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Введение. Вирус гепатита Е (ВГЕ), вызывающий инфекционное заболевание у человека, классифициру-
ется как вид Paslahepevirus balayani. В состав генома вируса входит 3 открытые рамки считывания (ORF). 
ORF2 кодирует основной капсидный белок вириона ВГЕ, участвующий в формировании вирусной частицы. 
Белок ORF3 критически необходим для выхода вирионов из клетки и формирования инфекционных частиц. 

Цель исследования – изучить иммунологическую эффективность использования рекомбинантных анти-
генов – аналогов белка ORF2 и ORF3 3-го генотипа ВГЕ. 

Материал и методы. Использованы 96-луночные разборные планшеты, рекомбинантные полипептиды 
ORF2 и ORF3 3-го генотипа ВГЕ, 26 образцов сывороток крови людей, содержащих антитела класса M (IgM), 
29 образцов сывороток крови людей, содержащих антитела класса G (IgG). 

Результаты. Установлены статистически достоверные различия между рекомбинантными полипепти-
дами ORF2 и ORF3 ВГЕ 3-го генотипа для детекции IgM (U=384,500; p<0,001). Оптическая плотность (ОП) 
образцов при сенсибилизации рекомбинантного полипептида ORF2 превышает ОП проб при сенсибилизации 
рекомбинантного полипептида ORF3 в 4,4 (2,657–7,076) раза. Установлены статистически достоверные 
различия для детекции IgG между рекомбинантными полипептидами ORF2 и ORF3 (U=317,500; p<0,001).  
ОП образцов при сенсибилизации рекомбинантного полипептида ORF2 превышает ОП проб при сенсибили-
зации рекомбинантного полипептида ORF3 в 76,0 (26,22–140,89) раза. 

Заключение. Капсидный белок ORF2 ВГЕ является главным антигеном, ответственным за формиро-
вание антител класса IgM и IgG при ВГЕ-инфекции. Это подтверждается наличием иммунодоминантных 
эпитопов в структуре ORF2, доминирующей реактивностью сывороток пациентов, использованием ORF2  
в серологической диагностике. Антитела класса IgG против ORF2 являются основой для оценки  
постинфекционного иммунного ответа. Регуляторный белок ORF3 не играет ведущей роли  
в индукции IgM- и IgG-ответа и обладает ограниченной антигенной значимостью. 
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Background. Hepatitis E virus, which causes an infectious disease in humans, is classified as the species 
Paslahepevirus balayani. The viral genome contains three open reading frames (ORFs). ORF2 encodes the major 
capsid protein of the HEV virion, which is involved in the assembly of viral particles. The ORF3 protein is critically 
required for virion egress from the cell and for the formation of infectious particles.

Objective. To study the immunological effectiveness of using recombinant antigens that are analogs of the ORF2 
and ORF3 proteins of hepatitis E virus genotype 3. 
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Material and methods. 96-well breakable plates, recombinant polypeptides ORF2 and ORF3 of HEV genotype 3, 26 
human serum samples containing IgM antibodies, and 29 human serum samples containing IgG antibodies were used. 

Results. Statistically significant differences were established between the recombinant ORF2 and ORF3 
polypeptides of hepatitis E virus genotype 3 for the detection of IgM-class antibodies (U = 384.500; p<0.001). The optical 
density (OD) values of samples obtained using sensitized recombinant ORF2 polypeptide exceeded those obtained 
using sensitized recombinant ORF3 polypeptide by 4.4-fold (2.657–7.076). Statistically significant differences were  
also observed between the recombinant ORF2 and ORF3 polypeptides for the detection of IgG-class immunoglobulins 
(U=317.500; p<0.001). The OD values of samples with sensitized recombinant ORF2 polypeptide exceeded those 
obtained with sensitized recombinant ORF3 polypeptide by 76.0-fold (26.22–140.89). 

Conclusion. The ORF2 capsid protein of hepatitis E virus is the principal antigen responsible for the induction of IgM- 
and IgG-class antibodies during HEV infection. This is supported by the presence of immunodominant epitopes within 
the ORF2 structure, the dominant reactivity of patient sera, and the widespread use of ORF2 in serological diagnostics. 
IgG antibodies directed against ORF2 constitute the basis for the assessment of post-infectious immune responses. 
In contrast, the regulatory ORF3 protein does not play a leading role in the induction of IgM and IgG responses and has 
limited antigenic significance. 
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Введение

ВГЕ, вызывающий инфекционное заболева-
ние у человека, относится к роду Paslahepevirus 
и классифицируется как вид Paslahepevirus 
balayani [1]. В состав генома вируса входит 3 от-
крытые рамки считывания (ORF). ORF2 кодиру-
ет основной капсидный белок вириона ВГЕ, уча-
ствующий в формировании вирусной частицы 
[2]. Белок обладает самым иммуногенным эпи-
топом, преимущественно к которому образуются 
вируснейтрализующие антитела. Существуют 
различные формы белка ORF2, включая инфек-
ционную, гликозилированную и расщепленную. 
Инфекционная форма белка ORF2 является 
структурным компонентом инфекционных частиц 
и остается в цитозольном компартменте. Глико-
зилированная и расщепленные формы секрети-
руются в больших количествах в культуральном 
супернатанте и сыворотке инфицированных па-
циентов, но не входят в состав инфекционных 
частиц [3]. Считается, что секретируемые фор-
мы белка ORF2 являются факторами защиты 
ВГЕ, так как действуют как мишени для антител, 
уводя иммунный ответ организма от инфекци-
онных вирионов, что способствует ускользанию 
ВГЕ от иммунного надзора [4]. 

ORF2 защищает целостность вирусного гено-
ма, участвует в процессах связывания РНК для 
репликации вируса, моделирует клеточные сиг-
налы, подавляя клеточный антивирусный ответ  
и регулирует иммунный ответ у хозяина [5].  
В качестве капсидного белка ORF2 играет ве-

дущую роль в выживании инфицированных кле-
ток-хозяев, регулирует репликацию и амплифика-
цию вируса [6]. 

На основании капсидного белка ORF2 была 
разработана рекомбинантная вакцина про-
тив ВГЕ [7], испытанная в Непале с эффектив-
ностью 95,5% при использовании трех доз [8]  
и Китае, где эффективность трехдозовой вак-
цины составила 100% [9]. В 10-летнем длитель-
ном наблюдении эффективность вакцины оста-
валась высокой –– около 83–87% при анализе  
за весь период, а антитела сохранялись  
до 8,5 лет и дольше у большинства вакциниро-
ванных [10]. 

ORF3 регуляторный неструктурный белок 
длиной около 113 аминокислот имеет несколько 
иммунореактивных эпитопов и кодируется тре-
тьей рамкой считывания. ORF3 локализуется 
субклеточно в ранних и рециклирующих эндо-
сомах, способствует выживанию клеток-хозяев 
и пролиферации ВГЕ. Данный белок критиче-
ски необходим для выхода вирионов из клетки  
и формирования инфекционных частиц [11]. HEV 
в крови часто циркулирует как квазиоболочечная 
частица, окруженная мембраной хозяина. ORF3 
участвует в образовании таких вирионов через 
взаимодействие с клеточными ESCRT-комплек-
сами (например, Tsg101), что облегчает выпячи-
вание мембраны и формирование мембраносвя-
занных вирионов [12]. 

Антитела к белку ORF3 могут захватывать ви-
рионы ВГЕ из сыворотки пациентов, но не из фе-
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калий, хотя плотность вируса в сыворотке ниже, 
чем в кале [13].

Ранее нами опубликованы работы по ориен-
тировочному изучению целесообразности ис-
пользования разных комбинаций концентраций 
рекомбинантных полипетидов ORF2 и ORF3 
3-го генотипа ВГЕ при создании иммуносорбен-
та для детекции иммуноглобулинов классов М 
и G (IgM, IgG) в ходе непрямого варианта им-
муноферментного анализа (ИФА) [14]. Однако  
научно обоснованная оценка эффективности  
их применения и статистический анализ  
на большой группе исследуемых проб ранее 
представлен не был. 

Цель исследования – изучить иммунологи-
ческую эффективность использования реком-
бинантных антигенов – аналогов белка ORF2  
и ORF3 3-го генотипа ВГЕ.

Материал и методы

Объектом исследования являлись рекомби-
нантные полипептиды ORF2 (последовательность 
аминокислот NGEPTVKLYTSVGNAQQDKGIAIPH
DIDLGDSRVVIQDYDNQHEQDRPTPSPAPSRPFS
VLRANDVLWLSLTAAEYDQTTYGSSTNPMYVSDT
VTFVNVATGAQAVARSLDWSKVTLDGRPLTTIQQ
YSKTFYVLPLRGKLSFWEAGTTKAGYPYNYNTTA
SDQILIENAAGHRVAISTYTTVGSLGAGPVSVSAVL
APHSALAVLEDTIDYPARAHTFDDFCPECRNLGLQ
GCAFQSTVAELQRLKMKVGKTRES) и ОRF3 (по-
следовательность аминокислот MGSPCALGLFCC
CSSCFCLCCPRHRPASRLAAVVGGAAAVPAVVSG
VTGLILSPSPSPIFIQPTPLPPTSFHNPGLELALDSR
PAPSAPLGLTSPSAPPLPPVV) ВГЕ 3-го генотипа  
(ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вак-
цин и сывороток им. И. И. Мечникова», Москва, 
Россия) [15]. Данные полипептиды наносились раз-
дельно на 96-луночные разборные полистироль-
ные планшеты («Хема», РФ) в одинаковой концен-
трации – по 2,5 мг/л в лунку. 

Для определения эффективности исполь-
зования рекомбинантных полипептидов ORF2  
и ORF3 3-го генотипа ВГЕ и их вклад в опреде-
ление IgМ исследовались 26 образцов сыворо-
ток крови людей, верифицированных на наличие 
анти-ВГЕ IgM с помощью коммерческого зару-
бежного диагностического набора «ИФА-АНТИ 
– HEV-IgM» (НПО «Диагностические системы», 
РФ). Аликвотированные положительные сыво-
ротки наносились в лунки раздельно для белков 
ORF2 и ORF3 в ходе одной постановки анали-
за. ИФА проводился в разные дни 4 раза, общее 
количество показателей оптической плотности 
анализируемых проб – 104 для полипептида 
ORF2 и 104 для ORF3.

Для определения эффективности исполь-
зования рекомбинантных полипептидов ORF2 
 и ORF3 3-го генотипа ВГЕ и их вклад в определе-
ние IgG исследовались 29 образцов сывороток 

крови людей, верифицированных по наличию 
анти-ВГЕ IgG коммерческим диагностическим 
набором «ИФА-АНТИ – HEV-IgG» (НПО «Диа-
гностические системы», РФ). Аликвотированные 
положительные сыворотки наносились в лунки 
раздельно для белков ORF2 и ORF3 в ходе од-
ной постановки анализа. ИФА проводился в раз-
ные дни 4 раза, общее количество показателей 
ОП анализируемых проб – 116 для полипептида 
ORF2 и 116 для ORF3.

Образцы сывороток крови людей в ходе по-
становки анализа разводили 1:10, из них поло-
жительные контрольные образцы содержали не-
обходимые IgМ и IgG к ВГЕ в высоком, среднем 
и низком титре. 

Обработка полученных данных проводилась 
на персональной ЭВМ с использованием стати-
стических пакетов Excel for Windows 10.0 и па-
кета статистического анализа данных Statistica 
for Windows 10.0 (StatSoft Inc., Талса, США). Для 
обработки данных использовали методы непа-
раметрической статистики – U-критерий Ман-
на-Уитни для двух независимых групп, данные 
в этом случае представлялись через медиан-
ный показатель с расчетом верхнего и нижнего 
квартилей (25–75%). Результаты исследования 
считали достоверными, различия между показа-
телями значимыми при вероятности безошибоч-
ного прогноза не менее 95% (р<0,05).

Результаты и обсуждение

При определении диагностически значимого 
вклада рекомбинантного полипептида – анало-
га белка ORF2 3-го генотипа ВГЕ проводился 
статистический анализ 104 показателей оптиче-
ских плотностей 26 сывороток, положительных 
по наличию IgM к ВГЕ. Медианный показатель 
ОП образцов составил 0,849 (0,670–1,278), при 
этом ОП всех сывороток превышала величину 
cut-off для каждой постановки ИФА. Для анало-
га неструктурного белка ORF3 также были рас-
считаны показатели описательной статистики: 
медиана ОП растворов составила 0,202 (0,134–
0,369), при этом 13 из 26 сывороток было ниже 
порогового значения. При сравнении медиан 
оптических плотностей, исследуемых анти-ВГЕ 
IgM положительных сывороток установлено, что 
ОП образцов при сенсибилизации рекомбинант-
ного полипептида ORF2 превышает ОП проб при 
сенсибилизации рекомбинантного полипептида 
ORF3 в 4,4 (2,657–7,076) раза.

Так как рекомбинантные полипептиды были 
сенсибилизированы в одинаковой концентра-
ции в разных лунках, оптические плотности об-
разцов были проанализированы между собой с 
помощью U-критерия Манна-Уитни. Установле-
ны статистически достоверные различия меж-
ду рекомбинантными полипептидами ORF2 и 
ORF3 (U=384,500; p<0,001). Диаграмма размаха 
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Рисунок 1 – Медианные показатели оптических плотно-
стей анти-ВГЕ IgM позитивных сывороток при нанесении 
на иммуносорбенты с раздельными рекомбинантными 
полипептидами ORF2 и ORF3 ВГЕ 3-го генотипа 
Figure 1 – Median optical density values of anti-HEV IgM sera when 
applied to immunosorbents with separate recombinant polypeptides 
ORF2 and ORF3 of HEV 3rd genotype

Полученные результаты коррелируют с дан-
ными литературы о вкладе белков ВГЕ в образо-
вание антител в организме в ответ на инфекци-
онное воздействие. Еще в ранних публикациях  
о диагностической значимости полипетидов 
было установлено, что в белке ORF2 существу-
ют как IgG, так и IgM-эпитопы, которые реак-
тивны с сыворотками пациентов в острой фазе 
вирусного гепатита Е [16]. Антигенная характе-
ристика ORF2 указывает на наличие обширных 
иммуногенных областей, многие из которых эф-
фективно связываются с IgМ ВГЕ-положитель-
ных сывороток [17]. Также существуют данные 
о том, что рекомбинантный полипептид – аналог 
неструктурного белка ORF3 обладает менее вы-
раженными антигенными свойствами, но может 
вызывать IgM-ответ в экспериментальных усло-
виях.  В ветеринарных моделях на ВГЕ у птиц 
показано, что ORF3 способен вызывать высокий 
титр антител IgM после иммунизации, что свиде-
тельствует о его иммуногенности [18]. Другие ра-
боты по рекомбинантному ORF3 подтверждают 
его способность быть распознанным антителами 
при постановке ИФА с сыворотками пациентов 
[19]. Тем не менее доказано, что ORF2 является 
иммунодоминантным антигеном, к которому об-
разуются антитела, включая IgM, тогда как ORF3 
имеет второстепенное значение, в связи с чем в 
коммерческих тест-системах для выявления ан-
ти-ВГЕ IgM в основе используется рекомбинант-
ный ORF2 [20]. 

Для определения значимости влияния белков 
ORF2 и ORF3 ВГЕ для детекции IgG были изу-
чены показатели оптических плотностей 29 ан-
ти-ВГЕ IgG позитивных сывороток. Медианный 
показатель ОП образцов, которые вносились  
в лунки с полипептидом ORF2 3-го генотипа 

ВГЕ, составил 1,001 (0,799–1,432), при этом ОП 
всех сывороток превышала пороговую величину 
положительного результата для каждой поста-
новки ИФА. Для полипептида ORF3 ВГЕ 3-го ге-
нотипа также была рассчитана медиана ОП рас-
творов составила 0,012 (0,007–0,023), при этом 
значения только 5 из 29 сывороток были выше 
положительного порога. При сравнении медиан 
оптических плотностей, исследуемых анти-ВГЕ 
IgG положительных сывороток, установлено, что 
ОП образцов при сенсибилизации рекомбинант-
ного полипептида ORF2 превышает ОП проб при 
сенсибилизации рекомбинантного полипептида 
ORF3 в 76,0 (26,22–140,89) раз.

Так как рекомбинантные полипептиды были 
сенсибилизированы в одинаковой концентрации 
в разных лунках, оптические плотности образцов 
были проанализированы между собой с помо-
щью U-критерия Манна-Уитни. Установлены ста-
тистически достоверные различия для детекции 
IgG между рекомбинантными полипептидами 
ORF2 и ORF3 (U=317,500; p<0,001). Диаграмма 
размаха между анализируемыми группами пред-
ставлена на рисунке 2.

Рисунок 2 – Медианные показатели оптических плотно-
стей анти-ВГЕ IgG-сывороток при нанесении на иммуно-
сорбенты с раздельными рекомбинантными полипепти-
дами ORF2 и ORF3 вируса гепатита Е 3-го генотипа 
Figure 2 – Median optical density values of anti-HEV IgG sera when 
applied to immunosorbents with separate recombinant polypeptides ORF2 
and ORF3 of hepatitis E virus 3rd genotype

Таким образом, установлено, что главным 
антигеном, стимулирующим выработку анамне-
стических IgG, как и в случае с анти-ВГЕ IgM, 
является структурный белок ORF2 ВГЕ. Антите-
ла класса IgG против ORF2 являются основой 
серодиагностики и оценки постинфекционного 
иммунного ответа, что может быть определено  
с помощью ИФА [21, 22]. 

ORF3-белок ВГЕ обладает гораздо менее 
выраженной антигенностью, чем структурный 
ORF2 [23]. Большинство исследований описы-
вает ORF3 как белок с регуляторной функцией 
в жизненном цикле вируса, а не как доминиру-
ющий антиген: ORF3 участвует в выходе вири-
онов из клетки, взаимодействует с клеточными 
белками и может модулировать сигнальные пути 

между анализируемыми группами представлена  
на рисунке 1.
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[24]. Он способен влиять на внутриклеточные 
сигнальные каскады и антигенные процессы, но 
нет убедительных доказательств того, что он 
сам становится основным стимулятором IgG-от-
вета [25]. Эти функции важны для патогенеза и 
репликации вируса, но не делают белок ORF3 
главным источником IgG-иммуногенности. 

Выводы

Капсидный белок ORF2 ВГЕ является главным 
антигеном, ответственным за формирование ан-
тител класса IgM при острой ВГЕ-инфекции. Это 
подтверждается наличием IgM-эпитопов в струк-
туре ORF2, доминирующей реактивностью сыво-
роток пациентов, использованием ORF2 в серо-
логической диагностике. Белок ORF3 не играет 
ведущей роли в индукции IgM-ответа и обладает 
ограниченной антигенной значимостью. Уста-
новлены статистически достоверные различия 

между рекомбинантными полипептидами ORF2 
и ORF3 ВГЕ 3-го генотипа для детекции антител 
класса IgМ (U=384,500; p<0,001). ОП образцов 
при сенсибилизации рекомбинантного поли-
пептида ORF2 превышает ОП проб при сенсиби-
лизации рекомбинантного полипептида ORF3 в 
4,4 (2,657–7,076) раза.

Главным антигеном, стимулирующим вы-
работку анамнестических IgG, также является 
структурный белок ORF2 ВГЕ. Антитела класса 
IgG против ORF2 являются основой серодиагно-
стики и оценки постинфекционного иммунного от-
вета. Установлены статистически достоверные 
различия для детекции IgG между рекомбинант-
ными полипептидами ORF2 и ORF3 (U=317,500; 
p<0,001). ОП образцов при сенсибилизации ре-
комбинантного полипептида ORF2 превышает 
ОП проб при сенсибилизации рекомбинантного 
полипептида ORF3 в 76,0 (26,22–140,89) раза.
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