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摘要!目的 对在广州检出的人类杯状病毒’T,UV<F毒株进行分子生物学鉴定!以确定其是否为新亚型# 方法 选择检出
的 T,UV< 进行克隆$转化和序列分析!使用 CTWXYC进行核酸序列同源性比较!经 Z/11D61[H\S 绘制进化树# 结果 "$K
份病毒性腹泻标本检出 T,UV<HL 份!检出率为 L\J%]’HL^"#KF!经序列分析证实均为 _V<PA!毒株# 任选其中 K 株进行
CU; 产物的克隆和测序! 与 A1?‘8?a 中的参考株比较并绘制遗传进化树! 其中 T,UV^_VA!##)^"##)^UT_G)""L"F$
T,UV^_VA!##%^"##)^UT_G)""L)F与基因文库中病毒的最高同源性分别为 L)]和 LJ]# 结论 广州存在其他国家或地

区没有报道过的诺瓦克样病毒新亚型毒株#
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PPPPPPPP诺瓦克样病毒G_XV<F是引起成人和儿童非菌性
急性胃肠炎的重要病原体! 它与札幌样病毒 G+XV<F
合称人类杯状病毒GT,UV<F&H’# 随着分子生物学技术
的发展和检测手段的进步!T,UV< 对人类的危害性
正逐渐被全面$系统地认识!美国疾病控制中心曾经
估计!在美国 IK]的非细菌胃肠炎暴发与 _XV< 有关
&"’# 有研究认为病原微生物会以不同的亚型适应具有
不同遗传和生物特征的人群&)’!东方中国人的遗传和
生物特征与西方人存在明显的不同# 因此!理论上中
国应该存在与自己国家人群遗传和生物特征相适应

的 T,UV<病毒亚型#基于以上可能!本研究对在广州
儿童中进行 T,UV< 感染情况研究中检出的部分
T,UV<毒株进行了分析&%’!以确定其是否为新的基因

亚型!并为进一步研究其感染与中国人生物特征的关
系奠定基础#

HPP对象与方法
HRHPP对象

"##) 年在广州南方医院收集婴幼儿病毒性腹泻
标本 "#K份#用兰州生物制品研究所生产的轮状病毒
MXY+( 检测试剂盒检测 ! 轮状病毒阴性者进行
;Z&CU; 以检测 T,UV<#
HR"PP方法
HR"RHPP毒株 阳性对照为 MC"##"###SP5,<B/.D1!由荷
兰国立公共卫生和环境研究院 M/[6?Pb,6h1/ 博士惠
赠#
HR"R"PP病毒 ;_( 提取 取约 HPB 粪便样品加 T8?a<
液 H#PN9PG含庆大霉素 LP###PeF!并彻底震荡使之悬浮!
%P! )P###P/^N6?离心 "#PN6?! 取上清并保存在!J#P!
冰箱中备用# 病毒核酸提取用 Z/6h.9PGA637. 方法F从
H##P"9 粪便悬液中提取$ 纯化待检标本中的 ;_(!
;_( 保存于!J#P!#
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表 G===用于 9)HIJ=2HK 扩增的寡核苷酸引物
2678LM268CL
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表 6==用于 NOIJ=2HK 扩增的寡核苷酸引物
EIG>BMEIG6P
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GS6S>==反转录 < 聚合酶链反应TKU<2HKV检测 9)HIJ
KU<2HK 分别采用两组针对 KNL 聚合酶 TKWXAV区
设计的引物! 第 G 组 E1/*Y;J 引物 A678LMA68CL序列
T表 GV":#$ ZO[J 的 AHX 产物大小为 >G8=\]!而 ^O[J
的 AHX产物大小为 >>G=_]$ 因两者的扩增产物大小
接近!在电泳中不易区别!故采用针对 ZO[J 的第 6
组 F--]$/*J引物 E[G>BME[G6‘序列 T表 6V"@#! 得到
>6R=\]的扩增产物$ AHX产物采用 GS:a的琼脂糖凝
胶电泳! 相对分子质量标准采用大连宝生物 GCC=\]=
WZL=O4bb’"=c4"d’"$

GS6S?==测序 将 AHX 产物用 WZL 快速纯化试剂盒
T鼎国公司V纯化后!插入 WZL 克隆入质粒 ]efc<g=
TA"-$’Y4V后!转化进入大肠杆菌 W9:4 感受态细胞!
扩增后质粒 WZL 经 Gh琼脂糖凝胶电泳和限制性酶
切筛选!AHX 鉴定阳性的克隆用通用引物 gR 和 ^A@
测序$
GS6S:=序列分析比较 序列分析软件为 iBZWZL<
^B^6S:!序列排队用 HOj^gLOk!使用 A9lOBA 进行
核苷酸序列同源性比较!用 g"’’m1’nGS:绘制进化树$
对库比较使用 oOL^gZ 软件! 参考序列均来源于
e’*o4*d$ 其中新亚型鉴定由美国辛辛那提州儿科研
究中心完成$

6==结果
6SG==9)H[J的检出率

6C@ 份标本中! 轮状病毒阳性 G>? 份! 阴性 R6
份$ R6 份阴性标本用 A678LMA68CL 引物检测 G7 份

扩增出目的片断!9)H[J检出率为 7SR?hTG7M6C@V$再
用 E[G>BME[G6‘ 引物该 G7 份标本亦扩增出目的片
断!测序结果均证实为 ZO[J$
6S6==9)H[J阳性株序列
从检测出的 9)H[J阳性标本中选择 @ 株进行了

AHX 产物的克隆和测序! 将引物序列去除后与参考
株比较绘制遗传进化树$ @ 株 9)H[J 分别命名为%
9)H[MZ[e!CCGM6CC>MH9Z T>66R7V!9)H[MZ[ep
CC6M6CC>MH9Z T>667CV!9)H[MZ[eqCC>M6CC>MH9Z
T>6676V!9)H[MZ[e!CC?M6CC>MH9ZT>667>V!9)H[M=
Z[e ! CC:M6CC>MH9Z T>667?V!9)H[MZ[e !CC@M=
6CC>MH9ZT>667:V!序列见图 G$
6S>==新亚型与 e’*o/*d所有 9)H[J序列同源性比较
遗传进化分析表明其中一株T>667>V与其同源性

最高的 O-"bJb/3’=m1")J 同源性仅为 7Rh! 而另一株
T>6676V 与其同源性最高的 O-"bJb/3’=m1")J 及 9/n/11=
m1")J 的同源性均仅为 7Ghr7>h! 该 6 株 9)HIJ 不
同于目前存在的亚型!可以定义为新的亚型"R#$ 此外!
其中新亚型 >6676 与 >667> 之间的同源性仅为 R:h
&图 6’$

>==讨论
9)HIJ 是世界范围内最常见的引起人类非菌性

胃肠炎的病原微生物之一! 以往的研究证实 9)HIJ
中的 N,IJ 是急性腹泻爆发的主要病原$ 上世纪 8C
年代以来! 逐渐确定了 9)HIJ在散发性腹泻中的病
原作用! 并证实 9)HIJ同样是散发性急性腹泻的重
要病原!在很多国家其作用仅次于轮状病毒$
有研究证明 N,IJ 感染剂量较低 &sGCC 病毒颗

粒’!但有些志愿者实验显示!即使在高浓度病毒攻击
时TtGC7 病毒颗粒V某些志愿者仍未感染!而且这种现
象与受试者的免疫因素无关"7!8#$ 6CC6 年 9)0J-*等"GC#

通过研究首次提出 ZO[ 感染与 Lou 血型有联系的
假设!c4"1-**’4) 等 ">#在兔出血热病毒&一种动物杯
状病毒’能够结合兔上皮细胞 96 型组织血型抗原的
启发下!成功地证实了人类诺瓦克样病毒的一种亚型
T"Z[V能够与 J’."’0-" 个体的 9G 和 M 或 9T>M?V结合$
人类在进化的过程中以其生物的多样化&如血型的多
样化!包括 Lou 血型(O’n1J 血型等’来适应微生物
世界的同时!微生物也在以其多样化的表型适应人类
世界$由此类推!由于人类血型的多样化!可能还存在
多种与不同血型结合方式的新的诺瓦克样病毒亚型!
事实上目前国外研究已经证实了存在 @ 种与不同血
型结合的诺瓦克样病毒亚型"GG!G6#$ 这些发现将为现代
人群流行病学研究(传染病发病机制和疾病防治研究
注入新的理念和思路!即同一病原微生物会以不同的
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图 !"#$%& 聚酶区’()*+,-.*/0*1核苷酸序列遗传进化树
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图 -S0 株 A4Q%& 的 T#D 聚合酶核苷酸序列
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亚型适应具有不同生物特征的人群!
我国人群血型的分布特征明显不同于西方国家!

在 我 国 DNH 血 型 分 布 为 "D 型 !/:,+U #N 型
!/:;!U#H 型 ;;:/U#DN 型 /:+U$ 而白种人 DNH 血
型分布为 D 型为 ;9U#N 型为 +U#H 型为 09U#DN
型为 +U! 可以看出我国人群的 N 型血比例明显高于
美国和欧洲等以白种人为主的西方国家$ 而 H 型血
比例则明显低于美国和欧洲等以白种人为主的西方

国家! 这一不同也许导致诺瓦克样病毒亚型的不同$
即我国可能存在着不同于其他国家流行毒株的新病

毒亚型! 由于 A4Q%& 是根据病毒 T#D 聚合酶或衣
壳蛋白区核苷酸和氨基酸序列的同源性比较来进行

分型或亚型的鉴定 %-$-;&! 故在本研究中$对检测出的
#$%& 的 T#D 聚合酶区V()*+,-.*/0*1核苷酸序列进
行了克隆#测序及遗传进化分析鉴定$并经美国辛辛
那提州儿科研究中心鉴定$ 其中两株 ;!!/; 株与
W6(NF(E 中登录毒株同源性最高的 $<3=&=F?6"病毒的
同源性仅为 /JU! 而 ;!!/! 株与其同源性最高的
$<3=&=F?6"病毒及 AFXF55"病毒的同源性也仅为 /-U
Y/;U$;!!/! 株与 ;!!/; 株之间的同源性仅为 J+U!
该两株 A4Q%& 不同于目前公布的 A4Q%& 毒株的亚

’下转 -9!!页(
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!上接 !"!#页"
型#即 $%&’()’*!""+(,""+(&$)-+,,#,.和 $%&’(/
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型# 证实了我国存在 )2’1 新亚型$ 该 , 株新亚型
)2’1 的病原学%生物学特点及与组织血型抗原结合
特征有待于进一步研究加以探讨$
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