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从中国非甲-庚型肝炎病人中克隆到

TT 病毒样 DNA 序列
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肝炎是严重危害我国人民身体健康的疾病, 尽管至 1995 年底, 已发现的肝炎病毒有

HAV、HBV、HCV、HDV、HEV 和 HGV 达 6种之多,但仍有近 5%～10%的肝炎患者不能确

定病原
[ 1]
.即使目前各医院所用血制品都经过了乙型肝炎病毒( HBV)和丙型肝炎病毒( HCV)

的筛选,但受血者中依然有输血后肝炎的发生. 在慢性肝炎和肝硬化病例中, 还有相当一部分

找不到任何 HBV 或 HCV 的血清标记, 因而被归为“病原不明”.有部分爆发性肝炎病例的病

原不能归因于甲、乙、丙、丁、戊或庚型肝炎病毒.这些情况表明除了甲-庚型肝炎病毒之外还很

可能存在有其它能导致肝炎的病毒. 1997年底日本学者 Nishizawa 等 [ 2]使用代表性差异分析

法( RDA )从一个输血后非甲-庚型肝炎患者血清中克隆到一段未知 DNA 序列,使用该序列合

成引物进行巢式 PCR, 从 5例输血后非甲-庚肝炎患者血清中检测到了 3例阳性,且发现病人

血清谷丙转氨酶( ALT )的水平与 TT V-DNA 含量呈正相关.经氯化铯密度梯度离心发现该序

列所处位置的密度为 1. 26 g / cm 3, 与一般病毒颗粒类似, 进一步的研究表明该序列为单链

DNA , 遂根据该病例的姓名命名为 TT 病毒 ( TT V ) . 到目前为止, Genbank 中可检索到的

TT V 样序列仅有一条, 为该研究小组发表的部分 DNA 序列(收录号: AB008394) , 长 3739

bp,有两个开放读码框架( ORF) ,分别编码 172个氨基酸( ORF2)和 774个氨基酸( ORF1) . 将

该序列及编码氨基酸与所有已知核酸、氨基酸序列比较,均未见任何较大的同源序列.为了证

实 T TV 样序列在我国的存在,并为开展 T TV 与肝炎的关系研究提供初步手段,我们设计了

两对特异性引物,建立了检测血清中 TT V 样 DNA 的巢式 PCR方法, 从 7份非甲-庚型肝炎

患者血清中检出 2例阳性, 并克隆到一段 TT V 样 DNA 序列.

7份非甲-庚型肝炎患者血清来自福建省泉州第一医院的肝炎住院患者. 各取 2 mL 血清,

用 20%蔗糖溶液垫层, 进行超速离心( 200 000 g×3 h) , 沉淀以 T E ( 20 mM / L T ris-HCL,

1 mM / L EDT A, pH8. 0)溶解,用 T RIZOL
　
LS 核酸提取液( GIBCO BRL 公司)按产品说明提

取 DNA,作为 PCR扩增的模板,同时根据 T TV 序列设计了 2对特异性 PCR引物, 外侧物对

TT VF1: 5’-TGCT ACGT CACT AACCA C-3’nt5 ～ 22 ) , T TVR1: 5’-CT CCT CTGCG-
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GCGTCT CCT TA -3’( nt733～713) , 预计扩增片段长度为 729 bp; 内侧引物对 T T VF2: 5’-

GTGCACT T CCGAAT GGC-3’( nt95-111) , T TVR2: 5’-GTAAT GCCT GCCAAT AAAC-3’

( nt283-265) , 预计扩增片段长度为 189 bp.第一次 PCR 引物为 TT VF1和 TT VR1,反应体积

50 LL, M g
2+
终浓度为 1. 5 mM / L,反应参数为 94℃变性 40 s, 50℃复性 50 s, 72 ℃延伸 50 s,

35 个循环, 最后一个循环后 72 ℃后延伸 5 m in. 取 1 LL 第一次 PCR 物为模板, 以引物

TT VF2和 TT VR2进行第二次 PCR扩增,反应参数为 94℃变性 30 s, 52 ℃复性 30 s, 72 ℃

延伸30 s, 35个循环, 最后一个循环后72℃后延伸 5 min. 取两次PCR产物各 10 LL 在 2%琼

脂糖凝胶上进行电泳分析.

7份血清中, 第一次 PCR均未见明显条带, 第二次有 2份标本扩增出 190 bp左右的单一

片段( 见图 1) . 该 2份标本一份来自于亚急性重症肝炎恢复期患者, 另一份来自于反复 ALT

升高的慢性肝炎患者. 将后一份扩增片段 ( T S1)用 Wizard
　
PCR Preps DNA 纯化系统

( P romega 公司)回收纯化, 克隆入 pGEM-pGEM-T Easy 载体, 转化大肠杆菌DH5A株, EcoRI

酶切鉴定出正确插入重组子,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, PEG-8000 第二次沉淀提取. 提取的双链模板, 1/ 5量经

0. 75%琼脂糖凝胶电泳分析, 可见超螺旋 DNA 占 80%以上. 采用双脱氧链终止法, 用 T 7启

动子引物( 5’-TA ATACGACTCACTAT AGGG-3’)在 ABIPRISM
TM377型 DNA 测序仪上进

行 Dye T erminator 反应, 测序所用成套试剂为美国 ABI 公司产品.每一份标本测3个克隆,纠

正偏差后获得一段 199 bp 的序列. 将所获序列输入计算机, 用 DNASIS 软件( Hitachi Soft-

w ar e Engineering Co. 1992)与T T V进行同源性比较,结果显示 T S1序列与 TT V 相应片段的

同源性为 87% (见图 2) .因此可以确定我国非甲-庚型肝炎患者中有 T TV -DNA 样序列存在.

图 1　巢式 PCR 检测非甲-庚型肝炎病人 TT V-DNA 的第二次 PCR 产物凝胶电泳结果

1～7:病例编号　　M :核酸分子量标准( 100 bp ladder )

F ig . 1　Electr ophor esis results o f PCR products o f nested-PCRdet ect ion fo r T TV-DNA in non-A to

G hepatitis patient s

由于 TT V 在血清中的拷贝数较低(约每毫升 10
1
～10

3
) ,为提高检测的灵敏度, 我们设计

了较一般PCR更为敏感的巢式 PCR进行检测,并预先对血清进行了超速离心浓缩.随后的实

验表明,不须经血清浓缩即可用同样的方法从少至 50 LL 血清中检测到T TV -DNA.为了初步
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了解T T V在我国肝炎病人中及正常人群中的分布情况,为进一步阐明 T TV 与肝炎的关系提

供线索,我们正在对从北京、泉州、漳州、厦门、湖南收集的一些健康人体检血清、献血员血清及

各种肝炎患者血清进行 T TV -DNA 检测.

T T V G T G C A C T T C C G A A T G G C T G A G T T T T C C A C G C C C G T C C G C A G C G G T G A A G C C A C G G A G G G A 1 5 4

T S 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A G- G- - - G- - - - - - - A G

T T V G A T C T C C G C G T C C C G A G G G C G G G T G C C G A A G G T G A G T T T A C A C A C C G A A G T C A A G G G G C A 2 1 4

T S 1 C T A- C G A- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G - - - - - - - - - - - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - -

T T V A T T C G G G C T C G G G A C T G G C C G G G C T A T G G G C A A G G C T C T GA A # # # # # # # # # # A A A A G C A T0 2 6 4

T S 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T - G G G T A T T C A T T - T - - A A- -

T T V G T T T A T T G G C A G G C A T T A C 2 8 3

T S 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

　　　图 2　TT V 与 TS1 的 DNA 序列比较

# 插入　- 相同序列

　　　F ig . 2　Compar ison o f DNA sequence o f TS1 w it h TTV
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Abstract　T T virus( T TV ) is a novel single st rand DNA virus w hich is associated

w ith elevated tr ansam inase levels in postt ransfusion hepat it is o f undnown et iolog y. T w o

pairs of specif ic pr imer s w er e designed and a nested-PCR method w as established. Fr om

serum of seven non-A to G hepat it is pat ients, tw o were detected f ragment as predicted after

nested-PCR, f rom one of w hich a T TV -DNA like sequence w as cloned and sequenced. T he

result ing sequence show s 87% homo logy w ith the TT V. T hese results indicated the ex istence

of T TV in cryptog enic hepatit is in China.
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