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擒要：应用 RT-PCR和 DNA克隆重组技术，从中国云南地区丙型肝炎患者血清中克隆到 3十丙型 

肝炎病毒(HCV)5 端非编码区(5 NCR)核苷酸序列 这 3十序列分别来自3个不同的丙型肝炎患 

者。与国内外已发表的HCV原型株同源序列比较研究发现．这 3十 HCV 5 NCR序列中分别存在 

部分棱苷酸序列的映失或出现插入重复。在 Ys225．1 5 NCR序列 一155～ 一174位之间．有 18十 

核苷酸序列 缺失；在 YS203．4和 Y8242-1 5 NCR序列 一55～ 一56位之间．分别有 28个(Y8203．4) 

和 40十(YS242-1)核苷酸序列插入。这些插入序列(28个核苷酸 )在其相邻部位 巳有存在．即为重 

复序列。YS242-1插入序列中有 11个核苷酸 出现 两次 重复 其它部位的核苷酸变异也 同 已知基 

因型的相应核苷酸变异有很大差异。结果表明，逮3个序列是迄夸为止国内外都来曾发现过的新 

的 HCV核苷酸序列。 
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丙型肝炎病毒 (Hepatitis C virus．HCV)为单股正链 RNA病毒，属黄病毒 科(Flaviviri． 

dae)。HCV基 因组为一条约 9 400个核苷酸长的单链 RNA分子．只有一个开放读码 框架结 

构，编码一个约 3 010氨基酸的前体多肽。在 HCV基 因组 的 5 端．有一个由长约 340个核苷 

酸组成的区域．称为5 端非编码区(5 NCR)。自从 1989年Choo等人u 发现HCV基因组核苷 

酸序列后，世界各地都陆续报道了许多完整的或部分 HCV核苷酸序列。迄今为止发现的所 

有 HCV序列都证实 HCV 5 NCR是 HCV中最保守的区域，它与黄病毒科中其它成员中的相 
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应序列在结构和功能上都有很大差别 。5'NCR核苷酸序列决定着 HCV的复制和基因调控 

等生物学和免疫学功能。因此，它在 HCV研究中具有重要的地位。 

在对中国丙型肝炎患者中 HCV基 因组的研究 中．我们发现 了 3个新 的 HCV 5 NCR序 

列。在这 3个序列中分别存在部分核苷酸序列的缺失或重复出现。现将结果报道如下 ： 

1 材料和方法 

1．1 患者、血{I样品爰 HCV-RNA的抽提 

本研究中的患者均为中国人．临床诊断为慢性丙型肝炎患者。静脉采血后．用异硫氰酸瓤一酚法 |1．从 

450止 血清中提取 HCV RNA。RNA最后溶于45 uL蒸馏水中。 

1 2 引袖合成 

以已发表 的 HCV 5 NCR核苷酸序 列⋯ 为模板 ．合成逆转录 、扩增、克隆用 寡核苷酸 寻I物 (上海 Sango 

Co．产品)。见表 1 

衰 1 逆转录 、扩增、克麓用寡拄苷醴引袖 

Table 1 Primers for RT-P~Rl町n i ∞ti。n and elonlng of PCR products 

*See rderenee 1 

RT-PCR引物(表 I中 ASI和 s1)、扩 增引物(表 I中 AS-2和 S-2)寡棱昔酸序 列分别为原型病毒 核苷酸 

序列⋯编码区上辨第 一21～一2和 一260 —241位核苷酸与 一46～一27和 一237～一221位核苷酸。克隆引 

物(表 1中 AS-3和 S-3)为克隆单一核苷酸 序列用，其序列分别来源于扩增引物 AS-2和 S-2．仅在 AS-2和 S-2 

中引入了克隆酶切位点 Sacl和 Kpn1．以作克隆 用。 

1．3 HCV eDNA合成 

HCV eDNA合成的方法 详见文献⋯。简述如下 ：13 vtL pre-RT混合液 [50mmol／LTrlvHC1．50mmol／L 

KCI．10 mmol／L Mgc ．0．5 mmol／L spermidine．10 mmol／L DTT以及各 1．25 mmol／L dNTPs(promega Bio— 

logical~ dttetsLtd．。Shanghai)和 150tag寻I物 AS-1]与 2．uLHCV RNA提取液(见步骤 1)混匀。混合液在 92 

℃ 30 s变性．转珠上快速狰却后．加入5皿，RT混合液【含20 uRN~sin．10 u AMV逆转录酶(Prorneg~)]．{最匀 

后置 42℃ ．60rain 

1．4 PCR扩增 

第一次 PCR扩增：制备 舯 止．PCR反应混合液[含 50mmol／L KCI，10mmol／LTris-HCI．pH 9．0，2 5 

mmd／LMgO2．0．1％ TritonX-100．各 150 ng引物 As1和 S-1，各 5mmol／LdNTP~,5 uTactDNA polrm~  

(Promega}】。将上述 RT-反应混 合液 (2O L，见步骤 3)加入 PCR反应混 合液 混 匀后在 PCR仪 (Perkin- 

Elmer／Cetus．usa)上作第一次 PCR扩增．条件为 94℃ ．45 s；56℃ ，45 5；72℃，45 s；30个循环。 
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第二次 PCR扩增 ：取 1 t第 一次 PCR扩增混 合液
．加八 第二次 PCR扩增混合液。第二次 PCR扩增反 

应 除使用内层扩增引物 S-2和 AS-2代替外层引物 S-I和AS-I外
，其余均同第一次 PCR扩增反应。PCR扩增 

产物经 1．5％琼脂糖凝胶 电泳，溴 乙锭染色分析。 

1．5 HCV-cDNA的克隆及序列测定 

1 5．1 HCV-cDNA的克隆 

第 二歇 PCR扩增产物凝胶电泳检测 阳性的血清样品．取 其第一次 PCR产物为模板
，再进行 第三攻 PCR 

扩增。第三次 PCR扩增反应中，除使用克隆引物 S-3和 AS-3代替外层 引物 S-1和 AS-1外
．其余均同第一攻 

PCR扩增反应。 

第三歇 PCR扩增产物经琼脂 糖凝胶电泳 回收纯化，KpnI和 Sec1双酶切
．制备 酶切克隆 片段，再将此 片 

段克隆到 pBIuesc~ipt KS+／一(pB8)质粒 DNA上．获得重组 pBS-HCV质粒 DNA(图 1)
。 重组 pBS-HCV质粒 

DNA经转化 DHSa细胞并 在 LIB培养液中培养扩增 后．最后进行棱苷馥序列测定。 

Kpnl 

J 帆” 

PCR produc~(HCV 5 NCR 

1 I 
S．cI Klml 

I 

舶 l HCV cDNA的克隆——重组 pBS-HCV的构建 

Fig．1 ‰ tn】吐 n of r髓皿  眦 nt pBS-HCV：c~ ing HCV 5 NCR cDNA 

1．5 2 } v-cDNA进行核苷馥序列测定 

使用竹sequeIIdngT K_l(Phm a Biotech Ine．，USA)，按说明书对重组pBS-HCV中HCV-cDNA进行双 

脱氧按苷酸末端终止反应，进行序列测定。为将序列测定误差减至最小程度，测序反应中，使用与克隆扩增引 

物同一的 AS-3和 S-3．并作双 向测定。 

1．6 HCV·eDNA摧苷酸 序列分析 

将已测定的 HCV-cDNA序列，与国内外已发表的不同基因型代表株同源按苷馥序列进行比较，研究其棱 

苷酸序列差异及 可能的基因型。 
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2 结 果 

运用双巢式 RT．PCR扩增和基因工程技术，对来 自中国丙型肝炎患者血清中的 HCV基 

因组 5 NCR第 一220--一47位核苷酸序列进行逆转录、克隆和序列测定。从 140多位患者血 

清样品获得的 89个克隆中．发现了 3个来 自不同慢性丙型肝炎患者的 HCV 5 NCR序列有多 

个核苷酸缺失或插入，见图 2。在 89个克隆序列中．有 3个与 YS242．1的序列完全一致 ；而序 

列 YS204．1和 YS225．2仅各发现一个克隆。 

q●h ·nh  ·̈ h -Ith q ■’ ·tIh  ‘ -4．te~ 

·1Ih ·●h ·th ‘-1 ‘■1 _h  

lgS~n-i 

图 2 中国丙型肝 毙患者中分离到的 HCV 5 NCR(YS203—4．yS225-1和 YS242-1)序列分析 

Fig．2 The㈣ ueleotkle q一 目 d HCV 5 NCR(YS203·4，YS225-1 YS242-1)isolatedfrom C~nese pa№ “ ： 

p丑 9 w prevtou~ypu611sh~dHCV seqI|∞啷 【h摹l， indleateideafitywith qu肌ce8Hcvl(topllne)-Nu- 

tkot e蚍  呲 e h】di盟t ．S随r tegument the 叫  t耐葛 ch矗I net _呲 -Nucleo~de nLlI-Ib 哩 ∞ 嘣 pond·to 

that describedforthe删  HCVI[ 
．
The publi~hsd qu州 曲comefrom：|ef．1 b HCV1{g衄 pe1a)：|ef·5 

for Hcv (geaotype 1b)：ref 6 for HC~．T6(geno~'pe h)：ref．7 for HV·耶 (g目岬 2b)；a村 ．8 h Ebl(8r~o- 

type 3 ) 

与国内外已发表的 HCV 5 NCR核苷酸序列比较．本研究所发现的 HCV 5 NCR核苷酸序 
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列，在 Y$225—1—174～一155位之间有 18个核苷酸缺失 ；在 YS203．4和 YS242 1—55～ 一56 

位之间，分别有 28个和 4O个核苷酸插入。进一步分析结果表 明，这些插入序列在其 自身序列 

的相郐部位(自身序列 一83--一56位)已有存在，即为重复序列。在 YS242一l插入序列中有 11 

个核苷酸序列(自身序列中 一76--一56位，图中划底线部分)出现两次重复。YS242一l插入序 

列中的第一个核苷酸(T)为一新的碱基。此外，在同已知基因型的标准株 HCV 同源核苷酸序 

列进行的比较研究结果表明，如除去缺失或插入部分不考虑．其余的序列具有基 因组 1或基 因 

组 3的特征。YS203-4具有基因型 lb(HcⅥ )的特征，但其 一93位核苷酸为 A，一61位 为 G． 

则为 1b塑所投有；YS225—1虽具有基因组 3的特征，但在其 一139和 一138位核苷酸 AT。一70 

位点为 T，一6l位点为 G，则为基因组 3所没有；YS242—1虽在 一118位(A)和 一95～ 一93位 

(T0 )具有基 因组 3的特征，但其它部位的变异与已知基 因塑 3差别很大。特别是这 3个新 

发现的序列中，一61位核苷酸均为 G，这在国内外已报道的 HCV序列中都未曾发现过 。 

3 讨论 

在对中国丙型肝炎患者血清 HCV 5 NCR核苷酸序列的研究中．发现了 3个新的 HCV 5 

NCR核苷酸序列，同国内外 已发现的 HCV同源序列比较，它们的 3 端方向存在多个寡核苷酸 

的缺失或插入，是迄今未曾发现过的序列。在 YS203—4患者的同一份血清样品中，我们还测 

定了另外两个同源序列克隆，这两个克隆序列与本文报道中的(Ys2O3—4)不一样，没有插入序 

列 。而且．这两个序列的其它部分也与 YS203．4有很大差异，它们分属基 因型 1和 3(资料中 

未显示)。同样地，我们对来自YS225—1患者的同一份血清中的另外 5个克隆进行了测定。发 

现这 5个克隆序列与本文报道中的 YS225—1序列也不一样，没有碱基序列的缺失，且都属于基 

因型 3，但彼此之间也不一致。而在 YS242一l患者的同一份血清样品中分离到 的另外两个克 

隆的核苷酸序列则与本文报道 中的 YS242 1序列完全一致(资料中未显示 )。为了减低测序 

中的误差．所有序列都进行了5 一3 和 3 一5 双向测定，实验结果是真实可靠的。同一患者分 

离的不同 HCV 5 NCR克隆存在不同的核苷酸序列．在我们进行的大量序列分析研究 中也得 

到 了证实(将在另文中报道 )。 

HCV 5 NCR是 HCV基因组中最保守的区域。不 同基因型 HCV 5 NCR具有其特征性的 

核苷酸序列。各国已发现的 HCV 5 NCR核苷酸序列 比较研 究结果表明，不同病毒株具有不 

同长度的 5 NCR，但此区域 内的核苷酸序列除少数基因型存在 1个或 2个碱基缺失或插入(如 

基因型 6 al’ )，绝大多数都是很保守的。本文报道的 3个新核苷酸序列，与原型病毒株基因 

组比较位于 5 NCR中第 一221～一46位碱基之 间，在其序列中有如此 多的碱基缺失或插入 ， 

在国内外都不曾出现过 。 

HCV 5 NCR是一个非常保守的区域，它具有基因调控和决定病毒复制等功能，其核苷酸 

序列的差异可反映 }I℃v的基因组结构和／或功能的变异，并 由此可将不同 HCV分离株分为 

不同基因型和亚型。5 NCR基因结构的显著变异，可能引起病毒分子生物学、分子流行病学、 

分子病理学及临床药物治疗和疫苗预 防等诸多方面的重大差异。因此 ，5 NCR在 HCV的基 

因分型、分子进化、基因调控、疫苗研制及药物治疗研究中具有十分重要的意义。 

对本研究中所发现的新 HCV 5 NCR的=级结构及其体外转录效率及分子流行病 学的进 
一 步研究，将有助于阐明其分子生物学和分子病毒学意义，以及病毒基因组进化机制。 
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New Nucleotide Sequences of the 5 Non-coding Region 

of Hepatitis C Virus Isolated from China 

CHEN Yuan．ding。．LIU Ming-ying ，ZHOU Zeng-quan2．LI Jia-qi ，YU W e~a-lin2 

ZHAO W ei ，PENG M ei。．LI Hui-qiongz，Sergio G
． Tisminetzk~，Francisco E．Banlle~ 

(Institute MKlicalBiology．ChineseAcademy M~dicaL&levees＆ 

Peking UnionMKlicalCat~ge，Kunmi~g 650107．Ch iaa) 

(Kunming lnf~：tious D Ⅲ Hospita1．Kunming．650041) 

(InternationalCentreforGeneticEngineering andBiotechnology．Trieste 34012， ly) 

Abstract：From the sera of 3 Chinese patients with hepatitis C，3 new nudeotide sequences of the 

5 non-coding region(5 NCR)of hepatitis C virus(HCV)were found using reverse transcxiption- 

polymerase chain reaction(RT-PCR)and DNA recombinant and seque~acing techniques．Compar- 

ing with previously published HCV corresponding sequences．these new sequences have some con· 

secutive nudeotides deleted or inserted．Sequence YS225．1 has 18 nudeotides deletion between 
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the original position 174～ 一 155 compared with the corresponding sequence of the prototype， 

HCV-1(gene la>；while sequence Ys2O3—4 and sequence YS242．1 respectively contain extra 28 

nucleotides and 4O nucleotides insertion between the original position 一56～ 一55 These nu— 

deotides are the repeating sequences existing in the forward sense(original position 一83～ 一 

56)．In sequence YS242—1，there is a sequence containing 11 nucbtides(corresponding tO the 0一 

r_崞inal portion 一76～ 一56)repeated twice．In addition，variations of the nudeotides arnong 

these sequences are quite different from that previously published．The findings showed that these 

sequences are new HCV 5 NCR sequences that have not been previously discovered． 

Key words：Chinese patients with hepatitis C；HCV 5 NCR；Nudeotide sequen ce；Deletion；In— 

sertion；HCV nucleotide sequen ces 
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