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摘要! 目的 查明 !""; 年深圳市一起急性胃肠炎的病原体!为制定控制疾病流行策略及指导临床

合理用药提供依据$ 方法 收集该次腹泻患者及相关人员的粪便标本 <; 份!采用逆转录B聚合酶链

反应"J9BKLJ%和实时荧光 KLJ 方法检测诺沃克病毒核糖核酸7J5MN$ 结果 <; 份标本中!J9BKLJ
及 实 时 荧 光 KLJ 方 法 均 检 测 出 <" 例 诺 沃 克 病 毒 阳 性 ! 阳 性 率 为 ??2#O&! 种 方 法 的 符 合 率 为

<""O$ 同时对其中的 <" 份 J9BKLJ 阳性标本进行脱氧核糖核酸’%5M%序列测定!并进行同源性分

析和进化分析$ 结论 该次群体性胃肠炎是由诺沃克病毒 P! 型感染引起&<" 份阳性标本中 @ 株的

核苷酸同源性为 <""O!另外 < 株与其他 @ 株的同源性为 @@2=O&本次流行的毒株"";B;$B?< 及 ";B
?$%与日本东京的 *)&I)D)Q!"< 及 *)&I)D)Q<= 亲缘关系较近!核苷酸同源性分别为 @?O及 @;O!而

与 <@@# 年深圳本地株 @#B<< 及 @#B$" 亲缘关系则较远!核苷酸同源性分别为 #?2>O及 #?2#O$

关键词! 诺沃克病毒&胃肠炎&逆转录B聚合酶链反应&荧光逆转录B聚合酶链反应&同源性分析
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诺沃克病毒754,R).SB.&S( -&,+’!5T3N是一种直

径 !# /D 的小圆状结构病毒7*J*3N$ <@?= 年在美国

54,R).S 镇发生了一起胃肠炎爆发流行!该病毒是在

这些患者的粪便中首次被发现!因此得名U<V$ 5T3 是

在社区(学校(机关(军营和家庭中爆发流行的非细

菌性胃肠炎的主要病原! 感染对象主要是成人和学

龄儿童!全年均有发生) !""; 年 @ 月 <! 日深圳市某

幼儿园有幼儿及教师出现呕吐(腹泻症状!为明确此

次爆发的病原体!采集该幼儿园患者粪便标本 << 份

’其中 < 份为该园某一患者的姐姐#( 无症状的厨工

及厨师粪便标本 > 份!总共 <; 份粪便标本进行诺沃

克病毒核糖核酸’J5M#检测!现将结果报告如下*

A 材料与方法

"#" 标本的采集 于 !""; 年 @ 月 <$ 日!从深圳某

幼儿园采集了呕吐+腹泻症状者粪便样本 @ 份&@ 月

"$!! !
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图 ! "#$ 的 %&’()% 电泳图!* 月 +, 日标本"

-./012 + %&3(4% 56578/2 9: ";$!58<7=2 9: !,>? @27"

1"%56 1),7(,#8$9:;"5<3 阳性标本

1"%56 1),7(,#8$9:;"5<3 =4’&>&-(
5"5<3 阴性对照#?"5<3 阳性对照

5"5<3 /(@)>&-( 04/>,4.#?"5<3 =4’&>&-( 04/>,4.

症 状 标本编号
5<3 阳性标本编号

A; 型 A! 型

水样便 88$:! 无 88

水样便$呕吐 8$$8B$:"$:$ 无 8$$8B$:"$:$

水样便$呕吐$发热 8:$8C 无 8:$8C

水样便$呕吐$咳嗽 8#$:; 无 8#$:;

呕吐$发热 8D 无 8D

无症状%厨工及厨师& :B$:8$::$:# 无 无

合 计 ;8 无 ;"

表 A !B 份标本的临床症状及检测结果

&8C=2 A &25> 1250=>5 8D6 E=.D.E8= 5F<7>9<5 9: +B 58<7=25

5<3 阳性率%E&

A; 型

"

"

"

"

"

"

"

A! 型

8"!""

;""!""

;""!""

;""!""

;""!""

"!""

::2:#

表 + 实时荧光 %&3(4% 检测的引物和探针序列

&8C=2 + @2G02DE2 9: 719C2 8D6 71.<21 .D >?2 128=3>.<2 %&3(4%

检测诺沃克

病毒型别
引物和探针序列

A; 型 FGA;H"8I9FJJ 6@6 F@F F6J F6J F6J JK6 F9$L

FGA;M"8L9F@K J@@ 6>@ F@5 JJK F6J @6 9$L

A; ?,4N("%OPQ&6@6 JK@ F@6 JFK FFJ @JF F6RJ61M6S

A! 型 FGA!H"8L9F6M @6M TF5 6J@ JJK 6@M J@@ 6J@ 6@9$L

FGA!M"8L9JF@ 6F@ FF6 JFJ JF6 JJF 6F69$L

A! ?,4N("RH61SJ@@ @6@ @@F @6J F@F 66J FJRJ61M6S

;: 日采集 ! 份幼儿及该园无症状的厨工及厨师粪

便标本 B 份!共 ;8 份标本’
"#$ 试剂 M40U( O&@U ?+,( -&,). M56 7&> 试剂盒#
无水乙醇# 大连宝公司提供的 J)7),) 4/( ’>(= ?FM
7&>#;"J6P#;28V的琼脂糖#W/-&>,4@(/ 公司提供的递

转录酶$J)X 酶及 N+YY(,(
"#! 样本中 %&’ 的提取 取绿豆大小的粪便标本!
放入 ;28 Z. 的 P==(/[4,Y 管中! 加生理盐水 8"" !.
振荡混匀! 制成粪便悬液!D""" ,\Z&/ 离心8 Z&/#以

下 用 M40U( O&@U ?+,( -&,). M56 7&> 试 剂 盒 提 取

M56"取 !"" !. 标本上清加 B"" !. 结合液!混合均

匀!加入纯化过滤管中!;" """ ,\Z&/!;8’#弃去过滤

液!换一新的收集管!加 入 8"" !. &/U&N&>4, ,(Z4-).
N+YY(,!;" """ ,\Z&/ 离心; Z&/#弃去过滤液!换一新

的收集管!加入 B8" !. 洗液!;" """ ,\Z&/ 离心 ; Z&/#
重洗一次#最后离心!;$ """ ,\Z&/!;" ’!弃去残余的

洗液#去掉收集管!换一个干净的无 M56 的 ;28 Z.
P==(/[,4Y 离心管! 用8" !. 洗脱液加入过滤管中!
;" """ ,\Z&/ 离心; Z&/!将提取的 M56 移到一个新

的离心管中(
"#( 逆转录)聚合酶链反应*%+),-%. 针对 5<3
核酸序列的保守区设计 ?FM 引物!序列为上游引物

8L 9@J@J@MJ]@ 6J@J@@@J@6FJJF 9$L 及 下 游 引 物

8L9JF@6F@FF6JFJJF6JJF6F69$L! 用大连宝公司

的 J)7),) 4/( *>(= M56 ?FM 7&> 配制反应液!在 C#""
型 ?FM 仪中进行 ?FM 反应(反应条件为 8"#!$" Z&/#
CB$!$ Z&/#C"$ $" ’!8"$ $" ’!#!$B8 ’!B" 个循

环##!$!8Z&/#B$!保温( 取 ;"!. ?FM产物!用 ;%J6P
配制的 ;28E的琼脂糖进行电泳后!在 A(/( A(/&,+’
凝胶成像系统中观察结果!若在 :D" N= 处出现特异

性条带则为诺沃克病毒核酸阳性!否则为阴性(
"#/ 实时荧光 %+),-% 以 提 取 的 病 毒 M56 为

模板! 应用随机引物在逆转录酶的作用下逆转录为

0%56!反应条件为"B!$ ; U!C8$ $ Z&/!B$ ! Z&/(
取 "28 !. 0%56 使 用"B""" 荧 光 ?FM 仪 进 行 ?FM
反应!引物和探针序列见表 ;!反应条件为"C8$;" Z&/#
然后 C8$ ;8 ’!8:$ ; Z&/!8" 个循环(
"#0 序列分析 对 ;" 份 5<3 核酸 阳 性 标 本 进 行

基因序列测定 %J)])M) 公司&! 并利用 T&4 P[&> 和

F+’>).^ 软件对测序结果进行序列分析和同源性比

较!参比序列取自 A(/ T)/7 库(

A 结果

$#" 概况 共采集不同症状标本 ;8 份 %编号 8$9

:#&!5<3 A; 型未检出! 检测出 5<3 A! 型阳性 ;"
例!阳性率 ::2:#V!见表 !(

$#$ %+),-% 检测诺沃克病毒 %&’ C 月 ;$ 日

采集的 C 份标本%8$9:;&!在 :D" N= 处均出现特异

性条带! 全部为诺沃克病毒阳性! 见图 ;#C 月 ;:
日 采 集 的 : 份 标 本%:!&:#&中!只 有 :$ 号 标 本 为

诺沃克病毒阳性! 其余 8 份标本为阴性! 见图 !#
5<3 阳 性 对 照 为 阳 性 质 粒!5<3 阴 性 对 照 为 以 前

检测的阴性标本(

"/(! !
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图 ! 基因进化分析树

"#$%&’ ! ()*+%,#*- ,&’’ *. $’-’ /-/+01#1

图 2 345 的 6789:6 电泳图!; 月 <= 日标本"

.#$%&’ 2 6789>6 1?1@/$’ *. 345!1/A@+’ *. <=,B C’@"

!#"#$ !%&’(&$ )*##+, 阳性标本

!#"#$ !%&’(&$ )*##+, -./0102(
)3%)45)6##+, 阴性标本

)3%)45)6##+, 7(8%102( 9.71&.:
###+, 阴性对照$;##+, 阳性对照

###+, 7(8%102( 9.71&.:$;##+, -./0102( 9.71&.:

"#! 荧光 $%&’($ 分型结果 对 6 月 7$ 日采集

的 6 份标本的 859 分别用诺沃克病毒 :7 和 :! 型

引物和探针进行荧光 8;<=>8 反应! 结果 :7 型全

部为阴性!:! 型均为阳性"6 月 7? 日采集的 ? 份标

本#?!@?#$中!结果 :7 型全部为阴性!:! 型只有 ?$
号标本为阳性!其余 A 份标本为阴性%
"#) 基因片段的序列测定 对 8;<=>8 检测诺沃

克病毒核酸阳性的 7" 份标本进行核酸序列测定!结

果 7" 株病毒核苷酸序列 比 较 显 示!"A<AB&"A<AA&
"A<A?&"A<A#&"A<AC&"A<A6&"A<?"&"A<?7 及 "A<?$
完全相同""A<A$ 与其他 6 株只相差 7 个核苷酸!同

源性达到 662C"D%
用 >.+’E).F 软件对核苷酸序列进行进化分析!

得到如下树图! 从树图中可以看出本次流行的毒株

与日本东京的 *)&E)G)H!"7 及 *)&E)G)H7C 亲缘关系

较近! 核苷酸同源性分别达到 6?D和 6AD! 而与

766# 年深圳本地株 6#<77 及 6#<$" 亲缘关系较远I7J!
核苷酸同源性为 #?2B"D和 #?2#"D!见图 $%

D 讨论

诺沃克病毒感染对象为儿童和成年人! 临床表

现包括恶心&呕吐&腹痛&腹泻#水样便’!可伴有头

痛&低热&乏力及食欲减退!病程一般 !!$ KI!J% 与轮

状病毒等引起的其他病毒性腹泻相比!5L3 引起的

腹泻多伴有呕吐症状% 本次检测的 7" 例阳性患者

中!除 7 例只有水样便外!其余 6 例均有呕吐症状!
也即 6"D阳性病例有恶心呕吐症状!这与多数报道

相吻合%诺沃克病毒的传播方式是通过粪<口途径传

播!主要是通过污染的水源&食物和人<人密切接触

传播%对本次爆发进行流行病学调查!该园共有 B 个

年级 6 个班共 !#" 名幼儿!教职工 A# 人!但病例全

部集中于小小班!即 6 月 7$ 日采集的 6 例阳性标本

中!其中 $ 例为该班跟班老师!? 例为该班 !!$ 岁幼

儿!另 B 名厨师及厨工均为阴性!说明本次流行是由

人<人接触传播引起!而不是通过食用污染的食物或

者水源引起的%要培养孩子养成良好的卫生习惯!饭

前便后要洗手!建议洗手盆用感应水龙头!同时加强

对学校师生防病意识的宣传教育!防止病从口入%
诺沃克病毒成员庞杂! 目前已对其 7"" 多个分

离株进行基因测序%根据 859 聚合酶区或衣壳蛋白

区核苷酸序列的同源性比较!分为 :7 和 :! 型两个

遗传组!很多检测工作都是基于这种分型来进行%由

于诺沃克病毒不能人工培养! 限制了对其检测方法

的发展I$J% 8;<=>8 及荧光 =>8 方法能够准确&灵敏

地检测标本中的诺沃克病毒! 并且可以进一步对病

毒进行血清型和基因型的研究! 对流行病学的研究

具有重要意义% 本研究表明深圳该次群体性胃肠炎

是由诺沃克病毒 :! 型感染引起!这与刘满清 IBJ&陈

林军等对武汉和福州地区报道的结果一致! 提示在

中国可能以诺沃克病毒 :! 型为主要流行株IAJ% 本次

研究通过对 7" 株诺沃克病毒阳性株的核苷酸序列

测定!"A<A$ 与其他 6 株毒株相比发生一个核苷酸

#下 转 第 7?7 页’

*++! !
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的变异!毒株的同源性达到 6627"8!从流行病学的

角度分析! 在一次时间较短的小爆发中毒株发生变

异的可能性应该比较小!"9:9$ 病例为发病班级"小

小班#的一名 !; 岁跟班女老师!病毒发生变异的原

因尚待作进一步的研究$ 基因进化分析表明本次流

行的毒株%"9:9$:<= 及 "9:<$&与日本东京的 *)&>)!
?) @!"= 及 *)&>)?) @=7 亲缘关系较近! 而与 =66#
年深圳本地株 6#:== 及 6#:$" 亲缘关系较远!提示

本次爆发的流行株可能是外地的输入毒株A 因该所

幼儿园是香港人在深圳投资的托幼机构B 大部份幼

儿往返于深圳:香港之间B而香港又是中国同世界各

地经济联络中心枢纽B 且本次的首发病例为一港商

的儿子B可能该病例在香港已经感染了诺沃克病毒$
还有一种可能性是本次的流行株是深圳本地毒株已

经 发 生 了 变 异! 导 致 与 =66# 年 深 圳 本 地 株 只 有

#<8的核苷酸同源性!这可能具有流行病学意义’
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E,&?(,’ V4, W(>(0>&4/ 4V 54,X).R:.&R( -&,+’(’ CHD2 H 3&,4.4N 1(>S!
4W’B !""!B =""(="#:==;2

C;D 刘满清!谭慧!王斌!等2 6" 例非轮状病毒腹泻患儿粪便中诺瓦

克样病毒的检测CHD2 疾病监测!!""9!!"%#&($<!:$<$2
C9D 陈军林!王滔!高建民!等 2 福州地区腹泻患者诺瓦克样病毒感

染的分子流行病学特点CHD2 中国人兽共患病杂志!!""$!=6%!&(
7$:7;2
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职业以农民 最多!占 #7269Y%=$ 6!<Z=# <;"&!其 次

为工人和学生’ 男性 =! #;# 例! 占 #!2!<8! 女性

;76$ 例!占 !#2#$8!男女性别比为 !2<="=’
!2!2; 人群感染情况 采集全省各监测点健康人群

血清 ;6!; 份!检测抗体阳性 ="6 份!隐性感染率为

!2!=8’
"#! 宿主动物监测

!2$2= 密 度 和 种 群 全 省 总 鼠 密 度 为 ;2!$8
%=$9"Z$= 779&!其中室内鼠密度为 ;2"!8!室外鼠密

度 为 92#$8 ’ 室 外 以 黑 线 姬 鼠 为 优 势 鼠 种 ! 占

<<29;8!其次为黄毛鼠$室内以褐家鼠为优势鼠种!
占 9;2998!其次为黄胸鼠’
!2$2! 汉坦病毒带毒率 =" 年间全省宿主动物带

毒率平均为 $2!78! 其中室外优势鼠种黑线姬鼠带

毒率为 !2678!血清抗体阳性率为 !2798$室内优势

鼠 种 褐 家 鼠 带 毒 率 为 ;2"78! 血 清 抗 体 阳 性 率 为

92<=8’ 特别是近年来的带毒率较高!!""=:!""$ 年

平均为 =92998%=97Z="=<&! 其中 !""= 年带毒率为

="2!"8 %$=Z$"=&)!""! 年 为 =#2=!8 "9"Z!6!&)!""$
年为=72="8"#<Z;!"&C!D’

! 讨论

[QG* 在全省分布广泛! 但发病主要集中在杭

州)宁波)绍兴)衢州)台州等地区’ =66< 年以来!疫

情总体呈逐年下降趋势’但一些县"市)区&的发病率

一直居高不下!如诸暨)开化)象山)龙泉等’ [QG*
的流行规律发生了变化!秋冬峰发病数增多!春峰后

移且发病数减少’ 各监测点宿主动物监测显示室内

外优势鼠种的密度和带病毒率一直处于较高水平’
而且随着 [QG* 对人群危害性的不断减弱! 疫区群

众防病意识逐渐松懈!疫苗接种工作滑坡严重’浙江

省出血热疫情仍然存在重新抬头的危险! 需要做好

以下重点防控工作(
"=&在全面防控的基础上!突出重点!强化重点

县)重点乡镇的防控工作’
"!&科学合理布置监测点!保质保量开展 [QG*

监测工作!及时了解相关情况’
"$&结合爱国卫生运动!春)秋二季进行灭鼠)灭

螨工作!降低鼠密度’
";&在疫区!尤其是重点地区!推广疫苗接种!构

建有效的免疫屏障’
"9&积极开展健康宣传教育!普及 [QG* 防治知

识!提高群众自我保护意识’
"<&加强业务人员培训!提高专业技术水平’
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