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２０１４年重庆地区５１１例急性腹泻儿童中诺如病毒腹泻流行特点与分子亚型鉴定

乔英琴，余　凤，陈婉冰，许红梅　　（４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院感染科，儿童发育疾病研究教育部
重点实验室，儿科学重庆市重点实验室）

　　［摘要］　目的　了解２０１４年重庆地区诺如病毒（ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ，ＮＶ）感染所致儿童急性腹泻的感染现
状、流行基因型以及发生基因重组情况。方法　２０１４年在重庆医科大学附属儿童医院门诊检验科收集
符合纳入条件的腹泻标本５１１例，采用ＲＴＰＣＲ分别对 ＮＶＧⅠ和 ＧⅡ基因组的衣壳蛋白区进行扩增、
测序，并对序列进行基因分型及构建进化树；为进行重组分析，再次对ＮＶ阳性标本的ＲｄＲｐ区和ｃａｐｓｉｄ
区同时进行扩增，并用 ＳｉｍＰｌｏｔ进行重组鉴定。结果　共收集到符合条件的标本５１１例（男性２９０例，女
性２２１例），检出ＮＶＧⅡ型６７例，ＮＶ检出率为１３．１％；８～１０月为ＮＶ检出高峰，阳性率最高的年龄组为
７～１２月龄。６７例ＮＶ阳性标本在ｃａｐｓｉｄ区测序成功，检测到５种基因型，依次是 ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ２０１２型
４２例（６２．７％），ＧⅡ３型８例（１１．９％）和ＧⅡ１７型８例（１１．９％），ＧⅡ６型７例（１０．４％），ＧⅡ１４型
２例（３．０％）。５９例ＮＶ病毒阳性标本同时在 ＲｄＲｐ区和 ｃａｐｓｉｄ区测序成功，共检测到５２例重组株，
４种重组型分别是ＧⅡｅ／ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ２０１２型４２例、ＧⅡ１２／ＧⅡ３型６例、ＧⅡ７／ＧⅡ６型２例、
ＧⅡ７／ＧⅡ１４型２例。结论　２０１４年重庆地区ＮＶ检出率为１３．１％，ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ２０１２为最主要流
行基因型，且ＮＶ重组现象十分明显。
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　　腹泻严重影响着全球儿童的健康，每年有３０亿～
５０亿人患急性腹泻，其中有１５０万 ～２５０万５岁以下
的儿童死于腹泻及腹泻相关并发症。轮状病毒（ｒｏｔａ
ｖｉｒｕｓ，ＲＶ）和诺如病毒（ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ，ＮＶ）是造成儿童非细
菌性胃肠炎的主要病原体，然而在轮状病毒疫苗使用

之后，ＮＶ所致腹泻在儿童急性腹泻中担当着越来越
重要的角色，成为引起儿童病毒性腹泻的第二大病原。

据统计，ＮＶ每年可造成１００万人次的住院和近２０万
５岁以下儿童的死亡［１］。目前我国大多数医院已将轮

状病毒列为腹泻的常规检查病原，但未将 ＮＶ列入其
中，在不同地区ＮＶ的优势流行株存在差异，而且随着
基因重组越来越多，ＮＶ的流行日趋复杂。因此，为了
解重庆地区ＮＶ的分子流行病学特点，本研究对２０１４年
重庆区域急性病毒性腹泻患儿的粪便标本进行收集并

检测，为重庆区域 ＮＶ感染提供更多的流行病学相关
资料，也为ＮＶ相关腹泻预防和控制措施的制定提供
有意义的参考依据。

１　材料与方法

１．１　标本材料
　　以２０１４年１－１２月在重庆医科大学附属儿童医
院门诊检验科收集的临床诊断为急性病毒性胃肠炎的

粪便标本５１１例为研究对象。标本纳入标准：①腹泻
病程必须在２周以内；②粪便性状有改变以及每日排
便次数在３次及以上；③镜检白细胞数每高倍视野小
于１０个［２］。排除标准：因其他系统感染长期使用抗生

素而导致的腹泻。

１．２　主要试剂
　　ＱＩＡａｍｐ核酸提取试剂盒购自德国 ＱＩＡＧＥＮ公
司；ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ逆转录试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＲＴＰＣＲ试剂盒和琼脂糖购自宝生物工程（大连）
有限公司。

１．３　实验方法
１．３．１　ＲＴＰＣＲ　　用 ＲＴＰＣＲ对 ＮＶ进行检测和序

列分析 ＱＩＡａｍｐ核酸提取试剂盒病毒提取ＮＶＲＮＡ，用
ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ逆转录试剂盒逆转录为 ＤＮＡ，然后用 ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒对 ＮＶ衣壳蛋白区（ｃａｐｓｉｄ）进行扩增（分
别用 Ｇ１ＳＫＦ／Ｇ１ＳＫＲ为引物扩增 ＮＶＧⅠ基因组，
ＣｏＧ２Ｆ／Ｇ２ＳＫＲ为引物扩增 ＮＶＧⅡ基因组，扩增区域
见图１，引物序列及反应条件见参考文献［３－４］）。再
将ＰＣＲ产物用琼脂糖凝胶电泳对进行鉴定，对所有阳
性ＰＣＲ产物进行胶回收、纯化，然后送上海英骏公司
测序。所测序列用 ＮＶ基因分型工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
Ｒｉｖｍ．ｎｌ／ｍｐｆ／ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ／ｔｙｐｉｎｇｔｏｏｌ／）进行分型［５］，最后

使用ＭＥＧＡ５．０５构建进化树（遗传距离采用Ｋｉｍｕｒａ’ｓ
２ｐａｒａｍｅｔｅｒ，置信度运用 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法检验，重复
１０００次）。
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图１　ＲＴＰＣＲ对诺如病毒进行扩增示意图

１．３．２　ＮＶ重组分析　　整理上述检测分型成功的
ＮＶ阳性的ｃＤＮＡ标本，再次用ＲＴＰＣＲ同时扩增部分
ＲｄＲｐ区和ｃａｐｓｉｄ的部分基因片段（所用引物为ＪＶ１２／
Ｇ２ＳＫＲ，扩增区域见图１，引物序列及反应条件见参考
文献［６］），扩增成功后再次测序，然后用 ＮＶ基因分
型工具分别按照 ＲｄＲｐ区和 ｃａｐｓｉｄ区进行基因分型，
分型不一致则考虑基因重组，然后随机选取重组代表

株用ＳｉｍＰｌｏｔ再次进行重组鉴定。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件对各项实验数据进行分
析，使用χ２检验对率进行比较。

２　结果

２．１　ＮＶ检出率及患儿年龄分布
　　５１１份标本纳入本研究（男性２９０例，女性２２１例，
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男女比例１．３∶１），未检测出ＮＶＧＩ型，共检出ＮＶＧⅡ
型６７例，ＮＶ总检出率１３．１％（６７／５１１）。ＮＶ阳性的患
儿中，男性３８例，女性２９例，男女ＮＶ检出率差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。对５１１例患儿的年龄进行统计分
析，年龄分布为１月龄至１４岁，年龄中位数为１２月龄。
ＮＶ检测阳性率最高年龄组为７－１２月龄，再对 ＮＶ阳
性的患儿按照年龄组进行统计分析，结果见表１。

表１　２０１４年重庆地区儿童ＮＶ腹泻年龄分布

年龄 总例数
ＮＶ阳性数

（例）

ＮＶ检出率

（％）

ＮＶ阳性病例累计

构成比（％）

０～６月 ９７ ７ ７．２ １０．４

７～１２月 １６７ ２８ １６．８ ５２．２

１３～１８月 １０８ １５ １３．９ ７４．６

１９～２４月 ６４ ８ １２．５ ８６．６

２５～６０月 ６４ ８ １２．５ ９８．５

＞６０月 １１ １ ９．１ １００．００

合计 ５１１ ６７ １３．１ —

２．２　ＮＶ腹泻季节分布及临床特征
　　对 ＮＶ腹泻进行季节性分析，除 ２０１４年 ４月份
外，其余各月份均有ＮＶＧⅡ型检出，ＮＶ以８－１０月为
检出高峰（图２），不同月份间 ＮＶ检出率的差异具有
统计学意义（χ２＝５８．５８３，Ｐ＜０．０５）。ＮＶ感染阳性的
患儿均有腹泻表现，大便性状多为水样便，其中阳性患

儿中３６例（５３．７％，３６／６７）患儿伴有呕吐，呕吐时间
为１～３ｄ，呕吐多在进食后出现，呕吐物均为胃内容
物，没有胆汁及咖啡色样的物质，另外有 １９例
（２８４％，１９／６７）合并呼吸道症状（流涕、咳嗽、打喷嚏
等），此外还有７例（１０．４％，７／６７）患儿伴有发热，除
１例为中热外，体温３８．８℃，其余６例均为低热。
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图２　２０１４年重庆地区儿童ＮＶ腹泻季节性分布

２．３　ＮＶＧⅡ基因型分型
　　６７例ＮＶ阳性均测序成功，然后按照衣壳区分型，
共５种基因型，依次是 ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ２０１２（６２．７％，
４２／６７），ＧⅡ３（１１．９％，８／６７），ＧⅡ１７（１１．９％，８／６７），

ＧⅡ６（１０．４％，７／６７），ＧⅡ１４（３．０％，２／６７）。将所
测序列与 ＧｅｎＢａｎｋ下载的标本毒株（参考毒株为
ＡＢ９０１２７６、ＫＦ３０６２１３、ＡＢ９１９０８８、ＧＵ０１７９０３、ＫＪ５３３１３４）
的参考序列一起构建系统进化树（图３），为了使基因
树更简洁、形象，图３中只列出了每种基因型的代表
株，并未将全部６７株加入进化树的构建。
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图３　２０１４年重庆地区ＮＶ按ｃａｐｓｉｄ区分型构建系统进化树

２．４　ＮＶ重组分析结果
　　６７例阳性标本中５９例同时扩增ＲｄＲｐ区和ｃａｐｓｉｄ
区测序成功，另外８例因产物浓度低导致测序失败。所
有５９例标本同时按ＲｄＲｐ区和ｃａｐｓｉｄ区进行基因分型，
通过统计分析，包括５种基因型，依次是 ＧⅡｅ／ＧⅡ４
型４２例、ＧⅡ１２／ＧⅡ３型 ６例，ＧⅡ７／ＧⅡ１４型
２例、ＧⅡ７／ＧⅡ６型２例、ＧⅡ１７／ＧⅡ１７型７例。
发现其中５２例按这两种方法的分型结果不一致，则考
虑为可疑重组株，为进一步确定是由于两种病毒混合

感染还是因 ＮＶ病毒重组引起，再次用 ＳｉｍＰｌｏｔ３．５．１
软件对５２例标本的基因序列进行重组鉴定，通过分析
鉴定发现均为重组株（图４中随机列出了４种重组类
型的代表株各１例 ＣＱＮＶ０１１３／２０１４／ＣＨＮ、ＣＱＮＶ０２２９／
２０１４／ＣＨＮ、ＣＱＮＶ０２２０／２０１４／ＣＨＮ、 ＣＱＮＶ０２４９／２０１４／
ＣＨＮ）。重组株在不同性别及年龄中分布如下表所示
（表２）。
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表２　诺如病毒重组株在不同性别及年龄组中分布

性别 年龄组
重组型别 总数（例）

男 女 ０～６月 ７～１２月 １３～１８月 １９～２４月 ２５～６０月 ＞６０月

ＧⅡ７／ＧⅡ６ ２ １ １ １ ０ ０ １ ０ ０

ＧⅡ７／ＧⅡ１４ ２ １ １ ０ ２ ０ ０ ０ ０

ＧⅡ１２／ＧⅡ３ ６ ４ ２ ２ ３ １ ０ ０ ０

ＧⅡｅ／ＧⅡ４ ４２ ２５ １７ ４ １９ １１ ５ ３ ０

合计 ５２ ３１ ２１ ７ ２４ １２ ６ ３ ０
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图４　用ＳｉｍＰｌｏｔ对代表株的基因序列进行重组分析结果

３　讨论

　　本研究发现ＮＶ检出率为１３．１％，比重庆２００９年
（３１．１％）及２０１２年（２１．８８％）、杭州２０１３年（１７９％）
ＮＶ检出率低［７－９］。２０１２年衢州市（１１．１８％）及２０１２年
安徽（１２．０２％）检出率相近［１０－１１］。ＮＶ检出率最低的
是０－６月龄（７．２％），ＮＶ检出率最高的年龄组为７－
１２月龄（１６．８％），与重庆（２００９、２０１２年）、南京（２０１２
年）［７－８，１２］等全国大多数地区报道的高发年龄一致，可

能与该年龄段婴儿的自身免疫体系还未发育完全，而

从母体胎盘得到的自身保护性抗体又渐渐消失密切相

关。对ＮＶ阳性的患儿进行年龄组统计，发现２岁以
内婴幼儿占总阳性数的８６．６％，提示２岁以内儿童仍
是ＮＶ腹泻的主要群体，其中又以７－１２月龄的婴幼
儿为最重要的组成部分，因此以后在临床工作中需对

该年龄段的儿童重点关注。

　　２０１４年以８－１０月为检出高峰，本研究与之前同
样在重庆地区２００９年及２０１２年的调查研究 ＮＶ的检
出高峰相一致。本研究８－１０月标本数量与其他季节
比较相对较少，考虑到与夏季腹泻的患儿较少且多以

细菌性腹泻为主，造成标本收集困难有关，但结合前几

年重庆地区ＮＶ腹泻的流行病学资料，仍在一定程度
上说明在重庆地区ＮＶ病毒的流行高峰季节为温度较
高的８－１０月。同样也与上海地区（２００９－２０１１年）［１３］

ＮＶ所致儿童腹泻的高发季节一致。严寒秋等［１４］报道

北京地区１０月为 ＮＶ感染高峰；日本、韩国及欧美等
发达国家则以冬春季流行为主［１５］。ＮＶ在不同地区的
高发季节会有所差异，受所在地的温度、湿度、饮食结

构及习惯、人群免疫力及新型变异株等影响，因此，应

根据当地的流行特点对ＮＶ的流行来进行监控。
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　　目前，全球对 ＮＶ的分型主要针对 ｃａｐｓｉｄ区进行
分型，本研究检测发现 ＮＶＧⅡ４型依然是重庆地区
的优势流行株，所占病例高达６２．７％，与国内外报道
一致［１６－１８］。本研究结果显示 ＧⅡ４只检测出 ＧⅡ４
Ｓｙｄｎｅｙ２０１２变异株。在我国前几年 ＮＶ的流行株主
要是 ＧⅡ４２００６ｂ和 ＧⅡ４ＮｅｗＯｒｌｅａｎｓ２００９，但近两
三年来 ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ也逐渐在我国上海、北京、香港
等地区被检出，并逐渐成为流行优势株。在重庆地区

ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ首次在２０１２年冬季检出，并取代ＧⅡ４
＿２００６ｂ成为２０１２年重庆地区冬季的优势流行株［１９］。

本研究发现，在２０１４年重庆地区的优势流行株依然是
ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ２０１２，且未再检测出 ＧⅡ４２００６ｂ和
ＧⅡ４ＮｅｗＯｒｌｅａｎｓ。ＧⅡ３和 ＧⅡ６基因型既往在
２００８、２００９、２０１１、２０１２年重庆地区均有检出过［７－８，２０］，

说明这两种基因型仍继续在重庆地区持续流行。本研

究还检测出２例ＧⅡ１４，该基因型既往在重庆地区未
曾有过报道，但在我国上海（２００９年）、广西（２０１１年）
等地区曾报道过该基因型［１３，２１］。本研究还检测出８例
ＧⅡ１７，该基因型在重庆地区同样为首次报道，靳淼
等［２２］曾在一起暴发性胃肠炎中检测报道过该基因型，

在我国其他省市对该基因型的报道也很少。本研究可

以看出，重庆地区２０１４年ＮＶ的流行以ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ
２０１２为主，但其他流行基因型的变化更加复杂多样，
复杂多变的基因型对我们ＮＶ防控措施的制定又是一
个很大的挑战，所以还有待长期监测研究。

　　基因重组是 ＮＶ进化的主要驱动力，也是 ＮＶ基
因多样性及产生暴发流行的最重要原因，通常 ＮＶ基
因重组是指ＲｄＲｐ区和ｃａｐｓｉｄ区分别属于不同的基因
型，重组位点通常位于 ＯＦＲ１和 ＯＦＲ２的重叠区，第１
例重组株由Ｊｉａｎｇ等［２３］首先发现。目前全球不断有新

的重组类型出现。ＮＶ基因重组最常发生在 ＧⅡｂ／Ｇ
Ⅱ３、ＧⅡ１２／ＧⅡ３、ＧⅡ４／ＧⅡ３之间［２４］。我国常

见的重组株为ＧⅡ７／ＧⅡ６和ＧⅡ１２／ＧⅡ３。本研
究重组鉴定发现２０１４年重庆地区 ＮＶ基因重组的现
象十分明显，ＧⅡｅ／ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ２０１２既往在重庆、
上海等地区有过报道［８，２５］，ＧⅡ１２／ＧⅡ３重组株在
２０１１－２０１３年重庆地区也有过报道［１９］，说明ＧⅡ１２／
ＧⅡ３重组株近４年来仍在重庆地区持续流行，ＧⅡ７／
ＧⅡ６重组株仅在２０１２年重庆地区有过１例报道［８］，

本研究还在重庆地区发现一种新的病毒重组株ＧⅡ７／
ＧⅡ１４。本研究发现２０１４年重庆地区ＮＶ的流行以重
组株ＧⅡｅ／ＧⅡ４Ｓｙｄｎｅｙ２０１２型和 ＧⅡ１２／ＧⅡ３

为主，且ＮＶ重组现象十分明显，说明流行日趋复杂，
对ＮＶ疫苗的研制又提出了巨大的挑战。
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点医院婴幼儿病毒性腹泻分子流行病学特征［Ｊ］．中华
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（收稿：２０１５０３１０；修回：２０１５０６３０）

（编辑　黄　超）

６０１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　


