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戊型肝炎病毒 (1IEV)开读框架 2中 1．3 kb cDNA 

的克隆与序列分析 
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(卫生部兰州生物制品研究所，兰州 730046) 
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■羹 ：以戊型肝炎(Hepatitis E)病人高热期血清为原材料．设计特 定引物，经 RT-PCR扩增 获得开 

放阅读框 2(ORF2)1．3 kb基因片段．用 EbRl和 BaraH 1插入克隆载体 pUC18，潮定 了谚克隆基 

因片段的核苷酸序列 并进行 了比较分折 。其片段 长度为 1 309 bp，其 A=249(19．2％)．G=318 

(24．29％)．T=339(25．9％)．c=4O3(30．7q％)；与印度株和缅 何株的同源性在 92％以上．而与乍 

得和墨西哥株的同源性分别为 90 7％和 77．4％ 

关■调 ：戊 型肝炎病毒 ；eDNA克隆 ；耐序 

中圈分类号 ：R512．36 文献标识码：A 文章组号 ：1003—5125(2000)03—0237—06 

戊型肝炎病 毒(HEv)在形态上属于杯状病毒科LI-2 J。为粪口传播的肝炎病毒之一。1983 

年．由苏联学者用急性期病人粪便 口服液进行志愿者和动物实验  ̈】，发现粪便 中病 毒颗粒 能 

与志愿者恢复期血清发生凝集。90年代初，HEVET1．1克隆及序列分析 】．推动了 HEV分 

子生物学研究的进展。来自缅甸[5' 、中国[ 、墨西哥[”、乍得[ 、印度[}。’tt]等地区的 HEV毒 

株经部分或全都基 因序列分析表 明，不同地 区分离的 HEV 的基 因结构相似 ．均 为单 股正链 

RNA．由 7 194个核苷酸和 3 端的 poly(A)尾 巴组成。整个基因组有三个开放性 阅读框 架 

(ORFs)：ORF1为 HEV的非结构基因编码 区；ORF2是 HEV的主要结丰封基因编码区．起于核 

苷酸的 5 147位．延伸 1 980 bp，止于 poly(A)上游 的 631个核苷酸 ；ORF3只古有 369 bp．与 

ORF1轻镦重叠(1 bp)．而与 ORF2广泛重叠(328 bp)，其编码产物与该病毒的特异性免疫反 

应有关 。 

由于戊型肝炎病毒到 目前为止尚没能组织培养成功，病毒稳定性 比其它种类 RNA病毒 

差．基因组的克隆相对难度大。目前全世界克隆成功的戊型肝炎病毒全基因组大多为灵长类 

动物感染穿 刺后 克隆成功。本研 究以人类标本 (戊型肝炎病 人血清)为原材 料．提 取病 毒 

RNA；根据 HEV基因组 ORF1．ORF2，ORF3的特点选择编码产物与病 毒的特异性免疫反应 

有关的 ORF2，设计合成特定引物，通过 RT PCR获得 目的基 因扩增 ；将扩增 的基 因克隆于质 

粒载体 pUC18中．进行了序列测定和分析。本实验的完成为下一步对该基因片段进行真核与 

原核细胞的表达以及研制戊型肝炎基因工程疫苗莫定了基础 。 
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1 材料与方法 

1．1 曹种与质 粒 

大肠杆菌 JM109，来 自中国预防医学科学院病毒研究所．pUC18购 自华美生物工程公 司。 

1．2 试剂与临床标本 

MMV反转录酶，EDTA为 GihcoBRL产品 ；EcoRI，RamHI，TaqDNA聚合酶，T4 DNA连接 酶和 dNTP 

购自 Promega公司 ；DTT RNase，RNamin购自 Signm公司；酵母提取物(yeast extract)和蛋白胨 (tryptone)为 u— 

nipathLtd(England)产品；琼脂糖(agarme)、低熔点琼脂糖(LMP-agarme)、Trizol试剂 购 自越 国宝灵 曼公 司 ；其 

它常规试剂均为国产分折纯。HEV高热期病人血清来 自新疆维吾尔自治 区卫生防疫站。 

1．3 引物设计 

上 游 引物 ：5'-I 

5'-CG! 里 AT 

研究所合成。 

TGAATTCA一3 (20 bases，下划线 为 EcoR I酶切 位点)，下游引物 AS3 

A-3 (27 bases，下划线 为 ／3amH l酶切位点)，由中国科学院微生物 

1．4 DNA常规操作和质粒转化 

见文 献 ‘ 和[‘ 。 

1．5 病毒 RNA的提取 

按文献_a 报道的方法进行。 

1．6 病毒 RNA的 RT-PCR 

在提取的病毒 RNA中加入 HEV特异弓I物及反转录酶 MMV在 65℃加热 5min，然后 42℃ 反转录 40 

rnin。PCR循环为 194℃ 3mln，45℃ 1min，72℃ 2min．一十循环 ；94℃ 40 s，45℃ 50 s．72℃ 1 rnin 301 s．35 

十循环 ；．72℃延伸 10rain。 

1．7 I组质粒的掏t与克ll基因 DNA序爿的测定 

用低熔点琼脂糖回收 PcR扩增片段， R I和 H 1分别酶切 目的片段 和质粒 pUCI8．T4 DNA连接酶连 

接，转化于感受态大肠杆菌 JM109．根据蓝白斑筛选重组克隆，F~-oR1和 BamH I酶切及 P(X 扩增鉴定重组质粒 。 

碱法提取重组 质粒．PEG纯化．用积脱氧末端终止法 (荧光标记，Model 373A 自动测序 )测定克隆基 因的 

DNA序列。 

2 结果与讨论 

2．1 RT-PCR与重组质粒 fpHEVORF2．1．3)的醴切鉴定f圉 1)。 

一 图1 PCR产物与重组质粒pHEVORF2—1．3的限制酶切电 茴：图 Fig．1 PCR product and restrietlon tmdonudume mudyais o／re— e~nblmmt pHEVORF2—1．3 L~lle 1：XDNA／ RI＆Hand Ill Marker．L ：PCR pT0d— un．Lane 3{pUCI8／E*aR I．LIlaC 4{recmnbiaumt Ifltumaid of pHEVORF2—1．3／EoaR I＆BamH l_L~lIC 5：pHEVORF 2- 1．3 
本实验 中扩增并克隆的 HEV 1．3 kb cDNA为其 ORF2下游部分 5 818．7 126部分 。该段 

基因主要编码戊肝病毒外壳蛋白，其表达的产物与 HEV保护性抗原密切相关。 

2．2 克隆基因核苷酸序列测定及序列比较分析 

序列 比较 图见 图 2。 
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：：：：：：： ：：：：： ====：：：：：： ：：：：：：：： ：：：：：：：：： ：：：： ：：：：：；：： ：： ：： ：：：：：：：：：：：：：f 
鼍一 ： ： ： ：T̂： ：署 ： ：cc： ：粤 ：警： ： ：： ： ：： ：： ： 

g40 950 9‘o " 0 gB0 99o 1OOO 1010 j崛 0 1030 1040 

． ． ． ⋯ ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ⋯ ． ． ． ． ． ． ． ．
T． ．．．．．．．．⋯ ．T⋯ ．．．．．．f⋯ ⋯ ．．⋯ ⋯ ．．．． T．．． ．．．．．一 T．⋯ ．··⋯ ·C · 

． ⋯ ． ． ⋯ ． ‘ ． ． ． ． ． ． ⋯ ． ‘ ． ⋯  T． ．，． ， ．‘⋯ ．C ．．．．．． ‘．．．．‘．⋯ ．．． ········⋯ ⋯ ⋯ ·⋯ ‘··········‘ 

⋯
C．⋯ ．．．．．． ．．．．⋯ ⋯ ．⋯ ．．．． ．．．．．．⋯ ．．．C．．．．．6．．．．．．．．．．．C ．．．．．．．．⋯ T ．-．．·····⋯ ·f-········̂  

． ． ．
c．．．． ．⋯ ．．T．．T．．c⋯ ．⋯ ．⋯ ⋯ ，．．．．G．．， ．T⋯ ．．．．．．．．．⋯ ⋯ ．．．．．．．．．．．T．．．．．．．．⋯ ．．．．．．．T··-· ^ 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ⋯
G．．．．．．．．T．．． ．．．．．．．．一 C．．．．．．．6∞ ．．．．．⋯ ⋯ ．．．．．．．．C ．．． ．．⋯ ·̂ ⋯ ．-··········· 

．  ． ． ．
∞ ．TT．GrG．． c ℃ ．．TT．00 ．．∞ ．e00 ．．一 ^  ̂ ．． n^n XT r̂ ．A．．T．．̂ ．．．cr．．他 ．． ．矾 ．c G  ̂ ．．·̂ ··· 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ⋯ ． ⋯ ⋯ ． ． ． ． ． ． T．．． ．．．．．．．．．．C．．⋯ ．．．．．． ．．．．．．．．．．．．．．．．··．·· ．-· ········· t ··⋯ · 

10．％0 10∞  1070 lC80 1090 1100 1110 I120 1130 1140 

． ．  ． ． ． ． ． ． ． ⋯ ． ． ． ⋯ ． ． ． ． ．T．．．．．C ·．· ··⋯ ···· · ··········· 

． ． ． ． ． ⋯ ． ． ． ． ． ． ．
T⋯ ．．．．．．．．C···．·· ···········⋯ ········· 

． ， ． ． ⋯ ． ． ⋯ ． ⋯ ． ． ⋯ ．
TG．．．．C．．．．．．． ．．· ·．···G⋯ ········· 

． ． ． ．
T ⋯ ．．̂ ⋯ ．．f．．T⋯ ．．c．．c．．．· c··⋯ ·c··· ⋯  ··· 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ⋯ ． ． ． ⋯ ． ． ． ． ． ． ．
T⋯ ．．．．．．．．⋯ c · ⋯ ·e·········· 

． 
C栅 ．．。c．s．o∞ 汀 ．．c ．ATTIC．e ．e．．c．％ ．T．T．0q ：·A ·6 ·1c·G·c 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．
f ．．．．．．．．．．．· ····⋯ · ·c ·················· 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ⋯ ． ． ⋯ ⋯ ． ． ．
'．．．．．C．．． ．··．···⋯ ···⋯ ⋯ · ·· 

l】50 l1¨  1i70 i1：80 1190 1200 1210 1220 1230 1240 12 

j ：：：：：．叠 ：：：：?：： ：． 
研 c从 ．．eTC．CT ^6： ． Tt T ．A eT 

；：：： ：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：：： 

： ：：：：：：：：：：；：：：：：：：：：：： ：：：：：：：：：：：：：：： 
． T ．．， ．． ． ．．．⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯  

： ：： ：i÷壬 ：： ：； ： ；； ：：：：：：：：：： 

． ． ． ． C．．．．．．． ．． ．．． ． ·．·．··．．·- · 

⋯：：：‘：：：：：：：：：：：。：：：：：?：：：：?：i．．：：：：： 
： i：：； 箍： ＆i： ： ：：： ．：i：：÷ ：； 

． ． ． ． ．  ． ． ． ． ． 6 ． ．．．． ． ． ． ． ．．．．． ．． 

-苴 

蒜 

0 Il 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 3期 蒋 琳等 ：戊型肝炎病毒(HEV)开读框架 2中 1．3 kh eDNA的克隆与序列分析 241 

圉 2 克隆基因核苷酸序列测定结果厦序列 比较 

Fig．2 Cloned eDNA e and cc~npafison among different isdatm 

克隆基因的序列测定结果为：序列长 1 309 bp，A=249(19．2％)，T=339(25．9％)．C： 

403(30．79％)．(A+T)=44．92％．(G+c)=55．08％。序列(Hevseq00．seq)比较分析表明：与 

印度 1(10．1．1．seq．基因 baIIk号：U22532．下同)和印度 2(14．1．1 seq，X98292)的同源性分别 

为 92％和 93．3％；与缅甸 1(1—1．1 seq，M73218)和缅甸 2(19—1—1．seq．D10330)的同源性分别 

为 92．8％和 92．6％；与乍得株(16—11．seq，U62121)的同源性 为 9O．7％；与墨西哥株(15—1．1， 

seq．M74506)的同源性为 77．4％；而与另一中国株(2-1．1．seq，L08816)的同源性 为 97 9％。 

说明作为结构蛋白的 ORF2编码区在亚洲株之间是相对稳定的．而与非洲株之间的差异则较 

大。不同 HEV毒株的 ORF2核苷酸序列变化决定了它 们编码蛋 白的抗原决定族 的差异．而 

这种差异直接影响到戊型肝炎的血清学诊断和疫苗的研制。 
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Cloning and Sequence Analysis of the 1．3 kb eDNA Fragment from 

Open Reading Frame 2(ORF2)of Hepatitis E Virus(HEV) 

JIANG Lin ，YANG C．on~，SHEN Xin—iiang‘ 

’(Lan~wu Institute ofBiologicalProducts．LanzhOu 736046．China) 

(Biological Department Lanzhou Unixersity，Lanzhou 730000．China ) 

Abstract：The Serum from patients intected with Hepatitis E was pmp~ed．the RNA of Hepatitis 

E virus was pur|fied The interested cDNA fragment(1 3 kh)was obtained hy RT—PCR．cloned 

in to the plasmid pUC18 and sequenced hy the dideoxynueleotide method (fluorescein labeled 

dNTP)．The result of sequencing suggested that the cDNA fragment was 1 309 bp．its adenine， 

guanine，thymine and cytosinewere 249(19 2％)．318(24 29％)，339(25．9％)and 403(30 

79％)，respectively．The hueleic acid sequences of the cDNA were 92％ to 93．3％ homologous to 

the Indian and Burm ese strains．90．7％ and 77 4％ homologous to Chad and M exiean strains 

The ORF2 0f HEV is relatively stable between the Asian strains 

Key word：Hepatitis E virus；cDNA cloning；Sequencing 

**The seqtieIlc-'~ have been submitted to Genbank：AF141652(1ogin NO．262766) 
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