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重庆地区婴幼儿轮状病毒腹泻 !"# 型别分析

张静 王宁遂 邓兵 朱静

【摘要】 目的 研究重庆地区 $%%& ’ ()))年度秋冬季婴幼儿轮状病毒腹泻分子流行病学。方
法 采用逆转录*聚合酶链反应（+,*"-+）扩增婴幼儿腹泻便样中的编码轮状病毒 !"#蛋白的全基
因片段（$ ).( /0），再用巢式*聚合酶链反应（123*"-+）对扩增得到的 !"#基因进行分型。同时利用
核苷酸序列分析方法进行分型。结果 在 $%%& ’ $%%%年度 $4)例婴幼儿腹泻便样中 !"#基因阳性
者 5)例（4& 6 7.8），其中 9$型占 &&8（77 : 5)），94型占 &8（7 : 5)），混合型占 78（( : 5)），均为 9$ ;
94型；而 $%%% ’ ())) 年度轮状病毒流行季节采集的 $$( 份标本中 !"# 基因扩增阳性者 4& 例
（44 6 %48），其中 94型占#& 6 %58（4) : 4&），9$型占$4 6 $.8（5 : 4&），混合型占# 6 &%8（4 : 4&），均为9$ ;
94型。核苷酸序列分型结果与 "-+分型结果一致。结论 重庆地区 $%%& ’ $%%%年度轮状病毒流
行季节中流行的轮状病毒以 9$型为主，而 $%%% ’ ()))年度轮状病毒流行季节中 94型为主，在连续
两年的监测中出现轮状病毒血清型的转变。
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O组轮状病毒是引起全世界婴幼儿严重胃肠炎
的主要病因，每年可导致发展中国家 .) 万 ’ &# 万
例死亡，目前尚无特效治疗方法，故疫苗被认为是控

制轮状病毒感染的最大希望［$］。然而，疫苗的研制

必须建立在了解本地区轮状病毒感染的分子流行病

学的基础上，我们采用巢式 *聚合酶链反应（ 123 *
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"-+）及核苷酸序列测定方法分析婴幼儿轮状病毒
腹泻 !"#型别，从而对重庆地区婴幼儿轮状病毒腹
泻分子流行病学进行研究。

材料和方法

$ 6轮状病毒标本：收集 $%%&年 $(月至 $%%%年
$月及 $%%%年 $( 月至 ())) 年 $ 月重庆医科大学
附属儿童医院门诊及住院的婴幼儿腹泻便样标本，

提取病毒 +NO，U ()V冻存备用。
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! "病毒 #$%提取：取粪便标本上清 &’’!(，加
入 )’’!( * + ,-.，再加入 /’!0 蛋白酶 1 及 *’!(
)’2十二烷基磺酸钠，于 **3作用 ) 4，用酚 5氯仿
（6 5 6 7 )）抽提，异丙醇沉淀 #$%。

8 "引物：本研究采用 9:;<=>#进行血清型分析。
第一次扩增采用编码 ?=@ 基因两端的保守序列设
计引物（A:0B C -9DB），经逆转录<聚合酶链反应
（#,<=>#）扩增出基因的全长序列（) ’/! EF）；第二
次扩增时，正链引物根据报道的核苷酸序列高变区

（这些高变区在同一血清型中保守，在不同血清型间

高度变异）设计型特异性引物（G%,H，GA,)，G>,!，
GI,&，G-,8，GJ,B），负链引物选择 8K端保守的共同
引物（#?LB），根据扩增产物片段长度的不同来区

别不同血清型。具体引物序列参见表 )［!］。

表 ) =>#扩增所用的寡核苷酸引物

引物
名称

序列（*K M 8K） 位置 分型

A:0B LL>,,,%%%%L%L%L%%,,,>>L,>,LL ) N !H M
-9DB LL,>%>%,>%,%>%%,,>,%%,>,%%L ) ’/! N ) ’8/ M
#?LB LL,>%>%,>%,%>%%,,>, ) ’/! N ) ’&& M
G%,H L,>%>%>>%,,,L,%%%,,>L )@H N )BH LH
GA,) >%%L,%>,>%%%,>%%,L%,LL 8)& N 88* L)
G>,! >%%,L%,%,,%%>%>%,,,,>,L,L &)) N &8* L!
GI,& >L,,,>,LL,L%LL%L,,L &H’ N &BH L8
G-,8 >L,,,L%%L%%L,,L>%%>%L /HB N @’B L&
GJ,B >,%L%,L,%%>,%>%%>,%> @*@ N @@/ LB

& " =>#：第一次扩增的 #,<=># 反应体系为：
)’ + =># 缓 冲 液 * !(，IO.P 液 @2（ 6 5 6），
D$,=Q!’’!RS( 5 T，上下游引物（A:0B 和 -9DB）各
*’!RS( 5 T（终浓度），I,, !!(，样品 #$% ) N *!0，
加 I-=>水至总体积 *’!(，离心混匀，封盖 *’!(石
蜡油，B*3变性 * RU9 后迅速冰浴，然后加入 %O,
逆转录酶 )’ V 和 ,GW 酶 ! V，置 &!3逆转录 8’
RU9，B&3加热 * RU9 后进行 =>#，8’ 个循环（B&3
变性 &* Q，*H3退火 &* Q，@!3延伸 ) RU9）结束后，
@!3再延长 @ RU9。二次扩增时，取第一次扩增产
物 !!0，)’ + =>#缓冲液 *!(，IO.P液 @2（6 5 6），
D$,=Q !’’!RS( 5 T，/个分型引物和 ) 个下游公共
引物各 *’!RS( 5 T（终浓度），,GW 酶 ! V，加 I-=>
水至总体积 *’!(，离心混匀，封盖 *’!( 石蜡油，
=>#8’个循环。放大产物经 H2聚丙烯酰胺凝胶电
泳，-A染色，紫外光观察及照相。

* "核苷酸序列分析：利用 %AX8@@ 全自动基因
分析仪（上海生工公司）对 #,<=># 扩增的 ?=@ 基

因全长 YI$%直接进行核苷酸序列测定。

结 果

由 /个分型引物及公共引物扩增出以下不同长
度的条带：@&B、/*!、8@&、*H8、HH* 及 8’/ EF分别对
应 ?=@ 基因的 )、!、8、&、H、B 型。取自重庆地区
)BBH N )BBB年度轮状病毒流行季节的 )8’ 例婴幼
儿腹泻便样标本，检出轮状病毒阳性标本 *’ 例，其
中 L)型占 HH2（&& 5 *’），L8型占 H2（& 5 *’），混合
型占 &2（! 5 *’），均为 L) C L8型；而从 )BBB N !’’’
年度轮状病毒流行季节采集的 ))!例标本中扩增出
8H 例 ?=@ 基因阳性（88 " B82），其中 L8 型占
@H " B*2（8’ 5 8H），L) 型占)8 " )/2（* 5 8H），混合型
占@ " HB2（8 5 8H），均为 L) C L8型（表 !）。

表 ! )BBH N !’’’年度重庆地区致婴幼儿

腹泻轮状病毒 ?=@分型结果

血清型
不同流行季节不同型别病毒株数（构成比2）
)BBH N )BBB年 )BBB N !’’’年

L) &&（HH " ’’） *（)8 " )/）
L8 &（H " ’’） 8’（@H " B*）
L) C L8 !（& " ’’） 8（@ " HB）
合 计 *’（)’’ " ’’） 8H（)’’ " ’’）

在过去连续两年的流行病学监测中可以发现有

明显的轮状病毒血清型的转变，即由 )BBH N )BBB年
度 L)型为主的流行株转变为次年以 L8 型轮状病
毒为主的流行。

本研究采用核苷酸序列分析对轮状病毒进行分

型，即对本地区分离的轮状病毒株 ?=@ 全长 YI$%
进行核苷酸序列测定（图 )），将推导出的氨基酸序
列与参考株进行比较，以确定其型别。通过序列比

对分析发现，分离的第 &8号标本序列与 ZP株（L8
型）具有高度同源性，两者核苷酸及氨基酸同源性均

为B/ " **2，此病毒株与其他血清型参考株的核苷酸
及氨基酸同源性较低，仅达 /’ " B!2 N @@ " ’)2和
*) " @!2 N @B " 8)2，存在较大变异（图 !）。而 #,<
=>#分型结果提示第 &8号标本为 L8血清型。

讨 论

轮状病毒属呼肠弧病毒科，为双链 #$%
（DQ#$%）病毒。它具有两个外壳蛋白：?=@ 和
?=&，二者独立产生中和抗体。根据 ?=@和 ?=&抗
原特异性的不同，可将轮状病毒分为不同血清型（L
和 =血清型）。迄今为止，在人群中已发现 )& 种不
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同 ! 血清型和 " 种 # 血清型［$］。而致人胃肠炎的
轮状病毒以 !% & !’ 型为主，在发展中国家不仅检
出了大多数异常株型，而且混合感染较为突出［’］。

由第 (、)或 "基因片段编码（因不同病毒株有所不
同）的糖蛋白 *#( 是主要的型特异性中和抗原，可
刺激机体产生保护性中和抗体。

+，,，-，.，/为 !%血清型（(’" ,0）；1，2为 !$血清型（$(’ ,0）；3为 !%
与 !$混合型；4为 *#(全长 1567（% 89: ,0）；;为分子量标准（0<=

>/? >+@A3@：% %%9，))$，9":，B8%，’)"，’8’，$$%，:’:，%"8，%’(，%%%）

图 % 轮状病毒标本经 CDE#=C分型结果

轮状病毒感染作为婴幼儿腹泻最主要的病因，

目前尚无特效治疗方法，且改善食品、水源、卫生条

件对于控制其感染所起的作用甚小，因此疫苗研制

无疑是一个很好的对策。而一种有效的疫苗必须与

流行地区病毒株具有相同的抗原性［B］，这样才能刺

激机体对流行毒株型特异性免疫保护。*#( 作为
主要的型特异性抗原，其 !血清型的确定在疫苗评
估和流行病学监测中的地位显得尤为突出。本研究

采用 F3GE#=C和核苷酸序列分析方法对轮状病毒的
*#(型别进行分析，结果表明，重庆地区 %"") &
%"""年度轮状病毒季节中流行的轮状病毒以 !%型
为主（占 ))H），而 %""" & :888 年度轮状病毒流行
季节中流行的轮状病毒以 !$ 型为主（占() I "BH），
这一结果与中国其他地区的监测结果并不完全符合

（后者以 !%和 !:型流行为主）［9，(］。由此证实了从
一特定地区得到的资料不足以代表整个国家所流行

的轮状病毒类型的观点，同样报道见于英国及日

本［)，"］。因此，我们需要在全国设立多个实验室，以

监测在整个环境中所传播的轮状病毒类型［)］。

++I )(E%8%（核苷酸序列 $8(E$B%）
D2@ !JK 7J+ 7J+ D2@ !JK LJ3 7MF 7M0 7MF N3@ D@0 OPM 7M0 D2@

6QI ’$ 7=D !77 !=7 !=7 7=7 !77 7D7 77D !7D 77D D=7 D!! 77! !7D 7=7
D2@ !JK 7J+ N3@ D2@ !JF LJ3 7MF 7M0 !JP 7M0 D@0 OPM 7M0 N3@

R+（!%） 7=D !77 !=7 7!D 7=D =77 7D= 77D !7D !!D !7= D!! 777 !7= D=7
7J+ !JK 7J+ OPM 7MF !JK LJ3 N3@ 7M0 7M0 !JK D@0 !JK 7MF D2@

S<EB（!:） !=7 !77 !=D 777 77D !7! 7DD D=7 !7D !7D !77 D!! !77 77D 7=D
D2@ !JK 7J+ 7J+ D2@ !JK LJ3 7MF 7M0 7MF N3@ D@0 !JK 7M0 D2@

TU（!$） 7=D !77 !=7 !=7 7=7 !77 7D7 77D !7D 77D D=7 D!! !7! !7D 7=7
N3@ !JK 7J+ #@Q D2@ !JF LJ3 N3@ 7M0 7MF !JK D@0 OPM 7M0 D2@

*7(B（!’） D=D !7! !=D ==7 7=D =77 7DD 7!D !7D 77= !77 D!! 777 !7D 7=7
O3K !JK 7J+ !JK D2@ !JK LJ3 7J+ 7M0 N3@ D@0 D@0 OPM 7M0 D2@

9">（!)） =D7 !77 !=7 !7! 7=7 !7! 7D7 !=7 !7D 7!D D!! D!! 77! !7D 7=D
#@Q !JK 7J+ N3@ D2@ !JF LJ3 !JP 7M0 D2@ !JK D@0 OPM 7M0 D2@

RL9%（!"） ==D !77 !=7 D=7 7=D =77 7DD !!7 !7D 7=7 !77 D!! 777 !7= 7=D
++I :8)E:%%（核苷酸序列 9(8E(%%）

O3K D2@ D2@ 7M0 D2@ 7MF D2@ #23 !JK !JK *+J 7J+ D2@ 7J+
6QI ’$ =D7 7=7 7=D !7D 7=7 77= 7=! DDD !77 !77 !DD !=7 7=7 !=D

!JF D2@ D2@ 7MF *+J 7M0 N3@ #23 !JK >3G LJ3 7J+ !JK 7MF
R+（!%） =77 7=7 7=7 77= !D7 !7= D=7 DDD !77 7D! 7DD !=D !7! 77D

OPM D2@ D2@ 7M0 *+J 7MF D2@ #23 !JK LJ3 *+J 7J+ N3@ N3@
S<EB（!:） 777 7=D 7=! !7D !D7 77= 7=7 DDD !7! 7DD !DD !=! D=! D=D

O3K D2@ D2@ 7M0 D2@ 7MF D2@ #23 !JK !JK *+J 7J+ D2@ 7J+
TU（!$） =D7 7=D 7=D !7D 7=7 77= 7=! DD= !77 !77 !DD !=7 7=7 !=D

!JF D2@ D2@ 7MF *+J 7J+ D2@ #23 !JK >3G *+J 7J+ 7M0 N3@
*7(B（!’） =77 7=7 7=! 77D !D7 !=D 7=D DDD !77 7D! !D! !=D !7= 7!D

O3K D2@ D2@ 7M0 D2@ D2@ D2@ #23 !JK !JK *+J 7J+ D2@ 7J+
9">（!)） =DD 7== 7=! !7D 7=D 7=7 7=D DDD !77 !77 !DD !=7 7=7 !=D

D2@ D2@ D2@ 7MF D2@ 7J+ D2@ #23 !JK !JK *+J 7J+ 7J+ N3@
RL9%（!"） 7=7 7=D 7=7 77D 7=7 !=7 7=7 DDD !7! !77 !D! !== !=7 7!D

6QI ’$为重庆地区 %"") & :888年度分离的轮状病毒株；R+（!%）、S<EB（!:）、TU（!$）、*7(B（!’）、9">（!)）、RL9%（!"）为参考株

图 : 轮状病毒株 *#(两个氨基酸区域（++)(E%8%，:8)E:%%）及相应核苷酸序列比较
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本研究采用核苷酸序列测定方法对轮状病毒进

行分型。以往研究表明轮状病毒 !"# 氨基酸序列
中存在 $ 个血清型特异性区域，即 % & ’ 区：(()
*+ & ,-，.# & /-/，/0- & /*-，/1* & /,0，0-. & 00/，
0** & 010。这些区域在同一血清型轮状病毒中保
守，在不同血清型间高度变异［/-］。其中 2、3、4 区
被认为与中和抗原决定簇位点形成有关。56778
等［/-］利用 2区及 4区（(() .# & /-/，0-. & 00/，分别
对应核苷酸 *-# & *,/，$#- & #//）氨基酸序列同源
性分析来确定轮状病毒血清型。即野生分离株与已

知型别的参考株进行比对，如果以上两区总的氨基

酸序列同源性大于 .,9，则该病毒株可判定与参考
株为同一血清型［//］。在本研究中分离的第 1*号标
本与 :;株（5* 型）氨基酸同源性达+$ ) ,,9，提示
此标本可判断为 5*型，这与 "<=分型结果一致。
在连续两年的监测中出现了轮状病毒血清型的

转变，即由 /++. & /+++年度 5/ 型为主的流行株转
变为次年以 5*型轮状病毒为主的流行。其他国家
也有类似报道，如芬兰在 /+.. & /++- 年间出现 5/
到 51血清型的转变［/0］，而 5/至 50型的转变见于
澳大利亚［/*］。以上这些纵向研究提示主要流行的

血清型可以发生突然转变。因此，我们必须意识到

对轮状病毒的流行进行长期监测的重要性。

整个实验中我们未能发现除 5/ 和 5* 型以外
的常见血清型（50、51）及易出现于发展中国家的异
常血清型，这可能与样本量偏少有关。但我们在研

究中发现了数例混合感染（均为 5/ > 5* 型），提示
发展中国家轮状病毒流行的复杂性。
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