇｎ产品。酶标二抗以及ＦＩＴＣ标记二抗
为Ｊａｃｋｓｏｎ产品。Ｔ７体外转录试剂盒为Ｐｒｏｍｅｇａ
产品。ＥＣＬ化学发光试剂购自浦飞生物科技有限公
司。

１．２　丙肝患者血清 ＨＣＶＥ２抗体的ＥＬＩＳＡ检测　
用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）将 质 粒

ｐｃＤＮＡ３．１１ｂ６６１转染２９３Ｔ细胞，４８ｈ后用Ｅ２多
抗为一抗，用蛋白质印迹法检测细胞裂解液和细胞
培养上清中的 ＨＣＶＥ２蛋白。以 ＧＮＡ 包被酶标
板，４℃过夜（１μｇ／孔），次日３７℃封闭２ｈ，洗板１

次，每孔加质粒 ｐｃＤＮＡ３．１１ｂ６６１ 转染的 ＨＥＫ
２９３Ｔ细胞裂解液１００μｌ，室温２ｈ，洗板２次，每孔加

１１０稀释的丙肝患者血清１００μｌ，３７℃４０ｍｉｎ，洗
板５次，加 ＨＲＰ抗人ＩｇＧ（１２０００稀释），３７℃４０
ｍｉｎ，洗板５次，ＴＭＢ显色，测Ｄ４５０／Ｄ６３０。ＨＣＶ抗体
阴性的６份健康成人血清作为阴性对照，丙肝患者
血清的Ｄ４５０／Ｄ６３０大于阴性对照平均值的２．１倍定为

Ｅ２抗体阳性。

１．３　丙肝患者血清中 ＨＣＶＥ２抗体的免疫荧光检
测　用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）将编码Ｊ４
株 ＨＣＶ全长包膜蛋白表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１Ｅ１Ｅ２
转染 ２９３Ｔ 细胞，４８ｈ 后细胞裂解液进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ和蛋白质印迹法分析，一抗为Ｅ２多抗。同时
将质粒转染接种于９６孔板内的２９３Ｔ细胞，４８ｈ后
吸除孔内的培养液，每孔加甲醇１００μｌ，至于－２０℃
冰箱固定２０ｍｉｎ，然后吸除甲醇，每孔用ＰＢＳ洗一
次，再加０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００１００μｌ，室温放置２０
ｍｉｎ，然后吸除之，用ＰＢＳ洗一次，加２％ ＢＳＡ１００

μｌ，室温封闭１ｈ，然后吸除封闭液，每孔加稀释的
丙肝患者或健康人血清１００μｌ（１５０稀释），室温摇
动１ｈ，洗孔２次，加ＦＩＴＣ抗人ＩｇＧ１００μｌ（１１００
稀释），室温摇动１ｈ，洗孔２次，于荧光显微镜下观
察细胞是否有绿色荧光染色。

１．４　ＨＣＶｐｐ制备［５］　将 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞传代接
种于２４孔板内，次日以Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００２μｌ以
及质粒 ＨＣＶ 全长包膜蛋白表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１
Ｅ１Ｅ２０．１μｇ、ｐＣＭＶｇａｇｐｏｌ０．２μｇ、ｐＣＭＶｌｕｃｉｆｅｒ
ａｓｅ０．２μｇ共转染。以 ｐＣＭＶｇａｇｐｏｌ０．２５μｇ、

ｐＣＭＶｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ０．２５μｇ共转染作为 ＨＣＶｐｐ对照
上清。１２ｈ后吸除细胞培养上清，加入５００μｌ含

３％胎牛血清及双抗的ＤＭＥＭ 培养液，置于孵箱内
培养２４～４８ｈ，然后收集细胞培养上清，高速离心去
除残余细胞。

１．５　ＨＣＶｐｐ中和试验　取含 ＨＣＶｐｐ的培养上清

４５μｌ置于微量离心管内，加入 ＨＣＶ患者或健康人

血清５μｌ，混匀，于３７℃孵箱放置１ｈ，随后将混合液

加入预先接种有 Ｈｕｈ７．５细胞的９６孔板，设２个平

行孔。５ｈ后换液，７２ｈ后检测每孔的荧光素酶活性

（ＲＬＵ），计算中和率：（加正常人血清孔ＲＬＵ－丙肝

患者血清孔ＲＬＵ－ＨＣＶｐｐ对照上清孔ＲＬＵ）／（加

正常人血清孔ＲＬＵ－ＨＣＶｐｐ对照上清孔ＲＬＵ）×

１００％。

１．６　ＨＣＶｃｃ制备［８］　ＸｂａⅠ酶切线性化质粒ｐＦＬ

Ｊ６／ＪＦＨ１，等体积苯酚／氯仿／异戊醇（体积比２５

２４１）抽提线性化质粒，室温乙醇沉淀２０ｍｉｎ，
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８０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，弃上清，沉淀干燥后以适量

ＤＥＰＣ处理水溶解，再以之为模板，用 Ｔ７体外转录

试剂盒进行体外转录，ＲＮＡ转录产物以电穿孔转染

Ｈｕｈ７．５细胞，７～１４ｄ后，取细胞培养上清用梯度稀

释法感染接种于９６孔板中的 Ｈｕｈ７．５细胞，免疫荧

光检测感染性 ＨＣＶｃｃ。

１．７　ＨＣＶｃｃ中和试验　取Ｊ６／ＪＦＨ１株或ＪＦＨ１
株 ＨＣＶｃｃ上清５μｌ（１０

５ＣＦＵ／ｍｌ）置于微量离心管

内，加入丙肝患者或健康人血清１０μｌ，混匀，于３７℃
孵箱放置 １ｈ，随后将混合液加入预先接种有

Ｈｕｈ７．５细胞的９６孔板，设２个平行孔。５ｈ后换

液，７２ｈ后用逆转录实时荧光定量ＰＣＲ检测细胞

内的 ＨＣＶＲＮＡ相对水平［８］，计算中和率：（加正常

人血清孔 ＨＣＶＲＮＡ相对水平－丙肝患者血清孔

ＨＣＶＲＮＡ相对水平）／加正常人血清孔 ＨＣＶＲＮＡ
相对水平×１００％。

１．８　统计学处理　采用ｔ检验，检验水平（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＣＶ包膜Ｅ２蛋白的表达和分泌　将编码有
截短的１ｂ型Ｊ４ 株 ＨＣＶ 包膜质粒 ｐｃＤＮＡ３．１
１ｂ６６１转染２９３Ｔ细胞，用Ｅ２多抗对细胞裂解液和
培养上清液进行蛋白质印迹法分析可检测到Ｅ２蛋
白的表达和分泌，培养上清中的Ｅ２相对分子质量略
大于胞内Ｅ２，可能与分泌Ｅ２的糖基化程度较高有
关（图１）。

图１　ＨＣＶ包膜蛋白的表达与分泌

Ｆｉｇ１　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

ｏｆＨＣＶｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：Ｌｙｓａｔｅｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｏｃｋｖｅｃｔｏｒ；２：Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｏｃｋｖｅｃｔｏｒ；３：Ｌｙｓａｔｅｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｎｃｏｄｉｎｇｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆＨＣＶｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎ；４：

Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｎｃｏｄｉｎｇｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｏｆ

ＨＣＶｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎ

２．２　丙肝患者血清中存在 ＨＣＶ 包膜 Ｅ２蛋白抗

体　ＨＣＶ包膜蛋白为高度糖基化蛋白，凝集素ＧＮＡ

能结合包膜蛋白的 Ｎ聚糖，因此可将ＧＮＡ包被于

酶标板，以之吸附包膜Ｅ２蛋白，从而建立Ｅ２抗体的

ＥＬＩＳＡ检测方法。

　　６名健康成人血清的Ｄ４５０／Ｄ６３０界于０．０３２和

０．１１９之间，平均值为０．０７８，以之２．１倍０．１６４为

ｃｕｔｏｆｆ值，则３２名丙肝患者血清中，Ｅ２抗体阳性血

清２６例，阳性率８１．３％。

２．３　ＨＣＶ包膜Ｅ２蛋白抗体与血清中 ＨＣＶＲＮＡ
水平负相关　ＥＬＩＳＡ检测的３２份丙肝患者血清中，

有１２份血清经反转录实时荧光定量ＰＣＲ检测为

ＨＣＶＲＮＡ阳性，其余２０份血清未经逆转录实时

荧光定量ＰＣＲ检测。ＨＣＶＲＮＡ阳性的１２份血清

均为Ｅ２抗体阳性，Ｅ２抗体水平与 ＨＣＶＲＮＡ水平

负相关（相关系数Ｒ２＝０．８９１，Ｐ＜０．０１），见图２。

图２　 ＨＣＶＲＮＡ阳性血清中Ｅ２
抗体水平与ＨＣＶＲＮＡ水平负相关

Ｆｉｇ２　ＬｅｖｅｌｏｆａｎｔｉＨＣＶＥ２ＩｇＧｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＨＣＶＲＮＡｌｏａｄｉｎＨＣＶＲＮＡｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｒａ

２．４　免疫荧光分析丙肝患者血清中的包膜蛋白抗

体　为了进一步分析ＥＬＩＳＡ检测结果的准确性，我

们挑选了４例健康成人血清和１２例Ｅ２抗体阳性的

丙肝患者血清，根据Ｄ４５０／Ｄ６３０将这１２例血清的Ｅ２
抗体分为低（Ｌ１：０．２３１，Ｌ２：０．２２７，Ｌ３：０．２７８，Ｌ４：

０．３２１）、中（Ｍ１：０．６９９，Ｍ２：０．７２１，Ｍ３：０．７９３，Ｍ４：

０．８１２）、高（Ｈ１：１．１９８，Ｈ２：１．２９９，Ｈ３：１．３２１，Ｈ４：

１．３８３）３种不同水平。

　　将Ｊ４株全长Ｅ１Ｅ２表达质粒转染２９３Ｔ细胞，
细胞裂解液进行蛋白质印迹法分析表明质粒转染的

２９３Ｔ细胞能表达质粒编码的全长Ｅ２蛋白（图３）。
随后分析１６例血清与２９３Ｔ细胞的结合反应，结果
表明，健康人血清不与Ｅ１Ｅ２质粒转染的２９３Ｔ细胞
结合，而Ｅ２抗体阳性丙肝患者血清能与２９３Ｔ细胞
发生特异性结合，Ｅ２抗体水平越高的血清与细胞结
合的荧光强度越强（免疫荧光结果未示）。
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图３　蛋白质印迹法检测全长ＨＣＶ
包膜Ｅ２蛋白在２９３Ｔ细胞内表达

Ｆｉｇ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｌｌｅｎｖｅｌｏｐｅ２ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎ２９３ＴｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
１：Ｌｙｓａｔｅｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｅｎｃｏｄｉｎｇｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ

ｏｆＨＣＶｅｎｖｅｌｏｐｅｐｒｏｔｅｉｎ；２：Ｌｙｓａｔｅｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｍｏｃｋｖｅｃｔｏｒ

２．５　丙肝患者血清能交叉中和 ＨＣＶｐｐ的感染
性　用５株 ＨＣＶｐｐ为模型评价抗体的中和活性，将
健康成人血清与 ＨＣＶｐｐ混合以后感染 Ｈｕｈ７．５细
胞的ＲＬＵ值与单纯将 ＨＣＶｐｐ感染 Ｈｕｈ７．５细胞
的ＲＬＵ值的差异低于５％，表明健康成人血清对

ＨＣＶｐｐ的感染性无明显影响，因此，可以将健康成
人血清作为阴性对照，计算 ＨＣＶ 患者血清对

ＨＣＶｐｐ的中和率。图４为Ｌ、Ｍ、Ｈ（分别代表低、中
和高水平Ｅ２抗体血清）组血清对不同株 ＨＣＶｐｐ的
平均中和率，各组 Ｅ２抗体阳性血清均对不同株

ＨＣＶｐｐ有不等的中和作用，随着Ｅ２抗体水平的增
高，血清对 ＨＣＶｐｐ的中和作用也相应增强。Ｈ 组
血清对各株 ＨＣＶｐｐ的中和作用均高于Ｌ组（Ｐ＜
０．０１）。除 ＵＮＫ３ａ株外，Ｈ 组血清对其他 ４ 株

ＨＣＶｐｐ的中和率高于 Ｍ 组（Ｐ＜０．０５）。除Ｊ４株
外，Ｍ组血清对其他４株 ＨＣＶｐｐ的中和率高于Ｌ
组（Ｐ＜０．０５）。

图４　ＨＣＶ包膜Ｅ２抗体阳性血清对ＨＣＶｐｐ的中和作用

Ｆｉｇ４　ＮｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔＨＣＶｐｐ
ｂｙｓｅｒａｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒａｎｔｉＨＣＶＥ２ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＬ１４ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＭ１４ｇｒｏｕｐ．

ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ．Ｌ：Ｌｏｗ；Ｍ：Ｍｉｄｄｌｅ；Ｈ：Ｈｉｇｈ

２．６　丙肝患者血清能交叉中和 ＨＣＶｃｃ的感染
性　分别将健康人以及Ｅ２抗体阳性的丙肝患者血
清与ＪＦＨ１和Ｊ６／ＪＦＨ１嵌合 ＨＣＶｃｃ上清混合孵
育，然后感染 Ｈｕｈ７．５细胞，３ｄ后检测细胞内 ＨＣＶ
ＲＮＡ相对水平，评价血清对 ＨＣＶ的中和作用，结果
表明，Ｅ２抗体水平较高的血清可有效中和该２株

ＨＣＶｃｃ的感染性，但Ｅ２抗体水平较低血清的病毒
中和作用不明显，结果也表明，Ｅ２抗体水平越高的
血清对 ＨＣＶ的中和作用越强，Ｈ 组血清的中和作
用强于Ｌ组（Ｐ＜０．００１）和 Ｍ组（Ｐ＜０．０１），Ｍ 组血
清的中和作用也强于Ｌ组（Ｐ＜０．０１），见图５。

图５　ＨＣＶ包膜Ｅ２抗体阳性血清对ＨＣＶｃｃ的中和作用

Ｆｉｇ５　ＮｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔＨＣＶｃｃｂｙｓｅｒａ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒａｎｔｉＨＣＶＥ２ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＬ１４ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＭ１４ｇｒｏｕｐ．ｎ＝１２，珔ｘ±ｓ．

Ｌ：Ｌｏｗ；Ｍ：Ｍｉｄｄｌｅ；Ｈ：Ｈｉｇｈ

３　讨　论

　　明确界定抗体在 ＨＣＶ免疫清除中的作用，对于
认识 ＨＣＶ慢性感染的发生机制以及开发 ＨＣＶ疫
苗有重要意义［９１３］。ＨＣＶ为有包膜的病毒，包膜蛋
白与靶细胞表面受体的相互作用是介导 ＨＣＶ侵入
胞内的关键步骤，ＨＣＶ包膜蛋白由Ｅ１和Ｅ２通过非
共价键形成异二聚体组成，其中Ｅ２蛋白介导 ＨＣＶ
与肝细胞膜受体的结合［１４１５］，Ｅ２蛋白理论上应该是
重要的中和抗体靶抗原。

　　本研究用属于１ｂ亚型的Ｊ４株Ｅ２蛋白为抗原
检测丙肝患者血清中的Ｅ２抗体，主要是因为我国的
主要流行株为１ｂ亚型，用Ｊ４株为检测抗原有利于
提高检测的敏感性。结果３２例丙肝患者血清的Ｅ２
抗体阳性率为８１．３％。由于大部分 ＨＣＶ感染者在
急性感染阶段肝损伤的症状不明显，以急性丙肝首
次就诊的病例少见，在中国这种现象尤为明显，因此
从 ＨＣＶ急性感染阶段开始进行系统性抗体以及

ＨＣＶＲＮＡ检测的报道不多见。有限的一些对急性

ＨＣＶ感染者血清进行的连续观察提示，ＨＣＶ感染
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后包膜蛋白抗体产生滞后，然而在慢性感染阶段，血
清中可持久存在包膜蛋白抗体［１６］。虽然缺乏这些受
检者的临床资料，但根据这些信息，我们认为这些患
者主要为慢性感染者。为了验证ＥＬＩＳＡ检测的特
异性，我们进一步用免疫荧光分析血清与表达全长
包膜蛋白的２９３Ｔ细胞的反应，结果ＥＬＩＳＡ检测的
抗体水平与细胞荧光强度一致。

　　本实验中１２份 ＨＣＶＲＮＡ阳性血清（其他２０
份未测 ＨＣＶＲＮＡ）均为Ｅ２抗体阳性，ＨＣＶＲＮＡ
载量与Ｅ２抗体水平负相关，ＨＣＶＲＮＡ水平高的血
清Ｅ２抗体水平较低，而Ｅ２抗体水平较高的血清则

ＨＣＶＲＮＡ水平较低，这提示Ｅ２抗体可能对 ＨＣＶ
病毒血症具有抑制作用。

　　用ＨＣＶｐｐ为模型，评价低、中、高３种不同水平

Ｅ２抗体的血清对５株 ＨＣＶｐｐ的中和活性，结果大
部分血清能不同程度的交叉中和１ａ、１ｂ、２ａ、２ｂ、３ａ
亚型 ＨＣＶｐｐ的感染性，中和活性与Ｅ２抗体水平正
相关。我国流行的 ＨＣＶ以１ｂ型为主，但各组血清
均对 Ｈ７７株的中和率最高。值得注意的是，共转染
制备的５株 ＨＣＶｐｐ中也以 Ｈ７７株的产量或者感染
性最高。进一步用２株同属２ａ亚型的 ＨＣＶｃｃ为模
型评价Ｅ２抗体阳性血清的中和作用，结果提示Ｅ２
抗体阳性血清对于 ＨＣＶｃｃ具有中和作用，但低水平

Ｅ２抗体血清的中和作用明显不及较高水平Ｅ２抗体
阳性血清。ＨＣＶｐｐ和 ＨＣＶｃｃ中和实验的结果还表
明，Ｅ２抗体阳性的丙肝患者血清具有广泛的交叉中
和活性，同一份血清可中和不同基因型／亚型

ＨＣＶｐｐ和 ＨＣＶｃｃ的感染性，提示 ＨＣＶ包膜蛋白
中存在保守的中和抗体表位。这与最近基于一系列
来源于丙肝患者的单克隆抗体的交叉反应性分析结

果相一致［１７］。

　　总之，本研究在大多数丙肝患者血清中检测出

Ｅ２抗体，并且发现：ＨＣＶＲＮＡ水平与Ｅ２抗体水平
负相关，Ｅ２抗体阳性的丙肝患者血清能交叉中和多
个基因型／亚型 ＨＣＶｐｐ及 ＨＣＶｃｃ的感染性，血清
的中和活性与Ｅ２抗体水平正相关。这些结果提示

ＨＣＶ感染可诱导保护性体液免疫应答，开发基于

ＨＣＶ包膜蛋白的丙肝疫苗具有可行性。
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