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·诺如病毒腹泻·

北京市某些医院内腹泻暴发与诺如病毒的

相关性研究

贾立平 钱渊 张又 陈冬梅 高燕 徐潜

【摘要】 目的 确定2006年1l一12月北京市某些医院内发生的住院患者腹泻爆发性流行的病

原及其分子生物学特点。方法 首先检测腹泻标本中轮状病毒抗原并用聚丙烯酰胺凝胶电泳进行轮

状病毒核酸检测，然后用逆转录一聚合酶链反应进行诺如病毒核酸检测，对检测阳性标本进行诺如病

毒VPl全基因的扩增；并对其中一例进行全基因克隆、测序和分析。另外对来自不同医院的2份阳

性标本中的vPl的5’端部分序列进行测序分析。结果 30份腹泻患者粪便标本中共有17份检测为

诺如病毒阳性，总阳性率为56．7％，每一家医院送检标本的阳性率都在42．9％以上。对其中一份标本

的诺如病毒vPl全基因序列测定和分析显示为GⅡ一4型诺如病毒。另2份标本中的部分序列测定

显示与全基因序列高度保守，只有1个核苷酸的差异，因此也提示为GⅡ一4型诺如病毒。结论诺如

病毒是北京地区医院内腹泻暴发的重要病原，此次暴发极可能是由GⅡ一4型诺如病毒引起。

【关键词】诺如病毒；医院内感染；逆转录一聚合酶链反应；序列分析
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【Abstract】 objective To identify the etiological agent of acute gastroente“tis outbreaks occurred in

6 hoSpitals in Be小ng fmm November to the end of 2006 and to characterize the virus on m01ecularbiology．

Methods Rota—st“p was used to detect rotavirus antigen and PAGE for rotavirus RNA in st001 specimens

collected from patients with gastmenteritis at the firSt stage． Reverse transc“ption—polymerase chain

reaction(RT—PCR)was performed to detect Norovirus in st001 specimens．FuU length of Norovirus VPl

genes were amplified from Norovirus positive samples by RT—PCR and sequenced after the gene was cloned

into vector pUCm—T．The sequences of partial VPl gene at the 5’end of full—length gene were obtained

from 2 of the Norovirus positive samples to analyze the relationship of these viruses at molecular level．

R髑uIts Norovirus was detected in 1 7 of the 30 st001 specimens with an overaU positive rate of 56．7％．

Positive rates were all above 42．9％ in specimens collected from each of the hospital． Sequence analysis on

one of the full—length of VPl amplified by RT—PCR from one of the positive specimens NV8一Be订ing

indicated that it belonged to GⅡ一4 genotype．This strain shared 94．8％and 95．2％identities over the

complete major capsid gene to Lanzhou strain form Lanz}的u China and Farmington Hill strain fmm USA

which belonged to GⅡ一4 genotype，but only 91．1％identity to the CR2905 from Be巧ing China identified

from specimen∞11ected in late 2004． The sequences of 5’end of VPl genes amplified from other two

samples collected from different}10spitals showed only one nucleOtide mutation compared to NV8一Be巧ing in

the correspondence part， indica“ng that these two strains also belonged to GⅡ一4 genotype． ConcIusion

Norovirus was the etiok堰ical agent causing outbreaks of acute gastroenteritis in hospitals in Be巧ing and the

strain with GⅡ一4 genotype which was closer to the Lanzhou and Farmington strains than Be订ing strains

identified in 2004．

【Key words】 Norovirus； Hospital acquired infectious diarrhea； Reverse transcription—p01ymerase

chain reaction；Sequence analysis
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诺如病毒(Norovirus)原名诺瓦克样病毒

(Norwalk一1ike virus)，在人类急性非细菌性胃肠炎

的爆发性流行中占有主要地位，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暴

发¨’2I。2006年11月上、中旬在北京地区一些医院

住院患者中相继暴发腹泻，患者多为机体抵抗力低

下的老年患者或手术后患者¨'“。本研究应用抗原

检测、聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)、逆转录一聚合酶

链反应(RT—PCR)、基因克隆和测序，对这些医院收

集的腹泻患者的粪便标本进行了病原学检测和

分析。

材料与方法

1．标本来源：北京地区6家医院收集的30名院

内感染腹泻住院患者的粪便标本¨o。取标本日期为

2006年11月21日至12月31日。

2．实验方法：

(1)轮状病毒检测：①轮状病毒抗原检测：所用

试剂盒为比利时BioConcept公司生产的Rota—strip。

按说明书进行操作。②轮状病毒基因检测：粪便标

本中病毒RNA的提取采用Trizol提取RNA。③

PAGE：采用垂直板不连续PAGE，上部浓缩胶和下

部分离胶的浓度分别为3％和10％，每个样品槽加

核酸样品液10肚l，恒流，室温下电泳1—2 h，电泳液

为Tris一甘氨酸缓冲液。电泳完毕，取下胶片浸于

0．1％硝酸银溶液中摇床振摇30 min，去离子水洗

3～4遍，加入显色液，振荡显色10—20 min，至条带

清晰可辨后用终止液终止显影并读取结果。用以往

已证实为轮状病毒阳性的儿科腹泻患儿的粪便标本

作为阳性对照同时进行电泳和染色。

(2)诺如病毒核酸检测：①病毒核酸的提取：将

1：1稀释的粪便标本上清用Invitrogen公司的Trizol

RNA Kit进行核酸提取，所提RNA用20"l DEPC

处理的灭菌ddH，0溶解，然后立即进行逆转录反

应。②逆转录合成cDNA：取5．0肚l病毒RNA为模

板，随机引物2．0肛l，dNTP 500弘m，ddH20(DEPC

预处理)5．0肚1，混匀后65℃5 min，冰上1 min；再加

入5×buffer 5“l，DTT(0．1 mmol／L)2．0弘1，RNasin

0．2 I上1，置于37℃2 min；加MLV 0．4肚l(200 U／

肚1)，置于25℃10 min，37℃90 min，70℃15 min后，

立即进行聚合酶链反应。③引物设计：根据从

GenBank中下载的G I及GⅡ组诺如病毒VPl的

3 7及5 7末端保守区域及本研究室前期工作中确定的

诺如病毒北京地方株VPl全基因序列设计了3对

引物¨o(表1)，可分别扩增VPl全基因或部分基因

片段。引物由赛百盛科技有限公司合成。④PCR

扩增目的基因：PCR反应：25“l反应体系包括

cDNA 5．0 pl， 10× buffer 2．5弘l， dNTP

(100 mmol／L)0．5弘l，引物(57末端)2．0肛l，引物(3
7

末端)2．0 pl，Taq DNA聚合酶0．5弘l，补ddH：O到

25肚l；引物P301／NLV2(扩增vPl全基因)反应条

件：94℃3 min，45个循环(94℃1 min，42℃1 min，

72℃150 s)，72℃7 min，4℃保存；引物P301／

NLVP2、P30l／NLVP3(扩增部分VPl基因片段)；

PCR反应条件：94℃3 min，30个循环(94℃l min，

49℃1 min，72℃1 min)，72℃7 min，4℃保存。

Trizol和逆转录酶M—MLV为Invitrogen公司产品；

Taq酶为天为时代科技有限公司产品。扩增产物用

1．2％琼脂糖凝胶电泳检测。

表1 用于本研究的引物

(3)VPl基因克隆：从6家医院共选取了11份

诺如病毒阳性标本进行VPl全基因扩增，产物经琼

脂糖凝胶电泳后纯化，与pUCm—T载体进行连接。连

接产物转化大肠埃希菌DH5a感受态细胞，挑取阳

性克隆进行全基因的核苷酸序列测定。DNA凝胶

纯化回收试剂盒为天为时代科技有限公司产品，

pUCm—T载体为上海生工生物工程有限公司产品。

(4)序列测定及分析：从不同医院检测到的阳性

标本中选取扩增产物直接进行核苷酸序列测定。

VPl全基因的测定用上述阳性克隆进行。序列测

定由奥科生物有限公司完成。将测序结果与

GenBank中的诺如病毒vPl全基因序列对比，应用

生物学软件DNAStar分析核苷酸同源性，并绘制进

化树。用于序列分析的诺如病毒参考株来自本研究

组前期确定的北京地区散发的儿科就诊腹泻患儿标

本中检测到的诺如病毒和GenBank中收入的其他

国家(地区)的毒株。参考毒株的名称、基因型别及

GenBank序列号见表2。
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表2 序列分析所用毒株的相关信息

结 果

1．轮状病毒检测：用于本研究的30份腹泻患者

粪便标本中，对最先收到的13份标本进行轮状病毒

抗原和核酸检测，结果全部为阴性。

2．诺如病毒核酸检测：应用引物P301／NLVP2

和P301／NLvP3用RT—PCR进行诺如病毒核酸检

测，共有17份标本扩增到诺如病毒核酸，总的阳性

率为56．7％(17／30)，各家医院送检标本中均有阳性

结果(表3)。17份标本均扩增得到了300 bp的基因

片段，其中有1份标本同时扩增得到了400 bp的基

因片段。

表3 2006年11 12月北京市6家医院送检标本
●

诺如病毒检测结果

3．粪便标本中诺如病毒vPl全基因的扩增和

克隆：本研究对来自不同医院的11份诺如病毒阳性

标本进行VPl全基因扩增，有来自3家医院的6份

标本扩增得到vPl全基因序列，表现为PCR扩增

产物经1．2％琼脂糖凝胶电泳显示为1600 bp左右的

条带，但是PCR产物的含量较低。目前已将其中的

1株NV8一Beijing(来自于B医院的成人腹泻标本)

与pUCm—T载体进行连接，进行T—A克隆并测定核

苷酸序列。
‘

4．阳性标本中诺如病毒vPl全基因的序列分

析：测序结果显示NV8一Bei豇ng VPl全基因序列全

长1623 bp，含有单一的读码框架，编码一个含540

个氨基酸的蛋白。将NV8一Beijing VPl全基因序列

与GenBank中的诺如病毒vPl全基因序列进行比

较，可以看出NV8一Beljing与GⅡ组的诺如病毒核苷

酸同源性在61．4％～93．8％之间，与GⅡ一4型的诺

如病毒株氨基酸同源性高于80％(表3)。图l为

Nv8_Beijing与诺如病毒北京地方株(CR2905、

CR2932)及GenBank收入的G工、GⅡ组诺如病毒

vPl全基因的系统进化树分析。从图1中可以看

出，NV8一Beijing与诺如病毒GⅡ一4型成一簇。因此

认为NV8一Beljing属于诺如病毒GⅡ一4型。值得注

意的是虽然同为GⅡ一4型，NV8一Beijing与2004年北

京的诺如病毒的核苷酸和氨基酸同源性仅为91．4％

和91．1％，而与2002年美国的病毒株Farmington

HiU的同源性却分别达到92．8％和95．2％，与2002

年中国兰州毒株的同源性达到93．8％和94．8％。

j， jU 2) 2U 1) lU ) U

核许酸序列(×l001

图l 诺如病毒G I、GⅡ组VPl全基因的系统进化树分析

图2为NV8一Beijing与GⅡ一4型其他毒株的氨

基酸序列的比较，可见NV8 VPl变异较大的部位

位于第293～396个氨基酸之间，此部分为参与组成

该蛋白P2结构域。

5．阳性标本中诺如病毒VPl部分基因片段的

序列分析：从A医院和C医院的阳性标本中扩增得

到的2例VPl部分基因片段(5 7约270 bp)的核苷

酸序列与NV8一Beijing的相应序列各有1个核苷酸

的不同，高度提示这两株诺如病毒也属GⅡ一4型。

繇熟黧黼一
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表4 Nv8一Beiiing与G I、GⅡ组诺如病毒VPl序列同源性比较

标本名称麟蕊麟，黜。蹴苗M警勰；s激一勰；一裟：陆铲c⋯溉
NV—USA93 39．0 58．9 56．8 59 3 55．2 40．0 39．4 40．0 36．7 34_8 32．9 35．5

SoV—GBR93 39．2 68．0 57．9 64．3 62．9 39．2 35．9 36．6 37．2 39-l 37·5 39-O

DSV—USA93 40．3 65．7 65．3 57．1 56．7 42．3 38．3 40．6 39．2 37．2 38-1 39·2

Ch．ba—Ianoo 39．0 70．2 74．3 63．9 68 O 40．O 39．0 38．2 39．7 40．0 39．3 40·1

Mus2rov—GBR 41．8 66．9 72．6 64．7 78．7 40．1 40．6 37．7 40．6 40-5 39．6 41·3

Hawaii—USA93 63．4 43．9 40．9 42．4 41．2 43．1 65．9 62．4 57．4 56-8 57．0 57·8

SMVl一USA 62．5 43．7 38．7 42．O 40．1 42．7 75．7 57．7 54．O 54-8 55．0 56·7

Toronto—CAN93 65．6 43．7 37．8 41．1 39．3 40．8 71．8 67．6 59．9 58．2 58-6 58．3

Brist01一GBR93 91．7 40．9 39．3 40．0 40．0 42．6 63．4 62．O 65．7 88．4 87·1 89·O

Famington Hill 95．2 40．9 39．6 39．7 39．4 42．1 62．9 62．1 64．7 92·8 93·3 95·6

CR2905 91．1 38．O 36．5 38．7 36．5 39．3 60．4 60．O 62·4 87·0 90·6 93·3

生!!：堕 !!：!!!：!!!：!i!：!!!：!!!：!箜：!!!：!堕生—些二—堕生—坠L—一
注：黑体字为氨基酸同源性(％)，白体字为核苷酸同源性(％)
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标线部分为诺如病毒vPl P1结构域，阴影部分为诺如病毒VP2结构域

图2 Nv8一Bejing VPl氨基酸序列分析

讨 论

医院内感染是指无明确潜伏期并在住院48 h后

出现，一般是由细菌、真菌或病毒引起的感染。用于

S

本研究的粪便标本均来自非腹泻人院诊断的住院患

者，因此考虑为医院内感染。本研究对最先收集到

的标本进行轮状病毒的检测，是由于当时考虑到三

种可能①时值轮状病毒的流行季节，儿科因腹泻而
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住院患儿的轮状病毒检测阳性率达70％～80％，而

上述医院发生腹泻的病例多为老年人和心脏术后机

体抵抗力低下的患者，也许原本在成人为隐性感染

的轮状病毒会引起这些免疫力相对低下的人群发生

有症状感染；或者②一些非典型的轮状病毒会在成

人中引起腹泻暴发№o；③由人类杯状病毒(主要是诺

如病毒)所致。

经抗原和核酸检测排除了轮状病毒感染后，应

用RT—PCR对粪便标本进行诺如病毒的检测，总阳

性率达到56．7％，各医院送检标本的阳性率均在

42．9％以上，提示本次各医院的腹泻暴发与诺如病

毒高度相关。由于该病毒基因的变异较大，且国内

诺如病毒基因序列方面的资料还不是很多，所以在

引物设计方面还不可能很全面。另外RT．PCR的阳

性检出率还受标本中病毒滴度的影响。研究资料显

示用同一引物检测不同毒株的诺如病毒，检测到的

病毒数量有着10～1000倍的差异¨。。分析本研究

中诺如病毒检测结果为阴性的标本多来自腹泻症状

处于恢复期的患者，而阳性标本多来自急性期患者。

另有一份标本是患者的盐水灌肠取样，用RT—PCR

方法检测为阴性，而酶免疫分析试剂盒检测此份标

本为诺如病毒阳性，可能是由于盐水稀释使病毒

RNA降解造成结果的差异。因此在诺如病毒的检

测方面需要收集更多更广泛的资料，不断改进和优

化检测方法以提高该病毒的检出率。

对Nv8一Bemng进行的vPl全基因序列分析的

结果显示，该毒株为诺如病毒GⅡ一4型。文献资料

显示近年来由诺如病毒引起的急性胃肠炎的暴发以

GⅡ一4型为主并具有高度的变异性‘8’9。，本研究初步

结果提示北京地区的此次医院内腹泻暴发是由

GⅡ一4型诺如病毒引起，并极可能是同一株病毒在

北京不同医院内传播。从氨基酸的同源性分析结果

可以看到，该毒株与美国毒株Farmington及中国兰

州毒株同源性较高，而与北京地方株CR2905相比

变异性相对较大，北京地方株CR2905为2004年11

月份散发的儿童腹泻标本¨-，北京地区儿童与成人

诺如病毒是否存在差别，以及北京地区的毒株与其

他地区是否存在变异，我们正在做进一步的研究。

从氨基酸序列的比较分析，该毒株氨基酸变异较大

的部位位于组成蛋白的P2结构域处。P2结构域在

免疫识别及细胞间相互作用中起重要作用¨0|，是否

由于病毒VPl在该区域发生变异，使得北京地区人

群的免疫系统无法识别而导致腹泻的暴发，有待于

对更多毒株的基因做全面分析。

本研究运用RT—PCR确定了北京地区此次住

院患者中的腹泻暴发为诺如病毒感染引起。该病毒

有较强的抵御外界条件的能力，且传播途径较广、传

播速度快，而此次医院内感染多为机体抵抗力低下

的老年人和手术后患者，早期进行病原诊断，及时控

制感染对于阻断医院内感染具有重要的作用。
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