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1

采用逆转录聚合酶链反应技术
,

从广东省阳春

县一名慢性丙型肝炎病人血清中扩增 H C V N sl 区

部分片段并将其擂入 M 13 噬菌体
.

通过双脱氧链末

端终止法对其序列进行测定
.

与国内外多个株比较
,

同源性介乎 6 5
.

86% ~ 9 0
.

8 4 %
。

1 材抖和方法

1
.

1 血清标本

取自广东省阳春县 43 岁男性患者
,

临床诊断为

慢性活动性丙型肝炎
.

无翰血史
。

1
.

2 主要试剂

AM V 逆转 录酶
,

R N as in
,

T aq D N A 聚合醉
,

M 13 曦菌体 (华美公司 )
.

随机引物
,

低熔点琼脂糖
,

T 4D N A 连接酶 ( B R L 公司 )
。

H
n d 一

,
P s t l ( B M 公

司 )
。

引物由上海细胞生物学研究所合成
,

序列见后
。

1
.

3 CP R 产物的获取

血清中 H C V R N A 经文献 1方法 (改进 )抽提

后
,

随机引物逆转录为
c
D N A

,

聚合酶链反应在 93 ℃

3 0 5
,
5 5 ℃ 5 05 7 2℃ l m in 中进行 3 2 次循环

.

产物经电

泳后在紫外灯下观察
。

l
·

4 CP R 产物的分子克隆川

用内切酶 H i n d , 和 P
s t l 消化 M i 3m p z s

,

M 一s

m p 19 及 CP R 产物
,

然后在低熔点琼脂糖中电泳
,

切

下相应条带处的凝胶
.

连接反应直接在低熔点琼脂

糖凝胶中进行
.

16 ℃过夜连接后转化 JM 10 9
,

37 ℃

平板培养 h8
,

挑取多个噬菌斑在 37 ℃振荡 hs
.

培养

液离心后取上清提取单链噬菌体
,

沉淀提取双链噬

菌体
.

用酶切法及 CP R 法筛选鉴定阳性克隆
.

1
.

5 D N A 序列测定

单链 M 13 D N A 模板通过双脱氧链末端终止法

在 3 7 3A D N A 全自动测序仪 (pA p l ide B io
s y s t e m s

公

司 )上测定核昔酸序列
.

测序时采用 T aq D N A 聚合

酶及荧光标记的通用引物
。

同一片段经正反两方向

多次重复测定
.

2 结 果

H Cv 广东株 N s l 部分片段的核昔酸序列与其

它 H C V 分离株相应区段序列的比较见图
.

3 讨 论

H CV 核酸存在广泛的异质性
,

不同国家
、

不同

地区的 H C V 株核酸序列有所差异
,

核酸变异可能与

疾病严重性
、

引起丙肝慢性化及导致肝细胞癌的频

率等具有某种相关性
。

克隆和阐明广东地 区流行的

H Cv 株核酸序列及其变异对本地区 H C v 的分子流

行病学及疫苗研制有一定的参考意义
。

`

本文从一份来自广东阳春县无输血史的丙型肝

炎病人血清中扩增并克隆到一段 2 7 3 bp 的 H CV 荃

因组 N sl 区片段
.

经序列测定后发现
,

广东株该区段

与河北株
、

台湾株
、

美国原型株
、

日本 4 个株的同像

性 分别 为
: 5 9

.

7 4%
,
9 0

.

8 4 %
,

7 1
.

4 3%
,

8 6
.

81%
,

87
.

91 %
,

70
.

33 %
,

68
.

86 %
.

提示该区段属高变区
,

可将各毒株加以区别
.

同时亦表明
,

我国各毒株间的

变异较小
,

但广东株与美国及 日本某些分离株间变

异较大
。

(本文测序工作得到 中国狱 防医学科学院病毒学研究

所陈南浦博士的带助
,

特此致谢 )
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附图 H C V 广东株 N S I 部分片段的核昔酸序列与其它 H C v 分离株相应区段序列

小写为两端引物位工
。

自上而下依次为
:
H C V 广东株

,

H C V 河北株
,
H C V 台掩株

,
HC V

一

1( 美国原型株 )
,

H C V
一

J
,

HC V
一
BK

,

H C
一
J6

,

HC
一

J S (均为日本株 )


