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Abstract
AIM: To describe the gene heterogeneity and quasispecies
of SEN virus.

METHODS: Three SEN virus subtype D or H positive sera
from a SEN virus prevalence investigation in Shenzhen
District were randomly selected and a nested-PCR were
performed. 3 positive PCR products of each subtype were
ligated into pMD18 T-vectors. 1-11 clones from every PCR
product were randomly selected to be sequenced and
aligned with SENV sequences retrieved from GeneBank
representing strains from 4 different countries and district.
Homology of nucleotide sequences were analysed and a
phylogenic tree was conducted.

RESULTS: 13 clones of SENV D and 3 of SENV H were
sequenced and demonstrated to belong to SENV. 81.8%
(9/11) clones from a single host SZ-54 were quasispecies.
The nucleotide sequence homology of 15 SENV D clones
(11 of Shenzhen and 4 retrieved from GeneBank repre-
senting 4 other countries and district) were 77.7-99.5%.
The amount of mutated bases between each two of 9
clones from same host were 8.5±5.2, which was signifi-
cantly different from that between each two of 11 clones
from 3 hosts within Shenzhen district (28.9±3.2) and that
between each two of 15 clones from different hosts and
districts (29.6±7.8) (P <0.001). The nucleotide sequence
homology of 7 SENV H clones (3 of Shenzhen and 4 retrieved
from GeneBank as described above) were 74.6-95.0%.

The phylogenic tree shows that clones from same patient
are more related to each other than from other patients
and much closer than strains representing other countries
and district.

CONCLUSION: There exist SENV quasispecies in SENV
carriers. The heterogeneity of nucleic acid of SENV might
be influnced by differences between hosts and regions.
This unique characteristic should be taken in consider-
ation when we detecting the virus, determining sequence
mutation and even discussing its clinical implication.
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摘要

目的: 报告SEN病毒核苷酸的异质性和准种特点.

方法: 取深圳地区SEN病毒流行病学调查得到的SENV D型

或H型阳性血清各3份进行巢式PCR扩增 阳性PCR产

物克隆至T载体 每份随机挑选1-11份阳性克隆进行分别

测序 并与GeneBank上的北京株 美国株 意大利株和日

本株进行比较分析.

结果: 挑选的16株克隆中D型和H型分别为13株和3株

均属于SENV序列. 来自SZ-54的11株SENV D型克隆中

准种占81.8%(9/11). 本地3例患者的11株SENV D型阳性克

隆与GeneBank的4株异地株 共15株间的同源性为77.7-

99.5%. 同一宿主9个克隆间的碱基变异个数为8.5 5.2

与同一地区不同宿主的11个克隆间的28.9 3.2和不同地

区不同宿主的15个克隆间的29.6 7.8比较 有显著性差

异(P均<0.001). 3株SENV H型阳性克隆与GeneBank的4

株异地株共7株间的同源性为74.6-95.0%. 进化分析表明

来自同一宿主的分离株遗传关系最近 同地区不同宿主的

分离株其次 与4株异地分离株的遗传距离较远.

结论: SENV核酸的变异性高 个体间存在较大差异 且

在同一个感染者体内也存在大量SENV准种. 在检测SENV

的方法选择 比较SENV的序列差异和分析SENV的临床

意义时应充分考虑到SENV的这种特性.
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0   引言

自1997年日本学者Nishizawa et al [1]首先从未知病原的



输血后肝炎患者血清中分离得到一种被称为TTV的病毒以

来 世界各地的学者做了大量的研究. 这是一组单链DNA

病毒 陆续报道有新的型别和种群如SANBAN病毒[2]

YONBAN病毒[3] SEN病毒(SEN virus SENV)[4-5] PM病

毒(PM virus PMV)[6]等被分离. SENV有8个亚型[7] 且

感染率有显著的地区差异[8] 本课题组对深圳地区进

行SENV的流行病学调查[9]时 还显示该病毒核酸存在

显著的个体差异. 为此 本研究进一步探讨了SENV感

染者体内的准种情况和意义.

1   材料和方法

1.1 材料  检测SENV D型或H型阳性的患者各3例均

从流行情况调查[9]中随机选出. SENV D 型阳性的SZ-6

SZ-71和 SZ-54均为慢性乙肝患者 男2例 女1例

年龄23-47岁. SENV H型阳性的3例中SZ-18为慢性

丙肝患者 SZ-41 为慢性乙肝患者 SZ-44 为非甲-

戊型肝炎患者 均为男性 30-41 岁. 诊断参照 病

毒性肝炎防治方案  [10].

1.2 方法  按照文献报道的步骤 采用巢式PCR方法

对6份血清进行PCR扩增 产物经纯化后克隆至pMD-

18 T 载体中 编号为SZ-54的标本挑选11个克隆外

其余5份分别挑选1个克隆 共16株 完成阳性克隆

鉴定 抽提纯化和测序 获得DNA序列. 用Lasergene99

和MegAlign软件先将SZ-54标本的11株克隆进行序列

比对 剔除相同的序列 计算准种株的比例. 将剩余的

SENV D型深圳株的克隆序列与GeneBank上公布的北

京株 美国株 意大利株和日本株(Accession Number见

表1)一起排序 并列表进行同源性比较. 分别计算所有

核苷酸序列之间碱基变异的个数 列表并将数据分为

同宿主组 同地区不同宿主组和不同地区不同宿主组

组间数据用方差分析作统计学处理. 将 3株 SENV H型

深圳株克隆序列与GeneBank上公布的北京株 美国株

意大利株和日本株(Accession Number见表1)一起排序

并列图表进行同源性比较. 用 MegAlign 软件将所有

SENV克隆序列14株 连同GeneBank公布各国家地区

SENV D型和H型代表株8株一起进行种系进化分析

并作进化树图.

表1  GeneBank SENV 主要分离株

SENV D SENV H

北京株 AY072045 AY153769

美国株 AB075263 AB075283

意大利株 AX025730 AX025838

日本株 AB059352 AB059353

2   结果

SENV D型 11株克隆与GeneBank来自北京 美国 意

大利和日本的序列的排序图 同源性分析表和碱基变

异个数统计表分别见图1 表2. SZ-54的11株克隆中

有3株序列相同 准种株9株占81.8%(9/11). 这 9株克

隆间的核苷酸同源性介于91.4-99.5% SZ-6 SZ-54和

SZ-71的11株克隆间的同源性为82.7-91.4% 与北京

美国 意大利和日本的4株克隆间的同源性介于77.7-

90.4%. 突变无明显热点.

       如表2所示 将克隆序列的碱基变异个数按宿主和

地区再进行分组 黄色区域代表同宿主组 绿色区域为

同地区不同宿主组 兰色区域为不同地区不同宿主组

各组碱基变异个数的均值(个)分别为8.5 5.2 28.9

3.2和 29.6 7.8. 经方差分析 同宿主组的碱基变异个

数均数与同地区不同宿主组和不同地区不同宿主组相

比 P值<0.001 后两组相比 P >0.05. 表明 SENV D

型序列间有明显的个体差异.

        SENV H型 3株克隆与GeneBank来自北京 美国

意大利和日本的序列的排序图和同源性分析表. 深圳地

区3个感染者的3株克隆间的同源性为89.5-95.0% 来

自深圳及北京 美国 意大利和日本的7株克隆间的同

源性为74.6-90.6%. 突变无明显热点.

        所有16株克隆序列与GeneBank来自北京 美国

意大利和日本的序列的进化分析树. 进化树分析进一步

证实16株克隆分属SENV D型和H型 同一宿主的分

离株遗传关系最近 同一地区不同宿主的分离株其次

与4株异地分离株的遗传距离最远.

表2  SENV H 型核苷酸序列同源性分析(%)

                    AY153769         AB075283        AX025838    AB059353 SZ-18 SZ-41 SZ-44

AY153769 *** 93.9 84.0 80.7 89.5 95.0 90.6

AB075283 *** 89.0 85.6 85.6 90.1 84.5

AX025383 *** 95.0 78.5 80.1 78.5

AB059353 *** 74.6 77.3 77.3

SZ-18 *** 95.0 89.5

SZ-41 *** 95.0

SZ-44 ***
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床意义时应充分考虑到这种特性. 如选择检测方法时

选择检测方时 既要检测SENV总感染率 也要对其

进行型 株和准种的鉴定. 虽然从流行病学上分析

SENV可能不具备致病性 但目前尚不能排除个别型或

株 甚至部分准种存在致病性的可能性.
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图1  SENV进化分析树.

3   讨论

DNA病毒的碱基突变率与基因组长度成反比 环状病

毒是最小的DNA病毒 所以SENV碱基突变的速度也

快. 日本学者Takeji比较了2例慢性SENV-D感染患者

间隔 12 a 的系列血清 SENV 核酸序列[11] 发现(1)在

SENV的高突变区域(HVRs)的同义替代率远小于非同义

替代率(d S/dN<1) 反映了出于免疫压力 持续感染

的变异株被选择出来 以逃避宿主的免疫监控 形成

持续感染. (2) SENV D ORF1和ORF2的同义替代率是

7.32×10-4/ 位点 /年 与RNA病毒相似 比DNA病毒
高 表明SENV在复制时基本无或仅有很低的校对功

能 以上研究合理地解释了SENV序列存在高度变异性

的原因. 本研究显示 同一感染者体内检测到不同的

SENV序列属准种群 与HCV[12-13]和HIV[14]等易形成准

种的情况高度类似 但准种的数量更多 变异更大.

SENV D型和H型的核苷酸序列存在明显的个体差异. 本

研究虽然只运用了普通的Taq DNA聚合酶 但其错配

率为103-4 而目的片段长度仅约200 bp 因此可排除

由于PCR扩增的错配而导致的突变.

        SENV基因组核苷酸序列的高异质性特点 是环状

单链DNA病毒的共同特性[5]. Takeji 估计 SENV是通

过宿主的DNA聚合酶系统进行无校正复制的 因为在

SENV基因组中缺少编码聚合酶的基因. 那么 SENV的

基因组可能是由功能相对不重要的基因如假基因等组成

的 这些基因比功能相关基因进化得快[15]. 对SENV核苷

酸异质性和准种现象的观察的意义在于我们选择检测

SENV的方法 比较SENV的序列差异和分析SENV的临
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