






World Chin J Digestol  2003 October;11(10):1540-1543
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

• 临床研究 CLINICAL RESEARCH •

聚合酶链反应检测SEN病毒D型和H型方法的建立及
初步应用

唐   蔚, 彭晓谋, 张   瑛, 王   辉, 蒋晓玲, 周伯平

唐蔚, 张瑛, 王辉, 蒋晓玲, 周伯平, 深圳市东湖医院深圳市肝病研究所
广东省深圳市  518020
彭晓谋, 中山大学附属第三医院传染病科  广东省广州市  510630
唐蔚, 女, 1970-01-25生, 上海市人, 汉族. 1993年复旦大学医学院(原上
海医科大学)本科毕业, 2003-06中山大学广州北校区硕士研究生毕业, 主治
医师. 主要从事传染病的临床和科研工作. 发表论文3篇.
项目负责人: 唐蔚, 518020, 广东省深圳市布心路2019号, 深圳市东湖医院
深圳市肝病研究所.  viviantwei@hotmail.com
电话: 0755-25509800-3301    传真: 0755-25604034
收稿日期: 2003-03-07    接受日期: 2003-04-01

Establishment and application of poly-
merase chain reaction for detecting D
and H subtypes of SEN virus

Wei Tang, Xiao-Mou Peng, Ying Zhang, Hui Wang, Xiao-Ling Jiang,

Bo-Ping Zhou

Wei Tang, Ying Zhang, Hui Wang, Xiao-Ling Jiang, Bo-Ping Zhou,
Shenzhen Research Institute of Liver Disease, Shenzhen East Lake
Hospital, Shenzhen 518020, Guangdong Province, China
Xiao-Mou Peng, Department of Infectious Disease, The Third Affili-
ated Hospital of Zhongshan University, Guangzhou 510630, Guangdong
Province, China
Correspondence to: Dr. Wei Tang, Shenzhen Research Institute of
Liver Disease, Shenzhen East Lake Hospital, 2019 Buxin Rd, Shenzhen
518020, Guangdong Province, China.  viviantwei@hotmail.com
Received: 2003-03-07    Accepted: 2003-04-01

Abstract
AIM: To establish a polymerase chain reaction (PCR)
method to detect 2 SENV subtypes (SENV-D and SENV-H)
in sera from patients with hepatitis and healthy adults.

METHODS: The outer primers were designed based on
the data of SENV D and H subtypes from geneBank, while
sequences of the inner pair of primers were obtained from
newly published medical literature, both of which were
used to establish a nested-PCR. SENV-D and H in sera
from 192 healthy adults and 48 patients with acute hepatitis
A, 176 with chronic hepatitis B, 98 with chronic hepatitis
C, and 38 with non A-E hepatitis were detected by this
method.

RESULTS: The specificity and sensitivity of the nested-PCR
test were perfect.  The prevalence of SENV-D and/or SENV-H
(SENV-D/H) infections in healthy adults and patients with
acute hepatitis A, chronic hepatitis B, chronic hepatitis C
and non A-E hepatitis were 30.7 %, 37.5 %, 64.8 %, 57.1 %
and 44.7 %, respectively. SENV D/H infection were more
frequent in patients with chronic hepatitis B and chronic
hepatitis C than in healthy adults (P <0.001), but showed
no significant difference between patients with non A-E
and healthy adults (P >0.05).

CONCLUSION: This nested PCR can be used to detect SEN
virus. SENV infections do occur in Shenzhen. SENV may
share similar modes of transmission to that of  HBV and
HCV, but whether it plays a causal role in non A-E hepatitis
remains to be elucidated.
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摘要

目的: 建立检测SEN病毒(SENV)D和H基因型的聚合酶链

反应(PCR)方法 并将其应用到流行调查.

方法: 从GeneBank下载SENV序列 在SENV开放读码

框 的高度保守序列内自行设计外引物 参考文献报道合

成SENV D型和H型的型特异性引物作为内引物 建立检

测SENV D型和H型的巢式PCR方法 并对深圳地区192

名健康体检人群 48 例急性甲肝患者 176 例慢性乙肝

患者 98例慢性丙肝患者和38例非甲-戊型肝炎患者的血

清进行检测. 部分阳性PCR产物进行克隆和DNA序列分析.

结果: 巢式PCR方法的敏感性及特异性均好. SENV D和 /

或H型在健康成人 急性甲肝 慢性乙肝 慢性丙肝和非

甲-戊型肝炎患者中的总感染率分别为30.7 % 37.5 %

64.8 % 57.1 %和 44.7 %. SENV D和 /或H型在健康人

群中的感染率低于慢性乙肝患者和慢性丙肝患者(P <0.001).

非甲-戊型肝炎及急性甲肝患者中的感染率略高于健康人

群 但无显著性差异(P>0.05).

结论: 巢式PCR方法可用于检测SENV感染. 深圳地区健康

人群和急 慢性肝炎患者中存在SENV感染. SENV可能与

HBV和HCV有相似的传播途径 其致病性有待进一步研

究阐明.
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0   引言

迄今仍有10 %的输血相关肝炎 20 %的社区获得性

肝炎和30 %的慢性肝病肝硬化没有明确的病因 提示

存在着不明致病原[1-3]. HGV/GBV-C[4, 5]和TTV[6]相继被用

来解释非甲-戊型肝炎 但是这一结论在后来的研究



中没有得到证实[7-9]. SEN病毒(SEN virus SENV)最早

是由意大利学者Primi et al [10]于1999年从1例有静脉药

瘾的HIV-1型携带者的血清中发现的 虽然与TTV结

构相似 但与TTV原型(TTV prototype)核苷酸同源性55 %

而氨基酸同源性只有37 %[11]. SENV属于TTV相关病毒

超家族(super family of TTV-related viruses) 是一组无

包膜的单链环状DNA病毒 共分8个型别. 一般认为致

病性较弱或无致病性[12, 13] 但不能排除部分基因型致病的可

能性. 有研究显示SENV D型和H型与输血相关的非甲-

戊型肝炎的联系最为密切[14]. 为此 我们参照文献[10]报

道的SENV D型和H型的型特异性引物序列 建立了巢

式PCR方法 并对深圳地区的部分人群中SENV两亚

型的感染状况进行了初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  健康成人192例的血清于1999-08某社区健康

体检时收集 急性甲肝 48例 慢性乙型肝炎176例 慢

性丙型肝炎96例及非甲-戊型肝炎38例为我院2000-09/

2001-12住院及门诊病例 诊断参照2001年 病毒性

肝炎防治方案 [15]. 10 Taq酶聚合酶缓冲液 Taq DNA

聚合酶 pMD 18 T 载体 DL 2000 DNA Marker 购自

TaKaRa (大连)公司 dNTPs 和大肠杆菌DH5 为美国

Promega公司产品. PCR产物纯化试剂盒为QiaGen公司

产品 质粒抽提纯化试剂盒购自美国Omega公司 测

序试剂盒BigDye Terminator Reaction Kit V 2.0 和 ABI

Prisms 3100遗传分析仪均出自美国应用生物系统公司.

ICycler DNA扩增仪为Bio-Rad公司产品.

1.2 方法  从GeneBank下载SENV的基因序列 采用Primer

Premier 5.0软件辅助分析 在开放读码框I(ORF1)的高

度保守序列内设计SENV D和H型的通用外引物SENV1和

SENV2 其产物的理论大小为588 bp. SENV1 (sense

primer 正义引物)序列: 5 -CCSAAACTRTTTGAAGAC-

3 SENV2(antisense primer 反义引物)序列: 5 -

TRTTTGAGTACCAGCCT-3 ; 以文献[10]公布的SENV-

D型和H型的型特异性引物作为内引物.SENV-D的正

义引物(D10S)序列为: 5 -GTAACTTTGCGGTCAACTG

CC-3 ; SENV-H的正义引物(C5S)序列为: 5 -GGTG

CCCCTWGTYAGTTGGCGGTT-3 ;  SENV-D和H型的

共用反义引物(L2AS)序列为:5 -CCTCGGTTKSAAAK

GTYTGATAGT-3 . SENV-D产物的理论大小为224 bp.

SENV-H产物的理论大小为230 bp. 引物由大连宝生物工

程技术有限公司合成. 在血清50 µL中加入裂解液120 µL
混匀后61.8 水浴 30 min 加入重蒸酚150 µL及仿
醇50 µL混匀10 000 r/min离心10 min 吸上清160 µL
经醋酸钠乙醇溶液250 µL -30 冷冻沉淀30 min后
以 15 000 r/min 10 min 离心 除上清 700 mL/L乙

醇洗涤 1 次 室温风干 去离子水 5 µL 重悬浮 作
为PCR模板. 第1次PCR反应体系含DNA提取液5 µL
dNTP 200 µmol/L Taq DNA聚合酶2U 外引物各为

0.5 µmol/L及1.5 mmol/L MgCL2. 扩增条件为94  3 min
预变性 然后94  45 s变性 55  30 s退火 72 

45 s延伸 共35个循环 再72 延伸 7 min. 取扩增

产物2 µL作为摸板 改换内引物 同条件进行第2次
PCR. 取扩增产物10 µL进行琼脂糖凝胶电泳 透射紫
外灯下与DNA Marker 比对 观察结果. 取阳性第2次

PCR 片段切胶纯化 分装 2 个 0.5 mL 离心管 一管

直接测序用 另一管按T载体产品说明书操作进行连接

反应 反应液转化大肠杆菌DH5 感受态细胞. 经蓝白斑

试验 挑选白色菌落 用PCR方法鉴定阳性克隆 按

试剂盒要求小剂量制备质粒DNA作为模板. 采用M13 (-47)

通用引物 按PE公司BigDye Terminator Reaction Kit

V2.0 测序试剂盒说明书 在ABI Prism 3100 Genetic

Analyzer上进行测序. 将阳性血清各1份逐级对倍稀释

检验本方法的敏感性. 选择阳性及阴性标本各15 份

设立3个平行管进行PCR反应来评价其特异性和重复

性. 采用优化后的巢式PCR 方法分别对健康成人192

例 急性甲肝患者 48 例 慢性乙肝患者 176 例 慢

性丙肝患者98例和非甲-戊型肝炎患者38例的血清进

行SENV D型和H型DNA的检测. 每批设空白对照1份

阳性对照(3次PCR反应均为阳性的血清标本)1份 阴

性对照(3次PCR反应均为阴性的血清标本)2份. 随机选

择5例SENV D型和5例SENV H型阳性PCR产物直接

测序进行DNA序列分析.

        统计学处理  组间数据比较用χ2检验.

2   结果

SENV D和H型阳性产物分子大小与设计相符 SENV

D型约为224 bp SENV H型约为230 bp(图 1).

图1  SENV DNA PCR产物电泳图. 1: D型阳性标本(224 bp); 2: H型阳
性标本(230 bp); 3: D型标本稀释24倍的阳性PCR产物; 4: H型标本
稀释25倍的阳性PCR产物.

表1  SENV D型深圳株与GeneBank主要分离株的核苷酸同源性分析(%)

SZ-6       AB059352    AX025730   AB075263   AY072045

AY072045 88.9        82.3           84.3           90.9         ***

AB075263 88.4        82.8           85.4     ***

AX025730 82.8        98.0 ***

AB059352 80.3         ***

SZ-6              ***

DNA Marker  1        2          3        4

100 bp

250 bp

500 bp
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10 20 30 40

G T A A C T T T G C G G T C A A C T G C C G C T G A C T T T C A A C A C C C G T  S Z-6
. . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . .  ay072045
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . M . . . . T . . . .  ab075263
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . C A . . . . T . . . .  ax025730
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . C A . . . . T . . . .  ab059352

50 60 70 80

T C T G C T C A C C A C A A A C G A A C A A C C C T T G C A C C A C C T T C C A  S Z-6
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ay072045
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab075263
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ax025730
. . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab059352

90 100 110 120

G G T G T T G C G C G A G C A G T A T A A C A G T A T G A T A G G C T T C C C C  S Z-6
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G A C . . . . . . . . . . . . . . .  ay072045
. . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab075263
. . C . . . . . . . . . . . . A . . . . . . G A C . . . . . . . . . . . . . . T  ax025730
. . C C . . . . . . . . . . . A . . . . . . G A C . . . . . . . . . . . . . . T  ab059352

130 140 150 160

T T T A A C T A T A A C C C A T C A G A T C C C A A T C A A A C A G C T A C A T  S Z-6
. . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . G A A . C . . . . . A . A . A . A . .  ay072045
. . . . . . . . . . . T . . . C A T . . . A A A . . C . . . C A . A . C . A . .  ab075263
. . . . . . . . . . . . . . . C A . A . C A A T G . G . . . T G T . A A . A . .  ax025730
. . . . . . . . . . . . . . . C A . A . C A A T G . G . . . T G T . A A . A . .  ab059352

170 180 190

T A A A A A C A T T T G A A A A A T G G C T A T A C T G C T C T A G C A C A    S Z-6
. . G . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . A . . . . C . . . . . .    ay072045
. . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C A . . C . . . . . .    ab075263
. . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . C A . . . . . . . . .    ax025730
. . . . . . . T . . . . . . G . G . . . . . . . . . . C A . . . . . . . . .    ab059352

D ecoration 'D ecoration #1': H ide (as '.') residues that m atch S Z-6 exactly.


10 20 30 40

A A C C G C A G C T G A C T T C A G G T T T C C G T T T T G C T C A C C A C A A  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . C . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . .  ab075283
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . .  ax025838
. . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . .  ab059353

50 60 70 80

A C T G A C A A C C C T T G C T A C A C C T T C C A G G T A T T G C A T G A A G  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab075283
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ax025838
. . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .  ab059353

90 100 110 120

A G T A T T A C C C A G T A A T A G G C A C T T C T G C T T T A G A A A A C G G  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ab075283
. A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . G . .  ax025838
. C . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . A . . . . . . . . . C . G . .  ab059353

130 140 150

A A C A A A C T A T A A T T C A T - A G G C A T C A C T A C A T T A G A A A A C  S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . T . . C . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ay153769
. . G T . . T . . C . . . . T . . T . . C . . . A . A C . . . . . . . . . . . .  ab075283
. . G T . . T . . C . G . A A . G C . A A . . . A G A C . A . . . . . . . . G T  ax025838
. . G T . . T . . C . G . A A T G C . A A . . . A G A C . A . . . . . . . . G G  ab059353

160 170 180

T T T T T A T A T A A C A A A T G T A C T C                    S Z-41
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .                    ay153769
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - .                    ab075283
. . . . . . . . . G G . . . . . . . . . - .                    ax025838
. . . . . . . . . G G . . . . . . . . . - .                    ab059353

D ecoration 'D ecoration #1': H ide (as '.') residues that m atch S Z-41 exactly.

        SENV D型和H型深圳株分别与GeneBank主要分离

株DNA序列比较的排序图见图2 3. 核苷酸序列同源性

比较见表1 2.

        阳性血清1例经24倍稀释 另1例经25倍稀释仍

可见清晰的扩增条带(图1). 30份血清3个平行管重复实

验的结果: SENV D型及H型DNA PCR重复实验的符合

率阳性标本均为100 % (15/15)  阴性标本均为93.3 %

(14/15).

        健康人群和肝炎患者血清中SENV D型及H型检测

结果见表3. SENV的总感染率为47.8 %. D 和H型的总

检出率分别为39.3 %和38.6 %. 混合感染约占总感染病

例的62.9 %. 不同人群中均以混合感染为主 混合感染

率为18.2-44.9 %. 各组之间D或H型单独感染 混合感

染和D或H型总感染率均无统计学差异.

        10份 SENV D型和H型PCR扩增产物的序列分析

的结果与直接判断的结果符合率为100 %.

图2  SENV-D型深圳株DNA序列与GeneBank 主要分离株DNA序列的排序比较.

图3  SENV-H型深圳株DNA序列与GeneBank 主要分离株DNA序列的排序比较.
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表2  SENV H型深圳株与GeneBank主要分离株的核苷酸同源性分析(%)

            SZ-41    AB059353   AX025838    AB075283   AY153769

AY153769 95.0      80.7          84.0    93.9         ***

AB075283 90.1      85.6          89.0     ***

AX025838 80.1      95.0          ***

AB059353 77.3      ***

SZ-41              ***

表3  健康人群及肝炎患者中SENV-D型及H型的流行情况

                 SENVD              SENVH            SENVD & H        总感
分组            n 染率
                        阳性   感染率   阳性     感染率   阳性    感染率       (%)
                          n          (%)        n           (%)        n          (%)

健康成人   192 13  6.8 11   5.7 35 18.2 30.7

急性甲肝     48   4  8.3  4   8.3 10 20.8 37.5

慢性乙肝   176 19        10.8 16   9.1 79 44.9 64.8b

慢性丙肝     98   9  9.2 12 12.2 35 35.7 57.1b

非甲-非戊  38   6        15.8   4 10.5   7 18.4 44.7

bP <0.01, vs 健康成人.

       10份SENV D型和H型PCR扩增产物的序列分析的

结果与直接判断的结果符合率为100 %.

3   讨论

自SEN病毒被发现以来 各国学者[16-20]展开了有关其

流行情况和致病性的研究. 国外的大部分研究是在Primi

博士的领导下进行的 由Diasorin公司申请了专利. 我

们摘录了SENV D和H型特异性引物的序列 并自行

设计了巢式PCR方法 以期获得与国际同行有可比性

的资料. 经DNA序列分析 等比稀释等证实建立的巢

式PCR技术有极高的敏感性 特异性和重复性.

        意大利和美国的志愿献血员中SENV-D/H的感染率

为2 % [10, 14] 而日本同样的人群中为10 %[16]. 台湾健

康成人的感染率为15 %[16]. 本研究显示 健康成人的

SENV-D/H的感染率为30.7 %. 该结果似乎较其他学者

报道的高 可能与本研究使用了敏感的巢式PCR技术

有关. 但 SENV感染可能是全球性的 其感染率也可能

存在显著的地区差异.慢性乙肝患者和慢性丙肝患者中

SENV D和(或)H的感染率分别为64.8 %和 57.1 % 比

健康人群中的30.7 %高(P <0.001) 表明SENV可能与

HBV和HCV有相似的传播途径[16]. 而在非甲非戊患者

和急性甲肝患者中的感染率分别为44.5 %和 37.5 %

与健康体检人群之间无显著性差异(P >0.05) 进一步

证实SENV D和H型虽然与非甲-戊型肝炎联系有一定

关系 但其意义有待进行一步研究阐明.

        本研究中D型与H型混合感染的比例较高 与国

外报道的结果有较大差异 [ 16 ] 其原因可能与该地区

SENV感染率高 合并感染和重叠感染机会较大有关.

也不排除是由于单链环型DNA病毒的聚合酶缺乏效对

功能而引起的准种现象. 如果是这样的话 SENV的基

因分型方法有待进一步改良.
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