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北京地区急性胃肠炎患者诺如病毒
分子流行病学调查

桑少伟 赵仲堂 索继江 邢玉斌 贾宁 高岩 杜明梅

谢丽君刘伯伟任世旺刘运喜
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·实验室研究·

【摘要】 目的 探讨北京地区急性胃肠炎患者诺如病毒分子流行病学特征。方法采用

RT-PCR扩增核酸和测序分型方法。结果共收集腹泻标本685份，检测诺如病毒阻性66份，阳性

率为9．6％。检出率在患者性别、年龄、住院和门诊间的差异均无统计学意义；诺如病毒胃肠炎患

者时间分布也无明显季节性。66份阳性标本采用ORF2区测序分型，其中43份可分型。G I组占

22．7％，包括G I．3型2份、G I．4型1份、G I．5型4份、G I．7型3份；G11组占77．3％，其中以GII．4

型为主(60．6％)，其他包括GⅡ．2型l份、GⅡ．3型l份，GⅡ．5型l份、GII．6型2份、GII．7型1份、

GⅡ．12型7份。6例出现G I组和GⅡ组混合感染，其中可分型的有G I．3／GlI．7、G I．5／G1I．5、

G I．4／GⅡ．4。结论北京地区急性胃肠炎患者诺如病毒呈现基因多样性，且以GⅡ组为主，其中

GⅡ．4／2006a和2006b是主要的流行变种，存在GI和GⅡ组混合感染现象。
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诺如病毒分为5个基因组(G I～V)，而感染人

类的只有G I、GⅡ和GⅣ组，其中以G I和GⅡ组

导致急性胃肠炎最常见。每组诺如病毒又包括若干

基因型。目前诺如病毒尚不能在体外培养，也无针

对该病毒的疫苗。为探讨北京地区诺如病毒流行现

状，本研究采用医院急性胃肠炎病例腹泻标本分析

诺如病毒分子流行病学特征。

材料与方法

1．腹泻标本：2009年4月至2011年11月收集解

放军总医院急性腹泻(<24 h腹泻稀便或水样便≥3

次)标本685(男性365，女性320)份，患者年龄1—91

(M=34)岁。腹泻标本在收集后的2 h内送实验室，

并分装至含PBS(pH=7．2)溶液的EP管内，配成
1 0％粪便悬液后一20℃条件下储存。

2．检测方法：采用Ⅵral Nucleic Acid Extraction

Kit 11试剂盒，按照说明书方法提取病毒RNA。采用

RT-PCR检测诺如病毒(表1)。将5 gl PCR扩增产

物点样在1．5％琼脂糖凝胶上电泳，稳压140 V，时间

40 min，用凝胶成像系统观察PCR产物电泳条带，并

用凝胶成像系统照相。将扩增条带良好的诺如病毒

片段递交公司测序，使用Mega 5．0软件对核酸序列

比对并采用邻近法建进化树，对核苷酸序列重复抽

样，bootstrap值为1000。

表1检测诺如病毒所用的引物、扩增区域、

引物序列及扩增片段

分组扩增区域 引物序列(5’～3’) 磊嚣
G I Capsid(Vpll 330

GlSKF CTG CCC GAATTYGTAAATGA

G1SKR CCAACC CARCCATrR TACA

GⅡCapsid(Vpl、 387

G2SKF CNT GGGAGG GCGATC GCAA

G2SKR CCR CCN GCATRH CCR TTR TAC AT

GⅡCapsid(Vpll 387

COG2F CARGAR BCNATGTTYAGR TGGArGAG

G2SKR CCR CCN GCA TRH CCRTTR TAC AT

3．统计学分析：使用SPSS 16．0软件对诺如病毒

检出率在性别、年龄、门诊和住院患者间的差别，利

用#检验进行分析。

结 果

1．阳性检出率及临床症状：共收集到合格标本

685份(其中2009年167份，2010年160份，2011年

358份)，检测诺如病毒阳性66份，阳性率为9．6％

(66／685)。其中男性36份和女性30份阳性，阳性率

分别为9，9％(36／365)和9．4％(30／320)，差异无统计

学意义(P=0．845)，各年龄组间阳性检出率也无统

计学的关联(表2)。对3年的数据综合分析，3—11

月均未呈现明显的季节性趋势(图1)。诺如病毒检

出阳性患者中腹痛37例(60．7％，37／61)，呕吐32例

(49．2％，32／65)，恶心40例(63．5％，40／63)，发热(最

高39．3℃)17例(27％，17／63)。

表2 685例急性腹泻患者检出诺如病毒阳性标本的

年龄、性别和不同就诊情况分布

图1 2009-201 1年北京地区685例急性腹泻患者

诺如病毒检出率季节变化趋势

2。病毒测序分型：66份阳性标本中成功分型

43份。共检测到G I组诺如病毒10份(22．7％)，其

中G I．3型2份、G I．4型1份、G I．5型4份、G I．7

型3份(图2)。

用COG2F／G2SKR引物成功扩增7份阳性标

本，用G2SKF／G2SKR引物扩增共检测到阳性标本

26份，本次共检测到GⅡ组诺如病毒33份

(77．3％)。其中包括GⅡ．2型1份、GⅡ．3型1份、G

Ⅱ．4型20份，GⅡ．5型1份、G II．6型2份、GⅡ．7型1

份、GⅡ．12型7份(图3)。出现G I组和GⅡ组诺如

病毒混合感染的有6份标本，成功分型的有G I．3／G

Ⅱ．7、G I．5／GⅡ．5、G I．4／GⅡ．4。
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注：进化树通过扩增ORF2部分序列构建。DesertShield(U04469)、Chiba407

(AB042808)、Musgrove(AJ277614)、Winchester(AJ277609)为参考株；L368／Beijing／
201 1、L379／Beijing／201 I、L239／Beijing／201 1、L359／Beijing／20ll、L107／Beijing／

2011、F666／Beijing／201l、L346／Beijing／201l、L447／Beijing／2011、F536／BeOing／
201 l、L449／Beijing／20l l为本研究检测株

图2 G I组诺如病毒进化树分析

讨 论

随着分子生物学技术的发展，尤其是RT-PCR

技术的应用，发现诺如病毒是导致急性胃肠炎的主

要病毒之一。由于各研究采用的引物不一致，或实

验方法敏感程度有差异，获得的诺如病毒阳性率不

尽相同，但Patel等Hj利用Meta分析得出各年龄组

人群诺如病毒散发急性胃肠炎的阳性率为12％

(95％CI：9％～15％)。本研究对诺如病毒GⅡ组

VPl区域的扩增采用两套引物，首先单独采用

G2SKF／G2SKR，然后将结果为阴性的标本再采用

COG2F／G2SKR扩增，发现如果单独采用第一对引

物，可使假阴性率升高。2007年7月至2008年6月

北京地区非细菌性胃肠炎病例中诺如病毒检出率为

26．6％”：。本研究检出率为9．6％。研究中发现诺如

病毒检出率在各年龄段间并无明显差别，且尚未发

现诺如病毒阳性率在性别问的差异。有研究发现诺

如病毒更容易感染组织——血型组抗原(HBGAs)

“分泌性”(se+)人群’3，即诺如病毒感染人群具有选

择性，但也有研究发现诺如病毒感染与HBGAs并不

存在相关性n1。

由于诺如病毒在冬季发病率相对于其他季节明

显升高，即诺如病毒急性胃肠炎发病存在季节性，已

有研究提示干、冷的气候更利于诺如病毒的活动b J。

但在澳大利亚，诺如病毒胃肠炎在暖季节流行№1。

韩国2009--2010年的数据显示，诺如病毒的流行季

节是从晚秋到春季【73；陈美芳等略’研究发现北京地区

2005—2006年流行季节是秋季，2007年7月至2008

年6月流行季节是1月和4月。由此可见诺如病毒

并无明显的季节流行趋势。本研究将2009—201l
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年每年3—11月(2月仅收集到2份标本，

12月和次年1月缺少数据)收集的数据合

并分析，以8月和10月诺如病毒检出率最

高，尚不能确定出现冬季流行，但也未发现

夏季流行的趋势。

诺如病毒中以GⅡ．4型导致的暴发和

散发最常见，有研究发现GⅡ．4的基因型

抗原漂移速度快，进化速度是其他基因型

的1．7倍旧1。从1996年开始，基因型GⅡ．4

毒株已成为世界流行株，且从2002年开

始每2～3年就会出现新的变种，并导致

世界范围的诺如病毒暴发和流行，其中包

括GⅡ．4 95／96、2002、2004、2006a和2006b

变种。2006年4月至2007年9月日本检出

的诺如病毒急性胃肠炎病例均为GⅡ组，GⅡ．4基因

型占93．9％，其中G II．4／2006b变种占90．3％，G 1I．4／

2006a变种占9．7％⋯；在2007年4月至2008年3月

散发性急性胃肠炎中GⅡ．4基因型占87％，且全部

为G 11．4／2006b变种⋯1。北京地区2007年10月至

2008年9月调查数据显示。”1，G II．4／2006b是主要基

因型(77．1％)。本研究成功分型的诺如病毒中，以

G II．4基因型为主(45．5％，20／44)，且全部是GⅡ．4／

2006a、G U．4／2006b亚型，分别占40％(8／20)和60％

(12／20)。由此可见2006--2011年G11．4／2006b变种

仍然是流行株，并无被替代的趋势，但MathOs等“列

通过对比利时2006—2010年诺如病毒分析发现，

G I／．4／2006b变种已经被G II．4／2010变种取代。可

见GⅡ．4基因型仍然流行，且GⅡ．4／2006a和2006b

还在世界范围内流行，其中2006b似乎比2006a致病

能力更强。需要强调的是GⅡ．2型，虽只在2011年

检测到l份，但GⅡ．2型在2009—2010年是日本的

主要基因型，并导致诺如病毒感染的暴发或散发，其

优势甚至超过GⅡ．4基因型¨“，因此必须警惕此型

病毒的致病能力。本研究仅采用了ORF2区域进行

测序分型，尚不能鉴别是否存在基因重组，因此有必

要对ORFl区域进行测序分型，以确定是否有重组

的发生。
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