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本文提供了聚凝胺作为细胞培养基中的添

加剂在用于产生高滴度戊型肝炎病毒贮备物的

方法和用于滴定戊型肝炎病毒的测定中使用的

用途。还提供了一种用于高滴度HEV产生的包含

聚凝胺的细胞培养基、一种用于确定样品中HEV

的存在和/或水平的方法、以及一种使用聚凝胺

的HEV滴定测定。
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1.一种产生高滴度的戊型肝炎病毒(HEV)的方法，所述方法包括：

a)在包含1μg/ml–5μg/ml的浓度的聚凝胺的培养基中体外培养细胞系，其中所述细胞

系是以ATCC号HB‑8065保藏的HepG2或以ATCC号CRL‑10741保藏的HepG2/C3A，以及

b)用戊型肝炎病毒感染所述细胞系。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所产生的戊型肝炎病毒的高滴度为108拷贝/mL–

1010拷贝/mL。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所产生的戊型肝炎病毒的高滴度为107拷贝/mL–

1010拷贝/mL。

4.根据权利要求1所述的方法，其中所述方法还包括以下步骤：

在包含1μg/mL–5μg/mL的浓度的聚凝胺的培养基中对步骤b)的戊型肝炎病毒感染的细

胞系传代。

5.根据权利要求4所述的方法，其中在所述培养基和/或感染的细胞中获得的戊型肝炎

病毒的高滴度为108拷贝/mL–1010拷贝/mL。

6.根据权利要求4所述的方法，其中在所述培养基和/或感染的细胞中获得的戊型肝炎

病毒的高滴度为107拷贝/mL–1010拷贝/mL。

7.包含细胞系和培养基的混合物在制备用于确定样品中戊型肝炎病毒的存在和/或水

平的试剂中的用途，其中所述细胞系是以ATCC号HB‑8065保藏的HepG2或以ATCC号CRL‑

10741保藏的HepG2/C3A，并且其中所述培养基包含1μg/mL–5μg/mL的浓度的聚凝胺，当所述

试剂被使用时包括以下步骤：

a)向所述混合物提供所述样品；

b)孵育来自步骤a)的包含所述样品的混合物，以允许戊型肝炎病毒的繁殖，如果戊型

肝炎病毒存在于所述样品中；

c)收集步骤b)的部分，所述部分包含戊型肝炎病毒，如果戊型肝炎病毒存在并在步骤

b)期间被繁殖；以及

d)测量所收集的部分中与戊型肝炎病毒相关的生物物质的存在和/或水平。

8.根据权利要求7所述的用途，其中所述生物物质包括戊型肝炎病毒的多核苷酸和/或

多肽序列。

9.根据权利要求7所述的用途，其中测量生物物质的存在和/或水平包括以下步骤：

a)通过将所收集的部分与第一溶液混合来提供第一反应混合物，以便使戊型肝炎病毒

的多核苷酸暴露，如果戊型肝炎病毒存在于所收集的部分中，其中所述多核苷酸是戊型肝

炎病毒的RNA；

b)通过将第一试剂添加至所述第一反应混合物来提供第二反应混合物，以便产生与所

述戊型肝炎病毒的RNA至少部分互补的互补脱氧核糖核酸(cDNA)；

c)通过将第二试剂添加至所述第二反应混合物来提供第三反应混合物，所述第二试剂

包含多核苷酸对以扩增与所述多核苷酸对中的每一个至少部分互补的互补脱氧核糖核酸

的序列；

d)通过扩增所述序列来提供第四反应混合物；以及

e)确定所述第四反应混合物中所扩增的序列的浓度。

10.根据权利要求9所述的用途，其中所述确定浓度包括：
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a)提供所述第四反应混合物；

b)提供包含预定量的戊型肝炎病毒的互补脱氧核糖核酸的一个或更多个对照；

c)将试剂添加至所述第四反应混合物和所述一个或更多个对照，其中所述试剂对所述

第四反应混合物中的扩增的序列和所述一个或更多个对照中的预定量的戊型肝炎病毒的

互补脱氧核糖核酸至少部分地特异；以及

d)计算相对于所述一个或更多个对照所述第四反应混合物中由所述试剂识别的戊型

肝炎病毒的水平。

11.根据权利要求9所述的用途，其中所述多核苷酸对由以下组成：

a)5’‑CGGCTATCGGCCAGAAGTT‑3’(SEQ  ID  NO:1)

b)5’‑CCGTGGCTATAACTGTGGTCT‑3’(SEQ  ID  NO:2)。

12.根据权利要求10所述的用途，其中所述试剂包括：

5’‑FAM‑TTTTTACGC‑ZEN‑AGGCTGCCAAGGCC‑3IABkFQ‑3’(SEQ  ID  NO:3)。

13.一种非诊断目的的戊型肝炎病毒滴定测定方法，包括使用包含在1μg/ml–5μg/ml的

范围内的聚凝胺的培养基和细胞系，其中所述细胞系是以ATCC号HB‑8065保藏的HepG2或以

ATCC号CRL‑10741保藏的HepG2/C3A。
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用于产生高滴度戊型肝炎病毒贮备物的方法及用于戊型肝炎

病毒的滴定测定

[0001] 描述

[0002] 优先权和相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求于2015年7月23日提交的美国临时申请62/195,936的优先权的权益，

其在此通过引用以其整体被明确并入。

[0004] 序列表的引用

[0005] 本申请与电子格式的序列表一起提交。序列表作为题为DURC6_006AUS_

SEQLIST.txt的文件被提供，该序列表大小为1,093字节，创建日期为2016年5月31日且最后

修改日期为2016年5月31日。该电子格式的序列表中的信息通过引用以其整体并入本文。

[0006] 背景

[0007] 领域

[0008] 本发明涉及病毒学领域，更确切地涉及用于产生戊型肝炎病毒(下文称为HEV)贮

备物的方法。具体地，本发明公开了用于繁殖和滴定高滴度HEV贮备物的方法。

[0009] 相关技术描述

[0010] HEV(戊型肝炎病毒属(Hepevirus)，肝炎病毒科(Hepeviridae))是具有约7.2kb的

单链正义的、聚腺苷酸化RNA基因组的小的无包膜病毒/假包膜病毒(pseudo‑enveloped 

virus)。存在已被鉴定的HEV的四种基因型，但仅存在一种血清型。基因型1和2是不发达国

家水源性感染的主要原因，并主要在人和高等灵长类中引起疾病。感染通常是自消退

(self‑resolving)的且急性的，持续至多2至7周，但特别是在孕妇中可能是致命的。基因型

3和4与工业化国家的地方性(本土)感染相关。这两种基因型主要在猪中引起疾病，但人类

可由于食物或动物传染病暴露成为偶然的宿主。临床疾病在青年人中通常是无症状且温和

的，但在老年人中可变成临床上明显的。另外，基因型3和4感染在免疫抑制者，诸如器官移

植患者或AIDS患者中可变成慢性病。

[0011] 最近，戊型肝炎已被归类为输血可传播的传染病。鉴于近年来HEV的全世界传播，

关于血液来源的产品和血浆来源的产品的安全性的关注已被提高。血液来源的产品和血浆

来源的产品的病毒安全性谱可通过进行证明它们的制造过程的病毒减少和/或清除能力的

清除研究来保证。在这些清除研究期间，已知量的病毒被有意地掺入血液或血浆产品的中

间体中，并然后被掺入的材料使用实验室规模模式的制造过程来处理。跨步骤的病毒减少

和/或清除通过比较处理之前和之后的病毒的量来确定。

[0012] 病毒清除研究要求大量的高滴度病毒，且用于HEV的有效细胞培养系统的缺乏已

经阻碍了进行对于HEV的此类研究的能力。最近已开发了数种HEV细胞培养系统来解决这个

问题。

[0013] 基因型3和基因型4毒株被Okamoto和同事调适为在A549人类肺细胞中生长，达到

3.9x  108拷贝/mL的HEV  RNA滴度。另外，所述基因型4毒株还被培养在PLC/PRF/5细胞(人肝

癌细胞)中但具有较低的滴度。

[0014] 第二种基因型3(毒株Kernow‑C1)被Emerson和同事调适为在HepG2/C3A人肝癌细
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胞中生长，在6次传代之后获得4.61x  108基因组/mL的滴度。研究显示，用于体外生长的调

适导致之后获得S17人类核糖体蛋白基因的174个核苷酸。由于具有相同插入的基因组在原

始病毒接种物(来自HIV‑1慢性感染的患者的粪便悬液)中被检测到，因此重组/插入事件已

自然发生而不是细胞培养的人为现象。虽然使所述毒株在PLC/PRF/5和A549细胞中生长的

尝试是不成功的，或导致较低的滴度，但该病毒在来自猪，基因型3病毒的主要动物传染病

宿主的肾细胞中感染并复制。

[0015] 人类肝癌细胞难以培养，并且可能要求特殊的细胞铺板方法，该特殊的细胞铺板

方法包括使用涂层诸如胶原、纤连蛋白、明胶和/或聚L‑赖氨酸以促进细胞附着和/或细胞

生长。另外，并非所有这些涂层对于所有的细胞类型良好地工作。

[0016] 概述

[0017] 在一些实施方案中，提供了一种产生高滴度的戊型肝炎病毒的方法，所述方法包

括：在包含一种浓度的聚凝胺的培养基中体外培养细胞系，以及用HEV感染该细胞系。在该

方法的一些实施方案中，使用的细胞系是HepG2(ATCC号HB‑8065)或HepG2/C3A(ATCC号CRL‑

10741)。在该方法的一些实施方案中，聚凝胺的浓度为约1μg/ml–约5μg/ml。在该方法的一

些实施方案中，高滴度为约108拷贝/mL–约1010拷贝/mL。在该方法的一些实施方案中，高滴

度为约107拷贝/mL–约1010拷贝/mL。在一些实施方案中，该方法还包括以下的步骤：将一种

浓度的聚凝胺添加至培养基；在包含聚凝胺的培养基中对HEV感染的细胞系传代；以及收集

培养基和/或感染的细胞。在该方法的一些实施方案中，聚凝胺的浓度为约1μg/ml–约5μg/

ml。在该方法的一些实施方案中，在培养基和/或感染的细胞中获得的HEV的高滴度为约108

拷贝/mL–约1010拷贝/mL。在该方法的一些实施方案中，在培养基和/或感染的细胞中获得的

HEV的高滴度为约107拷贝/mL–约1010拷贝/mL。

[0018] 在一些实施方案中，提供了一种确定样品中HEV的存在和/或水平的方法，所述方

法包括以下的步骤：向包含细胞系和培养基的混合物提供样品，其中所述培养基包含聚凝

胺；孵育来自先前步骤的包含样品的混合物，以允许HEV的繁殖，如果HEV存在于样品中的

话；收集先前步骤的部分，所述部分包含HEV，如果HEV存在并在先前步骤期间繁殖的话；以

及测量所收集的部分中与HEV相关的生物物质的存在和/或水平。在该方法的一些实施方案

中，细胞系选自由HepG2(ATCC号HB‑8065)和HepG2/C3A(ATCC号CRL‑10741)的细胞系组成的

组。在该方法的一些实施方案中，所述生物物质包括HEV的多核苷酸和/或多肽序列。在该方

法的一些实施方案中，所述测量包括以下的步骤：通过将所收集的部分与第一溶液混合来

提供第一反应混合物，以便使HEV的多核苷酸暴露，如果HEV存在于所收集的部分中的话，其

中所述多核苷酸是HEV的RNA；通过将第一试剂添加至所述第一反应混合物来提供第二反应

混合物，以便产生与所述HEV的RNA至少部分互补的互补脱氧核糖核酸(cDNA)；通过将第二

试剂添加至所述第二反应混合物来提供第三反应混合物，所述第二试剂包含多核苷酸对，

以扩增与所述多核苷酸对中的每一个至少部分互补的cDNA的序列；通过扩增所述序列来提

供第四反应混合物；以及确定所述第四反应混合物中扩增的序列的浓度。在该方法的一些

实施方案中，所述确定浓度包括：提供第四反应混合物；提供包含预定量的HEV的cDNA的一

个或更多个对照；将试剂添加至所述第四反应混合物和所述一个或更多个对照，其中所述

试剂对所述第四反应混合物中的扩增的序列和所述一个或更多个对照中的预定量的HEV的

cDNA至少部分地特异；以及计算相对于所述一个或更多个对照所述第四反应混合物中由所
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述试剂识别的HEV的水平。在该方法的一些实施方案中，所述多核苷酸对包含：

[0019] a)5’‑CGGCTATCGGCCAGAAGTT‑3’(SEQ  ID  NO:1)

[0020] b)5’‑CCGTGGCTATAACTGTGGTCT‑3’(SEQ  ID  NO:2)。

[0021] 在该方法的一些实施方案中，试剂包括：

[0022] 5’‑FAM‑TTTTTACGC‑ZEN‑AGGCTGCCAAGGCC‑3IABkFQ‑3’(SEQ  ID  NO:3)。

[0023] 在一些实施方案中，提供了一种用于产生高滴度HEV的培养基，所述培养基包含在

约1μg/ml–约5μg/ml的范围内的聚凝胺。在一些实施方案中，高滴度HEV为约108拷贝/mL–约

1010拷贝/mL。在一些实施方案中，高滴度HEV为约107拷贝/mL–约1010拷贝/mL。

[0024] 在一些实施方案中，提供了包括使用聚凝胺的HEV滴定测定。在该测定的一些实施

方案中，所使用的聚凝胺的浓度在约1μg/ml–约5μg/ml的范围内。

[0025] 附图简述

[0026] 图1A‑图1C示出了根据本文公开内容的一些实施方案，用不同的细胞培养基培养1

天的HepG2/C3A细胞的以20x放大率拍摄的图像。

[0027] 图1A示出了用DMEM+10％FBS+非必需氨基酸、两性霉素B、HEPES、庆大霉素(NHG)培

养的HepG2/C3A细胞。

[0028] 图1B示出了用DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐培养的HepG2/C3A细胞。

[0029] 图1C示出了用DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐+聚凝胺培养的HepG2/C3A细胞。

[0030] 图2A‑图2C示出了培养3天的HepG2/C3A细胞的以10x放大率(左)或20x放大率(右)

拍摄的图像。

[0031] 图2A示出了用DMEM+10％FBS+NHG培养的HepG2/C3A细胞。

[0032] 图2B示出了用DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐培养的HepG2/C3A细胞。

[0033] 图2C示出了用DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐+聚凝胺培养的HepG2/C3A细胞。

[0034] 图3示出了根据本文公开内容的一些实施方案，对通过HEV  PCR测定评估的慢性感

染的HepG2(人类)细胞与MPK(猪)细胞中的HEV  RNA滴度的比较。由于MPK细胞对铺板表面的

附着是非常有效的，聚凝胺未被用于MPK细胞。

[0035] 图4示出了根据本文公开内容的一些实施方案的用于HEV  PCR测定使用的引物和

探针的核苷酸序列以及它们在HEV基因组上的位置。

[0036] 图5示出了根据本文公开内容的一些实施方案的用于HEV  PCR测定的标准曲线。

[0037] 详述

[0038] 本发明涉及用于产生适合于在病毒清除研究中使用的戊型肝炎病毒(HEV)的高滴

度贮备物的方法，以及用于确定感染性HEV滴度的方法。本发明包括一种用于在评价血液来

源的产品和血浆来源的产品的制造过程的HEV清除能力的研究中使用的在细胞培养物中繁

殖高滴度HEV的简单方法。

[0039] 如先前讨论的，HEV已被Okamoto和同事使用PLC/PRF/5人肝癌细胞和A549人类肺

细胞以及被Emerson和同事使用HepG2/C3A人肝癌细胞调适以在细胞培养物中生长。人肝癌

细胞难以培养，并且可能需要特殊的细胞铺板方法。Emerson的实验室在接种细胞之前用鼠

尾胶原I涂覆板，而Okamoto的实验室使用购自IWAKI的板，该板的一些是胶原涂覆的。表1比

较了来自多种细胞培养系统的HEV滴度并列出了被不同实验室使用的增强细胞铺板方法。

胶原和其他涂层，诸如纤连蛋白、明胶和聚‑L‑赖氨酸促进细胞附着和/或细胞生长，所以难
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以培养的细胞可达到较高的密度，并且从而产生高滴度病毒。

[0040] 表1.来自多种细胞培养系统的HEV滴度的比较

[0041]

[0042] 在本发明的一些实施方案中，提供了一种针对HEV的培养方法，所述培养方法包括

使用聚凝胺(还称为海地美溴铵(hexadimethrine  bromide)和1,5‑二甲基‑1,5‑二氮杂十

一‑亚甲基‑聚甲氧溴化物(1 ,5‑dimethyl‑1 ,5‑diazaundeca‑methylene  polymetho‑

bromide))，代替使用涂层诸如胶原或其他涂层来促进细胞附着和/或细胞生长。

[0043] 聚凝胺是通常在细胞培养中被用来通过减少病毒和细胞之间的电荷排斥增加逆

转录病毒的感染效率的廉价阳离子聚合物。聚凝胺使不同的对象更近地靠在一起的能力在

本发明中被用来促进人类肝癌细胞对铺板表面以及HEV对细胞的附着。聚凝胺被简单地添

加至被用于细胞和病毒繁殖的细胞培养基。本发明避免了购买用胶原或其他涂层试剂预涂

覆的昂贵的板或者在细胞接种及病毒感染之前用胶原或其他涂层试剂预涂覆板的需要。

[0044] HEV通常在体内复制至低滴度，所以在体外生长是困难的。用于培养HEV以产生适

合于在病毒清除研究中使用的高滴度贮备物的方法在之前是不可得的。

[0045] 在本文公开的发明的一个方面，通过使用补充有聚凝胺的培养基，在细胞培养物

中繁殖高滴度HEV是可能的。

[0046] 通过减少病毒和细胞之间的电荷排斥，聚凝胺是在细胞培养中用来增加逆转录病

毒(包膜病毒)的感染效率的廉价阳离子聚合物。在本发明的一些实施方案中，将聚凝胺添

加至细胞培养基以促进HEV(一种无包膜/假包膜病毒)对细胞的附着。另外，聚凝胺的存在

改进细胞附着和增殖，从而增强HEV在被感染的细胞中的总体产生。

[0047] 因此，在第一实施方案中，本发明涉及一种基于向细胞培养基添加聚凝胺，在体外

培养物中产生高滴度的HEV的方法。

[0048] HEV在细胞培养物中不产生致细胞病变效应(CPE)，所以HEV检测是基于PCR。因此，

在一些实施方案中，通过本发明的PCR测定，检测低浓度的HEV是可能的。PCR测定可被用来

开发，例如，精确的、准确的且可靠的对于HEV的感染性测定。

[0049] 最初由国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)(NIH)开发的PCR测定

被改良以增加灵敏度。改变了反向引物被并设计了全新的探针。使用本发明的PCR测定的方

法始终正确地将样品评分为阳性的或阴性的，并且在滴度计算中是有用的。因此，在一个另

外的实施方案中，本发明公开了基于PCR的HEV滴度测定，所述基于PCR的HEV滴度测定包括
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使用聚凝胺或包含所述聚凝胺的培养基(优选地，细胞培养基)。

[0050] 在一个实施方案中，本发明涉及包括以下的方法：通过使用补充有聚凝胺的培养

基，在细胞培养物中繁殖高滴度HEV；以及通过灵敏PCR测定检测HEV。

[0051] 该方法对HEV可以是特异性的，但用于病毒繁殖的方法可应用于其他无包膜病毒。

例如，在一些实施方案中，本发明用从Emerson实验室获得的第6代HEV基因型3毒株Kernow‑

C1来测试。

[0052] 设想了，在一些实施方案中，在体外培养物，优选地在体外器官、组织或细胞培养

物中进行以上提及的产生高滴度HEV的方法。在最优选的实施方案中，本发明的产生高滴度

HEV的方法在体外细胞培养物中进行。

[0053] 原代培养细胞系和建立的培养细胞系两者可在本发明的方法中使用。所使用的培

养细胞系可来源于任何生物体。例如，设想到昆虫细胞或哺乳动物细胞的使用。优选地，所

使用的培养细胞系来源于猪(或小型猪)和人类。

[0054] 此外，优选地，所使用的细胞系来源于肝或肾。细胞系来源于其的所述肝或肾可以

是健康的、或患病的，或者包括恶性或良性生长物。在最优选的实施方案中，使用了已建立

的细胞系HepG2(ATCC号HB‑8065)或HepG2/C3A(ATCC号CRL‑10741)。

[0055] 在一些实施方案中，聚凝胺的浓度在约1μg/ml–约5μg/ml的范围内。在一些实施方

案中，聚凝胺的浓度为约1μg/ml、2μg/ml、3μg/ml、4μg/ml或5μg/ml。在一个优选的实施方案

中，聚凝胺的浓度为约4μg/ml。

[0056] 在一些实施方案中，本发明的方法产生了在约108拷贝/mL–约1010拷贝/mL的范围

内的HEV滴度。在一些实施方案中，本发明的方法产生了在约107拷贝/mL–约1010拷贝/mL的

范围内的HEV滴度。在一个优选的实施方案中，本发明的方法产生了约109拷贝/mL的HEV滴

度。

[0057] 在一个另外的实施方案中，本发明涉及产生高滴度HEV的方法，所述方法包括以下

的步骤：a)在包含聚凝胺的培养基中铺板细胞，以及b)用HEV感染体外培养物。在一些实施

方案中，收集来自体外培养物的细胞培养基以获得高滴度HEV。

[0058] 在以上步骤b)之后，培养的细胞可通过本领域的现有技术中已知的任何方法(优

选地，通过胰蛋白酶消化)来收集，且可测定等分试样的HEV的含量。所述HEV的含量优选地

通过PCR，甚至更优选地用本发明的和如下描述的PCR测定来确定。参见图5。在替代性实施

方案中，HEV的含量可通过基于免疫荧光(IF)的测定来确定。参见图5。

[0059] 此外，在所述步骤b)之后，培养的细胞可通过本领域的现有技术中已知的任何方

法(优选地，通过胰蛋白酶消化)来获得，且HEV贮备物可通过本领域的现有技术中已知的任

何方法来获得。在一个优选的实施方案中，HEV贮备物通过几次，优选地1次或2次冻融细胞

来产生。产生的HEV贮备物优选地被储存在–65℃或更冷温度下。

[0060] 设想了，在一些实施方案中，以上描述的方法还包括以下的步骤：c)将聚凝胺添加

至细胞培养基；以及d)进一步传代被HEV感染的细胞。

[0061] 可重复步骤c)和d)，例如以增加产生HEV的细胞的数目，并使病毒在培养物中的传

播和感染最大化。本领域技术人员可基于例如，细胞的外观及其生长曲线容易地确定步骤

c)和d)可被重复的次数，这是被感染的细胞系可忍受的传代数目。

[0062] 在各次传代的步骤d)之后，培养的细胞可通过本领域的现有技术中已知的任何方
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法(优选地，通过胰蛋白酶消化)来获得，且可测定等分试样的HEV的含量。所述HEV的含量优

选地通过PCR，甚至更优选地用本发明的和如下描述的PCR测定来确定。参见图5。

[0063] 此外，在各次传代的所述步骤d)之后，培养的细胞可通过本领域的现有技术中已

知的任何方法(优选地，通过胰蛋白酶消化)来获得，且HEV贮备物可通过本领域的现有技术

中已知的任何方法来获得。在一个优选的实施方案中，HEV贮备物通过几次，优选地1次或2

次冻融细胞来产生。产生的HEV贮备物优选地被储存在–65℃或更冷温度下。

[0064] 可选地，还可仅在已用感染的细胞系进行期望的或要求数目的传代之后(即，在步

骤c)和和d)已被重复期望的或要求的次数之后)，收集培养基。

[0065] 如本领域技术人员已知的，传代被HEV感染的细胞的步骤d)意味着通过本领域的

现有技术中已知的任何方法获得细胞。假使细胞生长为附着至表面(例如，来自瓶或板)，可

能需要通过本领域的现有技术中已知的任何方法，优选地通过胰蛋白酶消化使细胞脱离。

当酶(例如，胰蛋白酶)被用来脱离细胞时，通常所述酶需要被灭活。通常，在本领域的现有

技术中，所述灭活通过用富含蛋白的溶液，优选地用具有FBS的细胞培养基稀释来进行。

[0066] 鉴于聚凝胺和包含所述试剂的培养基(优选地，细胞培养基)允许HEV在体外培养

物(优选地，体外细胞培养物)中的有效感染和产生的事实，它们还可用在HEV滴度测定中。

[0067] 因此，在一个另外的实施方案中，本发明公开了HEV滴度测定，所述HEV滴度的特征

为它们包括聚凝胺或包含所述聚凝胺的培养基(优选地，细胞培养基)的使用。

[0068] 体外培养物优选地是体外器官、组织或细胞培养物。在最优选的实施方案中，体外

培养物是体外细胞培养物。

[0069] 可使用原代培养细胞系和建立的培养细胞系两者。所使用的培养细胞系可来源于

任何生物体。例如，设想了昆虫细胞或哺乳动物细胞的使用。优选地，所使用的培养细胞系

来源于猪(或小型猪)和人类。

[0070] 此外，优选地，所使用的细胞系来源于肝或肾。细胞系来源于其的所述肝或肾可以

是健康的、或患病的，或者包括恶性或良性生长物。在最优选的实施方案中，使用已建立的

细胞系HepG2(ATCC号HB‑8065)或HepG2/C3A(ATCC号CRL‑10741)。

[0071] 优选地，本发明的HEV滴度测定是按本领域技术人员已知的来进行的50％组织培

养感染剂量(50％Tissue  Culture  Infective  Dose)(TCID50)测定，例外是病毒的存在通过

阳性PCR信号而不通过病毒细胞病理学来指示。

[0072] 在所述滴定测定中，聚凝胺或包含所述聚凝胺的细胞培养基被用于细胞培养，HEV

样品将在所述聚凝胺或包含所述聚凝胺的细胞培养基中被滴定。

[0073] 在另一个实施方案中，提供了一种用于检测HEV贮备物中的HEV的方法。

[0074] 所述检测可通过本领域的现有技术中已知的任何方法或手段(means)来进行。然

而，在一个优选的实施方案中，检测通过PCR进行。

[0075] 在一个优选的实施方案中，用于检测HEV使用的PCR是实时逆转录酶PCR，其包括将

病毒RNA逆转录为互补DNA(cDNA)的第一步骤，以及优选地使用双猝灭探针(double 

quenched  probe)进行的实时PCR的第二步骤。

[0076] 在最优选的实施方案中，在第二步骤中，以下寡核苷酸被用作引物和探针(图4)：

[0077] a)正向引物：5’‑CGGCTATCGGCCAGAAGTT‑3’(SEQ  ID  NO:1)

[0078] b)反向引物：5’‑CCGTGGCTATAACTGTGGTCT‑3’(SEQ  ID  NO:2)
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[0079] c)探针：5’‑FAM‑TTTTTACGC‑ZEN‑AGGCTGCCAAGGCC‑3IABkFQ‑3’(SEQ  ID  NO:3)。

[0080] 来自评估基于PCR的HEV感染性测定的性能的研究的数据被总结于表2中。

[0081] 表2.基于PCR的HEV感染性测定性能的评估

[0082]

[0083]

[0084] 在一个优选的实施方案中，在96孔板中滴定细胞，且用磁性Bioclone珠或磁性

Dynabeads来提取HEV  RNA，更优选地使用Dynabeads。

[0085] 为了更好地理解，本发明的某些实施方案参考通过举例的方式呈现的附图并参考

不是对本发明的限制的例示性实施例来更详细地描述。

实施例

[0086] 实施例1.HepG2/C3A细胞在不同的生长培养基中的细胞生长模式

[0087] HepG2/C3A(106个)细胞被接种在25cm2瓶中并被培养在以下细胞培养基的一种中：

[0088] ‑DMEM+10％FBS+NHG(非必需氨基酸、两性霉素B、HEPES、庆大霉素)；

[0089] ‑DMEM+10％FBS+NHG+1mM丙酮酸盐；或

[0090] ‑DMEM+10％FBS+NHG+1mM丙酮酸盐+4ug/mL聚凝胺。
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[0091] 在1天之后以20x放大率拍摄的图像示于图1中。在培养基DMEM+10％FBS+NHG(A)或

DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐(B)中培养的HepG2/C3A细胞以团块生长，这将使得用病毒(例

如HEV)感染非常困难。另一方面，当HepG2/C3A细胞被培养在DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐+

聚凝胺(C)中时，细胞附着并以平面甚至单层生长，这应该容易被病毒(例如HEV)感染。

[0092] 在3天之后以10x和20x放大率拍摄的图像示于图2中。类似于第1天的细胞，在DMEM

+10％FBS+NHG(A)或DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐(B)中培养的HepG2/C3A细胞以团块生长，

但在DMEM+10％FBS+NHG+丙酮酸盐+聚凝胺(C)中生长的细胞以平面甚至单层生长。由于细

胞团块将阻碍病毒的均匀感染，在聚凝胺的存在下生长的细胞中HEV感染的效率将是最有

可能较高的。

[0093] 实施例2.HEV感染的细胞的建立

[0094] 接种细胞培养瓶以便如下感染：根据本领域的现有技术中已知的方案或程序胰蛋

白酶消化HepG2或HepG2/C3A细胞。添加十毫升生长培养基(根据所使用的细胞系的要求的

基础培养基加在约1‑约5μg/mL浓度的聚凝胺)以中和胰蛋白酶，并用移液管上下吸取悬液

以打碎细胞团块。然后以每150cm2瓶约106个细胞的密度接种细胞并在37℃培养箱中放置过

夜。

[0095] 通过从瓶去除培养基并添加HEV贮备物(澄清的病毒感染的细胞裂解物)，以0.1–

1.0的感染复数(MOI)并在5‑10mL的总体积中用HEV感染细胞。细胞在37℃孵育至少1小时，

在该时间期间，周期性地来回摇动瓶，以防止细胞变干燥并使病毒接种物均匀地跨过细胞。

添加另外的生长培养基(每瓶10‑20mL)，并将瓶保持在37℃直到细胞单层汇合(约1周)。

[0096] 实施例3.HEV感染的细胞的繁殖

[0097] 当细胞单层变得汇合时，根据实施例1胰蛋白酶消化150cm2瓶中的感染的细胞

(HepG2或HepG2/C3A)。如果多个瓶待被胰蛋白酶消化，在继续进行之前，将细胞悬液汇集在

一起。

[0098] 取不少于1mL的胰蛋白酶消化的细胞悬液的等分试样以通过PCR分析HEV  RNA。将

剩余细胞悬液丢弃或以等于汇合单层的1/6的细胞数目分进其他150cm2瓶中(1:6分配)。添

加生长培养基，以使每个150cm2瓶中的终体积达到20‑25mL，并将瓶孵育直到细胞达到汇合

(约1周)。

[0099] 每周重复该程序，直到被取出用于PCR分析的1mL样品中HEV  RNA的量达到高滴度。

在一些实施方案中，高滴度在约108拷贝/mL–约1010拷贝/mL的范围内。在一些实施方案中，

高滴度在约107拷贝/mL–约1010拷贝/mL的范围内。然后一些瓶被胰蛋白酶消化，并被分配以

便HEV感染的细胞的继续传代，而剩余的瓶作为HEV贮备物处理。

[0100] 将HEV贮备物的瓶冷冻和解冻1‑2次，以破裂感染的细胞并释放病毒。然后汇集被

感染的裂解物、等分进适当的容器中并储存在不高于‑65℃下。

[0101] 实施例4.基于PCR的HEV感染性测定

[0102] 虽然在该实施例中，HEV滴定在96孔板格式中被描述，但该测定可容易地被调整为

适应其他尺寸的多孔板。

[0103] 制备HEV贮备物的系列稀释液并添加至接种有HepG2或HepG2/C3A细胞的孔。允许

病毒在37℃吸收不少于1小时，并添加生长培养基。在37℃孵育板不少于2天，然后从孔吸出

培养基，并用缓冲液(例如PBS)洗涤/吸出细胞不少于2x。然后板被提取用于PCR或被储存在
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不高于‑65℃下直到准备用于提取。

[0104] 使用 mRNA  DIRECTTM微型试剂盒(Life  Technologies)遵循制造商

的说明书从滴定板的每个孔中的细胞提取聚腺苷酸化RNA(例如HEV  RNA)。所得的洗脱液

(聚A  RNA)被立即处理用于PCR扩增或储存在不高于‑65℃下直到准备用于PCR扩增。

[0105] 使用如先前讨论的引物和探针，使用一步RT‑PCR检测样品中的HEV  RNA。用于每个

反应的测定条件如下：

[0106] a)试剂：5 .0μl  4x  Fast  Virus  1‑Step  Master  Mix (Life 

Technologies)、0.08μL  100mM引物F+R、0.04μL  100mM探针、0.4μL  SUPERase  In(Life 

Technologies)、4.4μL水和10μL模板(总计20μl)

[0107] b)反应：52℃10分钟、95℃30秒，以及95℃15秒、56℃45秒的40个循环，

[0108] PCR和循环阈值(Ct)确定根据制造商的说明书使用AB  7500实时PCR系统(Applied 

Biosystems,Foster  City,CA)和附带软件来进行。

[0109] PCR是定量的或定性的。对于定量PCR，从NIH获得的HEV  cDNA质粒用MluI被线性

化，并使用mMESSAGE 试剂盒(Life  Technologies)转录，以产生具有7‑甲

基鸟苷帽和聚A尾的7.2kb  RNA转录物。将该转录物用Ambion  MegaClear试剂盒(Life 

Technologies)纯化，用定量‑iTTM RNA试剂和试剂盒(Invitrogen)定量并用

作构建RNA标准校正曲线的标准品。

[0110] RNA标准曲线由AB7500软件系统通过对Ct值相对于对标准品计算的拷贝数目的对

数作图来产生。

[0111] 图5(右图)显示典型的标准曲线。所有的曲线具有宽的动态范围，范围从每反应

100至107拷贝，并且是线性的，具有r2>0.99的相关系数。扩增的效率百分比被计算为％E＝

[10(‑1/斜率)‑1]*100。基于n＝22HEV  qPCR标准曲线，HEV定量PCR的效率为100.4％(数据

未示出)。

[0112] 对于定性PCR，基于阳性PCR信号的存在，孔被评分为阳性或阴性。病毒滴度使用适

当的统计学方法： MPN或泊松(Poisson)被计算为TCID50/mL。

[0113] 实施例5.基于PCR的HEV感染性测定性能的评估

[0114] 进行测定资格研究，以评估HEV感染性测定的运行特征。评价的参数是精确度、准

确度、线性度、定量和检测的限值及动态范围。

[0115] 接受标准与对于其他病毒滴定测定通常使用的那些相同。

[0116] 结果总结于表2中，并表明该测定通过所有测试。

[0117] 定义

[0118] HepG2：从美国典型培养物保藏中心(American  Type  Culture  Collection)获得

的肝细胞癌细胞(ATCC号HB‑8065)

[0119] MPK：从美国典型培养物保藏中心(American  Type  Culture  Collection)获得的

小型猪肾细胞(ATCC号CCL‑66)

[0120] DMEM：Dulbecco氏改良的Eagle培养基

[0121] FBS：胎牛血清

[0122] HEPES：N‑2‑羟乙基哌嗪‑N'‑2‑乙磺酸
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[0123] NEAA：非必需氨基酸

[0124] NHG：以下的混合物：非必需氨基酸、两性霉素B、HEPES和庆大霉素

[0125] 滴定：连续稀释样品以包括期望的病毒滴度并将稀释的样品转移至板以确定

TCID50/mL的过程

[0126] 滴度：通过滴定确定的溶液中物质(病毒)的浓度或此类物质的强度

[0127] SK：Spearman‑Karber是计算具有相对高浓度病毒的样品中的病毒滴度的统计学

方法。当阳性孔在任何稀释度下的比例>25％时，使用该方法

[0128] MPN：最大概率数是计算具有相对低浓度病毒的样品中的病毒滴度的统计学方法。

当阳性孔在所有稀释度下的比例<25％时，使用MPN。

[0129] 泊松：泊松是计算具有极低浓度病毒的样品中的病毒滴度的统计学方法。当未观

察到阳性孔时，使用该方法。

[0130] ATCC：美国典型培养物保藏中心

[0131] TCID50：对应于50％组织培养感染剂量(终点稀释测定)。它是感染性病毒滴度的测

量值，其定量了杀死50％的被感染的宿主或在50％的接种的组织培养细胞中产生细胞病变

效应所需的病毒的量。
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