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人类博卡病毒 HBoV1 基因组克隆及启动子活性分析 
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摘  要: 人类博卡病毒 (Human bocavirus，HBoV) 是继细小病毒 B19 之后，第 2 个被发现可引起人类疾病的细小病毒。

通过 PCR 扩增方法从患有下呼吸道感染的患儿痰液中鉴定 HBoV，以鉴定的阳性样本为模板，利用分子生物学方法构

建病毒基因组克隆并进行序列分析。2007 年 10 月−2009 年 3 月从湖北省妇幼保健院共收集 941 例下呼吸道感染患儿的

痰液标本，检测到 33 份 HBoV 阳性样品，阳性率为 3.51％ (33/941)；其中 1 岁以下婴幼儿患者占阳性样 72.7％；构建了

含有 HBoV 中间大片段基因克隆 WHL-1，基因序列比对为 HBoV1 型，序列全长 5 299 bp (GenBank Acession No. 

GU139423)；PCR 扩增博卡病毒左端唯一启动子区，分别构建病毒启动子增强型绿色荧光蛋白(EGFP)/荧光素酶报告

基因重组载体 pGL3-pBoV-EGFP/pGL3-Basic-pBoV，转染哺乳动物细胞，通过检测绿色荧光蛋白表达和荧光素酶活

性定性并定量研究人类博卡病毒启动子在哺乳动物细胞中的活性；结果显示，启动子在试验细胞中都具有活性，且

比强启动子巨细胞病毒启动子 (Cytomegalovirus，CMV) 活性更高，在 293T 细胞中 HBoV1 启动子活性是 CMV 的 4~5

倍；已构建的基因组克隆和病毒启动子在哺乳动物细胞中表现的高活性为下一步的病毒转录、翻译分子机制的研究提

供了平台。 
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Abstract:  Human bocavirus (HBoV) is a recently discovered parvovirus, which is suspected to be an etiologic agent of 
respiratory disease and gastrointestinal disease in human. In the present study, we screened 941 nasopharyngeal aspirates 
collected from hospitalized children with lower respiratory tract infections from October 9, 2007 to March 20, 2009 in the 
Children’s Hospital of Hubei Province. Our results showed that 33 of 941 samples (3.51%) were detected positive for HBoV. To 
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obtain a full-length HBoV clone, three segments which covered the nearly full-length genome were amplified by PCR from 
HBoV positive samples separately and cloned into pBluescript SKⅡvector, and the resulting plasmid was designated as pWHL-1 
(GenBank Acession No. GU139423). We constructed the both EGFP and luciferase reporter gene vectors under the control of the 
HBoV unique promoter, respectively. Our data demonstrated that the HBoV promoter exhibited very high activity in all 
mammalian cells tested by fluorescent microscopy observation of the EGFP and luciferase activity assay and its strength was 4−5 
fold higher compared to that of the CMV promoter. This work provided an excellent tool for further study of the mechanism of 
transcription and expression of the viral genome. 

Keywords:  human bocavirus (HBoV1), cloning, sequence analysis, promoter activity 

呼吸道病毒是引发婴幼儿呼吸道疾病的主要病

原体，目前仍有许多新病毒被不断发现。2005 年，

Allander 等[1] 采用随机 PCR 扩增及生物信息学分

析，从下呼吸道感染患儿标本中检测到一种新的病

毒，命名为人博卡病毒 (Human bocavirus，HBoV)。

随后，许多国家相继报道发现 HBoV 感染，且在患

有肠胃炎的小儿粪便中也鉴定出人博卡病毒 [2]。

HBoV 主要感染 2 岁以下婴幼儿，临床症状主要表

现为咳嗽、发热常伴有重症哮喘 [3]，伴随其他呼吸

道病毒共感染[4-5]。基因组序列分析表明，该病毒与

牛细小病毒  (BPV) 及犬微小病毒  (MVC) 在系统

发育上接近，将其归属于细小病毒亚科博卡病毒属。

最近，在胃肠道疾病患者的粪便中又发现了 3 种不

同 基 因 型 的 人 博 卡 病 毒 HBoV2 、 HBoV3 和

HBoV4[6-8]，证明博卡病毒不仅是小儿呼吸道感染的

病原体，还会引发包括成人的病毒性肠胃炎疾病。 

HBoV 为单链、线状 DNA 病毒，全 长约

5 200 nt，由位于基因组左端的唯一启动子启动基因

转录 [9]，该特征与红细胞病毒属、貂阿留申病毒属

的许多病毒相同，如人细小病毒 B19 基因组由唯一

启动子 P6 调控 12 种转录子合成[10-12]。2 个主要开

放阅读框 (ORF) 分别编码非结构蛋白 NS1 和衣壳

蛋白 VP1/VP2，一个次要 ORF 编码 NP1，其功能未

知。由于博卡病毒属其他 2 个成员基因组两端都具

有 ITR 序列，该结构对病毒 DNA 复制起着重要作

用[13]，推测博卡病毒也具有 ITR 序列，但目前还未

得到相关序列。Dijkman 等首次报道，在 HBoV1 感

染的假分层人气管上皮细胞中检测到 6 个转录产

物，且通过 real-time PCR 检测到病毒复制[9]。随后，

Chen 等报道了更完整的 HBoV1 转录图谱，转录子

(Transcripts) 均由位于基因组左端的 P3 启动子启动

转录，转录图谱特征与博卡病毒属其他 2 位成员类

似[14]。细小病毒的敏感宿主细胞范围相对狭窄，如

B19 只能在极少的几个细胞系中复制，且效力很低。

目前还未有人博卡病毒感染性克隆及其敏感细胞

系的报道，成为对该病毒感染机制研究的瓶颈。本

实验从呼吸道疾病患儿痰液中鉴定出人博卡病毒，

并构建了病毒基因组克隆 (缺少 ITR)，基因序列分

析表明为 HBoV1 型。构建了病毒启动子活性检测重

组载体，转染多种哺乳动物细胞，实验证明 HBoV1

启动子在所试哺乳动物细胞中具有很高活性，为进

一步研究 HBoV1 的转录、翻译等分子机制提供重

要平台。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒及细胞 
大肠杆菌菌株 DH10B、质粒 pBluescript SKⅡ、

pGL3-Basic、pEGFP-N1 由本实验室保存；人胚肾上

皮细胞 293T/293GP2P6、人肺成纤维细胞 WI-38AV、

人肺癌细胞 A-549、兔肾细胞 RK13、猪鼻甲骨黏膜

成纤维细胞 PT、HeLa 细胞由本实验室保存。 

1.2  主要试剂 
限制性内切酶  (EcoRⅠ、 SalⅠ、 XbaⅠ、

HindⅢ、BglⅡ、NcoⅠ)、Taq DNA 聚合酶、T4 DNA

聚合酶、DNA 连接酶均购自 TaKaRa 公司；DNA

片段胶回收试剂盒购自博大泰克公司；DNA marker、
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高纯度质粒小提中量试剂盒购自天根 (Tiangen) 生

物 技 术 公 司 ； TA Cloning 试 剂 盒 、 转 染 试 剂

Lipofectamine Reagent 购自 Invitrogen 公司；荧光素

酶检测试剂盒 Luciferase Assay System 购自 Promega

公司；QIAmp DNA Mini Kit 购自 Qiagen 公司。DMEM

购自 Gibico 公司；胎牛血清购自 Hyclone 公司。 

1.3  样品处理及病毒 DNA 提取 
本实验 941 例痰液样品均采自湖北省妇幼保健

院具有呼吸道感染症状的患儿。在痰样中加入 5

倍体积的生理盐水，去除唾液，然后加入等体积化

痰剂  (含 0.1％  DTT) 混匀，37 ℃水浴 30 min 后

1 500 r/min 离心 10 min，取上清。取 200 μL 提取病

毒 DNA，剩余上清−70 ℃保存。QIAmp DNA Mini Kit

提取病毒基因组 DNA，操作按照说明书进行。 

1.4  PCR 检测 
根据 GenBank 上已公布的人博卡病毒基因组

序列 DQ000496[1]设计引物  (Forward: 5′-TATCGT 

CTTGCACTGCTTCG-3′; Reverse: 5′-AGAGTAGGC  

GTGATCATGTAA-3′)，以提取的痰样病毒 DNA 为

模板，扩增保守区 NP1 基因，引物合成由北京奥

科生物公司完成。反应条件：94 ℃预变性 3 min；

94  30 s℃ ，55  30 s℃ ，72  1 min℃ ，共 35 个循环；

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物经 0.8％琼脂糖凝胶电

泳检测。 

1.5  HBoV1 基因组克隆的构建 
取一管已鉴定为 HBoV 阳性的痰样 DNA 为模

板 ， 根 据 DQ000496 基 因 组 测 序 结 果 ， 结 合

pBluescript SKⅡ载体的酶切位点，对基因组分 3

段扩增：a 段  (1 408 bp)、b 段  (2 893bp) 和 c 段  

(997 bp)，引物见表 1。利用琼脂糖凝胶 DNA 回收

试剂盒回收 3 段 PCR 产物。先将 a 和 c 段与 T 载体

连接，转化 DH10B 感受态细胞，挑取克隆并鉴定，

b 段 PCR 扩增产物通过 HindⅢ和 EcoRⅠ酶切位点

插入 pBluescript SKⅡ载体，再将 a 和 c 段分别通过

SalⅠ/HindⅢ、EcoRⅠ/XbaⅠ酶切位点插入上述质粒

中，构建 HBoV1 基因组克隆，酶切鉴定重组质粒。 

表 1  构建 HBoV1 基因组克隆所用引物  
Table 1  Primers used for construction of a full-length 
genome clone of HBoV1  

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

a1(Forward) ACGCGTCGACGCCGGCAGACATATTGGA

a2(Reverse) CCCAAGCTTTATTGTCTGAGTCAAGCGA

b1(Forward) CCCAAGCTTTACAGCTTTTGTTG 

b2(Reverse) CGGAATTCTGCCTGTGCTGGCTG 

c1(Forward) CGGAATTCAGCCATACTCAAAACCA 

c2(Reverse) GCTCTAGATGTACAACAACAACACA 

 
1.6  HBoV1 基因组测序及序列分析 

将已连 T 载体的 a、c 段及插入 pBluescript SKⅡ

载体的 b 段分别测序，测序工作由北京奥科生物公

司完成，采用 Phrap 拼接基因组测序片段。采用

Sequin 完成序列注释和测序提交文件的生成，测序

后拼装的基因组命名为 WHL-1。利用 DNAStar 软

件对已测 HBoV1 基因组序列和推导的氨基酸序列

进行分析。 

1.7  HBoV1 启动子重组载体的构建 
根据 GU139423 序列设计启动子上下游引物，

分别引入 BglⅡ、HindⅢ酶切位点：上游引物：

5′-GAAGATCTGCCGGCAGACATATTC-3′，下游引

物：5′-CCCAAGCTTAGTAGACTCACCACAAGCG 

T-3′。以 WHL-1 质粒为模板进行 PCR 扩增，反

应条件：94 ℃预变性 3 min；94  30 s℃ ，55  30 s℃ ，

72  1 min℃ ，共 30 个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR

产物经 0.8％琼脂糖凝胶电泳检测。利用琼脂糖凝胶

DNA 回 收 试 剂 盒 回 收 PCR 产 物 。 重 组 载 体

pGL3-Basic-pBoV 的构建：分别用限制性内切酶

BglⅡ和 HindⅢ对回收片段和 pGL3-Basic 载体质粒

进行双酶切，酶切回收产物 16 ℃连接过夜，转化大

肠杆菌 DH10B 感受态细胞，挑取阳性克隆摇菌，酶

切鉴定后测序。重组载体 pGL3-pBoV-EGFP 的构建：

以 pEGFP-N1 质粒为模板扩增 EGFP 基因片段，通

过酶切连接将 EGFP 基因替换 pGL3-Basic-pBoV 载

体上的荧光素酶基因 (luc+)，酶切鉴定后测序。阳

性对照重组载体 pGL3-Basic-pCMV 的构建：以
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pEGFP-N1 质粒为模板扩增 CMV 启动子区，插入

pGL3-Basic 载体上的 BglⅡ和 HindⅢ酶切位点之间，

酶切鉴定后测序。 

1.8  HBoV1 启动子活性检测 
1.8.1  荧光显微镜检测 GFP 的表达 

将试验细胞 (293T/293GP2P6、WI-38AV、A-549、

RK13、PT、HeLa) 接种在 24 孔板中，37 ℃、5％ 

CO2 培养箱中过夜培养。在细胞长至 80％时，用

PBS 洗 2 遍细胞，加入无血清培养基，同时按 1∶2 

(µg∶µL)的比例将质粒 pGL3-pBoV-EGFP 与转染试

剂 Lipofectamine 混合 (每孔加入 1 µg 质粒和 2 µL

转染试剂)。室温放置 30 min 后将混合物加入清洗

过的细胞中，在 37 ℃、5％ CO2 培养箱中培养 4 h，

用含 10％小牛血清的  DMEM 更换培养基继续培

养，以 pEGFP-N1 质粒转染各种细胞为阳性对照。

24 h 后荧光显微镜观察。 

1.8.2  荧光素酶报告基因活性测定 

将试验细胞 (293T、WI-38AV、A-549、HeLa) 

按 1×104 个细胞 /孔的量接种在 96 孔板中，质粒

pGL3-Basic-pBoV转染细胞按照上述操作方法进行。

以 pGL3-Basic-pCMV 质粒转染各种细胞为阳性对

照。培养 24 h 后吸弃细胞培养基，用 PBS 洗 1 次，

加入裂解液 20 μL/孔，室温摇动 15 min。按照荧光

素酶检测试剂盒 (Luciferase Assay System) 的操作

说明书，每孔加入 100 μL LAR 反应液，混匀后加入

96 孔检测板，设定微孔板式发光仪 (Centro LB 960) 

延迟 2 s，发光仪测读 10 s，测读萤火虫荧光素酶发

光值。转染试验重复 3 次，数据采用 Origin6.0 软件

进行统计学分析。 

2  结果与分析 

2.1  HBoV1 阳性样本的 PCR 检测 
PCR 扩增产物表现为单一特异条带，分子量约

为 600 bp，与预期结果相符 (图 1)。PCR 产物回收

后连 T 载体测序，利用 NCBI 网站的 Blast 工具对测

序结果进行比对分析表明为 HBoV NP1 基因，该基

因在博卡病毒属中非常保守，成为博卡病毒鉴定常

用目标基因。941 例痰液样本检测到 33 例 HBoV 阳

性扩增产物，阳性率为 3.51％ (33/941)。33 例阳性

患者临床诊断为肺炎或支气管肺炎，且大多为 1 岁

以下患儿 (24 例)，占整个患者阳性样的 72.7％；为

人类博卡病毒的易感人群。 

 

图 1  HBoV1 NP 基因的 PCR 产物鉴定 
Fig. 1  PCR products of HBoV1. 1: DNA marker I; 2,3,5: 
positive samples; 4: negative sample. 

 
2.2  HBoV1 基因组克隆的构建 

以 HBoV 阳性样本 DNA 为模板，利用 PCR

方法分 3 段扩增病毒基因组，通过琼脂糖凝胶电

泳得到与预期扩增片段大小一致的 3 条产物：a 段  

(1 408 bp)、b 段 (2 893 bp) 和 c 段 (997 bp) (图 2A)。

按照方法 1.5 构建病毒基因组克隆，双酶切鉴定如

图 2B 所示：SalⅠ+XbaⅠ酶切下基因全长 (a+b+c)；

SalⅠ+HindⅢ酶切下 a 段；HindⅢ+EcoRⅠ酶切下 b

段；EcoRⅠ+XbaⅠ酶切下 c 段。初步验证成功构建

了人博卡病毒基因组，命名为 WHL-1。 

2.3  HBoV1 基因组测序及序列分析 
对已鉴定的含有病毒基因组各个片段的质粒进

行测序，测序结果拼接后最终获得 HBoV 基因组中

间大片段序列，该序列全长 5 299 bp，编码 3 个开

放阅读框：NS1、NP1 和 VP1/VP2，GenBank 登录号

为 GU139423，基因型为 HBoV1 型。该序列与已报

道序列 DQ000496 氨基酸同源性达到 99％，仅 16 个

核苷酸发生变异，大多位于易突变的衣壳蛋白编码

区，而 NP1 基因完全保守，其他细小病毒中并未发

现与 NP1 同源的蛋白。NP1 在 MVC 病毒 DNA 复制 
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图 2  HBoV1 基因组 PCR 分段扩增 (A) 及重组载体的

酶切鉴定 (B) 
Fig. 2  PCR products of three segments (A) and recombinant 
plasmid identified by enzyme digestion (B). (A) 1: 1 kb DNA 
marker; 2−4: PCR product of fragments from a to c. (B) 1: 1 kb 
DNA marker; 2: pSK-a-b-c digested with Sal I and Xba I; 3: 
pSK-a-b-c digested with Sal I and Hind III; 4: pSK-a-b-c 
digested with Hind III and EcoR I; 5: pSK-a-b-c digested with 
EcoR I and Xba I; 6: pSK-a-b-c digested with EcoR I. 
 

过程中发挥重要作用，缺失 NP1 基因的 MVC 可由

HBoV1 或 BPV1 的 NP1 基因回补，正常进行病毒

DNA 复制[15]。对病毒基因组启动子区分析显示，该

启动子中心区域位于 146~196 nt，距离 NS1 起始密

码子仅 91 个核苷酸。该片段包含真核生物基因启动

子的基本元件 TATA 盒、CAAT 框以及转录起始基

序 (图 3)，这些元件是否具备功能还需进一步验证。 

1    GCCGGCAGACATATTGGATTCCAAGATGGCGCATGTGCAACCACGTCACA 
51   TATAAAATAATAAATATTCACAAGGAGGAGTGGTTATATGATGTAATCCA                  

CAAT box 
101  TAACCACTCTCAGGAAATGACGTATGATAGCCAATCAGAATTGAGTATTA 

TATA box                      Ins 
151  AACCTATATAAGCTGCTGCACTTCCTGATTCAATCAGACTGCATCCGGTC 
201  TCCGGCGAGTGAACATCTCTGGAAAAAGCTCCACGCTTGTGGTGAGTCTA 
251  CTNATG 

图 3  HBoV1 启动子序列 
Fig. 3  Nucleotide sequence of the HBoV1 promoter. 
 

2.4  HBoV1 启动子重组载体的构建 
以 WHL-1 质粒为模板，PCR 扩增 HBoV1 启

动子序列  (1~252 nt)，凝胶电泳检测大小正确  

(图 4A2)，PCR 回收片段与 pGL3-Basic 载体连接，

酶切鉴定，切下 250 bp 大小条带 (图 4A3)，与预期

结果一致，成功构建了 pGL3-Basic-pBoV 重组载体。

以 pEGFP-N1 质粒为模板扩增 EGFP 基因片段，大

小为 719 bp (图 4B2)，通过双酶切用 EGFP 基因替

换已构建载体 pGL3-Basic-pBoV 的 luc 报告基因，

酶切鉴定如图 3B3。以 pEGFP-N1 质粒为模板扩增

CMV 启动子区，大小 589 bp (图 4C2)，成功构建阳

性对照重组载体 pGL3-Basic-pCMV，酶切鉴定如图

4C3。构建载体的测序工作由南京金斯瑞生物有限公

司完成。 

2.5  HBoV1 启动子活性检测 
重组质粒 pGL3-pBoV-EGFP 转染试验细胞 24 h

后，荧光显微镜观察细胞中 EGFP 蛋白的表达 (图

5)，以 pEGFP-N1 载体转染各试验细胞为阳性对照。

所有试验细胞均检测到绿色荧光，表明 HBoV1 启

动子在哺乳动物细胞中启动下游报告基因 EGFP 的

转录、表达。pEGFP-N1 是常用的带有 EGFP 标签

的表达载体，在 CMV 的启动下，外源基因与 EGFP

融合表达，在荧光显微镜下可直接观察蛋白表达。

各细胞试验组与对照细胞组相比，荧光强度相当甚

至更强，显示 HBoV1 启动子在哺乳动物中具有很

强活性。293T、293G 和 PT 细胞试验组中表达荧光

蛋白的细胞明显多于 WI-38AV、A-549、RK13 和

HeLa 细胞试验组，原因在于 Lipofectamine Reagent

介导下对各种细胞转染效率不同。同时，我们采用
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荧光素酶检测系统对启动子活性定量检测，以

pGL3-Basic-pCMV 转染各种试验细胞测得发光值

为 1，HBoV1 启动子在 4 种细胞中荧光素酶活性相

对值见图 6，说明启动子在不同细胞中活性都比

CMV 启动子强 (荧光素酶相对活性都大于 1)。在

293T、HeLa、A-549 和 WI-38AV 细胞中，HBoV1

启动子活性分别是 CMV 的 4.5 倍、2.2 倍、1.4 倍

和 1.1 倍。

 

图 4  启动子重组载体的构建 
Fig. 4  Construction of HBoV1 promoter vectors. (A) 1: DNA marker I; 2: PCR product of HBoV1 promoter; 3: pGL3-Basic-pBoV 
digested with Bgl II/Hind III. (B) 1: 1 kb DNA marker; 2: PCR product of EGFP; 3: pGL3-pBoV-EGFP digested with Nco I/Xba I. (C) 
1: 1 kb DNA marker; 2: PCR product of CMV promoter. 3: pGL3-Basic-pCMV digested with Bgl II/Hind III. 

    

图 5  荧光显微镜检测 HBoV1 启动子下的 EGFP 在不同哺乳动物细胞中的表达 
Fig. 5  Detection the EGFP expression by HBoV1 promoter function in different cell lines with fluorescence microscope (bar=50 μm). 
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图 6  HBoV1 启动子在 4 种细胞中的活性比较 
Fig. 6  Comparison of the strengths of HBoV1 promoter in 
different cell lines. The values were calculated by dividing the 
amount of relative luciferase activity driven by HBoV1 
promoter. The activity of the CMV promoter was set at 1 in all 
cell types. The error bars indicate standard deviations of 3 
experiments and each performed in triplicate. 

3  讨论 

人博卡病毒是近年来新发现的感染人类的细小

病毒，最初是在患有呼吸道疾病的小儿鼻咽抽吸物

中筛选出该病毒，且在世界范围内都有发现该病毒

感染。近两年又在患有胃肠道疾病患者排泄物中鉴

定出不同基因型的 HBoV。在成人的呼吸道分泌物

中偶尔也能检测到人博卡病毒[16]。本研究采集的标

本来自患有呼吸道疾病的患儿，941 例痰液样本检

测到 33 例 HBoV 阳性扩增产物，其中 1 岁以下婴

幼儿患者占阳性样 72.7％，为人博卡病毒的易感人

群，而有报道 5 岁儿童 90％以上都具有人博卡病毒

抗体[17]。 

本实验构建了人博卡病毒基因组克隆，对其测

序并与已报道的序列比对发现，该博卡病毒属于

HBoV1 型。与其他细小病毒类似，博卡病毒基因组

两端具有 ITR 结构，但迄今为止还未能得到该序列，

也未见有相关报道。我们已构建的病毒重组载体

WHL-1 也只包括中间 5 299 nt 的大片段，由于缺乏

ITR结构，采用 Southern blotting方法，在转染 WHL-1

的 293T 细胞中并未检测到病毒 DNA 复制 (结果未

显示)，进一步证明 ITR 结构对病毒复制是必需的。

由于未分离得到 HBoV 病毒粒子，感染性克隆的构

建又受阻于 ITR 结构，对人类博卡病毒的研究多局

限于流行病学研究。获得感染性克隆是研究病毒感

染的分子机制的突破口，我们正进行这方面的工作。 

人类博卡病毒唯一启动子位于基因组左端，由

于缺乏 ITR 结构，启动子区是否会受到影响而无活

性，能否在哺乳动物细胞中行使功能。我们将基因

组左端 252 个核苷酸克隆到 pGL3-Basic 上，分别转

染人类、猪、兔代表细胞系，结果显示，在这几类

哺乳动物细胞中，HBoV1 启动子都具有活性，且在

293T 细胞中活性最强。首次证明 HBoV1 启动子在

大多数哺乳动物细胞中具有较高活性，为深入研究

博卡病毒转录和翻译机制提供了很好的平台。 
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