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H C V C 基因部分序列的克隆测序
, ,

吕 凌韶 王 斌

(中山医科大学分子医学研究 中心 ; 广州
,

5 10 0 5 9 )

提 要 选取 5 株 H CV 共有序列合成一对 5 ’

端加端引物
。

上游加端为 E co R I 切点
,

下 游加端为 B 。 。 H l

切点
.

以 R T
一

P C R 扩增一长为 57 8 b p 的 c D N A 作目的基 因
,

相应酶切后
.

反 向插入 p U C 18 的多克隆位点
,

构建

p U H c
一

c 重组体
.

分别或混合应用 H c v 特异 内外引物和 p U C 特异通用引物 以 P c R 扩增重组体
,

扩增产物分子

片段均同预期 一致
.

侧序表明克隆基因与 HC V
一

C H N 最同源
,

在所测 c 区 4 97 个核昔酸及 由之推导的 16 0 个氮

墓酸区域内
,

其核普酸与氮基酸同源性都是 9 7
.

5%
.

主扭词 克隆
,

分子
;
序列分析

,

D N A ; 肝炎病毒组
,

丙型 . 聚合酶链反应

中图号 R 5 1 2
.

6 2 ; 5 2 3
.

1

丙型肝炎病毒 ( H C V ) 已被确认为肠道外非甲非

乙型肝炎 ( P T
一
N A N BH )的主要病原

,

基因组为一 正

链极性的 R N A
,

长 9 6 00 nt
,

含一个开放 阅读框架

( O R F )
,

可编码 3 0 10 个氨基酸
。

依其编码的蛋白质

不同
,

该 O R F 被划分为若干个基因区
,

C 基因区 是

推定的核壳蛋白编码序列
,

基因工程表达该序列的

产物是目前 E L IS A 检测抗 H C V 诊断试剂的主要成

分川
.

本文报道用 R T
一

P C R 自慢性丙型肝炎病人血

中扩增该区段的大部分序列
,

并进行定向分子克隆

和序列测定
,

以研究 H CV 基因组的变异
。

材料 与方法

l
·

1 H C V 基因引物

根 据 H CV
一
1 1 2 ] 、 H C V

一

J [ 3 1、 H C V
一

B K I` ! 、

H C V
-

T w N [ ’ ! 、

H C v
一

C H N1
6 〕共有序列

,

委托中国科学院上

海细胞生物学研究所人工合成
。

C I /C Z 用于扩增目

的基 因
,

C 3 /C 4 用于鉴定克隆
。

为便于定向克隆
,

在

C I 的 5
’

末端改建了一个 E co R I 切点
,

在 C Z 的 5
’

末

端改建了一个 B a
m H I切点

,

其序列和位置见表 1
。

引物名称 核昔酸位置
”

表 1 H C v 基因的引物序列

极 性 序列 ( 5 ’ 一 3 ,
)

2 4 7一 27 4 + 5 , 一
G C G A A T T C C C T T G T G G T A C T G C C T G A T A

一 3 ,

7 9 8一 8 25 5
, 一

C A G G A T C C C T G T T G C A T A G T T C A C G C C G
一 3 ’

3 0 1一 3 18

6 8 5一 7 04

+ 5
’ 一

T C T C G T A G A C C G T G C A C C
一 3 ’

5 , 一
C C G C A T G T G A G G G T A T C G A T

一 3 ,

,10̀nJ度
ù

CCCC

1) 核昔酸位且以毕胜利报道的中国河北株为准

一 2 p U C / M 一3 通用引物

F o r
w

a r
d 为

:
5

’ 一
G T T T T C C C A G T C A C G A C

-

3
’ ,

R e v e r s e

为
: 5

’ 一

C A G G A A A C A G C T A T G A C
一
3

’ ,

均购 自 P
r o m

e g a
公司

。

1
.

3 R N A 提取

取一例男性
、

45 岁的输血后非甲非乙型肝炎病

人的新鲜血浆 5 0 0 产L
,

加 1 0 升L 5 10 :

悬液
、
一 m L 含

肌裂解液
,

室温下间歇摇匀 45 im n ,

待 51 0 :

自然沉降

后
,

小心吸除上层液相
,

加 l m L 80 写的乙醇悬浮洗

涤
,

1 0 。。 0 9 离 心 3 m in
,

然 后再 吸 除 上 清
,

风 干

一o m in
。

5 10 :

为 s i g m a
公司产品

,

其悬液与含版裂解

液按文献 7[] 配制
。
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.

9 3 0 3 8 6 号自然科学基金资助课题
; ② 第一作者

,

1 9 5 8 年出生
,

医学博士
,
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H C V C 基因部分序列的克隆测序

本文 H C v 序列与毕胜利报道 L̀ ’的最为同源
。

两者相

比
,

在 A T G 前属于 5
’ 一

N C R 区的43 个核昔酸 (n )t 完

全一样
,

A T G 开始后的 4 79 n (t 除去下游引物 28 nt )

中有 12 个 nt 变异 (见表 2 )
,
6个为无义突变

,

6个可导

致由密码子推导的 4个氨基酸发生改变
,

依次为第

10 7位密码子由 A G T ~ A G A
,

导致丝氨酸~ 精氨酸
,

第 14 1位密码子由 G T C ~ A T T
,

导致缘氨酸~ 异亮

氨酸
.

第 142 位密码子由 G G C~ ?(( 子G
,

导致甘氨酸~

精氨酸
,

第 157 位密码子由 G T T ~ G G T
,

导致撷氨酸

~ 甘氨酸
。

此47 9 nt 区域的核昔酸及所编码的 1 60 个

氨基酸其变异率均 为 2
.

5沁
。

有义突变的位置都靠

近高变的包膜蛋白编码区
。

F o r C Z C4

~ B~
一
,

C3 C I Re v

~ R

扩幼 产物
:

图 3 P C R 引物记位 及其扩增 产物的长度

OF
r = F o r

w a
dr 引物 ; R e v = R e v e r s e 引物 ; R ~ E co R I ; B -

aB m H l ; ~
:

引物及其扩增方向
;

—
:

载体 p u C 18 的 D N A

序列
;

—
:

克隆 H C V 的基因序列

所用引物 长度

F o r + R
e v 6 7 0 b P

oF
r + C l 6 46 b P

C Z十 R e v 6 0 2 b P

C Z十 C l 5 78 b p

oF
r
+ C 3 5 93 b P

C 4+ R
e v 4 83 b P

C 4+ C 3 4 0 5 b。

图 4 p U H C
一

C 测序及同 H C v 代表株比较

一 一 一
:

相 同 ; 一 一
:

中间的核昔酸缺乏

G A A T G A G C G G A A T G T A C C C 换成互补链
:

7 2 3 7 3 3 74 1 n t

G G G T A C A T T C C G C T C A T T C P U H C
一
C

一 一 一 一 一 一 一一 G一 一 一 一 一 一 G一 C G H C V
一
C HN 比 ]

一 一一 一 一 一一 一 G 一 一 一 一 一 一 G一 C G H C V
一
T WN 〔习

一 一 一 一一 一 一一 一 一 一 一 一 一 T G 一 C G H C V
一

J[ 3]

一一 一 一 一 一 一一 一 一 一 一 一 一 一 G一 C G H C V
一
B K 日」

一 一 一 一 一 一一 一 A一 一 一 一 一 一 G 一 C G H C V
一
U S[ 幻

一 一 一 一 C A T C C 一 T 一 一 一 G一 一 G H C V
一

J S「1 0 ]

一 一 一 一 一 一 一 一 C 一 一 T G一 一 G 一 A G HC V
一
J61 川

表 2 H C v C 基因部分序列的核 昔酸变异情况

核昔酸位置 ” 变异情况 核昔酸位置
”

变异情况 核昔酸位且 ” 变异情况

3 2 7

5 8 8

5 9 1

6 2 1

G ~ T 6 2 7

6 3 6

7 2 9

7 3 6

C~ T C~ T

C~ T T一 A G ~ C

T ~ C G ~ T C~ G

C~ A G ~ A

7 3 8

7 3 9

74 1

7 88 T一G

1) 核昔酸位盆 以毕胜利报道的中国河北株为准

3 讨 论

H C V 是第一个以反 向生物学方法阐 明的人类

病毒
,

其病毒颗粒迄今未被公认但基因序列却通过

分子克隆而被阐明〔 ’ } .

H C V 基因组长 9 600 nt
,

携一

个 O R F
,

可分为若干基因区川
。

其中 C 区编码 H CV

的核壳蛋白
,

是丙肝 E L IS A 诊断试剂的一种主要抗

原川
。

单股 R N A 的 H C v 基因在人体内含量极微
,

故

采用 R T
一

P CR 扩增 H C V
一c

D N A 作为目的基因
.

扩

增片段 5 ’

端起始于距 A T G 上游的 71 nt 处
,
3
’

端止

位编码第 170 位氨基酸的密码子位置 「̀ ’

一般认 为

H C V 多蛋白的头 1 9 0个氨基酸是 H C V 核壳蛋白「’ ] ,

故上述扩增序列包括了其头端 89 写 ( 170 八 90 )
.

以加端 P C R 引物扩增 目的基因
,

C I引物 5
’

端含

E
c o

R I 切点
,

C Z引物 5
’

端含 B
a
m H I 切点

,

所得 目的

基因带两个不同粘性末端
,

因此能定向克隆
,

即在
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p U C 1 8的 cE
o
R I 和 B

a n ; H l 位点中反向插入
。

用 P C R 技术鉴定了克隆 H CV 基因的长短
、

特

异性及插入方向
。

对 p U H C
一

C 以 C l和 C Z引物扩增
,

产物大小等于 目的基因
,

以 内引物 C 3和 C 4扩增
,

产

物为 4 o 4 bp
,

以通用引物扩增
,

产物为67 0 b p 〔空对照

为 12 3 b p )
,

上述三种产物的长度大小均 同预期相

符
,

故克隆基因长短和特异性得以鉴定
。

以载体特异

的通用引物和 H C V 特异引物配对
,

结果延伸方向相

对者有扩增
,

相背者无扩增
,

因此克隆基因插入方向

也得以鉴定
。

以限制性 内切酶鉴定了重组质粒上的酶切点
,

结果与实际情况一样
。

目的基 因上 有单个 〔$ a l 切

点
,

载体上有单个 H in d l 和 P
s
lt 切点

,

目的基因与

载体连接处有单个 B
a n ; H l 和 E co R I 切点

。

单切或

双切的结果证实了这些位点的存在
。

D N A 测序表明
,

本文 H C V 基因与文 ! ` 〕报道的

序列最为同源
,

同属于 第 I 型 H C V
,

在所测 C 区

49 7 nt 及由之推导的 1 60 个氨基酸区域 内
,

其核昔酸

与氨基酸同源性都是97
.

5肠
。

至于变异的 4个氨基酸

对 H C V 核壳蛋白抗原性影响如何还有待研究
。
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C L O N I N G A N D S E Q U E N C I N G O F T H E P A R T I A L C

S E Q U E N C E F R O M H C V
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d d
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H C V
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新成果
·

聚
a 一

氧基酸缓释药物系统的研究

课题负责人 潘仕荣

由潘仕荣教授等人完成的聚
a 一

氨基酸缓释药物系统的研究
,

成功地合成了聚
。 一
氨基酸

,

即白氨酸
一

谷氨酸

甲酷
一

谷氨酸共聚物 (甲 )和白氨酸
一

谷氨酸的节酷共聚物 ( 乙 )并研究了它们的生物降解性
,

其生物降解性取决

于氨基酸的组成和比例
,

用共聚物甲制备了缓释药囊
、

缓释药片
,

用共聚物乙制备了缓释微球
,

研究其体外释

药规律
。

找出了氨基酸的亲水性
,

释药速率
,

药物溶解度与时间等的规律
,

其中有些规律建立了方程式
。

本项 目

对促进国 内缓释药物研究理论的发展具有重要意义
,

制备的缓释药物对制药产生的发展具有很大的社会效

益和潜在的经济效益
。

该成果 1 9 9 4年获国家教委科技进步三等奖
。

(陈 丽芳 )


