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摘要 目前有多种方法对丙型肝炎病毒进行基因分型，但尚无一个“金标准”．为确定丙型肝炎病毒基因分型的最佳区域，

从 GenBank中筛选出 15条对各成熟肽区域有注释，来源于不同国家地区的丙型肝炎病毒全基因组序列，分别对 5忆 UTR区、
core区、E1区、E2区及 NS5B区建系统进化树．结果发现，以 5忆 UTR区建树基因分型不完全正确，而以 core区、E1区、
E2区及 NS5B区建树，基因分型均完全正确，但同一基因型间的核苷酸演化距离存在差异．计算 5条 1a型序列的 core区、
E1区、E2区、NS5B区的核苷酸演化距离并和全基因组序列核苷酸演化距离比较，结果发现，NS5B蛋白区基因分型最能反
映病毒株间的演化关系．同时分析各序列的 core区的分子演化，为发明针对 core区的新的 PCR-RFLP基因分型方法提供新
思路.
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丙型肝炎病毒(HCV)于 1989年首次被 Choo等
克隆[1]，是慢性肝病的主要病原体，属黄病毒科，

基因组(HCV RNA)为单正链 RNA(ssRNA)，目前全
球约有 1.7亿 HCV感染患者[2]．HCV 基因组全长
约 9.5 kb，分为 5忆非编码区 (5忆UTR)、编码区和
3忆非编码区(3忆UTR)．编码区编码 3 个结构蛋白，
即 core、E1和 E2蛋白，7个非编码蛋白，即 p7、
NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A和 NS5B 蛋白，
基因组中 5忆UTR区、core 区最保守，E1 区、E2
区最易变异[3, 4]．不同国家，不同地区 HCV基因型
分布不同[5]，基因分型有利于丙型肝炎流行病学的

研究．HCV基因型还与干扰素治疗丙型肝炎的疗
效及肝移植后再感染有关[6, 7]．目前 HCV基因分型
的方法有多种，尚没有建立“金标准”，最准确的

分型方法是全基因组测序，但这在临床难以实现．

本研究从 GenBank中筛选出 15条对各成熟肽区域
有注释，来源于不同国家地区的丙型肝炎病毒全基

因组序列，对序列的 5忆UTR区、core蛋白区、E1
蛋白区、E2蛋白区及 NS5B蛋白区建系统进化树，
找出最能替代全基因组分型的区域，并分析 core
区的分子演化情况．

1 材料和方法

从 GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中筛
选出 15条对各成熟肽区域有注释，来源于不同国
家地区的 HCV RNA 全基因组序列，序列的接受
号、基因型和国家见表 1．根据注释分别选取全基
因组序列的 5忆UTR 区、core 区、E1 区、E2 区及
NS5B 区的基因序列，用 PHYLIP 的 seqboot.exe，
dnaml.exe， consense.exe 程序 (500 次 Bootstrap 检
验)对上述区域分别建系统进化树，用 TreeView观
察进化树．根据结果比较分析，用 MEGA4 [8]

(Kimura-2-parameter 模型 )计算 5 条 1a 型序列的
core区、E1区、E2区、NS5B区的核苷酸演化距
离并和全基因组序列核苷酸演化距离比较．用

Clustalx 1.84[9]，MEGA4对 15 条序列的 core 蛋白
区进行变异分析．
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2 结 果

2援1 5忆UTR、core、E1、E2及 NS5B区的系统进
化树

5忆UTR区的系统进化树见图 1，core区的系统
进化树见图 2，E1区的系统进化树见图 3，E2区
的系统进化树见图 4，NS5B 区的系统进化树见
图 5．从图 1 中可以看出 5忆UTR 区分型未能将
D14853株和 EU155355株分开，存在分型错误．
图 2、图 3、图 4、图 5显示，core区、E1区、E2
区、NS5B区均能正确分型，但同一基因型不同病
毒株的核苷酸演化距离不同．

2援2 计算 5条 1a型序列的全基因组序列及 core、
E1、E2、NS5B区的核苷酸演化距离

core 区和 E1 区的核苷酸演化距离见表 2，
E2区和 NS5B区的核苷酸演化距离见表 3，全基因
组核苷酸演化距离见表 4．全基因组演化距离计算
显示，EU260396株与 EU155355株的演化距离最

Table 1 The accession number and genotype of
15 complete genome sequences

Genotype Accession number
1a EU260396 EU260395 EU155380 EU234065 EU155355
1b EU155377 EU155317 EU155381
1c D14853
3a NC_009824
3b D49374
6a DQ480524 DQ480523 DQ480522 DQ480521

Fig. 1 Phylogenetic tree construction of
the clear sequence on 5忆 UTR region

It can not be able to distinguish between D14853 strain and EU155355
strain existence of the wrong type.

Fig. 2 Phylogenetic tree construction of
the clear sequence on core region

It shows the genotypes are wholly correct on core region, but the
phylogenetic distances of different virus strains which have the same
genotypes are different with figures 3, 4, 5.
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Fig. 3 Phylogenetic tree construction of
the clear sequence on E1 region

It shows the genotypes are wholly correct on E1 region, but the
phylogenetic distances of different virus strains which have the same
genotypes are different with figures 2, 4, 5.

Fig. 4 Phylogenetic tree construction of
the clear sequence on E2 region

It shows the genotypes are wholly correct on E2 region, but the
phylogenetic distances of different virus strains which have the same
genotypes are different with figures 2, 3, 5.

Fig. 5 Phylogenetic tree construction of
the clear sequence on NS5B region

It shows the genotypes are wholly correct on NS5B region, but the
phylogenetic distances of different virus strains which have the same
genotypes are different with figures 2, 3, 4.
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远，而与 EU155380株的演化距离比 EU260395株
接近． core 区和 E2 区演化距离计算均显示
EU260396株与 EU260395株的演化距离最远，E1
区演化距离计算未能将 EU155380株和 EU260395
株区分开，而 NS5B区演化距离计算显示的各病毒
株的演化关系与全基因组序列演化距离计算完全一

致，所以以 NS5B区最能代替全基因组序列进行基
因分型，最能反映病毒株间的演化距离．

2援3 core蛋白区的分子演化分析
ClustalX1.84多序列联配，MEGA4分析发现，

15条序列的 core蛋白区均为 573个核苷酸，编码
191个氨基酸，转换率为 7.0%，颠换率为 6.6%，
转换率与颠换率之比为 1.1，Parsimony-information
sites(包含 2种以上碱基，而其中至少有 2种碱基
经常出现的位点)有 114个，Singleton site(包含 2
种以上碱基，其中有一种为主要类型的位点)有 54
个，序列相似程度为 86%，可见 core 蛋白区虽是
HCV RNA编码区中最保守的区域但异质性也较大
且突变以转换为主．分析序列的 Singleton site，发
现 1a 型和 6a 型突变位点较少．1a 型包括
EU260395序列在第 18 位碱基的变异(A→C)，第
26 位碱基的变异 (G→A)，第 528 位碱基的变异
(C→T)．EU155355序列在第 72位碱基的变异(C→
T)，第 451位碱基的变异(C→T)．EU155380序列
在第 44位碱基的变异(C→T)，第 243位碱基变异
(C→T)，第 518 位碱基变异 (C→T)．6a 型包括
DQ480524 序列在第 34位碱基的变异(A→C)，第
111 位碱基的变异(G→A)，第 280 位碱基的变异
(A→C)，第 312 位碱基的变异(G→A)，第 498 位
碱基的变异(A→G)，第 531位的碱基变异(C→T)．
DQ480522 在第 151 位碱基的变异(A→G)．3b 型
D49374 突变位点较多，包括第 22、33、45、46、
61、 77、 98、 105、 109、 117、 128、 143、 194、
231、276、295、354、390 位碱基的变异共 20个
突变位点．

3 讨 论

目前丙型肝炎病毒基因分型主要是以核苷酸序

列为基础，主要有基因特异探针杂交法(LIPA)，
PCR-RFLP基因分型法，型特异性引物扩增 HCV
基因组特异区段法(T-S PCR)，特异引物错配延伸
法(PSMEA)，异源分子迁移率法(HMA)和直接测序
法．直接测序法中目前常用的区段是 5忆UTR 区、
core区、NS5B区，这 3个区段相对保守，本文将
高变区 E1区、E2区与 3个相对保守区段一起分
析，结果发现 E1区、E2区对 15株不同国家地区
来源的序列分型是正确的．国际上一些著名的病毒

学家推荐以 HCV基因组的 C区、E1区或 NS5B区
基因来反映全基因组序列的变异情况，对多株

HCV NS5B区的序列分段发现，此区的变异足以区
分不同系、不同型、亚型及株[10]．本文对多区段分

别建立系统进化树并分析不同区段的核苷酸演化距

Table 2 Pairwise distance of HCV genotype 1a
sequence between core region (in lower left) and

E1 region (in upper right)
No. 1 2 3 4 5

1.EU260396 0.000 0.041 0.104 0.084 0.084
2.EU234065 0.014 0.000 0.087 0.072 0.078

3.EU155355 0.023 0.023 0.000 0.100 0.081

4.EU155380 0.029 0.025 0.042 0.000 0.092

5.EU260395 0.038 0.034 0.036 0.042 0.000

Bold indicates distinguished part. They show that EU260396 strain
with the evolution relation of EU260395 strain is the farthest on core
region and the phylogenetic distances are not be able to distinguish
between EU155380 strain and EU260395 strain from E1 area.

Table 3 Pairwise distance of HCV genotype 1a
sequence between E2 region (in lower left) and

NS5B region (in upper right)

No. 1 2 3 4 5

1.EU260396 0.000 0.028 0.066 0.048 0.057
2.EU234065 0.069 0.000 0.064 0.048 0.060

3.EU155355 0.134 0.129 0.000 0.069 0.048

4.EU155380 0.136 0.120 0.150 0.000 0.059

5.EU260395 0.153 0.161 0.102 0.170 0.000

Bold indicates distinguished part. They show that EU260396 strain
with the evolution relation of EU260395 strain is the farthest on E2
region and the evolution relation is exactly coincidence with the whole
genome sequence from NS5B area.

Table 4 Pairwise distance of HCV genotype 1a
complete genome sequence

No. 1 2 3 4 5

1.EU260396 0.000

2.EU234065 0.043

3.EU155380 0.074 0.070

4.EU260395 0.082 0.077 0.092

5.EU155355 0.092 0.088 0.103 0.067 0.000

Bold indicates distinguished part. They show that EU260396 strain
with the evolution relation of EU155355 strain is the farthest, and with
the evolution relation of EU155380 strain is closer than EU260395
strain.
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离与全基因组序列的核苷酸演化距离的接近程度，

结果证实了 NS5B 最能反映全基因组序列的变异
情况．

5忆UTR区是 HCV基因组中最保守区域，邱国
华等[11]采用 5忆UTR ABC程序酶切的方法进行基因
分型，但建立在 5忆UTR基础上的分型方法已有研
究表明有 5% ～10%的 1a，1b型不能鉴别，也不
能区分 2a和 2c型[12, 13]．图 1也显示以 5忆UTR区基
因分型不完全正确，没有将 1a 型的 EU155355株
和 1c 型的 D14853 株区分开．Core 区异质性比
5忆UTR区大，但该区是 HCV编码区最保守区段，
分子演化分析显示，core区不同基因型的相似性程
度为 86%，系统树表明该区对 15株不同国家地区
的病毒株的分型是正确的．分析 core区的碱基突
变位点是否存在酶切位点，如果突变位点存在酶切

位点或根据突变位点用引物错配法设计酶切位点[14]

则可用限制性内切酶酶切，根据片段长度多态性区

分开不同的基因型，再根据酶切位点的个数限制，

限制性内切酶的活性，PCR反应体系筛选最佳的
限制性内切酶组合，可以探索在 core蛋白区建立
新的 PCR-RFLP基因分型方法．
本研究从生物信息学的角度进行序列分析，比

较丙型肝炎病毒 5忆UTR 区、core 区、E1 区、E2
区、NS5B 区 5 个区域的基因分型结果及演化距
离，发现，5忆UTR区不能区分 1a型和 1c型，高变
区(E1区和 E2区)对 15株不同国家地区来源的序
列分型是正确的，并最终确定最能反映丙型肝炎病

毒株演化关系的区域是 NS5B区，为丙型肝炎病毒
基因分型确定“金标准”奠定理论基础．同时分析

core区的分子演化，发现 1a型和 6a型突变位点较
少而 3b型突变位点较多，进而分析 Singleton site，
为发明针对 core区的新的 PCR-RFLP 基因分型方
法提供新的思路．
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Genotyping of Hepatitis C Virus and Analysis of The Molecular
Evolution Based on Core Region Sequence

WAN Xiang-Hui, ZENG Zhao-Fang*, YANG Xi-Mei
(Key Laboratory of Laboratory Medical Diagnostics, Ministry of Education, Department of Laboratory Medicine,

Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract At present, there are many methods for genotype of hepatitis C virus , but not a gold standard. In order
to establish the rationale for genotypic determination of optimal region sequence, fifteen complete genome
sequences of hepatitis C which had been given the annotation about every region and derived from different
country were downloaded from GenBank. Phylogenetic trees on 5忆 UTR, core, E1, E2 and NS5B region were
established. The results demonstrated that genotyping group was not all correct on 5忆 UTR region while genotyping
groups were wholly correct on core, E1, E2 and NS5B region. Comparing phylogenetic distances on core, E1, E2
and NS5B region with that on complete genome sequence demonstrated that the NS5B area was the best
genotyping region instead of the complete genome sequence. In addition, analysis of the molecular evolution on
each core region could supply some clues for creating novel genotyping method based on PCR-RFLP.

Key words hepatitis C virus，genotype，molecular evolution，core protein
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