
表 1 　不同感染者血清中 TT病毒部分核苷酸序列及与日本株同源性的比较 ( %)

N22 Case2 Case4 Case5 TX1 TX2 TX3 TX4 TX5 TX6

Case2 100
Case4 98198 98198
Case5 90131 90131 90131
TX1 95141 95141 95141 88126
TX2 98147 98147 98147 90182 94190
TX3 97145 97145 97145 90182 94190 97196
TX4 97196 97196 97145 89180 93137 96143 95141
TX5 96143 96143 96143 88126 93137 95192 94190 94139
TX6 97196 97196 97196 90131 94139 97145 96194 97145 96143
TX7 96194 96194 96194 89180 93137 97145 96194 94190 97145 96194

　　注 :N22 ,Case2 ,Case4 与 Case5 均为日本株 ,TX1 ,TX5 ,TX6 ,TX7 均来自非甲2戊 ,非庚型肝炎患者 ,TX2 来自献血员 ,TX3 与 TX4 分别为慢性乙

型肝炎与慢性丙型肝炎

　　研究表明[1 ,3 ] ,TT病毒为单股 DNA 病毒 ,在日本慢性非

甲2戊 ,非庚型肝炎 ,非甲2戊 ,非庚型暴发性肝炎 ,献血员 ,血

液透析者及静脉药瘾者中均有不同程度的感染率。本组结

果证实 ,在我国慢性非甲2戊 ,非庚型肝炎患者中存在 TT病

毒感染者。在所选择的 32 例患者中 ,感染率为 34 %。提示 ,

TT病毒可能是甲、乙、丙、丁、戊及庚型肝炎病毒以外另一个

与人类肝炎相关的病毒。同时还发现 ,以聚合酶链反应检测

TT病毒核酸 ,其感染率占慢性非甲2戊 ,非庚型肝炎患者的

30 %以上 ,仍有相当一部分患者病原学不明。因对 TT病毒

感染的研究尚少 ,所以有必要采用更多敏感试剂联合检测 ,

以明确在该部分患者中是否有漏检者 ,最终明确 TT病毒感

染状况及临床意义。

关于 TT病毒研究报道观察了 3 例患者均有明确的输血

史 ,且输血量较大。为此 ,认为 TT 病毒经输血传播引起肝

炎[1 ] 。本研究所发现的 11 例 TT病毒核酸检测阳性者中 ,仅

有 1 例具有明确输血史 ,提示输血可能仅仅是 TT病毒传播

的途径之一 ,至少不是唯一途径。TT 病毒感染的发生还可

经其它传播途径而构成。

本组资料显示 ,从本地区不同感染者血清中所分离的

TT病毒在开放读码框架 1 的部分区域 ,变异于 88 %～98 %

间 ,表明 TT病毒可能与其它致人类肝炎病毒一样 ,其基因变

异可能具有地理分布特征。
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TT病毒在非甲～庚型和重型肝炎中感染的研究

庄立琳 　黄其炯 　夏宁邵 　张军 　沈春奇 　饶日春

　　我们根据日本报道的 TT 病毒 ( TTV) DNA 序列[1 ] ,设计

合成两对特异性聚合酶链反应 (PCR)引物 ,用巢式 PCR(nest2
ed2PCR)对非甲～庚型和重型肝炎患者感染 TTV 情况进行研

究。对其中 1 份 TTV2DNA 阳性的 PCR 产物进行纯化、克隆、

测序 ,与日本报道的 TTV2DNA 序列进行同源性比较。并对

感染 TT病毒的重型肝炎病人临床特点进行分析。

一、对象和方法

11 病人血清 :127 份血清标本均采自 1997 年 1 月至 1998

年 3 月住我院的肝炎病人。按 1995 年第五次全国传染病寄

生虫病学术会议修订的病毒性肝炎诊断标准诊断 ,急性肝炎

30 例 ,慢性肝炎 58 例 ,重型肝炎 39 例。88 例急、慢性肝炎均

为非甲～庚型 (以下称非甲～庚型肝炎) 。39 例重型肝炎中

非甲～庚型 5 例 ,甲型 3 例 ,乙型 16 例 ,戊型 5 例 ,甲型 + 乙

型、乙型 + 丙型 + 戊型和乙型 + 丁型 + 庚型各 2 例 ,乙型 +

丙型、乙型 + 丁型、丙型 + 戊型和戊型 + 庚型各 1 例。

21 肝炎病毒标志物检测 :病人血清均进行 6 种肝炎病毒

标志物检测 ,其中甲型肝炎病毒抗体 (抗 HAV2IgM) 、乙型肝

炎病毒抗体 (抗 HBV2IgM)和丁型肝炎病毒抗体 (抗 HDV2IgG)

用 ELISA 法检测 , HBV2DNA、HCV2RNA、HEV2RNA 和 HGV2
RNA 用 PCR 法检测。

31 设计合成 TTV2DNA 巢式 PCR 引物 :外引物对 :TTVF1 :

5′2TGCTACGTC ACTAACCAC23′( nt5222) , TTVR1 : 5′2CTCCTCT2
GCGGCGTCTCCTTA23′( nt7332713) ,扩增片段长度为 729 bp。

内侧引物对 :TTVF2 :5′2GTGCACTTCCGAATGGC23′(nt952 111) ,
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TTVR2 :5′2GTAATGCCTGCCAATAAAC23′(nt2832265) ,扩增片段

长度为 189 bp。

41 巢式 PCR 检测 TTV2DNA :除将第一次 PCR 产物1μl进

行第二次 PCR 反应外 ,其它操作参照文献[2 ]。

51PCR产物纯化、克隆、测序 : 将其中 1 份扩增片段

(TS1)用 Wizard(r) PCR Preps DNA 纯化系统 ( Promega 公司) 纯

化 ,克隆入 pGEM2TEasy 载体 ,转化大肠杆菌 DH5α株。采用

双链模板测序 ,双链模板提取采用碱裂解 ,RNaseA 消化 ,氯

仿 2 次抽提 ,异丙醇第一次沉淀 ,REG28000 第二次沉淀提取。

提取的双链模板 ,采用双脱氧链终止法 ,用 T7 启动子引物

(5′2TAATAGGACTCACTATAGGG23′)在 ABIPRISMTM 377 型 DNA

测序仪上进行 Dye Terminator 反应 ,测序所用成套试剂为美

国 ABI公司产品。每份标本测 3 个克隆 ,纠正偏差后获得一

段 199 bp 的序列。所获序列输入计算机 ,用 DNASIS 软件

(Hitachi Software Engineering Co. 1992)与 TTV 作同源性比较。

二、结果

1188 例非甲～庚型肝炎病人 TTV2DNA 阳性 16 例

(18 %) ,男 12 例 ,女 4 例 ,年龄 4～67 岁 ,平均 (41 ±17) 岁。

其中急性肝炎 5 例 (31. 3 %) ,慢性肝炎 11 例 (68. 7 %) 。

2139 例重型肝炎病人中 TTV - DNA 阳性 16 例 (41 %) ,

男 14 例 ,女 2 例 ;年龄 25～83 岁 ,平均 (50 ±16) 岁 ;急性重型

肝炎 4 例 (25 %) ,亚急性重型肝炎 3 例 (19 %) ,慢性重型肝

炎 9 例 (56 %) ;病原分型 ,非甲～庚型 3 例 (19 %) ,甲型 2 例

(13 %) ,乙型 5 例 (31 %) ,戊型、甲型 + 乙型、丙型 + 戊型、戊

型 + 庚型、乙型 + 丙型 + 戊型和乙型 + 丁型 + 庚型各 1 例

(6 %) 。

31TS1 序列与 TTV 相应片段的同源性为 87 % ,见图 1。

3注 : # 插入　　- 相同序列

图 1 　TTV 与 TS1 的 DNA 序列比较

三、讨论

　　1997 年日本学者 Nishizawa 等 [1 ]从一个输血后非甲～庚

型肝炎病人血清中克隆到一段未知 DNA 序列 ,经进一步研

究表明该序列为单链 DNA ,与一般病毒相似 ,命名为 TTV。

迄今基因库中检索到的 TTV 序列仅有 1 条 ,为该研究小组发

表的部分 DNA 序列 (收录号 :AB008394) ,长 3 739 bp ,有两个

开放读码框架 (ORF) ,分别编码 172 个氨基酸 (CRF2) 和 774

个氨基酸 (ORF1) [3 ] 。将该序列及编码氨基酸与已知核酸、

氨基酸比较 ,均未见任何较大同源性。

TS1 与 TTV 相应片段的同源性为 87 % ,127 例肝炎患者

TTV - DNA 阳性 32 例 ,证实了我国肝炎病人中存在 TTV -

DNA 感染。日本学者 Nishizawa 等报告的 TTV2DNA 阳性的肝

炎病人均为输血后肝炎 ,我们检测 TTV2DNA 阳性的 32 例肝

炎病人中仅 7 例有输血史 (22 %) ,而 25 例 (78 %) 无输血史 ,

说明除输血途径外 ,其它途径也可以感染 TTV。重型肝炎病

人 TTV 阳性率为 41 % ,非甲～庚型肝炎病人为 18 % ,重型肝

炎病人感染率明显高于非甲～庚肝炎病人 ( P < 0. 01) 。在肝

炎病人中 TTV 感染者年龄普遍偏大 ,除 1 例 4 岁患儿外 ,其

他病人均在 21 岁以上 ,其中大于 30 岁有 27 人 ,占 84 % ,老

年人 ( ≥60 岁) 有 9 人 ,占 28 %。平均年龄重型肝炎病人为

50 岁 ,非甲～庚型肝炎病人为 43 岁 ,重型肝炎病人年龄明显

大于非甲～庚型肝炎病人 ( P < 0105) 。重型肝炎病人中单一

TTV 感染的 3 例 ,说明 TTV 感染可能造成重型肝炎。3 例单

一 TTV 感染的重型肝炎患者临床症状相对较轻 ,3 例均为治

愈或好转 ,治愈好转率为 100 %。而 TTV 合并其它肝炎病毒

感染的 13 例重肝患者 , 5 例治愈或好转 ,治愈好转率为

36 %。治愈好转率单一 TTV 感染重肝病人显著高于 TTV 合

并其它肝炎病毒感染的重肝病人 ( P < 0. 05) 。
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全国胰腺癌早期诊断及综合治疗新进展学术研讨会征文通知

　　中华医学杂志编辑委员会拟定于

1999 年 10 月上旬在上海举办全国胰腺

癌早期诊断及综合治疗新进展学术研讨

会 ,届时将请有关专家作专题报告。

11 征文内容 :基础理论研究 ,包括

癌基因和抑癌基因的研究 ,基因治疗和

临床应用前景 ;诊断技术进展 ;治疗进

展 ;胰腺癌流行病学调查 ;其他新技术、

新方法介绍。

21 征文要求 : (1)请寄全文及 600 字

摘要各一份。(2) 请注明作者姓名、单

位、邮政编码并加盖公章或附单位介绍

信。(3) 稿件请于 1999 年 7 月 10 日以

前寄 (100710) 北京东四西大街 42 号中

华医学杂志编辑部陈新石收。信封上注

明“胰腺癌会议”字样。

中华医学杂志编辑委员会
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