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了解健康人群和丙型肝炎病毒"

1!U

%

3+V-

阳性患者血清标本中病毒群落的组成$比较健

康组与
1!U

感染组血清标本中病毒群落组的差异性$挖掘新型
1!U

及其他新病毒&方法
!

提取血浆样品中

的全部核酸!反转录后采用
P99GH<D:<DBAK

I

;<HA;E

进行扩增构建病毒文库!随后进行
S<EA

h

深度测序!通过生

物信息学分析筛选出与病毒相关的序列&结果
!

1!U*#

文库中总病毒序列数为
#)#$

条!主要由黄病毒科

"

$6R

%'指环病毒科"

&4R

%'反转录病毒科"

5R

%'微小噬菌体科"

&R

%构成$

1!U*&

文库中总病毒序列数为

&6&*

条!主要由指环病毒科"

%#R

%'黄病毒科"

#6R

%'反转录病毒科"

6R

%'微小噬菌体科"

#R

%构成$

1!U*'

文

库中总病毒序列数为
')'$

条!主要由指环病毒科"

56R

%'黄病毒科"

$R

%'反转录病毒科"

$R

%'人类内源性反

转录病毒科"

&R

%'微小噬菌体科"

#R

%构成$

1!U*$

文库中总病毒序列数为
')$4

条!主要由指环病毒科

"

4*R

%'反转录病毒科"

&R

%构成&结论
!

血液中存在多种病毒!

1!U

感染患者血液中主要存在指环病毒科'

黄病毒科'反转录病毒科病毒!而健康人群血液中主要为指环病毒科'反转录病毒科病毒$血清中
1!U

水平可

能对指环病毒科病毒的复制有抑制作用!即
1!U

水平越高则指环病毒科病毒水平越低&

关键词"丙型肝炎$

!

病毒宏基因$

!

基因组学$

!
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病毒宏基因组学方法在病毒学研究方面具有独

特优势#它既能够检测标本中的已知病毒#又能够检

测标本中的未知病毒)目前#病毒宏基因组学方法已

得到广泛应用)

+̀-0N+\N+

等'

#

(应用病毒宏基因

组学方法从污水处理池发现了许多新的单链环形

"V-

病毒)杨凡力等'

&

(同样应用病毒宏基因组学方

法在蝙蝠体内发现腺病毒+圆环病毒+细小病毒+博卡

病毒等新病毒)

b1-V\

等'

'

(应用病毒宏基因组学

方法在牛肉中检测与感染灵长类多瘤病毒亲缘关系

最近的牛多瘤病毒$
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&)用病毒宏基因组学

*

5'5#

*

检验医学与临床
&*#6

年
%

月第
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卷第
#&

期
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方法对腹泻儿童及健康儿童的粪便标本进行检测#发

现腹泻标本中主要存在指环病毒+杯状病毒和
Q:9<3

F<;GE

#而正常儿童粪便标本中最多的病毒依次为指环

病毒+

2

>

H7F<;GE

和人双埃可病毒)此外#两组标本

中病毒序列数量相差甚远#并且首次在中国儿童腹泻

粪便标本中发现了第
$

基因群型$诺如病毒&)应用

病毒宏基因组学方法对儿童呼吸道标本和脑脊液样

本进行研究显示#不同标本及不同健康状态下病毒群

体的组成存在一定差异)丙型肝炎是由丙型肝炎病

毒$

1!U

&引起的一种传染性疾病#全球有
#('

(

&(#

亿人感染
1!U

并转变为慢性感染者#对人类的健康

造成严重威胁'

$

(

)因此#进行
1!U

致病机制及相关

性研究对于预防和治愈丙型肝炎有重要意义)本研

究应用病毒宏基因组学方法对
1!U3+V-

阳性血清

标本进行研究#以了解
1!U3+V-

阳性血清样本中病

毒群落的组成#并与健康人群血清病毒群落的组成进

行比较#发现二者之间病毒组成的差异性#为探索和

研究与丙型肝炎相关的其他病毒提供前期研究基础#

现报道如下)

$

!

资料与方法

$($

!

标本采集
!

选取
&*#)

年
$

月至
&*#%

年
5

月泰

州市人民医院收集的
'*

份
1!U3+V-

阳性患者血清

标本#男+女性各
#)

份%另选取
#*

份健康人群血清标

本#男+女性各
)

份)

$(/

!

标本分组设计
!

考虑到构建病毒文库成本较

高#本研究根据性别及病毒载量将每
#*

份标本作为

一组#各组内每份标本取
#)*

&

O

混合制成混合液#构

成
$

个标本文库)详细信息见表
#

)

表
#

!!

标本组合信息

文库名称 男"女$

'

"

'

& 标本数量$份&

1!U

病毒载量$

^

"

HO

&

1!U*# )

"

) #*

&

#(*k#*

%

1!U*& )

"

) #* #(*k#*

)

(

#(*k#*

%

1!U*' )

"

) #*

$

#(*k#*

)

1!U*$ )

"

) #*

阴性

$('

!

核酸酶消化
!

在
$

支
#()HO

的无
+V-

酶离心

管内分别加入
#*k0G==A;!78M?:<9&*

&

O

+

!78M?:<97=

"V:EAE5

&

O

+

S<8;78788:9VG89A:EA)

&

O

+

+V:EA-

&

&

O

及混合血清
#%%

&

O

#混匀后
'5Y

反应
%*H<D

#

反应至
'*H<D

时轻轻混匀几次使反应充分)

$(1

!

病毒核酸提取
!

采用病毒核酸提取对核酸酶消

化处理后的标本进行病毒核酸提取#最后病毒核酸溶

于
)*

&

OLG==A;-UN

中再加入
*()

&

O+V-

酶抑制

剂#混匀冰上放置待用)

$(2

!

反转录及合成双链
"V-

!

应用
QG

I

A;Q8;<

I

?

$

反转录试剂盒进行反转录反应#取
$

支无
+V-

酶的

聚合酶链反应$

.!+

&管分别加入
BV2.

$

#*DH79

"

O

&

#

&

O

+含接头的
%

碱基随机引物$

#**

&

H79

"

O

&

#

&

O

+

+V-#

&

O

#涡旋混匀后瞬时离心后置于
.!+

仪上#

%)Y

反应
)H<D

#迅速置于冰上
&

&H<D

)随后向各

管中分别加入
0G==A;!78M?:<9$

&

O

+

Q8;<

I

?

$

0

+2

NDd

>

HAS<K

"

#

&

O

+

"22#

&

O

#涡旋混匀后瞬时离

心后#于
&) Y #*H<D

+

)* Y %*H<D

+

6) Y )H<D

+

4)Y&H<D

后迅速置于冰上放置
%

&H<D

)再向各反

应管中加入
9̀AD7J

酶
#

&

O

#涡旋混匀后瞬时离心#

置于
.!+

仪上进行
'5Y%*H<D

#

5)Y&*H<D

反应)

最后将得到的双链
"V-

产物保存待用)

$()

!

构建病毒文库
!

取
$

支无
+V-

酶的
.!+

管分

别加入
#*

&

O2"LG==A;

+

)

&

O-2S

及
)

&

O

双链

"V-

#混匀后
&#**;

"

H<D

离心
#H<D

后置于
.!+

仪

上进行
)) Y

+

)H<D

反应#反应结束后当温度降至

#*Y

时迅速向每管中加入
)

&

O V2LG==A;

#混匀#

&#**;

"

H<D

离心
#H<D

)随后分别转移至
$

个预先

分别加有
P99GH<D:<DBAK

I

;<HA;

$

)

&

O V

I

;<HA;

和

)

&

OQ

I

;<HA;

&和
#)

&

OV.SLG==A;

的混合液中混

匀#

&#**;

"

H<D

离心
#H<D

#置于
.!+

仪上进行
5&Y

'H<D

+

4)Y'*E

+

4$Y#*E

+

))Y'*E

+

5&Y'*E

#

共
#)

个循环%

5&Y)H<D

反应#即得到病毒文库)

$(.

!

筛选
"V-

片段
!

使用
e<:

h

G<8M

公司生产的

.!+

核酸纯化试验盒纯化病毒文库以去除引物二聚

体)随后利用
-H

I

G;A

磁珠$

0A:BE

&对病毒文库
"V-

长度进行筛选!取
$

支
#()HO

离心管分别向各管加

入
'*

&

O

文库
"V-

和
&50A:BE

#加样枪上下轻轻混

匀#室温静置
)H<D

#随后再置于磁力架上
)H<D

后吸

弃上清液)再向管内加入
6*R

乙醇溶液
)**HO

的

洗涤
0A:BE

#洗涤
&

次后吸弃乙醇溶液#打开管口室温

静置
)H<D

#使乙醇完全挥发)随后从磁力架上取下

离心管加入
'*

&

O

无菌水#加样枪上下轻轻混匀#静

置
&H<D

)再将离心管置于磁力架上静置
'H<D

#吸取

&*

&

O

上清液于
*(& HO

的
.!+

管中用于
S<EA

h

测序)

$(3

!

S<EA

h

深度测序及生物信息学分析应用
!

P99G3

H<D:

测序平台对文库进行
S<EA

h

深度测序#随后将测

序原始数据传至美国加州大学旧金山分校#通过其病

毒宏基因组学分析平台对原始数据进行生物信息学

分析)应用
07J?<A&

软件滤除数据中真核及原核基

因组序列)再应用
.@;AB

+

UA8Q8;AAD!-.'

+

HA?:3

UA9FA?

+

-0

>

QQ

和
QZ-.BAD7F7&

等一系列软件实施

序列尾部剪切+引物序列和接头去除+序列拼接等操

作)随后将序列放入本地病毒蛋白组数据库中进行

0O-Q2K

搜索)再将所有可能为病毒基因的核酸序

列放在 平 台内的
VUV+

蛋白组 数 据 库 中 进 行

0O-Q2K

搜索#最后筛选出病毒核酸序列)

/

!

结
!!

果

/($

!

各文库中病毒群落组成
!

对
$

个病毒文库中病

毒群 落 序 列 进 行 整 理#文 库
1!U*#

+

1!U*&

+

1!U*'

+

1!U*$

中病毒群落构成见图
#

(

$

)数据显

*

6'5#

*

检验医学与临床
&*#6

年
%

月第
#)

卷第
#&

期
!
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示#

1!U*#

文库中总病毒序列数为
#)#$

条#主要由

黄病毒科$

a9:F<F<;<B:A

&

$6R

+指环病毒科$

-DA997F<;<3

B:A

&

&4R

+未分类科病毒$

V7DA

&

6R

+反转录病毒科

$

+A?;7F<;<B:A

&

5R

+微小噬菌体科$

S<8;7F<;<B:A

&

&R

构成%

1!U*&

文库中总病毒序列数为
&6&*

条#主要

由
-DA997F<;<B:A%#R

+

a9:F<F<;<B:A#6R

+

+A?;7F<;<B:A

6R

+

V7DA'R

+

S<8;7F<;<B:A#R

构成%

1!U*'

文库中

总病毒序列数为
')'4

条#主要由
-DA997F<;<B:A

56R

+

V7DA)R

+

a9:F<F<;<B:A$R

+

+A?;7F<;<B:A$R

+

人类内源性反转录病毒科$

1N+U

&

&R

+

S<8;7F<;<B:A

#R

构成%

1!U*$

文库中总病毒序列数为
')$4

条#主

要由
-DA997F<;<B:A4*R

+

V7DA$R

+

+A?;7F<;<B:A&R

+

藻类脱氧核糖核酸病毒科$

.@

>

87BD:F<;<B:A

&

#R

+其

他病毒科
#R

构成)

图
#

!!

1!U*#

病毒群落构成

图
&

!!

1!U*&

病毒群落构成

图
'

!!

1!U*'

病毒群落构成

图
$

!!

1!U*$

病毒群落构成

/(/

!

1!U

序列检测
!

1!U*#

和
1!U*'

文库中分

别检测到的
5#4

条+

#'6

条
a9:F<F<;<B:A

序列均为

1!U

序列%

1!U*&

文库中检测到的
)#)

条
a9:F<F<;<3

B:A

序列中有
)*$

条为
1!U

序列#

##

条为瘟疫病毒

$

.A

C

<F<;GE

&%

1!U*$

文库中检测到的
'

条
a9:F<F<;<3

B:A

序列均为
.A

C

<F<;GE

)

/('

!

各文库中病毒群落构成比较
!

见表
&

)

表
&

!!

各文库中病毒群落构成比较$

'

%

病毒科
1!U*# 1!U*& 1!U*' 1!U*$

-BAD7F<;<B:A ) ## * '

1N+U $ '# %# &

P;<B7F<;<B:A #& #' &) &

.:

I

<997H:F<;<B:A * $ 5 &

.:;F7F<;<B:A ## ' 4 *

.<87;D:F<;<B:A 5 * '& &

S<8;7F<;<B:A &5 '4 $$ *

+A?;7F<;<B:A #*' &') #'& 6$

.7KF<;<B:A * &# * ##

.7B7F<;<B:A * % 5 '

.@

>

87BD:F<;<B:A * '# #5 &4

1A;

I

AEF<;<B:A 4 && &% #4

0:8G97F<;<B:A & # * )

-DA997F<;<B:A $'5 #5&# &5)6 '#6#

I

79

>

7H:F<;<B:A * & 6 #

1A

I

AF<;<B:A & 6 * &

-9

I

@:=9AK<F<;<B:A 5 * 5 *

1A

I

:BD:F<;<B:A #' $ #$ %

U<;

C

:F<;<B:A #& &$ &# *

a9:F<F<;<B:A 5#4 )#) #'6 '

S<H<F<;<B:A * 4 #6 4

-BAD7F<;<B:A ) ## * '

V7DA ##5 4# #%4 #)$

Z?@A;E && #6 $# &6

合计
#)#$ &6&* ')'$ ')$4

'

!

讨
!!

论

!!

传统研究病毒的方法具有一定的局限性#如
.!+

*

4'5#

*

检验医学与临床
&*#6

年
%

月第
#)

卷第
#&

期
!

O:LSAB!9<D

!

TGDA&*#6

!

U79(#)

!

V7(#&



只能扩增已知病毒或低变异病毒#而高变异病毒及未

知序列病毒此法则难以实施%血清学方法则难以获得

新病毒的特异抗体%细胞培养法#很多病毒缺乏特异

的细胞系及大多数病毒不能进行细胞培养)病毒宏

基因组学专注于病毒群体#能够检测标本中已知和未

知病毒再发现新病毒#在检测病毒流行情况方面展现

出强大的优势)

本研究应用病毒宏基因组学方法对江苏省泰州

地区健康者及
1!U3+V-

阳性患者血清病毒群落组

成进行研究)结果显示#

$

个病毒文库中
a9:F<F<;<B:A

序列水平由多至少分别是
1!U*#

+
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+
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+

1!U*$

#该结果与
1!U3+V-

检测结果相符)文库

1!U*$

为健康对照组#该文库中仅检测到
'

条
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序列为
.A
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个文库中总病毒序列数及
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病毒序列数由多至少分别是
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#这可能是由于血清中高

1!U

水平抑制了
-DA997F<;<B:A

病毒的复制#从而导

致文库中
-DA997F<;<B:A

病毒序列水平与
1!U

水平

呈相反现象)

$

个文库中
-DA997F<;<B:A

病毒序列均

占有相当大的比例#除文库
1!U*#

外#其他
'

个文库

中
-DA997F<;<B:A

病毒序列数最多#说明正常情况下

-DA997F<;<B:A

病毒是构成血液中病毒群落的主体)

-0̂ Z"N1

等'

)

(研究显示#人类感染
-DA997F<;<3

B:A

病毒可高达
4*R

#说明人类普遍感染
-DA997F<;<3

B:A

病毒#可能该病毒科病毒是人体内的正常病毒群

落)近年来#一定数量的新型
-DA997F<;<B:A

病毒被发

现#且这些新型病毒可能与人类的某些疾病有一定关

系)如
\-OSmQ

等'

%

(研究显示#

-DA997F<;<B:A

病毒

的一种新型
22SU

病毒可能与严重的儿童肺炎有

关%

b1-V\

等'

5

(通过对患有慢性牙龈炎孕妇的研究

发现了一种新的
-DA997F<;<B:A

#并发现该病毒可能与

牙龈炎的发生有密切关系)

-O-UP

等'
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(研究显示#

-DA997F<;<B:A

与丙型肝炎有一定关系#但其对肝脏的

影响甚微)本研究中
-DA997F<;<B:A

序列构成了病毒

文库的主体#该病毒科中是否存在一些新型的并与疾

病相关的病毒还有待进一步研究)同时#丙型肝炎患

者血清中是否存在与疾病相关的其他未知的病毒还

需要今后的深入研究)

目前病毒宏基因组学已广泛应用于很多领域#但

还存在很多技术难题和缺陷)$

#

&标本过滤处理时导

致病毒颗粒的丢失'

4

(

)$

&

&核酸酶不能完全消化游离

核酸#从而增加了测序成本及对测序数据分析的难

度'

#*

(

)$

'

&目前病毒宏基因组学方法成本高+历时长#

作为紧急检测方法应用于临床检测还有很大难度)

$

$

&一次测序获得的数据有限#如标本量较多#就会导

致部分数据被掩盖%反之#如标本量较少#则增加了测

序成本)相信随着科技的不断进步#以上技术难题将

会逐步得以解决#病毒宏基因组学技术将来一定能够

成为临床上的常规检测项目#更好地为人类的健康生

活服务)
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