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宁夏及其周边地区博尔纳病病毒感染的

分子流行病学研究

王振海谢鹏 韩玉霞 詹军
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【摘要】 目的 探讨博尔纳病病毒(BDV)在宁夏及其周边地区的流行状况。方法 采用巢式逆

转录酶聚合酶链反应结合荧光定量PcR检测了52例病毒性脑炎(VE)患者和32名健康人外周血液

(PBMC)和脑脊液有核细胞(CSFMC)、53例抑郁症(DD)患者和360只绵羊PBMC中BDV p24基因

片段，对阳性产物进行基因序列测定j同源性和氨基酸顺序分析；并绘制系统发生树，分析BDV感染

的分子流行病学特点。结果 BDV p24基因片段阳性率在VE患者CSFMC为11．54％、DD患者

PBMC 11．32％明显高于健康人0％(P<0．05)；绵羊的PBMC为7．78％与健康人对比差异无统计学

意义(P>0．05)；系统发生树图形表明，绵羊PBMC目的基因片段与人类VE和DD核苷酸序列亲缘

关系最近，来源于一个分支，并与德国H1766病毒株核苷酸序列亲缘关系最近，其变异性较小。结论

宁夏及其周边地区部分VE、DD可能与BDV感染有关，健康绵羊存在BDV的自然感染，其流行可能

具有一定的地域局限性；人类vE、DD的BDV感染可能存在潜在动物源性，有待于进一步研究。

【关键词】 病毒性脑炎；博尔纳病病毒；巢式逆转录酶荧光定量PCR
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【Abstract】 objective In order to investigate the epidemics of borna disease viruS(BDV)in Ningxia

and its vicinal re舒ons．Methods p24 fragment of BDV frOm：(1)pdpheral b100d mononuclear cells

(PBMC)and cerebrospinal fluid mononuclear cells(CSFMC)frl蛐52 patients with viral encephalitis(VE)

and 32 healthy donors，(2)peripheral blood mononuclear cells(PBMC)from 53 patients with depressive

disorder(DD) and from 360 sheep， were examined by nested reverse transcriptase p01ymerase chain

reaction(PCR)with nuorescence quantitative PCR．Gene sequence and amino acid sequence were analysed

for positive product and the molecular epidemiologic characteristics by drawing phylogenetic trees．R姻ults

The positive rate of BDV p24 in CSFMC from VE(11．54％)and in PBMC frOm DD 11．32％was

significantly higher than that in healthy donors(0％)(P<0．05)．The phylogenetic trees indicating the

genetic relationship of the p24 fragment of BDV in both sheep and VE，DD in China and was similar to the

nucleotide sequence of H1766 strain in Gemany．Conclusion Data indicated that the BDV infection was

possibly existing inⅦ，DD patients and health sheep in Njngxja and ns vi cinal re画ons、玩th confined

10cality which caUed fbr further study．

【Key w盯ds】 Viral encephalitis；Boma disease virus；F1uorescence quantitative nest RT—PCR

博尔纳病病毒(Borna disease virus，BDV)是一

种非细胞溶解性、负链、单股RNA嗜神经病毒，其

感染范围从鸟类到灵长类，并造成博尔纳病(Borna

disease，BD)，即免疫介导的脑脊髓炎，其临床表现
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为致死性中枢神经系统损害，以行为异常、脑实质和

脑膜的炎性细胞浸润，以及疾病特异性抗原在边缘

系统中积聚为特征。自然感染以马和羊为主，人类

的BDV感染可能与部分神经精神疾病的发病有

关。1’21。我国重庆和哈尔滨等地已有对血液BDV

检测的散在报道b’4I，但宁夏及其周边地区的BDV

感染国内外尚未见有报道。为此我们采用巢式逆转

录酶聚合酶链反应结合荧光定量PCR(FQ—nRT—

PCR)检测上述地区病毒性脑炎(viral encephaIitis，
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VE)患者、抑郁症(depressive disorder，DD)患者和

健康人以及绵羊外周血液中BDV p24基因片段，现

将初步结果报道如下。

材料与方法

1．研究对象：52例VE患者均系宁夏及其周边

地区医院神经科2003年8月到2005年8月住院及

门诊患者，通过临床表现、脑脊液(CSF)和血液常规

生化检测及细胞学、脑电图及影像学等检查，符合

VE的临床诊断，并行单纯疱疹病毒、EB病毒等特

异性抗体检测，筛选全部病例经病原学诊断不明确

者，男37例，女15例，平均年龄42岁±10岁，收集

发病后15天内的血液和CSF各52例，15—35天的

血液38例和CSF 23例。收集32例上述医院外科

手术患者血液和CSF，男18例，女12例，平均年龄

37岁±11岁。53例DD患者均系上述地区医院神

经科和精神科2004年4月到2005年8月住院及门

诊患者，诊断均符合中华医学会精神科分会2001年

制定的中国精神障碍诊断与分类标准第三版

(CCMD。3)DD的诊断标准，采用HamiIton抑郁量表

(HAMD)对患者进行评分：DD患者≥17分入组。

男22例，女31例，平均年龄37岁±19岁；并同时

收集32名上述地区血库提供的健康自愿献血者为

对照，男18名，女14名，平均年龄34岁±15岁；在

上述地区的12个点，每个点随机抽取绵羊外周血液

30份，共计360份。

2．主要试剂及仪器：①外引物：P1：5 7一TGA

CCCAACCAGTAGACCA一3 7(19 bp)，P2：5 7一GTC

CCATTCATCCGTTGT(>3 7(19 bp)；(D内引物：P1：

5 7一CCCTCCAAGTGGAAACCAT一3 7(19 bp)，P2：5 7一

CAGTATCTTGATGTTCTCGCCA一3 7(22 bp)。 均

由上海博亚生物技术有限公司合成。荧光探针的序

歹Ⅱ：5 7一FAM—TCAGCGGTGCGACCACTCCGATAG

C—TAMRA一3 7(25 bp)，由中山大学达安基因诊断中

心合成。ABI Prism@7000型荧光定量PCR仪(美

国应用生物系统公司产品)；GeneAmp PCR System

9700(美国Perkin Elmer公司产品)。

3．方法：

(1)提取细胞总RNA：外周血液用Fic01l—conray

液分离外周血有核细胞(PBMC)；CSF 5 m1，离心分

离CSF有核细胞(CSFMC)，采用Trizol RNA提取

试剂盒(北京鼎国公司)提取细胞总RNA，标本

置一70℃保存。

(2)BDV质粒标准曲线制作：将重组质粒定量

后作为阳性模板，稀释成106、105、104、103、102拷

贝／”l浓度梯度，在ABI Prism@7700型扩增检测仪

上进行PCR扩增，该扩增检测仪在PCR反应进行

的同时，每8秒钟检测1次PCR产物的量(即反应

管中荧光值Rn的变化)，做到实时检测。反应结束

后，由计算机自动分析出定量结果，并给出PCR扩

增的动力学曲线。

(3)FQ—nRT—PCR：首先进行逆转录反应，在含

RNA的65℃烘干Eppendorf管中加入逆转录体系

14．2肛1，外引物一对各0．4肛1，逆转录酶MMLV

1肚l(20 U)，总反应体积为20弘l，37℃持续1 h，95℃

3 min灭活逆转录酶。然后取逆转录后反应产物

5肛l，加外引物一对各0．5肛l，dNTP(25 mmol／L)

0．3肛1，5×定性buffer 5弘1，Taq DNA聚合酶1．5肛1

(2 u)，总反应体积20肛l，进行第一轮PCR，反应条

件为：93℃预变性2 min，94℃变性45 s，55℃退火

30 s，72℃延伸45 s，共循环20周期；再72℃延伸

7 min。第二轮PCR总反应体积亦为50肚l，含第一

轮扩增产物5肛I，dNTP 1肛1，Taq酶2弘I，25 mmoI／L

MgCl210 pl，内引物一对各1 pl，荧光标记探针1弘l。

反应条件为：93℃预变性2 min；93℃45 s，55℃

1 min，循环10个周期；93℃30 s，55℃45 s，循环40

周期。每次实验设阴性对照。

(4)PCR产物纯化、克隆、测序和系统发生树分

析：对阳性PCR产物采用纯化、克隆后由中山大学

达安基因诊断中心进行测序。测序结果用clustalx

1．83、DNAt∞ls 6．0软件与GenBank提供的不同时

间、地点分离的国外标准病毒株进行同源性和氨基

酸顺序分析，绘制系统发生树和BDV阳性患者的地

理分布简图，揭示BDv分子水平的流行规律。

4．统计学分析：采用SPSS 13．0统计软件进行

皮尔逊Y2和相关性检验。

结 果

1．FQmRT．PCR扩增PBMC和CSFMC中

BDV p24基因片段的检测：BDV p24基因片段阳性

率，VE患者CSFMC为11．54％(6／52)、DD患者

PBMC 11．32％(6／53)明显高于健康人0％(0／32)

(P<0．05)；绵羊的PBMC为7．78％(28／360)与健

康人对比差异无统计学意义(P>0．05)；VE患者中

PBMC和CSFMC BDv p24基因片段拷贝数的对数

值呈显著正相关(r=0．653，P<O．05)，见表1。
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表1 PBMC和CSFMc中BDV p24基因片段的检测结果

*与健康人CSFMC比较，P<O．05；#与健康人PBMC比较

P<O．05

2．BDv基因序列同源性和氨基酸顺序分析：以

国际上公认的BDV有代表性的可识别的开放读码

框(open reading frame，ORF)，编码为磷蛋白(P，

p24)作为研究对象，用FQ—nRT—PCR扩增出宁夏及

其周边地区VE CSF、DD PBMC和绵羊PBMC的目

的基因片段，并进行纯化、克隆和测序，结果经

BLSAT软件分析，证明为BDV p24基因片段。与

GenBank提供的标准病毒株V核苷酸序列比较同

源性为96．51％，在3个位点出现突变

(ntl649T—C，ntl670C—T，ntl673C—G)，突变率

为3．49％，所编码的氨基酸大约为第536～564位氨

基酸，第548位的A由v代替，第555位的G由E

代替(图1)。该目的基因变异程度小，加上多数突

变为无义突变，所以氨基酸序列变异很小。

3．BDv系统发生树分析：应用clustalx 1．83软

件，将所测的vE患者CSF、DD患者PBMC和绵羊

PBMC三者基因序列与GenBank提供的25个国外

有代表性病毒株进行序列分析，并绘制系统发生树

·481 ·

(图2)。从发生树可以看出，我们检测的VE患者

的CSF、DD患者的PBMC和绵羊PBMC三者目的

基因片段与德国H1766、H544和澳大利亚的S88病

毒株核苷酸序列亲缘关系最近，其同源性分别为

96．5％、96％和96％。

讨 论

近年来病毒性感染疾病在世界许多国家呈爆发

性流行，如尼巴病毒(NiV)和西尼罗河病毒(wNV)

脑炎，导致感染区数千人短时间内迅速死亡；2004

年以来发生的人感染禽流感病毒等都引起了人类恐

慌和高度重视。BDV可能也是新发感染性疾病中

的一种病原体，本研究采用FQ—nRT—PCR检测宁夏

及其周边地区VE患者PBMC和CSFMC、DD患

者、健康人和绵羊的PBMC中BDV p24基因片段。

从地域分布上看(图3)：①检测标本来源于12市

区。52例VE患者中血液5例(9．6％)和CSFMC 6

例(11．5％)BDV p24基因片段阳性；32名健康人均

为阴性。vE患者CSFMC 6例阳性主要来自于宁

夏固原市(2例)、吴忠市和石嘴山市(各1例)及内

蒙古乌海市和阿拉善左旗(各1例)；DD患者PBMC

6例阳性患者主要来自于宁夏固原市、中卫市、吴忠

市和石嘴山市(各1例)、内蒙古乌海市(1例)和陕

西定边县(1例)；②以宁夏吴忠市为界线，进行南北

区域划分，结果60％阳性标本来自于北部地区，

75％阳性标本分布于半农半牧区；③经皮尔逊相关

1609 1694性检验分析，在BDV
S”。I n v cccTcc从GTGGA从cc^TccAG^c^GcTc^GcGGTGcG舭^cTccGA(=AGc^Tc槲^TccT(、GGcGAG从cATc从GAT^cTG感染分布区中绵羊

。，。似， ：。。_：rc!从w淞AA怂。。，r【=：．。Acj。。托AG怂撩j。jj。jCA磷。。‰j。浊；。AG^A，。：；w。cGj。AAcA，。‰。j，Ac，：与人类VE和DD呈IIe／8【)CCCTCC^A(；T【；(认AACCATCCAG^CAGCTCAGCGGTGCGA(jC^CTCCGAlAGCATCAG^ATCCTTGGCGAG从CATCAAGATACTG⋯一一’’～
j⋯⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯J⋯I J⋯J⋯J⋯⋯JJ ⋯⋯ ⋯J⋯J 显著正相关(P<

DD“n，-”-

?ccii；^^l：j?G^??ic^iii^G?i?‘；cji?I；c??iI；cl；?^i?ijcc??i?‘；i?ji^I；I；?T??i1。‘x；iI；?‘；^???Tc??l；?T?ij? o．05)。I|I u·u一，o

V‰ cccTcc^^肌㈨AAccATcc^(；Ac^(；cTcA【跏(邢c(㈨c^cTcc(；^cAGC^Tc似；^TccTl(Ⅲ(认G从cATc^^(j^T^cT(； 与国内外实验

。。。。。。。。 j。。TC?M州。AA削。AT型。。Acj。。1、cjGcG“Gcj剧Ac÷。。jj捌GcATcAGGAT一‰GC“。√酬，。“GATA“j结果对比分析，宁夏Shee‰n．“ CCCTCCAA(；TGGAAACCATCCAGACAGCTCAGC【；GTGCG A【1CACTCCGACAGCATCAGGATCCT‘1 GGCGAGAACATCAAGATACTG耳】／卜／、1儿J川’V I，J 及
536 564 及其周边地区BDv

轧”¨”

PS??i?引‘??i N r。W?y
5

i?RT i?j。 感染率略高，可能与下列因素有关：①不同地域J』 ；盥米罕哈向，ⅡJ月巨习r、岁U囚系伺大：U个JHJ飓峨
Ilc／80 ??j wK?????“÷”|_Ⅵ6馨???“1、洲。j 的BDv感染率可能不同，宁夏处于半农半牧

眦。。。 P s K w K P s l{Q L s¨l T PT A s j：s L A KT s l{Y x 区，居民具有同马、牛、羊等广泛的接触史；国外

⋯ ．、■⋯．、H』、』⋯l■．、⋯”』、』l⋯⋯⋯、，2， 研究表明∞’6]，部分神经、精神疾病存在BDV
V‰， I，S K W K P S IC Q L S G A l T P’J1 A S l l?L A K T S I{Y X ⋯～～’～～。⋯⋯⋯⋯⋯⋯一⋯

}I 感染，感染率为2％～13％，一些学者认为BDV
5“。。叭¨lJ 1’8“⋯“1’8“。1 8 6。1⋯M“8‘-5。““1’5“。。

感染存在动物源性，另一些认为接触马、牛、羊

图1 PcR扩增的目的基因片段与G。nB。nk提供的 和猫等动物不能增加BDV血清抗体阳性率；从

标准病毒株v和He／80病毒株核苷酸和 该系统发生树分析，检测的VE患者CSF、DD

氨基酸序列对比 患者PBMC和绵羊PBMC三者目的基因片段
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图2 BDV系统发生树分析

贝。但因血液中病毒RNA的水平低，若标本保存

处理不当可出现假阴性或假阳性∽1。这可能也是检

测BDV人类感染阳性率差异较大的原因；FQ—nRT—

PCR在扩增反应中加入了特异性2个荧光标记的

探针，增强了检测的特异性，避免了扩增产物后处理

的可能污染所致的假阳性。本组资料统计提示，宁

夏及其周边地区部分VE、DD可能与BDV或BDv

相关病毒感染有关，健康绵羊存在BDV的自然感

染，并可能具有一定的地域局限性；同时也可以看

出，我们所检测的目的基因片段多数突变为无义突

变，变异程度小，氨基酸序列高度保守，但由于缺乏

BDV分离株，分子生物学性质研究相对较少，尚无

法做出全面的解释。因此，需要对BDv感染的分子

病毒学以及广泛的分子流行病学研究，进一步揭示

BDV的流行规律，为预防和控制BDV打下基础。

(本课题部分实验在中山大学达安基因诊断中心完成，

得到胡斌、王伟毅博士，王涛和乔颖枫技师的指导和帮助，谨

此致谢)
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有很大的影响。FQ—nRT-PCR有很高的敏感性和
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特异性，可检出每份标本中10～100个BDv基因拷

 


