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2007年至 2008年昆明地区腹泻患儿轮状病毒非结构蛋白基因特征的
分析
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［摘要］目的 探讨轮状病毒非结构蛋白（NSP4）基因的特征及变异情况．方法 在 2007年和 2008年昆明

医学院第一附属医院儿科住院的 96 例秋冬季腹泻患儿中，随机选取轮状病毒阳性的 12例（其中 2007年 6例，

2008年 6例）患儿粪便标本，采用 RT-PCR扩增 NSP4基因，并进行测序，测序结果用 DNAassist软件对核苷酸

序列进行翻译，并用 Clustal-mp软件与 Genbank Datebase中的 4株人 RV （Wa、KUN、AU-1、Hochi）、3株动物

RV（EW、OSU、SAll）和中国北京、上海、广州的流行株的 NSP4序列进行分析比较．结果（1）选取的 2007年

6份和 2008年 6份样本均可以扩增出 NSP4的全长片段，测序表明：2007年 6份样本中有 5株属于 Wa株，1株

属于 KUN株；2008年 6份样本中也有 5株属于 Wa株，1株属于 KUN株．10株 Wa株与来自 GenBank Database

的 4 株人 RV （Wa、KUN、AU-1、Hochi） 和 3 株动物 RV（EW、OSU、SAll） 同源性分别为 96.3%、85.3%、

84.7%、95.1%和 57.7%、92%、82.8%,与中国北京、上海、广州的流行株同源性均在 95%以上；2株 KUN株与以

上来自 GenBank Database的标准株的同源性分别为 85.3%、98.2%、82.8%、85.9%、60.1%、85.3%、94.3%，和其

他地区流行株的同源性为 85%左右；（2）以Wa株为参考，10株 Wa株的 NSP4基因变异发生在第 34位氨基酸，

第 76位氨基酸，第 141位氨基酸，第 145位氨基酸，第 161位氨基酸和第 169位氨基酸；以 KUN株为参考，2

株 KUN 株的 NSP4 基因变异仅在第 87 位氨基酸和第 140 位氨基酸．结论 2007 年和 2008 年昆明地区流行株

NSP4基因为Wa组和 KUN组，以 Wa组为主．
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Analysis on Genetic Characteristics of the Nonstructural
Protein NSP4 of Human Rotavirus Strains in Infants with

Diarrher in 2007 and 2008 in Kunming
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［Abstract］ Objective To study the genetic characteristics and genetic variation of the nonstructural protein

NSP4 of Human rotavirus strains．Methods We selected twelve positive RV samples among 96 infants with

diarrhea who were hospitalized in the Department of Peadiatrics， the First Affiliated Hospital of Kunming Medical

University from October to December in 2007 and 2008．NSP4 genes was amplified by RT-PCR and then cDNAs

were sequenced. The homology of the nucleotide sequences of the NSP4 genes were analyzed by DNA assist and

Clustal-mp．Results（1） NSP4 gene was amplifie from 12（6 of 2007 and 6 of 2008） RV positive samples.

Among the twelve Kunming strains， the nucleotide homologies of the ten Wa strains to the four HRV standard strains
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（Wa，KUN，AU-1 and Hochi） and three animal RV（EW，OSU and All） were 96.3%，85.3%，84.7%，

95.1% and 57.7%，92%，82.8%．Compared with the epidemic strains in other different areas of China， the

nucleotide homology of the NSP4 gene was over 95%．Compared with the standard strains from the above GenBank

Database， the nucleotide homology of the two KUN strain were 85.3%，98.2%，82.8%，85.9% and 60.1%，

85.3%，94.3%．And compared with the epidemic strains other different areas of China， the nucleotide homology of

the NSP4 gene was about 85%.（2） 6 unique conserved amino acids of 10 Wa strains differing from Wa at aa34，

aa76，aa141， aa161 and aa169 were identified within NSP4; 2 unique conserved amino acids of 2 KUN strains

differing from KUN at aa87 and aa140 were identified within NSP4．Conclusions Among the NSP4 of the twelve

Kunming strains，the genotypes are Wa strain and KUN strain．The most dominant genotype of NSP4 is Wa strain.
［Key words］ Rotavirus；NSP4；Gene；Variation

轮状病毒（rotavirus，RV）是世界范围内儿童

重症腹泻的最主要病原，每年全球约有 2 500万人

次就诊，200万人次住院，平均 44万小于 5岁的
儿童死亡[1]．在我国，因胃肠炎住院的 6～24月龄

的婴幼儿中，大约有 60%以上的患儿是由 RV感染

所致[2]．RV的核心是由 11个片段的 dsRNA组成，

每个 RNA片段各编码 1种蛋白，包括 6种结构蛋

白 （VP1、VP2、VP3、VP4、VP6、VP7） 和 5 种

非结构蛋白（NSP1、NSP2、NSP3、NSP4、NSP5）[3]．传

统的发病机制认为 RV感染后破坏小肠绒毛上皮细

胞的绒毛结构，从而引发渗透性腹泻和水、盐分泌

及吸收失调性腹泻．然而，腹泻可发生在绒毛脱落

之前，这提示早期腹泻与其它的因素相关．自

1996年 Ball等[4]首次提出 RV非结构蛋白 NSP4可

能是一种肠毒素以来，NSP4在 RV致病机制中的

作用越来越受到重视．本研究在 2007年和 2008年

96例秋冬季腹泻患儿中随机挑选 12例 RV阳性样

本，对其非结构蛋白 NSP4 基因特征进行初步分

析，以了解 NSP4的基因特征和变异情况．

1 材料与方法

1.1 标本来源

收集 2007年 10～12月和 2008年 10～12月在

昆明医学院第一附属医院儿科住院的 96例腹泻患

儿粪便标本，所有病例均符合以下腹泻诊断标

准[5]：大便性状改变，呈稀便、水样便、黏液便或

脓血便；大便次数比平时增多．标本逐月收集，详

细记录腹泻患儿大便次数，病程长短及有无合并呼

吸道感染症状，并存于－70℃备用．从中随机选

取轮状病毒抗原检测阳性的 12份粪便标本（其中

2007 年 6 份，2008 年 6 份） 用于获得 NSP4 基

因．

1.2 RV-RNA提取

用 pH＝7.6 的 tris 缓冲液将粪便标本稀释为

10%，3 000 r/min离心 30 min后得到粪便上清液，

用柱式小量病毒 RNA抽提试剂盒（购自上海华舜
生物工程有限公司）提取 RNA，按试剂盒说明书

进行操作．

1.3 NSP4cDNA的扩增及序列分析
采用 RT-PCR法扩增 NSP4cDNA，上、下游引

物分别为 10Beg16（5'-TGTTCCGAGAGAGCGCGT-

G-3'），10End722c（5'-GACCATTCCTTCCATTAA-

C-3'）．具体操作如下：DMSO、 dsRNA、上游及

下游引物（10 pmol/L）各 2 滋L，97℃变性 5 min，

冰浴 5 min；5×RT-PCR缓冲液 4 滋L、Ribonucle -

ase Inhibitor 0.5 滋L、2.5 mmol/LdNTP 2 uL、AMV逆

转录酶 0.5 滋L，补 ddH2O 至总体积 20 滋L，42 ℃

逆转录 30 min，94℃变性 5 min，再加上游及下游

引物各 1 滋L、dNTP 4 uL、Taq DNA聚合酶 （5 U/

uL） 0.5 滋L、10×PCR缓冲液 5 滋L，补 ddH2O 至

总体积 70 滋L．94℃变性 5 min，开始 PCR循环，

条件为：94℃1 min，42 ℃ 2 min，72 ℃3 min 30

个循环，最后 72℃延伸 8 min，扩增产物长度为

725 bp．以上引物和试剂购自大连宝生物工程有限

公司．PCR产物经纯化后送至上海生工生物工程

有限公司进行测序．

1.4 数据分析

采用 DNAassist软件将核苷酸序列翻译成氨基

酸序列，各序列的同源性比较采用 Clustal-mp，种

系进化树计算采用 MEGA4.0 软件．用于参比的

NSP4 序 列 4 株 人 RV （Wa、 KUN、 AU-1、

Hochi）、3 株动物 RV（EW、OSU、SAll）和中国

北京、上海、广州的流行株来源于基因序列数据库

（Genbank Datebase）．

2 结果
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2.1 NSP4基因氨基酸序列的同源性分析

选取的 2007年 6份和 2008年 6份 VP7阳性

标本均可以扩增出 NSP4的全长片段，2007年 6份

样本中有 5 株属于 Wa 株，1 株属于 KUN 株；

2008 年份样本中也有 5株属于 Wa 株，1株属于
KUN 株．GenBank Database 中选择 4 株人 RV

（Wa、KUN、AU-1、Hochi）、3株动物 RV（EW、

OSU、SAll）和中国北京、上海、广州的流行株作

为比较对象，12份样本和以上毒株的 NSP4基因经

过 DNAassist 软件将核苷酸序列翻译成氨基酸序

列，各序列的同源性比较采用 Clustal-mp进行分

析：10株Wa株与来自 GenBank Database的 4株人

RV （Wa、KUN、AU-1、Hochi） 和 3株动物 RV

（EW、OSU、SAll）同源性分别为 96.3%、85.3%、

84.7%、95.1%和 57.7%、92%、82.8%，与中国北

京、上海、广州的流行株同源性均在 95%以上.2

株 KUN株与以上来自 GenBank Database的标准株

的同源性分别为 85.3%、98.2%、82.8%、85.9%、

60.1%、85.3%、94.3%，和其他地区流行株的同源

性为 85%左右．组内的同源性较高，大于 95%；

而组间的同源性低，约 85%左右．

2.2 NSP4基因进化树分析

从进化树中可知 10株昆明株与 Wa株和 1998

年广州、北京、上海处于 1个独立进化分支上，2

株昆明株与 KUN 株处于 1个独立的进化分支上，

与 1998年广州、北京、上海处于不同进化分支，

结果见图 1．

图 1 NSP4基因结构进化树

Fig. 1 The cladogram of NSP4 gene

2.3 SP4氨基酸序列变异位点分析

以 Wa株为参考，对昆明地区 10株 Wa株的

NSP4基因变异主要在第 34位氨基酸（L-P），第

76位氨基酸（I-V），第 141位氨基酸（V-T），第

145位氨基酸（S-T），第 161位氨基酸（S-N）和

第 169位氨基酸（S-I）．以 KUN株为参考，对昆

明地区 2株 KUN株的 NSP4基因变异仅在第 87位

氨基酸（E-Q）和第 140位氨基酸（G-D）．

3 讨论

NSP4由 RV基因组中的第 10基因片段编码，

初始产物含有 175个氨基酸，分子量为 20 KD，在

氨基酸糖基化后的分子量为 28 KD（糖基化后成为

穿越内质网的穿膜蛋白）．A组 RV的 NSP4基因全

长 750 bp，具有 1个单一的开放阅读框架，而其它

组 RV的 NSP4基因结构尚未阐明．研究显示 NSP4

是 1种跨内质网膜糖蛋白，其氨基末端固定在内质

网膜内，而其羧基端延伸至感染细胞的胞浆内，可
作为胞浆中的 RV内层颗粒 （inner capsid particle，

ICP）的细胞内受体，它能通过 VP6蛋白结合 ICP，

并将这些亚病毒颗粒通过出芽的方式运至内质网膜

腔内并获得暂时性包膜[6]．Ball等[4]的研究也证实了

该点，同时发现 NSP4亲水区第 ll4至 135位氨基

酸组成的肽段（NSP4 ll4-135）具有肠毒素活性．

Zhang等[7]则认为 NSP4亲水区第 ll4至 140位氨基

酸组成的肽段具有肠毒素功能．NSP4有 2个重要

功能区：1个是 ICP结合区，另 1 个是 VP4 结合

区，分别位于 161～175位及 132～148位氨基酸．

Ball等还用重组的猴轮状病毒 SA11株 NSP4或其

合成肽段 NSP4 114～135，经腹膜或回肠内注射给

6～10日龄小鼠，能诱导与鼠龄有关的剂量依赖性

腹泻，而且这种致泻作用具有特异性，因此认为

NSP4可能与轮状病毒的毒力有关．随后的研究显

示 NSP4具有明显的抗原性，RV感染后 NSP4能刺

激免疫反应，有可能成为发展疫苗的候选基因．研
究还表明 NSP4增加内质网膜对 Ca2+通透性，引起

细胞内 Ca2+浓度升高，导致 Cl-分泌增加，引发腹

泻．
Horie 等 [8]的相关研究发现了 3 种 NSP4 基因

型：Wa组（包括G1、G3、G4、G5、G9、P1A [8]）、KUN

组（包括 G2、G6、G10、P1B [4]、P2A [6]、P6 [1]、P7
[5]、P [2]）、AU-1 组 （G8、P3 [9]、P5 [3]）．本研究从

GenBank 中选择 4 株人 RV （Wa、KUN、AU-1、

Hochi）、3 株动物 RV（EW、OSU、SAll） 和中国

北京、上海、广州的流行株作为比较对象，12份

样品和以上毒株的 NSP4基因经过 DNAassist软件

将核苷酸序列翻译成氨基酸序列，各序列的同源性
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比较采用 Clustal-mp进行分析，根据氨基酸的同源

性和进化树分析发现：2007年 6个昆明株中有 5

株属于 Wa株，1株属于 KUN株；2008年 6个昆

明株中也有 5株属于 Wa株，1株属于 KUN 株．

10株 Wa株与来自 GenBank Database的 4株人 RV

（Wa、 KUN、 AU-1、 Hochi） 和 3 株动物 RV

（EW、OSU、SAll）同源性分别为 96.3%、85.3%、
84.7%、95.1%和 57.7%、92%、82.8%，与中国北

京、上海、广州的流行株同源性均在 95%以上．2

株 KUN株与以上来自 GenBank Database的标准株
的同源性分别为 85.3%、98.2%、82.8%、85.9%、

60.1%、85.3%、94.3%，和其他地区流行株的同源

性为 85%左右．研究发现昆明地区 NSP4 基因为

Wa组和 KUN组，相对保守，组间同源性高，组

内同源性低，这与王大燕等[9]的报道一致．

本研究组 2002年的研究证实腹泻患儿轮状病

毒 02，K1株的 NSP4基因型属于 Wa组，02，K1

株与 ST3株、Wa-1株、Wa-a株、Wa-v株的核苷

酸和氨基酸同源性均达 90%以上； 02，K1 株的

NSP4 氨基酸序列有 14 个位点发生了变异，即
aa16、 aa26、 aa60、 aa72、 aa76、 aa124、 aa135、

aa140、 aa141、 aa 145、 aa146、 aa161、 aa162、

aa169[10]．研究组的另外研究表明，2002年昆明轮

状病毒流行株以 G1型为主，2003年轮状病毒腹泻

株主要以 G3 型为主；该研究分离的 22 株 RV

NSP4有重症腹泻株 8株，轻症腹泻株 14株，其氨

基酸序列均十分保守，仅在第 76及 139位氨基酸

上有变异[11，12]．在比较了轻症腹泻株和重症腹泻株

NSP4基因 2个位点的氨基酸后发现：第 76及 139

位氨基酸由缬氨酸变为异亮氨酸（V→I）与轮状病

毒腹泻临床症状严重程度无相关关系．氨基酸同源

性表明昆明地区轮状病毒流行株间的同源性高达

98.9%～99.4%，重症腹泻株和轻症腹泻株可同属

于 1个亚组，流行株全都属于Wa组[13]．

本研究以标准株 Wa株为参考，对昆明地区

10株Wa株的 NSP4基因变异情况进行比较，发现

10株Wa株的氨基酸序列变异位点在第 34位氨基
酸（L-P），第 76位氨基酸（I-V），第 141位氨基

酸（V-T），第 145位氨基酸（S-T），第 161位氨

基酸（S-N） 第 169位氨基酸 （S-I）．以标准株
KUN 株为参考，对昆明地区 2株 KUN 株的 NSP4

基因变异情况进行比较，氨基酸序列变异位点仅在

第 87 位氨基酸 （E-Q），第 140 位氨基酸

（G-D）．在 NSP4 的肠毒素活性区 （aa114-135）

12个昆明株在肠毒素活性区是高度保守的．

综上所述，目前发展的各种轮状病毒疫苗主要

针对 VP7血清型，但不同时间不同地域流行的轮

状病毒 VP7血清型变异较大，而 NSP4基因的相对

保守性及其免疫原性使其有可能成为发展疫苗的候

选基因．
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