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提 要 对95份抗 一HCV IgG阴性献血员采用逆转录聚合酶链反应~(PtZR)检测丙型肝炎病毒 

RNA，结果 8欢中有 6欢共检测出 t7份阳性标本(17／95．17 9％)．复查抗 一HCVlgG仍为阴性。 

对其中8份阳性产物中 变区 1的序列分析结果表明均为不回株 HCV序列．排除了 PCR污染的 

可能性 ，对其中 2份阳性产物测定了全序列并与 HCV各基因型代表抹的相应序列比较．与 HCV 

¨型相应序列的}寰苷酸同源性为77％～7996，而与 I-I{_SVI、皿，IV相应序列阃的同源性为 6296～ 

69％．表明为 HCVlI型序列。结果提示献血员抗 一HCV IgG筛选不能完全捧除 HCV感染者．掘 

血员进行 

筛选。尽管如此，临床上仍发现输血后有丙型肝炎的发生。为了探索其中可能的原因，我们在 

1993年 8月至 1995年 2月对 95例抗 一HCV IgG阴性的献血员，采用逆转录及聚合酶链反应 

法检测其 HCV RNA，并进行序列分析．结果报道如下。 

材料和方法 

1 标本采羹 献血员标l丰由 已海长海医院血库提供。其中 1993年 t0月 11日和 1995年 1月 20日阿批标 

本为 筹献血员标本、其余标本均为职业献血员标奉．其中 1 994年 4月 12日及 l3日二批献血员有献浆史。 

2 抗 一HCV IgG检测 览参考文献 一 

3 HCV RNA的提 取 见参考 定献 J 

4 HCV RNA的 RT—PCR检测 采用套式 PCR进行检测。引物序列为 SEI 5 一c_rAcrccGGATcc— 

CACAAGC一3 (相应于 HCV—J株}寰苷酸 1338～1357位)．ASEI 5 一GGGcTcGGAGTGM GcAATA一3 (相 

应于 HCV—J株 1848～1867位)．SE2 5 一ATTCCA 

1 433位)．ASE2 5 GCAATACA 

一

3 (相应于 HCV—J抹 1414～ 

一 3 (相应于 HCV—J株 1 833～1852位)。HCV RNA经 

引物 ASE1引导逆转录音成 eDNA，反应悼l枳 20 1 ，37℃，1 再由SE1．ASE1引导进行第一轮扩增，扩增体 

积50 1 ．94℃，1 r／tin；54℃，1 rnirt~72 ．2 rnin；循环35个周期，取第一轮扩增产物 5 I ，由SE2，ASE2引导进 

行第二轮扩增．扩增体积 50 lJ．94℃．1min；54℃，1 rnin~72℃，1．5mitt；循环35个周期。取产物 20 L进行 

2％琼脂糖凝胶电泳．EB染色．紫外灯下观察结果。每欢 PCR检测各设=份 阳性 血清和阴性血清对照，当二 

份阳性和阴性对照全部传出时．认为此收检测结果可靠。 

5 DNA序列测定 参考文献_1 进行．PCR产物经琼脂糖超纯胶电泳纯化，用作测序模顿，以 SE2或 ASE2束 
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端标记同位紊(rp32)用作测序引物，使用双链 DNA循环测序盒(GIBCOBR1 ．MD,USA)进行序列分析。 

结 果 

l 献血员中 HCV RNART PCR检测 

从 1993年 8月至 1995年 2月总计 8次 

对抗 一HCV 检测阴性 的献血员进行 HCV 

RNART PCR检测，结果见表 1。8次共检 

测95份标本，其中有 6次检出 l7份阳性标 

本，平均阳性检出率为 17．9％。最高的一次 

阳性检出达 4tI％。对上述 l7份 PCR阳性检 

出标本复查抗 HCV均为阴性。 

lIcV一6E 

ItC~一6￡I 

ItC~一C,E／ 

BCV ￡ 

BCV—UE 

BCV-髓 

HCy_壮 

旺Cy一7．E 

衰 1 正常献■员 HCVRNART—PCR格出 

Tab 1 H【 V RNA RT—PCR det~liOB_n 

normal blood donor 

^ 149I 

ACG~GAGCACACATGTGACGGGGGGGTGCMh~GCĈT̂ CCATCCGGGGCC兀℃̂ cGTCCCTCTTT̂ ĉCC 

⋯ ⋯ 一 一 - GTGC一一̂6一CAT̂一CAT—C⋯-0 e 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一 一 GTGC一一̂6一CAT̂一C．'qT—C一 6一e—T一  

一 T---C从⋯C—CkC—n一 _̂_kGCGC⋯TG Ĉ ĉ一CG⋯CAC—O⋯ ⋯ ⋯̂ ⋯ ⋯T⋯  

一 T⋯ Ĉ ⋯ C—OĈ C一 -̂⋯ ⋯ GTAGC⋯ 一C6Ĉ一Ĉ 一 一̂卜6一C—T⋯ ⋯̂ ⋯ 一C—GTT一 

- T— Ĉ一--C—TĈC⋯ ⋯̂ ⋯ OTAGC⋯ 一C6Ĉ一r̂一 _̂T—G—C—T⋯ ⋯̂ ⋯ 一C—GTT一 

一 T⋯ Ĉ⋯ C—OĈc⋯ ⋯̂ ⋯ 6r̂GC⋯ 一CGĈ一T̂ 一 一̂T一6一C—T---̂ ⋯ 一 一C—GTT一 

一 T-一-CA⋯-C 6C ⋯ ⋯̂ ⋯ GCAGC一 一CC,⋯T C—AT．一C-TACG⋯CCTT—T—CAGT．T一 

^ 1 571 

TGGGCCAGCTĈ 6̂G从TCĈ6CTT 

⋯ ⋯ 5T⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 一一 

0⋯ ⋯ UT C⋯ 一̂⋯ ⋯ ⋯ ． 

C⋯ 一一6T—C一一C一̂⋯ ⋯ ⋯ 一 

C一⋯ 一GT—C⋯ 一̂⋯ ⋯ ⋯ 一 

C⋯ 一一6T—C⋯ 一̂⋯ ⋯ ⋯ 一 

例 I 8倒献血员 HCW RNA PCR阳性产物中高瘦 区 I棒苷酸序列的 比较 

F《 1 Companion of the nucleo~ide scqu~ nf hype~ iable regmn 0f HCV PCR produ~s from 8 blood 一  

The ⋯ betw~ p tlm  1491 and 1571 which⋯ ind~ ted by is hyp~varlahle regi~ The hori~ tal l—  

indi~ e id~ tical with whkh are shown 0n lop line 

2 HCV RNA扩增产物的序列测定结果 

影响 PCR方法检测血清中HCV RNA结果准确性的一个重要问题是可能存在 PCR的污 

染。为了证实 PCR检测结果的准确性，用PCR直接测序方法测定了 l7份阳性产物中的 8份 

高变区l的DNA序列(图1)，由图可见测定的每个产物的高变区 l序列均不完全相同．说明 
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UCV—J 

HCV—C 

HCV—UE 

日CV-XE 

丛匹￡丛 ! 丛 ! D6cT从DDTcTT6̂TTOT0̂T0cT̂cTcTTT6cT60c6TT6̂c066ĉĉ 
⋯ 一 ⋯ T一 ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一一C一一C⋯ 一 一一T⋯ 0一T一 

⋯ 一 一 T一 ⋯ ⋯ 一一 

一 - - ⋯ 一 一 一̂C一 ⋯ 一一 

一 一 r一一-⋯ ⋯ ⋯C—T--⋯ 一一 
一 一 T一一-⋯ ⋯ 一一C一一T一--⋯ 一 

CCC,4CGTG~,4GGGGGÂGGGT,4GCCTCC,4GC．4CCC,4G．46CCTCGTGTCCTGGCTCTC'4CAAGGCCC'4TC 

— T---C—T—T⋯ 一60C—C,4C~一0一C0一TC⋯ ⋯TC6 GT--,4C--一CTCT-T．4⋯ Cr一-GG—C一 

⋯ D—AC一 ⋯ ⋯ 00T̂一C一 一C0⋯C⋯ ,4~TG⋯ 一TAC—A一-CTCT一-AGTTCC～0一-6一一 

⋯ T—AC一 一 ⋯ ~GT,4一C一 一C0一一CT一 ,4GTG一 一T,4C—A⋯CTCT一,4GTTCC一一0一一0一一 

TĈ 6̂从 T̂CC从 CTCGT0从ĈCC从C60Ĉ6CT6OĈĉ TC从 Ĉ00̂CC0CTCT6从TT0C从T6̂C 

一 ⋯ O⋯ 一一6⋯T．4 一̂一T⋯ 一一T一一T一 一--一一T⋯ ⋯ ⋯ 一一T--F---一一C 

C⋯ ⋯ ⋯ 一一6一一T⋯A —TT⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ 一 一T一一T--A-一T一--T----C一一 

C--C一 ⋯ 一一D⋯TA A⋯TT⋯ ⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ 一一-T--,4--T---T----C一。 

TCCCTCCA,AACTGGGTTC,4TTGCTGCGCTGTTCTACGC．4C,4C．4GGTTCA．4．CGCGTCCGGGT6CCC'4G'4GC 

一 一 一̂T一 一一---TC--一-C-- 

一 一 T---̂0C⋯C一,4---C-C．．．．． 

⋯ TA ⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ 一 ⋯ ⋯̂ G一 一  

一 一̂O⋯ 一A⋯ ⋯ 一T一 ⋯ 一̂⋯ 一一G⋯ 一 

一 一 T---．4GC一一C⋯ 一 C—C⋯ ⋯ ⋯ 一 一一-A一0⋯ 一̂一 ⋯ 一T⋯ ⋯ 一A⋯ 一一6一 一 

0ĈT60CT̂6CT0CC0CCCĈTC0̂T0̂6TTC6CTĈ0660T600GTCCĈ TĈ CTĈ T0̂ T̂TOCCT0̂ 

⋯ 一 一 C一 一 ⋯ 一 ～一T⋯ ACA一 一A一--一 C---一一C⋯ 一 ⋯ T⋯AC 0̂一 ⋯  

⋯ 一 一 C--T一一T一 ⋯̂ 一T一一Ĉ 一 ⋯ ⋯̂ ⋯ ．4---⋯ ⋯ 一一-T--T-C—CCGA一一6一一C 

一 一 一 C--T一 ⋯ A一 一T⋯CA⋯ 一A⋯ 一A一 ⋯ ～ 一一T一-T-C-CCGA--G一一C 

GAGCTCGGACCAGAGGCCAT．4TTGCTGGCACTACGCGCCTCGACCGTGCGGG'4TCGTGCCTGCGTCGCAG 

f⋯ ．．．⋯ ⋯ ⋯ 一一T．．．⋯ ⋯ ⋯ 一 ---一 ⋯ ^̂一 ⋯ C⋯ ⋯A ⋯ 一一-一一6一一 

CG．4一C⋯ ⋯ 一̂⋯ 一一T一6---I。一 一 一 一一̂一 一C—A⋯ ⋯ 一C⋯T--A ⋯ ⋯ 一一6一一 

CG,4一C⋯ ⋯ 一A⋯ 一一T⋯ 一一T一 ⋯ ⋯ ⋯A— C一一A---·--F--T-一̂一 ⋯ 一 G一一 

0TGT06TCĈ6T T̂TT0C 

图2 HCV—UE，HCV—XE的棱苷酸序列与日本株及中国株相应序列的比较 

ng 2 Compari~n。f HCV UE， Hcv—XE with册fr葛po Ing seq fmm Japan (HCV —J)and Chir~ 

(HCV—C】． 

The nudmtide sq ofHCV—J are~hown onthetop hue HorizontalI⋯ bldieate s。q nc identicalwithHCV — 

J The primer e tmd~lined 

他们各自为不同株的HCV序列，排除了PCR污染的可能。为了了解扩增序列属哪一种HCV 

基因型，测定了其中2份阳性产物的全序列，图2显示二份扩增产物的全长核苷酸序列(HCV 

UE，HCVXE)，及其与同一HCV基因型的日本HCV—J株(HcvⅡ型) 及中国河北株(HCV 

C，HCVII型) 相应序列比较结果。表2显示这两株序列与在我国感染者中存在的 HCV 

I～Ⅳ基因型相应序列的核苷酸同源性，由表可见HCV—UE，HCV XE与 HCV II型的 

HCV J及 HCV—C株相应序列同源性最高，为 77--79％，这与 Ⅱ型不同株(HCV—J，HCV 

c)相应序列之间的棱苷酸同源性(80％)相当．因此，所扩增的 HCV基因序列属 HCV II型序 

列。 

加口．阳 ⅢⅢⅢ 圳 Ⅲ圳 瑚珊瑚瑚 瑚瑚Ⅷ瑚 m枷Ⅷ删 
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丧 2 HCVUE。XE接苷酸序捌与 Hcv 1～Ⅳ堑代丧糠相应序捌的同鼍性 

Tab 2 H0Ill0】罐  of n ec】∞tide 5equ即嘟 ofHCV UE andHCV XE 

with~ espond ing sequence*ofH(：v g~etype*I～IV" 

注：HCV1为基因型 I序剜．HCV—J厦 HCV—C为基因型Ⅱ序列，HC J6为基因型Ⅲ序列．HC—J8为基因型IV"序列。 

HCV1 is genetype 1 $OqllL*oce~HCV—J andHCV⋯C genetypeⅡ sequence；HC—J6is genetypeⅢ sequetlcel Hc—J8 

is g~etypeIV ⋯  

讨 论 

在抗 一HCV IgG阴性的献血员血清标本中用 PCR法检测出的 HCV RNA阳性率高达 

17．9％(表 1)，说明我国献血员中 HCV的感染情况很严重。具体分析结果．HCV RNA都是 

在职业献血员的标本中检出，在有献浆史的献血员标本中检出率更高(1994年 4月 12、13日 

标本)，但在二次义务献血员标本中没有检出(1993年 lO月 11日及 1995年 1月20日标本)． 

这一检测结果与 HCV在这些人群中的感染情况基本相符。然而。使用 PCR法检测有一重要 

的问题就是由PCR污染造成的假阳性。HCV的 E2基因中有一核苷酸序列高度变异的区域 

称高变区 1，这一区域的序列在不同的 HCV感染株中均可不同，具有个体化的特点。为了彻 

底排除 PCR污染的可能。我们在 PCR的引物设计中包含了高变区 l的序列。在对扩增产物 

进行高变区 1的序列分析时，直接用扩增产物作测序模板．用 PCR直接测序法进行序列分析， 

避免了由PCR检测及测序过程中由酶介导的链合成反应时可能产生的序列错误．从而保证了 

序列分析的可靠性。结果所测定的 8个扩增产物中的高变区 1序列(图 1)均有差异．说明他 

们是不同HCV株序列，从而排除了PCR污染的可能性。肯定了 PCR幢测结果的正确性。 

对 PCR检测出的 l7份阳性标本复查抗 HCV IgG．结果均为阴性。出现这种情况可能 

的原因一是 HCV有较高的变异率，目前发现至少存在有 6个基因型．在我国已证实有 4个基 

因型(I～Ⅳ)．其中以Ⅱ型最为普遍【10]。已有报道．一种基因型的抗原可以不与别的基因型 

HCV诱导的抗体发生交叉反应⋯J，而我国目前的抗一HCV IgG检测试剂所使用的包被抗原 

均为 HCV Ⅱ型序列，是否漏检的标本是别的基因型的HCV感染标本?我们所测定的两个扩 

增产物的全序列(图2、表 2)结果证实这些扩增产物不是别的 HCV基因型序列，而是 HCV I1 

型序列，其余 6个扩增产物高变区 1以外的部分序列(结果来显示)也是 HCV I1型序列。因 

此，抗 HCV IgG漏检不是由于不同基因型的感染所引起的。另一种可能的原因是抗 一HCV 

IgG检测试剂的敏感度不足，我国现行使用的检测试剂相当于国外第二代 ELISA试剂水平， 

与目前已发展成功的第三代试剂比较其敏感度有一定的差距。此外，还有一种可能的原因是， 

HCV感染后第3天即可出现病毒血症 J，而其抗体的出现则在一个半月后方可达到检测水 

平⋯，在这段时间内抗 一HCV无法检出。由此可见，为了彻底检出我国献血员中的 HCV感 

染，一方面需要提高 目前抗体检测试剂的敏感度，另一方面还需发展新的实用的能检测 HCV 

病毒或抗原的筛选试剂。 
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Detection and Sequencing of Hepatitis C Virus RNA in 

Blood Donors without Anti——HCV IgG Antibodies 

Pan W et Flar Fang Cut Xiaohong al 

(Del~rtment Microbiology．Delmrtment ofBasic Medicine． 

Second Military Medical University．Shanghai 200433) 

Reverse transcription polymerase chain reaction was used to detect hepatitis C virus(HCV) 

RNA in 95 serum specimens of blood donors with anti—HCV IgG negative．Six OUt of 8 detec 

tions，HCV RNA was detected in 17 0{95 specimens‘17，9％)．These 17 HCV RNA positive 

specimens were detected once more for anti HCV IgG to confirm their negative detection Se— 

quencing data of hypervariable region from 8 of I7 positive PCR products showed that the amplifi— 

cared sequences cB．me from different HCV strains，and were not the false amplification because of 

PCR contamination In these 8 PCR products，two nucleotide sequences were determined at fulI 

1ength．and showed higher homology of 77％ ～ 79％ with the co rrespo nding sequences of repre— 

sentatlve strain of HCV genotypeⅡ than that of 62％～69％ with the sequences of HCV geno- 

types I，Ⅲ，1"4，andwele verified asHCV genotype 11 sequenceswhich alemostpopular among 

Chinese HCV infected cases Our data demonstrated tlmt anti HCV I detection is not send— 

tive enough for HCV screening in bkxxl donors and the unavai[able detection for HCV infection by 

anti—HCV IgG assay is not due to HCV sequence mutations． 

Key words Hepatitis C Virus，Genome，Sequence 
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