
一

242 一  重庆医科大学学报 2011年第36卷第 2期 (Journal of Chongqing Medical University 2011．Vo1．36 No．2) 

文章编号：0253—3626(201 1)02—0242～04 

重庆地区儿童诺如病毒基因型别特点研究 

廖 炀，陈军华，刘作义，彭 哲，幸琳琳，张爱华，朱朝敏 

(重庆医科大学附属儿童医院感染消化科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：了解重庆地区儿童诺如病毒(Norovirus，Nv)基因型别特点。方法：收集2008年8月至2009年7月全年轮状病 

毒抗原阴性的急性非细菌性腹泻标本，用 real—time RT—PCR方法扩增 Nv ORF1一ORF2结合区，测序扩增片段后进行比对并分 

型及构建系统进化树。结果：全年获得806份标本，共检测出251份为Nv阳性标本，其中G I组4例，GII组247例。Nv以 

7～1O月份为高发月份，以6—12月龄婴儿最多见。已分型的 NV GII基因组(108例)以 GII．4／2006b占绝对优势，其构成比达 

62．96％(68／108)，其余次为GII．3占25．93％(28／108)；GⅡ．6占6．48％(7／108)；GⅡ．2占1．85％(2／108)；此外还分别检测出GⅡ． 

7、GⅡ．12、GII．13各有1例(1／108)。结论：重庆地区NV夏季发病率较高，流行毒株以GII．2006b为主。 
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The characterization of norovirus genotypes in children in Chongqing 

L 0 Yang，et ol 

(Department ofGastroenterology，the Children’S Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the characteristics of norovilus genotype of children in Chongqing．Methods：Stool specimens of 

nonbacterial acute diarrhea with rotavirus antigen—negative were collected from August 2008 to July 2009．Real-time RT-PCR was used to 

detect the ORF1-ORF2 junction regions of norovirus．The sequencing fragments of RT-PCR products were blasted in GenBank and 

classified．Phylogenetic trees were constructed by the neighbor-joining method．Results：25 1 of 806 stool specimens were detected for the 

norovirus—positive，of which 4 cases belonged to G I group and 247，G II group．It was most likely to occur in summer(from July to 

October)and in 6-12 months children．Among the sub-genotypes of G 11 group (108 cases had been genotyped successfully)，GⅡ． 

4／2006b was dominant，with a constituent ratio of 62．96％ (68／108)，and GⅡ．3 accounted for 25．93％(28／108)；G II．6，6．48％ 

(7／108)；GⅡ．2，1．85％(2／108)．Besides，GⅡ．7，GⅡ．12，and GⅡ．13 were also detected．Conclusion：The prevalence ofnorovirus is 

found higher in summer in Chongqing，and G 11．2006b is the dominant genotype． 
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诺如病毒(Norovirus，NV)是引起急性非细菌性胃肠炎的 

重要病原之一，Nv感染性腹泻在全世界范围内均有流行lll 。 

1995年我国报道了首例Nv感染，其后全国各地相继发生多 

起 Nv感染性腹泻暴发疫情。既往的研究表明不同国家、同 

一 国家不同地区感染率都有所不同[31。重庆地区对 NV的研 

究资料比较缺乏。本研究调查了重庆地区非细菌性腹泻中 

Nv的感染情况并对其进行基因分型，现报道如下： 

1 材料与方法 

1．1 标本收集 

定期收集 2008年8月一2009年7月全年因急性腹泻 
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在重庆儿童医院门诊就诊或住院的儿童大便，经过胶体金免 

疫法作轮状病毒初筛试验后选取轮状病毒阴性的标本并经大 

便镜检或培养排除细菌性肠炎。符合上述条件的大便标本尽 

快存放于一20％中以备检测。全年共收集到所需标本 806份。 

1．2 病毒 RNA提取 

采用 Trizol法提取大便标本中病毒核酸 RNA。用 Trizol 

法提取病毒核酸。从 150 I*1的20％大便悬液上清中提取 

RNA，溶解于 25 经 DEPC处理过的去离子水中。 

1．3 NV检测与分型 

1．3．1 采用 Real—time PCR检测 Nv G I和 GⅡ 引物和探 

针根据文献合成 ，详见表 1。为提高real—time PCR荧光信号 

和扩增效率，对 5’引物做了修饰，增加 12个碱基 AATAAAT 

CATAN~。扩增 G I型引物为 Cog1Fflap／CoglRflap探针为Ring 

la和 Ringlb，扩增 GⅡ型引物为和探针为 Cog 2Fflap／Cog 2R 

flap，探针为Ring 2。引物由上海生物工程技术有限公司合 
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成。检测试剂盒采用 Invitrogen生产的 SuperScriptTM llI Plat— 

inum One—Step Quantitative Kit一步法定量试剂盒 ，加 5 l R 

NA模板 ，实验条件按说明书进行。5O℃逆转录 15 min，95℃ 

变性 2 min，接着进行40次 PCR循环，每 1次循环温度为：95 

℃15 s，60℃ 30 s。Cycle threshol(CT)<40，判断为阳性 ，每 1 

批实验设阴性对照(水)和阳性标准株对照(G 1I阳性对照病 

毒株由中国CDC提供，G I阳性株由实验筛选，测序确定为 

G I基因型)。阴性对照检测结果阴性且阳性对照株检测阳性 

被视为实验有效。 

1．3．2 PCR扩增和测序 为 了对 NV阳性株进一步鉴定基 

因亚型，将real—time RT—PCR扩增阳性的高信号标本(cT值 

<30)~JJ用简并引物进一步做普通RT—PCR扩增 ORF1一ORF2 

结合区，引物合成和扩增测序方法根据文献[6]进行。 

1．3．3 NV序列拼接和种系进化分析 根据 NV衣壳蛋白 

N／S区的核苷酸序列对病毒做基因分型，用于G I型分型的核 

苷酸序列为 295 bp，相应于Norwalk／68第5 358(编码 ORF2 

密码子起始位点) 5 652之间的核苷酸序列，用于 G 11分型的 

核苷酸序列为 282 bp，相应于Lordsdal第5 085(编码 ORF2 

密码子起始位点) 5 366之间的核苷酸序列 。所有的序列用 

C1ustal x进行比对，用MRGA4．0软件进行序列拼接比对及 

进化树分析，建进化树用邻接法(Neighbor—Joining，NJ)，boot— 

strap检验重复 1 000次。所有的原始序列与 Genbank公布的 

NV序列做 Blast比对，证实扩增的序列为 NV。 

表 1 real time RT-PCR检测 NV的引物和探针序列 

注：Y代表 C或 T；R代表 A或G；B代表非A；N代表任何。FAM代表报告基团，TAMRA代表猝灭基团。+代表正向引物；一代表反向引物 

2 结 果 

全年获得轮状病毒抗原阴性标本共 806例(门诊695例， 

住院 111例)，其中经Nv检测共有 251例阳性(门诊221例， 

住院 30例)，NV阳性率为 31．14％。NV患儿感染年龄1～114 

月。详见表 2所示。男女比例(158：93 o NV每月检测阳性情 

况见表3。NV阳性标本中GI组4例，GⅡ组247例。选取高 

信号标本(cT值 <3O)进一步做普通 RT—PCR扩增，PCR产 

物直接用于测序分型。成功分型的标本共有 108例(全部为 

G1／群)。分型结果见表4。软件构建系统进化树拓扑图见 

图 1。 

3 讨 论 

Nv最早于 1968年在美国发现，当时根据发现地而取名 

表2 感染 NV患者年龄分布情况 

为诺瓦克病毒。此后，世界各地陆续分离出多种与之相似的此 

类病毒样颗粒，称为诺瓦克样病毒(Norwalk—hke virus，NLV) 

直至2002年 8月第八届国际病毒命名委员会批准名称为 

Nv。Nv在全球广泛分布，在急性非侵袭性腹泻病原中仅次 

于轮状病毒。本研究一共检测出Nv 251例，在除外轮状病毒 

的急性非侵袭性腹泻病例中 NV感染阳性检出率高达 

31．14％(251／806)。这一结果与方肇寅等报道的检出率一致 。 

从 Nv患儿感染年龄分布情况1N114月( ：7；Pso=10；P75=14； 

Meadian：10；Mode=8)。年龄分布主要在小年龄组，尤其在6一 

表 3 重庆地区每月 NV检测情况 
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并成为流行的优势型别_】一】。GⅡ．2006b变异毒株于 2006年 

秋季开始在我国广东 、兰州 、北京 、辽宁圜等地区出现流 

行，并在短时间内遍及全国各省。重庆地区的基因型构成符 

合上述流行变化情况，GⅡ．2006b检出率高达62．96％，其结 

果同中国疾病控制中心数据相一致 。 

Nv测序得到核酸序列后使用 MRGA4．0软件进行序列 

拼接比对及进化树分析。从进化树结果分析来看，重庆地区 

流行的优势毒株属于 G1／．4型，尤其是该型中的变异毒株 G 

Ⅱ．2006b为主要的流行毒株之一。同时结果还显示在重庆地 

区 NV序列同源性较差 ，病毒多样性特点尤其明显，提示 NV 

在重庆地区变异大，这可能与NV的进化重组有关。许多文 

献根据 ORF1中 RdRp区和 ORF2衣壳蛋白基因的序列比对 

后，NV可分属于不同的类群，认为病毒可能发生了遗传重组阴。 

NV重组位点就处在ORF1和ORF2之间的结合区。重庆G 

1I．2006b变异毒株与 DenHaag89／2006／NL株同源性较高，该 

毒株同样属于 Nv重组毒株 。 

重庆地区NV夏季发病率较高，流行毒株以G II．2006b 

为主，病毒重组现象明显，在以后的疾病监测及预防工作中 

尤其需要注意。 
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