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!

7

起暴发疫情共检测标本
.$.

份!诺如病毒阳性标本共
8#

份!总阳

性率为
8%4#1̂

!其中
]

(

型标本
8!

份!

]

&

型标本
.

份!

]

&

和
]

(

型混合感染标本
.

份$测序成功获得
#9

份

阳性标本
]

(

型诺如病毒
QZ.

基因序列!

#1

份为
]

(

4Z."

(

]

(

4!

亚型!其中
#8

份与
!$."

年中国香港株

"

VU11.$9.

#和中国广东株"

VU#98..%

#同源性最高!

!

份与
!$.1

年中国江苏株"

VU9$"%$.

#和
!$."

年泰国清

迈株"

NL71!%$9

#同源性最高'

.

份为
]

(

4Z1

(

]

(

4"

亚型!与
!$.#

年中国台湾株"

VN!"11#.

#同源性最高$

结论
!

!$.1

年该区诺如病毒疫情暴发的主要型别为
]

(

型!优势流行株为
]

(

4Z."

(

]

(

4!

亚型$

关键词"诺如病毒'

!

疫情'

!

流行特征'

!

分子分型

中图法分类号"

3%19

'

3.9.4%

文献标志码"

5

文章编号"

."1!67#88

"

!$.9

#

!#6%1%86$%

G9B67@B<;6

?

+:6>+9B9

=

+7<B7A<;<786;+,8+7,95-9;9F+;@,6

?

+:6>+79@8C;6<V,

*+,18:7%

(

%

#

.#,./&

(

%&

'

#

I".)&

#

.#,:7%

#

I-,@3/3/)

#

I"-57&

'(

%&

'

M%

#

:#18B4&

'

G%

$

57LDF7&D7<4

E

8/)&

'

0%&

'

B%LD<%HDF7&D7<

E

4<B%L7)L7F4&D<4G)&K

2<7N7&D%4&

#

@37&M37&8.9$$$

#

F3%&)

%

EC,8;<78

!

"C

*

678+F6

!

:;B;)

<

>*@*D2?@*

F

*D;?

'<

*;A?@*

<

E?@;

F

*D(ED2);=*BG=E>*

<

C2*)C;=;

F

CBE=B@E>EB6

?*>C(?CB(E((;BCE?*2JC?@?@**

<

C2*)CB;G?H>*Ea(;AD;>;KC>G(CD]GED

F

)CD

F

D*J2C(?>CB?4G68A9:,

!

&

<

*BC)*D(

;AEDE=(JEH(A>;)

<

E?C*D?(JC?@CDA*B?C;G(2CE>>@*E;G?H>*Ea(A>;)P*B*)H*>!$."?;NE>B@!$.1J*>*B;=6

=*B?*24-;>;KC>G(JE(2*?*B?*2H

'

A=G;>*(B*DB*

e

GED?C?E?CK*

<

;=

'

)*>E(*B@ECD>*EB?C;D

$

3:6ZO3

%

4:@*QZ.

F

*D*>*

F

C;D;A-;>;KC>G(JE(E)

<

=CAC*2H

'

D*(?*2ZO34:@*E)

<

=CAC*2

<

>;2GB?(J*>*C2*D?CAC*2H

'

E

F

E>;(**=*B6

?>;

<

@;>*(C(ED2(*

e

G*DB*24H6,@B8,

!

8#

<

;(C?CK*(E)

<

=*(;AD;>;KC>G(JE(2*?*B?*2CD.$.EDE=(JEH(

<

*BC)*D(

;A7;G?H>*Ea(

#

?@*?;?E=

<

;(C?CK*>E?*JE(8%4#1̂

#

?@*>*J*>*8!

<

;(C?CK*(E)

<

=*(;AD;>;KC>G(]

(

#

.

<

;(C?CK*

(E)

<

=*;AD;>;KC>G(]

&

#

.

<

;(C?CK*(E)

<

=*;A]

&

"

]

(

B;6CDA*B?C;D4:@*QZ.(*

e

G*DBCD

F

>*(G=?(;AD;>;KC>G(

CD7;G?H>*Ea((@;J*2?@E?#9(?>ECD(J*>*]

(

45);D

F

?@*)

#

#1(?>ECD(J*>*

F

*D;?

'<

*]

(

4Z."

"

]

(

4!

#

ED2

?@*

'

J*>*B=;(*?;?@*O@CDET;D

F

a;D

F

(?>ECD

$

VU11.$9.

%

ED2O@CDE]GED

F

2;D

F

(?>ECD

$

VU#98..%

%

CD!$."4

!(?>ECD(J*>*B=;(*?;O@CDEWCED

F

(G(?>ECD

$

VU9$"%$.

%

CD!$.1ED2:@EC=ED2O@CD

F

)EC

$

NL71!%$9

%

CD!$."4

.(?>ECDJE(

F

*D;?

'<

*]

(

4Z1

"

]

(

4"

#

ED2C?JE(B=;(*?;?@*O@CDE:ECJED(>?ECDCD!$.#

$

VN!"11#.

%

4I9-0

7B@,+9-

!

:@*)ECD

F

*D;

F

>;G

<

(;AD;>;KC>G(CD]GED

F

)CD

F

D*J2C(?>CB?J*>*]

(

#

ED2]

(

4Z."

"

]

(

4!JE(?@*

);(?)E

f

;>

F

*D;?

'<

*;AD;>;KC>G(4

J6

D

K9;:,

!

D;>;KC>G(

&

!

;G?H>*Ea(

&

!

*

<

C2*)C;=;

F

CBE=B@E>EB?*>C(?CB

&

!

);=*BG=E>?

'<

CD

F

!!

诺如病毒为杯状病毒属的单链
3-5

病毒#是引

起全球急性肠胃炎最重要的病原体之一)

.

*

(诺如病

毒共分为
]

&!

]

,

1

个基因组和
%$

个基因型)
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(

自
!$.#

年
..

月起就有报道显示#在中国广东+江苏

和浙江#以及日本等亚洲地区均有新型诺如病毒
]

(

4.1

引起的疫情暴发#对世界公共卫生造成极大的

影响)

%61

*

(从
!$."

年底至今#深圳地区不同区域连续

暴发诺如病毒疫情引起了相关卫生部门的重视(本

研究对
!$."

年
.!

月至
!$.1

年
%

月光明新区幼儿园

和小学因腹泻的患者进行诺如病毒
]

&

"

]
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组轮

状病毒检测#检测阳性标本进一步测序分型#以了解

造成疫情的主要病原体和腹泻病毒的分子特征#以期

对深圳地区诺如病毒暴发的流行状况和疫情防控提

供科学依据#现报道如下(

$
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资料与方法
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!

一般资料
!

采集
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年
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月至
!$.1

年
%

月
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起感染性腹泻疫情患者的肛拭子标本
.$.

份(
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份

标本均来自光明新区幼儿园和小学#主要临床表现为

呕吐+腹痛+低热+恶心等(
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仪器与试剂
!

天隆科技全自动核酸提取仪$型

号
-Z7"96&

%#达安基因诺如病毒
]
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组轮

状病毒三通道核酸检测试剂盒#采用聚合酶链反应

'
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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荧光探针法(

$4'
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方法

$4'4$

!

标本前处理
!

将肛拭子加入含有
%)M

标本

稀释液的采样管中#混匀振荡#静置
8)CD

后进行病

毒核酸检测(

$4'4/

!

病毒
3-5

提取
!

吸取标本处理液
!$$

%

M

#

采用天隆科技全自动核酸提取仪
-Z7"96&

提取病毒

3-5

#具体操作见说明书(

$4'4'

!

荧光定量
ZO3

检测
!

采用达安基因的诺如

病毒
]
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组轮状病毒三通道核酸检测试剂盒

$

ZO36

荧光探针法%对疫情标本进行核酸快速检测(

$4'41
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ZO3

扩增
!

阳性标本核酸采用
!

对扩增引物

进行诺如病毒
QZ.
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采用引物
]

(
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O3.#8$

进行扩增#

反应体系为
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%

M

#
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扩增条件为!

#80%$)CD

反

转录#

7#08)CD

预变性#

7#0.)CD

#

#10.)CD

#

1!0%)CD

#

%8

个循环后
1! 0 1)CD

延伸(首次

ZO3

扩增产物采用引物
]

(
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"

]

(

63.N

进行

二次巢式
ZO3

扩增#反应体系为
!8

%

M

#
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扩增条

件为!

7#08)CD

预变性#

7#0.)CD

#

#10.)CD

#

1!0.48)CD

#

!7

个循环后
1!01)CD

延伸(

!̂

琼

脂糖凝胶电泳鉴定目的条带#大小为
.$$$H

<

(

$4'42

!

测序分析
!

委托北京六合华大基因科技有限

公司对
ZO3

产物进行测序#测得序列结果在
RM5&:

上进行对比寻找同源序列#并在
]*DREDa

上寻找参考

株毒株(

$41

!

统计学处理
!

采用
NX]514$

软件中的

-*C

F

@H;>6

f

;CDCD

F

方法$

-6W

法%构建系统进化树#选择

R;;?(?>E

<

程序进行
.$$$

次重复取样数目来分析进

化树(

/

!

结
!!

果

/4$

!

流行病学调查及实验室检测结果
!
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份肛拭

子标本经诺如病毒
]

&
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组轮状病毒三通道核

酸检测共获得阳性标本
8#

份#总阳性率为
8%4#1̂

#

其中
]

(

型标本
8!

份#

]

&

型标本
.

份#

]

&

和
]

(

型混合感染标本
.

份(疫情暴发场所均为幼儿园和

小学#高发人群为
%

!

9

岁幼年儿童#其次为青少年(

暴发季节在冬春两季(

/4/

!

QZ.

基因核苷酸系统进化分析
!

经荧光定量

ZO3

检测出的
8#

份阳性标本采用
!

对引物
]

(

ZL9$$N

"
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(

O3.#8$

和
]

(

ZL18$N

"

]

(

63.N

进

行诺如病毒
QZ.

基因
ZO3

扩增#

ZO3

产物经序列测

定共获得
#9

条基因序列#其余标本因保存原因或信

号弱#测序未成功(成功测序的
#9

份
-;Q

毒株
QZ.

基因核酸序列经比对分析见图
.

(在
#1

份
]

(

4Z."

"

]

(

4!

亚型的
-;Q

毒株中#有
#8

份与
!$."

年中国香港

株$

VU11.$9.

%和中国广东株$

VU#98..%

%的核苷酸序

列位于系统进化树上同一分支#同源性较高&

!

份
]

(

4

Z."

"

]

(

4!

亚 型 的
-;Q

毒 株 $

MR!$.1$%$%.$

和

MR!$.1$%$%.!

%与
!$.1

年 中 国 江 苏
-;Q

重 组 株

$

VU9$"%$.

%和
!$."

年 泰 国 清 迈
-;Q

重 组 株

$

NL71!%$9

%核苷酸序列表现出高度同源性$

77̂

%#而

与
!$."

年中国香港株$

VU11.$9.

%和中国广东株

$

VU#98..%

%序列亲缘性较远#并非同一进化分支上(

.

份
]

(

4Z1

"

]

(

4"

亚型的
-;Q

毒株$

MR!$.".!.!$

%与

!$.#

年中国台湾株$

VN!"11#.

%的核苷酸序列位于系

统进化树上同一分支#同源性高达
7$̂

以上(与其他

#8

份
]

(

4Z."

"

]

(

4!

亚型
-;Q

毒株不在同一进化分支

上的
MR!$.1$%$%.$

和
MR!$.1$%$%.!-;Q

毒株却与
]

(

4Z1

"

]

(

4"

亚型的
-;Q

毒株$

MR!$.".!.!"$

%在同一

进化支上(

图
.
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诺如病毒分离株
QZ.

基因片段基因进化树

'
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讨
!!

论
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诺如病毒是引起婴幼儿腹泻的主要病因#同时也

'

"%1%

'

检验医学与临床
!$.9

年
.!

月第
.8

卷第
!#

期
!

MEHN*2O=CD

!

P*B*)H*>!$.9

!

Q;=4.8

!

-;4!#



是引起成人腹泻的第
!

病因#每年导致
.$$

万人住院

及
!$

万儿童$

$

8

岁%死亡(伴随着轮状病毒疫苗的

研制成功和逐步推广#诺如病毒有可能成为引起急性

非细菌性胃肠炎和食源性疾病的首要病因(近年来#

诺如病毒在世界范围内频繁暴发#中国的感染率也不

断上升(本研究结果显示#深圳市光明新区
!$."

年

.!

月至
!$.1

年
%

月暴发的
7

起诺如病毒疫情流行高

峰在冬春季#与往年报道深圳地区诺如病毒感染的暴

发季节一致)

9

*

(

.$.

份诺如病毒感染性腹泻病例以光

明新区幼儿园和小学
%

!

9

岁幼年儿童为主#提示哨

点监测应掌控在病毒主要的流行季节#并在相关场所

做好相应防护措施(

诺如病毒具有丰富的遗传多样性#其基因组全长

148

!

149aH

#包括
%

个开发阅读框$

\\3L(

%!

\3L.

+

\3L!

和
\3L%

(

\3L!

区编码衣壳蛋白
QZ.

#包括
&

区和
Z

区#

Z

区进一步分为
Z.

+

Z!

区#其中
Z!

区域含

有结合受体的关键位点和病毒抗原性表位)

7

*

(本研

究选择诺如病毒
\3L.6\3L!

区为靶基因#采用
!

对

引物进行
ZO3

扩增并进行分型测序(综合
7

起暴发

疫情测定病例标本
QZ.

全基因序列遗传进化分析表

明#

#9

份阳性标本中
#1

份为
]

(

4Z."

"

]

(

4!

亚型#

其中
#8

份与
!$."

年中国香港株$

VU11.$9.

%和中国

广东株$

VU#98..%

%核苷酸同源性最高#

!

份与
!$.1

年中国江苏
-;Q

重组毒株$

VU9$"%$.

%和
!$."

年泰

国清迈
-;Q

重组毒株$

NL71!%$9

%核苷酸同源性最

高&

.

份为
]

(

4Z1

"

]

(

4"

亚型#与
!$.#

年中国台湾株

$

VN!"11#.

%核苷酸同源性最高(

!

份
]

(

4Z."

"

]

(

4!

亚型的
-;Q

毒株$

MR!$.1$%$%.$

和
MR!$.1$%$%.!

%与

.

份
]

(

4Z1

"

]

(

4"

亚型的
-;Q

毒株$

MR!$.".!.!$

%在

同一进化分支上#提示这
!

株
-;Q

毒株可能为重组

株(基因重组是病毒进化的重要手段#本研究发现#

-;Q

毒株$

MR!$.1$%$%.$

和
MR!$.1$%$%.!

%可能是

近年来新出现的
]

(

4Z."

"

]

(

4!

亚型重组毒株#需

要引起注意(同时#探索
QZ.

区域变异与重组的相

关性对于
]

(

4!

亚型流行株重组机制的研究有重要

意义(

近
!$

年研究表明#诺如病毒
]

(

型是引起感染

的主要基因组#

]

(

4#

亚型则是最流行的基因亚

型)

.$

*

(本研究结果显示#深圳市光明新区诺如病毒疫

情暴发的主要型别为
]

(

型#优势流行株为
]

(

4

Z."

"

]

(

4!

亚型#并且出现
!

株可能为
]

(

4!

亚型重

组株(

!$."

年深圳市诺如病毒主要流行株为
]

(

4!

亚型#表明近
!

年流行株基因型由
]

(

4#

亚型转变为

]

(

4!

亚型&同时显示在光明新区
]

(

4!

亚型毒株比

其他毒株有更高的侵袭力(从
!$."

年冬季到
!$.1

年春季#

7

起诺如病毒疫情在光明新区呈地区聚集性

暴发#而往年并没有同类情况出现#引起这些聚集性

暴发疫情的原因还有待进一步调查研究(

本研究初步对深圳市光明新区诺如病毒疫情暴

发的病原体基因分型情况和分子流行病学特征进行

研究#为今后的预防控制积累了经验(由于深圳地区

人口流动性大#而诺如病毒的基因型较多#每年都有

不同的流行株#医院+学校及食堂等公共场所成为诺

如病毒大肆流行的主要聚集地)

..6.%

*

(因此#长期对诺

如病毒流行情况实施监测很有必要(
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