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Abstract：A Vero—E6 culture system was developed to assay Hepatitis C virus(HCV)replication by 

plasmid(pHCV)transfection，which contains a T7 promoter at the 5’end，full—length cDNA of the HCV 

genome and a T7 terminator．To facilitate hi gh—level tran scription of HCV RNA．Vero—E6 cells were 

transfected with pHCV and then infected with recombinant vaccinia virus(vTl 一3)containing the T7 

RNA polymerase gene．TIlis transfectiOn—based cell culture system produced hi gh levels of HCV 

genome(10／-10 copies／mL)detectable by real—time quantitative PCR and the production of HCV RNA 

tran scripts Was confir med by RT-PCR．W_estem blot an alysis revealed that HCV structural and 

non-structural proteins were correctly processed．The transfected Vero—E6 cells assembled 40—50nm 

virus—like particles were analysed with transmission electron mi croscope
． TIliS mod el Can be utilized for 

studying mechanisms of HCV replication．preparation of HCV vaccine and to test potential antiviral 

drugs． 

Key words：FuU genome of HCV；Clone；Transfected cell culture system：Recombinant vaccinia virus 

摘要：采用一种含有HCV全基因组和噬菌体T7启动子和终止子序列的载体 (pHCV)转染Vero．E6细胞，随后 

感染高效表达T7 RNA聚合酶的重组痘病毒 (vTF7．3)，通过v11 ．3的辅助作用，使Vero．E6细胞高效增殖HCV 

病毒体，建立了一种新的HCV体外细胞培养体系。RT-PCR、荧光定量PCR检测转染细胞裂解液中HCV滴度的 

结果显示：pHCV转染细胞内HCV基因拷贝达 l ．1OSlmL，同时有 HCV正链 RNA合成；免疫印迹显示该培养 

体系中有 HCV结构蛋白、非结构蛋白的表达；pHCV转染细胞经透射电镜观察，可见清晰的HCV病毒体，直径 

在40-50nm。这一新体系的初步建立，为研究HCV的复制机制、制备 HCV疫苗和研发抗病毒药物奠定了基础。 

关键词：HCV全基因组；克隆；转染细胞体系；重组痘病毒 
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丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)是引起 

人类丙型肝炎的病原体，其感染往往发展成肝硬化 

或肝癌，严重威胁人类健康 ， 。按照基因序列的同 

源性HCV分为6个大型 (I，Ⅱ，III，Ⅳ，V，VI)，型内 
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又可分为许多亚型，基因型的多样性特征对研究其 

感染的分布和传播意义重大，但却给丙型肝炎的预 

防带来困难[31。鉴于HCV流行病学及其感染的特殊 

性，众多学者高度关注，试图研制有效而实用的疫 
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苗，但结果不尽人意。 

迄今，HCV病毒疫苗研究主要分两类，一类是 

基于病毒结构和非结构蛋白的多表位蛋白疫苗，或 

以模拟表位为基础的重组多肽疫苗；另一类是模拟 

多表位的DNA疫苗。这些疫苗有部分已进行过动物 

实验，有一定的免疫效果。但由于RNA病毒的变异 

性，加之缺乏有效支撑HCV病毒大量增殖的细胞培 

养体系，使得疫苗的研究与应用相距甚远[4--6]。 

近年来，我们构建了一种含有 HCV全基因组和 

噬菌体1_7启动子、终止子序列的克隆载体(pHCV)。 

pHCV转染细胞后，可在高效表达T7 RNA聚合酶 

的重组痘病毒 (vTF7—3)辅助下，产生高滴度的 

HCV病毒体I 。但由于该体系在选择pHCV的受染 

细胞时，主要考虑痘病毒感染的宿主特异性，因而 

选用了痘病毒敏感的肿瘤细胞 (HeLa)作为受染细 

胞，致使该体系获得的 HCV病毒体不能用于疫苗 

研究。本文选择几种正常细胞作为pHCV转染宿主， 

初步研究了pHCV的转染效率，测定了转染细胞中 

HCV结构蛋白和非结构蛋白的表达，观察了电镜下 

病毒体在细胞中的形态特征，建立了一种新的 

pHCV细胞转染体系。为 HCV的疫苗研制和抗病 

毒药物的研发奠定了良好基础。 

1 材料与方法 

1．1 HCV全基因组cDNA克隆、突变与质粒构建 

HCV全基因组克隆、突变与质粒构建由李信墙 

博士完成I ，其构建方法简述如下：用RNA提取试 

剂盒 (Promega)从急性丙肝患者血清中提取总 

RNA，根据 Aizaki等人L8 报道的HCV基因组序列 

设计6对引物，其中引物 6的5’UTR上游添加T7 

启动子序列，利用 RT-PCR技术以分段扩增的方法 

合成全长的HCV基因组DNA，经H／nd III和Spe I 

酶切后克隆到PFK-1载体的／-／／nd III和Spe I位点 

上，获得PFK-1 HCV DNA，然后应用点突变技术在 

HCV基因组的NS3和NS5A基因上进行三个特异 

氨基酸点突变 (NS3区 1202位点的Glu变为Gly； 

1280位点的Thr变为Ile，NS5A区2197位点Ser变 

为Pro)，得到含HCV全基因组的pHCV质粒用于 

转染实验。 

1．2 痘病毒及其宿主细胞 

表达T7 RNA聚合酶的重组痘病毒 (vTF7—3) 

购自美国ATCC，由FuerstTR等人构 引，病毒滴度 

为10ⅢTCID5o。兔肾细胞系RK-13，非洲绿猴肾细胞 

系Vero-E6和Vero细胞由武汉大学中国典型培养物 

保藏中心提供，细胞于含 10％胎牛血清 (FBS)的 

MEM培养基中常规培养、传代。 

1．3 重组痘病毒感染 

以RK-13，Vero--E6和Vero作为宿主细胞，加入 

适当稀释的重组痘病毒(vTF7—3)，吸附2b后弃掉， 

换成 2％FBS的MEM 培养基继续培养，观察细胞 

病变情况，同时设正常细胞对照。 

1A pHCV质粒转染 

pHCV质粒转染 Vero—E6细胞按Lipofectamine 

2000(Invitogen)说明书进行。转染后加入稀释的重 

组痘病毒vTF7—3，吸附2b后弃掉，最后加入含2 

FBS的MEM培养。转染实验设正常细胞、只感染 

痘病毒细胞对照。通过 RT-PCR技术检测评估转染 

效率。 

1．5 RNA的提取和 RT-PCR 

RNA的提取按Trizol试剂盒(Invitrogen)说明 

书操作。提取的RNA用DNase I于37℃水浴处理 

30min，以除去质粒 DNA 的干扰。用逆转录引物 

5'-ATGATGCACGGTCTACGAGACCTCCCGGGGC一3’合 

成第一条cDNA链，再用一对特异性引物5'-CCAGC 

CCCCTGATGGGGGCGACA．3’，5’．ACTCGCAAGCACCC 

TATCAGC~A．3’对该 cDNA进行特异片段扩增。目 

的扩增片段为 310bp，位于 HCV基因组的 5’端的 

保守区。 

1．6 荧光定量 PCR 

在 pHCV质粒转染细胞后培养 2—6d收集细胞 

裂解液，根据荧光定量PCR试剂盒的说明书 (购自 

深圳达尔安生物技术有限公司)测定样品的 HCV 

基因拷贝数。在测定过程中将RNA提取物用DNase 

I于 37℃水浴处理 30min。 

1．7 免疫印迹 

Western．．blotting按文献【l o】的方法进行。一抗采 

用鼠抗HCV的E2，Core和NS5蛋白的单克隆抗体 

(购自美国Virostat公司)。二抗为碱性磷酸酶标记 

马抗小鼠IgG(购自北京中山生物技术有限公司)。 

利用NBT-BCIP显色。 

1．8 电镜观察 

收集培养60h的转染Vero-E6细胞，以1500 r／min 

离心 10 min，弃上清，细胞沉淀用2．5％戊二醛固定， 

按照常规电镜样品制备程序【】l】脱水、包埋、切片、 

染色，于透射电镜下观察。 

2 结果 

2．1 重组痘病毒敏感宿主细胞的筛选 

已知痘病毒是一种典型的溶细胞病毒，感染敏 

感宿主细胞后可产生明显的细胞病变 (CPE)【 ， 
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因此可通过痘痫毒感染后细胞的病变程度来确定 

细胞对癌病毒的敏感性 本研究选择 RK一13、Veto— 

E6和Ve．ro作为 vTF7 3的感染帘丰．筛选敏感的宿 

土细胞．结果见图 1和表 1 

罔 I vTF了一3感染帘 后的细胞形态变化 

Fig 【 Morphological change of different cells infected with 

vTF7—3 

A．RK-I]CK；B．48h afterRK—l3intetied with v1 F7-3：C．Vem，E6CK；D 

48h at~er Veto E6{nf~ted with门’F7 3．E．Veto CK； 48h after ver0 

1m~ected 111 T 一3 

表 1 重组痘病毒感染龠丰细胞产生的细胞病变程度 

Table 1 The CPE ofdifferent host cells coursed by 1下7—3 

。 ’

： 40％-50 cells CPE．‘ H”：5O％．60％ cells CPE．。-+十+ ：lxlOt~thⅡn 

80％ cells CF'E．。 ：normal cells 

图 1显示了三种细胞系均能被 vⅡ 3感染， 

并产生细胞病变，且细胞瘸变程度呈时间相关性 

(表 1)。其中，RK．13对 vTF7—3最为敏感，而Vero— 

E6和 Vero鞘差 一些，但考虑到用于疫苗研制时的 

适用性和安全性，我们选择了非洲绿猴肾细咆系 

Vero—E6作为转染实验的宿主细胞 

2 2 转染Veto—E6细胞中 HCV正链RNA的合成 

Fig 2 Electropho~togram of RT-PCR assay of Veto-E6 cells 

nsfec d th DHCV 

M PCR Marker；1．pHCV：2 24h aJ"ter Veto-E6 cells t~nsfected ~vith 

pHC v：3．48h aner I-O—E6 cellsIm  lecledwitll pHCV；4．72h afterVero- 

E6 cells transfected with pI~CV；5 、 0一E6 ceRs infected with v1’F7 3．6 

Veto-El cells 

2．3 转染Veto．E6细胞中HCV基因组复制的动力 

学曲线 

用荧光定量 RT-PCR 技术测得 pHCV 转染 

Veto E6细胞体系中的 HCV 基因拷贝数变化如图 

3。在转染2d后，HCV的基因拷贝数达到了峰值， 

为(1．52±O．30)x 10 拷贝／mL，比患者阳性血清 

(104—10 基因拷贝拷贝／rnL)高 l00～1000倍 表明 

在该转染件系中，HCV基因组能有效转录和复制； 

但4d后有所下降，为(I．96±1．69)×10 拷贝，mL； 

培养到第 6d时．甚至下降了约 3个数量级 这种 

随培养时间的延长而基因拷贝数有所下降的原因， 

可能是感染的 v1F7．3在宿主细胞中大量增殖，导 

致部分细胞病变溶解所致 

2．4 转染细胞中HCV蛋白的表达 

Western．blotting检测结果表明(图4)．在pHCV 

转染的Vero-E6细胞中不但有HCV结构蛋白E2、 

Core的表达 (其分子量分别为72kDa和 22kDa．图 

一 

■■● 
●●■ 
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图3 转 Vero-E6细胞中HCV基因组复制的动 学曲线 

Fig．3 Dynamic CUly~'e of HCV genome in Vero—E6 cells Irans 

fected with pHCV 

4A，B)，也有HCV非结构蛋白NS5的表达 (图4C)， 

由于 NS5蛋白表达后被 NS3蛋白酶裂解成 NS5A 

和 NS5B两部分 ．因此免疫印迹呈现两条带 (其 

分子量分别为56kDa和66kDa，图4(2) 结构蛋白 

和非结构蛋白的分子量与文献所报道的相近l 。 

1| 
A B C 

圈4 Western—blotting检测转染细胞中HCV的结构蛋白和 

非结构蛋白的表达 

F】g．4 Western bolt arm]vsis of Veto-E6 cells transfected with 

DHCV 

A E2 protein of HCV；B Core protein of HCV；C NS5 protein of HCV 

(NS5A：56kDa．NSSB：66kDa}Molecular We1gilt in kilo Daltons are~hown 

on1heleft 

2 5 转染 Vero．E6细胞中HCV病毒体的电镜观察 

pHCV转染的Vea>E6细胞经低速离心、固定、 

常规包埋切片后电镜观察。成功地观察到直径约 

40-50nm的HCV病毒体 (图5B)，其大小均一：同 

时有HCV病毒伴存在的视野中均可观察到典型的痘 

病毒粒 f(圈5B)，这从形态学角度直观地证实了重 

组痘病毒 ( 一3)在淳转染体系中的 要作用。 

3 讨论 

本研究的只的足要建立一种 HCV全基因组克 

隆转染细胞培养体系，为研究全病毒灭活或减毒疫 

苗提供技术平台，基于此目的．我们利用了三个方 

图5 pHCV转染 Vero—E6茸fi胞中病毒的电镜形态 

Fig．5 Elec~on microscopy observation of HCV and vTF7—3 

particles in Vero-E6 cells transfected with pHCV 

A Veto+E6 cells：B 60h after Vero-E6 ceilsⅡ s c d with pHCV H： 

HCV pmlicles C： 7—3 particles 

面的研究策略：首先构建了 HCV全基因组克隆， 

井插入噬菌体 T7启动子和终止子序列，同时在 

HCV基因组的NS3和NS5A基因上进行三个特异 

氨基酸编码序列的点突变，获得pHCV重组质粒载 

体用于转染：其次是利用重组痘病毒(vTF7—31在宿 

主细胞中高效表达 T7 RNA 多聚酶的特性．增强 

pHCV eDNA的转录效率，提高HCV的复制水平， 

从而获得高滴度的 HCV 病毒体：第三是选用 

vTF7—3敏感的Vero—E6细胞作为转染宿主，使得转 

染获得的 HCV病毒体能安全地用于疫苗研究 研 

究结果显示 (图3、4、5)，我们的同的基本达到， 

初步建立了pHCV转染细咆培养体系。与本实验室 

早先建立的 HeLa为宿主的转染细胞培养体系相 

比，以Veto—E6为宿主的培养体系具有以下几个特 

点：①在相同的转染条件下，其胞内 HCV 的基因 

拷贝数 【(1 52±0．30)×10s拷贝，mLJ与HeLa细胞的 

f(1．09±0．20)×10 拷贝／roLl相当；@pHCV转染的 

Vero—E6细胞能有效地表达HCV结构蛋白和非结构 

蛋白：③同时能在胞内观察到 HCV病毒粒子。且 

Vero—E6细胞在转染效率、HCV基因拷贝数值、蛋 

白表达及病毒粒子装酉芒等方面均达到预期的水平． 

可替代 HeLa细胞作为 pHCV的转染宿主 因此， 

Veto—E6细胞转染体系的建立，为深入开展HCV的 

基础研究，尤其是疫苗研制奠定了基础。 

我们采用 RT-PCR和荧光定量 PCR技术检测 

pHCV质粒的转染效率和 HCV基因组复制的动力 

学变化．获得转染细胞培养时间与 HCV基因组复 

制动力学曲线 (圈3)。通常 HCV在细胞内的增殖 

是非溶细胞性的，在一定时间内，病毒滴度应与培 

养时间呈正相关 在我们的研究体系中，转染 2d 

0  

一一_|_ 3_ 00一 l11 i c￡c 己  0 m= 
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后HCV基因组的复制效率就达到10 基因拷贝／mL， 

远远高于 HCV 阳性血清感染细胞的复制效率 

(10 ～104基因拷贝／mL)和 HCV阳性病人血清 

中的病毒滴度[12,1 4' 】。但随着培养时间的延长，基 

因拷贝数呈下降趋势，这与 vⅡ 一3在细胞中增殖 

导致细胞溶解有关。可见，在本研究体系中收集病 

毒体的时间应控制在48~60h较为合适。 

对于研究 HCV疫苗而言，本研究工作仅仅是 

建立了一个技术平台，仍有许多技术有待完善，与 

之相关的机理有待深入研究。 
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