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TTV 部分传播途径的初步研究及西安地区 TTV部分片段测序分析

傅恩清1 ,陈立珍2 ,白雪帆3 ,潘　蕾3 ,李光玉3 ,周永兴3 ,扬为松3　　(第四军医大学唐都医院:1 呼吸内科;3 感染病科;西
安 710038;2 安徽省全椒县妇幼保健站 , 全椒 239500)

　　提　要:目的　研究输血传播肝炎病毒(TTV)有否直接垂直传播途径及尿液传播的可能性 , 初步了解西安地区 TTV 结构部分

特点。方法　参照文献[ 1] 在 TTV DNA ORF1 区设计一套套式 PCR引物 , 建立 TTV DNA 套式 PCR检测方法 , 对 16 例血清检测 TTV

DNA阳性的患者尿液做了TTV DNA 检测 ,对 52 例正常顺产孕妇血清及其婴儿脐带血同时检测TTV DNA;并且对西安地区 1 例原因

不明而 TTV 阳性肝炎患者的TTV套式 PCR扩增终产物纯化直接测序。结果　16例血清检测 TTV DNA阳性的患者尿液TTV DNA 检

测未发现 1例阳性;在 52例顺产妇外周血中 , 9 例 TTV DNA阳性 TTV 基因检测阳性率为 17.3%(9/ 52);而新生儿脐带血 TTV基因

检测阳性率为 7.7%(4/52);其中 , 母子同时 TTV DNA阳性 2 例 ,单纯母亲血 TTV DNA 阳性 7例;单纯婴儿脐带血 TTV DNA 阳性 2

例。直接测序法测序 ,测得的 143bp序列用 DNAsis 分析软件中国 1株(BDH1)序列比较 , 二者同源性为 65.0%, 差异率为 35.0%(>

30%)。结论　TTV可能不能通过尿液传播 , 但能经胎盘直接垂直传播 , 西安地区TTV 流行毒株可能存在新的 TTV 基因型。
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Preliminary study on partial transmitted routes of TTV and sequence analysis of part of

TTV genome in Xi' an region
FU En-qing , CHEN Li-zhen;BAI Xue-fan , PAN Lei , LI Guang-yu , ZHOU Yong-xing , YANG Wei-song(Department of Respiratory Diseases , Tangdu
Hospital , Fourth Mi litary Medical University , Xi' an 710038, China)

　　Abstract:Objective　To investigate whether transfusion transmitted virus (TTV)transmites through maternal-infant way and through unrine

and study the molecular speciality of TTV DNA in Xi' an region.Methods　A nested polymerase chain reaction(PCR)assay with 2 pairs of primers

complemented to OFR1 of TTV genome was established to detect TTV DNA in urine samples from 16 hepatitis patients whose sera were TTV DNA

positive and in the serum samples from 52 normal pregnant women and their children' s umbilical cords.A target fragment in the agarose was cut

down and the amplified product was purified and sequenced directly , then the data were analyzed with DNAsis program with computer.Results　The

16 urine samples were all TTV DNA negative.TTV DNA was detected in 9 pregnant women' s sera and in their 4 children' s umbilical cord blood.

Two pregnant women and their children were TTV DNA positive together.Two children were TTV DNA positive while their mothers were TTV DNA

negative.Seven pregnant women were TTV DNA positive while their children were TTV DNA negative.The partial TTV DNA fragment of 143 bp was

detected.Compared with complete sequence of BDH1 with DNAsis program , it was found that homology between BDH1 and partial sequence of TTV

in Xi' an was 65%.Conclusion　TTV may transmit through placental barrier directly and may not transmit through urine.Sequencing results sug-

gest that the new genotype of TTV may exist in Xi' an region.
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　　国内外对输血传播肝炎病毒(Transfusion transmit-
ted virus ,TTV)传播途径的研究很多 ,但是 ,TTV的传播
途径仍然不十分明确 ,本研究通过血清与尿液对比研
究及正常孕妇与其胎儿脐带血对比研究探讨 TTV 尿

液与母胎垂直传播的可能性。

1　材料与方法

1.1　病例与临床资料
　　安徽省全椒地区 1998 年 12 月至 2000 年 5 月全椒县妇幼

保健站就诊的正常妊娠并正常分娩的产妇共 52 例 , 平均年龄
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为(25.5±1.9)岁 , 分别取外周血及其所产新生儿脐带血备检。

新生儿性别为男 27例 , 女 25例。产前采产妇血 , 产后立即抽取

脐带血保留 ,量约 2 ml置于玻璃试管中 ,离心(20×g , 10 min)分
离血清 , -20 ℃保存待检。取血清或血浆 20μl , 置于 Eppendorf

管中 ,加入 20 μl(等体积)的裂解液 ,置沸水中加热 10 min ,高速

离心(80×g , 10 min),取上清备用。

1.2　尿液处理
　　对 16例血清 TTV阳性患者 , 男 10 例 ,女 6 例 , 急性乙型肝

炎4 例 ,慢性乙型肝炎 7 例 , 丙型肝炎 3 例 , 非甲-戊型肝炎 2

例 ,年龄(35.2±3.2)岁 , 立即留取尿样 2 ml , 取 100μl高速(80

×g , 10 min)离心 ,取上清 20 μl加等体积裂解液 20 μl , 煮沸 10

min ,再高速(80×g , 10 min)离心 ,留上清待检。

1.3　PCR扩增法
　　参照文献[ 1] 报道的引物序列设计 TTV DNA 检测的引物 ,

由西安美联公司合成 , 见表 1。 Taq DNA 聚合酶 , 2.5 mmol/ L
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dNTPs , DNA 分子量标准为华美公司生产 , QIAEX Ⅱ PCR产物

纯化试剂盒为德国 QIAGEN公司生产 , 琼脂糖由上海东海制药

厂生产 , PCR扩增仪为美国PE 公司生产的PE 2400型 PCR扩增

仪 , DNA 全自动测序仪有美国 ABI公司生产。 第 1 次取标本离

心上清2 μl做DNA模板 , 第2 轮以第1 轮产物 2μl做模板 , 2 次

PCR反应体积均为 15 μl , 含 2.5 mmol·L-1 dNTPs 1 μl , 2.5 μmol·

L-1浓度引物各 1 μl(第 1 轮为两外引物 ,第 2 轮为两内引物),

Taq 酶 1.5 U, 105Taq 酶 buffer 1.5μl。以 PE-2400型 PCR仪自动

循环 ,均按下列参数循环:94 ℃30 s , 56 ℃ 30 s , 72 ℃ 30 s , 共35

个循环。开始循环前 94 ℃预变性 5 min ,最后 72 ℃延伸5 min。

PCR终产物经 15 g·L-1琼脂糖凝胶电泳 , 溴化乙锭染色 , 紫外

线检测仪观察结果。当观察到 197 bp 的扩增 DNA 条带时判为

TTV DNA 检出阳性 , 见图 1。每次检测均设阳性与阴性对照。

对1 例非甲-戊型肝炎患者血清检测扩增的 TTV DNA 的靶片段

进行了硷基序列的直接测定 , 从低熔点凝胶中切下阳性条带 ,

用QIAEX纯化试剂盒按说明步骤进行纯化 ,送我校中心实验室

以自带引物直接测序法测序 , 内引物预计靶基因全长为 197

bp ,见表 1。

表 1　TTV DNA 套式 PCR扩增引物序列

Tab 1　Sequences of primers of nested-PCR for TTV DNA

Name Squence and position of primers Polarity Role

TTV01 5′-GCAGCAGCATATGGATATGT-3′nt2 008-2 027 positive 5′-end external primer

TTV02 5′-TGACTGTGCTAAAGCCTCTA-3′nt2 258-2 277 negative 3′-end external primer

TTV03 5′-CATACACATGAATGCCAGGC-3′nt2 061-2 080 positive 5′-end inner primer

TTV04 5′-GTACTTCTTGCTGGTGAAAT-3′nt2 237-2 256 negative 3′-end inner primer

　　引物合成后以无离子水稀释至 2.5 mmol/ L的应用浓度。

2　结果

　　16 例血清检测 TTV DNA 阳性的患者尿液做了 TTV DNA 检

测 ,未发现 1 例阳性。 52 例正常顺产孕妇及其婴儿脐带血的

TTV DNA检测显示 , 52 例正常产妇 TTV 阳性 9 例 , 阳性率为

17.3%;而 52 例新生儿脐带血 4 例 TTV 阳性 , 其中 2 例母亲与

胎儿均 TTV 阳性 , 2 例单纯胎儿TTV 阳性。

　　对 1例非甲-戊型肝炎患者血清检测扩增的 TTV DNA的靶

片段进行了硷基序列的直接测定 ,测得 143bp 长片段 , 测序结果

与王海涛在GenBank注册 BDH1序列比较结果 , 见图 1、2。两者

同源性为 65.0%, 差异率为 35.0%(>30%), 位置与预计相符 ,

见图 1、2。

图 1　TTV-DNA检测电泳图

Fig 1　Electrophoresis of amplified products with nested-PCR

DNASIS 65.0% identity in 143 bp overlap
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图 2　扩增的 TTV DNA 序列(143bp)与 BDH1株相应序列的同源性比较

Fig 2　Comparison on homology of the sequence(143 bp)of TTV DNA in

Xi' an region and the counterpart sequence of BDH1 with DNAsis

3　讨论

　　TTV 发现于输血后肝炎 ,Okamoto 等[ 2]研究认为
TTV具有输血传播的特点 ,大量流行病学调查也显示
TTV在有血液制品密切接触人群如静脉吸毒人群 、有
偿献血员 、血液透析人群等的感染率较高;Pisani 等[ 3]

对来自不同国家血浆与血液制品中 TTV 的流行状况

进行研究发现 , 10 份免疫球蛋白 、21份白蛋白样品中
TTV DNA均为阴性 , Ⅷ因子中 80%(4/5)TTV 阳性 ,肌
肉注射用免疫球蛋白 40%(4/10)TTV阳性 ,采集的血
浆中 70%TTV阳性 ,提示血液制品可能作为 TTV的传

播媒介。Utsunoniya 等
[ 4]
研究发现血液透析患者 TTV

DNA阳性率 51.3%(59/115), 健康献血员为 16.5%
(15/91),无输血史与有输血史者 TTV DNA 阳性率分

别为 51.6%及 51.2%,两者无统计学差异 ,提示 TTV

有输血以外的传播途径 。Matusumoto 等[ 5]通过对一组

患者输血前后 TTV感染状况的对比研究证实 ,TTV可
经输血传播 。骆抗先[ 6] 研究发现 ,TTV可经消化道传
播。Saback等[ 7]对一组甲型肝炎的研究提示 ,TTV 可
经粪口传播;Ross等

[ 8]
从 8例血清 TTV阳性患者的粪

便中检出 4例TTV阳性 ,但滴度极低;同时呕吐液中 5

例阳性 ,尿中无 1例阳性 ,说明 TTV 可经消化道传播 ,
但可能不能经尿液传播 。我们对 16例血清 TTV DNA

阳性患者 ,尿液检测 TTV DNA 均为阴性 , 同样支持
TTV不能通过尿液传播的研究结果。 Inaba 等[ 9]对日
本36例TTV阳性健康孕妇及其顺产婴儿研究发现 ,婴
儿TTV阳性率随母乳喂养时间延长而增加 ,说明其有
母婴垂直传播可能 ,但是 ,并未说明 TTV 直接经胎盘

传播。我们对 52 例顺产孕妇与婴儿脐带血对比 TTV

DNA检测 , 52 例正常产妇 TTV 阳性 9 例 ,阳性率为
17.3%,提示安徽地区正常妇女中存在 TTV感染 ,其阳
性率与西安地区有偿献血员 TTV 感染阳性率相

当[ 10 ,11] ,张瑞[ 12]的研究也得出 TTV 存在其他传播途

径的可能性;而 52例新生儿脐带血 4例 TTV阳性 ,其
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中 ,2例母亲与胎儿均TTV阳性 ,2例单纯胎儿 TTV阳

性。由于母亲血与胎儿血仅通过胎盘屏障实现物质互
换 ,因此提示 TTV 可通过胎盘直接实现母婴垂直传

播 ,即 TTV 可通过胎盘屏障;然而 , 两例单纯母亲血
TTV DNA阳性 ,其婴儿血 TTV DNA阴性 ,提示 ,并非所
有的 TTV感染母亲均会实现 TTV 的垂直传播 ,胎盘屏
障对 TTV 可能同样会有屏障作用;2 例单纯婴儿血
TTV DNA阳性 ,存在两种可能:其一 , 母亲在实现了
TTV垂直传播后自身清除了 TTV而转为阴性 ,TTV的
自身免疫清除作用 , 文献[ 13] 有报道;另一方面提示
TTV可能通过其它途径实现其垂直传播 ,如产道传播。
　　对 1例扩增的 TTV DNA的靶片段进行了碱基序

列的直接测定 ,由于该测序法两端部分序列不能完全
测出 ,实际测得完整片段长度为143 bp ,两端有个别碱
基未能测出 ,用 DNAsis分析软件与GEN BANK注册申

报的 BDH1 毒株序列比较 ,同源性为 65.0%, 差异率
35.0%(>30%),推测西安 TTV毒株全基因组序列可

能与国内其它地区的流行株有较大的差异 ,可能存在
新的 TTV 基因型;Okamoto 等[ 14] 对报道的众多 TTV

DNA序列进行同源性比较 ,发现基因变异性极高 ,达
52%,以变异率大于 30%为度 ,将 TTV至少分为 16个

基因型 。我国学者
[ 15]
及 Ball 等

[ 16]
研究也同样发现

TTV极高的基因变异性 。因此 ,西安地区存在新的基
因型是完全可能的。测序片段位置也与预设计引物时
位置相符 ,提示我们检测 TTV方法的确实可靠性。
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　　(上接 731页)
至超选择性远侧回肠动脉造影[ 4]可显示持久存在的肠卵黄管

动脉(Vitellointestional artery),提示 Meckel' s 憩室的存在。 ③小

肠钡剂灌注造影和结肠镜检查回肠末段 ,对发现Meckel' s 憩室

有一定的帮助[ 3 , 6] 。 ④近年来有报道经腹腔镜下行Meckel' s 憩

室的诊断与治疗。

2.2　治疗
　　对于术前已经确诊为Meckel' s 憩室炎的病人 , 应行手术治

疗。但绝大多数 Meckel' s 憩室炎病人 , 术前诊为“急性阑尾

炎” ,术中探查才发现为 Meckel' s 憩室炎 , 同样需行手术切除。

有其它并发症的Meckel' s 憩室或 Meckel' s 憩室肿瘤也应当手

术治疗。

　　发现Meckel' s 憩室可行憩室切除或行含憩室的肠段切除 、

吻合术[ 1] ,究竟如何选择 , 原则上视憩室基底的大小 、病变程度

邻近肠管的病变而定。我们认为 , 对于憩室基底小于肠腔直

径 、病变轻者可采用单纯憩室切除术;如憩室基底等于及在于

肠腔直径 、基底部穿孔 、病变累及肠壁或疑有憩室肿瘤者则行

含憩室的肠切除 、肠对端吻合术。

　　关键词:Meckel' s 憩室炎;阑尾炎;误诊

　　中图法分类号:R656.7　　　文献标识码:B
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