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摘要：目的    探索博尔纳病毒（BDV）在江西及周边地区感染，导致神经系统疾病的分子流行病学状况。

方法  采用聚合酶链反应检测 30 例病毒性脑炎（VE）的患者、10 例多发性硬化（MS）的患者、10 例急性

吉兰 - 巴雷综合征（GBS）的患者、10 例帕金森病（PD）患者、60 例健康受试者外周血液中的单个核细胞

（PBMC）、60 只山羊的 PBMC 中 BDV p24 基因片段比较，对其阳性产物进行相关的基因序列测定，氨基酸排

列顺序及同源性的相关分析，并探讨其 BDV 分子流行病学特点。结果  PBMC BDV p24 基因片段检出率比较，

VE 和 MS 患者高于健康受试者，差异有统计学意义（P <0.05），而山羊检测 BDV p24 的基因片段阳性率为

1.67%。VE 和 MS 患者的 BDV p24 基因片段测序结果相一致，且与 strain V 毒株同源性比较为 95.73% ；而与

BDV/MDCK 毒株同源性比较为 97.89%。山羊中测序 BDV p24 基因片段结果与 GenBank 提供的 strain V 毒株

同源性比较为 95.72%，与 BDV/MDCK 毒株同源性比较为 96.38% ；且与 C6BV 毒株同源性比较为 96.49%，但

其所编码的氨基酸没有实质性改变。结论  BDV 可能是新发感染性疾病中的一种病原体，与人类某些神经系

统疾病（如 VE、MS）的发生可能存在密切关系，江西及周边地区某些神经系统疾病患者中 BDV 感染可能存

在动物源性，尚待进一步深入研究及分析，从而提高对该类疾病的认识，以便更有效地对其进行防治。
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Abstract: Objective  To investigate the epidemic situation of Borna virus (BDV) infection in Jiangxi and 
the surrounding areas.  Methods  Nested reverse transcriptase polymerase chain reaction (nRT-PCR) combined 
with fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect BDV p24 gene fragment of the peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) in 30 patients of viral encephalitis (VE), 10 patients of multiple sclerosis (MS), 10 
patients of acute Guillain Barre syndrome (GBS), 10 patients with Parkinson’s disease (PD), 60 healthy people, and 
60 goats. Keegan sequence and homology analysis of the positive products were carried out, and the characteristics 
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博尔纳病毒（borna disease virus, BDV）是一种

以非细胞溶解性，负链单股 RNA 为特点的严格的嗜

神经病毒，其自然感染以马和羊为主，可能通过内源

性干扰素和介导磷蛋白酶等环节参与 [1-2]。在我国一

些地域已有散在报道 [3-5]，但江西及周边环鄱阳湖地区

尚未系统性研究。鄱阳湖是世界上最大的鸟兽类保护

区之一，BDV 与病毒性脑炎（virus encephalitis，VE）、

多发性硬化（multiple sclerosis，MS）、吉兰 - 巴雷综

合征（guillain barre syndrome，GBS）、帕金森（parkinson 

disease，PD）等神经精神类疾病密切相关 [6]。因此，

本实验采用聚合酶链反应（PCR）检测该地区患者、

健康受试者以及山羊外周血液中 BDV p24，进行相关

比较研究 [7-10]。

1    资料与方法

1.1    研究对象

选取 2008 年 8 月 -2013 年 8 月在南昌大学第二

附属医院神经内科住院及门诊的患者。所有研究对象

系地处江西及其周边地区。① 30 例 VE 患者，通过其

临床表现、脑脊液和血液常规生化检测，以及细胞学、

脑电图、影像学等检查，确诊为 VE，并行单纯疱疹病

毒、EB 病毒等的特异性抗体检测，筛选剔除经病原

学诊断不明确者。其中男性 20 例，女性 10 例 ；年龄

20 ～ 45 岁，平均（28.7±4.3）岁。② 10 例临床确诊

MS 患者，男性 6 例，女性 4 例 ；年龄 18 ～ 46 岁，平

均（28.4±3.7）岁。③ 10 例临床确诊 GBS 患者，男

性 7 例，女性 3 例；年龄 20 ～ 48 岁，平均（29.2±3.4）

岁。④ 10 例临床确诊 PD 患者，男性 5 例，女性 5 例；

年龄 46 ～ 74 岁，平均（62.1±4.3）岁。选取江西及

其周边地区健康且自愿献血的对照组患者 60 例，男

性 38 例，女性 32 例 ；年龄 20 ～ 55 岁，平均（34.7± 

3.6）岁。采集江西及其周边地区 60 只山羊外周血液单

个核细胞（peripheral blood mononuclear cells，PBMC）。

1.2    主要试剂和仪器

引物和荧光探针序列由中山大学达辉基因诊断

中心合成，从 GenBank 中调取出 BDV 的第二开放阅

读框（ORF Ⅱ）区的序列，根据引物设计的原则，设

计扩增 BDV p24 基因片段的引物序列。

外引物为正向引物 ：5'-TGACCCAACCAGTAGAC 

CA-3'（nt 1 443~146 119 bp），反向引物 ：5'-GTCCCAT 

TCATCCGTTGTC-3'（nt 1 816~183 419 bp）。内引物为

设计正向引物 ：5'-CCCTCCAAGTGGAAACCAT-3'（nt 

1 609~161 719 bp），设计反向引物 ：5'-CAGTATCTTG 

ATGTTCTCGCCA-3'（nt 1 673~169 422 bp）。设计荧光

探针 ：5'-FAM-TCAGCGGTGCGACCACTCCGATAGC-

TAMRA-3'（nt 1 637~166 125 bp），5' 标记物为 6- 羧

基荧光素，3' 标记物为 4- 甲基罗达明，其扩增的目

的基因片段长度是 86 bp。其中 ABI7500 的荧光定量

PCR 仪器系美国应用生物系统公司出产。

1.3    方法

1.3.1    提取目的细胞的 RNA    每例研究对象的外周

血液标本严格按操作规程采集 5 ml，用 Ficoll-conray

液分离出 PBMC，然后用 TriPure RNA 提取试剂盒（德

国 Boehring-Mannheim 公司）提取目的细胞总的 RNA

物质，再将标本置于 -70℃冰箱中保存 [3-5]。

1.3.2    巢式逆转录聚合酶链反应（nRT-PCR）及实

时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）     在进行常

规 nRT-PCR 操作时，在第 2 轮行扩增 PCR 反应的混

合物体系中加入特异性寡核苷酸探针（荧光基团标记）

而行 qRT-PCR 反应。首先进行逆转录反应操作，取

of BDV molecular epidemiology were analyzed.  Results  The positive rate of BDV p24 gene fragment in the VE 
patients and the MS patients were significantly higher than that in the healthy subjects (P < 0.05), while the BDV p24 
gene fragment positive rate in the goats was 1.67%. The sequence of BDV p24 gene fragment was consistent in the 
VE patients and the MS patients, and the homology with strain V was 95.73%, and the homology with BDV/MDCK 
strain was 97.89%. When the results of BDV p24 gene sequencing in the goats were compared with that of strain V 
provided by GenBank, the homology was 95.72%; when compared with that of BDV/MDCK strain, the homology 
was 96.38%; when compared with C6BV strain, the homology was 96.49%, but there was no substantial change in 
the amino acid encoded by the strain.  Conclusions  BDV may be a new pathogen of infectious diseases, and may 
be closely correlated with the occurrence of some neurological diseases  (such as VE, MS) in human. There may be 
animal origin of BDV infection in some patients with nervous system diseases in Jiangxi and its surrounding areas. It 
needs further in-depth research and analysis, so as to improve the understanding of this kind of disease, and to prevent 
and control it more effectively.

Keywords:  neurological disease; Borna virus; infection; molecular epidemiology
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反应体积系 11μl，其含逆转录体系的 9μl、外引物 1

对各 0.5μl，予以逆转录酶的 MMLV 1μl，在 37℃恒

温持续 1 h 后，95℃ 3 min 行灭活逆转录酶操作。取

逆转录反应后的反应液 10μl，加外引物 1 对各 1μl，

dNTP 物 1μl，浓度为 25 mmol/L 的 MgCl2 溶液 10μl，

取 Taq DNA 聚合酶 2μl，其总体反应体积为 50μl。

过程中的第 1 轮 PCR 反应条件 ：94℃预变性 2 min ；

94 ℃ 变 性 1 min，55 ℃ 退 火 1 min 时 间，72 ℃ 延 伸

1 min，共 40 个循环，72℃继续延伸 7 min ；而第 2 轮

PCR 反应体积系 50μl，其中含第一轮扩增产物 5μl，

dNTP 物 1μl，Taq DNA 聚合酶 2μl，浓度为 25 mmol/L 

的 MgCl2 溶液 10μl，内引物 1 对各 1μl，目的荧光探

针 lμl[3-5]。反应体系的条件 ：93℃预变性 2 min，93℃

变性 45 s 时间，55℃退火 1 min，共 10 个循环 ；93℃

变性 30 s，55℃退火 45 s，共 30 个循环。β-actin 系

小分子蛋白物，特点是易于扩增，因此检测每份标本

的同时予以检测阻 β-actin 作为内参对照，以证明其

参与反应的 RNA 完整性，并且每次实验设阴性对照

以明确区分 [3-5]。

1.3.3       目的 BDV p24 基因的 cDNA 片段克隆与测

序  在阳性 PCR 反应产物中用醋酸钠、乙醇沉淀法

纯化后与目的 T 载体相连接，进而转化成目的大肠埃

希菌，并采用公认的蓝白斑及菌落 qRT-PCR 鉴定法

筛选目的基因的重组子，在每一标本操作的同时收集

其阳性菌落进行培养。集菌中提取质粒 DNA，然后再

用 qRT-PCR 方法进行鉴定操作，并把阳性质粒重组

子送至广东省广州市达辉生物工程有限公司进行测序

鉴定明确 [3-5]。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计数资料以

率表示，用 χ2 检验或 Fisher 确切概率法，P <0.05 为

差异有统计学意义。

2    结果

2.1    nRT-PCR 和 qRT-PCR 扩增 PBMC 中 BDV 
p24 基因片段的检测结果

神经系统疾病患者的 PBMC 中 BDV p24 基因片

段的检出率为 15.00%（9/60），其中 VE 患者为 20.00%

（6/30）、MS 患者为 30.00%（3/10），但在 GBS 和 PD

患者及健康受试者中均未检出，山羊的 BDV p24 基因

片段阳性率为 1.67%（1/60）。VE 和 MS 患者与健康受

试者的 PBMCs BDV p24 基因片段检出率比较，差异有

统计学意义（P <0.05），VE 和 MS 患者高于健康受试

者。山羊目的 BDV p24 基因片段的阳性率为 1.67%，

与健康受试者比较，差异无统计学意义（P >0.05）。 

见附表。

附表    PBMC BDV p24 基因片段检出率比较

组别 检测例数 阴性例数 阳性例数 阳性率 /% χ2 值 P 值

VE 患者 30 24 6 20.00 16.371 0.001

MS 患者 10 27 3 30.00 27.172 0.007

山羊 60 59 1 1.67 0.472 0.643

GBS 患者 10 10 0 0 0.000 0.000

PD 患者 10 10 0 0 0.000 0.000

健康受试者 10 10 0 0 0.000 0.000

2.2    阳性 PCR 反应产物 BDV p24 基因片段的目
的序列测定及其同源性

测序的结果经 BLAST 软件分析后证明其确实

系目的 BDV p24 基因片段，而与 GenBank 所提供的

马源性标准毒株比较，VE 患者和 MS 患者目的 BDV 

p24 基因片段测序的结果相一致，而与 strain V 毒株

同源性比较为 95.73%，其中有 3 个基因位点出现一

致 性 的 沉 寂 突 变（nt 1650T-C 位 点、nt 1671C-T 位

点、nt 1692C-A 位 点， 其 突 变 率 为 3.13%）；而 与

BDV/MDCK 毒株同源性比较为 97.89%，其有 2 个基

因位点出现一致性的沉寂突变（nt 1674C-T 位点、nt 

1677T-C 位点，其突变率为 2.09%）；而与 C6BV 毒

株比较有 2 个基因位点出现一致性的沉寂突变（nt 

1659T-C 位点、nt 1671C-T 位点，其突变率为 2.13%）。

山羊中目的 BDV p24 基因片段测序的结果与 GenBank

所提供的 strain V 毒株同源性比较为 95.72%，其有 3

个基因位点出现一致性的沉寂突变（nt 1609C-A 位点、

nt 159T-C 位点、nt1661C-T 位点，其突变率为 3.16%），

与 BDV/MDCK 毒株同源性比较为 96.38%，其有 3 个

基因位点出现一致性的沉寂突变（nt 1609 A-C 位

吴伟，等 ：江西及周边地区神经系统疾病患者博尔纳病毒感染的分子流行病学研究
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点、nt 1674 C-T 位点、nt 1677 T-C 位点，其突变率

为 3.18%）；与 C6BV 毒株同源性比较为 96.49%，其

有 3 个基因位点出现一致性的沉寂突变（nt 1609 C-A

位点、nt 1659 T-C 位点、nt 1661 C-T 位点，其突变

率为 3.12%），但其所编码的氨基酸并没有实质性改

变。山羊中目的 BDV p24 基因片段测序与 GenBank

所提供 strain V 毒株、BDV/MDCK 毒株、C6BV 毒株

相互比较，同源性极高，均 <95.0%，差异无统计学意

义（P =0.967），提示其所编码的氨基酸未有实质性的

改变。山羊中的 BDV p24 基因片段测序与 GenBank

所 提 供 strain V 毒 株、BDV/MDCK 毒 株、C6BV 毒

株同源性比较极高且均 <95.0%，差异无统计学意义

（P =0.962），其所编码的氨基酸未有实质性的改变。

见图 1。

2.3    BDV 的系统发生树分析

应用 Clustal X 1.83 软件，把所测得的 VE、MS 患

者和山羊的 PBMC3 者目的基因序列与 GenBank 所提

供的国内外 30 个病毒毒株进行序列比较，绘制 BDV

的系统发生树。3 者的基因序列目的基因片段和 strain 

V、BDV/MDCK、C6BV 毒株核苷酸序列的亲缘关系

最近，同源性分别为 95.72%、96.38% 和 96.49%。见

图 2。

2.4    研究对象所采集神经系统疾病、健康受试者
及山羊区域空间分布

尽管本实验研究的样本含量较小，但基本能反映

江西及周边环鄱阳湖地区区域的样本特点。见图 3。

黑点表示采集的样本

图 3    研究对象所采集神经系统疾病、健康受试者及山羊

区域空间分布

图 1    VE、MS 患者、山羊与马的目的 BDV p24 核苷酸序列（86 bp）比较

BDV 基因组

核苷酸序列

马 BDV/MDCK： CCCTCCAAGTGGAAACCATCCAGACAGCTCAGCGGTGCGACCACTCCGACAGCATCAGGATTCTCGGTGAGAACATCAAGATACTG

StrainV： CCCTCCAAGTGGAAACCATCCAGACAGCTCAGCGGTGCGATCACTCCGACAGCATCAGGATCCTCGGCGAGAACATCAAGATACTG

C6BV： CCCTCCAAGTGGAAACCATCCAGACAGCTCAGCGGTGCGACCACTCCGATAGCATCAGGATCCTTGGCGAGAACATCAAGATACTG

MS： CCCTCCAAGTGGAAACCATCCAGACAGCTCAGCGGTGCGACCACTCCGACAGCATCAGGATTCTTGGCGAGAACATCAAGATACTG

Goat： ACCTCCAAGTGGAAACCATCCAGACAGCTCAGCGGTGCGACCACTCCGACAGCATCAGGATTCTTGGCGAGAACATCAAGATACTG

VE： CCCTCCAAGTGGAAACCATCCAGACAGCTCAGCGGTGCGACCACTCCGACAGCATCAGGATTCTTGGCGAGAACATCAAGATACTG

1609                                                                                            49                  58                          70   73   76                                         94

图 2    BDV 的系统发生树

He/80    Germany   2004
CBNP5   France     2002
Geisseu   Germany   1992 
CRP 3A    USA       2002
CRP 3B    USA       2002
H640    Germany   1993

RW98   Germany   1999
H544    Germany   1993
H1499   Germany   1994

S88   Astria   1998
C6BD  USA    1994
BDV/MDCK  USA   1998

H446  Germany  1992
VE  CSF  China  2005
DD  blood  China  2005

Sheep  blood  China  2005
H1766  Germany  2001

S109    Egypt     2004
BDV99   France    2003

S589    Germany   2002
H3      USA      1994

Strain  V/FR  Germany  2001
Strain        Germany  1998
S105         Egypt     2004
S189         Egypt     2004
V/FR         Germany  2004
C17          Astralia   2004
DP87         Astralia   2004
F3           Astralia   2004
F193         Astralia   20040.01
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3    讨论

近年在我国部分地区的 VE、PD、GBS 等神经系

统疾病患者的血液和脑脊液中均检测出 BDV p24 基因

片段 [3-5]。在现有的各种检测方法中，病毒分离法被公

认为金标准，但感染 BDV 时病毒含量很低，需要新鲜

的脑组织，操作费时费力，极不利于临床普遍筛查和

流行病学的统计 ；而 p24 具有较高的可操作性、敏感

性、特异性、简便性、快捷性及重复性，且常规实验

前无需对标本进行加热灭活或特殊的吸收处理等复杂

的过程，能够快速而准确地监测整个感染进程，及时

准确地说明这些疾病患者是否确实存在 BDV 感染的

情况。我国对 BDV 的研究尚属起步阶段，尚需密切

深入开展 BDV 感染的分子流行病学、临床流行病学

和现场调查等方面的研究，为预防和控制 BDV 的暴

发或流行提供理论依据和数据、技术支撑 [3-5]。nRT-

PCR 和 qRT-PCR 检测研究对象的血中病毒 RNA，采

用的是荧光技术并实行完全闭的管式操作，能极大地

减少扩增产物被污染的机会，提高检测的特异性和敏

感性，在用于 BDV 检测方面具备较高的研究和使用

价值 [7-10]。

本研究采用 nRT-PCR 和 qRT-PCR 技术检测江

西及周边地区 8 个县（市）在南昌大学第二附属医院

神经内科就诊的 VE、MS、GBS 患者及与之相匹配地

区的山羊 PBMC。研究对象所属区域限于客观条件，

样本含量较小，但基本能反映江西及周边地区流行病

地域特征，检测的结果与国内外的同时期实验结果

比较，江西及周边地区人 BDV 的感染率增高 [7-10]。分

析可能主要与以下因素有关 ：① RNA 提取或保存过

程中，降解产物而出现假阴性 ；②实施 nRT-PCR 和

qRT-PCR 过程中扩增引物出现一定的污染。BDV 的

感染具有一定的地域性，不同的地区感染率可能不同，

感染存在动物疫源性等特点 [11-12]。江西及周边地区以

农业发展为主，地处环鄱阳湖地域，禽兽类物种丰富，

每年从俄罗斯西伯利亚、蒙古、日本、朝鲜以及中国

东北、西北等地的大批外源性动物迁徙来此过冬。周

围地区的人与动物的接触较多且卫生条件相对较差，

因此人发生感染的机会相对较大。山羊中 BDV p24

阳性基因片段的检出率比其他动物如绵羊、马和牛较

低，可能是该地区的山羊自然感染率低的原因，一定

程度上也说明其存在地区和物种差异。从测序的结果

看，VE 和 MS 患者的 BDV p24 基因阳性片段序列相

同，与 GenBank 提供的 strain V、BDV/MDCK、C6BV

毒株核苷酸序列亲缘关系具有高度的同源性，而山羊

的 BDV p24 基因阳性片段序列和 VE、MS 患者同源

性配比率高，突变率低，且编码的氨基酸没有实质性

改变。虽然 BDV 的生物学标志研究中已发现许多值

得重视和期待的指标，但是 BDV 本身就是一种由多

种因素所导致的临床复杂现象，不仅受到一些相关因

素的影响和作用，而且又有多个系统的相互协调，目

前相关研究大多数局限于针对某一个方面进行深入的

探讨，样本含量较小，且所得结果不尽一致，有时还

相互矛盾。

从系统分析树的分析表明 VE 患者、MS 患者和

山羊的 PBMC 目的基因片段同德国的 strain V 来源于

1 个分支，说明 BDV 的流行有地域的局限性，但山羊

尚可能存在 BDV 自然疫源性感染，而人感染 BDV 具

有动物源性 [11-12]。本研究还表明，BDV 可能是新发感

染性疾病中的一种病原体，与人类某些神经系统疾病

的发生可能存在密切关系，因此对 BDV 的分子流行

病学的研究有着重要的临床意义，如果不加以重视

BDV 的流行生物学行为，将可能给人类和动物造成不

可预知的风险。通过这方面的初步探索工作，对江西

及周边地区某些神经系统疾病患者中 BDV 感染情况

作出一个比较粗浅的流行病学调查，BDV 可能存在动

物源性，博尔纳病是病毒性的传染病，考虑通过完善

其抗原、抗体检测而进行疫苗的接种和预防，但是博

尔纳病的人工免疫接种方法目前尚未取得成功，考虑

到其以细胞免疫机制介导为主，弱毒疫苗研制具有一

定的应用前景。进一步的抗原、抗体检测，如抗原阳

性提示急性期感染，应予以相应的抗病毒治疗，研究

中的样本应继续扩大，将抗原、抗体、循环免疫复合

物同时检测，为临床的诊断及指导治疗提供更有力的

依据。因此，在以后的研究过程当中，当进一步增加

样本含量，改善或杜绝因检测技术的异质性所带来的

影响，用系统神经生物学的方法，研究多个系统之间

或系统内部多个因素之间的相互关系，再与神经影像

学和分子生物学等最新的技术有机结合尽可能地揭示

其发病的机制。
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