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摘   要：【背景】诺如病毒是引起人类急性胃肠炎的主要食源性病原体。目前尚无获批的诺如病

毒疫苗和药物，诺如病毒 RNA 依赖性 RNA 聚合酶(RdRp)是当前抗诺如病毒药物开发的主要靶点。

【目的】表达我国诺如病毒易重组基因型 GII.P12/GII.3 毒株的 RdRp 并系统地表征其复制特征。 

【方法】基于大肠杆菌系统表达并纯化得到高纯度可溶性的 GII.P12/GII.3 诺如病毒 RdRp 蛋白，

通过体外 RNA 合成实验确定温度、模板、底物和盐浓度对 RdRp 功能的影响。【结果】GII.P12/GII.3

诺如病毒的 RdRp 在 30 °C、1 mmol/L 氯化锰条件下酶活性最佳。酶动力学实验表明底物 GTP 和

模板 polyC 的 Km 值分别为 79.0 µmol/L 和 10.6 µg/mL。体外抑制试验表明，RdRp 在微摩尔范围内

可被利巴韦林、法维拉韦和 NF023 有效抑制，半数最大抑制浓度分别为 23、59 和 11 µmol/L。     

【结论】首次表征了诺如病毒易重组基因型 GII.P12/GII.3 毒株 RdRp 的酶学特性。基于荧光的酶

活性测试表明，RdRp 在体外具有催化活性，这为诺如病毒 RdRp 抑制剂的筛选及诺如病毒感染的

治疗提供了良好的技术和理论支持。 

关键词：诺如病毒；RNA 依赖性 RNA 聚合酶；GII.P12/GII.3；抑制剂  
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Expression and characterization of RNA polymerase of the 
norovirus recombinant GII.P12/GII.3 strain isolated in China 

CAI Shuzhen#, GAO Junshan#, XUE Liang*, CHENG Tong, WANG Linping,  
LIANG Yanhui, ZHANG Jumei, WU Qingping* 
Key Laboratory of Agricultural Microbiomics and Precision Application, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, 
Guangdong Provincial Key Laboratory of Microbial Safety and Health, State Key Laboratory of Applied 
Microbiology Southern China, Institute of Microbiology, Guangdong Academy of Sciences, Guangzhou 510070, 
Guangdong, China 

Abstract: [Background] Norovirus is the primary foodborne pathogen causing acute gastroenteritis in 

humans. There are currently no licensed vaccines and drugs available for this virus. RNA-dependent 

RNA polymerase (RdRp) of norovirus is a major target for the development of antivirals. [Objective] 

This study intended to express the RdRp of norovirus recombinant GII.P12/GII.3 and systematically 

study its replication characteristics. [Methods] The high-purity soluble RdRp of GII.P12/GII.3 was 

expressed and purified in Escherichia coli. The effects of temperature, template, substrate, and salt 

concentration on the function of RdRp were determined by in vitro RNA synthesis experiments. 

[Results] The RdRp of GII.P12/GII.3 showed the highest activity at 30 °C and 1 mmol/L MnCl2. The Km 

values of RdRp binding substrate GTP and template polyC were 79.0 µmol/L and 10.6 µg/mL, 

respectively. In vitro inhibitory assays indicated that ribavirin, favipiravir, and NF023 in the micromolar 

range inhibited RdRp, with half-maximal inhibitory concentrations of 23 µmol/L, 59 µmol/L, and    

11 µmol/L, respectively. [Conclusion] This study firstly reported the RdRp properties of norovirus 

recombinant genotype GII.P12/GII.3. Fluorescence-based enzyme activity tests showed that RdRp had 

catalytic activity in vitro, which provided technical and theoretical support for the screening of norovirus 

RdRp inhibitors and the treatment of norovirus infections. 

Keywords: norovirus; RNA-dependent RNA polymerase; GII.P12/GII.3; inhibitors 

诺如病毒是引起散发性腹泻和急性非细菌

性胃肠炎的主要病原体，对人类健康构成严重威

胁[1]。诺如病毒可感染所有年龄段的人群，但对

老年人、幼儿和免疫功能低下者(如移植受者)的

感染更为严重，甚至危及生命[2-4]，具有高发病

率和死亡率。中国是诺如病毒流行的主要地区之

一[5]。诺如病毒复制和抗病毒研究的主要障碍是

缺乏通用高效的细胞培养系统和诺如病毒感染

小动物模型。截至目前尚无临床批准的疫苗或特

定治疗药物可用于预防或治疗诺如病毒感染[6-7]，

临床疗法仅限于补充电解质[8]。 

诺如病毒为杯状病毒科诺如病毒属，由一个

长约 7.57.7 kb 的单链 RNA 基因组组成，其中包

含 3 个开放阅读框(open reading frame，ORF)[9]。

ORF1 编码一个大的多聚前体蛋白，该前体被加

工成 6 种参与病毒复制的非结构蛋白[10]。诺如

病毒 RNA 聚合酶(RdRp)位于 ORF1，是参与病

毒基因组转录和复制的关键酶[11]。由于重组的广

泛存在，RdRp 也被用于基因分型和命名。基于

诺如病毒衣壳蛋白和 RdRp 的双分型系统，诺如

病毒被分为 10 个(GI–GX)基因组和 48 个基因型

和 60 种 P 型[12]。在过去的 20 年中，诺如病毒
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GII.4 基因型为主要流行基因型[13]。但近年来诺

如病毒流行的形势发生了变化，具有不同聚合酶

和衣壳基因型的重组病毒的出现和流行被普遍

报道，如 GII.P16/GII.4[14]和 GII.P16/GII.2[15]，体

现了获得新的 RdRp 基因在诺如病毒进化和流

行中的重要作用。 

诺如病毒 RdRp 结构和功能的解析有助于

了解病毒复制和致病机制，并可以指导有效抗病

毒药物的开发。目前已被证明对诺如病毒 RdRp

具有潜在抑制作用的化合物主要分为两类：核苷

类似物(利巴韦林、法维拉韦[16]、2-C-甲基胞苷[17])

和非核苷抑制剂[18](苏拉明、NF023、NIC02 和

NIC04[19])。核苷类似物的作用机制是通过与病

毒 RNA 聚合酶的活性位点竞争性结合来阻止病

毒复制。聚合酶活性位点的高度保守性使核苷类

似物抑制剂具有广谱的特性。尽管针对诺如病毒

RdRp 的抗病毒疗法研究很多，但目前尚无临床

批准的抗诺如病毒小分子抑制剂，其中一些处于

临床前和临床评估的早期阶段[4,16,19-23]，因此仍

然迫切需要开发诺如病毒的抗病毒药物。 

GII.3 型是诺如病毒常见基因型之一，衣壳

蛋白和 RdRp 基因之间的基因间重组推动了

GII.3 型诺如病毒的进化，增强了遗传多样性和

适应性[24]。GII.P12 是诺如病毒腹泻病例中经常

检测到的重组基因型，并且极易与 GII.3 型的衣

壳蛋白基因发生重组。在本团队之前的诺如病毒

监测中，我国广州地区曾检测到 GII.P12/GII.3[25]，

其他地区也有该基因型的报道[14,26-27]，有时其甚

至作为优势基因型被检出。重组已被发现是诺如

病毒进化的重要方式，关于 RdRp 复制特性的研

究也日益受到关注。其中 GII.P12/GII.3 重组型

是目前导致散发性腹泻的常见基因型之一，然而

目前仍尚未见重组 GII.P12/GII.3 RdRp 酶特性的

相关报道。因此，本研究表达了广州 GII.P12/ 

GII.3 诺如病毒株的聚合酶，对其酶活性进行表

征并对其抑制剂进行筛选，以期了解重组

GII.P12/GII.3 的 RdRp 酶生化特性及分子机制。 

1  材料与方法 

1.1  诺如病毒毒株 
重组 GII.P12/GII.3 诺如病毒株来源于编号

为GZ2013-L20 (Hu/Guangzhou/GZ2013-L20/CHN/ 

2013)的临床粪便样本， GenBank 登录号为

KY348697[25,28]。 

1.2  主要试剂和仪器 
PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis 

Kit、PrimeSTAR Max DNA Polymerase 和限制

性内切酶(BamH I、Not I)，宝生物工程有限公

司；单链 RNA 模板 polyC，Sigma 有限公司；底

物 GTP 、 双 链 RNA 荧 光 染 料 PicoGreen 

Quantitation Reagent，广州昂科生物科技有限公

司。多功能酶标仪，上海帝肯有限公司；AKTA

层析纯化仪，GE Healthcare。 

1.3  多序列比对和系统发育分析 
从 NCBI GenBank 数据库下载所有诺如病

毒全长 GII.P12 聚合酶基因序列，包括本研究中

使用的 GII.P12/GII.3 诺如病毒株。使用 MEGA 

7.0.21 软件对它们进行比对，采用最大似然法

构建系统发育树。 

1.4  表达载体的构建 
GII.P12/GII.3 诺如病毒阳性粪便样本用焦

碳酸二乙酯(DEPC)处理过的水稀释成 10%的悬

浮液，并使用病毒总 RNA 提取试剂盒从粪便悬

浮液中提取病毒总 RNA。使用 PrimeScript™ II 

1st Strand cDNA Synthesis Kit 合成与诺如病毒

GII.P12/GII.3 编码序列互补的全长 cDNA。根据

GII.P12/GII.3 型 RdRp 区域设计扩增引物，上、

下游引物分别引入 BamH I、Not I 酶切位点   

(表 1)，通过 PCR 从诺如病毒全长 cDNA 中扩 
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表 1  用于构建表达载体的引物序列 
Table 1  Primer sequences for construction of expression vectors 
引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence (5'→3') 

酶切位点 

Restriction site 
GII.P12/GII.3 Forward CGGGATCCGGTGGTGACAATAAAGGA BamH I 

GII.P12/GII.3 Reverse ATTTGCGGCCGCTTCGACGCCATCTTCA Not I 

注：加粗部分为限制性酶切位点，下划线部分为内切酶的识别位点 

Note: The bold part is the restriction enzyme site, the underlined is the recognition site of the incision enzyme. 
 

增 RdRp 编码区。使用带有 GST 标签的

pGEX-4T-1 表达载体构建 RdRp 原核表达质粒。

用 QuickCut BamH I 和 Not I 限制酶双酶切

pGEX-4T-1 表达载体及扩增产物。使用 DNA 

Ligation Mix 试剂盒将 RdRp 片段连接到线性化

载体中。 

1.5  GII.P12/GII.3 RdRp 的表达和纯化 
将 1.4 中的重组质粒转化到大肠杆菌 BL21

感受态细胞中，涂板后进行菌落 PCR 及测序验

证。选择阳性菌落扩大培养后诱导表达，收集大

肠杆菌重悬于 PBS 中并进行高压破碎。10 000×g

离心 15 min 取上清，使用 0.22 µm 滤膜过滤上

清液，使用 AKTA 系统纯化 GST-RdRp 融合蛋

白。将纯化的 GST-RdRp 通过凝血酶(thrombin) 

22 °C 处理 16 h 切掉 GST 标签。利用 SDS-PAGE

电泳对纯化的 RdRp 蛋白进行确认。使用 BCA

蛋白定量试剂盒测定纯化的 RdRp 蛋白浓度，分

装保存于80 °C 冰箱。 

1.6  RdRp 活性测定 
利用从头 RNA 合成方法测定 GII.P12/GII.3 

RdRp 的 酶 活 性 [19] 。 将 dsRNA 荧 光 染 料 

PicoGreen 添加到反应混合物中量化 RdRp 活性，

该染料与 dsRNA 特异性结合[29]。反应的总体积

为 25 µL，包含 40 µg/mL polyC、0.5 mmol/L 

GTP、2.5 mmol/L MnCl2、5 mmol/L 无 RNase 的

二硫苏糖醇(DTT)、20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5)

和 2 µg/mL RdRp。反应在 30 °C 下孵育 1 h，之

后将反应混合物转移到黑色 96 孔板中，加入用

pH 7.5 TE 缓冲液稀释(1:200，体积比)的 175 µL

荧光染料至终体积 200 µL。在黑暗条件下室温

孵育 5 min 后，使用多功能酶标仪测量荧光强度

(激发波长和发射波长分别为 485 nm 和 520 nm)[30]。

每个测试样品的相对荧光值为测量值减去空白

对照(未添加 RdRp)后的平均荧光值。 

通过改变二价盐浓度(010 mmol/L)、底物

GTP 浓 度 (02.0 mmol/L) 、 模 板 polyC 浓      

度(0100 µg/mL)、RdRp 的加入量(05 µg/mL)

和反应温度(460 °C)，确定最佳 RdRp 活性的条

件。在 GraphPad Prism V8.0.1 软件中通过非线性

回归分析绘制反应速度与底物和模板浓度的关

系，确定反应的具体动力学参数。 

1.7  体外 RdRp 抑制试验 
测试了 2 种核苷类似物利巴韦林和法维拉

韦以及一种非核苷类似物苏拉明的类似物

NF023，以评估它们对体外 RdRp 活性的影响。

RdRp 抑制试验在含有 25 µL 反应混合物和 65 µL

稀释荧光染料 PicoGreen 的黑色 96 孔板中进  

行[19]。体外抑制实验的标准反应体系包含 1 µg/mL 

RdRp、20 µg/mL polyC、0.05 mmol/L GTP、     

5 mmol/L DTT、1 mmol/L MnCl2、20 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)和不同浓度的上述测试化合

物。在开始反应之前，将 1 μg RdRp 与适当浓度

的测试化合物在 30 °C 下孵育 10 min，使酶和抑

制剂相互作用，同时做空白对照(不加抑制剂)。

再将反应混合物添加到预孵育的 RdRp 与抑制

化合物中，并在 30 °C 下反应 1 h，然后使用酶

标仪(激发波长和发射波长分别为 485 nm 和  

520 nm)测定荧光强度。使用 GraphPad Prism 软



 
968 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

件进行非线性回归分析以确定不同抑制剂的半

数最大抑制浓度(IC50)。 

2  结果与分析 

2.1  基于诺如病毒 GII.P12 RdRp 序列的

系统发育分析 
GII.P12 诺如病毒的 RdRp 基因全长 1 530 bp，

编码 510 个氨基酸。将其与其他不同基因型的诺

如病毒 RdRp 序列进行比对，构建系统发育树。

结果表明，RdRp 是 NoV 基因组中的保守区域，

两两比对相似度为 94.6%，其中保守位点占

78.6%。所有序列可以分为 5 个簇，其对应的衣

壳蛋白 VP1 分型分别包括 GII.3、GII.4、GII.13、

GII.10 和 GII.12 (图 1)。其中本文 GII.P12/GII.3

毒株 RdRp 基因与 GII.P12/GII.13 和 GII.P12/ 

GII.2 的平均相似度最低(分别为 90.3%和 90.2%)， 

 

 
 

图 1  GII.P12 重组诺如病毒株的系统发育分析    
Figure 1  Phylogenetic analysis of GII.P12 recombinant norovirus strains.  
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而与 GII.P12/GII.4 之间的亲缘关系较近(平均相

似度为 96.1%)。 

2.2  GII.P12/GII.3 RdRp 的表达和纯化 
利用原核表达系统每 0.25 L 细菌培养物可

获得大约 12 mg 的 GST-RdRp 蛋白。大部分 

GST-RdRp 蛋白以可溶性形式存在于细菌裂解

物的上清液中(图 2A)，大小约为 80 kDa。经 GST

柱纯化洗脱液中得到目标大小蛋白(图 2B)。通

过凝血酶水解去除 GST 标签后，使用 GST 柱进

一步纯化 RdRp，获得了预期分子量约为 57 kDa

的 RdRp 蛋白(图 2C)。 

2.3  GII.P12/GII.3 诺如病毒聚合酶活性的

表征 
为了评估 GII.P12/GII.3 RdRp 的催化活性，

进行了依赖于 polyC 的体外 RNA 合成分析。首

先评估酶浓度对 RdRp 活性的影响。当无 RdRp

时未检测到荧光信号，而加入 RdRp 蛋白组，

dsRNA 的合成与 03 µg/mL 的酶浓度呈线性关

系，随着酶浓度的增加(03 µg/mL)荧光信号逐

渐增加，表明 RdRp 可以催化 dsRNA 的形成，

纯化获得的 RdRp 蛋白是有活性的(图 3A)。在高

酶浓度下活性不再增加，可能是由于缺乏足够的

底物。热灭活组在不同浓度的 RdRp 下无明显荧

光(图 3A)。当使用 1 µg/mL RdRp 时，荧光强度

在 120 min 内呈线性累积(图 3B)。 

为了确定 RdRp 活性的最佳反应条件，测定

了影响 GII.P12/GII.3 RdRp 活性的各项因素。使

用 010 mmol/L MgCl2和 MnCl2确定二价盐浓度

对 RdRp 活性的影响。在不同浓度的 Mg2+存在

下未检测到 RdRp 活性(图 3C)。在 MnCl2 浓度为

1 mmol/L 时表现出最佳活性。这些结果表明

RdRp 的活性完全取决于 Mn2+离子的存在。在

4–60 °C 的范围内比较 RdRp 催化活性，结果表

明 RdRp 催化形成 dsRNA 的最佳反应温度 

 

 
 

图 2  GII.P12/GII.3 RdRp 在纯化过程不同阶段的 SDS-PAGE 电泳分析   A：诺如病毒 RdRp 在大肠杆菌中的表

达，1：未用 IPTG 诱导的总菌裂解液；2：IPTG 诱导后的总菌裂解液；3：菌体裂解的上清液；4：菌体裂解沉淀。

B：GST-RdRp 的纯化，1：GST 柱流穿液；2、4：GST 柱清洗液；3：纯化的 RdRp 融合蛋白。C：凝血酶去除重组

RdRp 的 GST 标签，1：未经凝血酶处理的纯化的 GST-RdRp；2：凝血酶处理后的 GST-RdRp；37：酶切后 GST

纯化柱纯化的 RdRp；8：洗脱的 GST 标签。A、B 中红色箭头为 GST-RdRp 位置，C 中红色箭头为 RdRp 位置 

Figure 2  SDS-PAGE analysis of GII.P12/GII.3 recombinant RdRp at different stages of the purification process. A: 
Expression of norovirus RdRp in E. coli; 1: Total cell lysate without induction with IPTG; 2: Total cell lysate after 
induction with IPTG; 3: The supernatant of the cell lysates; 4: The pellet of the cell lysates. B: Purification of GST-RdRp; 1: 
GST column flow-through fraction; 2, 4: GST column elution fraction; 3: Purified RdRp fusion protein. C: Recombinant 
RdRp was treated with thrombin for removal of the GST tag; 1: SDS-PAGE of purified GST-RdRp without thrombin 
treatment; 2: GST-RdRp digested by thrombin; 37: RdRp purified by GST column after digestion; 8: GST tag eluted from 
the GST column. GST-RdRp (A, B) and RdRp (C) of the correct size is marked with a solid red arrow.  
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图 3  影响 GII.P12/GII.3 诺如病毒 RdRp 活性的生化因素的表征   A：1 h 内酶浓度对 RdRp 活性的影响；B：

1 µg/mL RdRp 在 2 h 内催化合成 dsRNA 的活性情况；C：盐浓度对 RdRp 催化活性的影响；D：温度对 RdRp

活性的影响；E：底物浓度对 GII.P12/GII.3 RdRp 活性的影响；F：模板浓度对 GII.P12/GII.3 RdRp 活性的影响 

Figure 3  Characterization of biochemical factors influencing the activity of GII.P12/GII.3 norovirus 
RNA-dependent RNA polymerase (RdRp). A: Effect of enzyme concentration on de novo RdRp activity over  
1 h; B: Synthesis of dsRNA catalyzed by 1 µg/mL RdRp over 2 h; C: The effects of salt concentration on the 
catalytic activity of RdRp; D: The effects of temperature on RdRp activity; E: The effects of substrate 
concentration on RdRp activity; F: The effects of template concentration on RdRp activity. 
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为 30 °C (图 3D)。当孵育温度高于 40°C 时，

RdRp 的催化活性显著降低。在低底物浓度

(00.5 mmol/L)情况下，RdRp 活性显著增加，

底物浓度高于 0.5 mmol/L (0.52.0 mmol/L)时，

酶促反应速率稳定，不再增加(图 3E)。RdRp

活性随着 polyC 浓度的增加而增加，并逐渐   

达到平台期(图 3F)。对底物及模板的利用率  

均符合 Michaelis-Menten 模型，底物 GTP 的  

Km 值为 79.0 µmol/L。模板 polyC 的 Km 值为  

10.6 µg/mL。 

2.4  RdRp 抑制剂的测试 
基于荧光的体外 RdRp 活性测定用于鉴定

RdRp 聚合酶抑制剂作用效果。分别评估了核苷

和非核苷抑制剂对GIIP12/GII.3 RdRp活性的影

响。体外抑制试验表明，RdRp 的从头合成活性

在微摩尔范围内可以被利巴韦林、法维拉韦和

NF023 有效抑制，半数最大抑制浓度分别为 23、

59 和 11 µmol/L (图 4A–4C)。与法维拉韦和利

巴韦林相比，NF023 对 RdRp 表现出更强的抑

制作用(图 4D)。 

 

 
 

图 4  核苷和非核苷类似物抑制剂对诺如病毒 GII.P12/GII.3 聚合酶活性的影响   A、B、C：不同浓度

的利巴韦林(A)、法维拉韦(B)及 NF023 (C)对 GII.P12/GII.3 RdRp 从头活性的影响；D：利巴韦林、法维

拉韦和 NF023 对 RdRp 的抑制作用比较 

Figure 4  Inhibition of norovirus GII.P12/GII.3 polymerase activity by selected nucleoside and nonnucleoside 
analogs. A, B, C: The effects of ribavirin (A), favipiravir (B), and NF023 (C) at different concentrations on the 
de novo activity of GII.P12/GII.3 RdRp; D: Comparison of the inhibition effects of ribavirin, favipiravir, and 
NF023. 
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3  讨论与结论 

GII.P12 和 GII.3 是 2 种分别基于 RdRp 分型

和 VP1 分型的常见诺如病毒基因型，在流行病

监测中被确定为重组株。与大流行的 GII.4 型毒

株相比，GII.3 型诺如病毒重组株是散发性胃肠

炎和儿童腹泻的主要病因。自 2010 年以来，大

多数 GII.3 重组株被鉴定为 GII.P12/GII.3 和

GII.P21/GII.3 这 2 种重组类型[25]。本研究针对易

发生重组的诺如病毒基因型开展研究，首次系统

地表征了 GII.P12/GII.3 型 RdRp 的生化特性，并

筛选评价了常见抑制剂的作用效果。 

RNA 聚合酶的研究日益受到重视[31]，尤其

基于聚合酶结构筛选病毒抑制剂成为热点[32-33]。

近年来，GII.P4、GII.P7、GII.P21 等型别 RdRp 的

复制特性均陆续被报道[30,34-35]，我国学者也成功获

得了 GII.P16 型 RdRp 的重组蛋白晶体[36]。目前诺

如病毒 RdRp 的制备均主要采用原核表达体系，

有研究发现原核表达体系获得的 RdRp 若带有组

氨酸标签将会导致酶活性丢失[37-38]，但将标签切

除后的带有 GST 伴体表达融合蛋白则仍具有体外

催化活性[35]。本研究选择 pGEX-4T-1 表达载体，

纯化后将 GST-RdRp 标签切除。此外，原核表达

体系与真核表达体系在蛋白的翻译后修饰等加工

机制上存在不同，然而目前该方向工作的报道仍然

较少。因此，在未来工作中有必要探索不同蛋白表

达体系制备诺如病毒 RNA 聚合酶的相关研究。 

本研究发现诺如病毒 RdRp 的体外催化活

性取决于 Mn2+离子的存在，而且 Mn2+离子浓度

为 1 mmol/L 时 GII.P12/GII.3 RdRp 具有最佳催

化活性。这与之前的研究结果不同，Bull 等[39]

发现在 pH 7.0 和 MnCl2 浓度为 2.5 mmol/L 的条

件下 GII.P21/GII.3 RdRp 具有最佳催化活性，这

可能与所用方法的差异有关。GII.P12/GII.3 RdRp

在 30 °C 下表现出最佳活性，这与之前报道的人

源诺如病毒 GII.4 Sydney 2012 RdRp 在 35 °C 表

现出最佳活性不同[30]。这可能与它们之间的流

行病学适应性差异有关，因为 GII.4 Sydney 2012

菌株的最佳温度更接近宿主的最佳温度(37 °C)。

诺如病毒 GII.P12/GII.3 RdRp 底物和模板的酶动

力学曲线符合 Michaelis-Menten 模型。   

诺如病毒抑制剂的研究也取得了很大进展。

据报道，利巴韦林通过消耗细胞中的 GTP 和增

加病毒基因组的突变来抑制诺如病毒的复制[40]，

半数最大有效浓度约为 40 µmol/L[41]。法维拉韦

被证明在体内病毒复制过程中引发病毒突变，并

作为底物类似物与聚合酶的活性位点竞争结合

以发挥其抗病毒作用[16,42]。NF023 则能够抑制人

源和鼠源诺如病毒的聚合酶活性[43]。鉴于以上

化合物抗病毒的研究基础，我们进一步研究了它

们对 GII.P12/GII.3 RdRp 的影响。本研究结果表

明，利巴韦林、法维拉韦和 NF023 以剂量依赖

性方式有效抑制聚合酶活性，IC50 在微摩尔范围

内；而且 IC50 低于报道中 GI.1 型诺如病毒 RdRp

的浓度，表明对 GII.P12/GII.3 RdRp 活性具有特

异性抑制。此外，与利巴韦林和 NF023 相比，

法维拉韦抑制作用较弱。 

综上所述，本研究首次系统地表征了我国

GII.P12/GII.3 诺 如 病 毒 易 重 组 基 因 型

GII.P12/GII.3 毒株的 RNA 聚合酶特性，确定了

RdRp 酶活最佳反应条件，体外抑制试验表明 

NF023 是针对 GII.P12/GII.3 诺如病毒感染的抗

病毒药物开发的潜在候选者。未来工作中可以使

用体外 RdRp 活性分析来构建诺如病毒聚合酶

抑制剂库，进一步筛选针对诺如病毒聚合酶抑制

剂，不断丰富抗病毒药物。 
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