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INTRODUCTION
����������	�
�����
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����(������������ �����������������
��(�������������(���%
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����(������ ����
��(���������������
�������������
������
�����������������������������������������(�����+�������
������
����� ���������������������%������������������������
���
�������(�������'�,���������������������������������+������
��
����������������'
�����-��	��������� ���*���������������������	�������������
�
(�������������(+����+����������(�������������������������� 
������������
��+'�-������������������ ���*������������������
	����� ��������� ����� ����� ��(������� �����������  "
������������
�� ��� � ��*������� ����� ��������� �����
(�����������������������+'������������������������
����� 
��*������������������������.�������������������������������
��+
����������������������������"#��	��������
������'�/�����+���
�(������������� ����������������(�����+�������������
������
�����	���������������'

MATERIALS AND METHODS
Human sera
0�����������	����������������������(������������(����
��������������������������������	�����������	��������������
���������	�������������������������12"�������������34�'
��������� ������
�� �����	�� ����(������ ������ ���� "���
�����������$4-0��%��'�
5�����,��������������������!'6�'

Selection of representative HVR1 sequences
�������������� ���*���������(����������	����������������
���������(��������������������������*�����������(�������(+
��0-	�����������������������������*����+��������������
��������'����������������� ���*��������������
���������
��
����������������������������������������������������*�����
������������������������������
�����������������'�����������
���%��(�
������������������7���%�+�
������������(�����+
�����������
�������(+���������������'�0������� ���*������
���������������(����������������������������������
������
���������������������������
��+���������������	����������
�����������������������������'

Construction of expression plasmid HVR1-1 # to 12
)��� ������������
�� ��� � ��*������� ����� ��������
����������������$����������������8����
���(��������������'�)��
�������������������+������&������������+������������������
�������������������������%�������������������+���������������������
�����������������������������������������������!������	�
������������������
��+'�)���!�����������������/ �
98��������
���������������������18���)���	������������������ �
98�������
���������������������18�'�)�������������������������������
:��-�����:(�-���&+���������������������������.��������
�����������-4 ����������(+�������������������
����&+���'�-�
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�������������������� �������������.�������������������������
�����-4 β�����	�
���'

Construction of the chimeric plasmid
�����������������������������
��+�����������	������(�����
������
����������������
�������� �����������������������
�������������(+�����������������������/������ '�)����������
���-4 ���� � ;�
���� ;������������������
��������������
(+�:(��-����������-�����������������������-4 ���� �";�
������������������������������������������������������������
�������/"�
98����������������������������18�������"�
98������
������������������������18��������������������	������������
-4 β'�)���3	�����������������������������
��-����������-�
�������������������������������
����������-4 ���� � ;'�5��
������������������
������������������������������-������
��-�
�������������3	��������������������������+����%���������
������������������������������������������������(����������
(+����������������'
�����)������-4 ���� � <";����������������&+�������������
���� ;�����������������(����������������
�������������������
�������������� ���������������'�-���������+���������-4 �
������������ ������������������������������������ �������
��� � ;����� �=;����� �>;�������� �?;'

Figure 1  Four different HVR1 gene fragments were cloned on
pBVIL-1. HVR1-2 gene fragment was ligated with pBVIL-1-
HVR1-1 (pHVR1#). The new pHVR1+2 had the same site with
pHVR1#, and the HVR1-4# gene fragments could be ligated
by the same way. After 3 cycles, the chimera HVR1 plamid
was constructed.

Purification of representative HVR1-1-12# and the chimeric
antigen
)����������������+������� ��������������������������������
�� 2 �����������������������.����������������������������
�������������������*������'�)����������������� 2 ����
�������
����������������� �"2������������4������������
������������(��������1#�¡æ�������5,�		����2'>'����������������
����=������="�¡æ������(����������������
������(+����������������
�����+����(+�����������'�����������������(����������������.�����
�������������(�����������������(��������
����������������
�����������?�@�����'�)��������(����������������������������
����������������������
��+�(+�A�0���������//�����0������.
792��������������+'

ELISA
@����������������������������2'1�µ�������(��������� 

����������� 22��@�����������(������
��#'=��(+�����(�����
�
�����������=�¡æ'�)��������������������(���%�����������
����������(�����������������2'"�B��0�����=�¡æ�����1�������
���������(���������� 22�µ���������������������� � 2��������
��������������(������
 22��@������������������(������
��#'9������������ 2�B����������������2'29�B�)��������
1#�¡æ����� ��'�������(������������������
������������� 22��@
����������(������
��#'9�������������2'29�B�)����������������
��������������(���������12��������1#�¡æ������ �"9�222��������
��3���������������������������(��+���������������-�7'
��������������������������������
������&������������(������
(������
92��@������������������������������(���������9'2
�����������2'=���C���)@������2'=�µ�C������12�B��+������
����.����'�)������������������������(+��������92�µ�����"�@
������������������������(���(����������������������������������
$4-0������������=92���'

RESULTS
Determination of 12 representative peptides
�����������(������ "1���*������������� �����������������
	������������������
����������������������������������������
/������"�'�0������������������������������ �����������
���(���+���
����(����������������������������1?9��1?D��=2>�
=2D������������
��'�)�����*�������������������������������
���		0�
	�������������������*������������������������
�������������������������*�����+'�		0������������������
������ ������������
�� ��*������� ��������� � ;�� (����
���������������������������������3���������8�����������
��*����������
/������"��'�)����������+�������� "1���*������
��������+&�������������7���%�+�����������������
����������>
����������� �"����#;���������������������������������		0'
-���������+�>���*�������������������(������'���� �?;�D;
����������7�����%�
4 D1?1��0"=2?2���(����(�����(�����+
������������
�������������������������(+����������'���� �
 2;�����  ;��������*�������������������������D�����@ ""
��������
��+�
3����������������� DD?���������� � ";���������
(+�E�����(�����'

Figure 2  Derivation of the Chinese consensus sequence. (A) Con-
sensus pattern of the 123 natural variants of the HCV HVR1 se-
quence used in this work. Shaded residues accounted alone for
80 % of the observed frequency. Residues were listed in decreas-
ing order of observed frequency from top to bottom. The first line
was Chinese consensus sequence (CCS). (B) The Chinese consen-
sus sequence (upper) was different with Puntoriero’s (lower).
Dashes indicate residues identical to the upper line.
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Reactivity of representative peptide with sera of panel I
)���
��������������
����� ������������������/������1������
�.������������	
���������������������-4� β'�)������ C-4� β
��������������������������������.��������������������(����" �%,

/������=�'�)����+���
����	����������8������������������������
-�������������������������
��������� "�������������
����� �(+
$4-0�'�������������/������9���������������� ����������������
������������������������'�!��������
��+�����������������-4� β
�����������������-������������������������	��������
��������������
��������� "������(��������������'�)��������(�����+�������
������
����� �������� �  ;����������	����������������
��*������
		0������������������������������������
��+����'
������E�����%���� � �"�=�?;�����������������������(�������%�����
(������� ������=���� �����������������������������+
������
���������������������������-���������������/������9'�)����
�
������������������
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1#     STHVTGGAAGRTTSGFTSLFTPGPSQK

2#     STHVTGGVQGHSLRGLTSLFTSGPAQK

3#     ITRVTGGVQGHSLRSLTSLFTPGPAQK

4#     STHVTGAVQGRSLQSFTSFLSPGPSQK

5#     DTHVTGGAAARGASGLANLFTSGPAQK

6#     GTYVTGGATAHTASGFASLFTTGSKQN

7#     TTHVTAGTAAHATSSFTKLFAPGAKQN

8#     NTYVTGGSAAHTTSRFTSLFSPGPQQN

9#     ETHTSGGSVARAAFGLTSIFSPGKSQN

10#    TTTTTGGVQGHTTRGLVRLFSLGSKQN

11#    DTTVTGGQAARTTQSFTSLFPPGPSQK

12#    DTTVTGGQAARTTQSFTSLFTPGPSQK

Figure 3  The amino acid sequence of 12 representative HVR1
sequences. Amino acid residues were indicated by standard
single-letter codes.

Figure 4  The Coomassic stain after SDS-PAGE of 12 purified rep-
resentative and chimera HVR1 antigen. M. marker; 1-12. 12 puri-
fied representative HVR1 antigen; 13. chimera HVR1 antigen.
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Table 1  Reactivity of F4HVR1 with another panel (91 sera of
HCV infected patient)

      OD difference              No. of      The adding up
between sera and co         reactive sera   percent of total sera

      >2.0    56 61.5
   1.5~2.0    14 76.9
   1.0~1.5    13 91.2
   0.5~1.0      6 97.8
     0.371      1 98
     0.065      1

The cutoff of the ELISA was as defined in Figure 5.
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Figure 5  Reaction of the 12 representative HVR1s and chimera HVR1antigen (C) with 27 sera from HCV-infected patients. HVR1
names are indicated at the left of each column. For each serum (indicated on the bottom of each column) average values (A450)
have been determined from two independent experiments. The mean of 10 sera from non-infected individuals plus 4SD defined
the cutoff (co). Results were expressed as the difference between the average value of the HCV antibody positive sera and co.
Strong positive values (>0.5) are indicated in black. And weak positive values are indicated in grey (0.15-0.5).
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