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f=?3 ， f 
提要 对广东省—名慢性丙型肝炎病人血清中的 HCV基因组NS1区硅行分子克隆及序列测定。采 

甩徽粒吸附法提取 HCVRNA，随机引物逆转录后进行聚合酶健反应．所甩引物位于NS1区，扩增产 

物 780bp在低熔点璩脂糖中电泳，回收相应条带处凝腔 ．与pUC18的连接反应直接在低熔点琼置旨糖 

中完成．重组体转化．IM109，撬取菌落增殖后提取的质粒采甩 P(驻和爵切法鉴定阳性克隆。将其中 

320bp的片段亚克矗到 pUCl8和pUCl9．随后采甩蕊脱氧链末端终止法测其棱苷酸序列 ，与国内外 

篓 韶蒯 陶组 唐蚤- 关蝴 鲤眨璺．髯 2塑堕 苷酸序列 肉缈，／、彳蚤’Px： L 
HCV是 1989年经反向病毒学方法确证的肠道外传播 非甲非 乙型肝炎主要病原 ，属于单 

股正链 RNA病毒。其基因组全长约 9．4kb，依次排列为 5t末靖非编码区 结构蛋 白c区和 E 

区 ，非结构蛋白NS 一Ns5区及 3，末端非编码区。各基因区的功能和变异程度不同 ，Ns1区变异 

较大 。有学者认为此区变异可能涉及丙肝慢性化或癌变 ．其编码蛋 白可能刺激机体产生保护 

性抗体 ，对疫苗研制有潜在应用价值(第四届国际肝病会议资料)。本文对广东地方株的 HCV 

NS1区进行了 PeR克隆及序列测定 ，为基因表达和疫苗研制做好前期工作。 

材料和方法 

l 血；膏标本 

取自广东省阳春县 3岁男性患者 ，抗 Hcv阳性， 

2 主翼试剂 ． 

炎，无输血史。 

AMV逆转录酶，RN~min，TaqDNA聚台酶，plJC18．pUCl9(华美公司)。随机引物，低熔点琼脂糖，1"4饼JA连 

接酶C眦 公司)。1-~mlI，P I(删 公司)。引翱由中国科学院上海细胞生物学研究所合成，序列及位置如下。 

LG2{5rGAGA 0c】 兀 -̂．r K Ⅻ ACrAc (14鲥 一 1467)(十) 

L G3‘ 

L G4{5 TATCYOCAGCATCATCCACAAGCA 3 (2223—_2200)(--) 

3 P吼 产物的获取 

采甩擞粒吸附法提取 HCVRNAⅡ]．血清 IOOvl加入微粒吸附荆 1 1．裂解液 30 (内舍 sDs，Tris ED ， 

ni∞n，异硫氰酸瓤)，室温放置 1h，中间摇匀几次，4000y／rn~n离心 30'，弃藏相，甩1叫 7Q {酉精洗一次 ，弃酒 

精后吸千．加入随机引物 300rig·AMV逆转录酶 10单位，0．25manol／L dNTP 3．／．RNafln40单位，10XB~for ， 

本文于 1994年 5 3日收到 ．9月 26日修回 
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逆转录反应体积 3 0Id．42"C lh,中间摇匀几次。离心后嗳出液相柞P(R模板，PeR总反应体积5 ，内古特异引 

物 LG2，LG 各 lOOng，o．2-Snm~l／L dN'I"P耳II 5x叫 1叫 ．T DNA聚合酶 2单位 ，在 93"12 3 ，55"12 3 ， 

72℃1m-m循环 32次，最后在72"C延仲反应7Ⅱ面，取 lOt,a，电泳．在觜外灯下观察结果。 

4 PCR产物的分子克陵爰亚克麓 

用内切酶 削 I及黜 T消化 p13C18和经酚、氯仿抽提的PCR产物，然后在低熔点琼脂糖中电泳 ，切下相 

应条带处的凝胶。连接反应直接在低熔点琼脂糖中进行，总体积 lOO~t，内舍KR产物，pIJCl8，5x连接Bu惭 ， 

T4DNA连接酶 a‘】，l6℃连接过夜．加入 80 JM109钙化翦，钙化菌{目备及转化过程按文献 2的方法．转化翦 

在IJBA早皿中3 培养过瘦。挑取多十菌落在液体培养基中增殖 ．碱变性法提取质粒。然后用P 、半巢式 

P(R及单、双蘸切祛鉴定阳性克隆。以重组质粒I~dL78()为模板，经引物 I 2，I 3半巢式扩增获得—长 32晒p 

片段 ，用上述同样方法克隆到 p13C18及pOC19质粒中。 

； DNA肋 I测定 

重组的亚克隧p13C18及t~JC19模扳采用双聪氧链末端终止法 ．以373ADN̂ 全自动测序仅(Ap叫棚Br唧 》 

te．tl~公司)测定核苷酸序刊 ，测序时采用 T DN̂ 聚合酸及荧光标记的通用引物 ，同一片段经正反两方向多扶 

重复潮定． 

结 果 

1 阳性克麓 pOL780的鉴定 

HCV NS1区的 78obp片段插入 pl／C18的多克隆位点 Hind I和 Pst I之问 ，重组质粒 pUL 

780经 PstI单酶切后与空载体 p~JC18比较电泳时泳动较慢。EcoR I及 HindI双酶切后电泳 ， 

切出一条带 ，比插入 片段 78069稍大 (780bp+EcoR I、Pst I切点问的 40bp)另外 ，以重组质粒 

为模板 ，用特异引物 LG2，LG3，LG4作pcR及半巢式 PCR扩增 ，获得 78ob~和 320bp的产物 

(见图 1)。 

圈i PCR和蓦切鉴定重组质粒IKIL780 

1：DNA分子量标准(p瓶 322，H埘 1)} 

2‘IKIL780经 102，103扩增的产物 } 

3}IKIL780经 LG2．略 |扩增的产物 } 

4lpUL780经 EeoR 1，} d■清化} 

5：oUL780经 PstI消化 

6：PIJI218经 M 清化} 

7lDNA分子量标准 ( ／̂Hind_)． 

1 R￡㈣  dI~UL780 ti 时 PcR 

目n im en蛔 ud 口● 

1．DN̂ mdeq血r,~ ght m (pBR322，H I)． 2 

PcR 删 l船 d pUL 780n Ⅲ m  pr 嗡  嗡 ． 

3．PcR删 lm 。fpUL 780n啊Ⅲ m  m 1132 L0 4． 

pUL 780 diE酬 m 嗍 l andl ■． 5．puL 780 diE酬  

h 1． 6一puc18蜘 ed-~4tlaN 1． DNA 1Ⅻ  

枷 m ker( ^／}Ⅷ ■)． 

2 HCV广东拣 NS1区部分片段的核苷酸序列蔑与其他分离株的比较 结果见圈 2。 
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1444 cagaagctttattgct99cactac 
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Hcv一1 
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HC—J6 
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C— —T一[A—AA— TAC — — — 一T 

C— — AA 一 T— ——cT— — 蚯 [-cT— — T— C— — C— 

e-c— 吼 — —T T̂ G—Ac— T— —  —G— C— —  

∞CTc GT盯 CCm 踞 T̂ T̂ 嘶T 陆B印{B1̂T雠融 C 

T— C— — C—￡— A— A 

T—T— — 一 C～A——_6C 

T—T 

～ C_GC～ — T—_̂— — T～ 

T_T— C一Ⅱ————— C 

T_T 

T— — C— — A—_A—冉一—— _T一 ——— 一A_T T—A—C6一 [_ T— C 

— C—C— — A—A—C— —  

一 T— cT-c—AT{ ——  ～ T—A—卜 —_G一_GTĈ 一— — C 

C—T—cT—C—G— 一̂T-6— AIA—C— —G一 6̂CT一— — C 

6 8I AC 

～ — _G—G———— —_T—rr———— 

T—T—  一 C—IA一  C ————一 C—cA一 

～ — _G— — T一 —_G～ ——￡一 — — C 

～ — _G— T— — e—cA—A 订一 T6C—G——订G 

— T—6-～—— _T一亡_̂一 —̂_T— CC6——A—AAAĜ 一T̂ —— 6一 T—AT弼 

19ccccac99attgctgcagaaa 

图 2 HCV广东株 NS1区eDNA序刊与刑 E株、台湾株(中国)，HCV一1(美国原型株)．HCV—J、HCV-~ 、HC-J6、HC-J8(日本) 

序列的比较 

FiS．2 吐 p日栅 时 eDNA sequence~ t HCV'-GD l gealca-me re~ rl毗 tlnat唾 HCV-I-LB．HCV—T．(( a)HCV一1(Am~ri． 

can pratoty~ dace】·HCV I HCV—BK．HC-JB．HC-JS(J~ m) 
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衰 1 丙型肝炎病毒广东抹与其他中国棒之闻NSI区的壹异情况 

T∞ 1 Divsrge~ceinthe 1 genomic嘶 ofC,~ ngdaag and t印  m Cm  mⅡ 

nt：nud自mi妇 I腿 l咖 ino acid6 

讨 论 

HCV在血清中浓度极低 ，在人血液中的感染滴度为 103CID o／ⅡⅡ(黑猩猩 半数感染量)。 

HCV RNA在抽提过程中易被 RNA酶破坏。为获取尽可能多的 HCV RNA及 cDNA，我们运用 

微粒吸附血清中的核酸，并直接在吸附剂上用随机引物逆转录。实验证 明，此法简便 、快速 、成 

本低，在获取 HCV RNA及长片段 cDNA中较常规酚 、氯仿抽提法更优越。 

我们从一份来自广东省阳春县无输血史的丙型肝炎病人血清中扩增并克隆 NSl区 780bp 

的片段，对其中约 300bp核苷酸序列进行测定 结果显示广东株该区段棱苷酸序列与河北株、 

台湾株 、美国原型株、日本 HCV—J，HCV—BK，HC-JB，HC-J8株相 应 片段的同源性分别为 89． 

74 ．90．84 ，71．d 3 ，86．81 ，87．91 ，70．33 ，68．86 。提示该区段属高变区 ，可将各 

毒株加以区别 ，同时亦表明我国各毒株间的变异较小 ，但广东株与美国及 日本某些分离株 间 

变异较大。 

HCV核酸存在广泛的异质性 ， 同国家 不同地区的 HCV株核酸序列有差异。核酸变异 

可能与疾病严重性 、引起丙肝慢性化及导致肝细胞癌的频率等具有某种相关性。我国已完整 

克隆的河北株 、台湾株 ，部分克隆的 k海株 、北京株相互 间核酸序列亦有较大差异 ，尤其在 E 

区和NS1区。国内对 HCV的 C区和 NS3区研究较多[ ]，但对 NS1区的研 究甚少。将所测 NS1 

区序列与已报告的河北株和台湾株相应序列 比较后发现 ，核苷酸变异率在 9．16—10．26 ，氨 

基酸变异率在 6．59—7．69 。根据 HCV的基因分型标准 ，核酸序列变异不超过 20 的 HCV 

株属于同一基因型 ，国内已分离的多个株均属 I组 I型 ，但在同一型 内NS1区相对于其他区 

域仍属高变异区。NS1区变异被认为是 HCV逃避机体免疫攻击 、使病毒在体 内持续存在的原 

因。Okada sI等实验证实 ，此区变异程度与 HCV对干扰素治疗反应性密切相关 ，变异小则反应 

较好 ，变异大则疗效差L6]。Inouc Y等认为 NS1区编码的蛋白质是在 HCV复制期间产生的 ，检 

测该区相应抗体可反映 HCV在人体内复制的情况[ 。HCV NS1区编码 gp70(一种糖蛋白)，成 

熟的 gpT0在 HCV感染中起 了重要的作用 ，此蛋白相当于黄病毒属的jE圣 构包膜糖蛋白或瘟 

病毒的包膜糖蛋白 ，能诱导机体产生中和抗体 ，对病毒感染产生保护性的免疫反应[ ，在疫 

苗研制 中可能有参考意义。 

致谢 测序工作得到中国预防医学科学院病毒学研究所病毒基因工程 国家重点实验室陈南海 

博士的帮助 ，特此致谢。 
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Molecplar Cloning and Sequence of the HCV NS1 Genomic Region 

IA Gang Yao Jflu Peng W enwei ． 

( r由删 of厶加嘶∞ 舶呻郾，8ua yn 阳l 如盯8匆 朋撕 ∞f＆电时邮， 嘲9曲础 510630) 

The NS1 genomic region of the hepatitis C virus(HCV)。derived from the serum of a Dationt with 

chronic NANB hepatitis in Guangdong province，was clon~l and 剐 u盯lOed．HCV RNA e】巾 协d by 

the powder-adsorption procedure was converted to cDNA by reverse transcription with ralzdoul prim er． 

Polymerase chain I嘲ct )n was performed with the primers which span the NSI region．The amplified 

products wet separated by elec trophoregis oⅡ a low melting-po int agaros~gel and a po rtion of ge1．o3 

respo nd／rig tothe exq3ected size，was cutout．ThePCR productwas 1LSat~ topUC18 vectorinlow melt． 

in8 point agaro~ ge1．AfY．eT transfecting JM 109 strain ．the recom binants re screened and identified 

byPCR and digestion 州 廿I ras'n'iction  endonucleas~．Onefragment of 320b ，amplifiedfrom a r~ombi- 

n~Jlt plasI|l ，was cloned into pUC1 8 and pUC1 9，and their nucleOtide Sequeno~ were determ ined by 

the dideoxy chain termination method ．A compariso~ of the sequence with several isolates re po rted pre 

viously showed homologies of 68．86 to 90．84 ． 

Key words Hepatitis C virus(HCV)，Polymeraso chain r0action (PCR)，Molecular cloning，Nucleotic~ 

sequence 
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