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Abstract
AIM: To develop a suitable proliferative cell 
culture system for chronic gastritis-related tiny 
virus, and to identify the type of this virus. 

METHODS: The gastric adenocarcinoma cell 
line SGC-7901 was used to culture the tiny virus, 
and cells were observed by inverted microscopy 
and transmission electron microscopy (TEM). 
The primers for transfusion transmitted virus 
(TTV) and human parvovirus B19 were used to 
amplify DNA from the tiny virus. 

RESULTS: After three blind passages in 
SGC-7901 cells, the tiny virus could proliferate 
in vitro and produce obvious CPE. TEM analysis 
showed that TTV was distributed in the nucleus 
and cytoplasm. The virions were globular, ap-
proximately 20 nm in size. PCR analysis showed 

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2013年7月28日; 21(21): 2091-2095
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

人慢性胃炎相关TTV病毒的体外培养与鉴定 

张 娜, 刘学芳, 李建国

®

■背景资料
输 血 传 播 病
毒 ( t r a n s f u s i o n 
transmitted virus, 
TTV), 1997年, 由
日本学者首次报
道, 认为是一种与
输血后肝炎相关
的病原, 现在世界
范围内流行, 在健
康人群中具有较
高的感染率, 但发
病率较低, 临床表
现为非甲-庚型肝
炎, 近期TTV病毒
DNA也在胃肠炎
患者的血清和粪
便中相继检出, 证
实其存在粪口传
播的途径, 临床上
表现与胃肠炎的
相关性. 

that the tiny virus specimens were TTV DNA 
amplification-positive.  

CONCLUSION: SGC-7901 cells can be used as a 
proliferation system for tiny virus. The tiny vi-
rus and TTV virus belong to the same genus. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 建立适合慢性胃炎相关微小病毒增殖
的细胞培养体系, 并鉴定该病毒的类型. 

方法: 制备人胃腺癌SGC-7901传代细胞, 对微
小病毒进行传代培养, 并使用倒置显微镜和
透射电镜观察; 使用输血传播病毒(transfusion 
transmitted virus, TTV)病毒、人细小病毒B19
引物扩增微小病毒模板DNA. 

结果: 盲传3代后, 微小病毒即可在SGC-7901
细胞上传代增殖, 并产生明显的细胞病变; 透
射电镜结果显示, 微小病毒在细胞核和胞质
内均有分布, 病毒呈球形, 直径20 nm左右; 
PCR结果显示, 微小病毒标本显示为TTV病毒
DNA阳性.  

结论: SGC-7901细胞可以作为微小病毒体外
增殖培养体系, 微小病毒属于TTV病毒科成员. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 本试验在慢性胃炎患者的组织标本中

检测到输血传播病毒(transfusion transmitted virus, 
TTV)病毒核酸, 证实了TTV病毒可以在人胃黏膜

■同行评议者
马欣 ,  主任医师 , 
甘肃省人民医院
消化科
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■研发前沿
TTV病毒的感染
与人类疾病的联
系 ,  一 直 是 学 者
们争论的重点内
容, 尽管TTV病毒
感染在肝病中的
作用仍然存在争
论, 但是TTV病毒
最早是一种新型
肝炎病毒的候选
病毒. 自TTV在首
次在各类肝炎患
者中被确诊以来, 
之后在肝癌、传
染性胃肠炎、女
性 生 殖 系 统 疾
病、输血性传播
疾病以及结肠癌
等多种疾病患者
中均检测到TTV
病毒的高感染率, 
使其成为值得我
们关注一种病原.

层细胞进行定殖, 使用人胃腺癌SGC-7901传代细

胞成功增殖了该病毒, 建立了该病毒的体外培养

体系, 使用电子显微镜技术在受感染细胞中成功

观察到TTV子代病毒.
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0  引言

2008-07河南中医学院教授李建国等从慢性浅

表性胃炎、慢性萎缩性胃炎和胃腺癌患者胃

黏膜上皮细胞中观察到一种微小病毒感染(暂
名为微小病毒), 初步研究显示, 该病毒直径较

小(22.18-22.63 nm), 在细胞浆和细胞核内均可

复制, 形态学表现不同于人类非洲淋巴细胞瘤

病毒(Epstein-Barr virus, EBV)、人乳头瘤病毒

(human papilloma virus, HPV)、乙型肝炎病毒

(hepatitis B virus, HBV)以及人类免疫缺陷综合

症病毒(human immunodeficiency virus, HIV)病
毒[1]. 为了确定该病原, 我们采用人细小病毒B19
和输血传播病毒(transfusion transmitted virus, 
TTV)的引物进行检测, 同时将病料同步接种于

人胃腺癌细胞进行病毒培养, 为进一步的研究

提供病毒培养手段. 

1  材料和方法

1.1 材料 微小病毒组织标本由河南中医学院

病理实验中心在液氮中保存 .  人胃腺癌细胞

SGC-7901, 由河南中医学院细胞培养室液氮保

存. 细胞DNA抽提试剂盒购自百泰克; PCR反应

试剂盒购自天根生物; MEM培养液购自GIBCO; 
胎牛血清购自民海血清; 胰酶购自索来宝生物; 
引物合成由Invitrogen公司完成, 引物序列如下: 
引物1(TTV病毒)上游引物: 5'-GCT ACG TCA 
CTA ACC ACG TG-3'; 下游引物: 5'-CTB CGG 
TGT GTA AAC TCA CC-3')[2]; 引物2(人细小病毒

B19)上游引物: 5'-ATA AAT CCA TAT ACT CAT 
T-3'; 下游引物: 5'-CTA AAG TAT CCT GAC CTT 
G-3')[3]. 
1.2 方法

1.2.1 样品制备: 用灭菌的磷酸盐缓冲液(PBS)
分别将病料清洗干净, 剪碎, 按1∶5(W/V)的比

例加入pH 7.4的PBS进行研磨, 充分混匀, 反复

冻融3次后, 再加入青霉素1000 U/mL, 链霉素 
1000 μg/mL. 置4 ℃冰箱过夜, 翌日5000 r/min离

心20 min, 吸取上清液, 无菌检验合格后, 备用. 
1.2.2 病毒接种与培养: 将长满单层传代细胞, 
用少量PBS液洗涤两次, 取上述病料接种细胞, 
接毒量与维持液的比例为1∶5-1∶10, 置37 ℃ 
5%CO2细胞培养箱中吸附1 h, 再加入维持液(含
2%犊牛血清的MEM营养液), 同时设正常对照

细胞. 置37 ℃培养, 逐日在镜下观察, 若无细胞

病变(cytopathic effect, CPE), 培养5 d收获进行盲

传, 若出现细胞病变, 当出现80%细胞病变时收

获, 连续传至第8代, 同时设未接毒细胞作为对

照[4]. 
1.2.3 透射电镜观察: 当CPE达80%时收集细胞

毒, 将细胞从细胞瓶中轻轻刮下, 4 ℃ 3000 r/min
离心10 min, 取出细胞团, 包埋于2%的低熔点琼

脂糖内, 按照文献方法进行电镜样品制备, 步骤

如下: (1)固定: 将细胞团浸入25 mL/L戊二醛溶

液中, 4 ℃固定2 h以上; (2)洗涤: 将细胞团取出

使用磷酸盐缓冲液洗涤3次, 每次15 min; (3)后
固定: 将细胞团浸入20 mL/L锇酸溶液中, 4 ℃固

定2 h; (4)洗涤: 将细胞团取出使用磷酸盐缓冲液

洗涤3次, 每次15 min; (5)脱水: 依次使用30%丙

酮、50%丙酮、70%(加醋酸铀)丙酮、80%丙酮

对细胞样品脱水, 每次5 min; (6)置换、浸透和

包埋: 将细胞团包埋入环氧树脂中; (7)切片和染

色: 细胞样品切片, 厚度为80 nm左右, 使用醋酸

铀和柠檬酸铅双染. 细胞样品制备完毕后, 使用

奥林巴斯透射电镜进行观察. 
1.2.4 PCR鉴定: 取制备的病毒样品, 按照DNA抽

提试剂盒的步骤提取总DNA, 分别使用2对引物

进行PCR反应, 反应体系为20 μL, 其中含上、下

游引物各0.2 μmol/L、DNA模板5 μL, PCR mix 
10 μL, 加水至20 μL, 瞬时离心. 引物1反应条件[2]: 
95 ℃预变性10 min、94 ℃变性20 s、60 ℃退火 
20 s、72 ℃延伸30 s, 共55个循环, 最后72 ℃
延伸5 m i n. 引物2反应条件 [3]:  95 ℃预变性 
10 min、94 ℃变性2 min、37 ℃退火2 min、
72 ℃延伸3 min, 共55个循环, 最后72 ℃延伸5 
min. 配制1%琼脂糖凝胶, 每孔加样5 μL, 设定标

准DNA Marker, 100V电泳30-40 min, 然后在凝

胶成像系统中记录条带. 

2  结果

2.1 病毒细胞培养结果 胃腺癌细胞首次接种病

毒后, 96 h内细胞病变不典型, 仅出现细胞圆缩, 
折光性增强、悬浮细胞增多等变化, 盲传3代
后, 细胞病变稳定, 更加典型, 接毒后24-48 h细
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■相关报道
近期关于TTV病
毒在胃肠炎患者
体内分离的文献
较多, 如2009年英
国学者Braham等
对胃肠炎患者的
粪便样品进行病
毒浓缩和纯化, 获
得TTV病毒的全
基因序列. 2011年
巴西学者Pinho-
Nascimento对135
名巴西胃肠炎患
者的粪便样品进
行TTV病毒DNA
检 测 ,  结 果 显 示
样品阳性率高达
91.1%, 本文参考
相关文献, 设计了
针对TTV病毒的
特异性引物, 对慢
性胃炎患者的组
织标本检测, 结果
呈阳性.

胞出现变圆、皱缩、脱落、形成小噬斑(图1A); 
48-72 h, 脱落细胞数量明显增多, 形成较大噬斑

(图1B); 至96 h时细胞病变比例高达80%以上(图
1C). 同时对照组细胞贴壁生长, 呈多边形外观, 
细胞胞质清亮, 细胞界限明显, 培养96 h不出现

细胞病变(图1D). 
2.2 透射电镜观察 在感染SGC-7901细胞的胞浆

和细胞核均观察到大量新生的病毒粒子, 病毒

呈现致密球形外观, 直径20 nm左右, 无囊膜, 在
胞浆内呈聚集分布, 如图2A箭头所示; 病毒也在

细胞核内复制, 并且以串珠状的形式向核外进

行扩散, 如图2B左侧箭头所示. 
2.3 PCR反应结果 如图3所示, 引物1扩增结果阳

性, 条带大小为198 bp, 与报道结果一致, 引物2
扩增结果阴性, PCR检测结果显示微小病毒标本

TTV病毒DNA检测阳性. 

3  讨论

慢性胃炎是临床较为常见的一种消化系统疾病, 
与消化性溃疡、胃癌和淋巴癌等有密切的相关

性, 根据病理表现又进一步分为慢性浅表性胃

炎和慢性萎缩性胃炎. 许多因素都与慢性胃炎

有关, 如幽门螺杆菌菌感染[5]、EB病毒感染[6]、

压力情绪、胆汁回流、酗酒甚至环境因素等. 
本次试验中检测的标本均为幽门螺杆菌、EB病
毒感染阴性[1]. 

2013-07-28|Volume 21|Issue 21|WCJD|www.wjgnet.com
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图  1  胃腺癌细胞SGC-7901接毒后的形态学变化(×400). A: 接毒24-48 h的SGC-7901细胞, 细胞变圆、脱落、形成小噬斑; 

B: 接毒48-72 h的SGC-7901细胞, 脱落细胞数量明显增多, 形成较大噬斑; C: 接毒96 h的SGC-7901细胞, CPE比例高达80%

以上; D: 96 h, 对照组SGC-7901细胞形态.

图  2  微小病毒超微形态观察(×100000). A: 病毒粒子堆积分布在SGC-7901细胞的胞浆内(箭头); B: 病毒粒子在SGC-7901

细胞的细胞核膜附近以串珠状形式进行出芽(箭头).

A B
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■创新盘点
本试验使用PCR
检测法检测慢性
胃炎患者的组织
标 本 ,  结 果 显 示
TTV病毒核酸阳
性, 证实了TTV病
毒在感染者胃粘
膜组织内存在, 此
外 ,  本 试 验 采 用
病毒在人胃腺癌
SGC-7901传代细
胞上传代的方法, 
成功增殖了该病
毒, 获得了适应体
外培养的毒株.

TTV是细项圈病毒属(Anellovirus)主要成

员之一[7], 1997年首次报道于日本, 随后多个国

家的学者在肝炎患者体内均分离出TTV病毒, 
确定该病毒在世界范围内流行[8,9]. TTV病毒是

一种环状、单股、负链DNA病毒, 病毒基因组

全长3739-3853 bp, 无囊膜, 氯化铯中的浮密度

1.31-1.35 g/cm3, 病毒直径20 nm左右[10], 与本试

验中微小病毒大小基本一致. 由于TTV病毒本身

体积小, 在环境中的抵抗力强, 并且能够通过消

化道传播, 具有在自然界中广泛存在, 流行无明

显的季节性的特点. 在健康人群中具有较高的

感染率, 但发病率较低, 临床表现为非甲-庚型肝

炎[11,12]. 急性肝炎期, TTV弥漫分布于肝小叶内, 
慢性肝炎则主要分布于汇管附近, 所以一般认

为TTV为一种嗜肝病毒[13]. 我国学者骆抗先报道

了一种新型肠传性病毒性肝炎, 患者临床症状

轻微, 病理学表现为肝脏汇管区炎症, 作者使用

TTV病毒的引物成功检测到血清和粪便中的病

毒核酸[14]. 2009年英国学者Braham等[15]对胃肠

炎患者的粪便样品进行病毒浓缩和纯化, 然后

使用序列非依赖性单引物扩增法进行扩增, 结
果显示通过基因移动(genome walking)的方法可

以获得TTV病毒的全基因序列3260 bp. 2011年
巴西学者Pinho-Nascimento等[16]对135例巴西胃

肠炎患者的粪便样品进行TTV病毒DNA检测, 
结果显示样品阳性率高达91.1%. 多项实验结果

显示TTV病毒可经粪-口途径进行传播, 本试试

验使用TTV病毒引物检测慢性浅表性胃炎患者

的组织标本, PCR结果显示, 组织标本为TTV病

毒DNA阳性, 证实了TTV病毒在人胃黏膜上皮

细胞内存在, 并且在临床上表现出与慢性胃炎

的相关性. 
病毒的体外培养是研究病毒相关特性的基

础, 本次试验采用的是胃腺癌细胞进行病毒增

殖, 盲传3代后, 并取得了良好的增殖效果. 在前

期试验过程中, 我们采用了人胃黏膜上皮细胞

进行病毒增殖, 但效果不理想, TTV病毒表现出

对人胃腺癌细胞的偏爱性. 我们使用电镜观察

的方法在F3代细胞毒中观察到了TTV病毒粒子, 
说明此时的病毒已经适应在胃腺癌细胞中增殖, 
此外, 我们对该病毒的病原特性实验、超微结

构观察以及基因组分析等相关工作正在进行. 
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