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摘要:【目的】研究人博卡病毒非结构蛋白 ＮＰ１ 对细胞转录因子活性和炎症细胞因子 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 表达的

调控作用ꎮ 【方法】通过双荧光素酶报告基因系统分析 ＮＰ１ 对转录因子的调控作用ꎬ通过 ＥＬＩＳＡ 和荧光定量

ＰＣＲ 分别从蛋白质和 ＲＮＡ 水平检测 ＮＰ１ 是否影响 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 的表达ꎬ最后利用哺乳动物双杂交系统分析

ＮＰ１ 是否通过寡聚化发挥功能ꎮ 【结果】在 ２９３Ｔ 细胞中ꎬＮＰ１ 可分别提高 ＡＰ￣１、ＳＴＡＴ３ 和 ＧＡＳ 转录因子报

告载体荧光素酶活性 ３ ６９ 倍、２ ４５ 倍和 ３ ０３ 倍ꎬ但对 ＮＦ￣κＢ 转录因子报告载体荧光素酶活性无明显影响

(Ｐ > ０ ０５)ꎮ 转染 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬＮＰ１ 表达细胞和对照细胞培养基中 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 蛋白浓度没有显著性差

异(Ｐ > ０ ０５)ꎬ但 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达水平上调ꎮ 哺乳动物双杂交实验表明 ＮＰ１ 蛋白自身没有相互作用ꎮ
【结论】结果首次表明 ＨＢｏＶ１ 非结构蛋白 ＮＰ１ 对细胞转录因子和炎症细胞因子具有调节作用ꎬ 揭示 ＮＰ１ 可

能与 ＨＢｏＶ１ 致病性有关ꎬ为进一步探究 ＨＢｏＶ１ 病毒致病的分子机制提供参考ꎮ
关键词:人博卡病毒ꎬ非结构蛋白 ＮＰ１ꎬ转录因子ꎬ细胞因子
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　 　 人博卡病毒(Ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ１ꎬ ＨＢｏＶ１ꎬ意译

为“牛犬病毒” [１] )是通过随机 ＰＣＲ 扩增结合生物

信息学分析ꎬ从下呼吸道感染幼儿样本中检测到的

一种 新 细 小 病 毒[２]ꎮ 它 与 细 小 病 毒 Ｂ１９ [３]、
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ４[４]及 ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ５[５]是迄今为止发现与人

类疾病有关的细小病毒成员ꎮ 全基因序列分析表

明ꎬ该病毒与牛细小病毒 ( ＢＰＶ) [６]、犬细小病毒

(ＭＶＣ) [７]及新发现的猪博卡病毒(ＰＢｏＶ) [８]ꎬ归属

于细小病毒亚科博卡病毒属ꎮ 众多研究表明ꎬ
ＨＢｏＶ１ 在世界范围内引起儿童下呼吸道感染ꎬ主要

感染 ２ 岁以下婴幼儿ꎬ临床症状主要表现为咳嗽、

发热常伴有重症哮喘[９]ꎬ在患儿的血液、尿液和粪

便样本中也检测到 ＨＢｏＶ[１０]ꎮ ＨＢｏＶ１ 在呼吸道分

泌物中的检出率为 １ ５％ － １９％ [１１ － １３]ꎬ腹泻和肠胃

炎 儿 童 的 粪 便 样 本 检 出 率 分 别 达 １６％ 、
９ １％ [１４ － １５]ꎮ 随后另 ３ 种不同基因型的人博卡病毒

ＨＢｏＶ２、ＨＢｏＶ３ 和 ＨＢｏＶ４ 在胃肠道疾病患者的粪便

中也被发现[１６ － １８]ꎬ表明博卡病毒不仅是呼吸道感染

的病原体ꎬ还可能还会引发病毒性肠胃炎疾病ꎮ
ＨＢｏＶ 可单独感染ꎬ 也可以与其他病毒混合感

染[１９]ꎮ
ＨＢｏＶ 基因全长约 ５ ２ ｋｂꎬ２ 个主要的开放式阅
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读框分别编码非结构蛋白 ＮＳ１ 和衣壳蛋白 ＶＰ１ 和

ＶＰ２ꎬ同时还有第 ３ 个阅读框编码非结构蛋白 ＮＰ１ꎮ
ＨＢｏＶ１ 感染的假分层人气管上皮细胞和近全长

ＨＢｏＶ１ 基因组(不含两端 ＩＴＲ 结构)体外转染实验

可检测到其转录产物[２０ － ２１]ꎮ ＮＰ１ 为博卡病毒属所

特有ꎬ序列高度保守ꎬ博卡病毒属成员 ＨＢｏＶ、ＢＰＶ
和 ＭＶＣ 的 ＮＰ１ 蛋白氨基酸序列同一性达 ４７％ [２]ꎮ
ＨＢｏＶ１ 和 ＭＶＣ 的 ＮＰ１ 在病毒 ＤＮＡ 复制中均起着

至关重要的作用[２１ － ２３]ꎬ终止 ＭＶＣ ＮＰ１ 的表达可使

其 ＤＮＡ 的复制水平降低 ３２０ 倍ꎬ而且 ＨＢｏＶ 和 ＢＰＶ
ＮＰ１ 在一定程度上可替代 ＭＶＣ 的 ＮＰ１ 发挥作

用[２３]ꎮ 近期研究表明近全长的 ＨＢｏＶ 基因组可以

有效的抑制由仙台病毒和聚脱氧腺苷酸诱导的

ＩＦＮ￣β 表达ꎬ抑制效应主要通过 ＨＢｏＶ ＮＰ１ 与干扰

素生成过程中的重要调控因子 ＩＲＦ￣３ 的 ＤＮＡ 结合

域相互作用从而干扰 ＩＲＦ￣３ 与 ＩＦＮＢ 启动子结合ꎬ进
而抑制 ＩＦＮ￣β 的生成[２４]ꎬ该研究揭示了 ＮＰ１ 抑制宿

主天然免疫反应及 ＨＢｏＶ 调控宿主免疫反应的新机

制ꎮ 细小病毒非结构蛋白在病毒感染及引起相关疾

病的过程中起至关重要的调控作用ꎮ 细小病毒 Ｂ１９
非结构蛋白 ＮＳ１ 作为反式因子可以调控一系列细

胞因子如 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣６ 的表达ꎬ激活 ＡＰ￣１、ＮＦ￣κＢ、
ＳＴＡＴ３ 等转录因子[２５￣２８]ꎬ表明了非结构蛋白在 Ｂ１９
感染引起相关疾病的过程中起到重要的作用ꎮ

研究表明 ＨＢｏＶ１ 感染性克隆在 ２９３ 细胞中可

以复制并产生感染性病毒粒子[２２]ꎮ 本实验将 ＨＢｏＶ
非结构蛋白 ＮＰ１ 克隆至真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３ １
( ＋ )中ꎬ检测其在 ２９３Ｔ 细胞中的表达ꎬ分析 ＮＰ１ 是

否调控细胞内转录因子如 ＳＴＡＴ３、ＮＦ￣κＢ、ＡＰ￣１ 及

ＳＴＡＴ１ 的活性并影响炎症细胞因子 ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６
的表达ꎬ从而为 ＮＰ１ 的功能研究提供信息ꎮ 同时ꎬ
生物信息学分析发现 ＮＰ１ 蛋白的 Ｃ 端具有较多的

α￣螺旋结构ꎬ本研究应用哺乳动物双杂交系统分析

ＮＰ１ 蛋白自身是否可以形成二聚体而行使相关生物

学功能ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 质粒、菌种和细胞株: 质粒 ｐｃＤＮＡ３ １( ＋ )、

ｐＲＬ￣ＴＫ、 ｐＳＴＡＴ３￣ｌｕｃ、 ｐＡＰ￣１￣ｌｕｃ、 ｐ￣ＧＡＳ￣ｌｕｃ、 ｐ￣ＮＦ￣
κＢ￣ｌｕｃ、 ｐＷＨＬ￣１ ( ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ:
ＧＵ１３９４２３)和大肠杆菌菌株 ＤＨ５α 由本实验室保

存ꎻ 质 粒 ｐＡＣＴ、 ｐＢＩＮＤ、 ｐＧ５ｌｕｃ、 ｐＡＣＴ￣ＭｙｏＤ 和

ｐＢＩＮＤ￣Ｉｄ 由华中农业大学农业微生物国家重点实

验室李永涛博士惠赠ꎻ２９３Ｔ 细胞购自中科院细胞

库ꎮ
１ １ ２　 主要试剂:限制性内切酶、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻＤＮＡ 片段胶回

收试剂盒购自北京鼎国昌盛生物技术公司ꎻＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ 购自东盛生物公司ꎻ高纯度质粒小提中量试

剂 盒 购 自 天 根 生 物 技 术 公 司ꎻ 转 染 试 剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ Ｒｅａｇｅｎｔ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻ荧光素

酶双报检测试剂盒 Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ 购自

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻＥＬＩＳＡ 试剂盒购自武汉博士得生物有

限公司ꎻＵｌｔｒａＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ(ｗｉｔｈ ＲＯＸ)购自北京康

为生物有限公司ꎮ ＤＭＥＭ 和胎牛血清购自 Ｍｕｌｔｉｃｅｌｌ
公司ꎻ鼠源抗 ＮＰ１ 一抗由本实验室自制ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 抗

体和 Ｄｙｌｉｇｈｔ ８００￣标记的羊抗鼠二抗购自艾美捷科

技有限公司ꎮ
１ ２　 重组表达质粒的构建

根据博卡病毒序列(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ: ＧＵ１３９４２３)
设计扩增 ＮＰ１ 的上下游引物ꎬ引物与酶切位点如表

１ 所示ꎮ 以 ｐＷＨＬ￣１ 质粒为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反
应条件:９４℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４℃ ３０ ｓꎬ５５℃ ３０ ｓꎬ
７２℃ １ ｍｉｎꎬ共 ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ
产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 利用琼脂糖凝胶

ＤＮＡ 回收试剂盒回收 ＰＣＲ 产物ꎮ 重组载体 ｐｃＤＮＡ￣
ＮＰ１ 的构建:分别用限制性内切酶对 ＮＰ１ 回收片段

和 ｐｃＤＮＡ３ １( ＋ )载体质粒进行双酶切ꎬ酶切回收

产物 １６℃连接过夜ꎬ转化大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细

胞ꎬ挑取阳性克隆摇菌ꎬ酶切鉴定后测序ꎮ 哺乳动物

双杂交系统中重组载体的构建:根据 ＧＵ１３９４２３ 序

列设计扩增 ＮＰ１、Ｎ１１０、Ｃ１１０ 上下游引物ꎬ引物与酶

切位点如表 １ꎮ 以 ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１ 质粒为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ反应条件同上ꎮ 分别用限制性内切酶对

ＮＰ１、Ｎ１１０ 和 Ｃ１１０ 回收片段和 ｐＡＣＴ、ｐＢＩＮＤ 载体

质粒进行双酶切ꎬ酶切回收产物 １６℃连接转化ꎬ挑
取阳性克隆ꎬ酶切鉴定后测序ꎬ测序工作由上海生工

生物公司完成ꎮ

８３７
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表 １.构建克隆所需引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｏｎｅｓ
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
Ｐｌａｓｍｉｄ

Ｉｎｓｅｒｔ ＤＮＡ Ｅｎｃｏｄｉｎｇ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｒｅｇｉｏｎ

ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ (５'→ －３') ａ Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ Ｓｉｔｅ

ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１ ＮＰ１ １ － ２２０ａａ
Ｆ１:ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＧＣＴＣＡＧＧＧＡＡＴＡＴＧＡＡＡＧ
Ｒ１:ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＴＴＧＧＡＧＧＣＡＴＣＴＧＣＴＴＣ

ＥｃｏＲＩ
ＸｂａＩ

ｐＡＣＴ￣ＮＰ１ ＮＰ１ １ － ２２０ａａ
Ｆ３:ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＴＧＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＴＡＧＣＴＣＡＧＧＧＡＡＴＡＴＧＡＡＡＧ
Ｒ３:　 　 　 　 　 　 　 Ｒ１

ＢａｍＨＩ
ＸｂａＩ

ｐＢＩＮＤ￣ＮＰ１
ＮＰ１ １ － ２２０ａａ Ｆ４:　 　 　 　 　 　 　 Ｆ３

Ｒ４:　 　 　 　 　 　 　 Ｒ１
ＢａｍＨＩ
ＸｂａＩ

ｐＡＣＴ￣Ｎ１１０
ＮＰ１ １ － １１０ａａ
(Ｎ１１０)

Ｆ５:　 　 　 　 　 　 　 Ｆ３
Ｒ５:ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＧＡＡＣＣＣＡＣＡＣＣＡＣＣＣ

ＢａｍＨＩ
ＸｂａＩ

ｐＡＣＴ￣Ｃ１１０
ＮＰ１ １１０ － ２２０ａａ
(Ｃ１１０)

Ｆ６:ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＴＧＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＴＴＡＣＴＧＧＣＡＣＴＣＴＡＣＴＣＧＣ
Ｒ６:　 　 　 　 　 　 　 Ｒ１

ＢａｍＨＩ
ＸｂａＩ

ｐＢＩＮＤ￣Ｎ１１０
ＮＰ１ １ － １１０ａａ
(Ｎ１１０)

Ｆ７:　 　 　 　 　 　 　 Ｆ３
Ｒ７:　 　 　 　 　 　 　 Ｒ５

ＢａｍＨＩ
ＸｂａＩ

ｐＢＩＮＤ￣Ｃ１１０
ＮＰ１ １１０ － ２２０ａａ
(Ｃ１１０)

Ｆ８:　 　 　 　 　 　 　 Ｆ６
Ｒ８:　 　 　 　 　 　 　 Ｒ１

ＢａｍＨＩ
ＸｂａＩ

ａＣｌｏｎｉｎｇ Ｓｉｔｅｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｂｏｌｄ. Ｆꎬ ｆｏｒｗａｒｄꎻ Ｒꎬ ｒｅｖｅｒｓｅ.

１ ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

收集转染 ４８ ｈ 的细胞ꎬ设空载体转染对照ꎬ进
行 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ将分离的蛋白转移到硝酸

纤维素膜上ꎬ放入 ＴＢＳ￣Ｔ 中ꎬ 洗膜 ５ ｍｉｎꎬ 封入含有

５％脱脂奶粉封闭液的塑料袋中ꎬ 室温孵育 ２ ｈꎬ
ＴＢＳ￣Ｔ 洗膜 １５ ｍｉｎ × ４ꎬ 稀释一抗于 ＴＢＳ￣Ｔ 中ꎬ将膜

封入含适当稀释一抗的塑料袋中 ４℃过夜ꎮ 次日洗

膜 １５ ｍｉｎꎮ 稀释二抗(羊抗鼠)于 ＴＢＳ￣Ｔ 中ꎬ 将膜封

入含适当稀释二抗的塑料袋中室温孵育 ２ ｈꎬ 洗膜

１５ ｍｉｎ × ４ꎮ 室温避光直接利用近红外双色激光成

像系统 Ｏｄｙｓｓｅｙ 进行扫描分析蛋白的表达ꎮ
１ ４　 荧光素酶双报告基因活性测定

将 ２９３Ｔ 细胞按 １ × １０４ 个细胞 /孔的量接种在

９６ 孔板中ꎬ 质粒共转染细胞按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书操作方法进行ꎮ 培养 ４８ ｈ 后吸弃细

胞培养基ꎬ用 ＰＢＳ 洗 １ 次ꎬ加入裂解液 １００ μＬ /孔ꎬ
室温摇动裂解 １５ ｍｉｎꎬ裂解液 １００００ × ｇꎬ１ ｍｉｎ 离心

去除细胞碎片ꎬ取上清ꎮ 按照 Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔ
Ａｓｓａｙ 试剂盒的操作说明书ꎬ每孔细胞裂解液加入

２５ μＬ ＬＡＲ 反应液ꎬ混匀后加入 ９６ 孔检测板ꎬ设定

微孔板式发光仪(Ｃｅｎｔｒｏ ＬＢ ９６０) 延迟 ２ ｓꎬ发光仪

测读 １０ ｓꎬ测读萤火虫荧光素酶发光值ꎬ然后再在同

一个样品中加入 ２５ μＬ Ｓｔｏｐ ＆ Ｇｌｏ 试剂ꎬ终止上述

反应ꎬ同时测定海肾萤光素酶发光值ꎮ 转染试验重

复至少 ３ 次ꎬ数据采用 Ｏｒｉｇｉｎ６ ０ 软件进行统计分

析ꎮ

１ ５　 ＥＬＩＳＡ 和实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＬ６ 和

ＴＮＦ￣α的表达

将 ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１ 重组质粒和对照质粒转染 ２９３Ｔ
细胞ꎬ转染 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后收集细胞的上清按照

ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书进行 ＥＬＩＳＡ 检测ꎮ 同时将转染

细胞 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬＴｒｉｚｏｌ 法提取细胞的总 ＲＮＡꎬ
反转录成 ｃＤＮＡꎮ 设计 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 的荧光定量

ＰＣＲ 引物ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因(表 ２)进行实时

荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎬ每个样品 ３ 个复孔ꎮ ｍＲＮＡ 相

对表达水平采用比较 Ｃｔ 法计算ꎬ相对 ｍＲＮＡ 表达 ＝
２ － ΔΔＣｔꎮ

表 ２.实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５'→ －３')

ＩＬ － ６
Ｆ１: ＡＧＡＧＧＣＡＣＴＧＧＣＡＧＡＡＡＡＣ
Ｒ１: ＴＧＣＡＧＧＡＡＣＴＧＧＡＴＣＡＧＧＡＣ

ＴＮＦα
Ｆ２: ＣＴＧＣＣＣＣＡＡＴＣＣＣＴＴＴＡＴＴ
Ｆ２: ＣＣＣＡＡＴＴＣＴＣＴＴＴＴＴＴＧＡＧＣＣ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ３: ＣＧＧＧＧＣＴＣＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣ
Ｒ３: ＣＴＴＣＧＡＣＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣ

１ ６　 哺乳动物双杂交实验

将细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ 待其覆盖率达到

６０％ 时ꎬ用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂进行转染ꎬ
ｐＢＩＮＤ￣ＸꎬｐＡＣＴ￣Ｙ 和报告基因(ｐＧ５ｌｕｃ)按 １∶ １ ∶ １比
例共转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬｐＡＣＴ￣ＭｙｏＤ 和 ｐＢＩＮＤ￣Ｉｄ 作为

阳性对照ꎬｐＡＣＴ 和 ｐＢＩＮＤ 载体作为阴性对照ꎬ转染

４８ ｈ 后收集细胞ꎬ用 Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ｒｅｐｏｒｔ Ａｓｓａｙ 试
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剂盒提供的试剂裂解细胞并用微孔板式发光仪测

定ꎬ测定方法同 １ ４ꎮ 上述实验每组设 ３ 个平行ꎬ每
个实验至少重复 ３ 次ꎬ数据采用 Ｏｒｉｇｉｎ６ ０ 软件进行

统计分析ꎮ
１ ７　 统计学分析

表示的实验数据均为 ３ 组 ３ 批的平均值 ±标准

差. Ｐ < ０ ０５ 为显著性差异ꎮ

２　 结果

２ １　 重组表达载体的构建

以 ｐＷＨＬ￣１ 为模板ꎬＰＣＲ 分别扩增目的片段

ＮＰ１ 基因ꎬ通过琼脂糖凝胶电泳分析确认得到约

６６０ ｂｐ 与预期大小一致的扩增片段ꎮ 获得片段经

酶切回收后与 ｐｃＤＮＡ３ １( ＋ )载体连接ꎬ经双酶切

鉴定ꎬ获得与预期结果大小一致 ＤＮＡ 条带(图 １￣

Ａ)ꎬ证明成功构建了 ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１ 重组载体ꎮ 以构

建成功的 ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１ 载体为模板ꎬＰＣＲ 扩增目的片

段 ＮＰ１、Ｎ１１０ 及 Ｃ１１０ꎬ通过电泳确认得到与预期大

小一致的片段ꎬ分别约 ６６０、３３０ 和 ３３０ ｂｐꎮ 将目的

片段经酶切回收分别与载体 ｐＡＣＴ、ｐＢＩＮＤ 连接ꎬ获
得重组质粒经酶切鉴定及测序ꎬ证实成功构建了

ｐＡＣＴ￣ＮＰ１、 ｐＢＩＮＤ￣ＮＰ１、 ｐＡＣＴ￣Ｎ１１０、 ｐＡＣＴ￣Ｃ１１０、
ｐＢＩＮＤ￣Ｎ１１０ 及 ｐＢＩＮＤ￣Ｃ１１０ 重组载体(图 １￣Ｂ)ꎮ 将

克隆正确的重组载体 ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１ 转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ
空载体转染作为对照ꎬ转染 ４８ ｈ 后收集细胞样品ꎬ
用细胞裂解液裂解细胞后收集上清ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检

测总蛋白中的 ＮＰ１ 和 β￣ａｃｔｉｎꎬＮＰ１ 一抗为实验室自

制的鼠源抗 ＮＰ１ 抗体ꎮ 如图 １￣Ｃ 所示ꎬ重组载体转

染的细胞检测到 ＮＰ１ 的条带ꎬ而空载体中未有条带

显出ꎬ表明 ＮＰ１ 蛋白在 ２９３Ｔ 细胞中成功表达ꎮ

图 １.重组载体的酶切鉴定(Ａ、Ｂ)及目的蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测(Ｃ)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ(Ａ ａｎｄ Ｂ) ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( Ｃ). ( Ａ) Ｍ１:
ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ Ｍ２: １ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ＮＰ１ꎻ ２: ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲＩ ａｎｄ ＸｂａＩ. (Ｂ) Ｍ１: ＤＬ２０００ ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒꎻ Ｍ２: １ｋｂ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １￣３: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｎ１１０ꎬ Ｃ１１０ ａｎｄ ＮＰ１ꎻ ４ － ５: ｐＡＣＴ￣ＮＰ１ ａｎｄ ｐＢＩＮＤ￣ＮＰ１ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢａｍＨＩ ａｎｄ ＸｂａＩꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ６ － ７: ｐＡＣＴ￣Ｎ１１０ ａｎｄ ｐＡＣＴ￣Ｃ１１０ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＢａｍＨＩ ａｎｄ ＸｂａＩꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ ８ － ９: ｐＢＩＮＤ￣Ｎ１１０ ａｎｄ ｐＢＩＮＤ￣Ｃ１１０ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＢａｍＨＩ ａｎｄ ＸｂａＩꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. (Ｃ) ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄ. Ａｎｔｉ￣ＮＰ１ ｍｏｕｓｅ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ β￣ａｃｔｉｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ.

２ ２　 ＨＢｏＶ１ ＮＰ１ 上调转录因子 ＡＰ￣１、ＳＴＡＴ３ 及

ＳＴＡＴ１ 的活性ꎬ对 ＮＦ￣κＢ 活性无影响

为确定 ＨＢｏＶ１ 非结构蛋白 ＮＰ１ 是否具有 Ｂ１９
非结构蛋白的可激活细胞转录因子从而引起炎症反

应的相似功能ꎬ我们将重组表达质粒 ｐｃＤＮＡ￣ＮＰ１
(０ ６ μｇ)分别与转录因子荧光素酶报告质粒(０ ２
μｇ)及内参质粒 ｐＲＬ￣ＴＫ(０ ０５ μｇ)共转染 ２９３Ｔ 细

胞ꎬ４８ ｈ 后收集样本ꎮ 通过双荧光素酶报告系统分

别检测 ＡＰ￣１、ＳＴＡＴ３、ＧＡＳ 及 ＮＦ￣κＢ 报告载体的荧

光素酶活性ꎬ将 ｐｃＤＮＡ３ １ 共转染试验细胞测得荧

光素酶活性值设为 １ꎬ计算得出实验组细胞中荧光

素酶活性相对值ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ与对照组相比ꎬＮＰ１
分别提高 ＡＰ￣１、ＳＴＡＴ３ 和 ＧＡＳ 报告载体的荧光素酶

活性 ３ ６９ 倍(图 ２￣Ａ)ꎬ２ ４５ 倍(图 ２￣Ｂ)、３ ０３ 倍

(图 ２￣Ｃ)ꎮ 而与对照组相比ꎬＮＰ１ 不能上调 ＮＦ￣κＢ
活性(Ｐ > ０ ０５)(图 ２￣Ｄ)ꎮ
２ ３　 ＮＰ１ 对炎症因子 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 表达的影响

我们的研究发现 ＨＢｏＶ１ ＮＰ１ 不能激活 ＮＦ￣κＢ
活性ꎬ进一步通过 ＥＬＩＳＡ 方法检测 ＮＰ１ 是否可以影

响 ＩＬ￣６ 及 ＴＮＦ￣α 的分泌表达ꎮ 结果如图 ３￣Ａ 和 ３￣Ｂ
所示ꎬ与对照组相比ꎬ转染 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后ꎬＮＰ１ 没有

引起 ２９３Ｔ 细胞 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 蛋白分泌水平的明显

０４７
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图 ２. ＮＰ 对细胞转录因子活性的调节

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ＮＰ１ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ. Ａ: ＡＰ￣１ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ Ｂ: ｔｈｅ ＳＴＡＴ３
ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ Ｃ: ｔｈｅ ＧＡＳ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ Ｄ: ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖｉｔｙ. ∗Ｐ < ０ ０５ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ. ∗∗Ｐ <
０ ０１ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ａｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｔ
ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ.

变化(Ｐ > ０ ０５)ꎮ 另外ꎬ我们通过荧光定量 ＰＣＲ 分

析转染 ＮＰ１ 表达质粒 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时后 ＩＬ￣６ 和

ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 的表达情况ꎮ 结果显示ꎬ在 ｍＲＮＡ 表

达水平上ꎬＮＰ１ 也不影响 ＩＬ￣６ 的表达(Ｐ > ０ ０５)ꎬ但
ＴＮＦ￣α 表达水平有较显著上升(Ｐ < ０ ０５) (图 ３￣Ｃ
和 Ｄ)ꎮ
２ ４　 单独表达的 ＮＰ１ 蛋白不存在自身相互作用

生物信息学分析发现 ＮＰ１ 含有较多的 α￣螺旋

结构ꎬ主要位于 ＮＰ１ 蛋白 Ｃ 末端的 １１０ － ２２０ａａ 之

间ꎬ我们利用哺乳动物双杂交系统验证 ＮＰ１ 是否通

过 α￣螺旋结构形成同源二聚体发挥功能ꎮ 我们将

ＮＰ１ 蛋白、Ｎ 末端 １ － １１０ａａ 和 Ｃ 末端 １１０ａａ － ２２０ａａ
(图 ４￣Ａ)的各种重组表达载体与内参质粒共转染

２９３Ｔ 细胞ꎬ检测萤火虫和海肾荧光素酶活性ꎮ 结果

显示ꎬ共转染的实验组与阴性对照组(图 ４￣Ｂ ＮＣ１￣

ＮＣ３)荧光素酶活性没有明显差别(Ｐ > ０ ０５)ꎬ而阳

性对照组有显著性差异(图 ４￣Ｂ ＰＣ)ꎮ 共转染 ＮＰ１、
Ｃ１１０ 与报告质粒(图 ４￣Ｂ Ｓ４ꎬＳ５)与阴性对照比也没

有显著性差异ꎮ 这个结果一定程度上表明 ＮＰ１ 蛋

白在 ２９３Ｔ 细胞内可能不存在自身的相互作用ꎮ

３　 讨论

人博卡病毒 ＨＢｏＶ１ 是新发现的可能引起人呼
吸道和胃肠道疾病的病原体ꎬ主要与小儿急性呼吸
道感染疾病有关ꎮ 由于缺乏传统体外培养系统和动
物模型ꎬＨＢｏＶ１ 的分子生物学研究进展有限ꎮ 近期
发现 ＨＢｏＶ１ 感染性克隆在 ＨＥＫ２９３ 细胞内可成功
完成基因组的复制、基因表达并产生具有感染性的
病毒粒子ꎬ产生的病毒粒子可以体外感染极化的人
原代假分层呼吸道上皮细胞ꎬ并引起该细胞的病
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图 ３. ＮＰ１ 对 ＩＬ￣６ 和 ＴＮＦ￣α 表达的调节

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＥＬＩＳＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＩＬ６ (Ａ) ａｎｄ ＴＮＦ￣α (Ｂ) ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｏｆ ＮＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ２９３Ｔ

ｃｅｌｌｓ. Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＩＬ６ ａｎｄ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ａｔ ２４ｈ (Ｃ) ａｎｄ ４８ｈ (Ｄ) ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. ∗Ｐ < ０ ０５ ａｓ

ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ. ∗∗Ｐ < ０ ０１ ａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｏｆ
ｄｕｐｌｉｃａｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ± ＳＤ.

变[２２]ꎮ 这个刚刚建立的 ＨＢｏＶ１ 反向遗传操作系统

的出现为病毒的深入研究奠定了基础ꎬ但 ＨＢｏＶ１ 的
独特生物学特性和可能致病分子机制仍然未知ꎮ

博卡病毒的两个非结构蛋白分别为 ＮＳ１ 和

ＮＰ１ꎮ ＮＳ１ 是病毒复制所必须的蛋白[２３]ꎬ而 ＮＰ１ 是

一个多功能蛋白ꎮ ＮＰ１ 定位于细胞核[２１]ꎬ在 ＨＢｏＶ１
感染过程中表达量很高ꎬ其缺失可以引起 ＨＢｏＶ１ 复

制中间体的显著减少ꎬ表明该蛋白参与病毒复

制[２１￣２２]ꎮ 我们的研究发现 ＮＰ１ 蛋白单独可以诱导

非敏感细胞系 Ｈｅｌａ 发生细胞周期阻滞和凋亡(数据

未发表)ꎮ ＮＰ１ 蛋白还可以通过直接的蛋白相互作

用与 ＩＲＦ３ 结合ꎬ抑制 ＩＦＮ￣β 表达ꎬ表明 ＨＢｏＶ１ 可能

通过 ＮＰ１ 蛋白调节宿主细胞天然免疫应答 [２１ꎬ２４]ꎮ
病毒感染调节天然免疫系统可以产生如 ＴＮＦ￣α 和

ＩＬ６ 等细胞因子[２９]ꎬ如细小病毒 Ｂ１９ 的非结构蛋白

ＮＳ１ 可以调节细胞因子 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣６ 的表达[２５ － ２８]ꎬ
这些细胞因子调节包括诱导炎症应答在内的一系列

生物学反应ꎬ可能与病毒的致病性密切相关ꎮ
通过实时荧光定量 ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 我们分析

ＨＢｏＶ１ 非结构蛋白 ＮＰ１ 是否同样具有调节细胞因

子 ＴＮＦ￣α 及 ＩＬ￣６ 表达的相似功能ꎮ 实验结果证实ꎬ
在 ＮＰ１ 表达的 ２９３Ｔ 细胞中ꎬＩＬ￣６ 在 ＲＮＡ 和蛋白质

水平的表达均没有明显的改变ꎬ表明在 ２９３Ｔ 细胞中

ＮＰ１ 不能对 ＩＬ６ 的表达进行调节ꎮ ＮＰ１ 在 ｍＲＮＡ 水

平可以上调 ＴＮＦ￣α 的表达ꎬ这表明 ＮＰ１ 可能上调

ＴＮＦ￣α 的转录ꎮ 但 ＥＬＩＳＡ 分析发现细胞外 ＴＮＦ￣α
分泌水平没有明显变化ꎬ可能是由于 ＴＮＦ￣α 表达存

在转录后加工和翻译后加工调节[３０]ꎬ也可能由于

ＮＰ１ 在 ２９３Ｔ 细胞中引起的 ＴＮＦ￣α 蛋白分泌变化比

较微小ꎬＥＬＩＳＡ 检测无法反映ꎮ ＮＰ１ 在原代人假分

层呼吸道上皮细胞或其他可能的敏感细胞中是否具

备同样的调节功能ꎬ是否影响其他炎症因子的表达

及其可能的作用仍需进一步的研究ꎮ
病毒感染可以引起激活包括转录因子在内的一

系列炎症信号途径ꎬ从而对炎症细胞因子的表达进

行严格的调控ꎮ ＮＦ￣κＢ、ＡＰ￣１、ＳＴＡＴｓ 是几种涉及炎

症反应的主要转录因子ꎮ 已有研究发现细小病毒

Ｂ１９ 的结构蛋白 ＮＳ１ 可以可以激活转录因子 ＮＦ￣
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图 ４.哺乳动物双杂交分析 ＮＰ１ 的自身相互作用

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｏｆ ＮＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｌｆ￣ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｙ
ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔｗｏ￣ｈｙｂｒｉｄ ｓｙｓｔｅｍ. (Ａ) Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ＮＰ１ ａｎｄ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ. (Ｂ) Ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔｗｏ ｈｙｂｒｉｄ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ｗｉｔｈ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｐＧ５ｌｕｃ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｌａｓｍｉｄｓ. Ｔｈｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｔ ４８ｈ
ｐｏｓｔ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ. Ａｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅｓ ａｎｄ
ｗｅｒｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ａｔ ｌｅａｓｔ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ
ｔｈｅ ｍｅａｎ ± ＳＤ.

κＢꎬ激活的 ＮＦ￣κＢ 可以通过 ＩＬ￣６ 启动子区域的 ＮＦ￣
κＢ 结合位点上调 ＩＬ￣６ 的表达[２８]ꎬ或通过与激活的

ＡＰ￣１、ＡＰ￣２ / ＣＲＥ 协同作用上调 ＴＮＦ￣α 启动子活性

来上调 ＴＮＦ￣α 的表达[２５]ꎮ 通过转录因子荧光素酶

报告系统我们发现ꎬ在 ２９３Ｔ 细胞中 ＮＰ１ 蛋白对 ＮＦ￣
κＢ 的活性没有影响ꎬ但可以上调 ＴＮＦ￣α 表达ꎬ表明

在 ２９３Ｔ 细胞中 ＮＰ１ 可能不通过激活 ＮＦ￣κＢ 信号通

路调控 ＴＮＦ￣α 的表达ꎮ ＮＰ１ 在 ２９３Ｔ 细胞中可以上

调 ＡＰ￣１、ＳＴＡＴ１ 和 ＳＴＡＴ３ 的活性ꎮ ＡＰ￣１ 蛋白以异

源二聚体复合体形式存在ꎬ这种复合体蛋白磷酸化

也可以促进 ＴＮＦ￣α 的激活[２５]ꎮ ＮＰ１ 激活 ＡＰ￣１ 活性

和诱导 ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ 表达水平升高在 ２９３Ｔ 细胞中

是否直接相关还需要验证ꎮ ＳＴＡＴ１ 和 ＳＴＡＴ３ 属于

ＪＡＫ￣ＳＴＡＴ 信号途径 ＳＴＡＴｓ 家族成员ꎬ被磷酸化后

可形成多聚体与 ＤＮＡ 结合发挥转录激活的活性ꎬ
ＪＡＫ￣ＳＴＡＴ 信号通路可以受包括 ＴＮＦ￣α 在内的多种

细胞因子的刺激ꎬ并调控下游细胞因子的表达[３１]ꎮ
ＮＰ１ 蛋白诱导的 ＳＴＡＴ１ 和 ＳＴＡＴ３ 活化可能通过病

毒蛋白直接作用于细胞内信号通路ꎬ或者通过上调

ＴＮＦ￣α 等细胞因子间接作用ꎮ 由于病毒感染激活细

胞内信号途径并调节炎症细胞因子的表达具有宿主

和细胞类型的特异性ꎬ而且比单个蛋白的作用更加

复杂ꎬ单独的 ＮＰ１ 蛋白与博卡病毒感染调控的细胞

因子及其调控的信号途径是否具有一致性还需要更

广泛和深入的研究ꎮ
病毒蛋白自身的寡聚化在病毒生活周期中起重

要作用ꎬ病毒蛋白可以通过多聚体形式调控病毒基

因组转录和复制、病毒粒子包装和释放[３２ － ３４]ꎮ 尽管

通过生物信息学分析预测发现 ＨＢｏＶ１ 的 ＮＰ１ 蛋白

的 Ｃ 端存在大量的螺旋结构ꎬ但由于预测的准确

性ꎬ或 ＮＰ１ 蛋白的多聚化依赖于其他因素如核酸结

合或其他病毒蛋白的辅助等ꎬ哺乳动物双杂交实验

初步显示 ＨＢｏＶ１ 的 ＮＰ１ 蛋白单独存在时不发生自

身的相互作用ꎬ该蛋白是否可以通过多聚化发挥作

用需要采用其他的方法进一步分析ꎮ
尽管人博卡病毒可能的致病机制还不明确ꎬ病毒

蛋白在病毒感染过程中确切的生物学功能仍有待进

一步研究ꎬ但分析人博卡病毒 ＮＰ１ 对细胞转录因子

及炎症细胞因子的影响ꎬ为深入研究人博卡病毒 ＮＰ１
蛋白的功能和病毒可能的致病机制提供了一定参考ꎮ
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ｃａｎｉｎｅ ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ (ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｃａｎｉｎｅｓ) ｉｓ ａ ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｔｈａｔ ｉｓ ｍｏｓｔ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｂｏｖｉｎｅ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ.
Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ３０２(２):２１９￣２２３.

[ ８ ] Ｃｈｅｎｇ ＷＸꎬ Ｌｉ ＪＳꎬ Ｈｕａｎｇ ＣＰꎬ Ｙａｏ ＤＰꎬ Ｌｉｕ Ｎꎬ Ｃｕｉ ＳＸꎬ
Ｊｉｎ Ｙꎬ Ｄｕａｎ ＺＪ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅａｒｌｙ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ
ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ｐｏｒｃｉｎｅ ｂｏｃａｖｉｒｕｓｅｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１０ꎬ ５
(１０):ｅ１３５８３.

[ ９ ] Ａｌｌａｎｄｅｒ Ｔꎬ Ｊａｒｔｔｉ Ｔꎬ Ｇｕｐｔａ Ｓꎬ Ｎｉｅｓｔｅｒｓ ＨＧꎬ Ｌｅｈｔｉｎｅｎ Ｐꎬ
Ｏｓｔｅｒｂａｃｋ Ｒꎬ Ｖｕｏｒｉｎｅｎ Ｔꎬ Ｗａｒｉｓ Ｍꎬ Ｂｊｅｒｋｎｅｒ Ａꎬ
Ｔｉｖｅｌｊｕｎｇ￣Ｌｉｎｄｅｌｌ Ａꎬ ｖａｎ ｄｅｎ Ｈｏｏｇｅｎ ＢＧꎬ Ｈｙｙｐｉä Ｔꎬ
Ｒｕｕｓｋａｎｅｎ Ｏ. Ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ａｎｄ ａｃｕｔｅ ｗｈｅｅｚｉｎｇ ｉｎ
ｃｈｉｌｄｒｅｎ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２００７ꎬ ４４(７): ９０４￣
９１０.

[１０] Ａｌｌａｎｄｅｒ Ｔ. Ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ４１(１): ２９￣３３.

[１１] Ａｒｎｏｌｄ ＪＣꎬ Ｓｉｎｇｈ ＫＫꎬ Ｓｐｅｃｔｏｒ ＳＡꎬ Ｓａｗｙｅｒ ＭＨ. Ｈｕｍａｎ
ｂｏｃａｖｉｒｕｓ: ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｔ ａ
ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ ｓ ｈｏｓｐｉｔａｌ. Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２００６ꎬ
４３(３): ２８３￣２８８.

[１２] Ｂａｓｔｉｅｎ Ｎꎬ Ｎ Ｃｈｕｉꎬ Ｒｏｂｉｎｓｏｎ ＪＬꎬ Ｌｅｅ ＢＥꎬ Ｋ Ｄｕｓｔꎬ Ｌ
Ｈａｒｔꎬ Ｙ Ｌｉ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｃａｎａｄｉａｎ
ｃｈｉｌｄｒｅｎ ｉｎ ａ １￣ｙｅａｒ ｓｔｕｄｙ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ꎬ ２００７ꎬ４５(２): ６１０￣６１３.

[１３] Ｆｒｙ ＡＭꎬ Ｌｕ Ｘ ꎬ Ｃｈｉｔｔａｇａｎｐｉｔｃｈ Ｍ ꎬ Ｐｅｒｅｔ Ｔ ꎬ Ｊ Ｆｉｓｃｈｅｒꎬ
Ｄｏｗｅｌｌ ＳＦꎬＡｎｄｅｒｓｏｎ ＬＪꎬ Ｅｒｄｍａｎ Ｄꎬ Ｏｌｓｅｎ ＳＪ. Ｈｕｍａｎ
ｂｏｃａｖｉｒｕｓ: ａ ｎｏｖｅｌ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ ｈｏｓｐｉｔａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｈａｉｌａｎｄ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２００７ꎬ １９５ ( ７ ): １０３８￣
１０４５.

[１４] Ａｒｄｅｎ ＫＥꎬ ＭｃＥｒｌｅａｎ Ｐꎬ Ｎｉｓｓｅｎ ＭＤꎬ Ｓｌｏｏｔｓ ＴＰꎬ Ｍａｃｋａｙ
ＩＭ. Ｆｒｅｑｕｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｈｉｎｏｖｉｒｕｓｅｓꎬ
ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｕｓｅｓꎬ ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｅｓꎬ ａｎｄ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ｄｕｒｉｎｇ
ａｃｕｔｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ７８(９):１２３２￣１２４０.

[１５] Ｖｉｃｅｎｔｅ Ｄꎬ Ｃｉｌｌａ Ｇꎬ Ｍｏｎｔｅｓ Ｍꎬ Ｐéｒｅｚ￣Ｙａｒｚａ ＥＧꎬ Ｐéｒｅｚ￣
Ｔｒａｌｌｅｒｏ Ｅ. Ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓꎬ ａ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ａｎｄ ｅｎｔｅｒｉｃ
ｖｉｒｕｓ. Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２００７ꎬ １３(４):６３６￣
６３７.

[１６] Ｋａｐｏｏｒ Ａꎬ Ｓｌｉｋａｓ Ｅꎬ Ｓｉｍｍｏｎｄｓ Ｐꎬ Ｃｈｉｅｏｃｈａｎｓｉｎ Ｔꎬ
Ｎａｅｅｍ Ａꎬ Ｓｈａｕｋａｔ Ｓꎬ Ａｌａｍ ＭＭꎬ Ｓｈａｒｉｆ Ｓꎬ Ａｎｇｅｚ Ｍꎬ
Ｚａｉｄｉ Ｓꎬ Ｄｅｌｗａｒｔ Ｅ. Ａ ｎｅｗｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｔｏｏｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２００９ꎬ １９９
(２): １９６￣２００.

[１７] Ａｒｔｈｕｒ ＪＬꎬ Ｈｉｇｇｉｎｓ ＧＤꎬ Ｄａｖｉｄｓｏｎ ＧＰꎬ Ｇｉｖｎｅｙ ＲＣꎬ

Ｒａｔｃｌｉｆｆ ＲＭ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ
ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｉｎ Ａｕｓｔｒａｌｉａｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ. ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ꎬ
２００９ꎬ ５(４): ｅ１０００３９１.

[１８] Ｋａｐｏｏｒ Ａꎬ Ｓｉｍｍｏｎｄｓ Ｐꎬ Ｓｌｉｋａｓ Ｅꎬ Ｌｉ Ｌꎬ Ｂｏｄｈｉｄａｔｔａ Ｌꎬ
Ｓｅｔｈａｂｕｔｒ Ｏꎬ Ｔｒｉｋｉ Ｈꎬ Ｂａｈｒｉ Ｏꎬ Ｏｄｅｒｉｎｄｅ ＢＳꎬ Ｂａｂａ ＭＭꎬ
Ｂｕｋｂｕｋ ＤＮꎬ Ｂｅｓｓｅｒ Ｊꎬ Ｂａｒｔｋｕｓ Ｊꎬ Ｄｅｌｗａｒｔ Ｅ. Ｈｕｍａｎ
ｂｏｃａｖｉｒｕｓｅｓ ａｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｄｉｖｅｒｓｅꎬ ｄｉｓｐｅｒｓｅｄꎬ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｐｒｏｎｅꎬ ａｎｄ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｉｎ ｅｎｔｅｒｉｃ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ２０１０ꎬ ２０１(１１): １６３３￣１６４３.

[１９] Ｍａｎｎｉｎｇ Ａꎬ Ｒｕｓｓｅｌｌ Ｖꎬ Ｅａｓｔｉｃｋ Ｋꎬ Ｌｅａｄｂｅｔｔｅｒ ＧＨꎬ
Ｈａｌｌａｍ Ｎꎬ Ｔｅｍｐｌｅｔｏｎ Ｋꎬ Ｓｉｍｍｏｎｄｓ Ｐ. Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｆｉｌｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ａｎｄ
ｏｔｈｅｒ ｈｕｍａｎ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ
２００６ꎬ１９４(９): １２８３￣１２９０.

[２０] Ｄｉｊｋｍａｎ Ｒꎬ Ｋｏｅｋｋｏｅｋ ＳＭꎬ Ｍｏｌｅｎｋａｍｐ Ｒꎬ Ｓｃｈｉｌｄｇｅｎ Ｏꎬ
ｖａｎ ｄｅｒ Ｈｏｅｋ Ｌ. Ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ｃａｎ ｂｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｈｕｍａｎ ａｉｒｗａｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ８３(１５): ７７３９￣７７４８.

[２１] Ｃｈｅｎ ＡＹꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｆꎬ Ｌｏｕ Ｓꎬ Ｌｕｏ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｚꎬ Ｄｅｌｗａｒｔ Ｅꎬ
Ｐｉｎｔｅｌ Ｄꎬ Ｑｉｕ Ｊ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂｏｃａｖｉｒｕｓ. Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ４０３ (２):
１４５￣１５４.

[２２] Ｈｕａｎｇ Ｑꎬ Ｄｅｎｇ Ｘꎬ Ｙａｎ Ｚꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｆꎬ Ｌｕｏ Ｙꎬ Ｓｈｅｎ Ｗꎬ
Ｌｅｉ￣Ｂｕｔｔｅｒｓ ＤＣꎬ Ｃｈｅｎ ＡＹꎬ Ｌｉ Ｙꎬ Ｔａｎｇ Ｌꎬ Ｓöｄｅｒｌｕｎｄ￣
Ｖｅｎｅｒｍｏ Ｍꎬ Ｅｎｇｅｌｈａｒｄｔ ＪＦꎬ Ｑｉｕ Ｊ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ
Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ Ｓｔｕｄｙｉｎｇ Ｈｕｍａｎ Ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ｉｎ
Ｈｕｍａｎ Ａｉｒｗａｙ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａ. ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇｅｎｓꎬ ２０１２ꎬ ８(８):
ｅ１００２８９９.

[２３] Ｓｕｎ Ｙꎬ Ｃｈｅｎ ＡＹꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｆꎬ Ｇｕａｎ Ｗꎬ Ｊｏｈｎｓｏｎ ＦＢꎬ Ｑｉｕ
Ｊ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｉｎｕｔｅ ｖｉｒｕｓ ｏｆ ｃａｎｉｎｅｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｕｎｉｑｕｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ
ｂｏｃａｖｉｒｕｓｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００９ꎬ ８３ (８ ): ３９５６￣
３９６７.

[２４] Ｚｈａｎｇ ＺＦꎬ Ｚｈｅｎｇ ＺＨꎬ Ｌｕｏ ＨＬꎬ Ｍｅｎｇ Ｊꎬ Ｌｉ ＨＸꎬ Ｌｉ Ｑꎬ
Ｚｈａｎｇ ＸＷꎬ Ｋｅ ＸＬꎬ Ｂａｉ ＢＫꎬ Ｍａｏ ＰＹꎬ Ｈｕ ＱＸꎬ Ｗａｎｇ
ＨＺ. Ｈｕｍａｎ Ｂｏｃａｖｉｒｕｓ ＮＰ１ Ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＩＦＮ￣β Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ
Ｂｌｏｃｋｉｎｇ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｆａｃｔｏｒ ３ ｗｉｔｈ
ＩＦＮＢ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１２ꎬ １８９(３):
１１４４￣１１５３.

[２５] Ｆｕ Ｙꎬ Ｉｓｈｉｉ ＫＫꎬ Ｍｕｎａｋａｔａ Ｙꎬ Ｓａｉｔｏｈ Ｔꎬ Ｋａｋｕ Ｍꎬ Ｓａｓａｋｉ
Ｔ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｙ
ｈｕｍａｎ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ Ｂ１９ ＮＳ１ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰ￣１ ａｎｄ
ＡＰ￣２. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ ２００２ꎬ ７６(１１):５３９５￣５４０３.

[２６] Ｓｏｌ Ｎꎬ Ｌｅ Ｊｕｎｔｅｒ Ｊꎬ Ｖａｓｓｉａｓ Ｉꎬ Ｆｒｅｙｓｓｉｎｉｅｒ ＪＭꎬ Ｔｈｏｍａｓ
Ａꎬ Ｐｒｉｇｅｎｔ ＡＦꎬ Ｒｕｄｋｉｎ ＢＢꎬ Ｆｉｃｈｅｌｓｏｎ Ｓꎬ Ｍｏｒｉｎｅｔ Ｆ.
Ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＮＳ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｐａｒｖｏｖｉｒｕｓ Ｂ１９. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙꎬ
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