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　 　 【摘要】 　 目的　 揭示 2016 年 7 月至 2017 年 6 月广州市诺如病毒暴发流行的源头及其规律。 方

法　 通过哨点医院和各级疾控中心收集病例信息和粪便标本,用荧光定量 PCR 方法对标本中的诺如

病毒核酸进行检测,并对阳性标本核酸进行扩增和测序,通过 BLAST 比对寻找同源性最接近的参考

序列并构建系统发生树。 结果　 通过广州市感染性腹泻监测网络共收集标本 854 人份,患者男女性

别比为 1 ∶0. 67,78. 33%的病例为 7 岁以下学龄前儿童,共检出诺如病毒 GII 组核酸阳性 220 份

(25. 76%,合并 GI 组核酸阳性 5 份);2016 年下半年流行的主要型别是 GII.Pe-GII.4.Sydney_2012 型

(94. 64%),2017 年上半年流行的主要型别是 GII.P16-GII.2 型(67. 65%)。 2016 年 9 月份开始广州市

诺如病毒感染性腹泻疫情的报告数逐渐增多,至 2017 年 2~ 3 月份迎来发病高峰,4 月份疫情报告数

开始下降,5~6 月份之后腹泻疫情报告数下降至 2~3 起 /月。 2016 年 9~11 月份的暴发疫情均由 GII.
Pe-GII.4.Sydney_2012 型引起;2016 年 12 月至 2017 年 4 月的暴发疫情由 GII.P16-GII.2 型引起;部分

疫点的厨工和保育员标本中有检出诺如病毒 GII 组阳性,且与病例标本的型别一致。 结论　 2016 至

2017 年冬春季节在广州地区暴发的诺如病毒疫情是诺如病毒重组株 GII.P16-GII.2 型在本地的首次

暴发,各疫点间病毒基因序列同源性较高,提示可能是同一来源;部分疫点的厨工和保育员可能在部

分疫情的扩散中扮演了重要的角色。
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【Abstract】　 Objective　 To find out the source and the epidemic pattern of norovirus outbreak in
July, 2016 to June, 2017 in Guangzhou. Methods　 The stool samples and clinical information of diarrhea
cases were collected by the sentinel hospitals and CDCs; a real-time RT-PCR method was used to detect the
norovirus nucleic acids from the samples, the positive ones were amplified and sequenced; the partial
sequences of norovirus were aligned by an online BLAST alignment, and a phylogenetic tree was constructed
by a neighbor-joining method . Results 　 A total of 854 cases with infectious diarrhea were reported by
Guangzhou diarrhea surveillance network from July, 2016 to June, 2017; the gender ratio (male versus
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female) was 1 ∶0. 67; 78. 33% of the cases were preschool children under the age of 7 years. Totally 220
samples were detected norovirus G II+ (25. 76%, including 5 double-positive samples with G I+). GII.Pe-
GII.4.Sydney_2012 was the prevalent genotype in the second half of 2016 (94. 64%), which was replaced
by GII. P16-GII. 2 in the first half of 2017 (67. 65%). Since September 2016, the reported number of
norovirus-caused diarrhea epidemic was increased gradually; the peak of epidemic curve emerged in February
to March of 2017, and the number started to decrease since April. In May to June there were only 2-3
epidemics reported monthly. All the endemics from September to November 2016 were caused by genotype
GII.Pe-GII. 4. Sydney _ 2012; the endemics from December 2016 to April 2017 were mainly caused by
genotype GII.P16-GII.2. Some samples from kitchen workers and babysitters were detected GII+, which was
consistent with the result of the cases′ samples. Conclusions　 It was the first time that the novel GII.P16-
GII.2 recombinant strain outbroke occurred in Guangzhou City and homology analysis also suggested that GII.
P16-GII.2 was the main source of those epidemics in 2016 -2017 winter and spring season. Furthermore, The
kitchen workers and babysitters may have played an important role in the spread of norovirus.
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　 　 诺如病毒属于杯状病毒科( caliciviridae),是一

种单股正链 RNA 病毒,基因组全长在 7. 4 Kb 到 7. 7
Kb 之 间[1]。 该 病 毒 大 致 可 分 为 6 个 基 因 组

(genogroups, G I~VI),每个基因组下又可分为若干

个不同的基因型(genotypes);对人类健康威胁较大

的是 G I、G II 和 G IV 这 3 个基因组[2]。 诺如病毒

感染人类的最常见症状是急性胃肠炎,以呕吐、急性

腹泻为主要症状,几乎所有年龄段的人群均对该病

毒易感。 单股正链 RNA 的基因组和众多的基因型

别导致诺如病毒基因组会发生频繁的变异和重组,
基因变异和重组的累积可能带来病毒的抗原性变

异,从而造成新的流行[3]。
在北美和欧洲等发达国家和地区,每年因诺如

病毒所引起的感染性胃肠炎病例,造成了较大的疾

病负担[4-5]。 我国于上世纪末本世纪初开始对病毒

性腹泻开展了系统性的监测,逐步了解了病毒性腹

泻的病原谱,2012—2013 年全国共计报告诺如病毒

感染性腹泻暴发疫情 56 起,波及 9 个省份。 随着监

测网络的逐步扩大,疫情报告将越发频繁。 有研究

者对广州市 2014 年诺如病毒感染病例的数据进行

统计,综合分析了散发与暴发数据,计算出广州市

2014 年诺如病毒感染性胃肠炎的疾病负担为 2212
伤残 调 整 生 命 年 ( disability adjusted life year,
DALY) [6]。

广州市于 2014 年开始了针对感染性腹泻的监

测活动,对本地流行的感染性腹泻病原谱有了初步

的了解[7]。 在 2015 年前的 10 年间,广东省流行的

主要基因型是 GII.4 型,在不同年份间交替流行;而
在 2014—2015 年的冬季,重组的 GII.17 型引起了数

10 起腹泻的暴发疫情,这一波暴发疫情是由病毒

VP1 区的氨基酸位点发生替换,造成病毒抗原性改

变所造成的[8]。
2009 年,日本研究者在腹泻监测中首次发现了

诺如病毒重组株 GII.P16-GII.2;但在 2016 年之前,
该型别重组株尚未引起大规模的暴发流行[9]。
2016 年底,德国研究者首次报道了该型别重组株

引起的暴发疫情[10] 。 同一时间段,我国共计报告

了 56 起诺如病毒暴发疫情,较往年出现大幅度上

升,波及省份达到 9 个,接近 80%的暴发疫情发生

在托幼机构,经病原学分型显示这一波疫情大部

分为该重组株所引起[11-12] 。 为了解 2016—2017
年广州市感染性腹泻的流行规律,本研究对 2016
年 7 月至 2017 年 6 月广州地区感染性腹泻监测和

暴发疫情的相关标本进行分子生物学检测和

溯源。

1　 材料与方法

1. 1　 病例来源

1. 1. 1　 病例定义:每 24 h 排便不少于 3 次且伴有

稀水便或水样便者定义为腹泻病例;疑似病例为 24
h 内排便在 3 次或以上且伴有性质改变,和 /或出现

呕吐症状者;实验室确诊病例为疑似病例粪便、肛拭

子或呕吐物标本检测诺如病毒核酸阳性者。
1. 1. 2　 哨点医院:选取广州市 8 个区 10 家医院的

作为感染性腹泻监测哨点。 每家医院每周采集急性

期腹泻病例标本不少于 3 份,同时登记患者的姓名、
性别和年龄等基本信息。
1. 1. 3　 聚集性疫情:通过广州市传染病疫情简报搜
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集聚集性疫情的信息,包括疫情发生的时间、地点和

病原体型别等数据。 聚集性疫情的判定标准为 3 d
内,同一集体单位或场所发生 5 例以上有流行病学

关联的诺如病毒感染病例,其中至少 2 例是实验室

诊断病例[13]。
1. 1. 4　 暴发疫情:通过中国传染病疫情和突发公共

卫生事件网络直报系统收集诺如病毒感染腹泻暴发

疫情的信息,包括疫情发生的时间、地点和病原体型

别等数据。 暴发疫情的判定标准为 7 d 内,同一集

体单位或场所发生 20 例以上有流行病学关联的诺

如病毒感染病例,其中至少 2 例是实验室诊断

病例[13]。
1. 2　 标本采集、样品前处理与核酸提取 　 对聚集

性疫情或暴发病例采集发病 2 ~ 5 d 内的粪便、带
便肛拭子或呕吐物标本。 若病例在 10 例以下,全
部采集;病例在 10 例以上,至少采集 10 例病例的

标本;根据疫情调查需要,可采集食品从业人员、
护理员等工作人员的粪便、带便肛拭子标本[13] 。
核酸提取采用天根生化科技(北京)有限公司出品

的病毒 RNA 提取试剂盒 ( TIANamp virus DNA /
RNA Kit,DP315-R),提取过程按照试剂盒说明书

进行。
1. 3　 荧光定量 PCR 检测　 采用荧光定量 PCR 的

方法对提取的粪便标本核酸进行诺如病毒 GI / GII
组核酸检测,使用的试剂为江苏硕世生物科技股

份有限公司生产的诺如病毒 GI / GII 核酸检测试剂

盒(JC50201),检测仪器为 ABI 7500 FAST DX 荧

光定量 PCR 仪,按照试剂盒说明书进行检测。
1. 4　 聚合酶区-衣壳区部分片段扩增及测序　 对腹

泻监测病例中 PCR 检测阳性者均进行 RT-PCR 扩

增实验并对有阳性条带的产物进行基因测序;每起

暴发疫情中部分具有代表性的 PCR 检测阳性病例

标本和全部的 PCR 检测阳性厨工标本进行 RT-PCR
扩增实验和基因测序。 RT-PCR 核酸扩增使用的试

剂盒为 TaKaRa 公司生产的 PrimeScriptTM One Step
RT-PCR Kit Ver 2. 0(RR055 A),GI 组诺如病毒采

用 的 引 物 为 MON432 ( 5′-TGGACICGYGGICC
YAAYCA-3′) 和 G1SKR ( 5′-CCAACCCARCCATT
RTACA-3′),GII 组诺如病毒采用的引物为 MON431
(5′-TGGACIAGRGGICCYAAYCA-3′) 和 G2SKR(5′-
CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT-3′),扩增的区域

位于诺如病毒基因组的聚合酶区-衣壳区,扩增产物

片段大小约 550 bp;基因测序由上海英潍捷基公司

完成,基因序列使用 BioEdit 7. 0. 5. 3 软件进行拼接

和编辑。
1. 5　 序列比对、同源性分析和系统发生树构建　 通

过基因测序得到的基因序列均在 NCBI 网站上与诺

如病毒参考序列进行 BLAST 比对,寻找同源性最高

的序列;使用 MEGA 6. 0 软件寻找最优的核酸替换

模型和参数后,用邻接法(neighbor-joining,NJ)构建

系统发生树(boostrap value = 1 000),参考株序列包

括了诺如病毒的主要原型株和近年来各国家地区报

道过的毒株序列,均来源于 GenBank(https: / / www.
ncbi.nlm.nih.gov / genbank / )。
1. 6　 统计学方法 　 本研究中的数据统计通过

Microsoft Excel 2010 软件完成,图表的制作通过

GraphPad Prism 5. 01 软件完成。

2　 结果

2. 1　 发病情况、人口学特征 　 2016 年 7 月至 2017
年 6 月通过广州市感染性腹泻监测网络共收集标本

854 人份,患者男女性别比为 1 ∶0. 67,78. 33%的病

例为 7 岁以下的学龄前儿童;854 份标本中共检出

诺如病毒 GI 组核酸阳性 5 份( <0. 01%,均为合并

GII 组核酸阳性)、GII 组核酸阳性 220 份(25. 76%,
合并 GI 组核酸阳性 5 份),具体数据详见表 1。 从

时间分布上看,2016 年 7 月开始通过监测网络发现

的腹泻病例数逐渐增多,在当年 9 月份达到高峰后,
在 2017 年 2 月份开始逐渐回落;而诺如病毒核酸检

出率最高的月份是 11 月,达到 50. 00%,具体数据详

见图 1。

表 1　 2016 年 7 月至 2017 年 6 月广州市腹泻监测

网络病例检测

Tab.1　 Distribution of diarrhea cases in Guangzhou diarrhea
surveillance network, from July 2016 to June 2017

因素 人数(%)
诺如病毒核酸检测阳性数(%)

G I(+) G II(+)
性别

　 男 512 (59. 95) 3 (0. 59) 133 (25. 98)
　 女 342 (40. 05) 2 (0. 58) 91 (26. 61)
年龄(岁)
　 <1 308 (36. 07) 1 (0. 32) 71 (23. 05)
　 1~3 287 (33. 61) 0 (0. 00) 86 (29. 97)
　 4~6 74 (8. 67) 0 (0. 00) 15 (20. 27)
　 7~16 43 (5. 04) 0 (0. 00) 6 (13. 95)
　 17~40 52 (6. 09) 4 (7. 69) 18 (34. 62)
　 >40 90 (10. 54) 0 (0. 00) 24 (26. 67)
合计 854 5 (0. 59) 220 (25. 76)

·463· 中华实验和临床病毒学杂志 2019 年 8 月第 33 卷第 4 期　 Chinese J Exp Clin Virol, August　 2019,Vol. 33,No. 4



图 1　 2016 年 7 月至 2017 年 6 月广州市腹泻监测网络

病例的诺如病毒核酸检测结果

Note:Colors differentiate seasons below the X axle:
Green→spring, red→summer,yellow→autumn, grey→winter
Fig.1　 Results of Norovirus detection in in Guangzhou diarrhea

surveillance network, from July 2016 to June 2017

　 　 自 2016 年 9 月份开始,广州市诺如病毒感染性

腹泻疫情的报告数逐渐增多,9 月份至 10 月份共计

报告聚集性疫情 12 起(暴发疫情 1 起);2016 年 11
月至 2017 年 1 月每月报告聚集性疫情均在 15 ~ 20
起,至 2017 年 2 月份迎来发病高峰,2 月份、3 月份

和 4 月份分别报告聚集性疫情 47 起、37 起和 14 起

(其中暴发疫情分别为 2 起、6 起和 3 起);5~6 月份

之后腹泻疫情报告数开始下降至 2 ~ 3 起 /月。 见

图 2。

图 2　 2016 年 7 月至 2017 年 6 月广州市诺如病

毒感染性腹泻聚集性疫情报告情况

Note:Colors differentiate seasons below the X axle:
Green→spring, red→summer,yellow→autumn, grey→winter

Fig.2　 Seasonal distribution of aggregated diarrhea epidemics caused
by Norovirus in Guangzhou, from July 2016 to June 2017

2. 2　 基因分型　 通过基因测序和系统进化分析,在
已分型的 2016 年下半年监测病例标本中,53 份

(94. 64%)为 GII. Pe-GII.4. Sydney_2012 型,此外还

有 GII.P12-GII.3 型(1 份,1. 79%)和 GII.P16-GII.4
型(2 份,3. 57%);GII. P16-GII. 2 型首次发现是在

2017 年 1 月份的腹泻监测病例中,在已分型的 2017
年上半年监测病例标本中,该型别的阳性数为 23 份

(67. 65%)(其中 2 份合并 GI 组阳性,分子分型结果

分别为 GI.P3-GI.3 和 GI.P9-GI.9)(详见图 3)。

图 3　 2016—2017 年广州市感染性腹泻监测网络

诺如病毒检测及分型情况

Note:Colors differentiate seasons below the X axle:
Green→spring, red→summer,yellow→autumn, grey→winter

Fig.3　 Seasonal distribution of Guangzhou diarrhea surveillance cases and
Norovirus genotyping results, from July 2016 to June 2017

在聚集性疫情和暴发疫情病例标本中发现的型

别有 GII. Pe-GII. 4. Sydney _ 2012 型、 GII. P16-GII. 2
型、GII. P17-GII. 17 型、GII. P16-GII. 13 型、GII. P7-
GII.14 型等。 2016 年 9~11 月的暴发疫情均由 GII.
Pe-GII.4.Sydney_2012 型引起,2016 年 12 月至 2017
年 4 月的暴发疫情均由 GII. P16-GII.2 型引起。 在

疫情调查中,有部分疫点的无症状厨工和保育员接

受了肛拭子采样检测,阳性标本的分子分型结果显

示有 GII.P16-GII.2 型、GII.Pe-GII.4.Sydney_2012 型

和 GII.P17-GII.17 型。
2. 3　 进化分析　 本研究对 217 份病例和厨工标本

完成了聚合酶区-衣壳区核酸测序,选取其中的 39
条代表性序列与 NCBI 下载的 60 条参考序列进行

比对和校正,通过 MEGA 软件估算后选择最优的核

酸替换模型为 Kimura-2+G 模型,G= 0. 27,以邻接法

(Neighbor-joining tree, bootstrap 1 000)构建系统发

生树,结果如图 4 所示。 2016 年下半年和 2017 年

上半年广州市流行的主要诺如病毒型别分别为 GII.
Pe-GII.4.Sydney_2012 型和 GII.P16-GII.2 型;部分疫

情中,在厨工标本中检出的病毒与病例标本型别不

一,分属于系统发生树上的不同分支。 2016 年下半
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注:▲-疫情病例标本序列;△-疫情厨工标本序列;●-监测病例标本序列

图 4　 201　 6 至 2017 年广州市诺如病毒聚合酶区-衣壳区基因系统发生树

Note:▲ Somple sequence from outbreaks;△ Somple sequence from kitchen workers;● Sample sequence from surveillance
Fig.4　 Phylogenetic result of Norovirus polymerase-capsid region in Guangzhou from 2016 to 2017

年流行的 GII.Pe-GII.4. Sydney_2012 型诺如病毒与

近年来我国境内和东亚地区流行的 GII. Pe-GII. 4.
Sydney_2012 型株在进化上较为接近,而 2016 年底

开始出现的 GII.P16-GII.2 型株则与 2016 年我国其

他地区以及德国、澳大利亚等地报道的同型毒株同

源性较高,与 2010 至 2011 年日本和新加坡报道的

同型毒株在进化上距离较远。

3　 讨论

诺如病毒中的 GI 组和 GII 组中绝大部分基因

型均能感染人类,急性感染后常表现出急性胃肠炎

的症状,其中以腹泻症状最为明显。 诺如病毒已成
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为社区获得性腹泻和感染性腹泻暴发疫情的最常见

病原体。 结合广州市既往的监测和本研究中结果,
大部分的病例集中在 7 岁以下的学龄前儿童,且学

校和托幼机构是暴发疫情发生的主要场所;此外,由
于免疫力下降和基础疾病等因素,高年龄组也是发

生诺如病毒感染的主要人群。 目前关于人群易感性

的研究目前尚存在争论,有研究者认为未接触过诺

如病毒的人群均是该病毒的易感人群,既往感染可

产生特异性免疫,但在病毒抗原结构发生变异之后,
原有的特异性抗体对新型别病毒的保护作用可能下

降;亦有研究者认为,肠道组织中的诺如病毒受体,
组织血型抗原( histo-blood group antigen,HBGA)表

达程度和个体差异是影响个体易感性的关键[14]。
相比于诺如病毒 GI 组,GII 组是近年来引起感

染性腹泻的最主要病原体。 在 2014 至 2015 年冬季

之前流行的主要型别是 GII. Pe-GII. 4. Sydney_2012
型,流行数年之久并曾在多地引起多次暴发疫

情[7, 15-16]。 2015 年冬季,GII.17 型的一个重组变异

株 GII.P17-GII.17 型在我国多地引起大规模暴发,
并在此后的 2 年多时间里与原有的 GII. Pe-GII. 4.
Sydney _ 2012 型交替流行, 成为主要的流行型

别[7-8]。 此外,在国内的散发病例中亦存在 GII.P12-
GII.3、GII.P16-GII.2、GII.P15-GII.15 和 GII.P6-GII.6
等其他型别,但目前为止均未引起大规模的暴发

疫情[14, 17]。
近年来,随着分子生物学方法的快速发展和普

及,基因测序和分子分型技术被越来越广泛地运用

于流行病学调查中,分子流行病学与现场流行病学

的结合更加紧密。 在 2016 年冬季,GII.P16-GII.2 重

组株引起的多起暴发疫情在德国被首次报道[10]。
随后我国研究者亦报道了该型别引起的多起暴

发[11-12]。 该型发生的重组部位位于诺如病毒基因

组的 ORF1 区的 RdRp 基因(NS7),而病毒基因组

ORF2 区编码的 VP1 蛋白上组织血型抗原结合点

(Asn352 / Arg353 / Asp382 / Gly445)并未发生明显改

变,暴发流行可能与 RdRp 基因的改变有关[11-12]。
RNA 依赖性的 RNA 聚合酶(RdRp)是诺如病毒的

非结构蛋白之一,在病毒基因组的复制过程中扮演

着相当重要的角色[18];此外,有报道称诺如病毒的

RNA 聚合酶(RdRp)在功能上与 VP1 存在一定的交

互作用,二者可影响宿主在感染诺如病毒后所表现

的临床症状[19]。
2016 年至 2017 年冬春季节在广州地区暴发的

诺如病毒疫情是诺如病毒重组株 GII. P16-GII.2 型

在本地的首次暴发。 本研究中,广州市感染性腹泻

监测网络于 1 月份发现了 2 例由 GII.P16-GII.2 型重

组株引起的病例;腹泻疫情标本中首次检出该重组

株的时间为 2016 年 12 月,并在随后多起疫情中多

次检出 GII.P16-GII.2 型重组株,病毒基因序列同源

性较高,提示可能是同一来源病毒引起的全市腹泻

暴发流行;此外还有个别病例标本测序结果为 GII.
Pe-GII.4.Sydney_2012 和 GII.P17-GII.17 型,可能是

原有流行型别导致的散发。 从疫情的暴发时间上

看,广州地区的此次 GII.P16-GII.2 诺如病毒暴发流

行高峰时间在 2017 年 2 月份到 3 月份,与我国境内

的其他省市和本省其他地市相比,发病高峰相对后

移[11]。 由于 GII.2 型既往在本地流行较少,低年龄

组对其易感性较高,因此在本次暴发中病例以低年

龄组的学龄前儿童为主,高年龄段患者较少,这一现

象可能与高年龄组在较早之前已感染过 GII.2 型,
存在一定水平的肠道免疫有关。 广州市往年的感染

性腹泻监测结果提示,每一次新的诺如病毒变异株

出现均会带来一波感染性腹泻暴发疫情,如 2014 年

的 GII. Pe-GII. 4. Sydney _2012 变异株和 2015 年的

GII.P17-GII.17 变异株。 在本次疫情高峰过后,在腹

泻门诊监测病例中仍有一定比例的 GII. P16-GII. 2
型诺如病毒检出,而原有的 GII. Pe-GII. 4. Sydney _
2012 型和 GII.P17-GII.17 型比例逐步降低,这一现

象提示,GII.P16-GII.2 型可能在短期内取代原有的

流行型别成为本地的主要流行株。
在这一波暴发流行的多起疫情中,部分厨工和

保育员的粪便标本或肛拭子检出诺如病毒 GII 阳

性,通过基因测序发现,除了 GII.P16-GII.2 型外,还
有 GII.Pe-GII.4.Sydney_2012 型和 GII.P17-GII.17 型

检出。 这一结果提示厨工可能在部分疫情的扩散中

扮演了重要的角色,加强厨房卫生措施,做好生熟食

物的分区操作,强化厨工卫生意识等工作在疫情的

预防和控制中具有重要的意义[20]。 除粪-口途径

外,诺如病毒还可通过密切接触进行传播,但无论是

何种途径,病毒均是通过消化道进入人体导致感染。
虽然诺如病毒引起的感染性腹泻存在自限性,

但对于老年人、儿童和免疫缺陷者可能导致电解质

紊乱,危及生命。 在此次疫情暴发中,GII.P16-GII.2
型在暴发疫情中的检出时间早于监测网络,这表明

当前广州市的腹泻监测网络体系仍然存在需要改进

的方面。
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