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Аннотация. Вирусы, выявленные на территории нашей страны, принад-
лежат к  генотипу HBoV1. Гомология последовательностей белорусских 
бокапарвовирусов с  реверенс — штаммом ST2 (NC_007455.1) для BLR/
Minsk/10/14, BLR/Minsk/11/14 и BLR/Mogilev/241/14 составила 99,7%, для 
вируса BLR/Gomel/285/15 составила 99,8%. Установлено наличие двух 
уникальных замен P157S и D639K в областях ДНК-связывающего и гели-
казного доменов, которые могут влиять на скорость репликации и транс-
крипции респираторного бокапарвовируса.
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Введение

Бокапарвовирус примат 1 (Primate bocaparvovirus 
1, НBoV1), более известный как бокавирус че-
ловека (Нuman bocavirus 1, НBoV1) впервые 

обнаружен в  Швеции в  2005  году у  детей с  симптома-
ми острой респираторной инфекции [1]. Согласно со-
временной классификации Международного комитета 
по  таксономии вирусов бокапарвовирус человека от-
несли к семейству Parvoviridae, роду Bocaparvovirus 
[2]. Вирионы HBoV1 представляют собой изометриче-
ские частицы с кубической симметрией диаметром 25 
нм, лишенные липопротеиновой оболочки. содержат 
одноцепочечную линейную отрицательную молекулу 
ДНК длинной около 5300 п. н. ДНК вируса кодирует два 

неструктурных белка NS1, NP1 и три структурных VP1, 
VP2, VP3. Неструктурный белок NS1 HBoV1 занимает 
центральное место в жизненном цикле вируса, участвуя 
в транскрипции, репликации и упаковке вирусного ге-
нома. Наличие второго неструктурного белка NP1 явля-
ется отличительной чертой рода. Белок играет важную 
роль не только в репликации вирусной ДНК, но также 
в процессинге вирусной пре-мРНК. Белок VP3 является 
главным структурным белком капсида, кодирует вы-
сококонсервативные элементы вторичной структуры, 
которые используются для типирования между рода-
ми парвовирусов. Вариабельные поверхностные петли 
придают специфический тропизм к  клеткам хозяина 
и  отвечают за  формирование антигенных свойств [3]. 
В  настоящее время известно 2 наиболее вирулентных 
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генотипа бокапарвовируса: НBoV1 — наиболее ча-
сто является причиной респираторных заболеваний, 
НBoV2 — участвует в  развитии гастроэнтеритов [3]. 
После открытия вируса было опубликовано огромное 
количество клинических исследований по всему миру 
о случаях заболеваний, ассоцииронных с НBoV1. В Юж-
ной Америке частота выявления возбудителя составила 
от 4,1 до 25,5%, в Северной Америке (4,1–9,8%), в Евро-
пе (1,5–29,8%) в Африке (1,0–56,8%), в Азии (1,9–18,3%), 
Ближнем Востоке (1,9–18,3%) и  в  Российской Феде-
рации (1,2–22,6%) [4]. В  Республике Беларусь частота 
встречаемости по данным восьмилетнего периода на-
блюдения (2010–2018 гг.) составила 12,1% [5].

Появляется все больше данных, свидетельствующих 
о том, что HBoV1 человека является серьезным патоге-
ном, который, с  одной стороны, вызывает острые ре-
спираторные инфекции, иногда с опасными для жизни 
осложнениями, а  с  другой стороны, также может спо-
собствовать длительным заболеваниям дыхательных 
путей, приводящим к развитию хронических заболева-
ний легких [6]. Обсуждается участие HBoV1 в канцеро-
генезе. Описаны случаи выявления ДНК вируса в опухо-
левых клетках при раке легких, толстой кишки, а также 
при плоскоклеточном раке миндалин [6, 7]. Кроме того, 
установлено участие вируса в развитии тяжелых форм 
энцефалита [8, 9].

В  связи с  отсутствием данных о  генетических осо-
бенностях HBoV1, выявленных на  территории страны 
целью данного исследования стало получение полных 
геномов HBoV1 и  изучение первичной структуры воз-
будителя.

Материалы и методы

На основе реферес — последовательности ST2 (но-
мер депонента NC_007455.1) разработали восемь пар 
праймеров для получение необходимого количества 
матрицы и проведения последующего секвенирования 
бокапарвовирусов, выявленных на  территории нашей 
страны. Праймеры для амплификации полного генома 
HBoV1 разрабатывали с  учетом наличия перекрываю-
щихся участков:

F1 — GCCGGCAGACATATTGGATTCAA;
R1 — CCTCAGGTTCAAAAGGACGTGTA;
F2 –AGTTGGGGGAGAAGGACTAA;
R2 — GCATGCCCAAGACTTGTTCT;
F3 — TGAACTACTCCTTATGCTTGAAGGT;
R3 — AGAAGAGCTGCAATCTCAGTAGCA;
F4 — ATGTTCACGCGGCTCCATTAAA;
R4 — TGAGCCCGAGCCTCTCTC;
F5 — GACATCGCAAGTGGACTATTGT;
R5 — TGATCATGTAATTGAGCAGCGC;

F6 — TGGGATGATGTGTACCGTAGACACTT;
R6 — GTCCATGGAGTTGTGACGCAGC
F7 — CACCTCTACAAAACAGAGGC
R7 — TGCACTGAGCAGGCCAGGTCC
F8 — TAAGACAAAACGGAAGCACAG
R8 — TGTACAACAACAACACATTAAAAGAT

Олигонуклеотиды синтезировали в ОДО «Праймтех» 
(Республика Беларусь). Выделение ДНК вируса прово-
дили с использованием набора реагентов «НуклеСорб» 
(РНПЦ эпидемиологии и  микробиологии, Республика 
Беларусь. Материалом для исследования служили на-
зофарингеальные мазки госпитализированных детей 
с симптомами острой респираторной инфекцией, у ко-
торых методом ПЦР была выявлена ДНК HBoV1. Назо-
фарингеальные мазки получали в  рамках дозорного 
надзора за  гриппом и  другими ОРВИ в  соответствии 
с Санитарными нормами, правилами и гигиеническими 
нормативами «Требования к проведению эпидемиоло-
гического надзора за острыми респираторными инфек-
циями в Республике Беларусь» № 132 от 12.10.2010 года. 
При проведении исследования отбирали образцы 
с низкими значениями порогового цикла (Ct), основы-
ваясь на  закономерностях вычислительной математи-
ки: тем меньше значение Ct, тем больше в исследуемом 
образце целевой молекулы ДНК.

Визуализацию продуктов амплификации осущест-
вляли посредством гель-электрофореза в  камере для 
горизонтального электрофореза multiSub Midi (Cleaver 
Scientific, Великобритания) в  буферном растворе (200 
мМ Трис, 100 мМ уксусная кислота, 50 мМ ЭДТА, pH 8,4) 
и  1,5% агарозном геле. Накопление матриц ДНК ви-
руса проводили методом ПЦР на  амплификаторе MJ 
mini («Bio-Rad, США) с применением набора реагентов 
«Genome Lab DTCS Quick Start Kit» (Beckman Coulter, 
США). Эмпирическим путём определили состав реакци-
онной смеси: 10х ПЦР буфер (750 мМ Трис-НCI, 200 мМ 
(NH4)2SO4, 0.1% Твин 20, рН 8,8) –2,5 мкл, 10мМ DNTPs — 
0,5 мкл, праймер (F, R) — 800нМ, 50мМ MgCl2–1,5 мкл, 
ДНК-полимераза HF — 0,5 мкл, ДНК матрицы — 10 мкл 
и вода для ПЦР — 2 мкл. Режим амплификации состоял 
из следующих циклов: денатурация при 95 °C — 5 мин., 
95 °C — 40 сек., отжиг праймеров от 52 °C до 66 °C– 60 
сек. (для каждой пары праймеров своя температура 
отжига), элонгация при 72  °C — 3 мин. Режим ПЦР по-
вторяли 40 циклов, конечная элонгация 72 °C — 3 мин., 
хранение при плюс 4ºС. Анализ продуктов сиквенсо-
вой реакции выполняли на автоматическом капилляр-
ном ДНК — анализаторе Beckman Coulter «CEQ 8000» 
(Beckman Coulter, США). Сборка последовательностей 
и  их обработку осуществляляли в  программном па-
кете Vector NTI 10 Advance (Invitrogen, США). В  статье 
использовали международный код аминокислот: A  — 
аланин, C — цистеин, D — аспарагиновая кислота, E — 
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глутаминовая кислота, F — фенилаланин, G — глицин, 
H — гистидин, I — изолейцин, K — лизин, L — лейцин, 
M — метионин, N — аспарагин, P — пролин, Q — глута-
мин, R — аргинин, S — серин, T — треонин, V — валин, 
W –триптофан, Y — тирозин.

Результат исследований  
и их обсуждение

Полные нуклеотидные последовательности генов, 
кодирующих белки NS1, NP1, VP удалось определить для 
четырёх образцов: BLR/Minsk/11/14, BLR/Minsk/10/14, 
BLR/Gomel/285/15, BLR/Mogilev/241/14. Последователь-
ности данных бокапарвовирусов депонированы в Меж-
дународную базу данных (GenBank, NCBI) с кодом досту-
па MF376167.1, MF376168.1, MF376169.1, MF376170.1.

Сравнительный анализ нуклеотидных последова-
тельностей бокапарвовирусов, циркулирующих в  на-
шей стране и  нуклеотидных последовательностей ре-
ференс — вируса, представителей рода Bocaparvovirus 
показал принадлежность исследованных вирусов к ге-
нотипу HBoV1. Гомология бокапарвовирусов, выяв-
ленных на территории страны с реверенс — штаммом 
ST2 (NC_007455.1) составила для BLR/Minsk/10/14, BLR/
Minsk/11/14 и  BLR/Mogilev/241/14–99,7%, для вируса 
BLR/Gomel/285/15–99,8%. Полученные данные свиде-
тельствуют о  достаточно высокой консервативности 
среди бокапарвовирусов генотипа HBoV1, не  смотря 
на географическую удаленность изолятов.

При сравнении полученных консенсусных после-
довательностей неструктурных полипептидов NS1 
референс-вируса ST2 (NC_007455.1) и  бокапарвовиру-
сов, выявленных в Республике Беларусь найдено семь 
аминокислотных замен. Две замены P157S и  D639K 
установлены у все четырех бокапарвовирусов. Замена 
P157S (на) у вирусов BLR/Minsk/11/14, BLR/Minsk/10/14, 
BLR/Gomel/285/15, BLR/Mogilev/241/14) отличалась 
значительной радикальностью, так как гидрофобный 
аминокислотный остаток пролина уступал место по-
лярному незаряженному остатку серина. Замена P157S 
располагается в  ДНК-связывающем домене, обладаю-
щим эндонуклеазной активностью, что позволяет пред-
положить, что данная замена может влиять на скорость 
процесса репликации исследуемых вирусов. Вторая за-
мена D639K (аспарагиновой кислоты на лизин) способ-
ствовала изменению заряда аминокислотного остатка 

с отрицательного на положительный и также является 
радикальной. Данная замена установлена в  геликаз-
ном домене, что возможно влияет на  этап транскрип-
ции возбудителя в  организме хозяина. У  вирусов BLR/
Minsk/10/14 и  BLR/Mogilev/241/14 выявлены дополни-
тельные замены, расположенные также в ДНК-связыва-
ющем домене: N184T, F218L. Аминокислотные замены 
C430G, Q438P, W465G, D598E установлены в геликазном 
домене у вирусов BLR/Minsk/11/14 и BLR/Minsk/10/14.

Неструктурный полипептид NP1 играет важную роль 
в репликации вирусной ДНК, поэтому появление мута-
ций может значительно изменить функцию протеина. 
Как показали наши исследования белок NP1 является 
консервативным, замены найдены только у вируса BLR/
Gomel/285/15: S59N, S89N. Однако они тоже являются 
консервативными так как наблюдается замена близких 
по своим биохимическим функциям аминокислот.

Анализ аминокислотных остатков структурного по-
липептиде VP показал наличие консервативных замен 
у  следующих вирусов: BLR/Minsk/11/14 — H572K, BLR/
Mogilev/241/14 — Y616F, Y643D BLR/Gomel/285/15 — 
A638P, L639P, а  также установлена замена аспарагина 
на серин в положении 474, характерная для все четырех 
вирусов. В перечисленных позициях произошли замены 
одних аминокислот на  другие с  аналогичными биохи-
мическими свойствами. Таким образом данные замены 
не должны сильно изменить пространственное положе-
ние полипептидной цепи, и следовательно, функции бел-
ка. Помимо консервативных замен в  последовательно-
стях VP протеина установлены радикальные замены для 
вирусов BLR/Minsk/10/14 — R199G, BLR/Minsk/11/14 — 
G439R, BLR/Mogilev/241/14 — R199G, Y643D.

Заключение

Вирусы, выявленные на  территории нашей стра-
ны, принадлежали к  генотипу HBoV1. Гомология по-
следовательностей бокапарвовирусов с  реверенс — 
штаммом ST2 (NC_007455.1) для BLR/Minsk/10/14, BLR/
Minsk/11/14 и BLR/Mogilev/241/14 составила 99,7%, для 
вируса BLR/Gomel/285/15–99,8%. Установлено нали-
чие двух уникальных замен P157S и  D639K в  областях 
ДНК-связывающего и  геликазного доменов. Выявлен-
ные мутации могут оказывать влияние на скорость ре-
пликации и транскрипции респираторного бокапарво-
вируса.
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