
第 5 卷第 3 期
2003 年 6 月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志

Chin J Contemp Pediatr
Vol. 5 No. 3
J un. 2003

[收稿日期 ] 　2002 - 09 - 12 ; 　[修回日期 ] 　2003 - 01 - 17
[作者简介 ] 　周晓光 (1961 - ) ,男 ,硕士 ,副主任医师。主攻方向 :围产新生儿学。
[通讯作者 ] 　周晓光 ,广州市昌岗东路 250 号广州医学院附二院新生儿科 ,邮编 :510260。

·论著·

母婴输血传播病毒感染及垂直传播的
分子流行病学研究

周晓光1 ,肖昕2 ,朱宁湖3 ,熊爱华2 ,陈新2 ,肖小敏2 ,周伯平4 ,徐六妹4

(11 广州医学院附二院新生儿科 ,广东 广州 　510260 ; 　21 暨南大学附一院围产医学中心 ,广东 广州 　510632 ; 　

31 广东省妇幼保健院产科 ,广东 广州 　510010 ; 　41 深圳市肝病研究所 ,广东 深圳 　518020)

　　[摘 　要 ] 　目的 　探讨孕产妇输血传播病毒 ( TTV) 感染情况及其母婴传播途径。方法 　采用巢式聚合酶链

反应 (n2PCR)技术对广州市 490 例孕产妇静脉血及其新生儿脐血标本进行 TTV DNA 扩增 ,并对 8 例孕产妇静脉

血及新生儿脐血 TTV DNA 均阳性的 PCR 产物进行克隆和测序。结果 　87 例孕产妇静脉血及 12 例新生儿脐血

检测出 TTV DNA ,孕产妇 TTV DNA 阳性率为 17. 8 % ,母婴垂直传播率为 13. 8 %。TTV 广州分离株核苷酸序列

与日本株的同源性为 85. 3 %～98. 2 %。结论 　孕产妇 TTV 感染率较高 , TTV 可经胎盘传递给胎儿而引起感染。

[中国当代儿科杂志 ,2003 , 5 (3) : 219 - 222 ]
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　　Abstract :　Objective 　To study the incidence of transfusion transmitted virus ( TTV) infection in pregnant women

and the route of TTV infection. Methods 　TTV DNA was detected by nested polymerase chain reaction ( n2PCR)

technique in serum of 490 pregnant women and in umbilical blood of their infants in Guangzhou City. PCR products from

the 8 women and their infants with positive TTV DNA were cloned and sequenced. Results 　The positive TTV DNA

occurred in 87 mothers ( 17. 8 %) and 12 babies born to them , with 13. 8 % of incidence of mother2to2infant

transmission. The homology of nucleotide sequence of TTV isolates from Guangzhou of China and from Japan was 85. 3 %

- 98. 2 %. Conclusions　There is a high incidence of TTV infection in pregant women. TTV can be transmitted via

placenta (vertical transmission) . [ Chin J Contemp Pediatr , 2003 , 5( 3) : 219 - 222]

　　Key words :　Hepatitis virus ; Disease transmission , vertical ; Polymerase chain reaction

　　1997 年 Nishizawa 等[1 ]从 1 例输血后肝炎病人

血清中分离到一种新的肝炎相关病毒基因 ,由于与

输血有关 ,故暂命名为输血传播病毒 ( t ransfusion

transmitted virus , TTV) 。初步研究表明 TTV 为一

种单股 DNA 病毒 ,主要经血传播。1998 年周伯平

等[2 ]研究证实 TTV 感染在我国存在。随后 ,我们

即开展了 TTV 母婴感染及垂直传播的研究 ,并作

了初步报道[3 ] 。为进一步探讨 TTV 母婴垂直传

播 ,我们采用巢式聚合酶链反应 ( n2PCR) 对广州市

490 例孕产妇静脉血及其新生儿脐血标本进行了

TTV DNA 检测 ,并对其中 8 例母婴配对血清标本

TTV DNA 均阳性的血清 PCR 产物进行分子克隆

与测序 ,现将结果报道如下。
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1 　对象和方法

1 . 1 　研究对象

选择 1999 年 8 月～2000 年 10 月在广州市两

家三级甲等医院产科住院分娩的 490 例孕产妇及其

新生儿为研究对象。所有孕产妇妊娠期间均健康 ,

无输血、吸毒史 ,无肝病及其他慢性疾病史。在妊娠

中期常规检测肝功能和乙肝两对半 ,其肝功能未发

现异常 ,但有 74 例孕妇 HBsAg 阳性 ,系乙肝病毒

( HBV)健康携带者。

1 . 2 　方法

1. 2. 1 　血标本的收集 　采用经高压灭菌处理的一

次性带盖试管 ,于临产 12 h 内采孕妇静脉血 5 ml ;

新生儿娩出后立即留取脐血 5 ml ,严格避免母血污

染。标本不抗凝 ,分离出的血清置 - 70 ℃保存 ,直至

同一批检测。

1. 2. 2 　引物设计 　根据 Okamoto 等[4 ]报道的 TTV

基因序列 ,用 Goldkey 软件 ,在 TTV ORF1 保守区

设计两对套式引物 ,委托上海 Sangon 生物工程公司

合成。引物序列 : T1 5’2ACA G ACA GA GGA GAA G2
GCAAC23’、T2 5’2GGA TACCTA TTA GCTCTCA T2
3’; T3 5’2AACA TGTTG TGGA TA GACT2GG23’、

T4 5’2CCTGGCA TTTTACCA TTTCCA23’。其中

T1 与 T2 为外引物 , T3 与 T4 为内引物 ,扩增产物长

度为 272 bp。

1. 2. 3 　TTV DNA 的检测 　采用蛋白酶 K法提取

血清中的 TTV DNA (模板) ,应用套式 PCR (nested

PCR)两次扩增血清 TTV DNA。第 1 次 PCR 体系

中含引物 T1 20 pmol/ L , T2 2 mmol/ L ,dN T Ps 3μl ,

Taq 酶 2 U ,10 ×缓冲碱 3μl ,加入 TTV DNA 模板

后反应总体积为 30μl。用石蜡油封顶后置 PCR 扩

增仪 (美国 MJ Research INS 公司产品) 进行第 1 次

扩增 ,循环条件和次数为 :94 ℃变性 40 s、56 ℃退火

35 s 和 72 ℃延伸 42 s ,共 30 个循环。第 2 次 PCR

体系中含引物 T3 20 pmol/ L , T4 2 mmol/ L ,dN TPs

3μl , Taq 酶 2U ,10 ×缓冲碱 3μl ,第 1 次 TTV DNA

扩增产物 2μl ,反应总体积为 30μl。循环条件和次

数为 :94 ℃变性 40 s、56 ℃退火 35 s 和 72 ℃延伸 42 s

(最后一次循环 72 ℃延伸 7 min) ,共 30 个循环。第

2 次 PCR 产物经 1. 2 %琼脂糖凝胶电泳、溴乙啶染

色 ,紫外灯下观察结果 ,出现 272 bp 扩增带者为阳

性。所有血清标本均按上述方法重复测试两次。

1. 2. 4 　PCR 产物的分子克隆与测序 　取第 2 次

PCR 产物 ,用低溶点琼脂糖凝胶电泳纯化回收 ,然

后用 Klenow 酶补平 ,再用 T4 DNA 连接酶将其与经

Sma I 酶切后的载体 pUC18 连接 ,转化大肠杆菌

DH5α菌 ,挑白斑筛选阳性克隆。用碱裂解/ PEG沉

淀法提取质粒 ,采用通用引物 ,经荧光自动测序仪

(Applied Biosystems ,373A)进行双向测序。

2 　结果

2 . 1 　PCR 产物的电泳结果

分别对第 1 次与第 2 次 PCR 产物进行电泳 ,阳

性标本的第 2 次扩增产物可见 272 bp 的 DNA 带 ,

与预期大小一致 (图 1) ,但第 1 次 PCR 扩增产物则

未见 DNA 带。提示阳性血清标本中 TTV DNA 含

量较少 ,经一次 PCR 扩增不足以检出。

图 1 　TTV DNA 的 PCR 产物电泳图

　　1 ,3 ,5 :阳性标本 (272 bp) ;2 ,4 :阴性标本 ; 6 :DNA 分子量标准

(100 bp DNA ladder)

Figure 1 　Electrophoresis of nested PCR products of TTV DNA

　　1 , 3 , 5 : Positive samples (272 bp) ; 2 , 4 : Negative samples. 6 :

PCR Marker (100 bp DNA ladder)

2 . 2 　孕产妇静脉血及新生儿脐血 TTV DNA 检测

结果

在 490 例孕产妇静脉血标本中 , 87 例检测出

TTV DNA , TTV DNA 阳性率为 17. 8 % (87/ 490) ;

在 490 例新生儿脐血标本中 , 12 例检测出 TTV

DNA ,脐血 TTV DNA 阳性率为 2. 4 %(12/ 490) ;脐

血 TTV DNA 阳性的 12 例新生儿 ,其母亲静脉血

TTV DNA 亦全部阳性 ,母婴垂直传播率为 13. 8 %

(12/ 87) 。

2 . 3 　PCR 产物的克隆及序列测定结果

对 8 例孕产妇静脉血及新生儿脐血 TTV DNA

均阳性的血清 PCR 产物克隆的测序结果表明 ,其核
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苷酸序列与 Okamoto 等[4 ]报道的 TTV N22 克隆的 同源性为 85. 3 %～98. 2 % ,见图 2。

图 2 　TTV 广州分离株 ORF1 部分基因测序结果

N22 : TTV 日本分离株 ; GZ1～8 : TTV 广州分离株

Figur 2 　The nucleotide sequence of ORF1 region of TTV isolates from Guangzhou of China

N22 : Japanese TTV isolate reported by Okamoto. GZ1 - 8 : Guangzhou TTV isolates
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3 　讨论

　　自从日本学者 Nishizawa 等于 1997 年首先报

道 TTV 以来 ,国内外对 TTV 感染的研究不断增

多。研究表明 , TTV 与已知的动物单股 DNA 病毒

相似的有圆环副链 DNA 病毒 (圆环病毒科如鸡贫

血病毒) ,线状细小病毒科 (如人细小病毒 HPV

B19 ,腺联病毒 AAV) 。TTV 是一个无包膜的单股

DNA 病毒 ,可能属于细小病毒科。目前已测定的

TTV 基因序列长约 3. 7 kb ,含有 ORF1 与 ORF2 两

个开放读码框 ,分别编码 770 与 202 个氨基酸。我

们对 8 例孕产妇静脉血及新生儿脐血 TTV DNA 均

阳性的血清 PCR 产物进行分子克隆与测序 ,结果表

明其核苷酸序列与 Okamoto 等[4 ]报道的 TTV N22

克隆的同源性为 85. 3 %～98. 2 % ,表明该 PCR 产

物属 TTV 的特异性序列。

TTV 在各种人群中分布极为广泛 ,在肝炎患

者、静脉注射毒品者、血液透析、器官移植和血友病

患者等高危人群中 TTV 感染率很高[1 ,5 ,6 ] ,在健康

人群中也有 TTV 感染存在 ,如英国的一般人群的

感染率为 10 % ,日本为 12 %左右 ,中国华南地区为

7. 8 %[3 ,4 ] 。孕妇作为一般人群的一部分 ,理论上也

应有不低的 TTV 感染率。Gerner 等[7 ]报道孕产妇

TTV 感染率为 41. 3 % ; Saback 等[8 ]报道孕妇 TTV

感染率为 35 %。陈慧等[9 ]检测 60 例健康孕产妇 ,

TTV 感染率为 28. 3 % (17/ 60) 。我们对 490 例孕

产妇静脉血 TTV DNA 进行检测 , TTV DNA 阳性

87 例 , TTV DNA 阳性率为17. 8 % ,低于上述报道

结果。

关于 TTV 母婴垂直传播的途径 ,目前存在不

同的看法。Gerner 等[7 ]检测了 138 例孕产妇静脉

血 TTV DNA ,其中 51 例阳性 ,同时脐血 TTV DNA

阳性者 19 例 ,母婴垂直传播率为 33. 3 % , 提示

TTV 可经胎盘传播。Saback 等[8 ]在 105 例临产孕

妇静脉血中检测出 TTV DNA 37 例 ,脐血检测出

TTV DNA 7 例 ,母婴垂直传播率 18. 9 % ,也认为经

胎盘传播是 TTV 母婴传播的主要途径。而陈慧

等[9 ]对 60 例健康孕产妇进行 TTV 检测 ,其中 11 例

TTV 阳性 ,胎儿脐血 TTV 均为阴性 ,故认为 TTV

不能通过胎盘屏障 ,母婴间不存在垂直传播。得出

这个结论可能与其样本量小有关。本文对 490 例孕

产妇静脉血和脐血标本进行检测 ,静脉血 TTV

DNA 阳性 87 例 ,其中 12 例静脉血和脐血 TTV

DNA 均阳性 ,母婴垂直传播率为 13. 8 % ,结果说明

TTV 可以通过胎盘屏障而进入胎儿血液 ,属血源性

母婴垂直传播。但 TTV 是否存在细胞源性母婴垂

直传播 ,即 TTV 先感染胎盘的组织细胞 ,再经过

“细胞转移”至胎儿血液 ,最后引起胎儿感染 ,尚不清

楚。我们正在应用免疫组化和原位杂交技术对胎盘

组织 TTV 感染情况进行分子病理学研究 ,以探讨

TTV 母婴垂直传播的机制。
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