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摘　要:轮状病毒(Rotavirus,RV)是引起婴幼儿及幼龄动物急性腹泻甚至死亡的重要病原.２００９年,首次在幼龄大熊

猫粪便中分离到 RV,被确定为 A组,并将其命名为大熊猫轮状病毒 (GiantPandaRotavirus,GPRV)CHＧ１株.GPRVCHＧ１
株主要感染断奶后的大熊猫,引起急性传染性、顽固性腹泻甚至死亡,这对大熊猫的健康造成了严重的危害.本文介绍了

GPRVCHＧ１株的基因结构和病毒蛋白结构及其生物信息学分析学以及该病的诊断方法和防治措施,以期为该病致病机制及

疫苗研究提供参考.
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Abstract:Rotavirusisthemostimportantcauseofseverediarrheaanddeathininfantsandyounganimals．In２００９,rotavirＧ
uswasisolatedfromfecalsamplesofsickpandacubssufferedanacute,infectiousandintractablediarrhea．Thestrainbelongs
togroupAandisdesignatedasGiantPandaRotavirus(GPRV)strainCHＧ１,whichhascausedseriousthreatstogiantpanda．
Inthispaper,wereviewthegenestructure,viralproteins,bioinformaticsanalysisofGPRVstrainCHＧ１,andthediagnostic
methodsandprophylacticoＧtherapeuticmeasuresofthisdisease．Thisreviewwillbehelpfulforfurtherstudyofthepathogenic
mechanism,aswellasvaccinedevelopmentofGPRVstrainCHＧ１．
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　　轮状病毒(Rotavirus,RV)是引起儿童发生严

重腹泻甚至死亡的重要病原[１],它还能够感染牛、
猪、马、羊、兔、禽、猫类等动物并引起病毒性腹泻.
在我国,王成东等于２００９年首次从大熊猫腹泻粪便

中检测出轮状病毒,将其命名为大熊猫轮状病毒

(GiantPandaRotavirus,GPRV)CHＧ１毒株.迄今

为止,在人类、哺乳动物和鸟类分离的RV根据病毒

外壳特异性抗原可将RV分为 A~I９个不同的组,
其中 A、B、C和 H 组可感染人和动物,而 D、E、F、G
和I组只感染动物[２Ｇ４].RV 包括 P和 G 两种血清

型,其中 G１ＧG４、G９、P[８]和P[４]是最常见的流行

优势株,在全球主要流行的 RV 基因型 G１P[８],
G２P[４],G３P[８]和 G１２P[８][５].GPRVCHＧ１株

的血清型为 G１ＧP[７]ＧI５ＧR１ＧC１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１ＧE１Ｇ
H１[６].

GPRVCHＧ１株主要感染５Ｇ１１月龄的断奶大熊

猫,感染后通常表现为体温升高、呕吐、水泻、蛋花样

腹泻,腹泻物中含有血,白细胞总数和中性粒细胞增

多,淋巴细胞减少、腹水、顽固性胃肠胀气、腹泻迁延

不愈甚至死亡等症状[７Ｇ８],通过常规对症治疗能较大

缩短该病的治疗疗程、治愈率达１００％,且很少出现

并发 症[８],但 目 前 尚 无 有 效 疫 苗 和 特 效 药 物 对

GPRV感染进行防治,这对大熊猫的健康造成了严

重威胁.
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１　GPRV基因结构及进化特点

GPRVCHＧ１株属于呼肠孤病毒科轮状病毒

属,病 毒 粒 子 呈 球 形 似 车 轮 状,直 径 ７０nm[７].

GPRVCHＧ１株基因组为线状双股RNA,它包含１１
个基因片段(１Ｇ１１),这些基因分别编码６个结构蛋

白 (VP１ＧVP４,VP６,VP７)和 ５ 个 非 结 构 蛋 白

(NSP１ＧNSP５),长度分别为 ３２８７bp,２７１７bp,

２５９１bp,２３６２bp,１３５６bp,１０４２bp,１５３２bp,

１０４２bp,１０１７bp,７５０bp,６６３bp.其 中 VP４、

VP６、VP７是GPRV的主要抗原性基因[９Ｇ１６].每个基

因片段分别包含一个开放阅读框(OpenReading
Frame,ORF)[６],长度分别为３２６７bp,２６７３bp,２５０８
bp,２３６２bp,１１９４bp,９８１bp,１４６１bp,９５４bp,９４２
bp,５２８bp和５９４bp另外,GPRVCHＧ１株的 VP１,

VP３,VP４,VP６,VP７和 NSP４基因主要与人或猪

RV的基因的进化距离最近,其同源性见表１[１０Ｇ１５].

表１　GPRVCHＧ１株基因序列与人和猪RV的同源性

Tab．１　Homologiesfortherotavirusgenesfromgiantpanda,humanandporcine

基因名称
人 猪

毒株登录号 核酸(％) 氨基酸(％) 毒株登录号 核酸(％) 氨基酸 (％)

VP１ EU９８４１０３ ８６．７ ９７．４ JF７８１１５８ ８６．８ ９７．６

VP３ EU９８４１０５ ８７．１ ９３．４ JX２９０１７７ ９６．６ ９７．０

VP４ AY７８７６４４ ６４．４ ６９．１ AY５２３６３６ ９９．６ ９９．５

VP６ DQ８７３６７５ ８９．２ ９７．０ FJ６１７２０９ ９５．１ ９８．７

VP７ AF２６０９３８ ８６．９ ９３．０ AB１７６６８２ ７１．７ ８０．４

NSP４ GU１８９５５８ ９５．６ ９６．０ D８８８３１ ９９．６ ９８．９

２　病毒蛋白

蛋白质是病毒粒子的主要成分,具有重要的功

能.GPRVCHＧ１株有１１种蛋白成分,包括６个结

构蛋白与５个非结构蛋白.编码结构蛋白(VP１Ｇ
VP４,VP６,VP７)的氨基酸长度分别为１０８８,８９０,

８３５,７７６,３９７,３２６aa以及编码非结构蛋白(NSP１Ｇ
NSP５)的氨基酸长度分别为４８６,３１７,３１３,１７５和

１９７aa[６].对这些蛋白的信号肽、跨膜区、疏水性、
抗原表位、NＧ糖基化作用位点、蛋白激酶 C磷酸化

位点、酪蛋白激酶II磷酸化作用位点和NＧ豆蔻酰化

位点等结构进行分析,其中 NＧ糖基化作用位点、蛋
白激酶C磷酸化位点、酪蛋白激酶II磷酸化作用位

点和 NＧ豆 蔻 酰 化 位 点 分 别 与 抗 原 性 和 免 疫 原

性[１７],介导胞外分泌[１８],病毒凋亡和病毒周期的调

节[１９]和蛋白定位于内质网或线粒体外膜[２０]这些生

物学功能有关,但对 VP２蛋白的生物信息学特点暂

无相关文献报道.表２是 GPRVCHＧ１株(VP２除

外)结构蛋白的生物信息学特点.

表２　GPRVCHＧ１株结构蛋白的生物信息学特点

Tab．２　BioinformaticscharacteristicsofstructuralproteinsofGPRVstrainCHＧ１

蛋白 分子质量 疏水性
NＧ糖基

化位点

蛋白激酶C
磷酸化作用

位点

酪蛋白激酶

II磷酸化作

用位点

酪氨酸激酶

磷酸化作用

位点

NＧ豆蔻酰

化位点

VP１[１０] １２４８９２．７１u －３．２４４Ｇ２．５３３ ７ １６ １９ ５ ６

VP３[９] ９７９３７．９１u －３．０００Ｇ２．２５６ １０ ２０ １８ １ ５

VP４[１２] ８６７６８．８u －２．９１１Ｇ２．２４４ ８ １５ １５ ０ １２

VP６[１３] ４４７２５．１u －２．７３３Ｇ１．８２２ ５ ５ ４ １ ６

VP７[１４] ３７３５４．８u －２．３４４Ｇ３．５６７ ２ ５ ４ １ ４

　　注:通过ProtScale分析的蛋白质疏水性,为蛋白质的最小疏水性与最大疏水性,正值表明疏水,负值表明亲水.

３　实验室诊断

采取发病大熊猫的呕吐物、腹泻便、肛拭子、血
液等样本进行抗原检测,包括轮状病毒粪便抗原

ELISA诊断试剂盒和病毒分离鉴定等[７].另外,通
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过提取样本中的 RNA,进行分子生物学检测,包括

RTＧPCR(reversetranscription polymerasechain
reaction)扩增[２１]和实时荧光定量 RTＧPCR(qRTＧ
PCR)[２２]等方法.

３．１　抗原检测　王成东等[７]用兰州生物制品研究

所生产的RV粪便抗原 ELISA 诊断试剂盒检测腹

泻物出现 RV 阳性结果;同时将处理过的标本接种

于 MAＧ１０４细胞进行病毒分离培养,出现病变以后,
用检测抗原或核酸方法鉴定病毒.通过电镜形态观

察、理化特性、中和实验等方法,鉴定分离到的病毒

颗粒为RV.

３．２　分子诊断　GPRVCHＧ１株在大熊猫粪便中含

量较高,可通过提取大熊猫粪便的总 RNA 进行分

子生物学诊断,即常规 RTＧPCR 和qRTＧPCR.根

据 GPRVCHＧ１株保守基因 VP７序列设计引物,对
从大熊猫粪便中提取到的 RNA 和实验室保存病毒

液的 RNA 同时进行反转录,将得到的cDNA 进行

PCR扩增,RTＧPCR扩增后的产物进行琼脂糖凝胶

电泳检测并测序,最低可以检测出大约１pg的病毒

RNA,该诊断结果重复性较好,可用于 GPRVCHＧ１
株的临床快速诊断[２１].此外,根据 GPRVCHＧ１株

VP４基因序列设计引物[２２],进行qRTＧPCR 扩增,
最低可检测到的拷贝数为１．０×１００拷贝/μL,与常

规RTＧPCR相比,其灵敏度至少高出１００倍,两种

方法的特异性与重复性均较好[２１Ｇ２２].
通过上述两种方法[２３]对２０１１至２０１５年(除

２０１４年)大熊猫基地A和B共２２７份大熊猫粪便中

的 GPRVCHＧ１株进行检测,利用qRTＧPCR 方法

检测出２５份阳性粪便样品,阳性率为１１％(２５/

２２７),而利用常规 RTＧPCR 只检出１５份阳性粪便

样品,阳性率为６．６％(１５/２２７),表明qRTＧPCR 更

适用于 GPRVCHＧ１株的诊断检测.因此,一旦发

现有腹泻等症状,应及时采取qRTＧPCR 方法对大

熊猫的粪便进行快速且精确的检测,以预防更严重

的传染.目前对于 RNA 病毒的检测,RTＧLAMP
(loopＧmediatedisothermalamplification)是快速且

灵敏的方法,该方法简便易操作不需要高端仪器,直
接通过肉眼观察结果,可快速检测病原[２４Ｇ２６],但目前

仍然没有用于检测 GPRVCHＧ１株.

４　防治措施

RV主要是通过水源传播或呼吸道传播,因此,
预防RV感染的主要措施是关注大熊猫的饮食方面

的健康.同时,RV是人兽共患病毒,保证大熊猫与

其接触人员的安全距离也极其重要.另外,饲养员

应定期收集大熊猫粪便,定期检测 GPRVCHＧ１株

感染情况.一旦诊断发现为 GPRVCHＧ１株感染,
及时 采 取 隔 离 办 法 并 治 疗 感 染 大 熊 猫.对 于

GPRVCHＧ１株感染主要可通过对症治疗和常规抗

感染治疗,这能缩短该病的治疗疗程且治愈率高达

１００％,主要包括:抗生素治疗;及时纠正水、电介质

和酸碱平衡紊乱;及时调整人工配乳的浓度和饲喂

量;使用消化酶、肠黏膜保护剂以及使用微生态制剂

进行肠道菌群调整,而且被治愈的大熊猫很少出现

并发症[８].
目前尚无有效疫苗预防 GPRVCHＧ１株感染和

特异性治疗药物,但马磊将 GPRVCHＧ１株的 VP４
和 VP７基因与真核表达载体pVAX１进行定向连

接,构建出真核表达质粒,再将其转化入减毒鼠伤寒

沙口 氏 菌,这 为 研 究 以 减 毒 沙 门 氏 菌 为 载 体 的

GPRVCHＧ１株疫苗的生物学性质奠定了基础[２７],
同时为预防大熊猫感染 GPRV起着重要作用.

５　展　望

大熊猫是我国珍稀动物,其繁殖率与生存率也

较低,而 GPRVCHＧ１株主要感染幼龄大熊猫,引起

大熊猫腹泻甚至死亡,在２０００－２００３年,成都大熊

猫繁育研究基地的RV发病率为６４．７％.由于成年

动物感染轮状病毒多为隐性经过,并持久地向外界

排毒,加之轮状病毒对环境因子和许多常见消毒剂

有较强抵抗力,导致某一地方发病,随后的每年会连

续发生[８].但 是 通 过 常 规 对 症 治 疗 后 治 愈 率 达

１００％,现目前对 GPRVCHＧ１株的相关研究主要在

于其感染来源、诊断方法、防治措施和 GPRVCHＧ１
株的分子特点,病毒感染发病机制及机体免疫应答

机制的相关研究缺乏,造成了对 GPRVCHＧ１株认

识的不足.另外,由于病毒的侵入会引起宿主细胞

的蛋白表达模式改变,将影响宿主细胞的正常生理

功能并决定病毒的致病进程和结果[２８Ｇ３０],因此通过

研究病毒感染宿主细胞后引起的细胞因子转录水平

及蛋白质水平的变化,将有利于揭示病毒与宿主或

宿主细胞的相互作用机制和病毒分子致病机制.
根据中国 GPRV的研究现状,应加强以下几方

面的研究:加强 GPRV 流行病学调查,分离新毒株

并进行基因组学与蛋白组学研究,了解 GPRV 不同

分离株基因型分布情况;进行 GPRV感染其宿主细

胞后的转录组及蛋白质组水平分析 GPRV 感染复

制机制、致病机制及机体免疫应答机制的相关研究;
加强病原诊断与疫苗以及抗病毒药物的研发等.
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