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7 ·三f3 ／2 0 
鲁 蔓 为了解我国GBV—c／FIGV株的基因序列与国外分离株 同穰性杖税．对我国GBV—c， 

HGV的 5 靖非编码区(5 NCR)eDNA进行了序列测定。参考国外发表的序升资料．在相对保守的 

5 NCR设计两对 I-IGV特异性引物 采用热变性法提取云南省一十静眯吸毒者血浆中的 GBV— 

c／HGV RNA，逆转录为eDNA后进行巢式聚合酶链反应(PER)扩增，获得 238 bp的片段。PCR产 

物纯化后直接经双脱氧链末端终止法测定鞍苷酸序列 与国外分离株比较，同潭性为86．36％一 

90．91％．部分区域变异较大。结果表明．所扩增片段属于GBV—c／I-IGV基困，所铡序列可为引物 

标记 

物始终阴性，是否存在除外上述五型肝炎病毒的新型肝炎病毒，是国内外研究和关注的热 

点n】。1995年末，I七ary等从西非一个不明原因肝炎病人血浆中鉴定了一种新的黄病毒样肝 

炎病毒．因其基因组结构与新近发现的 GBV—A及 GBV—B类似．称为 GBV—c_2 J。同一时 

期，在不同研究机构的 Lirmen和 Kim等在两个美国病人(PNF2i61和 R10291)血浆中鉴定了 
一 种新的黄病毒样肝炎病毒，他们暂将其命名为庚型肝炎病毒(HGV)”J。经分析 NS3区331 

bp序列后发现，GBV—C与HGV核苷酸同源性为85．5％，氨基酸同蔼【性为 100％，根据种系 

发生分析方法．GBV—c与HGV应属于同型肝炎病毒．只是不同的变异株或亚型而已。本哥 

究将 GBV—C与 HGV作为同一型肝炎病毒(庚型肝炎病毒，GBV—c／HGv)。该病毒摹田组 

结构类似其他黄病毒．为单股正义链 ILNA,全长约 9．4kb，分为 5 和 3 非编码区及中间 结构 

蛋白和非结构蛋白编码区，编码约 3000个氨基酸。GBV—c／HGv在人群中的感染率及传播 

途径类似丙型肝炎病毒(HcV)，可致持续病毒血症．大多数临床症状轻微。目前，确定 GBV— 

C／HGV感染的手段主要依靠逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)．仍无检测抗体的 ELISA试剂 

盒出售。本研究用 RT—PCR对GBV—c／HGV5 NCR基因进行扩增，并测定了该扩增片段的 

核苷酸序列。 

材料与方法 

1 血浆标本 

来自云南 昆明市某强制戒毒所一静脉吸毒者．男性．26岁．汉族．抗 HCV(+)，抗 Hl3s(+)，吸毒期为半 
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年．有共用注射器史 血浆在 1994年 1月采集．一20℃以下保存 

2 主要试剂 

RNz~in．AMV逆转录酶，Taq DNA聚合酶．123 bp DNAMaxk~ ，Wizard PCR pre[~DNA purifieatio~s 

[em (Promega)。Sequencing kit(ABI) 

引物 ：根据 G,ec~bank中 GBV—C序列(U36380)、HGVPNF2161株序列(U44402)及 HGV R10291株序列 
●  

(u45966)设计。位置及序列如下：Gl 5 ATGCGTGATGACAGGGTTGG 3 (+)(117--136，按 PNF'2161株位 

置，下同)；G2 5 TA{ 『r( 0。c=队 TGc I]n℃c 3 (一)(451～471)；G3 5 GGTAGOCACTATA~ T 

3 (+)(161～180) G4 5‘ 3 (一)(379～398) G1．C2为外 引物．G3，G4为 

内引物．位 5 NCR，巢式扩增后产物为 238bp。 

3 RT— FCR 

采用热变性法制各 RNA模扳(‘。，取待检血浆标车及阳性对照血浆标本各 100 ．分别加 入袋解藏 lO L 

(成毋：0．5％2一班基乙醇，25咖 0I，LMgCI2)，蝤 ℃ 15min，10000 r／rain离心 5rain．取裂解上清 l0 进行 

逆转景，逆转录反应体积 2O ．内舍引物 G2 IC0 ng，AMV逆转录酶 10u．0．25mmol／L dNTP2山 RNasin 40 

u，1OxI~ffer2 。42℃ 45 rain。第一次 PCR反应体积为4O L．舍逆转录藏2O L，引物GI 100nl1．G2 50ng． 

0．25mmol／i dNTP 4 L，10x buffer 4 L．TaqDNA聚合酶 2u。在 94℃ 30 5 ．55℃ 30舱c，72℃ 4O∞ 循环 

3o攻．72℃延呻反应 7mm。第二次 PCR反应体积为 5O ．内舍第一扶 PCR反应淮 lO L．引物 G3IC0 ng． 

G4 100ng，0．25mmol／l dNTP 5 L．10xI~ffer 5 LTaqDNA聚合酶 2单位．循环条件丽第一次 PCR 取 仲 

ltL在舍溴化乙锭的 2％璩腑塘凝胶中电辣，与标准分子量怍对照，在紫外灯下观察结果。 

4 唧 产物翻序 

取FCR产物50 I 按试；fll盒所述方法纯化，然后与特异引物混合、变性、玲却，再与标记』晚氧棱背酸混合 

进行双脱氧链束螭终止反应，用 TaqDNA聚合醇引导测序l叵应 ．具体方法按试荆盒说明 制备 6％变性壤丙 

烯酰胺凝睦，样品在 373A DNA全 自动测序仪(ABI)上电诛 定棱昔酸序列，同一片段经正反两方向测定。 

所 序列与国外已知分离株(来 自G∞hank)进行回源性分析。 

结 果 

1 PCR产物的获取 

GBV—c／HGV RNA经热变性后释放到裂解上清液中．GBV—c／HGv特异负链外引物 

((32)引导逆转录反应，合成 eDNA．第一次 PCR用外引物 GI、G2扩增，第二次 PCR用内引物 

G3、( 扩增。巢式扩增产物在 2％琼脂糖凝胶中电泳。紫外灯下溴化乙锭染色可见单一条带， 

与标准分子量作对照，其大小与预期的238 bp相符(见图 1)。 

2 GBV—C／HGV中国株(HGV—CN)夏其比较 

HGV—CN 5 NCR eDNA核苷酸序列及其与国外已知分离株的比较，见图 2；同源性分 

析．见表 1。 

寰 1 HGV—cN 5 NCR d)NA序爿与罾外分直糠的同蕾性分析1％1 

Tä P．I A~lysls of 5 NCR eDNA Beqtlle~Ce txmu~ gy b 呦  

HGV —CN and seve~l prevkm_~ly tleported i30I砒曙 
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圈 1 cBV—c HGV经 RT—pcR获得的产物 

1． 喂毒者标车中扩增曲片段 

2．123bpDNA分子量标准 

g．1 Pmdu~ C V —C HGV RT—PCR 

1一_̂ln h 删  the曲啪蛆0f_dn甚耐  

2．123b口DN^ k妇  

Cm 舶阳IT 0鲫Ĝ觚 nT lc粥G0日c 210 

⋯ ⋯ ．̂̂^⋯ T⋯ ．̂．⋯ ．．T．T一 

⋯ ⋯ ．̂̂^⋯ T⋯ ．̂⋯ ⋯ T．T．． 

⋯ ⋯ ． ．6̂ ．．cr．C⋯ C⋯ ．．T⋯ ． 

11啊∞阳 I6^̂舶田C晒 G1 ：帕盯 G1啊嘲 l̂嘲 m ^̂ T̂加∞∞嘶 270 

C．．C⋯ ⋯ ． ⋯ ⋯ 一 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ． ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ 

C．．C⋯ ⋯ ． ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ G⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ． 

．̂̂⋯ ．̂6II⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．T．⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．．̂⋯ ． 

啊 衄cr册聊 蛐̂ 旺础0亡 T̂硼凹 叱m ∞隅A 0D A1研 珈  

． ⋯ ． ． ． ⋯ ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ⋯ ⋯ ．G．．⋯ ．．．．．．．．．．．．．．．．．．⋯ C．⋯  

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．G．A ⋯ G⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．C⋯ ． 

6．．C ⋯ ^．．C⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ G⋯ ．T．C⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．C⋯ ． 

蕊 嘲 C Gf~XACI"̂T GlcIcIcTT6 口 1̂ Dc111嘲  

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T．̂⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．G．̂⋯ ．． 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T．̂．⋯ ．G⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ．̂⋯ ． 

⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ T．̂．⋯ ．⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ G．̂ ⋯  

图 2 HGV—cN(中国株)5 NCR A序列与国外分高株(PNF2l61
． R102qI．GBV—c)相宜序列的比较。小 ； 

为引物序列。同点表示与 } v—CN序刊相同。 

2 5"NCR cDNA sa：luence ofHGV—CNwkh∞∞ p q哪 ∞ fm  p 岫  d 

h (PNF216I-R1029t·GBV—c)．Small letters stood the 一 of pfi— D№  c d ∞th 

w曲 sequeltc~ofHGV—cN
． 

5  rI  
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讨 论 

GBV—C／HGV是最近一年来经反向病毒学方法鉴定的肠道外传播非甲乙丙丁戊型肝炎 

的病原之一。目前对其特性、形态、致病等仍不清楚，已知其基因组结构类似黄病毒属，如丙型 

肝炎病毒(Hcv)、登革病毒、乙型脑炎病毒等，但与HCV的同源性小于 30％，从而排除GBV 
— C／HGV是 HCV的变异株、缺陷病毒或新的基因型，证明是一种独立的病毒，可能与 HCV 

呈平行关系。目前已报道的 GBV—C及两株 HGV(PNF2161和 R10291)在核苷酸及氨基酸 

水平有高度同探性，超过 85％L2J】。由于是不同机构的研究结果，其命名有待进一步确定，暂 

将他首】称为 GBV—C／HGV。 

GBV—C／HGV在血藏中滴度很低．其基因组必须经过 PCR扩增后才能检测封。目前确 

立GBV—C／HGV感染的唯一手段是 RT—PCR，检测抗体的ELISA法尚不成热 J。GBV— 

c／HGV和 HCV具有共同的危险因素，输血和不洁注射是重要的传播途径，容易出现两种病 

毒双重感染。据报道，超过 10％的 HCV感染者可检测到 GBV—c／HGV．静脉吸毒者是两种 

病毒感染的高危人群。 

我们从云南省—个静脉吸毒者血浆中扩增 GBV—C／HGV5 NCR基因．获得 238 bp的片 

段．测定其核苷酸序列，将所测序列与国外已知分离株相应序列比较后发现．与 GBV—C同源 

性为86．36％，与 HGV PNF 2161株及 R10291株的同源性分别为 90．91％和 89．90％，与 

GBV—C的同源性相对较小。根据种系发生分析法，所扩增的片段来 自GBV—C／HGV，证明 

我国的静脉吸毒者存在 GBV—C／HGV感染。与其他株 比较，GBV—c／HGV中国株(HGV— 

CN)较大变异区位于第 187~223位核苷酸(按 PNF2161株位置)，其他区段属高度保守区．只 

有散在的碱基变异。 

在黄病毒属中，5 NCR含有内部核糖体结合位点，对病毒核酸的转录和翻译起重要作用。 

同时由于其保守性．设计 PCR引物时多选择此区段，可提高检测的敏感性．本研究测定的 

GBV—C／HGV5 NCR序列可为设计适合我国GBV—C／HGV株检测的引物提供撤据。 
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Sequence Analysis of GBV—C／HGV 5 Non—coding Region cDNA 

Li Gang Yao]ilu Chen Qjng et al 

(D咖  ，，|州f ofInfectiousDiseases，sEI拄Yat一日m 

Uni~*rsity ofM~llcal＆ ，Gm g；̂： l 510630) 

n cDNA~quetteeof5 non—coding region(5 NCR)ofGBV—C／HGV strainfromChina 

was determined．Acoording fo血e previously reported seqnent~es of HGV．two pairs of primers 

specific for HGV from relatively conserved region in the 5 NCR was designed．GBV 一 HGV 

RNA derived from the plasmaof aintravenous drugllserinKunming district(YunmnProvince， 

China)Was extracted u the heat densturization method and SuI3~equently converted tO e1)- 

NA by托vI transcription before nested RCR．The amplified product with 238 hp was purified 

and then direedy sequenced by didcoxy nuclcotide chain termination method．A comparison of the 

nuclcotide sequent-'~e ofGBV—C／HGVfrom Chins withthatof severalpreviously reported isolates 

from abroad showed the homologyto be 86．36％ ～90．91％ and a divergent region．The resuks 

demonstrated thatthe amplifiedfragmentwas derived from the geaaomeof GBV —C／HGV．The 

sequenceof theGBV 一(’／HGV 5 NCR determined herewas usefulforthe seleclionof primers 

and for the variation analysis of GBV—C／HGV gene． 

Key words Hepatitis G viras，PoJy／nerase chain reaction ，DNA $eqLlenc~e determination  
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