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摘要 ；TT病毒(TTv)为一种新 鉴定的输血 后肝 炎相关 的病 毒。甩聚合酵 链式反 应 (PCR)扩增 

TTV DNA序列核苷酸 1915到 2185之间的片段，并将该片段克隆入 pGEM—T Easy载 体 重组 克 

隆经酶切鉴定后，用全 自动测序仪测序，发现本组病恻中 l5株 TTv毒株同的同源性在 66．8％到 

99 3％之 同．与 TTv日本株比较同源性在 66 1％到 97 4％之 同．分析结果显示在我 国不仅 有目 

外已报告的不同基因重型毒株存在，而且，分离到的 3株 1Tv毒株与 日本株 Gl组和 G2组的异源 

性分别达到 13．3％一33．2％．可能为新的 TTv基因重型。 
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1997年底国外学者发现了一种可能与输血后肝炎相关的病毒即 Ⅳ 【l 】。国内已从献 

血员、非甲非庚型肝炎病人、以及暴发流行的单项转氨酶升高为特点的肝炎患者的血清与粪便 

中，发现 1vrv的存在 _6J。 

对 1Tv初步的分子病毒学研究结果发现．该病毒为单链环状负链病毒，该病 毒可能属于 

圆环病毒科，它与某些动物单链病毒如细小病毒 l9相近似_l ]。日本将分离的 1Tv的部分 

序列据其异源性大于30％分为两个组一G1组和 02组⋯。我国报告的1Tv毒株与 日本株的 

同源性大于 97％ J。在本研究中我们用 PCR扩增和涓序 TTv棱苷酸 1915到 2185片段。发 

现 l5株 TTv毒株间的同源性在 66．8％到 99．3％之间，表明在我国有不同基 因亚型毒株存 

在．现报告如下。 

1 材料与方法 

1 1 主要材料和试剂 

1．1．1 血清标本来源 PCR 9；茜查 TTv DNA阳性者 l5倒，其 中：南方 医院透析 中心维持性 血液透析患者 7 

倒。除其中 1倒外，其余病倒各丙转氨酵均正常。职业献血员 8倒。均为南方辅血中心 1998年韧时采血者， 

中男 5倒，女 3倒 均 为广州市郊区农 民或外来 民工，谷丙转氨酶均正常，乙型肝炎病毒表面抗原和丙型肝炎 

病毒抗体均 为阴性。 

1．1．2 主要试剂 Taq酶、T4连接酶和工具酵均购自毕美公司；T载庠和XLI—Blue茸为美目 Invltrogen公司 

产品；Wizard PCR PrepsDNA纯化试剂为 Promega公司产 品：酶免疫法检测 HBsAg、抗一HBa、珈 Ag、抗．}珏 、 
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抗 HBc、IgM、抗．HCV 及 抗一HDV 均 为 夏 华 公 司 产 品。 PCR 引 物 NG059(5'-ACAGACAGAGGA· 

GAAGGCAACATG 3 )．NG063(5'-CTGGCATTTTA0cATTTCCAAAGTT-3 )．NG061(5'-GGCAACATGT— 

TATGGATAGACTGG．3 )均由新加坡裕立宝公司台成。 

1．2 实验方法 

1．2．1 DNA抽提 血 清和蒸 馏水 各 50“L混 匀稀释 后，加 入 100 L裂解 液(25mmol／L醋酸 胺，2．5 

mmol／I EDTA，1％SDS．2 mg／m1．蛋白酶 K)和 10~g／mL tRNA载体．68℃消化 2 h后．常规苯酚和氯仿法抽 

提 

1 2．2 TTvDNA PCR扩增 “ 用半套式 PCR方法．第一轮引物用 NG059和 NG063．第二轮引物用 NG061 

和 NG063。第一轮 PCR反应条件 ：取模扳 3．uI ，10×PCR反应缓冲液 3 L．4×dNTP各 200~md／1 ．NG059／ 

NG063各 15 pⅡd，TaqDNA多聚酶 1．5 u．总反应体积 30 ．94℃预变性 180 s．93℃ 40 s，54℃ 40 s_70℃ 60 

s．扩增 30十循环．70℃ 180 s结束反应。取第 1轮 PCR产物 3“L作模板 ．用 NG061／NG063引物进行第 2轮 

扩增，扩增条件同第 1轮循环 取 PCR产物 10 I 于 2％琼脂糖凝胶中电泳．EB染色 ．紫外灯下观察结果。 

1 2．3 产物涮序 取 PCR产物经电诛纯化 ．克隆入 I~3EM-T 载体(Pr~lega Co．)。重组克 隆经酶切 鉴 

定后，用 ABI 310垒 自动测序仪测序。测序引物用 T7和 SP6。得到的 TTv序列片段(1915到 2185核苷酸 片 

段 )与 rrv 日车株比较(序 列号 AB008394)。 

2 结果 

15株 1vrv序列 片段(核苷酸 1915到 2185)与 TTV 日本株(序列号 AB008394)及不同亚 

型 比较(图 1)，同源性在 66．8％一99．3％之间．其中从献血员 58、79、84分离的 3株 1vrV毒株 

与 G1组同源性在 66．8—69．1％之间，与 G2组同源性在 86．7—87．8％之间．进 3株 1vⅣ 毒 

株可以认定为在中国广东地区存在的一种 rⅣ 新基因亚型。 

3 讨论 

Okamoto等已克隆 rⅣ ．全基因组长 3739个核苷酸。它与某些动物单链病毒如细小病 

毒 19相近似．然而．目前仍不确定该病毒属于病毒的哪一科”1。 

目前认为 1_Iv 有 2个基因型，4个基因亚型ll】。 日本学者将分离的 78株 1_Iv 的部分序 

列据其异源性大于 30％分为两个基因型：G1组 76株，G2组 2株。G1组据组 内差异 11％一 

15％又分为两 亚型．即：G1a．包括 22、TA278及 另 50株，亚型 间的序 列同源性 为 93．3— 

100％；和 G1b(24株)，亚塑问的序列同源性 为 93．5—100％。G2组问的 2毒株间相差 l4％， 

分别为 G2a和 G2b⋯。国内已报告的结果扩增的部分病毒基因组来 自于第一开放阅读框 ．与 

日本株相应位置的核苷酸同源性在 97％以上．均属同一亚型的不 同分离株 ’ 。本文用 PCR 

扩增同一位置 1vrv基因组．发现本组病倒中 15株 1vrV毒株同的同源性在 66．8％到 99．3％ 

之间，与TTv日本株(序列号 AB008394)比较同源性在 66．1％到 97．4％之间，分析结果显示 

在我国不仅有国外已报告的不同基因亚型毒株存在，而且，从献血员 58、79、84分离的 3株毒 

株与 日本株 G1组和 G2组的异源性分别达到 33．2％和 l3．3％，可以认定为一新的 rⅣ 基因 

亚型。 

目前国内外有关研究的文献集中在用 PCR进行的一般流行病学调查和个别的 TTv全序 

列分析[z-6l。进一步对该病毒基因型分 子流行病学调查，将可能揭示这一病毒基因型分布规 

律与临床疾病谱和病毒传播途径等关系。 
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卜 ĉ一 一 -kC&-T-—_c TC-G---A-A — -̂_— — t AGC--C-- 一 

一  一 一 — — —̂_c— t 
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Genotyping and Sequencing analysis of 15 strains of 

TT Virus from Chinese isolates 

WEN shu-juan．HUANG Zheng—hue．CHEN Qun et al 

(GeneticCe~ter．NanfangHosl~tat，Guang-．,／wu 510515．China) 

Abstract：Recently． a hovel virus named TT Virus has been identified  in serum from patients 

with elevated  ALT levels and others．TTV was detected  by PCR using a set of primers from con— 

served  region in the TTV genome．cloning  an d sequencing of the amplifications in 15 cases of Chi— 

ilef；e blood donors and dialysis patients were carrited OUt．Sequenca comparison witlain 271 base 

pa irs in the region between positions 1915 and 2185 showed homology rates varying  from 66 8％ 

to 99．3％ among15 Chineseisolates．and from 66．1％ to 97．4％ between Chinese strainsan d 

TⅣ isolates from Japanese isolates sequenced ．This result suggests that a new sub-genotype ex— 

istes in ChiI1eseTTV isolates． 

Key words：Blood donorI Hepa titis，TTv，Geno typa  
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