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河北省卢龙县1999～2001年婴幼儿

杯状病毒腹泻流行病学研究

吕红霞方肇寅谢华萍唐景裕胡海宽郑丽舒叶青

章青zH()NG wei—min Jiar培xI

酬 月

·实验研究·

【摘要】 目的研究河J匕省卢龙县5岁以下婴幼儿杯状病毒腹泻的流行特点。方法应用酶联

免疫吸附试验(EI。IsA)和逆转录一聚合酶链反应(RT_P(m)方法检测人类杯状病毒(}hCvs)。部分阳

性标本的PCR产物经克隆测序，结合参考毒株相应的核苷酸序列进行进化分析。利用住院腹泻患者

粪便样本中Ht·cvs的检出率，估计HucVs腹泻住院率。结果Huc肌检出率为31．6％，住院患者
}Iucvs阳性率为17 5％，主要分布在3～17月龄婴幼儿，发病主要集中在冬季。11株测序病毒之问

的棱苷酸序列同源性为55．1％～100％，均属于诺瓦克病毒(NLV)GⅡ遗传组。卢龙县2000年

Hucvs流行株为NLV GⅡ一4和GⅡ7，2001年为NLrv GⅡ3和GⅡ7。初步估计HuCvs腹泻患者住

院率为3 6‰。结论河北省卢龙县婴幼儿中存在不同基因型杯状病毒感染，以NLv GⅡ组毒株为

主，其疾病负担仅次于轮状病毒。

【关键词】人类杯状病毒；序列分析；流行病学
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人类杯状病毒(h u111an calicivi nlses，HucVs)是
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引起儿童和成人非菌性胃肠炎的主要病原之一，常

在医院、餐馆、学校、托儿所、孤老院、军队、家庭及其

他人群中引起爆发。此外，它也常在人群中引起急

性胃肠炎的散发。HuCVs的传播主要通过共同污

染的食物或水源，也可通过人一人接触进行传播。

HucVs是一群具有高度遗传多样性的单链RNA病

毒，根据病毒聚合酶或衣壳蛋白编码区核苷酸和氨
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基酸序列同源性，可将其分为两个属：诺瓦克样病毒

(NLvS)和扎幌样病毒(sLvs)。其中NLvs又可分

为两个遗传组G I和GⅡ，每个遗传组还可进一步

分为不同的群(cluSter)“。。近年来，逆转录聚合酶

链反应(RT P(永)方法的建立和不断改进，大大提

高了}h，cvs检测的敏感性。通过对病毒基因组部

分序列的测定和分析，不仅可以对HuCvs进行分

型，而且可以进行分子流行病学调查。我们收集河

北省卢龙县1999～2001年非菌性婴幼儿腹泻标本

和相关的临床资料，进行杯状病毒腹泻流行病学研

究。

对象与方法

1．研究对象：为河北省卢龙县1999年7月至

2001年6月0～5岁非菌性腹泻患儿，所采集的708

份腹泻粪便标本经轮状病毒检测315份阳性，393

份轮状病毒阴性和5份轮状病毒阳性标本用于杯状

病毒检测。粪便标本经50 rnⅡ“／L-I、ris HCl超声、

离心后制备成20％的粪便悬液，一20℃保存备用。

2．酶免疫法(EIA)检测NLvs：本实验中采用的

多价混合抗血清由纯化的杆状病毒表达重组病毒样

颗粒(vLPs)作抗原免疫家兔和豚鼠制备，重组抗原

包括rNv(G工一1)，r(二59(G工一2)，rll5((；I一3)，

rHv(GⅡ1)，rMxv(GⅡ3)，IGrv(GⅡ一4)和r387

(GⅡ一4)，以及r207(Amsterdam)和rMoH

(Hillingdonl)。EIA采用双抗体夹心法”’3。。

3．RT—PcR检钡0 Hucvs：月j Trizol(GIBc0。BRL

公司)法从150一的20％粪便悬液上清中提取病毒

刚A，溶解于20“l经Ⅸ￡Pc处理过的水中。引物
289(H：5’一TGAOGATllI：ATCATCAOCATA一3’，

I：5’一T(弹心GATTTCATCATCC00GTA一3’)和290

(H：5’GATTACTCCAGG矾；GGA(mX：AC一3’，l：
5’一(谴TTA明℃CAGGTⅨX矾研℃AAe3’，J：5’一
GATTACrC(、AGG，n沁GAll℃AA(，3’，K：5’一
GATTA(了(=(认oG．r(拈GAlvr(℃Ae3’)用于逆转

录和PcR，方法参照文献[4，5]。NLⅣs的PcR扩

增产物为319 bp的DNA片段，SLl％的PCR扩增产

物大小为331 bp。

4刚A序列测定和分析：P(聚产物采用
Promega公司wizard PCR Preps I州A PIlrmcation

System试剂盒回收后克隆于pGEM—T载体，转化

DH 5a宿主菌，通过蓝白斑筛选和双酶切鉴定，阳性

克隆送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。

测序采用17通用引物，在ABI PRISM“377DNA

测序仪上完成。应用claustalX和DNAs协1·进行核

苷酸序列比对同源比较和种系进化分析，所用参考

病毒株序列从GeneBank中收集。

结 果

1．EIA和w卜P(臻检测结果：本实验采用的

398份标本，分别经EIA和RrI二pcR检测(RT—PCR

产物电泳结果见图1)，HuCvs阳性标本共127份

(31．9％)，其中EIA检测阳性为11()份(27．6％)，

RT—P(R检测阳性为28份(7 0％)，两者均为阳性

的有11份，占阳性标本的8．7％。在127份阳性标

本中，96份(75．6％)来自住院患者，31份(25．4％)

来自门诊患者。实验中有5份轮状病毒阳性标本

EIA和RT—PcR检测HLCvs均为阴性。

1：DL 2 0001)NAMarker(2 000，1 000，750，500，250，100b)

2：阳性对照；3～5：阳性标本RT_PcR产物

图1 398份标本Hucus RTPCR产物电泳结果

2．婴幼儿杯状病毒腹泻年龄分布：HuCvs阳性

标本从年龄分布看(表1)，以12～17月龄组为最

多，其次为6～8月龄组，9～11月龄组和3—5月龄

组，3～17月龄腹泻患儿占所有阳性的87．2％。

HuCvs腹泻年龄分布趋势两年监测结果差异无显

著性(P>O．05)。

表1 卢龙县婴幼儿杯状病毒腹驾的年龄分布

注：括号内数据为甜性百分率(％)
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3．婴幼儿杯状病毒腹泻季节分布：从表2可见，

由杯状病毒所致的婴幼儿腹泻在全年都有发生，但

有一个明显的发病高峰，从当年12月份开始逐步升

高，到次年1月份为最高，持续至2月份。

表2 卢龙县婴幼儿杯状病毒腹泻的季节分布

1972年，美国学者Kapikhn用免疫电镜在腹泻

患者的粪便中发现NonⅣalk病毒原型株。由于此类

病毒在感染患者的粪便样本中排毒量少，排毒时间

短，病毒的抗原性和基因组核苷酸序列呈高度多样

性，给此类病毒的检测带来了很多困难。本研究采

用最新方法，以重组NlⅣs杆状病毒表达两个遗传

组9个参考株衣壳蛋白组装的病毒样颗粒为基础设

计的ELISA方法，大大地提高了Hucvs检测的灵

敏度。同时应用RT_PcR方法，以2个负链引物进

行逆转录，4个正链引物进行PCR扩增，能检测更

多样的毒株。

398份标本中Hucvs检出率为31．6％(这里尚

未考虑与轮状病毒混合感染的HuCvs病例)，收集

的住院腹泻患儿549份标本中Hucvs检出率为

17．5％，表明HuCvs在此地区感染比较普遍，仅次

于轮状病毒“l，这与长春地区Hucvs腹泻流行情况

相似”1。}hcvs腹泻年龄分布以<2岁的儿童为

主，与靖宇等““1998年对我国人群NLvs血清抗体

调查结果相符。本研究两年监测表明，与轮状病毒

相似，Hu(Ⅳs高发季节为冬季，此流行特征与

Anthony等⋯1的研究结果一致。6月份Hucvs阳

性率较高(8．7％)，可能与2001年6月卢龙县一起

Hu(：vs引起的急性胃肠炎爆发有关。

68 6——————1———————T———————r———————广——————1’——————r——————1

60 50 柏 30 20 10 0

核苷酸替换

图2卢龙县分离的11株HucvS与17株HLcvs参考株RDRP基因区(m 4 591～4 864)核苷酸序列种系进化树

～一～：。：。。。。，。，。。～嚣一一～一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
Ⅵ厂
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采用住院腹泻患者粪便样本中HuCvs的检出

率可计算出Huc、k腹泻住院数。1999年7月到

2001年6月，卢龙县<5岁儿童腹泻住院患者总数

为1 056例，HuCvs腹泻住院数则为96例，根据卢

龙县<5岁儿童数(25 812人)估计出Hucvs腹泻

住院率为3 6‰。由于卢龙县医院无门诊静脉补液

病床，所有因腹泻静脉补液的患儿，可能住院≤

24 h，亦被计算为住院总数内，因此3．6‰的Hucvs

腹泻住院率可能有些偏高。另外，实验中只是检测

轮状病毒阴性的标本，可能全部Hu(、Vs腹泻病例数

会多些，但从随机检测的5例轮状病毒阳性标本

HuCvs全为阴性来看，这对住院率的估计影响不

大。为做出更精确的Hucvs疾病负担估计，对卢龙

县的腹泻病监测工作仍在继续进行。

目前，PcR方法检测Hucvs的引物多为针对

RNA聚合酶(RDRP)区设计的，以其他区域如2c

螺旋酶区、衣壳蛋白区和ORF3区设计引物建立的

R■PCR也有报道。除了极少数可能为重组的病毒

株以外，在根据()RFl、0唰F2、0叹F3区核苷酸序列

所做的进化发育树中，某一病毒株的位嚣一般是一

致的““。本实验采用的引物为针对耐)RP区设计

的，可同时检测NLvs和sLvs。本试验对部分阳性

标本克隆测序的结果均为NLvs，但由于sLvs的产

物大小在2％琼脂糖凝胶上难与NLvs相区别，因

此尚不能断定卢龙地区没有sLvs流行。本研究测

序标本均为NLVs GⅡ组，与全球NLVs的流行趋

势相符“3。“J，但核苷酸序列差异较大，分别属于不同

的基因型。其中6株属于NLvs GⅡ一3，相互之间核

苷酸同源性为98．5％以上；3株属于GⅡ一7，相互之

间核苷酸序列有较大差异(17 3％)；2株为GⅡ．4，

核苷酸同源性为99 6％。从时间看，2000年流行株

为GⅡ一4和GⅡ一7；2001年流行株主要为GⅡ一3(6／

8)，2株为GⅡ一7，但与2000年流行的GⅡ一7毒株有

些差异。卢龙县以GⅡ一3为优势流行株，这与我国

1996年以来以GⅡ一4优势株流行不同”’”J。HuCvs

在我国各地的流行情况正在研究中。
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