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摘　要:目的　对人 A组轮状病毒进行检测及分离鉴定,并研究其各基因片段的遗传进化关系.方法　２０１９－２０２０年

对湖北武汉市和襄阳市临床腹泻病人的粪便样品进行采集,共３１９份.设计特异性轮状病毒 VP６基因引物,RTＧPCR检测轮

状病毒的感染情况.将阳性样品接种于 MA１０４细胞进行轮状病毒的分离.RTＧPCR特异性扩增 VP６基因和特异性间接免

疫荧光对其进行病毒鉴定及病毒增殖检测;并进一步通过RTＧPCR扩增轮状病毒的１１个基因片段,在线工具RotaCV２０对

测序结果进行分型分析.Mega软件对其全基因组序列进行遗传进化分析.结果　轮状病毒感染阳性标本共６９份,阳性率

为２１．６３％.成功分离获得１１株人轮状病毒,主要衣壳蛋白VP７和VP４基因型均为G９P[８]型.其中３株轮状病毒归属于类

Wa株毒株,基因型图谱为 G９ＧP[８]ＧI１ＧR１ＧC１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１ＧE１ＧH１.８株毒株在 WaＧlike的基因型中具有 DSＧ１Ｇlike的 NSP４
为E２基因型特征.基因型图谱为 G９ＧP[８]ＧI１ＧR１ＧC１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１ＧE２ＧH１.结论　G９P[８]型人轮状病毒毒株在２０１９－
２０２０年湖北部分地区占主导趋势,且其 NSP４基因以E２基因型为主要流行形式.
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Abstract:HumanrotavirusgroupAwasdetected,isolatedandidentified,andthegeneticevolutionaryrelationshipsamong
itsgenefragmentswerestudied．Atotalof３１９diarrheaＧrelatedsamplesfromhospitalsinWuhanandXiangyang,HubeiprovＧ
ince,werecollectedfrom２０１９to２０２０．SpecificprimersfortherotavirusVP６geneweredesigned,androtavirusinfectionwas
detectedwithRTＧPCR．ThepositivesampleswereinoculatedintoMA１０４cellsforrotavirusisolation．Theviruswasidentified
throughamplificationoftheVP６geneandspecificindirectimmunofluorescence．Then１１rotavirusgenefragmentswereampliＧ
fiedbyRTＧPCR,andthesequencingresultsweretypedwithRotaCv２．０．Thewholegenomesequencewasanalyzedinmega
software．Atotalof６９sampleswerefoundtobepositiveforrotavirus,andthepositivityratewas２１．６３％．ElevenhumanrotaＧ
virusstrainsweresuccessfullyisolated．ThemaincapsidproteinVP７andVP４genotypesofallstrainswereG９P[８]．ThreeroＧ
tavirusstrainswerewalikestrains,andthegenotypeconstellationwasG９ＧP[８]ＧI１ＧR１ＧC１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１ＧE１ＧH１．Amongthe
walikegenotypes,eightstrainshadtheE２genotypecharacteristicforNSP４ofDSＧ１Ｇlikestrains．Thegenotypeconstellation

wasG９ＧP[８]ＧI１ＧR１ＧC１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１ＧE２ＧH１．G９P[８]huＧ
manrotavirusstrainsremaineddominantinsomeareasof
Hubeiprovincefrom２０１９to２０２０,andtheNSP４geneofthe
epidemicstrainswasoftheE２genotype．Theresultslaya
foundationforfurtherstudyofthecharacteristicsofrotavirus
epidemicstrainsandprevention．
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　　轮状病毒(Rotavirus,RV)可导致５岁以下儿

童和婴幼儿感染急性胃肠炎,也可以感染猪、牛、犬
猫等多种幼龄哺乳动物,引起腹泻,是一种重要的人

兽共患病原体.儿童患病时如果病情处理不当,可
能会导致严重脱水,最终引起死亡[１];动物感染轮状

病毒会引起腹泻,影响生产率乃至经济发展[２].迄

今为止,RV已经从人类以及多种非人类的哺乳动

物和鸟类中分离出.

RV属于呼肠孤病毒科(Reoviridae)的轮状病

毒属(Rotavirus),根据 VP６蛋白的抗原差异,可分

为９个种(群),分别命名为A、B、C、D、E、F、G、H 和

I,可能还有第１０种J[３].其中,A群轮状病毒(RVA)
是引起人及多种动物急性腹泻的主要病原体.

RV基因组由分段的双链 RNA(doubleＧstranＧ
dedRNA,dsRNA)共１１个基因片段组成,包括６
种结构蛋白(VP１ＧVP４、VP６和 VP７)和６种非结构

蛋白(NSP１ＧNSP６).除第１１个片段编码２个蛋白

质(NSP５和 NSP６)外,其余所有片段均编码１个病

毒蛋白.外部衣壳蛋白 VP４和 VP７在病毒复制和

诱导保护性免疫中具有重要作用,诱导产生中和抗

体,且在复制早期调节吸附和侵入.RV 由胰蛋白

酶切割 VP４蛋白为 VP５和 VP８而激活,与细胞膜

上相应受体结合,可直接穿过细胞膜或被囊泡包裹

进入细胞质.不同RV毒株同源基因片段的非编码

区(untranslatedregions,UTR)高度保守,包含基

因特异性保守序列[４Ｇ５].
轮状病毒分类委员会提出了一种基于１１个

RVA基因组片段中编码区核苷酸序列同源性临界

值的百分比的新轮状病毒分类方案.GxＧP[x]ＧIxＧ
RxＧCxＧMxＧAxＧNxＧTxＧExＧHx,x代表该命名下 RV
所相应的基因型,对 应 VP７ＧVP４ＧVP６ＧVP１ＧVP２Ｇ
VP３ＧNSP１ＧNSP２ＧNSP３ＧNSP４ＧNSP５/６ 的 顺 序[６].
迄今为止,已从人类和动物中鉴定出 RVA 至少２７
种 G、３７种P、１６种I、９种 R、９种 C、８种 M、１６种

A、９种 N、１２种 T、１５种 E和１１种 H 基因型[６].
人轮状病毒通常主要分为３种基因型毒株:１)类

Wa株流行株,基因型为I１ＧR１ＧC１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１Ｇ
E１ＧH１,VP７和 VP４基因型组合为 G１P[８]、G３P
[８]、G４P[８]和 G９P[８];２)类 DSＧ１株流行株,基因

型为 G２ＧP[４]ＧI２ＧR２ＧC２ＧM２ＧA２ＧN２ＧT２ＧE２ＧH２;３)
类 AUＧ１株流行株,基因型为 G３ＧP[９]ＧI３ＧR３ＧC３Ｇ

M３ＧA３ＧN３ＧT３ＧE３ＧH３[７].
近年来,对人群中轮状病毒进行监测的多个研

究发现动物源轮状病毒的基因型,且序列之间显示

出紧密的同源性,说明RV存在种间传播,动物源轮

状病毒可跨种传播感染人类[８Ｇ１０].本研究于２０１９－
２０２０年间,收集湖北部分地区腹泻病人的粪便相关

样品,开展RV的检测及其病原的分离鉴定,同时进

行全基因组序列的测定,分析其１１个基因片段的基

因型,构建各基因片段的进化树,研究其各基因片段

的遗传进化关系,以期揭示湖北地区 RVA 毒株的

临床感染及其遗传变异信息.为进一步诊断和防控

轮状病毒的感染奠定基础.

１　材料与方法

１．１　临床材料　２０１９－２０２０年在湖北省武汉市和

襄阳市采集腹泻病人粪便样品,分别采集腹泻儿童

样品２５６份,成人腹泻病人样品６３份,共３１９份.

１．２　试剂及细胞　Trizol、反转录试剂盒为艾科瑞

生物公司产品;大肠杆菌 DH５α感受态细胞由本实

验室制备保存;平末端克隆载体pEASYＧblunt购自

北京全氏金生物技术有限公司;T４连接酶、dNTPs、

Loading Buffer、DNA Marker、黏 性 末 端 载 体

pMD１８ＧT购自宝生物工程(大连)有限公司;酵母浸

出物和胰蛋白胨购自 OXOID公司;Q５高保真酶购

自为美国纽英伦生物(NEB)产品;KODＧPlusＧNeo
高保真酶购自东洋纺(上海)生物科学有限公司;２×
TaqPlusMasterMix酶为南京诺维赞生物科技有

限公司产品;西班牙琼脂糖(biowestagarose)购自

GENETECH 公司;琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒

小提试剂盒均购于北京天根生物科技公司.

MEM 培养基、胎牛血清、不含 EDTA 胰酶、

HEPES、胰蛋白酶及青链霉素双抗购自 GIBCO 公

司;MA１０４细胞购自武汉CCTCC细胞库.

４０％多聚甲醛溶液、０．１％ TritonＧXＧ１００溶液购

自西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司(SigmaＧ
Aldrich);牛血清白蛋白(第五组份)(BSA)购自北

京博奥拓达生物公司;抗轮状病毒 VP６蛋白的单克

隆抗体(２B４)购自 SantaCruz公司;AlexaFluor
４８８标记山羊抗鼠荧光二抗和DAPI(４′,６′ＧdiamidiＧ
noＧ２ＧPhenylindole)为碧云天生物技术研究所产品.

１．３　轮状病毒的检测　取临床粪便样品０．２g,加
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入８００μLPBS溶液,制成２５％的悬液后进行涡旋

处理,经 反 复 冻 融 ３ 次 后,放 入 离 心 机 中,４ ℃
１２０００r/min离心１０ min,取２００μL 上清,利用

Trizol试剂进行病毒 RNA 提取,其余上清放入－
８０℃冰箱保存待用.根据艾科瑞生物公司反转录

试剂盒说明书推荐体系和程序进行病毒 RNA 的反

转录.利用特异性引物 VP６ＧF和 VP６ＧR(见表１)
扩增轮状病毒的 VP６基因,判定样品的轮状病毒感

染的阴阳性.扩增片段大小为１３５６bp.PCR 反

应体系(２５０μL)为:２×TaqMasterMix１２．５μL、
上游引物 VP６ＧF１μL、下游引物 VP６ＧR１μL、cDＧ
NA模板１μL,H２O 加至终体积２５．０μL.PCR反

应条件为:９４℃变性５min后进入循环,循环参数

为:９４℃１５s,４９℃１５s,７２℃１min２５s,３５个循

环,７２℃延伸１０min.PCR产物在０．８％的琼脂糖

凝胶上电泳检测扩增产物片段大小.随后,用琼脂

糖胶DNA 回收试剂盒纯化 PCR 扩增产物.特异

性PCR扩增产物回收后,连接到pMD１８ＧT载体送

擎科新业生物技术有限公司进行序列测定.

１．４　轮状病毒的分离培养　将－８０℃冻存的阳性

样品的上清液通过０．２２μm 滤膜过滤,收集病毒滤

液.滤液中加入含终浓度为 １０μg/mL 的胰蛋白

酶,于３７℃、５％ CO２ 培养箱中激活１h,获得激活

的轮状病毒液.
取已长成致密单层的 MAＧ１０４细胞,弃液后用

PBS洗细胞 ３ 次,加入激活的轮状病毒液,置于

３７℃、５％ CO２ 培养箱中,每隔０．５h轻晃病毒液,
使病毒均匀、充分地吸附到细胞上.３h后吸弃病

毒液,用 PBS 洗细胞 ３ 次,加入含有终浓度为 ５

μg/mL胰 蛋 白 酶 的 无 血 清 的 MEM 维 持 液,于

３７℃、５％ CO２ 培养箱中培养数天,观察细胞病变

效应.待接毒的细胞完全病变后直接置于－８０℃,
冻融３次后,４℃１２０００r/min离心１０min,收集上

清(病毒液)分装后保存于－８０℃冰箱中,用于下一

次接毒.阳性样品均盲传至第１０代.

１．５　轮状病毒的间接免疫荧光鉴定　按１．３中的

方法检测盲传分离的病毒.参照文献方法[１１]进行

RVA间接免疫荧光鉴定.简要步骤如下:将生长旺

盛的 MA１０４细胞接种于２４孔细胞培养板中,待细

胞生长至８０％左右时,接种激活的病毒液,同时设

未接毒对照.待细胞８０％病变后,吸弃培养基,预
冷的PBS漂洗２次,每次５min,４％多聚甲醛室温

固定１５min后吸弃,随即用预冷的PBS漂洗３次,
每次５min.用含０．１％ TritonＧ１００的PBS室温穿

孔处理１５min后吸弃,再用预冷的PBS漂洗３次,

５％ BSA室温封闭１h,预冷的PBST漂洗３次,加
入轮状病毒单抗(２B４),３７℃ 作用１h,预冷的PBS
漂洗３次后,加入羊抗鼠荧光二抗(１∶５００稀释),

３７℃避光反应４５min,预冷的PBST漂洗３次,加
入DAPI染色液,室温避光作用７min后,预冷的

PBST漂洗３次,随后,再用预冷的PBS漂洗３次,
在荧光显微镜下观察结果.

１．６　全基因组的克隆及序列测定　利用高保真

DNA聚合酶进行PCR扩增.

KODＧPlusＧNeo酶的 PCR 扩增体系 (５０μL)
为:H２O３２μL、１０×PCR BufferforKODＧPlusＧ
Neo５μL、１×２mmol/LdNTPs５μL、２５mmol/L
MgSO４３μL、上游引物(１０μmol/Leach)１．５μL、下
游引物(１０μmol/Leach)１．５μL、相应模板(cDNA)

１μL和KODＧPlusＧNeo１μL.KODＧPlusＧNeo酶的

PCR扩增程序为:９４℃预变性２min后进入循环;

９４℃变性１５s,退火温度根据各片段引物的 Tm 值

决定,退火时间３０s,６８℃延伸,其延伸时间根据片

段长短决定,进行４５个循环.

Q５高保真 DNA 聚合酶的 PCR 扩增体系(５０

μL)为 H２O３２μL、５×ReactionBuffer１０μL、１０
nmol/LdNTPs１μL、上游引物(１０μmol/Leach)

２．５μL、下游引物(１０μmol/Leach)２．５μL、相应模

板(cDNA)１μL 和 Q５ HighＧFidelityDNA PolyＧ
merase０．５μL.Q５高保真DNA聚合酶的PCR扩

增程序为:９８℃预变性３０s后进入循环;９８℃变性

１５s,退火温度根据各片段引物的 Tm 值决定,退火

时间３０s,７２℃延伸,其延伸时间根据片段长短决

定,进行３５个循环,最后７２℃终延伸５min.

PCR产物经电泳鉴定,回收后连接到平末端载

体pEASYＧblunt后进行克隆测序.对扩增的各片

段送擎科生物公司进行序列测定.

１．７　基因组遗传进化分析　序列分析使用 DNASＧ
TAR软件中的Seqman程序,将序列拼接完整,采
用BLAST和在线分型工具 RotaCV２．０进行在线

分子定型,运行 MEGAX软件利用邻接法(NeighＧ
borＧJoining,NJ)构建系统发育树.系统发育树各

分枝置信度采用重抽样法(Bootstrap)进行自举检

验,检验次数设置为１０００次.

２　结　果

２．１　湖北部分地区 RV 流行情况　本研究于２０１９
－２０２０年期间,从湖北省武汉市和襄阳市采集腹泻

病人临床粪便样品共计３１９份.病人主要表现黄色

水样腹泻.通过 RTＧPCR检测,RV 样品阳性共６９
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份,总阳性率为２１．６３％.其中儿童２５６份有６０份

阳性,阳性率２３．４４％.成人６３份样品中有９份为

阳性,阳性率为１４．２９％.

２．２　RV的分离与鉴定　RTＧPCR检测轮状病毒阳

性的临床粪便样品,接种于 MAＧ１０４细胞上进行

RV分离,盲传至第６代后,有１１份阳性样品开始

出现明显的细胞病变(CPE),连续传代至第１０代,
细胞病变呈现稳定状态,并在培养４８h后出现明显

病变.正常 MAＧ１０４细胞形态清晰,生长良好(图

１),病毒感染后,MAＧ１０４细胞出现脱落、皱缩、拉网

等现象,脱落的细胞聚集成团块,如图１B.将从粪

检样品中分离得到的１１株 HRV 毒株分别命名为

RVA/Human/CHN/HBＧ１/２０１９、 RVA/Human/

CHN/HBＧ１８/２０１９、 RVA/Human/CHN/HBＧ１９/

２０１９、 RVA/Human/CHN/HBＧ２０/２０１９、 RVA/

Human/CHN/HBＧ２２/２０１９、RVA/Human/CHN/

HBＧ２７/２０１９、 RVA/Human/CHN/HBＧ２８/２０１９、

RVA/Human/CHN/HBＧ３３/２０１９、RVA/Human/

CHN/HBＧ４３/２０１９、 RVA/Human/CHN/HBＧ４５/

２０１９和RVA/Human/CHN/HBＧ１０９/２０１９.
对临床阳性样品在 MA１０４细胞上的第１０代

培养 毒 进 行 RTＧPCR 检 测 (图 略),测 序 结 果 经

Blast比对,其基因序列与人源RV的VP６序列１００％
相同,表明所有分离株确实为人轮状病毒.

A:未接毒正常细胞对照;B:感染 RV后的致病变细胞

图１　RV感染 MA１０４细胞病变图(４００×)

Fig．１　CytopathologyeffectsofMA１０４cellsinfectedwith
RV

　　MAＧ１０４细胞接毒２４h后经过固定、透化、封
闭,以及一抗和荧光二抗的特异性反应作用后,在荧

光显微镜下可观察到病毒感染细胞出现特异性绿色

荧光反应.感染２４h后的荧光如图２A所示.感染

４８h后的荧光如图２B所示.图２B清楚地显示了

被病毒感染的细胞的特异性荧光染色,且４８h的荧

光强度强于２４h的荧光,表明 RVA 可以在 MAＧ
１０４细胞中稳定地增殖.未接毒的 MAＧ１０４细胞未

见染色荧光(图２C).间接免疫荧光结果进一步从

蛋白质水平证实,分离的病毒为轮状病毒.并且通

过不同感染时间的特异性荧光表明分离的轮状病毒

在 MAＧ１０４细胞中具有较好的增殖能力.

A:病毒感染后２４h;B:病毒感染后４８h;C:未接毒细胞对照

图２　轮状病毒的间接免疫荧光鉴定(４００×)

Fig．２　Rotavirusidentificationbyindirectimmunofluorescence

２．３　全基因组序列测定及基因型别分析　对１１株

HRV 分离株进行全基因组扩增,进行序列测定.
使用DNAStar的SeqMan软件拼接１１个基因片段

的分段测序结果,获得１１株分离株的所有１１个分

节段的全基因组序列.所有分离株的１１个基因片

段序列均已上传至 GenBank.
序列分析结果显示,３株 RVA/Human/CHN/

HBＧ１９/２０１９、RVA/Human/CHN/HBＧ２０/２０１９ 和

RVA/Human/CHN/HBＧ４３/２０１９分离株明显属于

类 Wa株轮状病毒株.基因型为 G９ＧP[８]ＧI１ＧR１Ｇ
C１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１ＧE１ＧH１,而８株分离株 NSP４基

因序列分析归属为类 DSＧ１株基因型毒株,但其他

节段仍然为类 Wa株基因型.基因型为 G９ＧP[８]Ｇ
I１ＧR１ＧC１ＧM１ＧA１ＧN１ＧT１ＧE２ＧH１.序列分析显示其
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具有 Wa株与DSＧ１株交叉重组的基因特征.

２．４　衣壳蛋白基因序列的遗传进化分析　利用

BLAST软件对分离株各序列比对选择相应毒株以

及 GenBank中不同谱系中的代表毒株分别进行遗

传进化分析.

VP７全长序列长度１０６１bp,蛋白质编码区

(Codingsequence,CDS)长度９８１bp,编码３２６个

氨基酸.１１株分离株的 VP７核苷酸序列均处于谱

系Ⅲ中,聚在一个相对独立的分支,序列之间核苷酸

序列相似性介于９８．７％~９９．６％.与武汉的人源

RVA/HumanＧwt/CHN/L２４４８/２０１９/G９P[８]毒株

同源性最高,全基因序列相似性为９９５３％,与中国

其他的 G９型 RV 毒株处在相对不同的进化分支

(图３A).

VP４全长序列长度２３５９bp,CDS长度２３３７
bp,编码７７８个氨基酸,均为P[８]型,序列之间核苷

酸序列相似性为９９．７％~９９．８％.遗传进化表明分

离株的 VP４基因序列均处于谱系III中,并且与中

国P[８]型RV毒株处于相同的进化分支,与武汉的

人源RVA/HumanＧwt/CHN/L２４４８/２０１９/G９P[８]
毒株同源性最高,相似性为９９．７％(图３B).

VP６基因是轮状病毒群特异性抗原,在 A群轮

状病毒中相对保守.１１株分离株的 VP６全长序列

长１３５６bp,CDS长１１９４bp,编码３９７个氨基酸,
均为I１型,遗传进化显示 VP６基因聚在I１型人源

RV 毒株之中,与武汉的 RVA/HumanＧwt/CHN/

L２４４８/２０１９/G９P[８]株亲缘关系最近,相似性为

９９８５％(图３C).

２．５　NSP４基因序列的遗传进化分析　遗传进化分

析显示,３株轮状病毒株的 NSP４基因为 E１基因

型,８株轮状病毒株的 NSP４基因为 E２基因型(图

４).８株毒株在 WaＧlike的基因型中具有 DSＧ１Ｇlike
的 NSP４E２基因型特征,是一种具有明显基因重组

特征的新型轮状病毒毒株,其比例占到了７２．７％(８/

１１).表明该型病毒株已成为新的国内流行毒株.
其与 来 自 日 本 分 离 株 Tokyo１８Ｇ３８ 同 源 性 最 高

９９７３％,与武汉的L２４４８/２０１９株同源性９９．３３％.
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图３　结构蛋白VP７、VP４、VP６基因进化树分析

Fig．３　Phylogenetictreeanalysisofstructuralproteins
VP７,VP４andVP６

图４　非结构蛋白NSP４基因进化树分析

Fig．４　Phylogenetictreeanalysisofthensp４gene

３　讨　论

RV感染是引起全世界５岁以下儿童胃肠炎的

主要原因之一.与许多细菌性肠胃炎病原体不同,

RV在发达国家和发展中国家都存在,且改善社会

经济条件并不能减少RV的感染[１２].

１９９４－２０１３年,在中国关于 RV 的流行病学和

临床研究中最常报道就是 G１/G３/G９P[８]和 G２P
[４]基因型[１３Ｇ１５].自２０１２年以来在武汉 G９P[８]已
成为儿童和成人中 RV 最常见的基因型组合,并且

一直占主导地位[１３].Yoshiki等２０２０年报道了发

现日本一种新型的 NSP４重配的 G９P[８]ＧE２轮状

病毒株[１５],进一步研究分析认为其重配的祖先毒株

是 G９P[８]型和 G２P[４]型毒株的 E２基因型 NSP４
基因重配而产生的新型轮状病毒株[１６].而同时期

中国也分别不同地区监测报道了 G９P[８]ＧE２毒株

JZ１８１２、JZ１８１１、JZ１９０３ 毒 株 和 L２４４８、E５８６７、

Z２７６８毒株[１７]的流行感染.本研究发现流行于中

国湖北地区的 G９P[８]ＧE２型毒株,与国内报道的流

行毒株及日本发现的以及国内流行的 G９P[８]ＧE２
重配毒株高度相似,属于同型流行毒株.该型毒株

可能会进一步发展为轮状病毒新的流行优势基因型

毒株.
通过 RV 的 全 基 因 组 测 序 表 明,本 研 究 中

RVA/Human/CHN/HBＧ１/２０１９、 RVA/Human/

CHN/HBＧ１８/２０１９、 RVA/Human/CHN/HBＧ２２/

２０１９、 RVA/Human/CHN/HBＧ２７/２０１９、 RVA/

Human/CHN/HBＧ２８/２０１９、RVA/Human/CHN/

HBＧ３３/２０１９、RVA/Human/CHN/HBＧ４５/２０１９ 和

RVA/Human/CHN/HBＧ１０９/２０１９ 共 ８ 株 G９P
[８]ＧE２毒株与武汉的 G９P[８]型L２４４８毒株基因核

苷酸序列相似性最高,并与北京的 G９P[８]BJＧQＧ
１９４毒株、成都的 G９P[８]SC６毒株、江苏的 G９P
[８]JS２０１６毒株、锦州的 G９P[８]JZ１８１２毒株和昆

明的 G９P[８]km１５０９３毒株基因核苷酸序列相似.
且值得注意的是,这些 G９P[８]毒株均在 WaＧlike的

RV基因型中具有 DSＧ１Ｇlike的 NSP４基因的E２基

因型.除 NSP４基因 E１和 E２型的差异外,这１１
株 G９P[８]毒株的其余基因序列均具有较高的相似

性.文献报道,湖北近年来均检测到此新型 G９P
[８]ＧE２型毒株,表明该型 RV 已在武汉及湖北范围

内广泛传播.NSP４蛋白在诱导感染动物腹泻中扮

演着类似肠毒素功能的独特致病作用,根据文献报

道研究显示[１３],在武汉流行的 RV 毒株有 G９P[８]
和 G２P[４]型,而 G２P[４]型RV的 NSP４基因为E２
型,日本报道发现的 G９P[８]ＧE２毒株即是可能由

G９P[８]毒株与 G２P[４]毒株发生基因重组重配而形

成的新型毒株[１３],而湖北地区近年流行的也主要是

G９P[８]和 G２P[４]型[１３].本研究分离的 G９P[８]Ｇ
E２病毒株是否由本地毒株重组形成,或者由其他地

区流行传入,亦或是由日本等周边国家流行传入,还
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需要进一步流行病学和病原学分析研究才能确证.
但明显 G９P[８]ＧE２病毒株已成为轮状病毒流行地

区的优势基因型毒株.
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