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摘要 1997 年 4 月 10~ 28 日,在河北省石家庄市某高校发生一起成人急性腹泻的爆发流行, 累积

1 000多名大学生发病。经不连续聚丙烯酰胺凝胶( PAGE)电泳检查腹泻病人粪便标本核酸图谱一致呈

4- 2- 1- 1- 1- 1- 1 排列的新轮状病毒(新 RV) 14份, 阳性率占 47% (共检标本 30 份) ,且未见其它带

型的轮状病毒。提示该核酸图谱的轮状病毒是此次成人急性腹泻爆发流行的主要病原。用已知 ADRV

第 5 及第 9 基因片段末端引物进行逆转录- 聚合酶链反应( RT- PCR) ,结果阳性对照 ADRV 的扩增结

果都为阳性, 而新 RV 的扩增结果都为阴性。这些结果表明该新 RV不属于 B 组轮状病毒,是与成人腹

泻轮状病毒( ADRV)完全不同的新 RV。非 ADRV 的轮状病毒引起成人腹泻爆发流行在河北省尚属首

次。
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Abstract An outbr eak of adult diarrhea causing more than 1 000 hospitalized cases among graduates in a

university in Shi Jiazhuang city ( Hebei province ) , occurred in 10 - 28, Apr il, 1997. The non - bacterial

pathogenic agent is confirmed as Rotavirus first by PAGE. Forteen samples have been demonstrated sharing

the same nucleic acid electrophor esis pattern of 4- 2- 1- 1- 1- 1- 1. The positive rate was 47% ( thirty

samples have been checked) w ith no other RV pattern. Dada show ed that RV with this kind of nucleic acid

electrophor esis pattern w ere r esponsible for the outbreaks acute diarrhea in adults. T he novel RV and know n

ADRVwas RT - PCR w ith end- primers 5, 9 of typical ADRV , the positiv e contr ol typical ADRV s results

are positive, the novel RV s are negative. Experimental results showed that the novel RV did no t belong to

group B RV , totally different fr om all the known ARDV . T his case w as the first r epo rted one in Hebei

pro vince wit h an outbreak of adult diar rhea no t by any known ADRV .
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引起人类腹泻的病毒有轮状病毒

( Rotavirus, RV)、诺瓦克病毒、杯状病毒、星

状病毒、冠状病毒、肠道腺病毒等多种病毒,

迄今为止已报告的轮状病毒有七个组,其中
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人畜共患的轮状病毒只有 A、B、C三组, 其他

四个组只引起动物的传染性腹泻。但造成人

类严重危害的主要是 A、B两组轮状病毒。A

组轮状病毒致婴幼儿腹泻, 目前已根据它的

中和抗原 VP7的多态性分为至少十四个血

清型,国际上已针对婴幼儿重型腹泻的四个

血清型病毒研制并开发了疫苗, 并准备把该

疫苗纳入扩大免疫计划。成人腹泻轮状病毒
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(ADRV)是我国学者洪涛 1983年[ 1]发现的

B组 RV中唯一能引起人类腹泻流行的病原

体, 80年代由 ADRV 引起的成人腹泻在我国

许多省份都有过大的爆发流行,但自 90年代

初可能由于人群抗体水平的提高, 由 ADRV

引起的腹泻有减少的趋势。

1997年 4月在河北省石家庄市某高校

发生一起成人急性腹泻的爆发流行, 累积

1 055名大学生发病。其病例主要集中在女

生中间。这与污染二次供水的供水面相符,

停止供应该污染二次供水后病例发生数锐

减,直至消灭[ 2]。我们从30个急性腹泻病例

标本中检出 14例核酸片段迁移率完全一致

的新轮状病毒, 且未见其它带型的轮状病毒。

提示该轮状病毒是引起此次腹泻爆发的主要

病原。经 RT- PCR扩增进一步证明该病毒

与引起我国成人腹泻多次大流行的 ADRV

是完全不同的毒株, 且属于不同的组别,现将

结果报告如下。

材料和方法

一、标本来源: 1997 年 4月 10~ 28 日,

河北省石家庄市某高校发生一起因二次供水

污染而引起的成人急性腹泻爆发流行, 共有

1 055名大学生发病。其中 90% 病例是女

生,男生病例只占 10%, 这是由于被污染的

水源在女生宿舍及其食堂, 只有少部分男生

来此就餐。主要症状为发烧 38~ 40 、厌

食、腹部绞痛、恶心呕吐、水样便或稀便[ 2]。

取流行高峰在校医院住院腹泻病人粪便标

本, - 20 保存待检。成人腹泻轮状病毒

ADRV标本为本室 1986 年采于唐山 ADRV

腹泻大流行病例[ 3]。

二、RNA 电泳: 不连续聚丙烯酰胺凝胶

电泳及硝酸银染色按常规, 浓缩胶为 5% ,分

离胶为 10% ,垂直凝胶板为 15cm 13cm

0. 1cm。

三、RT - PCR 试验方法: 逆转录酶

(AMV)、T aq DNA聚合酶为 Promega 产品。

ADRV 主要结构蛋白 VP6、VP7编码基因 5,

9末端引物参照文献报道的基因序列设计合

成[ 6, 7]。取经 Gene Clean Kit 纯化的 ADRV

dsRNA 4. 0 l, ddH2O 5. 5 l, 二甲基亚砜

( DMSO) 1. 0 l, 引物 2. 0 l ( 100ng ) , 95

2min,置 42 加等量 2 反应混合液 ( 2

RM: 2 Taq Buf fer, MgCl2 5mmol/ L , dNT P

0. 4mmol/ L ,牛血清白蛋白第五片段 0. 2 g /

l, AMV 反转录酶 6U nits, T aq 酶 3Units) ,

42 平衡 10min, 42 逆转录 30m in 后, 直接

进入 PCR 循环, 程序是 94 2m in、55

1min、70 4min 25个循环,最后一循环 72

延至 10m in。反应结束后,用 1. 0%琼脂糖凝

胶电泳检查。

结 果

一、病毒基因组特征:经不连续聚丙烯酰

胺凝胶电泳对照比较, 新轮状病毒与 A 组或

C组显然不同, 与 ADRV 的迁移率也差别较

大,新轮状病毒 11条 RNA核酸带与 ADRV

的具体区别是: 新轮状病毒除第 2 条核酸

带以外其它十条的迁移速率都较 ADRV 对

应的条带慢; 第一组 4 个基因片段呈均匀

分布, 而 ADRV 第一组 4条带中 3- 4带呈

双联带(图 1)。

图 1 粪便标本中轮状病毒基因组的不连续

聚丙烯酰胺凝胶电泳图结果

A:原成人轮状病毒 ADRV RNA

B: 此次腹泻爆发流行腹泻标本中的轮状病毒

RNA

二、RT - PCR试验结果:取强阳性粪便

标本,提取病毒RNA, 采用 Gene Clean Kit纯

化后,用上述ADRV 第 5和 9基因末端引物

进行 RT- PCR 试验, 致本次腹泻流行的新

RV标本结果均为阴性, 而 ADRV 阳性对照
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标本结果均为阳性(图 2)。

图 2 1.0%琼脂糖凝胶( EB染色)示粪便标本中

RNA用ADRV 基因 5, 9引物进行RT- PCR的结果

A: Marker ( PBR322/ Hinf ) ;

B:新 RV 用 ADRV 基因 5 引物扩增结果;

C: ADRV 基因 5 引物阳性对照扩增结果;

D:新 RV 用 ADRV 基因 9 引物扩增结果;

E: ADRV 基因 9 引物阳性对照扩增结果。

讨 论

1987、1988年湖南省[ 8]、福建省[ 9]分别

在两次腹泻调查中从个别腹泻标本中发现与

ADRV明显不同的新轮状病毒,该核酸带型

轮状病毒 1994年在北京某高校曾引发过一

次致 400余名男同学的腹泻爆发流行, 近期

该核酸带型轮状病毒又在河北省某高校引起

以女同学为主的千余名大学生爆发流行性腹

泻。由这种新核酸带型轮状病毒引起的成人

腹泻从散发到爆发流行表明该新轮状病毒有

适宜的生存环境,两次均为水源爆发,说明该

新轮状病毒毒力较强, 且人群抵御能力普遍

较低(无男女区别) , 有再次爆发的危险性,应

引起足够重视。有关该核酸带型轮状病毒的

研究 1987年王长安等[ 4]对其组别进行了鉴

定,证明不属于已发现的致人类腹泻的A、B、

C组及致动物腹泻的 D组轮状病毒。本次发

现的该新轮状病毒用 ADRV 主要核酸片段

末端引物扩增的结果都为阴性,这与 1994年

钱渊等
[ 5]
的研究结果一致, 进一步证明时隔

3年在河北省首次引发这起成人腹泻爆发的

轮状病毒与他们发现的轮状病毒可能是一个

病原。有关该核酸带型轮状病毒 1987、1994

年报告的标本与近期发现的标本的比较研究

正在进行当中。该病毒分子生物学和组别鉴

定等生物学特性方面还有待进一步深入研

究。
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