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丙型肝炎病毒基因高变区 ( E l
,

E Z/ N S )I

的分子克隆及基因型鉴定
①
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;
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,
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提 要 对广东省一个患者血清中的丙型肝炎病毒 (H C V )基因高变区进行分子克隆及基因型鉴定
。

采

用微粒吸附法提取 H C V R N A
,

随机引物逆转录后进行聚合酶链反应 ( P C R )
。

所用引物位于 E l
,

E Z/ N SI 区
,

扩增产物 s o 6b p
,

产物提纯后定向插 入 p B v 2 20 质粒载体
,

重组体转染 D H a5 菌株
,

筛选菌落经增殖后碱变性

法提取质粒
,

再通过 P C R 及酶切法鉴定阳性克隆
。

我们还用酶切法对此株克隆的基因型作了初步鉴定
,

证明

属 于 1 组 I 型
。

主题词

中图号

肝炎病毒
,

R 5 1 2
.

6 2 ;

丙型
;
克隆

,

分子
;
基因型

Q 5 2 3
.

l

H C V 是单股正链 R N A 病毒
,

1 9 90 年国

际病毒命名委员会将 H C V 归为黄病毒科丙

型肝炎病毒属
。

其基因组全长约 9
.

k4 b
,

各基

因区的功能和变异程度不同 1j[
。

E I
,

E Z/ N S I

区 内含两 个高变区 z[]
,

与 H C V 逃避机体免

疫攻击密切相关
,

其变异 可能涉及丙肝慢性

化或癌变
。

有学者认为此高变区可刺激机体

产生保护性抗体
,

对疫苗研制有潜在应用价

值
。

H C V 基因型可分为 3个组 5 个型 3[]
,

不

同基因型对干扰素的反应性
,

慢性化倾向
,

临

床表现等可能具有一定程度的相关性
。

作者

对 广东地方株的 H C V 基因高变区 ( E l
,

E 2/

N S )I 进行了分子克隆和型别鉴定
,

为核酸变

异性分析
,

基因表达和疫 苗研制等做好前期

工作
。

1 材料和方法

L l 血清标本

来自广东阳春县 43 岁男性患者
,

临床诊

① 本课题由广东省科委和学校科研基金资助

② 第一作者
,

19 6 4 年出生
,

男
,

在读博士
,

医师

③ 中山医科大学基础学院免疫学教研室

断为慢性活动性丙型肝炎
,

肝硬化
。

抗
一

H c v

阳性
,

谷丙转氨酶为 1 10 单位 (赖氏法 )
。

L Z 主要试剂

A M V 逆 转 录 酶
,

R N a s i n (华 美 公 司 )
。

T a q D N A 聚合酶 (复旦大学遗传所 )
。

随机引

物
,

低熔 点琼脂糖
,

P s t l ( B R L 公司 )
。

琼脂

酶
,

E e o R I
,

B a m H I
,

N e o l
,

X
一

g a l
,

I P T G
,

R N a s e ( B o e h r i n g e r M a n n h e im 公 司 )
。

T ` D N A 连 接 酶
,

S a l l
,

人D N A / H i n d 皿 +

E e o R I
,

p B R 3 2 2 / H i n f l
,

B e l l ( P r o m e g a
公

司 )
。

p B v 2 2 o
,

D H S。 由中国预防医学科学院

病毒学研究所赠送
。

引物 由上海细胞生物学

研究所合成
,

序列及位置如下
:

L G I : 5 ,

T G G A A T T C G A T G A T G A A C

T G G T C 3 ,
( 9 5 8一 9 8 0 ) ( + )

L G Z : 5 ’
C A G A A G C T T T A T T G C T G G

C A C T A C 3 `
( 1 4 4 4一 14 6 7 ) ( + )

L G 3 : 5`
T T T C T G C A G C A A T C C G T G

G G G C A 3 ,

( 1 7 6 3一 1 7 4 1 ) (一 )
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I 和 S al l 消化
,

证明此广东 H C V 克隆属于 1

组 l 型
。

我们所克隆的 E l
,

E Z/ N S I 片断变异程

度最大
,

内含两个高变区
,

此区变异被认为是

H C V 逃避机体免疫攻击
,

使病毒在体内持续

存在
,

导致丙肝慢性化和肝细胞癌的原因
。

同

时
,

其中一个高变区为潜在的具有抗原性的

位点
,

可能刺激机体产生保护性抗体 (第 4 届

东京国际肝病会议资料 )
。

该区变异对有效疫

苗的研制很重要
,

根据 当地流行的基因型制

备疫苗据认为是一种可行的预防措施
,

但 尚

须进一步的探讨
。
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T h e v a r i a b le g e n o m i e r e g io n o f t h e h e p a t i t is C v i r u s ( H C V ) d e r i v e d f r

呱
t h e s e r u m o f a

p a t ie n t i n G u a n g d o n g p r o v i n e e w a s e l o n e d a n d i t s g e n o t y p e w a s id e n t if ie d
.

H C V R N A e x -

t r a e t e d b y P o w d e r 一 a d s o r P t i o n P r o e e d u r e w a s e o n v e r t e d t o e D N A b y r e v e r s e t r a n s e r iP t i o n

w i t h r a n d o m p r im e r
.

P o l y m e r a s e e h a i n r e a e t i o n ( P C R ) w a s p e r f o m e d w i t h t h e P r im e r s w h i e h

s p a n t h e r e g i o n b e t w e e n E I 旦n d E Z / N S I
.
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