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摘 要：诺瓦克病毒（J-0-K=0?E/E，JLE）是 &’"$ 年在美国首次发现的新生病毒，到 &’’# 年国内才有报道。该病毒是

严重危害人类健康的重要食源性病毒，可导致不同年龄阶段人群的急性病毒性腹泻。因为至今没有发现合适的细

胞系和动物模型用于 JLE 的体外增殖，所以对于该病毒的研究相对滞后。随着分子生物学及其他学科的不断发

展，不同类群 JLE 全基因组测序完成并且病毒核衣壳蛋白分别获得真核和原核系统体外表达，从而对该病毒特性

产生了一些新的认识和观点。论文从 JLE 的基因组结构与功能、蛋白质组成与功能、检测方法应用与发展和流行

病学积累四个方面，系统介绍了该病毒国内外的研究现状以及其中存在的问题；其中，其蛋白质研究及其检测方法

成为 JLE 的热点。论文还对 JLE 分子进化、检测技术和病毒体外增殖模式等提出不同的看法和建议。
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诺 瓦 克 病 毒（J-0-K=0?E/E，JLE）又 称 类 诺 瓦 克 病 毒

（J-0>74O:4=O/ K=0?E）或 小 圆 结 构 病 毒（ E<744 0-?GD E,0?+,?0/D
K=0?E），属于嵌杯状病毒科的诺瓦克病毒属［&］，直径约 $"G<，

无囊膜，是 &’"$ 年由 P7A=O=7G 等首次用免疫电镜的方法发

现。该病毒的特点是高发病率、低致病剂量和对外界抵抗力

较强。JLE 是 导 致 人 类 急 性 病 毒 性 腹 泻 的 主 要 病 原，被

QR* 定为 1 类病原。据美国疾控中心统计，&’’" ( $%%% 年

期间共上报 $22 起肠道腹泻病例，其中，经实验室证实约有

9)S与 JLE 有关［$］。&’’# ( $%%% 年，欧洲暴发的食源性病毒

性腹泻至少有 9#S与 JLE 有关［2］。日本和澳大利亚等国家

均有因 JLE 引发流行病的报道。&’’# 年，国内由方肇寅等［!］

首次报道因该病毒引起的小儿急性腹泻；&% 年来，全国已有

多篇因 JLE 引起急性腹泻的报道。

通常根据核衣壳编码基因的不同将 JLE 分为!类和"
类（T!和 T"），也有以核衣壳蛋白质序列为依据将其分为

!:#类的报道［#］。到目前为止，仍没有建立敏感细胞株和

动物模型以获得 JLE 体外增殖［)］，无法对其进行血清型鉴

定。

! "#$ 基因组

JLE 属于单链正股 UJN 病毒，基因组约 "I"O.，含 2 个稳

定的茎环结构，TV 含量约为 !9S，具有 #W端连接蛋白和 2W端
A4-XN 尾巴［"］。研究表明：2W端 A4-XN 对于负股 UJN 合成是非

必须的［9］。Y=7GC 等［"］对 JLE 基因组测序（Z 9"))&），发现其

仅编码 2 个开放阅读框（*U6），依次为 *U6&、*U6$ 和 *U62。

其中，各 *U6 间有部分基因重叠，而不同病毒株的 *U6& 和

*U6$ 重叠基因的碱基个数不同。例如，Z 9"))& 两个读码框

重叠 &!.A，而广东省儿童医院公布序列（[M2)’"’"）重叠基因

为 $%.A。相对地，*U6$ 的终止密码子和 *U62 的起始密码

子仅共用一个 N 碱基。在 T!中，*U6& 和 *U6$ 重叠区的

$".A 与 *U6& #W端有很高的保守性；而在 T"中，该重叠区的

$9.A 与 *U6& #W端有很高的保守性。在两类 JLE 的保守序列

中分别含有 $ 个和 2 个起始密码子［’］。

JLE 属于 UJN 病毒，强变异性是此类病毒的特点。1?44
等［’］学者就对 JLE 断裂点进行数据分析并归纳出病毒重组

的模式。分析结果显示，病毒基因重组是在 *U6& 与 *U6$
核苷酸重叠区发生。但是，他们所推测的 JLE 的重组变异机

制理论上还至少需要满足以下两个条件：第一，共感染的病

毒基因必须有一定数量碱基与 JLE 的 *U6& 与 *U6$ 核苷酸

重叠区互补或相同；第二，共感染的病毒粒子必须与 JLE 在

同一个微环境中，而且两种病毒在一定空间距离范围内复制

转录，才有发生 UJN 聚合酶跳跃的可能。另外，这种微环境

条件存在于哪种细胞、组织或器官还是一个需要探讨和研究

的问题。

通常，病毒的 UJN 启动子区形成茎环结构，在 JLE 的

*U6&与 *U6$ 起 始 区 的 重 复 序 列 中 均 含 有 这 种 茎 环 结

构［&%］。可推测 JLE 基因组 #W端和 *U6$ 具有 $"5$9.A 的保守

序列有可能是 UJN 启动子序列的一部分或与启动子的识别

有关。但是，与 *U62 却没有任何相关性。



! "#$ 蛋白质

!""# 年，$%&’( 等［!!］成功克隆 )*+ 的基因组，并在昆虫细

胞中利用杆状病毒表达系统获得不含病毒核酸的类病毒粒

子。,##- 年，.+&’&/& 等［!,］利用缺失疫苗株 0*. 编码的噬菌

体 12 3). 聚合酶在哺乳动物 ,"41 细胞中表达 )*+ 基因组

和亚基因组 56). 并组装形成类病毒粒子，所获得的类病毒

粒子与粪样分离物得到的 )*+ 粒子相似，这有力地推动了对

)*+ 认识的步伐。

!%& 非结构蛋白

738! 编码非结构蛋白，由类 49 蛋白酶剪切为 : 个蛋白

元件，按 照 ) ; 9 顺 序，依 次 编 码 蛋 白 <=（><=）、)1? 酶

（)1?&+@）、蛋白 ,,（>,,A>,#）、病毒基因组连接蛋白（*?(）、类

49 蛋白酶（49B>CD）和 3). 依赖的 3). 聚合酶（3E3>）。非结

构蛋白 ) 端蛋白序列在 F!和 F" )*+ 中差别很大；但其 9
端蛋白较为保守，也是常用于 )*+ 检测的靶位点。

)1?&+@ 又称为 ><!，可在细胞外结合 .1?，但是如果其第

!:= 位的氨基酸发生突变则失去该活性。虽然 )1?&+@ 具有

水解 .1? 的活性，但是不能使异源双链 3).：6). 解旋，即

)1?&+@ 没有解旋活性［!4］。*?( 约 !-/6&，可共价结合 )*+ 基

因组和亚基因组 G3).，且缺少该蛋白的基因组 3). 不具有

感染性，可见该蛋白在病毒感染方面所起的重要作用。另

外，不同病毒家族中该蛋白在病毒复制过程中起到不同的作

用［!<］。3E3> 则由蛋白酶与聚合酶的前体组成 ?CD?DH 及成熟

聚合酶 ?DH 两部分构成，参与单链 3). 的合成。研究表明：

?CD?DH 在 )*+ 的复制过程中同时具有蛋白酶与聚合酶双重

功能［!-］；在 >I:J= K 2J- 时，3E3> 的活性最高且受 0’, L 浓度

影响较大，其他离子影响甚微［=］。其他非结构蛋白在病毒定

殖过程中的功能与作用到目前还不是很清楚。

!%! 结构蛋白

结构蛋白是由 738, 和 7384 共同编码，分别编码 *?!
和 *?,。)*+ 粒子核衣壳蛋白由 "# 个 *?! 二聚体与 ! 个或 ,
个 *?, 组成单元构成［!:］。研究发现组装完整的 )*+ 粒子对

外界理化因素抗性较强，但是可溶性蛋白则易被胰蛋白酶从

第 ,,2 位氨基酸处切断［!2］。

*?! 分子量为 -= K :#/6&，含有抗原决定簇并具有株特

异性［!<］。I&CEM 0N［!=］等学者利用重组类 )*+ 粒子的单克隆

抗体（05.O）定位核衣壳蛋白的抗原决定簇，结果显示：在

P@+Q@C’ OHDQ 和免疫沉淀反应中，= 株 05.O 可以与核衣壳 9
半段结合，证明在核衣壳 9 半段含有抗原决定簇；其他 4 株

05.O 可识别不同人源 )*+ 相对保守的核衣壳 9 端 <-2 到

-4# 位氨基酸的蛋白抗原位点。另外，还有许多学者认为有

至少 -#R的可溶性病毒抗原存在于腹泻样本中。这为该病

毒免疫学检测提供了很好的靶标。

利用 S 射线衍射对 F! )*+ 粒子进行研究，发现该病毒

粒子由 !=# 个 *?! 单体形成 1 T 4 的二十面体结构，*?! 折叠

成核衣壳 U 区和突出的 ? 区 , 个区域［!"］。U 区由 ,!2 个氨基

酸组成，形成 )*+ 粒子二十面体结构的主框架，组装在核衣

壳蛋白的内部；? 区变异性强位于核衣壳蛋白的外侧，又可

细分为 ?!（?!V! 和 ?!V,）和 ?, 两个亚区。U 区与 ? 区之间仅

有 = 个氨基酸相连，两者形成的二聚体可以增强衣壳蛋白的

稳定性并形成电镜可见的突起［,#］。其中 ?, 区是位于病毒

粒子表面，嵌入 *?! 的 !,2 个氨基酸并暴露在最外面，是病

毒粒子的受体结合位点，也是病毒粒子最易变的区域。该区

在免疫反应中起重要的作用且与 .W7 血组织抗原对 )*+ 易

感度不同有关［!"］。还有学者利用进化追踪法对不同 )*+ 毒

株进行分析结果表明：不同 )*+ 毒株核衣壳差异很大。U 区

序列同源 性 达 4#R；而 ?! 与 ?, 的 同 源 性 分 别 为 !!R 和

=R［,#］。1&’ 等［,!］研究发现：单一的 ? 区蛋白只形成二聚体

而不形成病毒样粒子，但可以像病毒粒子一样结合人类血组

织抗原；? 区的二聚体可以在 >I, 到 >I!! 条件下保持稳

定［,,］。另外，1&’ 等［,4］研究表明：? 区 9 端含有高保守的精

氨酸簇是 )*+ 吸附受体，而且该保守精氨酸簇的缺失和替换

都会严重影响 ? 区受体的吸附效率及 ? 区蛋白的形成。另

外，缺失实验证明 ? 区是受体结合的必须区域。相反，U 区

蛋白仅组成小的单层病毒样粒子，但不能结合人类组织抗

原。

*?, 分子量为 ,, K ,"/6&，且不同毒株延伸序列有所不

同［,<］。该蛋白是一种基本蛋白，等电点大于 !#J#，据推测其

与 3). 结合有关［,-］。*?, 在病毒复制过程中所起的作用目

前还不清楚，但在同病毒科的兔出血性病毒中证实 *?, 是一

种小结构蛋白且每个病毒粒 子 都 有 ! 个 或 , 个 拷 贝［,:］。

W@CQDHDQQ%V9%&CH@Q 等［,2］学者研究表明体外单独 738, 基因的表

达量很低，738, L 7384 L 4XY13 联合体就可明显提高 *?!
的表达量。*?, 可提高 *?! 对蛋白酶的稳定性，而且可增加

)*+ 粒子和类病毒粒子的相似性。

’ "#$ 的检测

水产贝类和腹泻样本是 )*+ 检测的主要实验和临床检

测对象，但国际上还没有统一的 )*+ 检测方法。目前用于检

测该病毒的方法主要有电镜法、分子检测和免疫学检测等，

这些检测方法是分别基于病毒外形特点、特异性核酸和主要

抗原决定簇而建立的。

’%& 电镜法

!"2, 年，Z&>%/%&’ 等学者利用免疫电镜法首次发现 )*+，
因此该方法便成为 )*+ 判定的经典方法。电镜法包括常规

电镜法（N0）和免疫电镜法（[N0）。N0 依靠眼观病毒颗粒形

状判别，但是由于 )*+ 在电镜下的结构特征不明显，给诊断

工作带来很大困难。由于 N0 的灵敏度较低，需要在发病后

, K 4E 内进行检测而且检测限较高，每克（毫升）样品不低于

!#: 个病毒粒子；患病 , K 4E 后，检出率只有 !#R K ,#R。

[N0 可提高电镜的敏感度 !# K !## 倍。该方法是在显微镜检

查格上利用患者恢复期血清捕捉同型抗原，从而提高检出

率。[N0 的缺陷在于它的成功与否完全取决于操作者的技

能和经验。另外，电镜法技术要求高、劳动强度大和检测费

用高，应用受到很大的制约［,=］。
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!"# 分子检测

在分子检测技术中最为常用的是 !"#$%! 方法，也是目

前最有效的 &’( 检测方法，被称为 &’( 检测的金标准，主要

有 !"#$%! 和巢式 !"#$%! 等。!"#$%! 方法具有应用性强、

特异性好等特点。此类方法的引物序列是基于 &’( 基因组

保守序列设计的，常用保守区有 !)!*、+!,- ./端和 +!,0 的

两端 1 个区域［2］。

345678)等［09］建立一种简单的单管 反 转 录 实 时 定 量

!"#$%!，该方法利用双探针和三条引物来增强灵敏性，同时

还可以区分粪样中不同基因型的 &’(。利用保守序列设计

特异性引物建立半巢式多重 !"#$%!，可以从临床样品中同

时检测不同类的 &’(，该方法对于粪样上清的检测限是每微

升 0: 个病毒粒子，其灵敏度为 -::;，比电镜的灵敏度高约 <
倍［.:］；一步法 "6=36> !"#$%! 可以检测并鉴别粪样和贝壳类

样品中的 ?!和 ?" &’(，该方法较巢式 $%! 灵敏度要高，

耗时仅为 9:7@>［.-］。

!"#$%! 的检测灵敏度较高且从样品处理到获得 !"#
$%! 结果一般需要约 <5 即可完成。!"#$%! 产物一般为几

百个碱基，对 &’( 基因组完整性要求较低，对模板提取的技

术性要求不高，降低了操作难度。但是，由于 &’( 基因的易

变异性，不同毒株序列差别较大，目前还没有任何一对引物

可以检出所有的诺瓦克病毒株。’$A 是 &’( 基因组 !&B 具

有感染性的必要条件［-1］，所以该区具有相对的高保守性，可

以参考该区核苷酸序列设计特异性引物用于 &’( 的检测；还

可以针对不同类 &’( 设计不同的引物区别感染病毒的类属。

另外，制备高质量的 !&B 模板、!&B 的易降解性和样品中含

!"#$%! 抑制剂等是困扰该方法推广应用的难点。

另外，我们建立了 &’( 的 &BCDB（>EFG8@F 6F@) (8=E8>F8#
H6(8) 67*G@I@F6J@4>）检测法，可同时应用于区分 ?!和 ?"，而

且省时高效；其灵敏度与 !"#$%! 相同甚至更高。以该方法

检测临床样本和人工模拟污染贝类样本，检测限分别为 2
*AK7L和 -::*AK-M2A［.0］；该方法还可以在仅以目标核酸为模

板或高浓度的非特异性核酸存在的混合模板中，均可产生清

晰的目标带，表现出高特异性。&BCDB 法扩增效率高、灵敏

度高、快速易操作，尤其适用在基层单位推广应用。

!"! 免疫学检测方法

免疫学检测虽然操作简单实用性强，但对抗原位点的依

赖性和抗体识别的特异性要求较高，也是该方法在 &’( 检测

规模化应用中需要解决的关键问题。目前，用于 &’( 检测的

免疫学方法主要有：酶免疫检测和 NLOCB 等。

酶免疫检测（N>PQ78 @77E>46((6Q，NOB）由 R8SS76>> 等［..］

首次建立用于检测 &’( 腹泻样本的免疫学方法。NOB 是利

用抗 &’( 原始株 T,"6 的 3FBH 为基础建立的，该株 3FBH
不与其他肠道病毒发生交叉反应。该方法较以多抗建立的

NLOCB方法特异性高两倍，检测限为 ->AK7L。随后，DS@>U8
等［.1］利用重组蛋白制备 3FBH OA3 建立捕获 NOB，适于检测

&’( 及其他!类嵌杯状病毒，尤其适合发病早期样本病原的

检测。

!@F56S)( 等［0T］对已经商业化的 OVNOB"3 类诺瓦克病毒

NLOCB 检测试剂盒与经典的 N3 和 !"#$%! 法进行比较试验。

结果显示，该方法与 !"#$%! 法相比灵敏度和特异性分别达

到 22M2;和 9TM.;；与 N3 相比灵敏度和特异性则分别达到

0.M9;和 99M0;，而且随着检测样品数量的不断增多，该方

法的灵敏性和特异性均有不同程度的提高。

由于 &’( 核衣壳蛋白外端的 $0 蛋白变异性较强，而且

对于不同类 &’( 粒子的抗原表位差别较大，导致免疫学检测

在该病毒的应用变得相对困难。因此，以 &’( 核衣壳为基础

寻找易于免疫反应且为 ?!和 ?"的共同抗原决定簇便成

为有可能拓宽该方法检测谱的一个突破点。

$ &’( 流行病学

&’( 多在冬春季节诱发急性腹泻，以腹泻、呕吐和恶心

为特征的一种自身限制性疾病；主要致病因素为 &’( 感染所

导致的机体严重脱水。典型症状一般在病毒感染后 01 W 1T5
出现，症状可持续 -0 W 015［.2］。症状消失后，患者仍有几个

周的排毒期。该病毒感染性很强，经典传播途径是粪口途

径，还可以通过气溶胶传播；呕吐物或腹泻物均可致病，可通

过不洁 净 饮 食 或 与 患 者 亲 密 接 触 感 染 所 有 年 龄 阶 段 的

人［.<］。

&’( 感染发病可能与人的 BD+ 血组织基团有关。+ 型

血的个体易感，而 D 型血的个体则不易感。试验结果表明，<
人没有产生分泌型 OA? 的试验者 + 型血 1 人（<X;）；2 人未

产生分泌型 OAB 的试验者均为 + 型血（-::;）；其中 0 位 +
型血试验者两种抗体都没有产生。而 < 位 D 型血试验者均

产生明显的分泌型 OA? 和 OAB［.X］。这对于 &’( 体外增殖模式

的探讨有极高的参考价值。

&’( 的免疫反应期较短且抗体的交叉保护性很差，目前

没有任何有效疫苗用于该病毒的预防。有关 &’( 疫苗方面

的研究报道非常少。研究发现即使成年人经反复感染，该病

毒抗体也会逐渐消失［.2］。因没有合适的动物模型，故该病

毒的阳性血清还需要志愿者感染后获得，这极大地限制了

&’( 的研究进展。另外，&’( 多导致儿童发病，这可能与其

消化道和机体免疫系统发育尚不完全有关。从这一角度来

看，进一步研究可尝试用新生乳鼠或仔鸡等幼龄小动物作为

&’( 感染的动物模型，为预防和控制 &’( 地方性暴发的寻找

出有效途径。

% 小结

&’( 是导致人类急性病毒性腹泻的罪魁祸首之一，对全

球的危害显得日益严重，但是由于至今还没有建立起合适的

&’(体外增殖体系，一直困扰着该病毒的研究进展。目前，

对 &’( 的侵染定殖方式还不清楚；大部分 &’( 蛋白生物学功

能研究不透彻，尤其是非结构蛋白；检测该病毒的方法对

!"#$%! 依赖性较大，也没有一种统一的检测方法用于该病

毒的检测，缺乏流行病学资料积累。另外，对 &’( 的侵染定

殖方式还不清楚；大部分 &’( 蛋白生物学功能研究不透彻，
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尤其是非结构蛋白；所以，建立起合适的 !"# 体外增殖模式

是加快该病毒研究进展的关键。
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