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诺如病毒胃肠炎暴发后环境中病毒检测
情况分析

周晓红李晖杨杏芬柯昌文钟豪杰孙立梅郭汝宁

【摘要】 目的了解诺如病毒胃肠炎暴发后，病例临床症状消失、末例病例发病日期经过最

长潜伏期(72 h)且无续发病例的情况下，病例家庭环境及外环境水标本中病毒存在情况。方法

在末例病例发病日期经过最长潜伏期(72 h)后，采集病例肛拭标本、家庭环境标本、外环境水标

本，采用RT-PCR方法检测病毒，阳性标本测序分析。结果9份病例肛拭标本中3份呈阳性；46

份家庭环境拭子中2份呈阳性，分别是来自两户已无现症病例的家庭厕所马桶表面；5份外环境水

标本中1份呈阳性，即村民粪便直接排入的河涌。病例肛拭、家庭环境拭子及河涌水三者检出的

病毒株核苷酸序列一致。提示病毒同源。结论诺如病毒胃肠炎暴发后期，病例肛拭、病例家庭

环境及外环境水标本中仍能检出病毒，因此有必要加强病例的粪便管理及疫情后期的环境消毒，

以防粪便污染引起二代病例。
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【Abstract】 Objective To study the status of norovims in environment of the patient’S

residence and、vater samples after a norovirus gastroenteritis outbreak。to provide evidences for the

development of strategies for prevention and contl'ol of the disease．Methods Atier a norovirus

gastroenteritis outbreak，anus swabs from the patient，swabs from the household environment and the

water samples were collected to detect the norovims by RT-PCR methods．Sequencing analysis was

conducted On those positive specimens．Results Three specimens of the anus swabs from 9 patients
and 2 samples of the 46 house environment swabs were positive to the virus．The latter were from the

surface of water-closets of two families that the illness were asymptomatic．Among 5 water samples，

only one was positive，which was the rivulet water that the feces of the villagers evacuated directly．

Results showed that the sequences of the virus demcted from the anus swabs of the patients．the SWabS

from the household environment and the samples of the rivulet water belonged to the same species．

Conclusion It iS necessary to strengthen activities as supervision and disinfection to the feces of the

patients，especially 0171 monitoring the feces that might have contaminated the water during the

noroviru gastroenteritis outbreak．
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·现场调查·

的重要病原之一。近年在我国由该病毒引起急性胃

肠炎暴发的报道增多n剖。鉴于病例感染该病毒后

排病毒期长，且病毒在外界存活能力强的特点n．s】，

本研究通过广州市一起NoV胃肠炎暴发后期，采集

病例肛拭、家庭环境标本、外环境水标本进行病原学

检测分析，并结合该疫情流行病学资料，探讨疫情暴

发后期病毒污染外环境的情况。
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对象与方法

1．一般资料：疫点村为独立村落，全村75户295

人。饮用水为市政自来水，村中户与户之间紧密排

列，卫生条件一般。厕所均为村民自建，粪便未经处

理就经村中明渠或暗渠直接排放到附近河涌。农田

灌溉用水一部分来自河涌水，村民日常食用蔬菜均

为自种。大部分村民以务农为主，疫情发生前该村

无聚餐史、聚会活动。

2．疫情流行病学特征：首发病例女性，48岁，于

2009年11月21日出现头晕、呕吐，伴有恶心、腹胀、

乏力和寒战。该病例日常以家务为主，无外出进餐

及活动史。12月1日此次疫情出现最后一例病例，

发病高峰在11月27—28日。全村共37例村民发

病，罹患率为12．5％。病例分布在全村20户，占总户

数的26．7％。其中年龄最小6月龄，最大92岁，主要

集中在0～10岁和>45岁年龄组，分别占24．3％、

45．9％；男性发病16例，女性发病2l例，男女发病比

例O．8：1。患者以腹泻(67．6％)、呕吐(54．1％)、恶心

(56．8％)、腹痛(54．1％)等胃肠道症状为主，部分病

例伴低热(13．5％)、头晕(21．6％)、乏力(27．1％)等。

大部分病例症状较轻，且有自限性，病程通常为1—

2 d，最长3 d。

3．标本采集：在所有病例临床症状均消失、末例

病例发病日期经过最长潜伏期(72 h)且无续发病例

的情况下，分别采集病例肛拭标本、家庭环境标本、

外环境水标本。

(1)病例标本：按照参考文献[9]对疑似病例的

定义，采集9例疑似病例肛拭(分别来自第ll、43、

44、45、55、6l、63、67号家庭，其中第43号家庭采集2

份)；冷藏运送至实验室。

(2)家庭环境标本：用棉签沾适量MEM液，采

集病例家庭(第3、38、39、63、67号家庭)环境(厕所

马桶表面、厕所门把手、厕所水龙头、厨房门把手、厨

房用具、冰箱把手、呕吐物地面、卧室门把手等)标

本，共46份，冷藏运送至实验室。

(3)外环境中水标本：采集该村池塘水、河涌水、

农田灌溉水、病例家庭蓄水池饮用水(水源均为市政

自来水)，共5份标本，各标本采集量为2．5 L，冷藏运

送至实验室。

4．标本检测：

(1)标本前处理：①肛拭及家庭环境标本：含拭

子试管漩涡振荡2 rain后，弃拭子，剩余MEM液

3000 r／min离心3 min，取上清提取病毒RNA。由于

环境标本中病毒含量低，为防止实验室污染，病例

肛拭标本、家庭环境标本及水标本分别在不同楼层

的实验室进行前处理。②水标本：采用普通混合纤

维素酯微孔滤膜法富集病毒¨引。l L水样中加入

20 ml 2．5 mol／L的MgCI：，终浓度达到0．05 tool／L；

用1 mol／L的盐酸调节水样使pH=3．0；0．45 pm混合纤

维素酯微孔滤膜(AD、，ANTEC CAT．NO：A045A142C)

真空抽滤，然后用3％牛肉膏一0．05 mol／L甘氨酸洗脱

液(pH=9．5)洗脱滤膜(20～30 rain)，收集洗脱液用

PEG—NaCI法进行二次浓缩。向含病毒洗脱液巾加

入40％的PEG6000，终浓度为10％；加入5 mol／L的

NaCI溶液，使终浓度为0．3 mol／L；充分混匀，于4℃

下静置过夜；在4 cc 10 000 r／min离心30 rain后弃上

清液，保留沉淀待提取病毒RNA。

(2)病毒RNA提取：按QIAGEN QIAamp Viral

RNA Mini Kit(CAT．NO：52906)试剂盒提取。用经

过高压的DEPC水作为阴性对照，与待检标本同时

提取RNA及RT-PCR检测反应。

(3)R1’．PCR方法：合成引物Ⅳ13I／JVl2Y⋯】，采
用日本TaKaRa公司的One step RNA PCR Kit进行

RT-PCR，总反应体积为25 IXI[DEPC处理H：0 ll“l、

10 x buffer 2．5 IXl、dNTPs 2．5¨l(10 mmol／L)、MgCh

0．5 p1(25 mmol／L)、JVl3I(10 nmol／L)0．5 IXl、JVl2Y

(10 nmol／L)0．5 pl、AMv-RT 0．4斗l(5 U／Ixl)、Taq

polymerase 0．4 Ixl(5 U／¨1)、Rasine 0．4 Ixl、RNA 2 Ixlj。

反应参数：50℃45 min；94 oC 2 min；94 oc l mi一
50℃80—72 oC 1 min(6个循环)；94℃30—
52℃30 s_72℃30 s(30个循环)；72℃7 rain。目

的片段长度为327 bp，用1．5％琼脂糖凝胶110 V电

泳15 rain观察结果，对于检测到与预期大小相符的

标本判为阳性。

(4)核酸测序：选取PCR阳性的标本，用Qiagen

公司胶回收试剂盒纯化后，用PCR引物进行测序反

应，产物纯化后直接在ABI PIusM@3 130测序仪上

进行双向测序。测序结果应用MEGA4．0软件进行

核苷酸序列同源比较和种系进化分析，所用参考毒

株序列来源于GenBank数据库。

结 果

1．RT-PCR检测：RT-PCR检测阴性对照结果均

为阴性，证实检测过程中不存在实验室污染。9份

病例肛拭标本中3份阳性，分别来自第44号、第61

号、第67号村民家庭。46份家庭环境拭子中2份阳

性，分别是第3号和第67号村民家庭厕所马桶表
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面。5份外环境水标本中l份阳性，为村民粪便直接

排入的河涌水阳性(图1)。

注：图中数字表示村民家庭编号；●病例肛拭阳性；-k家庭环境

检出病毒；★外环境水标本中检出病毒

图1 NoV急性胃肠炎暴发村病例、家庭环境

及外环境水标本检出情况分析

2．测序分析：6份阳性标本中，有3份标本

RT-PCR产物量偏低不适合测序，只测序3份标本

(病例肛拭、家庭环境拭子、河涌水各l份)。病毒序

列做核苷酸相似性分析，三者核酸相似性100％，提

示三者同源(图2)。

上述3份标本病毒测序后，将测序结果于

GenBank进行BLAST比较，证实3株病毒均为

NoV。将引物序列去除后，与参考株进行比较，并绘

制进化树(图3)，表明本次疫情的病毒株与参考株

Camberwell Virus同源性最高，属于GⅡ一4群。

讨 论

GⅡ一4是近年国内外引起NoV胃肠炎暴发的重

要基因型乜·12]。本研究通过对病例临床表现、流行病

学调查及病原学检测，确认本次疫情是一起由NoV

GⅡ一4型引起的胃肠炎暴发。NoV主要通过粪一口

途径感染，常见的传播途径为食用被污染的食品及

水、生活接触。人群感染暴发最初通常由食用被污

染的食品及水引起．然后通过人间接触传播””。本

次疫情暴发主要传播途径为密切接触。

在调查疫情暴发，居住环境拭子的检测对暴发

原因及传播途径的确定有重要作用，疫情后期，也能

指示环境受病毒污染的程度。Whitney等¨41对美国

北卡罗来纳州幼儿圊暴发的急性胃肠炎调查显示，

外环境拭子的阳性率为59％，其中45％的外环境拭

子与患者粪便标本检出相同的病毒。本研究共采集

检测46份环境拭子，其中2份(第3号、第67号家庭

厕所马桶表面)阳性。这两户已无现症病例家庭的

厕所马桶表面检测出病毒株与病例肛拭检出的病

毒株核苷酸序列高度一致，提示病毒同源。提示两

种可能：①病例通过粪便排病毒通常发生在暴露后

15 h，以暴露后25～72 h传染性最强，可持续到症

状消失后2周以上"]。本研究采样时病例已无临床

症状，但存在隐匿排病毒通过粪便污染马桶表面的

可能性。②NoV在外界抵抗力很强¨5|，且在外环境

中能长时间存活，容器表面的病毒7 d后仍有较高浓

度的检出值哺]。因此本研究在家庭厕所马桶表面检

出的病毒是否由病例发病期间排出，在外界长时间

存活至采样当日，还有待深入研究。上述两种可能

性都提示，疫情暴发后需要注意病例粪便的管理及

厕所的消毒。

NoV是重要的食源性及水源性病毒”引，水源污

染是重要的疫情暴发原因n7。20]。由于该村家庭粪便

未经处理就直接排放到该河涌(在河涌水中检测出

与病例肛拭、家庭厕所马桶表面核苷酸序列一致的

病毒株)，提示河涌水已经受到粪便的污染。该村村

民饮用水为市政自来水，且村民的蓄水池水中未检

出病毒，因此排除经该河涌的水直接引起暴发的可

能。疫情发生期间，当地卫生防疫部门已经对河涌

进行消毒，但在所有病例临床症状消失，末例病例发

病时间经过最长潜伏期(72 h)且该村无续发病例的病例肛拭GTGC]'GGCAGCTGCq'CI'AGAAATCATGGTI'AAATICTCCTCAGAACCACA删AGGTAGTAGCAG
环境拭子⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．
小河涌水⋯⋯⋯·⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

I商例肛拭从GA0c1Tcr九℃TCCT^G嘟鲫o(认mGrr(酾GAc兀℃AcAATATcAATcAAcGAa0GTcrr(X娜
环境拭子⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．
小河涌水⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯·

病例肛拭TGCK酊ICICCCTGCACCTCCCAATGGAACICCATCGCCCACTGCK2TTCTCACTCTCTGTGCACTCTCCGAA

环境拭子⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯．
小河涌水⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯-

病例肛拭GTTACAAATTTGTCCCCAGACATCATACAGGCTAATTCTCTCTTCTCCTIL-了ATGGTCIATGATGAA

环境拭子⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯
小河涌才(⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

图2病例肛拭、家庭环境拭子及河涌水中检出NoVRNA依赖的RNA聚合酶区部分核苷酸序列分析
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注：646为病例肛拭；w2为水标本；h2．5为家庭环境拭子

图3 NoVRNA依赖的RNA聚合酶部分核苷酸

序列进化树

情况下，从无现症的病例家庭环境及外环境水标本

中仍能检出NoV。而在此情况下，易被认为“疫情结

束”而放松后续处理工作。此结果提示：①病例临床

症状消失且无续发病例，还不能判断为疫情解除或

疫情扑灭，必须考虑到病例排病毒期长、病毒在外界

存活能力强，残留在外环境的病毒有引发二代感染

的可能性；②Nov胃肠炎疫情暴发后要加强病例粪

便的管理及有效消毒，尤其要注意粪便对水源污染

的监控。

(广州市南沙区疾病预防控制中心在调查采样过程中给予支持

协助，谨此感谢)
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