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摘 要

利用逆转录多聚晦链式反应 ( R T
一

Pc R )
,

从我国一翰血后丙 型肝炎病人血清中克隆到

了庚型肝炎病毒 N s 3 区的部分基因
。

经序列分析表明
:

我国庚型肝炎病毒Ns 3 区与 已知

的 G B v
一

C 及 H G v 的核普酸 同源性在 81
.

7一 88
.

0 %之 问
,

而 氛基酸 同源性均大于 96 %
,

氮基酸序列与 H c v
、 G B v

一

A
、

B G v
一

B 具有一定的结构相似性及数个共有的保宁位点
。

关键词
:

庚型肝炎病毒
, c D N A 克隆

,

序列分析

一 己1
.

当、 J

二
二翻

病毒性肝炎是危害人类健康的重要传染病之一
,

目前已确定的五型肝炎病毒 ( 甲
、

乙
、

丙
、

丁
、

戊 ) 的感染指标〔‘〕
,

在约有 10 一 20 %的病毒性肝炎检测中检测不到
,

故推测可能存在一种非 甲
一

戊

型 (N on A 一E ) 肝炎病毒因子
,

深入研究可能存在的非甲
一

戊型肝炎病毒因子是近年来国内外研究和

关注的重点
。

最近美国 A bbot t 公司 [2, ’〕与 G en la bs 公司〔‘〕等研究单位相继宣布发现了与人类肝炎相关的两种

新的黄病毒样病原因子
,

分别称之为 G Bv 一C 和 H G v
。

它们的基因序列分析结果显示
: G Bv

一c 与

H G v 是不同于 H Cv 的新病毒
,

尽管它们的基因特点与 H c v 很相近
,

皆为正链 R N A 病毒
,

长约

I OK b
,

编码一个约 29 0 0 个氨基酸的多肤
,

且均可经血液传播
,

已发表的 G B v 一C 与 H G v 两者间基

因结构十分相似
,

同源性高达 85 %
,

很可能属于同一种病毒或是同一病毒的不同基因型
,

故我们

统称为庚型肝炎病毒 ( 已型肝炎病毒是 De ka 等人 [5J 发现的一种非甲非戊型肠道传播的肝炎病

毒 )
。

为了解庚型肝炎病毒与我国非甲
一

戊型肝炎和输血后肝炎的关系及其基 因特征
,

我们参照

si m o ns 等人发表的有关基因序列
,

针对 G B v
一

c 解旋酶 (N S3 ) 区的基因相对保守特点
,

设计了特

异性的扩增引物
,

对采自于湖南
、

厦门
、

北京三地的 118 份肝炎病人血清进行逆转录套式聚合酶

链反应 ( R T
一N es t一PCR )筛选 [6j ,

从其中一份湖南的输血后慢性丙型肝炎病人血清中克隆到一段 Ns 3

区的 d D N A
,

并对其进行序列测定分析
,

现将结果报道如下
。

二
、

材料与方法

1
.

标本与试剂来源

( 1) 标本
:

采自于湖南省娄底地区一位输血后慢性丙型肝炎病人血清
,

检测抗 H A v I g M 抗体
、

¹ 8 6 3计划资助项目
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一
一

H 卫冶A s
、

H氏A g
、

H B sA b
、

H Be A b
、

H B℃A b
、

H D A b
、

H D A s
、

抗 H E v IsM 抗体
、

H B v
一

D N A (Pc R ) 均

为阴性
,

抗 H Cv 抗体
、

H c v
一

R N ^ (R T
一

Pe R ) 均为阳性
。

(2 ) 试剂
:

异硫氰酸肌
、

S u Pe rse r ip t II M林Lv
、

T a q D N A 聚合酶均为美国 B R L 公司产品
; d N T p

、

R Na si n 、

T4 D N A Li ga se
、

PG EM
一T 载体及内切酶购自于美国 Pr om

esa 公司
:

其余化学试剂均为进 口

或国产分析纯
。

2. 引物设计

参照 s im o n s
等发表的 8 株 G

Bv
一 c 的序列结果 (G e n 恤n k A e e ess io n : u 2 5 5 3 s

一 2 5 5 4 5 ) 设计针对

NS 3 的两对引物
:

外侧引物 cF 3 : 5 ‘ G A c G TT G G T e A T e e e e T 3 ‘ (n t 4 2 3 s
一 4 2 5 7 )

,

饮4 : 5 ‘

e G A A e l, r T ecr o T e T A e Ce 3
‘ n t4 4 8 7

一
4 4 7 5 )

,

扩增段为 2 3 6 b p ;
内侧引物 吓 1 :

5
‘ e G A T CCcc 竹

了rA T G G G CA T G G C 3 ‘ (n t 4 2 4 8
一

4 2 7 0 )
,

C R Z : 5 , AT G G G A T C CC G G T A G A T A G C G C 3 ‘ (n t 4 4 4 4 一

4 4 6 5 )
,

扩增片段为 2 1 7 b p
。

3
.

R T- N es t-- PC R [ 6〕

采用异硫氰酸肌一步法从 20 伽l血清中提取 R N A
,

溶于 1 0川 D EP c H 20 中
,

加随机引物在 20 川

体积中进行逆转录
,

逆转录产物一半加外侧引物 c F3
、

cR 4 用于第一次 Pc R
、

反应条件为 94 ℃ 45

秒
、

5 2 oC 4 5 秒
、

7 2 cC 4 5 秒
、

3 5 个循环 ; 从第一次 PC R 产物取出 l林l加内侧引物 CF I
、

c R Z 用于第

二次 PC R
,

反应条件为 94 ℃ 40 秒
、

55 ℃ 40 秒
、

72 ℃ 40 秒
,

30 个循环
,

PC R 产物在 2%琼脂糖凝

胶电泳进行检测
。
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图 l 我国克隆的 G B v
一
c N S3 部分基因序列 (G B V

一
c N S3 1) 及与国外已知的

G B v
一
C (C l

一

8) 和 H G v 相应的荃因序列比较 (划线部分为引物序列 )

4
.

Pc R 产物的克隆

用低熔点琼脂糖凝胶回收 PC R 产物连接于 PG E M
一

T 载体上
,

转化 已致敏的 JM 1 01 宿主菌

37 ℃培养 8一 10 小时
,

挑单斑摇菌扩增
,

碱法小提质粒用 Nc of 与 Sa ll 双酶切鉴定阳性克隆
。

5
.

c

DN
A 克隆的测序

挑取 3 个独立的阳性克隆
,

用碱裂解/ 聚二乙醇法提取质粒模板
,

用 T 7 与 sP6 引物从两侧进

行荧光自动测序分析
,

序列结果应用 D N A 分析软件包进行分析比较
。

3 5
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三
、

结 果

(l) 我国克隆的 G B V
一

C N S 3 部分基因序列测定结果及与国外已知的 G B V
一

c 和 H G v 相对应的

基因序列比较见图 1
。

将我国克隆的庚型肝炎病毒 Ns3 的核昔酸序列命名为 G B v
一

C N S 31
·

Se q
,

如

图 1 所示
,

除去引物序列外已测定的 1 75 个核昔酸中
,

与已知的 G Bv
一

C 序列及 H G v 序列 皆存在

一定的基因异质性
,

并存在 3 个独特的碱基
,

即图中所示第 66 位 (G ~ A )
、

第 79 位 (G ~ A )
、

第

8 8 位 (T
,

C~ G )
。

(2) 由 G B V 一C NS 3 1
.

se q 推导的氨基酸序列结果及与国外已知的 G B v
一

c
、

H G v
、

G B v
一

A
、

G
Bv

-

B
、

H c v
一

1 (美国株 )
、

H c v 一c H (中国株) 相关氨基酸序列 比较见图 2
。

将 G Bv
一

Ns 3 1
.

seq 推导的氨

基 酸序列命名为 G B v
一

CNS3 1
.

a
而

,

如图 2 所示
, G B v

一

N s3 区该区段氨基酸序列高度保守即 G B v 一c

各株与 H G v 之间变异极少
;
与 H Cv

一

CH
、

G B v
一

A
、

H Cv
一

1 及 G BV
一

B 氨基酸结构有一定相似性并存

在数个共有的保守位点
。

G B V 一C NS 3 1

G B V 一C l

G B V 一C Z

G B V 一 C 3

G B V 一C 4

G B V 一C S

G B V 一C 6

G B V 一C 7

G B V 一C S

HGV
G B V 一A

H 4二V 一C H

H 4二V 一 1

G B V 一 B
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图 2 由 G B v
一

CN S 31
.

se q 推导的氮基酸序列及与国外已知的 G B v
一
c

、

H G v
、

G Bv- A
、

G B v
一
B

、

H c v
一
l (美国株)

、

H Cv
一
c H (中国株) 相关氮基酸序列比较

(3) 我国 G Bv
一

CN S 31 区部分基因与已发表的 G
Bv

一

c 及 H G v 核昔酸和氨基酸相关序列的同

源性比较见表 1
。

表 1 示出我国 G
Bv

一

c N s3 1 与已知的 G B v 一c 各株及 H c v 核昔酸同源性在 81
.

7

一 8 8
.

0 %之间
,

而氨基酸同源性均大于 96 %
。

表 l 我国 G B v
一
c NS3 1 区部分墓因与已发表的 G Bv

一
c 及

H G v 核普酸和扭墓酸相关序列的同源性比较

核昔酸 (氨基酸) 同源性 (% )

G B V
一
C I G B V

一
CZ G B V

一
C 3 G B V

一
C 4 G B V

一
C S G B V

一
C 6 G B V

一
C 7 G B V

一
CS H G V

G B V
一
N S 3 1 8 1

.

7 8 2
.

1 8 2
.

1 8 8
.

0 8 6
.

9 8 4
.

6 8 4
.

6 8 5
.

1 8 5
.

1

(9 6
.

0 ) (9 8
.

5 ) (9 7
.

0 ) (9 8
.

5 ) (9 8
.

5 ) (1 0 0 ) (9 8
.

5 ) (1 0 0) (9 8
.

5 )

四
、

讨 论

现有资料表明 [s.
了

,
8〕

,

G B v
一

C (或 H G V ) 是一种世界范围的与人类肝炎相关的血液传播性病原
,

A bbo tt 公司与 G en la bS 公司等研究小组通过逆转录 N es t
一

Pc R 在美国
、

日本
、

新西兰
、

欧洲和非洲等

一 3 6 一
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地区不同来源的肝炎病人血清中检测到 G B v
一

C (H G V )
一

R N A
。

其中静脉药瘾者
、

多次输血史病人
、

非甲
一

戊型肝炎病人和慢性丙型肝炎中检出率较高
,

我们也首次在中国证实了庚型肝炎病毒的存

在[6j
,

为探讨我国庚型肝炎病毒的基因特征
,

本文首次对我国分离的毒株 N s3 区部分序列进行了

分析
,

结果表明
,

我国庚型肝炎病毒毒株在 N s3 区虽然核昔酸序列与已发表的毒株存在 12 一

19
.

3 %异质性
,

但氨基酸高度保守 (同源性高于 96 % )
,

亦说 明大部分核昔酸的变异发生在密码子

的第三位上
,

为沉默突变 (sil en t m u
tat ion )

。

此外
,

庚型肝炎病毒与其它黄病毒科的肝炎病毒相比
,

氨基酸结构有一定相似性并存在数个共有的保守位点
,

其中与 H C V
一

CH
、

G B v
一

A
、

H Cv
一

1 的同源性

(60 %左右 ) 高于 G BV
一

B (50 %左右)
,

说明庚型肝炎病毒与前者在进化关系上更为相近
。

庚型肝炎病毒在丙型肝炎阳性人群中检出率较高仁3 8〕
,

我们所分离的该样品亦来源于一份输血

后慢性丙型肝炎病人
,

庚型肝炎病毒与丙型肝炎病毒重叠感染在致病及感染慢性化中的协同作用

有待深入研究
。
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M o le e u la r C lo n in g a n d S tru e tu re A n alysis in N o n 一 stru e tu re 111

R e g io n o f C h in e se

(r e e e iv e d

H e
皿titis G V iru s Iso la te

A Pr il 17 , 19 9 6 )

Ta
n
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e n jie
,

X ia N in g sh a o ‘ ,

W a n g H a ilin
,

H o u Y u n d e ,

Ze
n g D in g

‘ ,

Z h a n Me iy u n

(In s titu te o f v ir o lo g y
,

C h in es e A ca de m y o f Pr e v e n tiv e Me d ie in e ,

Be iuin g 1 0 0 0 5 2 )

(
‘

D ePa r tm e n t o f B io log y
,

X ia m e n U n iv e rs ity
,

X ia m e n 3 6 1 0 0 5 )

A bs tra c t

T h e Pa rt ia l fra g m e n t o f n o n 一 stu e tu ra ll 111 re g io n (N SS ) eD N A o f h e琳titis G v ir u s(H G V ) 15 o b ta in e d

b y r e v e rse tr a n s e r iPtio n 一

po lym e r ase eh a in r e a e tio n fro m a Pa tie n t w ith Po sttr a n sfu s io n h ePa titis C
.

S e q u e n e e

a na lysis in d ica te s th a t the fra g m e n t 15 8 1
.

7 % 一 8 8
.

0 % id e n tia l a t n u e le ot id e le v e i
,

b u t m o re th a n 9 6
.

0 %

ide n tial a t am in o a e id le v e l w ith th a t o f o th e r k n o w n G B V
一

C a n d H G V iso la te s
.

K ey w o rd s 二 H e琳titis G v ir u s , eD N A C lo n in g
,

S e qu e n e e a n a lysis


