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摘 要：本文利用同位素代谢标记在:;&感染8<9!%"<9，#<9!2<9=分别检测到%及$个

亚基因组607，而感染$%=后及在成熟的病毒颗粒内未能检测到亚基因组607。通过杂交

实验，发现:;&的亚基因组607具有典型的共4>端的半套式结构，且基因组607与亚基

因组607的9>端不存在共同的引导序列。通过紫外转录图谱发现:;&的亚基因组607
是通过独立转录的方式产生的。利用引物延伸反应发现两种亚基因组607的转录起始位

点分别位于607聚合酶区及非结构区、结构区的基因间序列。
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许多正链607病毒的非结构基因位于基因组的9>部分，结构基因位于基因组的4>
部分，基因组由多个开放阅读框架（’?+@/+ABC@DE/A-+，F6G）组成。这些病毒在感染细

胞内除合成基因组607外，还转录亚基因组607（HI.D+@’-C,607）［%］。基因组607
用于翻译病毒的非结构蛋白，而亚基因组607主要用于指导病毒的结构蛋白的合成。

通过亚基因翻译策略，使得正链607病毒可以在转录水平上独立地调节病毒结构蛋白

与非结构蛋白在复制不同阶段的合成。戊型肝炎病毒（:+?AJCJCH;&C/IH，:;&）是一基

因组长约2<9K.的正链607病毒，具有典型的能合成亚基因组607的结构特征。LA-
等［$］在感染:;&的食蟹猴肝组织中检测到了:;&亚基因组607，但利用动物实验研

究病毒复制具有一定局限性，因此本研究利用:;&（827）能适应于细胞培养的特点，进

一步探讨了:;&亚基因组607的结构及产生特征。

! 材料和方法

!)! 材料

!)!)! 病毒、细胞：:;&（827）毒株及79!1细胞系均为本室保存。

!)!)" 寡核苷酸探针（引物）：根据发表的:;&缅甸株序列，合成了三个寡核苷酸探针，

序列分别为

F(CD’7：9>7MMN7M7NN7N7L7LMLMMLNM7 （%!$!@J）

F(CD’O：9>7LM77LLN7MMMNNNN77LLNLLNL （!82#!!891@J）

F(CD’N：9>7M77MNLLNNMLMMNN7LL7L7LM （9##4!#88#@J）

F(CD’*：9>NNMMLMLL7L777NLLNLMMMN7L （%$99!%$12@J）



!!" 方法

!!"!! "#$%&’(的［)*+］掺入标记：’,-.细胞在培养皿上长成单层后，换成无磷

/0#0培养基，过夜，接种病毒（121,034），)56吸附78，用无磷培养基洗)次，加入无

磷的/0#0维持培养基，感染到所需时间后，向维持液内加入放线菌素/（终浓度为

71!9／:;），作用78，倾去维持液，再加入含71!9放线菌素/与711<=>［)*+］正磷酸盐维

持液7:;，继续培养7"*8。经以上过程处理的正常细胞，放射自显影基本检测不到核酸

信号。

!!"!" 液相杂交：正常及感染细胞的总%&’在03+?缓冲液中与标记的寡核苷酸探针

.-6变性,:>@，于,16缓慢退火)8，在03+?缓冲液中进行非变性胶电泳，电泳结束后，

干胶直接进行放射自显影分析。

!!"!# 紫外（A$）照射实验：经磷饥饿（即无磷酸盐培基）及放线菌素/处理的感染细

胞，倒掉培养液并打开培养皿盖，在距)1B紫外灯71C:下照射后，加入含71!9／:;放线

菌素/及711<=>／:;的［)*+］正磷酸盐的无磷维持液孵育7"*8。

!!"!$ 蛋白合成抑制实验：经过磷饥饿及放线菌素/处理的"#$（D5’）感染细胞，加入

终浓度为711!9／:;的放线菌酮、71!9／:;的放线菌素/作用78，继续补加711<=>／:;
的［)*+］正磷酸盐培养78。

!!"!% %&’的电泳：采用甲醛变性胶电泳，E16干胶，同时加入变性后的核酸分子量标

准，电泳结束后切下分子量标准，溴化乙啶（#F）染色，将各条带所代表的大致分子量按7G
7绘到白纸上，用于%&’放射自显影后分子量的大致观察。

!!"!& 引物延伸："#$特异引物经过［)*+］末端标记后，以总%&’为模板进行逆转录。

用DH的聚丙烯酰胺尿素变性胶进行电泳分析C/&’，分了量的判别同%&’电泳。

" 结果

"’! ()*在感染细胞内可以合成亚基因组+,-
以121,034接种病毒时，我们利用杂交以及%IJ+=%技术证明"#$在感染,8已

经开始复制。因此本文分别检测感染E2,"52,8与D2,"712,8时"#$亚基因组%&’
的合成情况，结果显示，在感染E2,"52,8之间可以检测到病毒的基因组%&’及两种亚

基因组%&’，而感染D2,"712,8只能检测到"#$的基因组%&’及一种亚基因组

%&’。以上结果表明，"#$在感染52,8以前能转录出两种亚基因组%&’，而感染D2,8
以后只转录分子量较大的亚基因组%&’（图7）。

为了进一步研究"#$亚基因组%&’的合成，我们在感染后期（感染*78后，此时细

胞形态明显改变），用［)*+>］正磷酸盐掺入法分析感染细胞的总%&’及纯化病毒颗粒中

的%&’。结果都只能检测到"#$的基因组%&’，说明在感染*78后"#$不再合成亚

基因组%&’，且"#$的亚基因组%&’不被包装到成熟的病毒颗粒中（图*）。

"’" ()*的亚基因组组成无共同引导序列的共#.端的半套式结构

设计了)个反义寡核苷酸探针，KL>9K’，KL>9KF及KL>9K=，分别针对于"#$的非结构

区与结构区。这样，假如"#$的亚基因组%&’与基因组%&’形成共)M部分的半套式
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图! 不同时间段病毒"#$的［%&’］的掺入分析

()*+! ,)-./0123.04［%&’)］567.5)8*049)265"#$3

$：:+;!<+;=；

>：?+;!!@+;=+

图& 感染&!=及纯化病毒"#$的分析

()*+&［%&’)］567.5)8*049)213"#$36A&!=B03A)84./A)08

68CB12)4).C9)213

$：D84./A.C/.553；>：E8)84./A.C/.553；F：’12)4).C9)213+

结构，则05)*0>可以检测到基因组"#$及一种亚基因组"#$，而G5)*0F除可以检测到

基因组"#$外，还可以检测到两种亚基因组"#$（图%，图H）。

图% IJK寡核苷酸探针位置

()*+% L0/6A)0804IJK3B./)4)/B207.3
图H 感染IJK细胞不同"#$的杂交结果

()*+H IM72)C)N6A)0804K62)013"#$3420-IJK)84./A.C/.553

$：G)*0F636’207.；>：G)*0>636’207.；F：G)*0$636’207.+

结果不但表明IJK在细胞内合成的亚基因组"#$与基因组"#$一起，形成共%O
部分的半套式结构，还显示IJK的亚基因组"#$与基因组"#$的;O端不存在共同的

引导序列。

!"# 紫外照射对$%&基因组’()及亚基因组’()合成的影响

由于感染?P;=后同位素掺入信号强，选择该时间段对感染细胞紫外照射!&@3。经

过紫外照射后观察不到IJK的亚基因组"#$（图;），表明IJK的亚基因组"#$对紫

外照射敏感，可以推断IJK的亚基因组"#$是通过独立转录的方式产生的。但同时观

察到IJK的亚基因组"#$对紫外照射敏感程度低于基因组"#$，而IJK基因组"#$
的大小是亚基因组"#$的&倍以上，且"#$对紫外线的敏感程度与其大小正相关。我

们推测，由于基因组"#$编码病毒的"#$聚合酶，由于紫外照射而引起基因组"#$的

模板功能的丧失具有较为严重的副效应：可以减少用于翻译出病毒"#$聚合酶的-"Q
#$的合成，从而影响了依赖于"#$聚合酶的亚基因组"#$的转录，使得本来是独立转

录的亚基因组"#$在该实验中表现复杂结果。我们在感染?=时，往培养基中加入终浓
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度为!""!#／!$的放线菌酮，作用!%，用于抑制&’(聚合酶的合成。结果发现)*+亚

基因组&’(的合成被明显抑制，且其敏感程度较基因组&’(高（图,）。这表明，相对于

基因组&’(，)*+的亚基因组&’(更加依赖于&’(聚合酶的连续合成。

图- )*+&’(的紫外转录图谱

./#0- 1+2345673/82/95:489;)*+&’(6

(：<5;=72=>7=??6@5/334>/42=>；

A：<5;=72=>7=??6/334>/42=>;93!B"6=70

图, 翻译抑制对)*+&’(转录的影响

./#0, *;;=7269;8392=/523456?42/95<5%/C/2=>

952345673/82/959;)*+&’(6

(：<5;=72=>7=??623=42=>D/2%7E7?9%=F/:/>=；

A：<5;=72=>7=??6@523=42=>0

!"# 引物延伸反应

设计了三条引物，9?/#9G位于基因组的!B--
"!BHI52，在引物延伸反应中应该逆转录出)*+
基因组&’(的-J端序列，大小为!KBLC左右，

9?/#9A与9?/#9M分别位于基因组的NOI,"NO-H52
与-,,P",OO,52（图P）。延伸产物经过聚丙烯酰

胺尿素变性胶与放射自显影后发现，在以9?/#9G、

9?/#9A及9?/#9M为引物时都只能观察到一条明显

的延伸产物，大小分别为!KBLC、!KBLC与,""C8
左右（图I），即以延伸产物为模板，以位于&’(
聚合酶区的一对套式引物进行QM&扩增［P］，结果

只有9?/#9A的延伸产物QM&扩增阳性。表明延

伸产物两个亚基因组的转录起始部位分别位于

&’(聚合酶编码区的前端及结构基因与非结构

基因的交界处。

图I )*+&’(6的引物延伸分析

./#0I Q3/:=3=F2=56/95454?E6/69;)*+&’(6

(：*F2=52/95839>@7269;R?/#9G；

A：*F2=52/95839>@7269;R?/#9A；

M：*F2=52/95839>@7269;R?/#9M0

$ 讨论
大多数甲病毒样超家族及小&’(病毒样超家族成员的基因组具有两个以上的开放

阅读框架，复制过程中都能合成亚基因组&’(，且亚基因组&’(数目大致与病毒本身的

R&.数正相关，如杯状病毒（74?/7/S/3@6）具有P个R&.，能合成!"B种亚基因组&’(［N］。

)*+的基因组特征类似与杯状病毒科，是否也与杯状病毒一样，能在感染细胞内合

成!"B种亚基因组&’(呢？我们利用同位素掺入实验在)*+感染,K-"IK-%时能到

-B,,期 夏小兵等：戊型肝炎病毒亚基因组&’(的研究



!种亚基因组"#$，而在感染%&’!()&’*时能检测到(种亚基因组"#$，这表明+,-
能在感染细胞内合成(!!种亚基因组"#$，其数目与病毒的复制阶段有关。但./01
等［’］在小鼠肝炎病毒（2345/*/6789895:9;45，<+-）感染=*的细胞内只检测到>种亚基因

组"#$，而感染%*时可检测到%种亚基因组"#$。这可能是由于+,-基因组结构特

殊性造成的，+,-的?"@A与?"@!几乎完全重叠，因此其亚基因组"#$的翻译过程可

能也非常复杂，尤其较大的亚基因组"#$，从大小看几乎包括全部"#$聚合酶编码区，

与乳酸脱氢酶升高病毒（B7078/C/*C;3D/E75//B/:9ED:9;45，FG-）的2"#$(H(类似，后者

能翻译出包括"#$依赖的"#$聚合酶IH端的前体蛋白分子［>］。

由于本实验采用同位素掺入法来检测+,-的亚基因组"#$，因而检测的是+,-的

亚基因组"#$在一段时间的合成情况，是一种动态变化，更能说明亚基因组"#$的转

录状况。如我们发现感染>&’!J&’*时亚基因组"#$的同位素掺入信号稍低于感染

%&’!()&’*。亚基因组"#$作为一种典型的2"#$分子，其主要功能是用于合成病毒

的结构蛋白，而基因组"#$主要是用于合成病毒的非结构蛋白。如<+-的2"#$J用

于合成核蛋白，2"#$>用于合成包膜糖蛋白［J］。由于在病毒大量复制阶段需要较多的

包装蛋白，亚基因组"#$的含量可能会相对较多，同位素掺入信号要强一些。

利用杂交实验发现+,-的基因组"#$与亚基因组"#$的’K端不存在共同的引导

序列，类似于甲病毒，而紫外照射实验发现+,-的亚基因组"#$对紫外照射敏感，可以

排除通过由基因组"#$剪接后产生的可能性，因此可以初步判断，+,-亚基因组"#$
的转录与甲病毒一样，是由独立的启动子转录产生。我们在紫外照射实验中发现+,-
的基因组"#$对紫外照射的敏感程度比其亚基因组"#$还要低。这一点并不能表明

+,-亚基因组"#$不是独立通过转录产生的。<+-的亚基因组"#$是通过独立转

录产生已经得到广泛的证明，尤其是近年来克隆到其亚基因组"#$的引导序列，并利用

报告基因证明该引导序列足以引发其亚基因组"#$的转录［%］。但L707M35等［N］发现，尽

管<+-最小的亚基因组"#$（2"#$J，)&J1M）的大小是基因组"#$（(!&J1M）的(／(%，

但其对紫外照射的敏感程度只是基因组"#$的(／%。

O7P9019等［()］发现，连续的蛋白合成对于<+-基因组"#$及亚基因组"#$的早

期转录是绝对必须的，即使在感染后期，蛋白合成的抑制对基因组"#$及亚基因组"#$
的影响依然非常明显。我们的研究中也发现，"#$聚合酶合成的抑制对+,-亚基因组

"#$转录的影响非常明显，在能合成亚基因组"#$的正链"#$病毒中，非结构蛋白以

基因组"#$为模板翻译，由于紫外照射所引起的基因组"#$转录水平的降低，将直接

导致"#$聚合酶合成量的减少，从而间接减少了亚基因组"#$的合成。这样，+,-
"#$的紫外转录图谱不但受到紫外照射的直接影响，还受到病毒"#$聚合酶合成抑制

的间接影响，导致+,-"#$对紫外照射的敏感程度与其物理大小并不完全相关。此外，

在病毒亚基因组"#$合成过程中，一些细胞因子也参与转录起始复合体的形成，如冠状

病毒亚基因组"#$的转录还依赖于细胞因子QA’／QA%［((］，如果这些蛋白因子的合成很

不稳定，也将影响亚基因组"#$的紫外转录图谱。

O9ECM95病毒的"#$聚合酶是由非结构蛋白前体经过连续加工后成熟的，在前体逐

渐成熟的过程中，"#$聚合酶的功能也发生短暂的改变，既可以从转录负链"#$转变为

>!> 微 生 物 学 报 =)卷



转录正链!"#，也可以从转录亚基因组!"#转变为转录基因组!"#［$%］。&’(的!"#
聚合酶也需要经过翻译后的加工成熟过程，紫外照射后将首先影响到!"#聚合酶前体

形式（用于转录亚基因组!"#）的合成，而由于照射前已经合成的前体蛋白的积累，成熟

蛋白（如用于转录基因组!"#）的合成继续维持一段时间。这种由于!"#聚合酶构型的

改变，导致其功能改变的现象可以解释两种!"#对紫外照射敏感度的差异。
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