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丙型肝炎病毒 (HCV)是经 血源传播 的一类肝炎病毒。 l 989年美国 Chiron公司 

Choo等率先将 HCV cDNA 克隆成功⋯，使 HCV成为第一个利用分子 生物学技 术而发 

现的病毒 。近两年来，HCV研究的进展 十分迅速， 已成为 病毒 性肝炎 研究领域 中的一 

个热点。本文就 HCV分子生物学的研究进展作一综述。 

1． HCV 的结构与特性 

(1)HCV病毒 的特性t 

HCV是一种与黄病毒属中的黄 病毒和瘟病毒极 为相似的 RNA病毒 ， 目前将其 暂 

归类为黄病毒样 (Flayivirus一1ike)病毒 。困大 多数病人血浆中的 HCV滴度不高， 一 

般仅为 1O 一lO 黑猩猩感染剂量／毫升， 所 以关于 HCV的认识主要来 自黑猩猩的传代 

实验，现 已从感染的黑猩猩血浆中分离出病毒。HCV为含脂质外壳 的球形 病毒 ， 具有 

囊膜和刺突结构，直径30~60nm，对氯仿敏感 但目前对 HCV病毒颗粒的完 整结构 

和各钒成成份间的相互关系尚不清楚 } 且 已发现对氯仿耐受 ， 并对 C 不反应 的非 甲 

非 乙】}于炎病毒 ，故是否存在另外的引起输_曲性】}于炎的病毒 也有待进一步查明。 

(2)HCV RNA的结构与功能： 

1． 基本结构与功能： 

尽管 目前许多细节尚待进一步研究和确证， 但列 HCV RNA的 基本结构 和主要功 

能 已有了初步认 识。 

本文于1992年 6月 5 El收封· 9月12日惨回 
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HCV基因组为一单股正链 RNA，长约 9．5kb，G+C含量59％。HCV RNA有一个 

很大的开放阅读框架 (ORF)，约由9033个核苷酸构成， 可编码合成台 30~1个氨基酸 

的多聚蛋白质前体，该 ORF两侧各有一个非编码 区 (NC区 )， 5 NC和 3 NC区的 

长度分别为 341和 27~55个核苷 酸， 有 的分离 株在基 因组的 3 柬端含 poly(A) 尾 

(其3。NC区较短，为 27nt)[1，”，而有的则无 poly(A) 尾 (其3 Nc区常较长，分别为 

4z、54和 55nt)⋯ )，因此，对 HCV RNA 3 末端的确切结构 尚有待进一步 研究澄 

清} 编码病毒结构 蛋白的基因位于 HCV RNA的5 端，包括 C和E 、E z／Ns 区，分 

别编码核心蛋 白和外壳聋白， 而病毒非结构蛋白的编 码基因则位于 3 端 ， 包括 NS z、 

NS 、NS 和 Ns 区，分别编码相应的蛋白成分 。 目前报道的 HCV RNA全基因克隆 

的核苷酸数 目为940i~9416[5””” ，因难以得N5 和3 NC区的完 整克隆， 故目前所 

公布的顺序是否代表 HCV基因组的全部序列尚不清楚 。根据现有资料，HCV的基因 

组结构可初步归纳如图 。 

图．HcV基因组图谱 

Fig Map 。r HCV ge 
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有资料提示t HCV基因组的5 和3 NC区不被翻译，但含有调节因子，在 HCV复 

制中起 重要作用 。5 一Nc区含有一个末端发夹结构、一个短的直接重复顺序和 3～ 

4个小 0RF，这些 ORF的功能 尚不清楚，由于去除这些区域可使 HCV RNA的体外表 

达效率提高，故推测其可能为 负向调节因子⋯ 。 

2． 变异与亚型。 

不 同来源的 HCV毒株的基因结构有较大 的差异。美国学者 自黑猩猩中克隆的 HCV 

与 日本学者从病人中克隆的序列有很大差异 ，不 同国家报遭的 HCV序列差异 也较大， 

甚至从同一国家不 同地区和不同病人中分离的 HCV，其核苷酸 和氨基酸序 列亦有较大 

变异，各株问的同源性约70～9O％ 通常将美国最先克隆的 HCV称为原型(Prototype， 

PT)，来自 5位 日本病人 的HCV栋同美国株比较，核苷酸和氮基酸序列的同源性分别为 

76~77 和 79~83 ， 而 5株间的同源性分别为89~99 和93~99 。其它国家报 

道的 HCV序列， 有的与美国株相似，有 的则 比日本株同源性更高，故有学者认 为HCV 

至少存在两种亚型， 其分布可能与地理因素有关⋯ ”。 。有报道 HCV各株 间在 核苷 

酸水平上变异较大， 而在氨基酸水平上则相对保守” 。由于 来自同一地 区不 同病 人的 

HCV株有时也存在较大变异， 故宿主和病毒 问的相互作用 (特别是宿主 的免疫 选择作 

用 )可能也与 HCV的变异有关 ”。不同亚型 (血清型 或基因型 )间是 否存 在致病性 

的差异尚待进一步研究。 

HCV基因组不同区域的变异程度是不同的。 5 NC区最为保守， 各株 间同源性≥ 

95％，带作为 PCR引物的核苷酸序列而用于 HCV RNA检谢 I该区中还有 两个不 
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变区，若根据其设计引物进行 PCR，对 HCV的检测更加有效 z 31．~J Lee等发现台湾地区 5 

株 HCV 5 NC区的219位均缺失，其生物学意义有待探讨 3。NC区的变异相 对较 

大，同源性约60~90 ”。结构蛋白编码区中，核心蛋白编码区 (C)相对 保守， 而 

外壳蛋白编码 区 (E，、E ／Ns )变异较大 “‘ }E 区可分成两组，同蛆内高度保守， 

而两组间同源性仅50~60 ” J E z／Ns 区变异最大，其氨基末端有两个高变区 (IIV 、 

IIV z)， 两者编码蛋白 有相同 的亲水区和 二级 结构， 可能在免 疫反应 中起重 要作 

用” 。各非结构蛋白编码区的确 切变异程度尚不 完全清楚， 有研究表 明其变异程度 

小于E 和E z／NS 区，特别是 NS 和 NS 区相对保守，变异程度可能与C区相似 ” 。 

(3)HCV蛋白的结构与功能t 

ttCV cDNA的克隆成功，使HCV基因的体外表达成为可能。利j=fj原核、 真核表达 

质粒和重组杆状昆虫病毒 ，已在细菌、哺乳动物细胞和 昆虫细胞中表达了多种 IICV蛋 

白成分。通过基因克隆和体外表达，目前对 IICV部分蛋白成分 的结构和功能 已有了初 

步了解。 

与黄病毒和瘟病毒相似，IICV RNA先编码台成一多聚蛋白质前体 然后通过病毒 

和宿主细胞蛋白酶的共 同作用，将其切割为结构蛋白 (C、E 、E ／NS )和 非结构蛋白 

(NS2~NS5)。c／r，和 E。／E 一NS1蛋白的交界点已经确定，分别为191／192和 383／384~ 

由宿主细胞的蛋白酶 (一种与微粒体骥成分相关的信号肽酶 )进行切割” ”” 。而非结 

构蛋白的切害 j与病毒 的 NS：蛋白有关 ” 。 

C蛋白可 以与 IICV RNA相互作用，从而构成病毒 核衣壳体，该核心蛋白为 9～22 

kd的糖基化蛋白 (p19~22)，其主要抗原决定簇位于 氨基末端和 C／r。交界区 ” 。 

有学者发现；核心蛋白羧基端的两个疏水 区与其分布特性有关 ，完整的 p22存在于转染 

细胞 的胞浆和细胞表面 ，而缺 失该两区的核心蛋白则集中在核内 形成特异性包涵体 。 

E，蛋白是构成病毒外壳的主要成分，目前还不能完全确定 E：／Ns 蛋白属结 构还是 

非结构蛋白，但多数研究提示其为病毒 的外壳蛋白；两种外壳蛋白均为糖基化，分子量分 

别为33～35kd和7"0～72kd(gp33~3fi，gpT0~72)，它在蛋白前体 中的排列顺序为NH 一 

p22一gP35一gp70～c0OH ”” 。 gp70的氨基 末端为高变区，是机体免疫选 择的作用部 

位，可能在刺激免疫反应中起重要主用，而机体免疫压力又在 IICV外壳蛋白变 异中起 
一 定作用，这可能与 IICV持 续感染和慢性化有关 J在研制疫苗时，隙注意 IICV的一般 

变异外， 还应考虑这种免疫选择作 用的影响 ” ” 、。 有研究提示； 在 急性期抗一gp3fi 

抗体具有中和活性 ，而在长期慢性肝炎病人体内则可能无此作用J NS1蛋白 (gp70的一 

部分 )具有抗原 性，在 病人血清中可产生抗一NS1蛋白的特异性抗体 ， 但该抗体与 IICV 

清除 和疾病恢复无关 ”。 

Ns z和 NS 蛋白的功能还不清楚，但在 HCV感染时， 宿主细胞产生 的特异性抗体 

与 NS 蛋白有关，推测它具有刺激机体产生抗一C 抗体的作用， 对丙型肝炎 血清学诊 

断 的建立有重要意义 。Ns 蛋白具蛋白酶和螺旋酶活性，有可能将 多聚蛋 白的部分非 

结构蛋白切割成多肽，而这些多肽是病毒复制和包装所需的 ”。 NS5蛋白 的功 能尚 

不 很清楚 ，可能县复制酶 (RNA依赖的 RNA多聚酶 )，功能而与病毒的复制有关 
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2． HCV的体外培养和动物横型 

对 HCV体外培养的研究 刚刚开始。Robert等报道； 用急慢性 HCV感染的 黑猩猩 

肝细胞进行原代培养，结果有 HCV复制 ，培养上清 中有 HCV RNA和病毒颗 粒存在， 

且可用其试验感染黑猩猩}用 HCY体外 感染培养的正常黑猩猩肝细胞 也获成功， 感染 

后15天可在培养上清 中检出 HCV RNA，并可维持21天以上 “。 但上述体系均为短期 

培养，有必要研究长期传代的 HCV体外培养系统，以便为 HCV分子生物学研究和药物 

筛选提供有用 的工具。 

HCV黑猩猩动物模型 的建立 ，不仅为 HCV的研究提供了大 最材料来源 ， 而且有利 

于 HCV体外培养和体内感 染过 程的研究。 在 HCV接种后 2天， 肝 内 就可 检出 HCV 

RNA，井与血清 ALT升高的时间一致J此后 1～ 2天，HCV RNA在血清中出现， 而 

抗一HCV在接种后 3～ 8月才产生J这对 HCV感染 的临床观察有一定 参考意义 。 

3． HCV 感染的检爵厦其意义 

目前 HCV感染 的诊断主要是检测血 清抗一HCV和 HCV RNA， 也有报道 检测肝内 

HCV RNA和 HCV抗原 。 

(1)抗一HCV的检测和意义 利用体外表达的各种 HCV重组蛋白(如Cm CIs1Sh 

C⋯、NS1、NS 等 )已建立了多种抗一HCV检测方法， 并用于 HCV感染 的临 床诊断和 

实验研究 】。目前最常使用的是 Ortho公司生产的检 测抗一HCV ELISA试剂盒， 第 
一 代产品是用体外表达的 NS 蛋白 (Cl a o-3)和人超氧化物歧化酶 (SOD)构成的融合 

蛋 白作为包被抗原 ，检测抗一C 抗体 } 第二代方法的包被抗原不 仅包括 C ， 而且含 

有Ns (C )和核壳体 (C )蛋白，其灵敏度和特异性均优于第一代产 品，且抗一HCV 

的检出较早，对 HCV感染的早期诊断似有一定意义， 有认为抗一C：t有可能成为 反映病 

毒血症的一个指标，但这还需进一步实 验加以证实 ”“”。抗一HCV捡测 方法还 有重组 

免疫印迹法 (RIBA)及酶免疫法 (ElA)，国内 目前已有 抗一HCV检测试剂盒出售。但 
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上述各种方法相互 间的重复性还不 太高，其方法学本身尚有待完善 

抗一HCV多在感染后 2～ 6月 (有的甚至更晚 )才出现，其出现 时间因不同个体和 

不 同检测方法而异，甚至有的急性病例恢复后不产生可检测水平的抗体，故 抗一HCV阴 

性不能排 喙 ItCV感染 ⋯“ 。而抗一HCV阳性 病人仅部分 可检出 HCV RNA， 故持续 

抗一HCV阳性并不表 示体内有 HCV病毒存在 。另外， 抗～c 抗体不具保护性，不 

能预防再次感染 。 

(2)HCV RNA的检测和意义 由于 HcV感染者血中病毒含量极低，用一般的分 

子杂交技术难于检出HCV RNA，故目前HCV RNA的检测均采用逆转录 PCR(RT—PCR 

或 eDNA—PCR)技术”。 。 即便如此， 有时结 果也不理想。 最近应用 “套式” PCR 

(Nested PCR)检铡HCV RNA，其敏感性和特异性更为提高 ““” 。利用这些技 术， 

常在一些抗一HCV阴性 的病人血清中检出 HCV RNA，能较抗一HCV早数周至数月检出， 

并常早于临床症状 出现和血清 ALT升高，是 HCV惑染早期诊断的主要指标 ，还能鉴别 

抗一HCV阳性血中是否含有 HCV，对传染性 的判定也有重要意义 ”” 。 

在血清 HCV RNA阴性病人 的肝穿组织 中，有学者用 PCR检出 HCV RNA，这可能 

是一种比血清铡定更能反映病毒持续感染的指标 。还有学者利用 S—ttCV RNA和 

地高辛标记的寡核苷酸探针，以原位杂交方法检测肝内 HCV RNA，从细胞水平对 HCV 

感染进行了研究 ”” 。 

(3)HCV抗原 的检测 目前虽有检测肝内 HCV抗原 的 报道””， 但还 不 是诊断 

HCV感染 的常用方法，血清 HCV抗原 的检测方法尚有待建立 。 
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