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丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)是输血后和许多社 区获得 生非 甲非乙肝炎的主要 

致病 因子。HCV为单股正链 RNA病毒，其基因组长约 9．5 Kb，编码 区含一个大开放读码框 

架，编码 3 010．3 033氨基酸残基的多蛋白前体．经宿主蛋白酶和病毒蛋白酶加工成具有生物 

学功能 的成 熟蛋 白。HCV 各 区域 的分 布顺 序是 ：c．E1 E2．p7一NS2一NS3．NS4A-NS4B-NSSA— 
NS5B[“

。 本文我 们应用 RT．PCR方法从 HCV患者血清 中扩增编码病毒蛋白酶的非结构蛋 

白(N ．NS3)部分基因。对其核苷酸序列进行了分析，并在大肠杆菌中获得了 良好表达。 

1 材料与方法 

J 1 血清标本来源 HCV感染者血清来自本院门诊。 

J 2 曹种和质粒 pcDNA3为 In~trogen公司产品．pBV220为预防医学科学院病毒研究所张智清教授意赠 

1．3 PCR引物设计 PCR引物参考 HCV-j序列．台成 内、外两组引物，在内引物对 的 5 端和 3 端分别引 入 

EcoRI和 Xba I酶切位 点及 起 始密 码子 和终止 密 码子，其 序列 为：外 引物 FR(HCV-j参 考 位置 4 117～ 

4134)：GACATATACGCTCCAAAG．FF(2 943—2 961)：TGCCATCATCCTCCTTACA；内 引物 _rR(4 096～ 

4 112)：GACT( AGATTA TF(3 021—3 035)：CAGGAATTCATGCCGCTCATGGT 

GCTC。由 CyberSyn公司台成。 

1．4 RT-PCR 采用异琉氰酸弧．酚．氯仿法提取 HCV RNA。提取的 RNA溶于 含 RNasin(1 u，JjI )的 DEPC 

双燕水中。于 70℃变性 2min，再加入逆转录反应液．10 I 反应体 系中．古 1×AMV-RT逆转录酶缓 冲液．外 

引物 FR 50pmo[，dNTP终浓度各为 200~mo&I ．逆转录酶 2 u．于 42℃ 1 h后．95℃ 20rain。在逆转录产物中 

加^一次 PCR反应液 ．50 L反应体 系中镁离子终浓度为 1．5mmol／L．dNTP终 浓度 各为 200~mol／L．Taq—P 

为 2 u．引物 FF 50pmol。第二次 PCR仍为 50 I 反应体 系，取 第一次 PCR产 物 5 I ，内引物 TR和 TF各 为 

50 ptoo1．余周第一次 PCR。PCR循环条件为 94℃变性 Imin．55℃退火 1 5rain，72℃ 延伸 2rain．35个循环。 

6％PAGE检测扩增产物 。 

1 5 核苷酸序列测定 扩增产物用 EeoR I和 Xba I飙酶切克隆至 pcDNA3载体．重组质粒 以 EcoR【和 
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x I双酶切鉴定后。提取纯化后，采用 Sanger双脱氧链终止法 ， SP6和 丌 通用 引物进 行双向测序测定。 

1 6 重组表 达载体的构建和表选 用 EcoRI／础u I切 下目的基 因片段，亚克隆引入 Sat I酶切位点．亚 克 

隆至 pBV220的 EcoRI／＆rI位点之同，构建重组表达载体 pBV220．NS2．3。挑取含重组载体 p[~V220一NS2—3 

的单个菌落置 于 LA液体培养 基 中，30℃ 培养过 夜，趺 日加 入等 量 预温 的培养 基．42℃培 养 4 h。经 SDS- 

PAGE后．C~omassie亮蓝染色观察结果。 

1．7 Western M0t婺定 蛋白经电泳分离后 ，电转移至硝酸纤维 素膜上．以 5％脱脂奶粉封 闭，HCV抗体阳性 

血清为一抗，将碱性磷酸酶标记 的羊抗人 IgG酶标抗体 为二抗．用 NBT／BCIP显色系统显色。 

ATG CCGCT CATGG TGCTC CAGGC TGGCA TAACT AG ĜT GCCGT ACTTC 

GTGCG CGCTC ATGGG CTCAT TCGTG CGTGc ATGC ATrGc GGAAA 

GTTGC TGGGG GTCAT TATGT CCAAA TGGCA CTCAT GAAGc TGGCC 

GCACT GACAG GTACG TACCT CTATG ACCAT CTTAC TCCAC TGCAG 

TATTG GGCCC ACGCG GGCTT AC(捕G ACCTC GCGIGT GGCAG TAGAG 

CCC(IA CAT(：T TCTCT GACAT GGAGA TCAGG ATCAT CACCT GGGGG 

G( GA TACTG ClAGCG TGTGG AGAClA TCATT CAGGG TTTGc CCGTT 

TCCGC CCGGA GGGGA AAGGA GATAC TCCTG GGGcC GGCOG ATAGT 

T TGA AGGGC AG0GG TGGCG ACTCC TTGcG CCTAT TACoG CCTAC 

GCC( ACAGA CGCGG GGCTT ACTTG GTTGC ATCAT CACTA GCCTC 

ACAGG CCGoG AC： G AACCA GGTcG AGGoG GAGGT TC ÂG TG(；TC 

TCClAc CGCAA CACAA TCrrT CCTGG Ce CC TGC ’ C cG GC饿  

TGTTG GACTG TCTAT CATGG CGCTG GCTCA AAA Ĉ CTTAG CCGGc 

CCAAA AGGCC CAATC ACCCA AATGT ACACC AATGT AGACC AGGAC 

C：TCGT CGGCT GGCAG CCGCC CCCCG GGGCG CGTTC CCTAA CACClA 

TGCAC CTGCG GCAGT TCGGA CCTTT ACTTG GTCAC GAGAC ATGCT 

GATGT CATTC CGGTG CGCCG TCGAG GCGAC AGTAG GGGGA GTTTA 

CTCTC CCCCA GGCCT GTCTC CTACC TGAAG GGCTC GITCGG GGGGG 

CCACT GCTCT GCCCC TC(站拓 GCACG TTGCA GGCAT CTTTC GGGcT 

GCTGT GTGCA CCCGG G0GGT TGcGA AGGCG GTGGA rrTCA TACCC 

GTTGA GTCCA TGGAA ACTAC CATGc GGTCT oCGGT CTTCA CAGAC 

AACTC ATCCC CCCCG GcCGT ACCGC AGACA TTCClA AGTGG CCClAT 

CTA( CGCTC CTACT GGCAG CGGCA A( GC ACTAA AGTGC CGGCT 

GCATA TGCGG CCCAA GGGTA CAAGG TGCTC GTCCT GAACC GGTCC 

GTTGC CGcCA CAT从  
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图 i NS2 NS3按昔酸序列 
Fig I Nuc]eotide sequen~ of N啦 一 

RVPYF VRAHG L工RAC MLLRK VAGGH YVQMA LMKLA 

LTPLQ YWAHA GLRDL AVAVE PDI1．S DMEIR IITWG 

QGLPV SARRG KEILL GPADs FEGQG WfuLIIA P：TAY 

工ITsL TGRDK NQVEG EVQW  STATQ SFI．AT CINGv 

式TLAG PKGPI TQt,ner NVDQD LVG—_Q PPPGA RSLTP 

VTR}【A PVIPV RRRGD SRGSL I 哪 VSYLK GSSGG 

GI FRA AVCTR GVAKA VDFI P VESME TTMRS PVPTD 

QVAH LHAPT GSGKS TKVPA AYj AQ GY}(VL VLHRS VAAT 

2 演 绎的 NS2 NS3氪 基酸 序列 
Fig 2 Putative amino acid ce of NS2一Ns3 
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图 3 SDS-PAGE分析 HCVNS~-3蛋白在 E．co／i中的表选 

Fig 3 Ani|ysls of the expre*sion of HCV NS2·3 protein in 

E ．coli by SDS-PAGE 

M ．molactdir weight marker 

I ane1．DHSa tt~fi5f0rmed with pBV220-NS2-3(induced) 

I e2 DH5a t⋯  rmed with pBV220．N啦-3(unlnduced) 

I．ane3．DHSa【帅  rmed with pBV220(indueed) 

I ane4．DH5a trailsformed with pBV220(unindueed) 

97．4— 

66．2— 

43一 NS2．3 

图4 west哪 blot分析 HCV NS2．3蛋 白在 E．coli中 

的表达 

Fig 4 Anal~ is of the expression HCV NS2·3 pr 

rein in E ∞“ bvW ~tern blot 

M ．molecular welghe mate r 

I．and DH5n trBII5 rmed with pBV220-Ns2．3(induced) 

Lane2 DHSa trnnsfformed with pBV220(infIt．ced) 

2 结果与讨论 

2．1 RT．PeR扩增 目的基因 ~I)NA片段 

本实验设计扩增 HCV 3 021．4 112 nt基因，加上两端的修饰序列长度为 1 116 bp。经 RT- 

PCR扩增后，获得的产物经 6％PAGE，位于核酸分子量参照物 X174DNA／HaeI[1 L 353 bp和 

1 078 bp之间，与预期大小相符(图略)。 

2 2 重组载体的构建及鉴定 

挑选阳性 克隆．小量提取 质粒，用 ＆oR I和 Xba I双酶分别酶切 pcDNA3·NS2—3以及 

pBV220．NS2．3后，经电泳后可见一条 1 100 bp左右的条带，与 目的片段 长度基本一致(图略)， 

表明 NS2．3片段 已克隆至相应的载体上。 

2 3 核苷酸序列分析及同源性比较 

在不同的 HCV分离株中，其基因组具有 高度的异源性．这种现象可能是 由于 RNA病毒 

在其复制的过程中 RdRp缺乏 自身校正功能，以及病毒在宿主的免疫压力下发生变异所致 l。 

在 HCV整个基因组中．5 非编码基因高度保守，而 3 非编码基因变异程度较高。编码基因中， 

c区最保守．非编码基因次之，E1、E2高度变异。我们以 pcDNA3 T7和 SP6启动子通用 引物 
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对克隆的 HCV NS／NS3区基因组进行双向测序，核苷酸序列结果见图 1。演绎的氨基酸序列 

见图 2。经 与 已经报道 的 I一Ⅳ型 HCV株 HCV-1f 、HCV-Jf 、HC-C2f 、HCV-J6l 、HCV- 

j8c 核苷酸序列对比分析，其同源性 依次为 73．72％、90．20％、91．02％、64．56％、63 37％；氨 

基酸同源性依次为 83 24％，92 09％，93．13％，70．88％，67．86％。所克隆 的 HCV基因属于 

HCVI1型 。 

2．4 NS2．3基因在 E．coli中的表达 

含重组载体 pBV220一NS2—3的 E．coti经温控诱导后，经 SDS-PAGE，Coomassie亮蓝染色 

显示．表达了大小 约 4 1 kD 的 NS2—3蛋 白．见图 3。Western blot结果 显示 ，该蛋 白条 带为 

HCV特异蛋 白，见图 4。 

随着 HCV分子生物学研 究的深入，对 HCV非结构蛋白结构和功能的研 究正逐渐成为新 

的研 究热点之一，病毒编码的蛋白酶，RNA螺旋酶 ．NTP酶，依赖 RNA的 Ri4A合成酶等与病 

毒蛋白的合成加工 、病毒基因组的复制 ，以及病毒的整个生命周期均有着密切的关 系。研究表 

明。NS2和 NS3基因编码病毒 zn2 依赖性金属蛋 白 和丝氨酸蛋白酶。zn2 依赖性金属蛋 

白酶介导 N茁／Ns3位点的裂解_B]，丝氨酸蛋白酶介导非结构蛋白其余位点的裂解 】。对 

NS3区氨基酸序列的分析表明，该区内含有丝氨酸蛋白酶催化中心基序(FIDS)。本研究我们 

在对编码 HCV蛋 白酶的基 困进行克隆和序列分析的基础上，将该基因在大晒杆菌中进行 表 

达，为进～步研究其生物学性质打下了基础。 
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Cloning，Sequence Analysis and Expression of Partial HCV 

Nonstructural Protein 2，3 Gene 

FAN Tao，GAO Jian—en，TAO Qi—rain 

(Institute ofHepatoi~y．P~ple’ Hospital，t3eijingMedical University．t3eijing 100044．( ma) 

Abstract：Complementary DNA of partial HCV NS2一NS3 protein gene which encodes viral Z 

dependent metalloprotease and serine pro tease was amplified by RT nested—PCR from serum of a 

Chinese patient with chronic hepatitis C．The product was digested with E∞R I／xba I and 

cloned into pcDNA3．The nudeotide sequence was determined．Compa rison of NS2一NS3 with the 

reportedtypicalisolatesHCV—l，HCV4，HC-C2，HCV—J6，HCV-J8 showed as73．72％，90．20％， 

91．02％ ，64．56％ ，63．37％ identity in nucleotide  sequence and 83．24％ ，92．09％ ，93．13％ ， 

70．88％，67．86％ identity in amino acid sequence respectively，SO the isolate could be classified as 

HCV genotypa Ⅱ．Th gene fragment WSS cloned into pBV220 to construct recombinant expres— 

siou vector pBV220一NS2—3．It was expressed efficiently in E ．coli．The cloning and expre2~ion of 

HCV NS2一NS3 may contribute to the investigation of the relation between structure and  function 

of viral encoded pro tease． 

Key words Hepatitis C virus(HCV)；Nonstructural protein；Sequencing；Gene expression 
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