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　　摘　要：目的　为了对广东地区流行的人类博卡病毒生物学特性有更加全面的认识，克隆得到人类博卡病毒全基因，并与国

际流行株进行比对。方法　采用半巢式ＰＣＲ分子生物学技术直接从临床呼吸道标本筛查确认人类博卡病毒感染阳性标本中，结

合博卡病毒的全基因的生物信息学特点，设计６条特异性引物可配对成５对，通过３轮半巢式ＰＣＲ方法特异性扩增人类博卡病

毒的全基因序列。再将其定向连接到克隆载体中后进行测序，然后向ＧｅｎＢａｎｋ提交克隆的人类博卡病毒的全基因序列，最后并

对人类博卡病毒全基因的生物信息学分析。结果　成功克隆并向ＧｅｎＢａｎｋ提交了３株人类博卡病毒全基因序列，登录号分别为

ＧＱ９２６９８１、ＧＱ９２６９８２和ＧＱ９２６９８３。３株人类博卡病毒全基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ里的序列比对，高度同源性达９８％以上，均属于

人类博卡病毒 ＨＢｏＶ１型。结论　广东地区流行的人类博卡病毒基因与国际流行株基因比对无大的变异，可为人类博卡病毒相

关蛋白的表达工作奠定基础。
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　　人类博卡病毒（ｈｕｍａｎｂｏｃａｖｉｒｕｓ，ＨＢｏＶ）是２００５年报道

的一种感染人呼吸道的细小病毒，是人支气管炎的一种病原

体［１］。根据感染的物种不同，细小病毒科分为２个亚科：感染

鸟类和哺乳动物的细小病毒亚科和感染节肢动物的浓核病毒

亚科。细小病毒亚科与浓核病毒亚科之间没有序列同源性。

ＨＢｏＶ属于细小病毒亚科博卡病毒属（Ｂｏｃａｖｉｒｕｓ），发现 ＨＢｏＶ

之前，细小病毒Ｂ１９是所知的惟一感染人的细小病毒，属于红

病毒属。

在发现该病毒短短一年多的时间里，世界上已有澳大利

亚、加拿大、日本等十几个国家报道从呼吸道感染患者标本中

检出博卡病毒，随后这些国家对人类博卡病毒进一步深入研

究［２３］。中国北京、湖南、浙江学者也相继报道从急性呼吸道感

染婴幼儿标本中检出该病毒［４５］，广东地区在２００７年报道了首

例人类博卡病毒的检出及鉴定［６］。本研究旨在获得人类博卡

病毒的全基因序列，向 ＧｅｎＢａｎｋ提交广东地区地区流行的人

类博卡病毒的全基因序列，为人类博卡病毒相关蛋白的表达工

作及后续血清学方面的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　犜犪狇ＤＮＡ 聚合酶，Ｔ４ 连接酶，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

ＤＬ１５０００，ＤＮＡ回收试剂盒及ＰＭＤ１８Ｔ载体购自大连ＴａＫａ

Ｒａ生物工程公司；病毒ＤＮＡ提取试剂盒购于美国 ＱｉａＧｅｎ公

司；离心柱型高纯度质粒小提试剂盒及ＤＨ５α菌株购自天根生

物科技有限公司。

１．２　患者标本的采集与博卡病毒的筛查　患者的标本均来源

于深圳市福田人民医院儿科和汕头大学医学院第二附属医院

儿科２０１０年３月至７月住院支气管肺炎患儿鼻咽分泌物标

本，－８０ ℃保存。采用病毒 ＤＮＡ 提取试剂盒提取病毒的

ＤＮＡ，置－８０℃保存备用。根据博卡病毒基因的特点，设计特

异性引物采用半巢式ＰＣＲ扩增技术筛出患者标本的博卡病毒

阳性株。上述工作本实验室均已顺利完成，本实验室检出并鉴
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定了广东地区首例人类博卡病毒ＧＤ１。上述工作的顺利开展

为下一步人类博卡病毒全基因的克隆奠定了良好的基础。

１．３　半巢式ＰＣＲ特异性扩增人类博卡病毒的全基因　首先

登录ＧｅｎＢａｎｋ获取人类博卡病毒的基因序列，设计６条特异

性引物配对成５对特异性扩增引物，采用半巢式ＰＣＲ法分３

轮扩增，获得人类博卡病毒的全基因。Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３均为５′端引

物，Ｐ４、Ｐ５、Ｐ６均为３′端引物。第１轮半巢式ＰＣＲ采用Ｐ１与

Ｐ５配对，Ｐ２与Ｐ６配对；第２轮半巢式ＰＣＲ采用Ｐ１与Ｐ４配

对，Ｐ３与Ｐ６配对；第３轮半巢式ＰＣＲ采用Ｐ１与Ｐ６配对，用

于第二轮半巢式ＰＣＲ后２个大片段的拼接。

　　第１轮与第２轮半巢式ＰＣＲ的反应体系及程序都一致，

不一样的是第２轮半巢式ＰＣＲ的模板是第一轮半巢式ＰＣＲ

的稀释产物。半巢式ＰＣＲ反应条件：９５℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，

５６℃４５ｓ，７２℃６０ｓ，３５次循环，７２℃５ｍｉｎ。扩增产物以

１．５％琼脂糖凝胶电泳进行检测。第２轮半巢式ＰＣＲ结束后，

得到的２个大片段长度分别为２４５３ｂｐ和３１５７ｂｐ，稀释后同

用于第三轮半巢式ＰＣＲ的模板。第３轮半巢式ＰＣＲ反应条

件：先不加Ｐ１与Ｐ６引物，９５℃５ｍｉｎ，９４℃２０ｓ，５６℃３０ｓ，

６８℃５ｍｉｎ，５次循环，６８℃１０ｍｉｎ延伸模板后，再加入Ｐ１与

Ｐ６引物常规ＰＣＲ，２０次循环。最后把第３轮的半巢式ＰＣＲ产

物直接回收用于构建克隆载体的连接实验。

表１　　人类博卡病毒全基因克隆引物

引物 序列 长度（ｂｐ） 位置

Ｐ１ ＧＣＣＧＧＣＡＧＡＣＡＴＡＴＴＧＧＡＴＴＣＣ ２２ １～２２

Ｐ２ ＡＴＴＧＣＧＧＴＧＧＴＴＡＣＣＴＴＣＣＴＣＡＴＡＧ ２５ ２０７９～２１０３

Ｐ３ ＣＴＡＧＣＡＣＡＧＧＡＧＡＣＡＴＣＡＣＡＣ ２１ ２１４１～２１６１

Ｐ４ ＣＣＴＣＴＴＴＣＴＧＧＡＣＴＣＣＣＴＴＴＴＣ ２２ ２４３２～２４５３

Ｐ５ ＧＧＧＴＧＴＴＣＣＴＧＡＴＧＡＴＡＴＧＡＧ ２１ ２６１０～２６３０

Ｐ６ ＴＧＴＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＴＴＡＡＡＡＧＡＴＡ ２５ ５２７３～５２９７

图１　　３轮半巢式ＰＣＲ扩增人类博卡病毒全基因的步骤图

１．４　构建克隆载体ＰＭＤ１８ＨＢｏＶ并测序　将第３轮半巢式

ＰＣＲ扩增后的产物，直接从半巢式ＰＣＲ反应体系中回收，准

备连接实验。连接体系为：ｓｏｌｕｔｉｏｎ９μＬ，回收片断１０μＬ，ＰＭＤ

１８Ｔ１μＬ共２０μＬ，１８℃连接过夜。然后将连接过夜的产物转

化至大肠杆菌ＤＨ５α菌株中，送往上海生物工程公司测序。

１．５　向ＧｅｎＢａｎｋ提交广东地区流行的人类博卡病毒的全基

因序列　将克隆并测序成功的３条人类博卡的全基因序列，按

照提交序列的相关程序，向ＧｅｎＢａｎｋ提交了 ＨＢｏｖＧＤ５７１（５

３０１ｂｐ）、ＨＢｏｖＧＤ５９４（５３０２ｂｐ）和 ＨＢｏｖＧＤ６２１（５２９９

ｂｐ），对应的 ＧｅｎＢａｎＫ 登录号为：ＧＱ９２６９８１、ＧＱ９２６９８２和

ＧＱ９２６９８３，均属于人类博卡病毒 ＨＢｏＶ１型。

１．６　人类博卡病毒全基因进化分析　将 ＨＢｏｖＧＤ５７１、

ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖＧＤ６２１的全基因序列与基因库中的

序列进行比对，并在线进行进化树分析。

１．７　人类博卡病毒衣壳蛋白 ＶＰ１的比对分析　将 ＨＢｏｖ

ＧＤ５７１、ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖＧＤ６２１对应的 ＶＰ１蛋白序

列与蛋白库中的序列进行比对，并在线进行分析。

图２　　克隆载体ＰＭＤ１８Ｔ的质粒图谱

２　结　　果

２．１　半巢式ＰＣＲ特异性扩增人类博卡病毒基因的２个大片

段　采用半巢式ＰＣＲ技术，设计特异性引物，通过两轮半巢式

ＰＣＲ可以获得人类博卡病毒的２个大片段大小为２４５３ｂｐ和

３１５７ｂｐ（结果见图３），为扩增人类博卡病毒的全基因奠定了

基础。

　　１．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ１５０００；２．半巢氏ＰＣＲ扩增产物（ＨＢｏＶＧＤ

５７１ｂｙＰ１＆Ｐ４）；３．半巢氏ＰＣＲ扩增产物（ＨＢｏＶＧＤ５９４ｂｙＰ１＆Ｐ４）；

４．半巢氏ＰＣＲ扩增产物（ＨＢｏＶＧＤ６２１ｂｙＰ１＆Ｐ４）；５．半巢氏ＰＣＲ

扩增产物 （ＨＢｏＶＧＤ５７１ｂｙＰ３＆Ｐ６）；６．半巢氏 ＰＣＲ 扩增产物

（ＨＢｏＶＧＤ５９４ｂｙＰ３＆Ｐ６）；７．半巢氏ＰＣＲ扩增产物（ＨＢｏＶＧＤ６２１

ｂｙＰ３＆Ｐ６）；８．阴性对照 （ｗｉｔｈｏｕｔｔｅｍｐｌａｔｅ）。

图３　　半巢式ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳分析

２．２　人类博卡病毒全基因进化分析　目前在不同国家检出的

ＨＢｏＶ核苷酸序列都表现出高度的一致性，似乎表明人类博卡

病毒是一种高度保守的病毒。从３株广东地区的人类博卡病

毒全基因序列与基因库里的序列比对，我们可以得出：３株人

类博卡病毒全基因序列均属于人类博卡病毒 ＨＢｏＶ１型；

ＨＢｏｖＧＤ５９４与 ＷＬＬ１、ＷＬＬ２ 和 ＷＬＬ３ 有 亲 缘 关 系；

ＨＢｏｖＧＤ６２１ 与 ＨＫ２３ 有 亲 缘 关 系；ＨＢｏｖＧＤ５７１ 与

ＢＪ３０６４及ＢＪ３７２２有亲缘关系。进化比对关系如图４所示。

图４　　ＨＢｏｖＧＤ５７１、ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖＧＤ６２１

与基因库里的序列比对进化树

２．３　人类博卡病毒衣壳蛋白 ＶＰ１的比对分析　选择 ＨＢｏｖ

ＧＤ５７１、ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖＧＤ６２１的 ＶＰ１基因对应的

蛋白部分，与蛋白库里的序列进行比对分析，发现 ＨＢｏｖＧＤ

５７１发生了２处氨基酸序列的改变，分别是２８４号位的Ｕ变成

了Ｉ和３２６号位的Ｎ变成了Ｓ。而另外两株的相应蛋白序列

·４· 国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１



与 ＷＬＬ株、ＢＪ株和 ＨＫ株都高度同源，没有发生氨基酸序列

的改变。同样的方法可以比对３株广东地区人类博卡病毒的

全基因序列的ＮＰ和ＮＳ蛋白部分。因此，在后续的人类博卡

病毒蛋白的表达工作中，优先选择 ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖ

ＧＤ６２１为模板株进行表达。

３　讨　　论

呼吸道病毒感染病原学十分复杂，目前报道在儿童急性呼

吸道感染性疾病中，病毒感染主要病原为呼吸道合胞病毒、流

感及副流感病毒、人鼻病毒、腺病毒、人偏肺病毒和冠状病毒

等。还有一部分儿童的急性呼吸道感染，虽然认为是由病毒感

染引起，但是其病原并未被阐明［７８］。人类博卡病毒是２００５年

瑞典学者Ａｌｌａｎｄｅｒ等
［１］采用随机半巢式ＰＣＲ扩增，测序并结

合生物信息学方法对儿童急性呼吸道感染样本进行大规模筛

查而发现的一种新的细小病毒。

ＨＢｏＶ感染大多见于婴幼儿，一年四季均可发生，以冬春

季节为主，但不同国家报道的季节特征有所不同。ＨＢｏＶ的感

染主要引起儿童肺炎、支气管炎等，同时部分伴随上呼吸道感

染［９１０］。值得注意的是，美国关于 ＨＢｏＶ感染的报道中约有

７．１％的患者伴随有腹泻症状。最新的研究报道在腹泻患者的

粪便中可以检测到人类博卡病毒，粪便中检测出的高浓度人类

博卡病毒和星形病毒表明 ＨＢｏＶ是一种引起肠道疾病的病原

菌，正如人类博卡病毒是一种引起呼吸道疾病的病原体一

样［１１１２］。

为了对人类博卡病毒全面的认识，了解广东地区流行的人

类博卡病毒株的生物学特点。笔者首先从临床呼吸道感染的

标本中筛选出人类博卡病毒感染的阳性株，然后设计特异性引

物６条配成５对，采用半巢式方法通过３轮半巢式ＰＣＲ扩增

出人类博卡病毒的全基因序列，向 ＧｅｎＢａｎｋ提交克隆的全基

因序列获得基因登录号分别为 ＧＱ９２６９８１、ＧＱ９２６９８２ 和

ＧＱ９２６９８３，均属于人类博卡病毒 ＨＢｏＶ１型。最后对全基因

序列及相应的蛋白序列的在线比对分析：不同国家检出的

ＨＢｏＶ核苷酸序列都表现出高度的一致性，表明人类博卡病毒

是一种高度保守的病毒，而 ＨＢｏｖＧＤ５７１发生了部分氨基酸

序列的改变，在后续的人类博卡病毒相关蛋白的表达工作中，

我们优先选择 ＨＢｏｖＧＤ５９４和 ＨＢｏｖＧＤ６２１为模板株进行

表达。随着测序工作的顺利完成，对人类博卡病毒的研究很快

由病毒的筛选和基因组测序转向病毒蛋白组学等后基因组学

的研究。
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