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HCV广东株 5’ NCR cDN A

的克隆及序列测定
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摘　要　从广东省 1例慢性丙型肝炎病人血清中提取 HCV RN A,随机引物逆转录为 cDN A后用 HCV 5’

端非编码区 ( 5’ NCR)特异引物进行聚合酶链反应 ( PCR)。 扩增产物 302 bp,经补齐和提纯后插入 pUC 19质

粒 ,获得的重组质粒 pUN采用双脱氧链终止法测定核苷酸序列 ,与国内外多个株比较 ,核苷酸同源性介乎

92. 69% ～ 100% ,其中与 HCV Ⅱ ( 1b)型的同源性最大。本文的测序结果可为引物设计提供依据。获得的 HCV

cDNA在常规 PCR步骤中用于设立有效的模板对照 ,对消除假阴性及评估试剂有重要意义。
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　　 HCV 5’ 　 NCR在整个基因组中是最保守的 ,

在设计用于诊断 HCV感染的 PCR引物时 ,此区段

是首选部位 ,其检测敏感性优于其它区域。 同时 ,制

备杂交探针和基因分型研究时亦常选择 5’ N CR。由

于 HCV 在血清中浓度极低 ,应用 PCR技术确立

HCV感染成为重要手段 ,在 PCR步骤中设立有效

的模板对照 ,对消除假阴性及评估试剂有重要意义 ,

本文从广东省 1例慢性丙型肝炎患者血清中获得

HCV 5’ 　 NCR 302 bp的 cDNA克隆 ,并进行了序

列测定及同源性分析。

1　材料与方法

1. 1　血清标本

来自广东省阳春县 43 岁男性患者 ,临床诊断

为慢性活动性丙型肝炎 ,抗 HCV(+ ) ,谷丙转氨酶

110单位 (赖氏法 ) , HBV标记物阴性 ,无输血史。

1. 2　主要试剂

二氧化硅 ( Sigma公司 )、 RNasin、 AMV逆转录

酶、 Taq DN A聚合酶 (华美公司 ) ,随机 引物、

pUC 19、低熔点琼脂糖 ( BRL公司 ) , Klenow 酶、 a-

ga rase、 SmaⅠ 、 EcoR Ⅰ 、 PstⅠ ( BM 公 司 ) , T4

DN A连接酶、 JM 109菌株、 pBR322 /HinfⅠ 、λDN A

/HindⅢ ( Pr omega公司 )。 Sequencing kit( ABI)。

引物: 中国科学院上海细胞生物学研究所合成 ,

序列及位置如下:

NC1　 5’ CCC TGTGAGGAAC TAC TGTC TT

3’ - 299至 - 278; NC2　 5’ CATGGTGCACGGTC

TACGAG 3’ - 17至 3; NC35’ T TC ACGCAGAAA

GCGTCTAG 3’ - 279至- 260; N C4 5’ AACACT

AC TCGGC TAGCAGT 3’ - 156至 - 137。 NC3、

NC4为内引物 ,用于鉴定克隆。

1. 3　 PCR产物的获取

采用微粒吸 附法提取 HCV RNA[1] ,血清

100μL加入微粒吸附剂 15μL,裂解液 300μL,室

温放置 1 h,间中摇匀几次 , 4 000 r /min离心 30 s,

弃液相 ,用 1 m L 70%酒精洗 1次 ,弃酒精后在无菌

台吹干。 加入随机引物 300 ng, AMV逆转录酶

10 U , 0. 25 mmol /L dNTP3μL, RNasin 40 U , 10

× Buffer 3μL,逆转录反应体积 30μL, 42℃ 1 h ,间

中摇匀几次。 离心后吸出液相作 PCR模板 , PCR总

反应体积 50μL,内含特 异引物 NC1、 NC2各

100 ng , 0. 25 mmol /L dN TP 5μL , 5× Buffer

10μL , TaqDN A聚合酶 2 U ,在 93℃ 30 s, 55℃

30 s, 72℃ 1 min循环 32次 ,最后在 72℃延伸反应

7 min (热循环仪为 Pe rkin Elmer公司产品 )。 取
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10μL电泳 ,紫外灯下观察结果。

1. 4　 PCR产物的分子克隆 [2 ]

PCR产物经 Klenow酶补齐后在低熔点琼脂糖

中电泳 ,切下相应条带处凝胶 ,加入琼脂酶 ( aga rase)

消化 ,无水乙醇沉淀 ,获得纯化的 PCR产物。

pUC 19经 SmaⅠ 内切酶消化成平端切口 ,饱和酚

抽提后沉淀纯化。连接反应在总体积 20μL中进行 ,

内含 p UC 19、 PCR产物、 T4DN A连接酶 2 U ,在

20℃过夜连接。连接物转化 JM 109钙化菌 ,然后均

匀涂布于 LB平皿 37℃过夜培养。 挑取白色菌落接

种 LBA液体培养基 , 37℃振荡过夜增殖。 碱裂解法

提取质粒 ,获得的质粒用酶切法和 PCR法鉴定。 阳

性克隆以 p UN表示。

1. 5　序列测定

重组质粒 pUN提纯后采用双脱氧链末端终止

法经 Taq DN A聚合酶 (测序级 )及荧光标记的通用

引物进行测序反应 ,制备 6%变性聚丙烯酰胺凝胶 ,

样品在 373 A DNA全自动测序仪 ( ABⅠ )上电泳测

定核苷酸序列。 所得序列与多个已知分离株及不同

基因型代表株的相应序列进行同源性分析。

2　结　果

2. 1　重组体 pUN的鉴定

HCV 5’ N CR 302 bp片段经补齐后以钝端方式

插入 pUC 19多克隆位点的 SmaⅠ 切点 ,重组质粒

经 Eco RⅠ 单酶切后与空载体 pUC19比较 ,电泳时

迁移较慢 , EcoRⅠ 及 PstⅠ 双酶切后电泳 ,见切出一

条带 ,比插入片段 302 bp稍大 ( 302 bp+ EcoRⅠ ,

PstⅠ 切点间的 40 bp)。另外 ,以重组质粒为模板 ,用

外引物 NC 1、 NC 2和内引物 N C 3、 NC 4作 PC R

及巢式 PCR扩增 ,获得 302 bp和 203 bp的产物 ,

见图 1。

图 1　重组质粒 pUN的鉴定

　　 M1: pBR 322 /HinfⅠ ; 1. pUN经 N C3、N C4扩增 ; 2.

pUN经 NC1、 NC2扩增 ; 3. pUN经 EcoRⅠ 、 Ps tⅠ 消化 ;

4. pUN经 EcoRⅠ 消化 ; 5. pUC19经 EcoRⅠ 消化 ; M2:

λDN A/ HindⅢ

2. 2　 HCV广东株 ( HCV-GD) 5’ N CR核苷酸序列

及其与 HCV-HB[3]、 HCV-T [4]、 HCV-1[5]、 HCV-J[6 ]、

HCV-BK[7]、 HC-J6[8]、 HC-J8[9]等株的比较

见图 2,同源性分析情况见表 1。

表 1　 HCV-GD 5’ NCR核苷酸序列与多个已知分离株的同源性分析　 (% )

核苷酸 HCV-HB HCV-T HCV-1 HCV-J HCV-BK HC-J6 HC-J8

HCV-GD 100 100 99. 62 99. 62 100 94. 62 92. 69

3　讨　论

HCV 5’ NCR含有内部核糖体结合位点及正向

重复序列 ,对 HCV的复制和翻译起重要的调节控

制作用 [10 ]。 5’ NCR在整个 HCV基因组中是最保守

的。 我们对广东省 1例慢性丙型肝炎病人血清中的

HCV 5’ NCR进行了序列测定 ,分析其同源性 ,发现

此序列与河北株、台湾株及日本的 HCV-BK株等Ⅱ

型的序列完全一致 ,与属于Ⅳ型的 HC-J8亦有

92. 69%的同源性。

作者选择的病例无输血制品历史 ,以便能更好

地反映本地区 HCV株的序列情况。因为 5’ NCR的

保守性 ,目前用于临床检测的 PC R所设计的引物多

来自 5’ NCR,这样可使检出率达到最高。 在设计

PCR检测本地区病例时 ,选择合适的引物序列有利

于提高敏感性和特异性。 本文的测序结果可为引物

设计提供依据。

由于 HCV在血清中滴度极低 ,在人血液中的

感染滴度约为 103 CID50 /m l(黑猩猩半数感染量 )。

而具有百万倍扩增的 PC R技术在 HCV的检测中成

为确定感染的重要手段。 HCV为 RN A病毒 , RN A
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图 2　 HCV-GD5’ NCR cDNA序列与多个已知分离株的比较

HCV-HB(河北株 ) ; HCV -T(台湾株 ) ; HCV-1(美国原型株 ) ; HCV-J, HCV -BK HC-J6, HC-J8(日本株 )。小写为引物位置
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在抽提过程中易被 RNA酶破坏造成假阴性 ,或因

试剂不稳定出现假阴性等 ,使 RT-PCR技术的推广

应用受到局限。 大多数实验室在 PCR检测 HCV时

无阳性对照 ,当出现阴性率太高或成批检测阴性时 ,

无法解释结果 ,不能排除是否为假阴性。当用 cDNA

克隆作模板对照时 ,可判断错误环节是否在 PCR阶

段 ,这样就可确立和消除假阴性 ,同时可对试剂的有

效性作出评估。我们用 5’ NCR特异引物扩增构建的

cDN A克隆时出现很好的 PCR产物。证实我们克隆

的 cDN A完全可作为阳性对照模板。

(本文测序工作得到中国预防医学科学院病毒所基因

工程国家重点实验室陈南海博士的帮助 ,特此致谢 )
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MOLECULAR CLONING AND SEQUENCING

OF HCV 5’ NCR cDNA

Li Gang　 Yao Jilu　 Peng Wenw ei　Wang Bin　 Lu ling

( Department of In fect ious Diseas es, Su n Yat-sen Univ ersi ty of M edical Sciences , Guangzh ou, 510630)

HCV RN A deriv ed fr om the serum o f a patient with ch ronic hepa titis C was ex trac ted befor e it was con-

ver ted to cDN A by reverse transcription using random primer s. Polymerase chain r eaction ( PCR) was pe r-

fo rmed with primers specific fo r HCV 5 'NCR. Am plified pr oduct with 302 bp w as subsequently filled in 3 '

r ecessed ends, iso la ted, purified and inser ted into pU C19 plasmid vecto r. The r ecombinant plasmid p UN ob-

tained w as sequenced by dideoxy nucleo tide chain termina tion method. A comparison of the nucleo tide se-

quence of HCV 5 'N CR with several previously r epo r ted str ains show ed the homology to be 92. 69% ～ 100%

and most identical to str ains belong to g eno typeⅡ . The sequence of the HCV 5 'N CR determined in this re-

po r t w as useful for the selection o f primers. The cDNA clone constr ucted can be used as effec tive positiv e

contr ol templa te for PCR, which will be helpful in elimina ting false-negativ e results and evalua ting the quali-

ty o f r eagents.

Subject headings　 hepa titis C viruses; cloning , mo lecula r; base sequence
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