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诺如病毒ＧⅡ．４亚型新变异株全基因组序列的研究

周明莉，蔡爱玲，王雪峰△

（湖北省荆州市第三人民医院　４３４０００）

　　摘　要：目的　分析诺如病毒ＧⅡ．４亚型新变异株的全基因组序列，了解其变异特点。方法　从２６４例患者腹泻物中提取

ＲＮＡ并进行ｃＤＮＡ合成，对阳性样本进行ＰＣＲ鉴定，扩增片段进行测序。对测序结果显示为诺如病毒序列的进行全基因组测序

并分析。结果　分离到新的悉尼２０１２ＧⅡ．４变异株的类似株（荆州２０１３ＧⅡ．４株），全基因组序列测定发现新分离株出现了较

大的变异，包括ＶＰ１基因高变区（Ｐ２区）的突变。结论　悉尼２０１２ＧⅡ．４变异株的类似株已传播到中国，ＧⅡ．４变异株 ＶＰ１进

化较快。提醒应密切关注诺如病毒在中国的传播和进化情况，以助于疫苗的开发和治疗性单抗的制备。
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　　诺如病毒是１组杯状病毒属病毒，其原型株诺瓦克病毒于

１９６８年在美国诺瓦克市被首次发现而得名，由于该组病毒极

易变异，此后在其他地区又相继发现并命名了多种类似病毒，

统称为诺如病毒［１］。根据病毒的 ＲＮＡ聚合酶以及衣壳蛋白

的核苷酸序列的差别，将诺如病毒区分为５个遗传组，ＧⅠ型

和ＧⅡ型为导致非细菌性胃肠炎暴发的主要原因
［２３］。感染者

发病突然，主要症状为恶心、呕吐、发热、腹痛和腹泻，儿童以呕

吐为主，成人以腹泻为主。大多数感染者１～３ｄ后好转，但老

人、小孩和免疫力低下者可能导致严重脱水［４］。主要流行株是

ＧⅡ．４型，因遗传高度变异，２～３年出现新的区域性或者全球

流行变异株。其以肠道传播为主，无论是发达国家还是发展中

国家均有流行［５］。诺如病毒在儿童腹泻中仅次于轮状病毒，诺

如病毒的蔓延已成为全球公共卫生中的大问题［６］。

１　材料与方法

１．１　标本收集　２０１３年９月至２０１４年１２月留取本院门诊和

住院所有腹泻患者的稀水便或水样便２６４例，并详细记录患者

的病史。

１．２　核酸提取　用０．０１ｍｍｏｌ磷酸缓冲液、ｐＨ７．２重悬将患

有急性肠胃炎门诊和住院患者的２６４例粪便样本制成２０％悬

液（Ｗ／Ｖ），低速离心后取１４０μＬ上清液，使用 ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌ

ＲＮＡｍｉｎｉＫｉｔ进行ＲＮＡ提取，提取步骤按照说明书进行。使

用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ对提取的ＲＮＡ

进行第一链ｃＤＮＡ合成。

１．３　诺如病毒的检测　使用Ｔａｋａｒａ公司诺如病毒荧光检测

试剂盒对合成的第一链ｃＤＮＡ进行ＲＴＲＣＲ扩增，检测筛查

出阳性样本。利用混合简并引物对阳性样本进行ＰＣＲ鉴定。

１．４　核酸序列测定及分析　将ＰＣＲ产物纯化后送往武汉生

物制品研究所进行测序。测序结果显示为诺如病毒序列时，进

行同源序列比较，寻找同源毒株设计引物进行全基因组测序，

并分别与悉尼２０１２原型株和湖州２０１３分离株进行分析比较，

采用ＢＥＡＳＴ软件包分析目前流行的悉尼２０１２变异株的进化

情况，所用参考株序列来源于Ｇｅｎｂａｎｋ数据库。

２　结　　果

２．１　诺如病毒ＲＴＲＣＲ检测结果　使用诺如病毒荧光检测

试剂盒对合成的第一链ｃＤＮＡ进行检测，筛查出阳性样本。

从２６４例患者腹泻物中检测出４４例诺如病毒 ＧⅠ和 ＧⅡ阳

性，其中ＧⅠ阳性１例，ＧⅡ阳性４３例，阳性率１６．７％。阳性

患者主要以老人和５岁以下儿童为主，男婴阳性略高于女婴；

６～１２个月婴儿阳性比例最高。６～７月和１０～１２月发病比例

较高。

２．２　核酸序列测定结果　从湖北省荆州市１例急性肠胃炎的

２岁男童患者粪便中分离到新的悉尼２０１２ＧⅡ．４变异株的类

似株（荆州２０１３ＧⅡ．４株），并完成了全基因组序列测定（Ｇｅｎ

ｂａｎｋ录入号，ＫＦ３０６２１４）。该分离株基因组全长７５５９个核苷

酸，外加１个多聚Ａ尾巴，３′端非编码区有４６个核苷酸。和悉

尼２０１２原型株（Ｇｅｎｂａｎｋ录入号，ＪＸ４５９９０８．１）相比，在开放阅

读框１、２、３中分别有５４、２４和９个核苷酸差异，这些差异分别

引起了相应的阅读框中的１０、７和４个氨基酸差异。导致氨基
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酸变异的７个突变位于编码主衣壳蛋白 ＶＰ１的开放阅读框２

中，其中４个突变位于高变区（Ｐ２区）。Ｐ２区的４个变异氨基

酸中，残基３７３和３７７直接相邻预测存在的表位Ｃ（由氨基酸

残基２９６和３７２组成）以及表位Ｂ（由氨基酸残基３４０和３７６

组成）。

２．３　变异株进化情况分析　使用ＢＥＡＳＴ软件包分析了时间

跨度达３９年（１９７４－２０１３年）的７６个ＧⅡ．４分离株的全基因

组序列。根据最保守的分子进化钟模型，ＧⅡ．４变异株最近祖

先约出现在４０年前，核苷酸单位点替换率为４．８０×１０－３核苷

酸／（位点×年）［（４．３３～５．２８）×１０－３］。根据上述分析，可推

断出最大分支可信树，结果显示目前流行的悉尼２０１２变异株

可能来自２０世纪８０年代的ＣＨＤＣ株。

３　讨　　论

　　近年来，国内已报道多起诺如病毒感染事件。诺如病毒感

染主要通过粪、口传播，在冬季多隐藏在贝类海鲜等食物中，并

可通过患者的排泄物和呕吐物污染环境，进行传播。诺如病毒

的基因易发生突变，可引起抗原转变和重组，从而产生新的感

染毒株。２０１２年３月在悉尼发现了新的ＧⅡ．４型变异株，随

后该变异株很快传播到北美、美洲、欧洲和其他地区。根据报

道，全球诺如病毒胃肠炎疫情大部分由Ｇ Ⅱ．４型诺如病毒感

染引起［７９］。悉尼ＧⅡ．４类似株首先在２０１３年１月发现于中

国湖州。

本研究中，新的悉尼２０１２ＧⅡ．４变异株的类似株（荆州

２０１３ＧⅡ．４株）和悉尼２０１２原型株相比，发现新分离株已经

出现了较大的变异，包括存在于主衣壳蛋白 ＶＰ１基因高变区

（Ｐ２区）的突变。其变异可能导致新的变异株和体内相应抗体

结合力减弱以及和组织血型抗原结合力出现变化，和湖州

２０１３分离株的 ＶＰ１序列相比，存在１４个核苷酸差异，导致了

相应的２个氨基酸差异。

目前悉尼２０１２ＧⅡ．４流行株类似变异株已传播到中国及

世界其他地方，且ＧⅡ．４变异株 ＶＰ１进化较快。诺如病毒的

基因易发生突变，可引起抗原转变和重组，从而产生新的感染

毒株，机体感染诺如病毒后，各亚型毒株间缺乏完全的交叉保

护，人体感染后的免疫力也不持久，可发生反复感染。对全球

流行株主衣壳蛋白抗原性变异的认识有助于疫苗开发和治疗

性单抗制备。随着我国因诺如病毒而暴发的病毒性胃肠炎报

道的增加，诺如病毒的严重性及危害性也受到广泛的重视［１０］。

考虑到中国人口众多以及诺如病毒已成为成人腹泻中最常见

病原和儿童腹泻中第２位病原（仅次于轮状病毒），加强胃肠炎

疫情中诺如病毒检测，特别是ＧⅡ．４型诺如病毒基因亚型鉴

定对于疫情防控具有重要意义［１１］。通过对腹泻患者流行病学

调查发现，诺如病毒核苷酸片段的检测和序列分析以及发现该

病毒的流行状况和血清型分布，同时，构建该病毒的感染性

ｃＤＮＡ，以进一步研究该病毒的分子生物学特性和致病机制，

从而控制诺如病毒的变异和流行。因此，需密切关注诺如病毒

在中国的传播和进化情况。
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ＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１２，１８（１０）：１５６６１５７３．

［５］ 孟祥杰，孙亚萍，赵俊，等．诺如病毒ＧⅡ型感染的流行病

学研究［Ｊ］．中华预防医学杂志，２０１２，４６（２）：１８６．

［６］ ＧｒｅｅｎＫＹ，ＡｒｌｄｏＴ，ＢａｌａｙａｎＭＳ，ｅｔａｌ．Ｔａｘｏｎｏｍｙｏｆｔｈｅ

ｃａｌｉｃｉｖｉｎｌｓｅｓ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０００，１８１（Ｓｕｐｐｌ２）：Ｓ３２２

３３０．

［７］ 王作麟，韩悦，安淑一，等．诺如病毒ＲＴＰＣＲ检测及进化

树分析［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２００８，１８（５）：７８３７８５．

［８］ ＤｅｓａｉＲ，ＨｅｍｂｒｅｅＣＤ，ＨａｎｄｅｌＡ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｅｒｅｏｕｔｃｏｍｅｓ

ａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｇｅｎｏｇｒｏｕｐ２ｇｅｎｏｔｙｐｅ４ｎｏｒｏｖｉｍｓｏｕｔ

ｂｒｅａｋｓ：Ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＣｌｉｎｉｃａｌＩｎｆｅｃ

ｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１２，５５（２）：１８９１９３．

［９］ 靳淼，孙军玲，常昭瑞，等．中国２００６～２００７年诺如病毒

胃肠炎暴发及其病原学特征分析［Ｊ］．中华流行病学杂

志，２０１０，３１（５）：５４９５５３．

［１０］刘远兴，郑志远．病毒性胃肠炎患者中诺如病毒感染情况

的检测分析［Ｊ］．中外医学研究，２０１４，１２（１１）：５３５５．

［１１］宋灿磊，刘燕．国内诺如病毒胃肠炎疫情分子流行病学分

析［Ｊ］．实用预防医学，２０１３，２０（１１）：１２９４１２９６．

（收稿日期：２０１６０９１４　修回日期：２０１６１１０３）

（上接第２３０页）

　　ｒｅｓｐｏｎｓｅａｓｔｈａｔａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｂｙａＲｏｔａｈａｌｅｒｉｎａｄｕｌｔｓｕｂ

ｊｅｃｔｓｗｉｔｈｓｔａｂｌｅｍｏｄｅｒａｔｅｔｏｓｅｖｅｒｅＣＯＰＤ［Ｊ］．Ｒｅｓｐｉｒ

Ｍｅｄ，２００７，１０１（１２）：２４６４２４７１．

［９］ 张琴琴，许德凤，刘锦铭，等．和肽素对 ＡＥＣＯＰＤ患者的

病情严重程度及生活质量评估的价值［Ｊ］．国际呼吸杂

志，２０１５，３５（１）：２５２９．

［１０］华锋，王斌，崔恩海．和肽素对呼吸机相关性肺炎预后判

断的临床意义［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１３，２３（４）：

７４３７４５．

［１１］李艳肖，史金英，袁德琴，等．无创正压通气治疗慢性阻塞

性肺疾病急性加重期并重度二氧化碳潴留效果观察［Ｊ］．

临床误诊误治，２０１３，２６（３）：７５７７．

［１２］井军虎，李立宇，李建强．慢性阻塞性肺疾病急性加重期

血清和肽素水平的变化及临床意义［Ｊ］．山东医药，２０１４，

５４（３７）：１９２０．

［１３］ＳａｎｄｈｕＳＫ，ＣｈｕＪ，ＹｕｒｋｏｖｉｃｈＭ，ｅｔａｌ．Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅ

ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆａｃｕｔｅｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｃａｎａｄｉａｎ ＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＪｏｕｒｎａｌ，

２０１３，２０（３）：１７５１７９．

（收稿日期：２０１６０９０１　修回日期：２０１６１０２０）
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