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H C V S ’ 一N C R 序列克隆和转录重组质粒构建
①

吕 凌③ 王 斌

( 中山医科大学分子医学研究中心 , 广州
,

5 1。。 8 9 )

祖 要 选取 W 墓因型 H C V 及中国和台湾代表株 H CV 的 5 ’
N C R 区保守序列合成引物

,

以 R T
~

P C R

从翰血后非甲非乙型肝炎病人血浆中扩增一段 3 00 饰 的 c D N A 片段作 目的基因
,

钝端播入 p U C 19 的 S , a

1切点
,

构建了 p U H C V
一

N C 重组质粒
.

对 p U H C V
-
N C 分别或混合应用 H C V 序列特异的内外引物和载体序

列特异的通用引物进行 P C R 扩增
,

所得产物分子量均同预期相符
,

酶切分析查出 H C V 荃因所带有和克隆位

点融合所产生的两个外源 cN
o l 切点也存在

,

证实 p U H C V
一
N C 中克隆基因是 H C V 的 5

’
N C R 序列且插入方

向为反向
.

应用 B a m H I和 cE
o R I 双切出克隆 H C V 基因

,

粘端插入 p S P 72 的多克隆位点
,

构建了 p S H C V
一

N C

转录重组体
,

对之进行了 P C R 和酶切鉴定
.

主肠词 丙型肝炎病毒 /徽生物学 ; 基因克隆 /方法 ; 聚合酶链反应 /方法

中图号 R 5 1 2
.

6 2 ;
Q 5 2 3

.

i

丙型肝炎病毒 ( H CV )是输血后 非甲非

乙型肝炎 ( P T
一

N A N B H )的主要病原
,

基因组

为 一 长 9 600 nt 的 正 链 R N A
,

含 一 个

O R F [`〕
。

O R F 两 侧 各 有 一段 非编 码 序 列

( N c R )
,

其 中 5 ’ N c R 高度保守
,

内含核糖体

结合位点图
,

对 H C V 复制和翻译起调控作

用
,

是诊断 H C V 感 染的 R T
一

P C R 引物的首

选序列
。

本文将这一序列的 P C R 产物进行了

克隆
,

并构建了能转录 的重组体
,

试 图作 为

H C V
一

R N A 检测的基因标准
。

1 材料与方法

1
.

1 H C V 基因引物

参考 H C V
一

U S
、

H C V
一

J
、

H C V
一

B K
、

H C V
-

台湾株
、

H C V
一

中国河北 株
、

H C V
一

I V
、

H C V
-

v 等 7 株 H C v 的 全 基 因 组 序 列 〔3一叼
,

以

D N A SI S 7
.

21 版本软件进行 比较
,

取完全保

守的 5
’
N C R 区域设计引物

,

然后用 A BI 3 91

型 全 自动寡核 昔 酸 合成 仪 人工 合 成
。

在

H C V
一

J 基因记位上上游引物 ( N C I )为 3 2一

5 1
,

下游引物 ( N C Z ) 为 3 3 1 R一 3 1 2 R
。

1
.

2 R N A 提取

取 1例男性
、

45 岁的输血后非 甲非乙型

肝 炎病人的新鲜血浆 5 0 0拌l
,

加 3 0 拌1 5 10 :

( S i g m a
公司产 品 )悬液

、

l m l 含肌裂解液 [` 0 ]
,

室温下 间歇摇均 45 m in
,

待 51 0
:

自然 沉降

后
,

小心吸除上层液相后加乙醇悬浮洗涤
,

10

0 0 0 9 离心 3 m i n
,

吸除上清
,

风干 10 m i n
。

1
.

3 逆转录

向干 燥之 51 0
:

沉淀 中直接加 入 30 川

逆转录混合液
,

43 ℃逆转录 hl
。

逆转录混合

液含 A M V 逆转录酶
、

d N T P s 、

随机引物和相

应的缓冲系统
’

。

1
.

4 P C R 扩增

逆转录后离心
,

取 10 川 上清加入 90 川

P C R 反 应液进行 P C R 扩 增
,

条 件 同 一般

P C R 反应
,

引物为 N C I 和 N C Z
。
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等
.

H C V S
’ 一

N C R 序列克隆和转录重组质粒构建 1 6 9

N C R 区几乎全部序列
,

并进行了分子克隆
,

试图 由 p U H C V
一

N C 提供克隆 H C V 。 D N A

和 p S H C V
一
N C 转录人工 H CV R N A

,

结合应

用丙型肝 炎阳性血清来分步质控 R T
一

P C R

检测 H C V
一

R N A 过 程 中的核酸 提取
、

R N A

转录和 D N A 扩增等步骤 1[ `〕
。
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M O L E C U L A R C L O N I N G O F H C V S
’
N C R S E Q U E N C E A N D I T S

T R A N S C R I P T A B L E P L A SM I D R E C O M B I N A T I O N

L u L i n g W a n g B i n

( T h
e R e s e a r e

h C e n t e r o f M
o
l
e e u l a r

M
e d i

e i n e ,

S u n Y
a t一 s e n

U n i
v e r s

it y o f M
e d i e a l S e

i
e n e e s ,

G u a n g z h o u ,
5 1 0 0 8 9 )

F o r m p u b l i s h e d d a 玄a o f f iv e g e n o t y p e s a n d t w o C h i n a s t r a i n s o f H C V
,
t h e e o n s e r v a t iv e

s e q u e n e e s i n s
’
N C R w e r e a P P l i e d t o s y n t h e s i z e a P a i r o f p r im e r s

.

B y R T
一

P C R
, a e D N A

f r a g m e n t o f 3 0 0 b p w a s a m p l if i e d f r o m p l a s m a o f a p a t i e n t w i t h p o s t
一
t r a n s f u s i o n n o n 一

A
, n o n -

B h e p a t i t i s
.

B y b l u n t l i g a t i o n , t h e f r a g m e n t w a s i n s e r t e d r e v e r s e l y i n t o t h e S m a 1 s i t e o f t h e

v e c t o r p U C 1 9
, a n d a r e e o m b in a n t p l a s m id p U H C V

一

N C w a s g e n e r a t e d
.

F o r id e n t i f i e a t io n o f

t h e i n s e r t
, a s e r i e s o f t e s t i n g P C R h a s b e e n p e r f o r m e d u s i n g t w o n e s t e d p r im e r p a i r s s p e e i f i e

t o H C V
, a P r im e r p a i r s p e e i f i e t o p U C 1 9

, a n d 4 m i x e d p r im e r p a i r s f r o m t h e a b o v e
.

In e a e h

r e a e t io n , a n a n t i e iP a t e d P r o d u e t w a s y i e ld e d t h a t P r o v e s t h e i n s e r t t o b e s
’

N C R s e q u e n e e w i t h

r e v e r s e d i r e e t io n
.

R e s u l t o f r e s t r i e t i v e s i t e a n a l y s i s a l s o s u P P o r t s i t i n w h i c h t w o e x o 一 P U C

N 叹0 1 s i t o s p r o v e d t o b e 2 5 7b p a P a r t
, o n e e a r r i e d i n t a r g e t a n d a n o t h e r f u s e d b y l ig a t io n

.

T h e

i n s e r t w a s t h e n e u t a s id e b y B a m H I a n d E e o R I a n .d e l o n e d i n t o t h e P o l y e l o n a l s i t e s o f P S P 7 2

t o g e n e r a t e a r e e o m b i n a n t P S H CV
一

N C w h i e h w a s a l s o d e t e r m i n e d b y P C R a n d r e s t r i e t i v e s i t e

a n a ly s i s a s d e s e r i e d
.
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