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戊型肝炎病毒细胞分离株部分核苷酸序列分析‘ 
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托京lOO忻1) 弓7了、2 i 
提要 用抗原捕获／多聚爵链反应(Ac，pcR)对戊型肝炎病毒(HEv)细胞分离株 X．190和 R卫5基因 

组的部分棱苷酸序列进行扩增 l获得了与 唧 缅甸株 Erl·1相同的cDNA扩增带． ~C,NA扩增 

带纯化后用双脱氧棱苷酸DNA链末端终止法涮序．XJg0，R25株的棱昔酸和氨革酸序列与ET1·1 

克隆的同期I性分别为 99．6％、lo0％和 99％、99％．从而证明Ⅺ9O和R25毒株为HEV。 

关键词 细胞’ ： 型 壅塑童 HEV)，抗原捕获／多聚酶链反应(Ac／pcR)，序列测定 

戊型肝炎(HB)为一种特殊的小RNA病毒所致的急性传染病 ，广泛流行于亚洲、非{I}{和美 

洲发展中国家和地区(舍我国)。现已确定．公共卫生条件差、饮用水源被病人粪便污染是导致 

HE暴发和流行的主要原因。青壮年发病率较高，孕妇病死率高(20--40 )，是危害人类健康 

及生命的重要传染病之一。目前应用分子生物学技术已从实验感染动物胆汁内克隆到HEV的 

全部基因．并完成了序列测定[1]。但迄今国外尚未见用细胞培养分离到 HEV的报道。 

近年，我们用Hep-G。细胞分别从HE病人、实验感染动物潜伏期和急性期粪便中分离到 

几株致细胞病变(CPE)的病毒[2-3]，经理化试验、中和试验、免疫电镜和生物学特性等研究，疑 

似HEV．为了进一步确定细胞培养分离的病毒是否为 HEV，最近采用 AC／PCR对其中两株 

xJg0、R25的部分基因组进行了扩增和校苷酸序列测定 ，均证实为 HEV，现报告如下。 

材料和方法 

l 病毒 疑似HEV细胞分离株X390和R25在He．p-G=细胞中传至7代，细胞病变( B)达卅一}卅时收取，经 

四次冻融．3000r／m离心 30分钟去细胞碎片后用常规PEG浓缩至 l0—2O倍 ，置一8O℃低温冰箱备用． 

2 ET1·l克隆和引物 均由美国Cenelatn公司Reyes博士惠赠。两对引物系根据EIl】·1核苷酸系列设计合 

成．第一对：反向引物(RI)为 5'-GCTATrATGGAGGAG TroTGG-3 ．正向引物(F1)为 —CAG GGC Ooc 

AATTCTTCT0 t扩增片段为 418bP 朽9—487,6)；第二对：反向引物(R卫)为5 -GOGT0G ATCTTC-CAG 

GCr_,．-3~．正向引物(F2)为5I．Trc AAC Trc AAG CCA CAG CC-；P，扩增片段约238bP(4522--4760)。引物用无 

RNA酶水稀释成 d0pmol／L置--20℃备用。 

3 RT-PCR试剂 反转录酶(RT)．TaqDNA多聚酶和四种 dNTP等均为Procncga公司产品．赡自华美生物试剂 

公司． 

1 AC／pCR 在 0．5ml微量离心管内进行，具体操作步骤另文报道。反转录后依次加入F】 (4oPtool／L)·R1 

0’ d(20 ，L】、a'grPs 2~tiSramol／L)、TactDNA多聚酶hxl(2U)．混台后加入50．1液体石腊油覆盖。置PcR热 
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循环反应仪中扩增，循环周期依次为变性(90℃6O秒)、退火(52~C 60秒)和延伸(72℃ l00秒)，共 35十循环 

周期．每次试验设正常细胞培养物、阳性对照(ETI·1克隆)和空白对照(不加模板 DNA)． 

s AC／i)CRl产物的电泳分析 取 PCR产物 5lIl和pBR32zDNA，mnf 1分子量参比标志物·在舍0．5瞎／ 溴化 

乙锭的2％琼脂培中电泳 2—3小时，然后在紫kl-；rf下观察扩增产物的医带荧光和拍照． 

● ACn'CR产物的核苷酸序列分析 用2 低融点琼脂糖凝胺电泳分离 PCR扩增产物 ．经Promcga公司(Ma毋 

ic PCR prep皇DNA州 ￡lfct【IoI1 眦an)试剂盘纯化．由中国科学院微生物研究所用 Modd 373A自动荧光扫描 

DNA测序仪，经职脱氧校苷酸 A链未端终止直接测定PCR扩增的核苷酸序列．并与 TamAW等报道的缅 

甸株ETI·l序列进行同源性比较和分析． 

结 果 

I AC／PCR产物分析 

由图 l可见，疑似 HEV细胞分离株xJg0和 R25，经AC／PCR两轮扩增 ，扩增产物与阳性 

对照ET1·l的完全一致，扩增带长度约 238bp，正常细胞培养物和空白对照没有类似条带。 

图 1 AC／I)CR检倒细胞培养分离的HlIv基因 

1．I)NA分子量标志p日RI DNA／HI~I)2纯化的R25株扩增产物} 

ET1·1克硅cDN XJg0株I 5．R25株I 6．正常细胞}7．空白对照 

F嘻 l (3eaoIi~时HEV b。 by础 alnI雌 哪 蛐lpIi五棚 byAC／F(R 

1．Nucleic·甜 m出cI】lar i n蛐 弛2 DNA／Hi~ II 

2一PL ￡i酣 amplifi~atlon~~oductⅢ R25l 3一~I)NA Ⅲ ETI‘1 l 

4．7J90 s1]佃 ●5．R25砷m l 8．Normal ocI]J)7．B]ar,k∞ 眦̈  

2 cDNA序列分析 ． 

如图2所示，AC／PCR扩增的XJ90和 R25cDNA片段棱苷酸序列几乎完全相同，与缅甸株 

ETI·I相应序列比较 ，其核苷酸和氨基酸序列同源性分别为 99．6 、100 和 99 、99 。 
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图2 xJ一90 R一25株病毒与缅甸株Er]．1基囚组序列比较 

F-噜2 Compmisoa bctw=enXJ90，1125andEr]．1 clone HEvBmlne strain 
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讨 论 

HEV为一种特殊的小 RNA病毒 ，现已证明其基因组的核苷酸序列与 已知的人类任何病 

毒均不相同。我们用 H~p-G z细胞从 HE病人粪便及其实验感染的第二代动物急性期粪便中分 

离到两株致CPE的病毒(XJ90、R25)，不仅在形态上与HEV相同．在血清学上与抗--HEV阳性 

血清发生特异性反应(ⅢM)，而且本实验结果表明，它们的部分核苷酸和氮基酸序列与 HEV 

缅甸株ETI·l克隆高度或完全一致，与毕胜利【43报道的我国HEV基因组 cDNA相应序列比 

较 ．同源性约为 92 ，提示它们可能为同一基因塑。 

HEV在病人和实验感染动物粪便、胆汁等标本内的含量均很低，同时在保存和纯化过程 

中很容易失活，因此 ，人们至今得不到定量的纯化病毒粒子来进行该病毒的生物学特性研究。 

各国学者曾用多种培养细胞 ．试图从病人和实验感染动物标本中分离 HEV，然而除黄如统等[目 

已报道的 87A株外，其他人的尝试均未成功。我们用 Hop—G2细胞从HE病人和实验感染传代 

动物粪便中同时分离到 HEV，不但证明HEV可用细胞培养增殖，而且为HEV生物学特性研 

究 HE疫苗研制等奠定了基础．对HE的防治具有重要意义． 

致谢 本研究在经费上得到世界卫生组织的积极资助 ；在材料上得到美国Genelab公司 Rey 

博士友好惠蹭ETI·l克隆和引物 ，在此一并致谢。 
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Partial Genome Sequence Analysis of Hepatitis E 

Virus Isolated by Cell Culture 

Chen W am'ong Tim*Xin Bao Zuo)i Li Jinx?un Deng D~：ong 

( 池 肺 D 曲 毋洫m咖 ， 醯州 脑酗珂 Med／ca／＆ 钾， 100071) 

Genome of presumed hepatitis E virus XJ90 and R25 was pm'ti~ly amplified by antigen capture 

polymera．~ chain reaction(AC／PCR)．cDNA band如 e as ETl·l clone was ol3served．After purift 

cation，this cDNA band was sequenced u ng dfdeoxy mediated chain termination memod． The n 

cleotide and amino acid homology between xJg0，R25 and ET1·1 clone were 99．6 ，1O0 and 

99 ，99 ，respectively．This result showed that both xJg0 and R25 e hepatitis E virus． 

Key words Cell calltMre，Hepatitis E virus，Ant迫eN capture／polymeras chain reaction，Sequencing 
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