
·218· 史堡鎏鱼瘟堂苤查；!!!至!旦箜；!鲞箜j塑 竺!i!』垦gi!!坐i!!!坚!望!；!!!!y!!：；!!塑!：i

医院内诺如病毒感染的三种病原学

检测方法应用比较

陈冬梅 贾立平 张又 钱渊 邓莉 贾莉英 高燕

·诺如病毒腹泻·

【摘要】 目的 找到一种简便易行的检测感染性腹泻粪便标本中诺如病毒的方法。方法 用两

种酶免疫吸附试剂盒检测北京地区婴幼儿腹泻和综合医院内成人感染性腹泻粪便标本中的诺如病

毒，并用逆转录一聚合酶链反应(RT—PcR)作对照，评价这两种试剂盒。用两种试剂盒分别检测69份

儿科病房标本和来自3家综合医院15份成人医院内感染性腹泻的粪便标本中诺如病毒；其中5份儿

科病房和15份成人病房的粪便标本还同时进行了RT—PCR检测。结果 84份粪便标本中，试剂盒甲

的诺如病毒检出率为20．2％(17／84)，试剂盒乙的诺如病毒检出率为36．9％(31／84)；两种试剂盒的符

合率为73．8％(62／84)，但试剂盒乙的检出率显著高于试剂盒甲(P<0．01)。在应用了RT—PCR检测

的20份标本中，阳性率为55．0％(1l／20)。试剂盒甲与RT—PcR检测结果相比，检出率明显低于

RT—PcR(P<0．05)，试剂盒乙与RT—PCR检测结果相比，检出率差异无统计学意义(P>0．05)。3家

综合医院的成人标本中，每家医院都有2份或2份以上送检标本诺如病毒检测阳性，结合临床诊断可

判定为诺如病毒医院内感染暴发。结论酶免疫吸附方法检测诺如病毒感染简便易行、利于推广，试

剂盒乙可以替代RT—PcR方法应用于临床。3家综合医院都存在诺如病毒医院内感染的暴发。

【关键词】诺如病毒；医院内感染；暴发；酶免疫吸附
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【Abstract】 0bjective In order to find out a more convenient，rapid and efficient way in detecting

human Norovirus infections in specimens collected from hospitalized patients with acute non—bacterial

diarrhea in Beijing． Methods Two kits for enzyme immunoassay(EIA) were used to detect human

Noroviruses in st∞l specimens coUected from 69 infants and young children as well as 15 adults who were all

diagnosed as acute non—bacterial diarrhea in 4 different hospitals． Reverse transcription—polymerase chain

reaction(RT—PCR)was performed to evaluate the data from two kits in this study．Data were statistically

analvzed bv SPSS l 1．5 Software．Y2 test was used’to teSt catego“cal va“ables．ResuIts Out of 84 st00l

specimens coUected from infants and young children or adults with acute non—bacterial diarrhea， 17

(20．2％)were Norovirus positive determined by EIA kit A and 3 l(36．9％)were Norovirus positive

deternlined by EIA kit B． Y2 test used to test categorical variables showed signi“cant differences(P<

0．0 1)，suggesting that the EIA kit B was superior to the EIA kit A．Among these 84 st∞l specimens，20

were tested by RT—PCR simultaneouslv．Out of those 20 specimens，1 1(55．0％)were Norovirus positive

as determined by RT—PCR，w hich was higher than that fronl 2 EIA kits．Results from 10(50．O％)

samples detected by EIA kit A were consistent with those detected by RT—PCR． Through Y2 test，the

categorical va“ables showed significant differences with P<0．05，suggesting that RT—PCR was superior to

the EIA kit A． Results fmm 14(70．O％)Samples detected by EIA kit B were consistent with t}10se

detected by RT—PCR while)(2 test showed that the differences were not significant(P>0．05)，among

categorical va“ables suggesting that EIA kit B was as sensitive as RT—PCR in detecting Norovirus．There

were hospital acquired diarrhea outbreaks in these three hospitals since at least 2 Norovirus positive

specimens were detected in each of the hospitals．Conclusion To detect human Norovinlses infection，ElA

seemed to be more convenient and time saving than RT～PCR which had been used worldwide．The EIA kit

基金项目：国家自然科学基金资助项目(30270067)

作者单位：100020北京，首都儿科研究所病毒研究室北京市感染与免疫中心实验室(陈冬梅、贾立平、张又、钱渊)；首都儿科研究所附属儿

童医院感染消化科(邓莉、贾莉英)；北京大学人民医院感染科(高燕)

通讯作者：钱渊，Email：yqianbjc@263．net

 



主堡煎塑题堂苤查!!!!生!旦箜!!鲞箜!塑垦丛!!垦2i!!里i!!!丛!鉴!；!!!!!尘!：；!!盥!：j

B in this study was comparable to RT—PCR for detecting Norovirus in st00l specimens． Noro“rus was a

pathogen causing hospital acquired diarrhea outbreaks in these three hospitals．

【Key words】 Norovirus；Hospital—acquired infection；0utbreaks；Enzyme immunoassay

诺如病毒感染性腹泻是由诺如病毒属病毒引起

的腹泻，具有发病急、传播速度快、涉及范围广等特

点，是引起非细菌性腹泻暴发的主要病因。诺如病

毒基因高度变异，在同一时期和同一社区内可能存

在遗传特性不同的毒株流行。诺如病毒抗体没有显

著的保护作用，尤其是没有长期免疫保护作用，极易

造成反复感染¨’2I。由于诺如病毒的高变异性，至

今没有找到简单快速的检测方法，本研究收集了两

种检测试剂盒，希望能找到一种简单、快速、有效的

检测方法，以便在临床单位推广应用。

材料与方法

1．材料：

(1)标本来源：本研究用于检测诺如病毒的腹泻

患者粪便标本共有84份，其中69份来源于某医院

儿科病房，15份分别来自3家医院成人病房(老年

病房、心脏外科术后病房和精神病病房)。

(2)试剂盒来源：试剂盒l：由日本大阪甥市卫

生研究所所长田中智之教授研制并赠送；试剂盒2：

由德国必发分析系统销售(北京)有限公司惠赠。

(3)引物设计：根据本实验室前期从北京市婴幼

儿散发的腹泻标本中检测到的诺如病毒核衣壳蛋白

(N蛋白)的编码基因设计¨1。

2．方法：

(1)试剂盒l：用诺如病毒抗体包被板检测诺如

病毒。每次检测时设空白和阳性对照：一孔作空白，

两孑L用试剂盒中的诺如病毒阳性对照作阳性对照。

按照试剂盒说明书操作。①标本用样品稀释液稀释

成10％的粪便悬液，室温静置10 min，取上清液备

用。每孑L加入稀释的标本、样品稀释液(空白)或阳

性对照各100肚l。按照上述步骤的顺序和时间间

隔，依次在每孑L中加入100肚l酶标抗体，用铝箔覆盖

置于平稳处，室温孵育2 h。②吸出孔中的液体，每

孔加入约250肛l的洗液，混匀，吸出孔中的液体。重

复洗涤4次。然后倒置板子，在干净的纸巾上拍击，

以去除孑L中残余液体；每孑L加入100肚l底物，用铝箔

覆盖置于平稳处，室温孵育30 min。③每孑L加入

100弘l终止液，20 min内于450／630 nm测量每孔的吸

光度(A)值。④结果判定：A值≥0．5×(两阳性对

照孔A值的均值)即判定为阳性结果，A值<0．5×

(两阳性对照孑L A值的均值)即判定为阴性结果。

(2)试剂盒2：用诺如病毒抗体包被板检测诺如

病毒。每次检测时，设阴性对照和阳性对照：一孑L作

阴性对照，两孑L用试剂盒中的诺如病毒阳性对照作

阳性对照。按照试剂盒说明操作。①标本用样品稀

释液l：6稀释成粪便悬液，5000 r／min离心5 min，取

上清液备用，每孑L加入稀释的标本、样品稀释液(阴

性对照)或阳性对照各100“l；用铝箔覆盖置于平稳

处，室温孵育1 h。②吸出孑L中的液体，每孑L加入约

300￡tl的洗液；混匀，吸出孑L中的液体，重复洗涤4

次；然后倒置板子，在干净的纸巾上拍击，以去除孔

中残余液体；按照上述步骤的顺序和时间问隔，依

次在每孔加入100肛l酶标抗体。用铝箔覆盖置于平

稳处，室温孵育30 min。③吸出孑L中的液体，每孔加

人约300肚l的洗液；混匀，吸出孑L中的液体，重复洗

涤4次；然后倒置板子，在干净的纸巾上拍击，以去

除孑L中残余液体。按照上述步骤的顺序和时间间

隔，依次在每孑L加入100“l底物。用铝箔覆盖置于

平稳处，室温孵育15 min。④每孑L加入100肚1终止

液，于450／630 nm测量每孔的A值。⑤结果判定：

A值≥(阴性对照孔的A值+0．15)×(1+10％)即

为阳性结果，A值<(阴性对照孔的A值+0．15)×

(1—10％)即为阴性结果。如果A值在(阴性对照

孑L的A值+0．15)×(1±10％)之间，重测一次，如

果结果还是在此范围，建议为阴性。

(3)逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)：取适量粪

便标本，用Trizol按照说明书提取RNA。取适量

RNA，用随机引物逆转录成cDNA，用上述特异引

物进行PCR检测，扩增产物用1．2％琼脂糖凝胶电

泳检测，引物序列和具体操作参照文献[3]。

(4)统计学分析：用sPss 11．5统计软件；计数

资料以百分比表示，率的显著性检验采用Y2检验，

P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1．试剂盒检测：为避免推荐嫌疑，在本结果中，

将两种试剂盒随机编号为试剂盒甲和试剂盒乙。在

检测的84份标本中，儿童标本69份，成人标本15

份。试剂盒甲共检出阳性标本17份，阳性率为

20．2％，其中14份来自儿科病房，占儿科标本的
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20．3％(14／69)；另外3份来自成人病房，占成人标

本的20．0％(3／15)。试剂盒乙共检出阳性标本31

份，阳性率为36．9％，其中25份来自儿科病房，占儿

科标本的36．2％(25／69)；6份来自成人病房，占成

人标本的40．O％(6／15)。

两种试剂盒检测结果符合情况见表1。两种试

剂盒的符合率为73．8％(62／84)，其中13份为阳性，

49份为阴性；另外22份标本检测结果不一致。这

两组检测结果经过Y2检验，P<0．05，说明两组数

据之间差异有统计学意义，即在本研究中试剂盒乙

的阳性检出率明显高于试剂盒甲。

表1 两种试剂盒检测诺如病毒结果比较

2．RT—PCR结果：本研究中，有20份粪便标本

进行了RT—PCR检测：15份来自成人病房的粪便标

本、5份来自儿科病房。RT—PCR与ElA由不同工

作人员完成，各方法独立判定结果。检测的20份标

本中，11份为阳性，阳性率高达55．0％(11／15)，其

中9份为成人粪便标本，占成人标本的60．0％(9／

15)，2份为儿科病房的粪便标本，占儿科标本的

40．0％(2／5)。

3．两种试剂盒与RT—PCR检测结果的比较：对

于诺如病毒感染，RT—PCR检测是目前为止公认的

敏感性和特异性都较好的检测方法，因此，本研究以

RT—PCR检测结果作为标准，评价两种．试剂盒。

RT—PCR结果与两种试剂盒检测结果相比较，3种方

法检测结果完全一致的标本有10份，其中2份为阳

性，其余8份为阴性，另外10份检测结果不一致

(表2)。

表2 20份标本3种方法检测诺如病毒的结果

检测方法—r—i——r——了——芋查芝亨二了——i—而

检测方法1了—五—1了—1丁—{}苎竿i．_了_—石—而
试剂盒甲一 ～ 一 一 十

～ + 一 一

试剂盒乙一 ～
+ + + + + 一 一

RT．PCR 一 十 + + 一 + + + +

把RT—PCR结果作为标准，对两种试剂盒的结

果进行评价(表3)。试剂盒甲与RT—PCR相比，符合

率为50．0％(10／20)；试剂盒乙与RT—PCR相比，符合

率为70．0％(14／20)。两种试剂盒的结果与RT—PCR

结果分别做Y2检验，试剂盒甲与RT—PCR的结果相

比较，P<0．05，说明两检测结果之间差异有统计学

意义，试剂盒乙与RT—PCR的结果相比较，P>0．05，

说明两检测结果之间差异无统计学意义；即在本研

究中试剂盒乙与RT—PCR结果的差异无统计学意

义，可以替代RT—PCR检测，而试剂盒甲不能取代

RT—PCR检测。

表3 两种试剂盒检测诺如病毒结果评价

4．医院内感染：本研究中所用15份来自成人病

房的标本，是由于这三家医院病房内发生了住院患

者多人腹泻，症状相同，怀疑为医院内感染，但排除

了细菌感染，送到本研究室进行病毒病原检测。本

研究室先前的工作排除了轮状病毒感染的可能∞J，

进一步做诺如病毒检测。这15份标本，7份来自医

院甲，6份来自医院乙，2份来自医院丙。三家医院

送检标本的诺如病毒检出率分别为42．8％(3／7)，

83．3％(5／6)和100％(2／2)。三家医院送检标本中

都有2份或2份以上为阳性；根据2001年11月卫

生部下发的医院感染管理规范和医院感染诊断标准

(试行)，均可判定为诺如病毒医院内感染暴发。

讨 论

诺如病毒感染性腹泻在全世界范围内均有流

行，全年均可发生感染¨o。在我国5岁以下腹泻儿

童中，诺如病毒检出率为20％左右，血清抗体水平

调查表明我国人群中诺如病毒的感染亦十分

普遍‘5
1

6|。

本研究中所用两种试剂盒，检出率有一定差异，

可能与试剂盒制备中所用的抗原有关。所用抗原与

此次流行毒株的抗原性接近，其检出率就高，反之，

则检出率降低。由本研究看，试剂盒乙所用抗原与

优势毒株的抗原更为接近。而试剂盒甲所用的抗原

可能与本研究中的抗原性有一定差异，检出率不如

试剂盒乙高。本研究中，诺如病毒的检出率，除试剂

盒甲外，均高于以前的研究∽。13|。原因可能有以下

几个方面：
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1．检测方法优于以前。以前的检测方法一般用

酶免疫分析法，此次使用的试剂盒乙虽然也是酶免

疫分析法，但为以前方法的改良，是第二代酶免疫分

析试剂盒，检测效果较好，检出率高。在一定程度上

讲，RT—PCR方法的检出率与引物设计的好坏相关

性较高，本研究中所用引物为本研究室根据引起北

京地区散发的儿童腹泻的诺如病毒的核衣壳蛋白的

基因序列设计的，与北京地区的优势毒株匹配较好，

检出率较高。

2．与多次暴发有关。医院内感染亦称医院获得

性感染。它可泛指发生在医院内所有人员的一切感

染，但确切地说，它是指患者在入院时既不存在、又

不处于潜伏期，而是在住院过程中获得的感染；医院

内感染性腹泻是医院内感染类型中的一种，其发病

率为0．3％～0．7％，在医院内感染中位居2～4位。

医院各科室均可有感染性腹泻病例发生，但多见于

儿科患者¨7。。有报道从2006年10月以来，诺如病

毒在全球连续引起暴发；我国广州市及北京市多家

医院发生了多起住院患者腹泻，怀疑与诺如病毒感

染有关--8I。本研究结果也进一步证实了这一点，确

定这三家医院的院内感染与诺如病毒有关。

本研究中的84份标本，2份来自于某精神病院

的病房，13份来自老年或心脏病术后的病房，69份

来自于儿科病房，这些人群均属于免疫力较低的人

群。精神病患者住院期间发生腹泻的因素是多方面

的，由于患者的特殊性，长期住院身体抵抗力下降，

而抗精神病治疗所产生的副作用是主要的诱发因

素，且具有一定的季节性、多发生在春夏季¨9I。本

研究中的2例精神病患者发生诺如病毒腹泻，另外

该病房有多人腹泻，由于收集标本有一定的困难，故

只送检了2份标本，检测均为阳性。

综上所述，RT—PCR灵敏度和特异性均较酶免

疫吸附方法高，但是推广上存在困难，而酶免疫吸附

方法的试剂盒则是一种适于临床推广的检测方法。

本研究中，两种试剂盒相比较，试剂盒乙可能更适于

近期的诺如病毒感染的检测(P<0．01)。另外，诺

如病毒引起院内感染的情况应引起广大医务工作者

和卫生行政管理部门的高度关注。
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