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Abstract!HCV RNA positive ael'xlm was first selected by RT．PCR test kit from several anti—HCV pos． 

itire sera obtained from Xi’an．HCV RNA extracted from the elected$era was converted to cDNA bv 

reverse transcription with random primer．HalLnested PCR was performed．The amplified product was 

852 bp．The purified PCR product was digested by restriction endonucleases and then ligated to epres— 

sio vector pET·22b’．Its nucleotide sequence was determ ined by didcoxy chain terrmnation method．A 

comparison of the sequence with several isolates reported previously showed that the sequence belonged 

toHCVtype 11 
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摘要；用 RT．PCR Kn’从西安血站太样抗 HCV阳性血清中筛选出HCV RNA阳性血清．提取 HCV的 RNA．利用 

随机引物反转录合成其cDNA井进{彳半巢式 PCR反应。将纯化的 PCR产物醇切后与表达载体 PET．22b 连接．经 

过双脱氧末端终止法双向洲l芋，得到 852 bp长的核苷酸序列 通过将该序列与已知不同型的 HCV E2序列比较得 

知，此序列正是 HCVU型目的基因。 
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丙型肝炎病毒(HCV)是肠道外非甲非乙型肝 

炎的主要病原，目前全世界约有 1．7亿 HCV感染 

者，我国预计受感染者在2千万以上。由于目前还 

没有确实有效的治疗方法，感染者中的大部分都导 

致成慢性肝炎，进而部分可发展成肝硬化和肝细胞 

癌。HCV属黄病毒科，为单股正链 RNA病毒，垒长 

约有9．5 kb．编码 3 010～3 033个氨基酸．蛋白排列 
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依次为 5 NCR_CE1．E2，NS2．NS5．3 NcR。其中E2 

区是 Hcv的包膜糖蛋白基因，编码 384 aa～746 aa 

的一段蛋白⋯。E2基因上有两个高变 区 HVR1 

(384 aa～410 aa)和 HVR2(475 aa～482 aa)。研 究 

已证明HVRI上有 B细胞识别的抗原表位。可诱导 

产生中和性抗体。但由于 HVR1的多变性，使得病 

毒逃避宿主的免疫压力而在机体内持续存在，这可 
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能正是HCV感染易慢性化的原因l2 J。 

本文采用 RT—PCR的方法从病人血清中扩增 

到 HCvⅡ型的编码从376 aa～659 aa的一段基因． 

将其连接到表达载体上，这为以后 E2蛋 白的表达 

奠定基础。同时将该序列与不同型的 HVRl的核 

甘酸序列及氨基酸序列分别进行了比较，以找出其 

变化规率。 

1 材料与方法 

1 l 血清样本 

5份抗 HCV阳性血清．取自西安血站大样。 

1 2 主要试剂 

RT—PCR检测试剂盒购自302医院；RNA提取 

试剂 购 自 B／ONEER公 司；AMV、RNasin、Taq酶、 

BamHl、肼 fⅡ限制性内切酶、随机引物、琼脂糖 

及T4连接酶均购自Promega公司；DEPC购自Sig． 

ma公司；PCR产物纯化试剂盒为上海华舜生物公 

司产品；PCR仪为PE公司产品；载体 pET一22b 、大 

肠杆菌DH5a为本室保存。 

1．3 引物设计 

主要参照 HCV—HB、HPCIbl、HPCIb2等 HCV 

Ⅱ型E2的保守区设计，由上海生工生物公司合成。 

序列如下： 

补引物 ：上 Ia 5 1l26一CCCAAGCTfTCT 

下 2b 5'22捭  

内引物 上 5 I126 

l'2h 5 l977-LIX3AAGt．YVIq'Cq'ATCSCTG~  

鉴定内引物 3h 5 1467 TACIR；GATCCLTS,GTAGTGOCAGCAcffAGG 

注：S：T／C Y：A／G 

1．4 HCV RNA阳性血清的筛选 

用HCV RT RNA检测试剂盒从抗 HCV阳性 

的血清中筛选出 HCV RNA阳性血清。 

1．5 eDNA产物合成 

取筛选出的阳性血清 2(D L'按照 RNA提取说 

明书操作，获得的RNA溶在 4{) L水中，取 2止，为模 

板，加入0．6 L随机引物(0 5 ／ L)，再加入 AMV 

5×buffer 5 I*L、dNTP 2 5 I*L、RNasi12 40 units、A 

RT12 units，加DEPC水至15 L，70"C变性 5 rain，立 

刻在冰上放置 5 min，离心几秒钟，再加入DEPC水至 

25“L'37℃孵育 l h进行 cDNA合成。 

1．6 PCR产物的获得 

第一次PCR：取逆转录产物 5 L为模板，加入 

10×buffer、dNTP、MgC12、外引物 1a和 lb、Taq酶， 

总体积 25 L，94℃预变性 5rain，然后 94℃ 60 s， 

50℃ 90 s，72℃ 150 S共 30个循环．再 72℃ 延伸 7 

rain；第二次 PCR：取第一次 PCR产物 2．5“L为模 

板，加入内引物 2a、2b，反应条件 同上．总体积 25 

／*L．用双温 PCR扩增 ： 

94℃ 60 S，50℃ 90 S，72℃ 150 S 2个循环 

94℃ 60 S，55℃ 90 S，72℃ 150 S 28个循环 

再 72℃ 延伸 7min，取 l0 L在 1．2％的琼脂糖 

凝胶中进行电泳，紫外灯下观察结果。 

1．7 E2基因的克隆及鉴定 

PCR产 物 用 纯 化 柱 纯 化 后，利 用 BamHl、 

豫ndlll进行双酶切．再用纯化柱纯化，与同样处理 

的载体 pET-22b 在 l4～l6℃连接 14 h，连接反应 

总体积为 20 L；取约 l0 L转化 DH5a感受态细 

胞。碱裂解法提质粒，用 BamHI、Hin clIII双酶切 

鉴定，再用 Notl单酶切鉴定，最后用引物 2a和 3b 

进行半巢式PCR鉴定。 

1．8 DNA序裂测定 

以重组的 pET质粒(pET。E2)为模板，采用双 

脱氧末端中止法在ABI PRISM 377XL DNA全自动 

测序仪上双向测序。 

2 结果 

2．1 阳性克隆pET-E2的鉴定 

E2的PCR酶切产物连接到 pET一22b 的多克 

隆位点的BarnHI和 HindIII之间，用这两种酶切 

IS57 

lO60 

929 

m  

圈 l PCR和酶切鉴定重组质粒 pET—E2 

Fig1．Recombinant plasmid pET-E2 identified by PCR 

and escric【⋯ rL-d0⋯ 1⋯  

I．DNAmole~ularweightmarker( DNA／E棚R 】＆ n ⋯ )，2． 

PCR ptoduc~ of pET-E2 attlplfied with prime~ 2a and 3h；3．RT 

PCR produ~s amplfied with prim~ 2a and 2h f— positive serum； 

4，pET-E2 dighted BamH I and Hind Ill 5，pET-22b digested 

by BamH I；6．pET-E2 digested by BamH T 7，pET E2 digested by 

NotIl8．DNAmolecularweightmarker(pBR322／BstNI) 
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pET-E2就得到两条带．分别与 pET一22b 单切带和 

E2 PCR产物带相当。由于引物是按照·HCVⅡ型保 

守区设计，HCVⅡ型在 E2的第 500～507位碱基正 

是 NotI的切点，同时 pET—E2下游的多克隆位点上 

也有~Notl的切点，因此，Notl单切即得到350bp的 

一 条带；鉴定内引物3b也按照内引物 2a、2b之间的 

保守区设计，以2a、3b为引物做 PCR得到 363 bp的 

一 条带．此作用相当于DNA探针杂交．进— 证实 

了所得到的是目的基因 HCVⅡ型 E2(见图 1)，此株 

病毒且称之为 HCV-XA。 

：t／i"GGG GCG ACC C A1’G10 ACG GGG GGG 45 

L L F A G V D G A 1 f1 V _r G G 

GTG GCAGGCAGAACCACCC T̂GGG 1．AcGCGTCC TTGTTT1℃GGrT 9O 

V A G R T T H G Y A S f_ F S V 

GGG GCG1℃TCAGAAG CTCCAGCTTG1'AAACACCAATGGC AGTTGG 1 35 

G A S Q K L O L V N T N G S W 

CAC A1℃ AAC AGG ACA GCCCTG AAC TGC A T̂ GAC 1 C C1r AAC ACI I80 

H l N R T A L N C N D S L N T 

GGGTTCC_rrGCTGcGC1．G1—rC1'ACCACCACAAG1丁C AACTCG1℃C 225 

G F L A A L F Y H H K F N S S 

(如 G 1．GT 1̂'AGAGCGC A11GGCCAGC1 C CGCTCC T̂TGACGAGTYI 270 

G C I E R M A S C R S I D E F 

GCT CAGOGATOGG● CcT 1̂℃ ACT T̂ TGCTCAGCCTGGCAACCTG 31 5 

A Q G w G P I T Y A Q P G N L 

GACCAG AOGCCT1'ATTGCTOGCAC1'ACTCACCTCGGCCGT( GGC 360 

D Q R P Y C W H Y S P R P C G 

T̂C ('TGCCCGCGTCAGAGG1'G1．GTGGTCCAG1．G1'ArTGrT丁CACC 405 

【 V P A S E V C G P V Y C F T 

CCrAGC(1cTGrrG1'G(丌GGGGACG ACCGACCGC1℃TGGT(汀TCCC450 

P S P V V V G T T D R S G V P 

ACG T̂ T AGC TGG GGG GAG Â T GAG ACA GAC GTG CTG CTC CTC AAC 495 

T Y S W G E N E T D V L L L N 

AAC ACG CGG CCG CCG CAA GGC AAC TGG TTC GGC 1’GT ACA TGG ATG 540 

N T R P P Q G N W F G C T W M 

埘 GcTACCGGG丌 CAccAAGACGTGcGGGCJGCCCC CCG TGcAAC 585 

N A T G F T T C G G P P C N 

T̂CG0GGGG r℃GC,C从 CAACACCTTG T̂TToCCCC ACG GAC1．GC 630 

I G ’G V G N N T L l C P T D C 

丌 cc0G从 GCACccCGAGGcCACTTACACAAAATGTGGT1订 GGG 675 

F R K H P E A T Y T K C G S G 

C(『r聊 丌 AACAoCTAGGT 1TAG1℃ GAC1'ATCCA1'ACA0GCTT 720 

P W L T P R C L V D Y P Y R L 

ToG CACTACccCTGCAc-r( rCA TTCACCGTCTTCAAG GTTAGG 765 

W  H Y P C T V N F T V F K V R 

T̂G1．ATG1．GGGGGGCGTGGAGCACAGGCTCA T̂0CTGCGTGCAAT 810 

M Y V G G V E H— R L N A A C N 

TGG ACTCGA GGAGAGCGT1研 AACT
—
TGGAG GACA

—
GG G'ATAGA 855 

W  T R G E R C N L E D R D R 

圈2 E2的部分片段的 eDNA序列和氪基醴序列 

Fig．2 eDNA ㈣ ce and amino add sequence of E2 
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2．2 Hc~r西安株皿 区的eDNA序列和氯基酸序列 与其它型的同源性均小于 73％(比较结果未列出)。 

HCV—xA eDNA序列和氨基酸序列见图2(斜 2．3 HCV西安株的HVRI与其他已知序别的比较 

体为引物部分)，通过 GOLDKEY软件分析，HCV． 应用计算机分析软件将所测得的序列与其它已 

xA与其它 HCV 11型序列的同源性在85％以上，而 知序列进行同源性比较，其结果见图3、图4。 

STRA【 

E2 1 GCGACCCA 

SE。UENCES 

RpcIb2 AGC C T A．． CACTA CTT̂C T̂ GGA C T TA C C ． 亿̂  ． CAA 

HncIh：1 AC T CAC A ． C CAG CAC TAG A GT G  ̂ C C ^ T̂c A A ． 

RpcIb4 AGT GC T A ． CACTA C丌 Ĉ AT GG CCT r̂ C C． T ATC CAA． 

H口cfh3 CGC ace ^． C CAG CAT M CT C C⋯ ^AT ． ĈG． 

-IpcvI AAC T CAC A．．C C CAG C C 7TAG A T Ĝ A A C． ^ACC ．A A． ， 

RCV—ItB AT T CGC T T．． C CAG C CT TC T  ̂ C．C ^ACC．． C 

HCV—T T̂[ T̂0。TGn A．．A ACA．TG C C．C．．一 Ĉ ．1cT TC C A ĉ从． ． C 

HPOGcG CAC C ．A． ． ^̂G．．T ．C TCC G．． GA．CCT T G C C ACAA CC A + 

HCV一】 ^̂． C C．C ． MGT．C CAC ．TG Tc．．A T T TTAG C cc c6 Ĉĉ C Ĉ 6̂ 

sTRAINS： 

jICV—xA 

JIPCI1始 

H l B=l 

ljl IM 

播 l瞄  

}PCTlB6 

堋  

II~W-T 

瞄  

IDENTH SCORE 

A 58．盘噩 47 

T 6I．73％ 50 

A 56．79％ 46 

6̂  65．43■ 53 

． T 5B O靠 47 

69．14 56 

 ̂ 55．56％ 45 

A 6l 73％ 50 

C 49．3B％ 40 

图 3 HCV西安株的 HVRI eDNA与其它株相应序列的比较 

萁它株序列见文献：Hpc1621 、Hpc163~”、Hpa1641 、Hpc165[31 Hpc166㈣、HCV-~ [ 、HCV一 ”、HCV 1 

Fig 3 Compari~n of eDNA ce of HCV-XA HVR|with corresponding sequences of other HCV strains 

SI：．~IJF．NCES 

ATHVT0GW 啪Ⅵ Ŷ SLPsv‘ S哦 

S一—5一—l丌 Ŷ 一 SFr——S—母一 

D—YT一一 Ô_̈I— sRV— — 下s一 一_N 

S—I卜S一1 AYN-R-LT——-s—口一 

R．卜— Q-I卜_QllL——T R 

YT _M口 -v LT—I—TP"-~ N 

D- S· Ô—S—L啊 — _TP一 一 一 

VPSCS—‘11f̂一 一SL一——_TO一 一一 

l卜—— v̂ss．。SLV L-口_P-一 

一 L̂ P_．K．N 55 56％ 

图4 HCV西安蚌的 HVR!推导的铽基酸序列与萁他已知相应 

序列的 比较 

ng 4 Comparison of amino acid q— e of HCV·XA HVR1 with 

eo~esponding se ⋯ 0f other pDned strains 

3 讨论 

由于 HCV E2的高变性，我们应用 GOLDKEY 

软件设计引物时，主要参考了Genebank中及我们自 

己输入的HCV II型 E2序列的相对保守区，在引物 

中使用了兼并密码子。由于血清中 HCV浓度极 

低，在扩增时我们采用双温 PCR，这样可以在前两 

个循环增大模板量，提高检出率：扩增产物设计为 

852 bp，编码 284个氨基酸(376 aa--659 aa)，而不是 

全长，因为 E2蛋白 C端的的一段氨基酸序列是疏 

水区，去除后可获得分泌型表达，尤其在哺乳动物细 

胞中的表达产物将呈现天然梅像，有较高的生物活 

性f 。 

HCV的高变性为疫苗的研制带来极大的困难。 

用较保守的 C区作疫苗则不安全，因为有研究证 

明，C蛋白可能正是 HCV的致癌因素之 _8 J，不适 

合作疫苗。E2包膜糖蛋白。上有两个HCV中和抗体 

的抗原表位，一个高变，一个-保守，进一步的研究证 

明，其中一个在 HVR1上【9 J。从我们克隆的 HCV— 

xA的 HvR1与其他 II型 HVR1。的氨基酸及核苷 

酸序列 比较来 看，HVRt~的突变 多为有义 突变， 

HCv_xA与 HPCYlh6的核苷酸同源性 58％，而氨 

基酸同源性仅44．44％。从氨基酸冰平来看，不同 

株甚至不同型的 HVR1的同 性相差较小，HCV- 

xA与 Hcv_l核苷同_溺[性仅 49．38％，氨基酸同源 

性却有55．56％，预示着 HVR1变异的随机性，即同 

型之间的同源性与不同型之间的同源性差别不大， 

从图4来看，在HVR1的27个氨基酸中，有几个位 

．_ 螂 季| 栅 喜| 喜| 慨 

眦 弱  ̈ 弱 的 
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置是高度保守的：第6位 G、第 l8位 S、第 23位 G、 

第 26位 Q。有几个位置是比较保守的：第 2位 T、第 

7位G、第 13位 T、第 18位 s、第 20位F、第24位 

A，只从 HCVII型考虑，可以得出以下的 HVR1保 

守区框架 

*T**(T／S)G(G／A)*****(T／V)** 

-X"*SLF(s／T)*GA*Q* 

这表明HCvII型的HVRI上有 l2个保守的氨 

基酸残基，占总数的 44％，其中，T、s、G、A、v都是 

小分子氨基酸，s／T都带一羟基，，r v有相似构像， 

G／A都可以绕轴旋转，在某种程度上可以互换而不 

影响蛋白的性质。这些保守位点可能是病毒与宿主 

细胞结合所必需的，这对以后疫苗的研制可能有积 

极意义。 
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