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摘  要：【背景】人源诺如病毒是急性胃肠炎暴发的主要原因，GII.4 是过去几十年的主要流行基

因型。2014/2015 年出现的 GII.17 型变异株是中国首例导致大规模暴发的非 GII.4 流行株。通过对

来自华南地区的诺如病毒 GII.17 型毒株的完整基因组序列进行分析，证实了该 GII.17 型突变株与

先前确定的 GII 型变异株不同。【目的】制备广州地区 GII.17 型诺如病毒 GZ-L343 的病毒样颗粒，

并系统表征其免疫原性及功能特性。【方法】借助杆状病毒表达系统制备 GII.17-GZ-L343 的病毒

样颗粒，并通过氯化铯梯度超速离心对其进行纯化，制备抗血清并对其免疫功能进行评价。【结

果】聚丙烯酰胺凝胶电泳和蛋白质免疫印迹结果表明所得蛋白分子量大小约为 58 kDa；透射电

镜结果表明病毒样颗粒直径约为 30 nm；酶联免疫吸附测定结果显示该病毒样颗粒具有较好的免

疫原性；唾液组织血型抗原的体外受体结合测定表明，该病毒样颗粒与部分 A 型、B 型、O 型及

AB 型分泌及非分泌血型样本存在阳性结合；效价测定结果表明免疫所得血清效价在 104 以上；交

叉反应结果表明该抗血清与异型病毒样颗粒不存在交叉反应。此外，体外阻断结果表明，该抗

血清仅能阻断相应型别病毒样颗粒与受体的结合作用，与异型病毒样颗粒不存在交叉阻断。【结
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论】GII.17-GZ-L343 具有广泛的结合谱，其抗血清对异型病毒样颗粒不具有广谱性，且只对同型

病毒样颗粒存在阻断作用，结果将为进一步揭示该病毒的宿主适应特性、进化机制及研发多价疫

苗提供理论支持。 

关键词：诺如病毒；病毒样颗粒；免疫特征；受体结合 
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Abstract: [Background] Human norovirus is regarded as the leading cause of the outbreak of 
acute gastroenteritis with GII.4 being the predominant genotype during the past decades. The 
GII.17 variant that emerged in 2014/2015 was the first non-GII.4 epidemic strain causing a 
large-scale epidemic in China. The full-length genome sequencing of the GII.17 strain from 
South China confirmed that it was different from the previously identified GII variants. 
[Objective] To prepare the virus-like particles and systematically characterize the 
immunogenicity and functions of GII.17-GZ-L343 in Guangzhou. [Methods] The baculovirus 
expression system was employed to produce GII.17-GZ-L343 in Sf9 insect cells. The virus-like 
particle was purified by cesium chloride gradient ultracentrifugation. Finally, the antiserum was 
prepared and its immune function was evaluated. [Results] The results of SDS-PAGE and 
Western blotting showed that the molecular weight of the obtained protein was about 58 kDa. 
The prepared virus-like particle had a diameter of about 30 nm, good immunogenicity, and 
binding activities to the saliva of type A/B/O/AB secretors and non-secretors. The serum titer 
after immunization was above 104, and the antiserum had no inhibitory effects on other variants. 
In addition, the antiserum only blocked the binding of homotypic virus-like particle to the 
receptor, and did not block the binding of heterotypic virus-like particle. [Conclusion] 
GII.17-GZ-L343 has a broad binding pattern. Its antiserum is not broad-spectrum for 
heterotypic virus-like particle and only has blocking effect on homotypic virus-like particle. The 
results provide theoretical support for further revealing the host adaptation characteristics and 
evolution mechanism of the virus and developing multivalent vaccines. 
Keywords: norovirus; virus-like particle; immune signature; receptor binding 
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诺如病毒 (norovirus, NoV)是急性胃肠炎

(acute gastroenteritis, AGE)的主要原因，可感染

所有年龄段人群[1-2]。该病毒通常在冬季暴发于

学校、医院、军事设施和邮轮等封闭环境中。

NoV 具有高度传染性和快速传播能力，造成了

严重的疾病负担。据估计，NoV 在全球引起约

6.84 亿例 AGE，占全球 AGE 病例的近五分之

一，社会经济损失超过 600 亿美元[3]。NoV 具

有高度传染性，因此疫情一般难以控制。 
NoV 属于杯状病毒科(Caliciviridae)诺如病

毒属，具有线性、单链、正义 RNA 基因组，包

含 3 个开放阅读框(open reading frame, ORF)[4]。

ORF1 编码一个大的多聚蛋白，该多聚蛋白被病

毒编码的 3c 样半胱氨酸蛋白酶翻译后裂解成 
7 个非结构蛋白(p48 [NS1/2]、NTPase [NS3]、
p22 [NS4]、VPg [NS5]、病毒蛋白酶[NS6]和病

毒 RNA 依赖的 RNA 聚合酶[RdRp, NS7])，ORF2
和 ORF3 分别编码主要衣壳蛋白和次要衣壳蛋

白(VP1 和 VP2)[5]。VP1 是一种 60 kDa 的蛋白质，

可分为壳结构域(S 结构域)和突出结构域(P 结构

域)[6]。S 结构域在病毒 RNA 周围形成支架并负

责衣壳的外壳结构，P 结构域包含中和表位并

可与血型组织抗原(histo-blood groups antigen, 
HBGA)受体结合，促进衣壳蛋白形成二聚体[7]，

构建病毒尖峰并促进细胞附着[8]。成熟的病毒

样颗粒(virus-like particle, VLP)包含 180 个 VP1
蛋白，组成 90 个二聚体，形成二十面体对称结

构。VP2 具有稳定和促进 VP1 表达的功能[9]。

基于完整 VP1 的氨基酸多样性，NoV 被分为至

少 10 个基因组(GI‒GX)共 48 种基因型[10]。 
HBGA 是 NoV 的天然受体或协同因子[11]，

不同 HBGA 表型的个体与 NoV 结合能力不同。

其主要存在于组织细胞表面或体液分泌物中，通

过结合衣壳蛋白 VP1 突出结构域来发挥细胞附

着因子的作用。早期的 GII.17 突变株与 HBGA

的结合能力较弱，这可能是其流行率低的原因。

2014 年后变异株 GII.17 衣壳表面结合口袋周围

的氨基酸迅速进化，改变了 HBGA 和抗体结合

的亲和力[12]。一方面，进化可以使这些病毒与

不同的 HBGA 受体结合，这表明对一种大流行

毒株有抗性的个体可能对另一种病毒株敏感；

另一方面，微小的序列和结构差异使这些病毒

能够逃脱预先存在的群体免疫，最终导致新毒

株的出现，这些毒株有能力感染以前感染过的

相同个体。虽然分析了新报道 GII.17 变异株的

流行病学和遗传学[13]，但仍有必要进一步探究

其高患病率的根本原因。目前，NoV GII.17 变

异株之间广泛的抗原关系仍然未知，宿主保护

性免疫与病毒抗原异质性之间的复杂关系成为

疫苗开发的主要障碍。 
NoV 突变株的出现及大规模流行给全球带

来了巨大威胁，作者所在课题组以实验室保存

的 NoV 为研究对象[14-15]，建立了 NoV 遗传与

抗原多样性的关系[16]，并表征了 NoV GII.17 簇

与人类唾液中 HBGA 的结合谱[17]，为合理设计

具有广泛交叉保护作用的多表位疫苗奠定了基

础。本研究在课题组前期工作基础上，以

GII.17-GZ-L343 型 NoV 毒株为研究对象，对

GII.17 与不同基因型间抗原抗体交叉反应进行

全面分析，表征了抗血清的广谱性，以期进一

步了解基因型间的交叉保护作用，为 NoV 疫苗

的设计和基因型的选择提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

GII.17-GZ-L343-ORF2 质粒和 pFastBac1载

体保存于实验室；46 份唾液样本[18]采集自华南应

用微生物国家重点实验室(表型鉴定完成于广州

医科大学检验科)；SPF 级 BALB/c 雄性小鼠购自
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广东省医学实验动物中心获得了动物护理和使

用委员会批准，批准号：GT-IACUC202102252；
GII.3、GII.4 和 GII.8 型 VLP 为实验室前期制备；

GII.17-GZ-L343 毒株来自团队前期对广州腹泻

临床样本的监测取样[19]；大肠杆菌 DH10Bac、
Sf9 昆虫细胞保存于团队实验室‒80 ℃冰箱

(27 ℃有氧条件下贴壁培养)；E. coli DH5α 感受

态细胞购于生工生物工程(上海)股份有限公司。 
1.1.2  主要试剂和仪器  

28 种基因型衣壳 P 蛋白及相应的抗血清为

实验室早期制备 [16]，Prime STAR® Max DNA 
Polymerase 购自宝日医生物技术(北京)有限公司；

杆状病毒载体质粒提取试剂盒和 BeyoECL Moon
购自上海碧云天生物技术有限公司；5-溴-4-氯- 
3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-gal)、QuickCut™BamH I
及 QuickCut™Sph I 购自生工生物工程(上海)股
份有限公司；辣根过氧化物酶标记的羊抗小鼠

IgG 购自北京博奥森生物技术有限公司；SIM 
SF 和 Sinofection 购自北京义翘神州科技股份有

限公司；LB 琼脂培养基、LB 肉汤培养基、庆

大霉素(gentamicin)、卡那霉素(kanamycin)、四

环素(tetracycline)、DL5000 DNA Marker 购自广

东环凯微生物科技有限公司；PGM (pig gastric 
mucin type III)购自 Sigma 公司；异丙基-β 代半

乳糖苷(IPTG)和氨苄青霉素(ampicillin)购自北

京全式金生物技术股份有限公司。 
1.1.3  培养基 

氨苄抗性 LB 琼脂平板(g/L)：tryptone 10.0，
yeast extract 5.0，NaCl 10.0，agar 15.0，ampicillin 
0.1；LB 抗性筛选平板(g/L)：X-gal 0.100，IPTG 
0.040，kanamycin 0.050， tetracycline 0.010，
gentamicin 0.007。 

1.2  方法 
1.2.1  引物设计及目的片段扩增 

GII.17-GZ-L343 菌株的特异性引物用 Primer 

Premier 5.0 设计并送至北京六合华大公司合

成，限制性内切酶位点为 BamH I 和 Sph I。以

GII.17-GZ-L343 菌株基因组为模板扩增全长主

衣壳蛋白 (VP1)核苷酸序列，PCR 反应体系  
(50 μL)：模板(75 ng/μL) 2 μL，正、反向引物  
(10 μmol/L)各 1 μL，高保真酶预混液 25 μL，

ddH2O 21 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；98 ℃ 
30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；72 ℃ 
5 min。 
1.2.2  杆状病毒载体的构建 

首先，使用 QuickCut™ BamH I 及 QuickCut™ 
Sph I 双酶切 pFastBac1 载体并利用 Infusion 酶连

接目的片段与酶切后载体，将连接产物转化到  
E. coli DH5α 感受态细胞中 37 ℃培养过夜。次日，

在 0.1%氨苄抗性 LB 琼脂平板上挑取阳性菌落

进行 PCR 鉴定，北京六合华大公司测序验证成

功的菌落。将测序成功的 pFASTBac-GII.17 载体

纯化的质粒 DNA 转入 E. coli DH10Bac™感受态细

胞，涂布于 LB 抗性筛选平板[X-Gal (100 μg/mL)、
IPTG (40 μg/mL)、卡那霉素(50 μg/mL)、四环素

(10 μg/mL)和庆大霉素(7 μg/mL)]，并设置野生型

杆状病毒作为对照组。37 ℃培养过夜，挑选白色

单菌落进行菌落 PCR 并进行 DNA 凝胶电泳验

证。菌落 PCR 反应体系(20 μL)：模板 1 μL，正、

反向引物(10 μmol/L)各 0.6 μL，Ex Taq 酶 10 μL，

ddH2O 7.8 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
98 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30 个循环；

72 ℃ 5 min。 
1.2.3  NoV GII.17 VLP 的生产及纯化 

将经 PCR 验证正确的重组质粒 DNA 转染

到 Sf9 细胞，借助转染试剂与杆状病毒的作用，

实现病毒样颗粒的组装，收集上清获得 P1 代杆

状病毒。将收集的 P1 代毒换入 T25 培养瓶(无
血清，4 h，密度 2.0×106)，之后取 P1 代进行攻

毒并培养 48‒72 h 即可得到 P2 代杆状细胞。使
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用 P2 代上清大量表达蛋白后 4 ℃、7 000 r/min
离心 10 min 获得细胞沉淀(保留上清)，超声沉

淀(功率 35 W，时间 30 min，超声 6 s，暂停 6 s)
并在磷酸盐缓冲溶液(PBS)中洗涤裂解细胞，再

次 4 ℃、7 000 r/min 离心 10 min 取上清。将 2 次

上清混合并加入 0.5 mol/L NaCl、7% (质量体积分

数) PEG 6000 沉降过夜，次日 4 ℃、10 000 r/min
离心 30 min 收集沉淀。之后用 PBS 溶解沉淀，

并用等体积的1.4 g/mL氯化铯溶液混合后置于超

离管，288 000 r/min 超速离心 24 h收取目的条带，

PBS 重悬沉淀，8 ℃、141 000 r/min 离心 3 h 去

除氯化铯溶液，所得沉淀即为 GII.17-VLP。 
1.2.4  重组蛋白鉴定 

用 NanoDrop 2000 对纯化后的蛋白进行定

量，然后用磷钨酸对纯化的 1 μg/μL GII.17 VLP
进行负性染色，通过透射电子显微镜进行观察。

取纯化后的蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电泳并验

证蛋白迁移是否正确，通过湿转仪按照湿式转

模三明治排列方式将蛋白条带转印至 PVDF 膜

上，经 5% (质量体积分数)脱脂奶粉封闭 2 h。
去除封闭液后立即加入到稀释好的一抗 (抗
GII.17 衣壳 P 颗粒血清)溶液中，室温缓慢摇动

孵育 1 h，之后用 PBST 低速摇动漂洗 10 min，
并重复 5 次。然后用二抗稀释液按 1:3 000 体积

比稀释 Goat Anti-Mouse IgG，并于低速摇床

37 ℃、20 r/min 孵育 30 min。之后加入 PBST   
20 r/min 摇动 10 min 清洗并重复 5 次。ECL 显

影的发光液(A 液，B 液)按体积比 1:1 避光配制

后吸取 100 μL 覆盖于 PVDF 膜上。纯化后的蛋

白通过间接 ELISA 进行活性验证，首先将蛋白

浓度稀释为 1 μg/mL，37 ℃包被 2 h，随后用

PBST 洗板 5 次，用 5% (质量体积分数)脱脂奶

粉 37 ℃封闭 2 h，PBST 洗板 5 次。加入按   
1:10 000 体积比稀释的一抗(抗 GII.17 衣壳 P 颗

粒血清)溶液，37 ℃孵育 1 h，PBST 振荡洗板   

5 次。加入体积比 1:3 000 稀释的酶标二抗 Goat 
Anti-Mouse IgG，室温孵育 0.5 h，PBST 振荡洗

板 5 次，室温条件下加入 TMB (注意避光)孵育

7‒10 min 后，每孔加入 50 μL 2 mol/L H2SO4 
(ELISA 终止液)静置 2 min，酶标仪测定 OD450值。 
1.2.5  小鼠免疫及抗血清制备 

从 5 只 SPF 级 BALB/c 雄性小鼠 7 周龄开

始，分别在第 0、2、4 和 5 周皮下注射 10 μg
纯化后的 VLP。收集免疫前的血清作阴性对照，

首次免疫时将 VLP 与等体积弗氏完全佐剂混合

并乳化，加强免疫时将 VLP 与弗氏不完全佐剂

混合并乳化。之后在四免后第 1 周，收集血清

样本。通过微量离心机在 5 000 r/min 条件下分

离血清。将血清样品转移至 1.5 mL 微量离心管

中，保存在‒80 ℃冰箱备用。 
1.2.6  抗血清交叉反应 

将 28 种基因型衣壳 P 蛋白分别稀释成    
1 μg/mL，100 μL/孔，37 ℃、2 h 或 4 ℃过夜包被，

随后用 PBST 振荡洗板 5 次后，按 200 μL/孔加入

用 PBS 配制的 5% (质量体积分数)的脱脂奶

粉，37 ℃封闭 2 h 后用 PBST 振荡洗板 5 次。

按 100 μL/孔加入体积比 1:10 000 稀释的一抗溶

液(抗 GII.17 VLP 抗血清)，阴性对照加入阴性

血清，37 ℃孵育 1 h 后洗板，步骤同上。每孔

100 μL 加入按 1:3 000 体积比稀释的酶标二抗

Goat Anti-Mouse IgG，37 ℃孵育 30 min 后振荡

洗板，步骤同上。按 100 μL/孔加入 TMB，37 ℃
避光反应 8‒10 min。待反应结束后，按 50 μL/孔
加入终止液(2 mol/L H2SO4)，酶标仪上测 OD450

值，每组试验重复 3 组平行。 
1.2.7  受体结合功能验证 

将不同血型的唾液样本按体积比 1:1 000
稀释后，4 ℃包板过夜。其中阳性对照包板

PGM，阴性对照包板 PBS。PBST 振荡洗板 5 次，

每孔加入 5% (质量体积分数)脂奶粉 200 μL，
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37 ℃孵育 2 h。之后加入 PBST 振荡洗板，重复

5 次，加入浓度为 1 μg/mL 的 GII.17-VLP，37 ℃
孵育 1 h。PBST 振荡洗板 5 次，一抗按体积比

1:10 000 稀释 GII.17 型 VLP 的抗血清，37 ℃孵

育 1 h。PBST 洗板 5 次，每孔 100 μL 按体积比

1:3 000 加入稀释的酶标二抗 Goat Anti-Mouse 
IgG，37 ℃孵育 30 min。弃去二抗后 PBST 振

荡洗板 5 次，每孔加入 100 μL TMB，37 ℃避

光静置 8‒10 min，最后按 50 μL/孔加入 ELISA
终止液，静置 2 min 后测定 OD450 值。 
1.2.8  抗血清体外阻断试验 

首先将不同人类唾液样本以体积比 1:1 000
稀释后，每孔 100 μL 加入到酶标板中，并于

37 ℃ 2 h 或 4 ℃包被过夜。随后用 PBST 振荡

洗板 4 次后，用 PBS 稀释脱脂奶粉至 5% (质量

体积分数)，每孔加入 200 μL 并在 37 °C 下孵育

2 h，随后振荡洗板 5 次。鼠多抗血清按 1:100
倍比稀释并与 1 μg/mL 的 GII.17-VLP 等体积混

匀，按 100 μL/孔加入 96 孔板中，并于 37 ℃孵

育 1 h 后洗板，步骤同上。按 100 μL/孔加入体

积比 1:3 000 稀释的酶标二抗 Goat Anti-Mouse 
IgG，37 ℃孵育 30 min 后洗板，步骤同上。按

100 μL/孔加入 TMB，37 ℃避光反应 8‒10 min，
待反应结束后，按 50 μL/孔加入终止液(2 mol/L 
H2SO4)，酶标仪上测 OD450 值，每组试验重复   
3 组平行。试验过程中要同时设定不加入抗血

清的 VLP 和只加入 PBS 的样品作为对照组。 

2  结果与分析 
2.1  杆状病毒表达载体的构建 

QuickCut™ BamH I 及 QuickCut™ Sph I 双
酶切 pFastBac1 载体后利用 Infusion 连接酶连接

目的片段与载体，之后转入 E. coli DH5α 感受

态细胞中培养过夜，次日挑取阳性菌落进行

PCR 验证，凝胶电泳图上出现明亮条带，位置

在 1 700 bp 处(图 1A)。测序结果与 SnapGene 中 
 

 
 

图 1  重组杆状病毒载体构建及鉴定   A：双酶切载体及目的片段(1：载体；2：目的片段). B：重组

转座质粒 pFastBac-GII.17 的菌落 PCR 鉴定(1‒4：阳性克隆). C：重组质粒 Bacmid-GII.17 的菌落 PCR
鉴定(1‒2：阳性克隆；3：阴性对照，野生型杆状病毒). M：DL5000 DNA Marker 
Figure 1  Construction and identification of the recombinant baculovirus vector. A: Double enzyme 
digestion vector and target fragment (1: Vector; 2: Target fragment). B: Colony PCR identification of the 
recombinant transposition plasmid pFastbac1-GII.17 (1‒4: Positive clone). C: Colony PCR identification of 
the recombinant Bacmid-GII.17 by colony PCR (1‒2: Positive clone; 3: Negative control, wild type 
baculovirus). M: DL5000 DNA Marker. 
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预期 VP1 序列进行比对，结果显示准确无误，

表明 pFastBac-GII.17 构建成功。随后，将

pFASTBac-GII.17载体纯化的质粒DNA转入E. coli 
DH10Bac™感受态细胞，涂布于含有不同抗生素的

抗性平板上进行筛选后挑取阳性菌落进行 PCR
验证，可见扩增产物在约 4 000 (2 300+1 700) bp
处有单一明显条带(图 1B)，而野生型杆状病毒

的 PCR 产物大小在 300 bp 左右，说明重组杆状

病毒质粒(Bacmid-GZ2015-L343)构建成功。 
2.2  NoV GII.17 VLP 在 Sf9 细胞中的表达

与表征 
将重悬后的重组蛋白进行 2 次超速离心

(第 1 次：8 ℃、288 000 r/min、24 h 收取目的条

带；第 2 次：PBS 重悬沉淀，8 ℃、141 000 r/min、
3 h 去除氯化铯溶液)，收集纯化产物后经 1%琼

脂糖凝胶验证。图 2A 结果显示质粒 Bacmid- 
GZ2015-L343 可在昆虫细胞中成功表达，其蛋

白条带出现在约 58 kDa 处，无特异性条带出现

在野生型杆状病毒侵染的 Sf9 细胞中；如图 2B
所示，透射电子显微镜显示了 VLP 的纯度和完

整性(约为 30 nm)；图 2C Western blotting 结果

证实了 GII.17 VLP 的免疫原性。来自 VLP 免疫

小鼠的所有血清均表现出对 GII.17 VLP 的高结

合亲和力(OD450 为 1.054)，而对照组未表现出

显著的反应性(图 2D)。这些结果表明，是 VLP
而不是对照抗原免疫小鼠可诱导 GII.17 VLP 特

异性抗体应答。  

2.3  抗血清的广谱性测定 
经 ELISA 测定，5 只小鼠免疫后所得抗血

清的效价依次为 2×104、4×104、4×104、8×104 

 

 
  
图 2  重组蛋白的表达与鉴定   A：GZ-L343 毒株病毒颗粒的 SDS-PAGE 鉴定(1：纯化后的重组蛋白；

2：阴性对照-感染野生型杆状病毒的 Sf9 细胞). B：GZ-L343 毒株病毒颗粒的透射电镜观察(40 000×). C：

GZ-L343 毒株病毒颗粒的 Western blotting 鉴定(1：纯化后的重组蛋白；M：蛋白 Marker). D：GZ-L343
毒株病毒颗粒的间接 ELISA 鉴定(阴性对照：PBS；n=3) 
Figure 2  Expression and identification of the recombinant proteins. A: SDS-PAGE identification of 
virus-like particle GZ-L343 (1: Purified recombinant protein; 2: Negative control-uninfected normal Sf9 
cells). B: Transmission electron microscopy observation of virus-like particle of GZ-L343 Strain (40 000×). 
C: Western blotting identification of virus-like particle GZ-L343 (1: Purified recombinant protein; M: Protein 
Marker). D: ELISA identification of virus-like particle GZ-L343 (Negative control: PBS; n=3).  
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和 8×104。交叉反应结果显示，抗血清只能与相

应型别衣壳蛋白发生交叉反应，而与异型衣壳蛋

白不存在交叉反应(图 3)，表明利用该重组蛋白

免疫小鼠刺激机体产生的抗体不具有广谱性。 

2.4  NoV GII.17 VLP-HBGAs 体外结合测定 
对于体外 VLP-HBGA 结合的测定，使用了

从 A 型、B 型、AB 型和 O 型血个体收集的    
46 个唾液样本。分析阴性对照吸光值，选取

OD450<0.15 作为阴性，OD450 和阴性的比值大于

2.1 判定为阳性。如图 4 所示，体外结合测定结

果显示，VLP 分别与 B 型、O 型、AB 型和部

分非分泌型唾液 HBGA 结合。此外，观察到与

A 型唾液 HBGA 的弱结合(A、B、O 和 AB 为不

同分泌型唾液样本；非分泌型唾液样本以 N 表

示)。其中，GII.17 与 13 例非分泌型 HBGAs 受

体最大 OD450 值为 0.87，均值为 0.368。其中结 
 

 
 
图 3  抗血清的交叉反应   相同条件下一式三份进行重复试验 
Figure 3  Cross-reactivity of antiserum. Three replications of the study were performed in triplicate under 
the same conditions. 
 

 
图 4  重组蛋白的受体结合功能验证   结果以 3 次重复试验的平均数±标准差表示 
Figure 4  Receptor binding function of the recombinant proteins. Results were represented as mean±standard 
deviation of triplicate experiments. 
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合 HBGA 受体的 OD450 值在不同分泌型表现为：

B 型>AB 型>O 型>A 型，表现出较为广泛的受

体结合谱(阳性对照：PGM；阴性对照：PBS)。 
2.5  抗血清的体外阻断 

为探究病毒进化过程中的跨型别保护作

用，我们测定了 GII.17 型抗血清与其本身及其

他 3 个型别 VLP 的交叉阻断能力。相同条件下

一式三份进行重复试验，结果表明，该重组蛋

白免疫小鼠仅能诱导机体产生相应型别的阻断

抗体，而不能阻断异型 VLP (GII.3、GII.4 和

GII.8)与 HBGA 的结合(图 5)，对应 50%阻断滴

度(the 50% blocking titer, BT50)为 484 (95% CI, 
35‒1 702)。 

3  讨论与结论 
NoV 是全球急性病毒性胃肠炎的主要病原

体。近几十年来，GII.4 型 NoV 在全球胃肠炎流

行病中占主导地位。2014‒2015 年冬季，一种新

的 GII.17 型变异株出现并持续流行，导致日本

和中国华南地区暴发大规模 AGE[20,21]。GII.17
型突变株患病率的突然增加可能与病毒的某些

未知因素变化有关。例如，病毒衣壳抗原表位

的变化可能导致其具备快速传播及新适应性优

势。此外，HBGA 结合位点或其周围区域的变

化也可能导致宿主范围的扩大。这种新突变株 
 

 
 
图 5  抗血清的交叉阻断作用  
Figure 5  The cross-blocking effect of antiserum.  

的起源、进化和分子流行病学在很大程度上是

未知的，解决这些问题对于研发高效 NoV 疫苗

及制定病毒防控策略非常重要。因此，本研究

成功制备了 GII.17 型 VLP，并对其受体结合功

能及免疫原性进行了系统表征。 
先前的研究表明，HBGA 表型与 NoV 感染

之间存在很强的关联，是影响 NoV 患病率的重

要因素。例如，GII.4 型 NoV 识别所有分泌型

受体[22]。目前一些研究中 HBGA 与 NoV 感染的

相关性尚未得到肯定，如 GII.4 型 NoV P 域可以

识别多种 HBGA 类型[23]，并且存在株特异性。

例如，Boxer 株可与非分泌型唾液结合，DSV 和

VA115 株则不能识别任何 HBGA[24]。本研究中

GII.17 型 NoV VLP 与分泌型(A、B、O 和 AB)唾
液受体、PGM 及非分泌型唾液受体均呈现一定的

结合作用，并且与 B 型唾液受体结合的 OD450 值

最高。通过与祖先株进行氨基酸序列比对，发现

新变异株具有显著的序列突变，HBGA 的结合

位点中观察到 2 个氨基酸突变，在结合位点的周

围区域观察到其他 4 个突变[25]，这些突变可能

导致 GII.17突变体的 HBGA结合特性发生变化，

进而扩大其宿主范围使其变得更加普遍。 
自然感染 NoV 后获得的免疫力是短暂的

(小于 2 年)[26]。因此，疫苗接种后阻断抗体反

应的强度和持续时间至关重要。在真核系统表

达的 NoV 衣壳蛋白 VP1 可自组装形成 VLP，
能够刺激机体产生较为强烈的抗体反应[27-28]，

被广泛应用于研究该病毒的进化机制及疫苗设

计[29]。VP1 蛋白中的 P2 结构域能够很好地与潜

在的中和抗体及 HBGA 配体相互作用，该结构

域的突变可能对病毒受体结合和宿主对病毒感

染的免疫应答有显著影响[30]。团队前期针对常

见基因型(7 种 GI 基因型、16 种 GII 基因型)衣
壳 P 蛋白序列进行了比对，所有基因型中保守

位点只有 58 (16.5%)个[16]。此外还发现了高度
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可变的抗原表位 A/B/C/D，这可能是不同基因型

间交叉反应弱或者不存在交叉反应的原因[16]。

基于 HBGA 的阻断 ELISA已被广泛用作替代中

和试验，以评估疫苗诱发的抗血清或单克隆抗

体的保护潜力。阻断表位的突变可能导致病毒

从群体免疫中逃逸，进而导致突变体的出现。

本研究结果显示 GII.17 型抗血清不具备广谱性

且仅能诱导机体产生相应型别的阻断抗体，缺

乏跨基因型阻断活性。这是由于 GII.17 正在流

行株 GII.4 抗体表位上进化，其衣壳序列的变化

导致阻断抗体结合活性丧失，特别是在残基

393‒396 (表位 D)处[31]，表位 D 既是被阻断的

单抗表位，又是配体结合的调节因子，虽然不

是碳水化合物结合口袋的一部分，但表位 D 残

基调节着不同 HBGA 的亲和力[23,32]。这些发现

表明，除 GII.4 以外的诺如病毒 GII 基因群也能

够进行划时代的进化和抗原漂移，从而增强其

大流行潜力。虽然 NoV 的遗传多样性和高抗原

进化率使得疫苗的研发十分困难，但目前一些

NoV VLP 疫苗已进入临床研究阶段。某公司研

制的二价GI.1/GII.4 VLP疫苗现已进入 II期临床

阶段，该疫苗具有良好的安全性和免疫原性并可

诱导产生针对新基因型的异源交叉保护[33]。Malm
等利用多价 NoV VLP 同时免疫小鼠[34]，并对免

疫后的多价血清进行系统表征时发现，多抗原联

合免疫可诱导更强烈的保护性免疫应答，该结果

可为制备新型有效 NoV 广谱疫苗、防治 NoV 新

毒株的流行和暴发提供理论依据。此外，在 Sf9
细胞及其他真核细胞中表达 NoV 衣壳蛋白会导

致形成 2 种大小的 VLP[35]，其中较小的 VLP 是

全长衣壳蛋白的降解或切割产物，具有与全长主

要衣壳蛋白产生的 VLP 相似的免疫原性。 
NoV VLP 疫苗开发的一个重要问题是 NoV

的抗原多样性和主要流行株 GII.4 的进化，因此

可能需要每隔几年重新配制一次 NoV VLP 疫

苗用以预防多种 NoV 变异，否则可能会诱导交

叉阻断表位产生广泛阻断抗体。近期 GII.17 型

突变株的出现预示未来 NoV暴发可能来源于疫

苗开发目标外基因型，其出现和传播可能对全

球占主导地位的 GII. 4 NoV 候选疫苗的功效构

成挑战。从多年的 GII.4 大流行中我们了解到，

具有广泛配体结合模式的病毒会因群体免疫而

经历划时代的进化，这是一种潜在的公共卫生

威胁，持续监测人类 NoV 的流行病学对于进一

步了解 NoV 的演变及制定 NoV 疫苗的未来战

略非常重要。有证据表明，多价 VLP 免疫抗血

清可检测到有效且持久的阻断抗体反应，但单

价免疫抗血清无此现象[36]。此外，在小鼠中接

种基于 VLP 的多价 NoV 疫苗可以诱导针对疫

苗组合中未包含的其他 NoV异型基因型的免疫

反应[37]，体现了研发广谱疫苗的重要性，但这

不应局限于增加抗原型别，深入研究抗原交叉

反应性并探究阻断抗体表位的变化可能是未来

开发广谱性疫苗的趋势。综上所述，本研究将

为解析 GII.17 的流行机制及开发新型有效的广

谱疫苗提供重要参考。 
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