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浙江省2006--2007年暴发性胃肠炎中

诺如病毒的分子流行病学分析

龚黎明 葛琼卢亦愚 张严峻严菊英周敏余昭
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·现场调查·

【摘要】 目的分析浙江省2006--2007年暴发性病毒性胃肠炎中诺如病毒感染的分子流行病学

特征。方法收集监测期间暴发性病毒性胃肠炎疫情患者的粪便标本及相关流行病学资料。采用

RT-PCR及荧光定量RT-PCR检测诺如病毒。随机选掸部分阳性标本扩增部分多聚酶区和衣壳蛋白片

段，进行序列测定，结合诺如病毒I(G I)、Ⅱ(GⅡ)基因型参考株进行进化分析。结果诺如病毒感

染暴发性胃肠炎共5起，发生时间均集中于9一12月，送检标本63份，诺如病毒检测阳性45份。序列

分析结果显示，浙江省诺如病毒序列与诺如病毒GⅡ／4型参考株同源性最高，其中与北京2006年、荷

兰2006年诺如病毒GⅡ／4型变异株最为接近，核苷酸同源性分别为99．7％和98．5％一99．O％。诺如病毒

与北京、荷兰流行的GⅡ／4型变异株处于同一分支。结论诺如病毒是浙江省病毒性腹泻暴发疫情的

重要病原体，流行时间集中于秋季，其流行株为GⅡ／4型变异病毒株。
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【Abstract】 Objecfive To study the molecular epidemioiogical characteristics of Norovirus

gastroenteritis outbreaks in Zhejiang． Methods During January 2006 and December 2007．fecal

specimens of patients collected from outbreaks of acute viml gastroenteritis were tcsted for Norovirus．

Epidemiological data were also toiletted． Noroviruses were detected by a reverse trailscription

polymerase chain reaction(RT-PCR)and Real．time Rrr．PCR．Some positive samples were randomly

selected and Rrr-PCR productS were sequenced． Comparing to the nucleotide sequences of norovirus

genotype I，lI reference strains from GenBank，sequence analysis was undertaken based on partial

sequence of RNA dependent RNA polymerase(RdRp)and capsid protein(VPI)gene．Results 5

outbreaks of viml gastroenteritis caused by Norovirus were reported．A total of 63 stools were obtained

from cases with acute gastroenteritis．Noroviruses alone were detected in 45 cases and the illness appeared

in autumn．Phylogenetic analysis revealed that Norovirus belonged to G 1I／G 11 4 type．The strains

isolated from Zhejiang were almost identical on G II／4 variants that causing epidemics in Bcijing and in

the Netherlands with the homology of 99．7％and 98．5％一99．O％respectively．Phylogenetic analysis

revealed that the isolates were located at the same branch as the norovirus G 11／4 variants found in Beijing

and Netherlands．Conclusion Norovirus is a major cause of outbreaks of viral gastroenterifis in Zhejiang

province．GenogroupⅡ／4 variants viruses were the prevalent strains．
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诺如病毒(Noroviruses)属杯状病毒科，是全世

界引起急性病毒性胃肠炎暴发和散发最主要的病原

体之一u】。诺如病毒感染的胃肠炎常发生于学校、

医院、幼托机构、养老院等相对封闭的场所，可通过

食物、水、气溶胶和接触等多种途径进行传播，少量

病毒就能引起感染。2006年1月至2007年12月浙

江省共报告5起病毒性胃肠炎的暴发疫情，发病25l

例，无死亡病例。为了解浙江省暴发性病毒性胃肠
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炎中诺如病毒的分子流行病学特点，对暴发疫情的

63例送检标本进行病毒核酸检测、序列分析，并收

集相关流行病学资料，结果报道如下。

材料与方法

1．调查方法和标本采集：采用自制的流行病学

调查表，以村、居委会、学校等为单位，对2006—

2007年凡l周内出现20例及以上或l d内出现5例

及以上疑似病毒性胃肠炎病例的疫情，进行就餐、饮

用水、外环境等情况的流行病学调查，并采集现症患
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者的粪便或肛拭标本送检。

2．ImPCR：

(1)病毒RNA的提取：标本采用PBS溶液制成

10％悬液，取上清液200 lal提取病毒核酸，采用

Roche公司的High Pure Viral RNA Kit，按照试剂盒

说明书进行。最终收集RNA提取液50“I。

(2)诺如病毒的RT-PCR确认：采用多对RT-PCR

引物对送检标本进行检测(表1)担圳，运用TaKaRa公

司One Step RNA PCR Kit进行RT-PCR，反应条件

为：48cc 30 min反转录，94℃2 min后以940C 30s、

5l℃30 s、720C 1 min，循环35次，72℃延伸7 min，

然后转入4℃。取RT-PCR产物7 ul，用1．5％琼脂糖

凝胶电泳，根据Marker位置确认反应产物。

表1 lmPCR引物

!塑 至塑型 堡墼 互堕 壁型!!：二!：!
JVl2 G I和GII 4277～4297 ATACCACTATGA

’TOCAGATTA

JVl3 4583堋。一翟黑豁队
P290 GI和GⅡ456川590+裟淼豫磐
嘲 4螂硼ss一器蹴掰r
Caiman．1 OII 4193—4213+篾会罢符器TG丌
Caiman．2 4997铷15一糍恶∞¨盯
Caiman．29 G I 4868~489l+恐怒器馏
Calman．32 5338娟56一怒黑觚A泓

3．诺如病毒的荧光定量RT-PCR确认：同时采用

荧光定量RT-PCR方法(引物及TaqMan探针序列见

表2)对上送标本进行检测[51，运用TaKaRa公司的

One Step RT-PCR Kit(Perfect Real Time)进行荧光定

量RT-PCR扩增诺如病毒核酸。扩增条件为42℃

30 min反转录，95℃2 rain后以95℃5 S、51 oC 35 S、

读板，共40个循环。

4．诺如病毒部分多聚酶区(RNA depentent

RNApolymerase，RdRp)和衣壳蛋白的序列测定：选

取每起疫情的部分阳性标本运用Rohayem等脚方法

表2荧光定量RT-PCR引物和探针

扩增病毒的RdRp片段；应用本实验室设计的引物

P462 5’．TCC TGC GGA GAA CTG TGA．3’和

P1977 5 7．CCTGGATGACAC CGACTG G．37，扩

增部分衣壳蛋白片段。采用罗氏公司DNA纯化试

剂盒，按试剂盒说明书进行纯化与标记，扩增产物经

纯化后，在ABI 3710 avant全自动核酸测序仪上测

序，应用BioEdit及MEGA3．1等软件，采用

Neighbour joining的kimura two—parameter distance

方法进行分析，用于构建系统发生树的诺如病毒基

因I、Ⅱ型基因序列均来自GenBank。

结 果

1．疫情概况：2006--2007年浙江省共报告5起

诺如病毒性胃肠炎暴发疫情，其中2006年4起，2007

年l起，分别发生在单位、学校、乡村，其中单位2起，

学校l起，乡村2起，共发病25l例，罹患率为6．77％

(表3)，无死亡病例。5起疫情分布于杭州、宁波、丽

水、衢州4个市。5起疫情中4起有共同的饮食史。

表3 2006--2007年浙江省诺如病毒性胃肠炎暴发疫情分布

2．人群及时间分布：患者的年龄、性别构成比

经￡检验P>0．05，差异无统计学意义。患者中年龄

最小的为10月龄，最大为84岁，其中20～60岁占

7I．7％，患者中男性占65％。5起疫情集中发生于9

月底至12月初，以11月为多。

3．临床症状：患者主要临床表现均以呕吐

(46．75％)、腹痛／腹泻(100％)为主；腹泻以每日3～5

次(58．4％)居多，其次为6—9次(26．0％)，有14．3％

的病例>10次，个别病例腹泻达20次之多。大部分

病例病程短(1。3 d)，病情较轻，无明显脱水症状。

4．病毒流行毒株的遗传进化分析：5起疫情共

送检标本63份，经RT-PCR及荧光定量RT-PCR检测

阳性45份，均为诺如病毒GⅡ基因型，检测阳性率

71．4％。随机选取每起疫情的阳性标本2．5份扩增

诺如病毒部分RdRp和衣壳蛋白片段，进行序列测定

及分析，RdRp区域分析发现浙江省2006--2007年

诺如毒株与北京GⅡ／4型变异毒株Beijing／2006株

(GenBank序列号EU36613)的核苷酸序列同源性
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最高为99．7％蚓，与荷兰的GⅡ似型变异株

Nijmegen l I 5／2006株、DenHaa989／2006株(序歹}l号

EFl26965、EFl26966)同源性次之，为98．5％～

99．O％，与日本毒株Kobe 034(序列号

AB291542)同源性也高达98．3％一98。5％。丽与

诺如病毒GⅡ／4猁其他变异毒株Farmington群、

Hunter群532D、US95／96 Bushwash Landing群毒

株的核苷酸序剃阁源性分舅|l力93。O％、90。8％、

91．6％；与G I型各基因型毒株的核背酸同源性

为45。9％一50．2％；与GⅡ／l、GⅡ坦、G珏／3、GⅡ／

5、G瑟惩、G狂乃、GⅡ汐、G II／10、G珏112各

基因型毒株核苷酸序列的同源性分别为

83．4％一83。9％、71。4％～71．O％、68．4％一69．8％、

74．2％一75．1％、59．6％～59。90／0、58．9％一59．3％、

55．5％～55．9％、86．5％～87．1％、86．3％一87．1％。

浙江雀诺如病毒毒株衣壳鬣白区域的序列分据

结果褶似，毒株朱发生遗传重组。2006--2007

年5起疫情诺如病毒阳性毒株之间变异很小，核

营酸序列同源性均在99％以上。选取部分毒株

RdRp和衣壳蛋臼核苷酸序列与诺如瘸毒G l、

GⅡ组部分参考株进行比较并绘制遗传进化树

(图1、2)。在两个遂化树中，浙江省暴发疫情的

毒株均被分在G珏／4型，在整个GⅡ／4型中，浙江

省诺如病毒毒株与北京毒株Beijing／2006株、荷

兰2006年流行憋诺麴瘸毒G嚣愆变异檬

Nijmegenl 15／2006株、DenHaa989／2006株以及日

本毒株Kobe 034形成一个独立的分支。

5．流行毒檬瓢和区内保守基彦分析：诺

如病毒RdRp区的GDD基序相对保守，通过其

是否发生变异可以定义诺如病毒一个新的变异

株弦1。将{雾}江省2006、2007年诺如瘸毒毒株与

部分GⅡ／4型诺如病毒毒株RdRp区的GDD纂

序序列(图3，GDD基序以黑框表示)进行比较，

结栗最示浙江省2006、2007年毒株的GDD基序

变为AATTTG，与北京Beijing／2006株、荷兰

Nijmegenl 15／2006株、DenHaa989／2006株、日本毒

株Kobe 034及2006年欧渊变异毒獠2006b．EU

相同，而与GⅡ／4型其他变异毒株Farrnington

群、Hunter532D群、US95／96Bushwash Landing群

毒株不阕。

讨 论

诺如病毒是蹩赛范围肉急性病毒性胃肠炎

的重要病原体之～，在发达国家，有68％。80％

的暴发性病毒性腹泻是由诺如病毒引起。本研究收

集2006--2007年闻浙江省5趁病毒性雷肠炎暴发疫
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情嚣l|鑫藤标本，采焉多对RT-PCR逶用萼l物和荧光

定量RT-PCR同时进行检测，在一定程度土提离7

检出率。该5起疫情均由诺如病毒引起，样本中诺

如病毒鹩检氆率高达71。4％，高于散发病例1l％一

55％的诺如病毒稳懑率刚。l。浙江省暴发疫情懿流

行高蜂分布于秋攀，11月是溅行的高峰季节，此结

果类似予广东省，两我国萁健避区报道资料显示，流

行高峰主要在冬攀搭一。与散发病铡主要集中在5岁

以下儿童不同，暴发疫情中患豢的年龄、性别构成院

之闯的差舅无统诗学意义。

根摄诺如病毒基因缰的RdRp和衣爨蛋白核蜚

酸序列燕异可分为5个基因组，感染人类的主要游

G l、Gll和暂定静GⅣ基因维，G l包含14个基穰

型，G嚣至少包禽17个基因型，GⅣ为1个基隧

型“卜H】。重组病毒的盎现使基因分型更为复杂，避

前已经发现23株诺期病毒则歉p和衣壳缀自分属予
不同的基因型嘲，薅丑寓然重组断点一般位于

ORFI／ORF2重叠区，毽此本研究选择了较为保守的

病毒RdRp区及部分衣壳蛋巍送同时进行分析。继

果显示2006—2007年浙江省流行的诺如病毒毒株

均为G珏缮变异橡，瓤轴区褪农壳蛋怠飘分析结祭
一致，毒辣未发生遗传重组。

诺如病毒G珏解受无论在国外还是醺虑一直都

是流行的考|i己势毒株，占教发病饲懿43。7％，暴发病镤

的85，8％H引。由于诺熟病毒易发生变彝，纛薪变

异株的m现往往是新一轮疫情的预警。诺如病毒

GⅡ缮型变异株US95／96群、FarmingtonHills群、

Hunter群的出现，翳弓|起全世嚣多个遗熬稚国家暴

发疫情17J"。近年来，除了欧美国家外，2006年日本

也暴发了25年来最严重的诺翔病毒急{生霉脑炎疫

情，至少赛近304万余人感染+梭出的诺翔病毒大部

分属于GⅡ愆基因型n引，2006年我国北京地区也出

琨了较多的诺如病毒急性霉肠炎疫情。

通过对浙江省2006--2007年诺鳃毒椿RdRp隧

序列分析发现，与Beijing／2006变异株的核营酸謦

列丽源性最高为99，7％，与荷兰GⅡ缮囊变异株燕源

性次之，必98，5％。99．§％，嚣与基本Kobe034变异

毒株的同源性也高达98。3％一98。5％，该毒株2006年

ll胃曾雩|起叠本神户多次诺如病毒感染暴发疫

情。系统发生舞的缭栗也显承滤江省2006--2007

年暴发疫情的诺如瘸毒毒株与中国北京、荷兰、日本

豹毒株位于霹一分支上，形成了不弱于诺如病毒

G囊愆型变异株US95／96群、FarmingtonHills群、

Hunter群毒株的独立分支。RdRp区的GDD基序分

析也表醍浙巍省2006--2007年懿诺如病毒与我藿

j|：京Beijing／2006檬、旖兰Nijmegenl 1 5／2006株、

DenHaa989／2006株、日本毒株Kobe 034及2006年

欧灏变异毒株2006b．．EU耀溺，均为AATTTG。提示

浙江省2006—2007年瓣诺魏病毒与同时期网蠹、

国际上流行的毒株属同一类GⅡ／4变异株，番着共

弱的起源。曩这5起疫祷来自于省内不同地区，其

毒株按苷酸圈源性赢达99％以上，裘嚷该诺如瘸毒

G狂膳变异株程浙江省有着较为广泛的流行。
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