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丙型肝炎是由丙型肝炎病毒(HCV)引起的一种严重的传染病。丙型肝炎病毒主要通过 

输血和应用不洁的血液制品传播，所 利用敏感、特异的检测方法筛选献血员对丙型肝炎的预 

防尤为重要。现在第二代HCV检测试剂已大批应用，加入 NS5A抗原的第三代试剂也正在研 

制中。在克隆与表达 NS5A基因片段时，我们发现有一分离株的核苷酸序列中一个三连体密 

码突变为终止密码。现将有关结果报告如下： 

材料与方法 

1 血清标本 

4蝣阳性血清来 自河北同安县，经 Abl∞t L第一代 HCV试剂检测抗 HCV抗体强阳性．用 HCV 5 非编码区 

弓1物扩增证明为 HCV RNA 性 

2 ；I物合成 

依据 HCV—BKl11序列，经计算机分析 s5赞闩的扎厦表位．设计 r扩增 NSSA基因片段的巢式 j1物 。 

外弓i物：FI 5'-GCGTGCA(,GCCTCC FCCTACG-3 

RI 5 ．Tt"rTGTA{；GCATAAACCAT(；T一3 

内引物 ：F2 5'-G(；AATTC(；TACCTG(；TTGGGTCACAG一3 

R2 5一GCT(’TAGACGCCTCCGCAGCGCATGG一3 - 

在 内引物的 5‘端分铷加上EcoRI和 XbaI酶切位电 利于克隆。 ， 

3 RNA模板的提取 

HCV RNA的强取采用异硫氰酸眦 酚．氯仿 步洼 

4 PCR反应 

参阅文献[3][4]、_震Rj逆转录照式 PCR法、匣应产物悄 1 5％的琼脂糖凝胶电泳分析 

5 eDNA片段的克隆及序列分析 

将扩增得到的 DNA 段克隆至 M13 mpl 8／19中，分矧I从 正反阿个方向进 行l 列州定．、RF。 M13 

m。18／19、工 醋等购 自华荚， 蜘』 程公司、w啪r I M1 3DNA Purification System哺 白Promega公川．序列 
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测定采用 "FaqDNA聚合酶及荧光标记的通用 {物，利用 AB[370A全自动序列分析f堑及配套试剂进行 

6 核苷酸及氨基酸序列比较 

将 cDNA片段的序列与已知的 5分 HCV『{：刊进行同 性分析，分析软件为军事医学 学院壮础所的 

Goldkey软件 

结果与讨论 

采用逆转录巢式 PCR法，从两份血清中扩增出预期大小的基因片段(图 1)。取其中一份 

cDNA片段克隆至 RF型 M13中，利用全自动序列分析仪，从正反两个方向测定基因片段的核 

苷酸序列。结果显示基因片段长 868 bp，G+C含量为 60％，推测氨基酸 287个，在 4lJ位核 

苷酸处出现一个 ( —A突变．使三联体密码 TGG变为 TGA终止密码(图 2)，经与原依据序列 

脚 I RT PCR扩增帕 H【、V NS5A 

基尉片段帕 泳分 

Fig J Agar,~se e／tx'Itoph r~resls or HCL 
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注：昔共所指为突变的括苷， 

图2 奄奄位点部分的序列甘督亍 

Fig 2 St,quencing【lf 1 mutalior,site of-h NSSA [ragn~n 

CCA 

TAT 

比较，证实为ttCV NS5A基因片段÷将本研究克隆的 NS5A基因片段与 HCV I、1I型代表株 

HCV 1 1
、HCV—BK、中国台湾株 HCV—Twl6 和中国河北株 HCV—C．Hi 等相直部分序列进行 

核苷酸及氨基酸同源性分析(Ns5A基因片段与Ⅲ、Iv型代表序列的同源性稂低，几乎不能进 

行比较分析)，结果表明，与 l型 HCV 1的梭苷酸同源性为 71．8％，氨基酸同源性为 80．5％： 

与 Ⅱ型代表株 HCV—BK、HCV Tw 和 HCV—CH的核苷酸同源性为 91．1 6％～92 5％，氯基酸同 

源性为 91．2％～94 6％，因此本研究中的 HCV分离株应为 HCV-I1型。 

克隆的 NS5A基围片段中第 411位核苷酸窦变．产生一个阅读框架内终止密码。类似的 

现象已有资料报道 Marte[1̈ 等发现 20个 HCV克隆铢中有两株于 NS3区出现终止密码。 

Higashi等 也于 H(、v E2／NS1匿内发现阅读框架内终止密码并提出“类似株”(QuasJspecies) 

的概念。认为由于 HCV RNA的高度变异，血液循环中的捕毒颗粒除一半相同外，其余 50％ 
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为相差 1～4个核苷酸的类似株，这些类似株中包括了含有框架内终止密码的缺陷性病毒。此 

类缺陷性病毒细胞毒性较低，大量出现很可能是丙型肝炎病毒持续性感染的原因之一。 

TakamizawaA，M oilC．Fuke I P ， 
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Sequencing of a cDNA Fragment of NS5A Region 

of the Defective Hepatitis C Virus 
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Abstract Sensitive and specific anti—HCV diagnostic kits are very important for preventing of the 

transmission of hepatitis C virus．Adding HCV NS5A antigen in diagnostic kits may increase the 

sensitivity of diagnostic reagents．The result of sequencing of NS5A cDNA fragment showed that 

it shares over 90％ nucleotide acid and amino acid homology with HCV—BK ete ．80 the imlate of 

this study belongs to HCV-II．Besides．a mutation at 411nt in NS5A segment，which created a 

stop codon TGA in the reading frame was found，indicating that the isolate might be a defective 

virus Perhaps the defective virus causes the persistent jnfection of HCV 
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