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　 　 【摘要】 　 目的　 了解环境污水中 A 组轮状病毒(group A rotavirus, RVA)基因型分布和分子流行

病学特征,探索环境污水监测在研究 RVA 区域性流行中的作用。 方法　 2014 年 1 月至 2016 年 12 月

期间,在山东省烟台市每月采集生活污水标本,浓缩处理后提取 RNA,进行逆转录-聚合酶链反应

(RT-PCR)扩增 RVA VP7 和 VP4 基因片段,经纯化、TA 克隆和 Sanger 测序后,根据获得的序列进行

基因定型和系统发生学分析。 结果　 监测时间内共采集 36 份污水标本,31 份水样(检出率 86. 1%)
RVA 检出 VP7 和 VP4 阳性。 共获得 205 条 G 基因型序列和 239 条 P 基因型序列,分别属于 4 个 G
基因型和 6 个 P 基因型,其中 G9 95. 6%(196 / 205)、P[8]58. 6%(140 / 239)和 P[4]28. 0%(67 / 239)
检出数量最多。 对 G9、P[8]和 P[4]进行的系统发生学分析表明,3 种型别在当地均有多个传播链的

共循环。 结论　 本研究描述了烟台市环境污水中 RVA 的基因型分布和序列特征,表明环境污水监测

是探索一个地区 RVA 分子流行病学特征的有效途径。
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【Abstract】 　 Objective 　 To understand the genotype distribution and molecular epidemiological
characteristics of the group A rotavirus (RVA) in domestic sewage, and further explore the importance of
environmental surveillance in investigating RVA regional circulation. Methods 　 Sewage samples were
collected monthly in the city of Yantai from January 2014 to December 2016. After concentration, total RNA
was extracted, and RVA VP7 and VP4 coding regions were amplified via RT-PCR. PCR products were
purified, cloned and Sanger sequenced. Genotyping and phylogenetic analysis was conducted based on the
sequences. Results　 Thirty-six sewage samples were collected and 86. 1% was positive with VP7 and VP4
sequences. A total of 205 VP7 and 239 VP4 nucleotide sequences were obtained, belonging to 4 G genotypes
and 6 P genotypes. Among these, G9 ( 95. 6%, 196 / 205), P [ 8] ( 58. 6%, 140 / 239) and P [ 4]
(28. 0%, 67 / 239) were the most common genotypes. Phylogenetic analysis for G9, P [ 8] and P [ 4]
sequences revealed co-circulation of multiple transmission chains in local population. Conclusions 　 This
study describes the genotype distribution and sequence characteristics of local RVA in Shandong province,
and the result demonstrate that surveillance on environmental sewage is an effective way in investigating RVA
molecular epidemiology.
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　 　 A 组轮状病毒(group A rotavirus, RVA)是全球

范围内 5 岁以下儿童急性胃肠炎的主要病原,每年

导致 45 万例病人死亡[1]。 RVA 属于呼肠孤病毒

科,其基因型的划分基于 VP7 和 VP4 衣壳蛋白的编

码序列,分别为 G 基因型和 P 基因型。 目前 RVA
已有至少 36 个 G 基因型和 51 个 P 基因型被发

现[2]。 RVA 基因型的监测对于掌握人群 RVA 流行

变异和重排、有针对性地开发疫苗以及评估疫苗有

效性都有着重要的作用。
人肠道中复制的病毒颗粒可随粪便排出体外、

进入城市污水管网、进而汇入污水处理厂。 采集污

水处理厂汇集的污水标本进行检测,可以获取污水

管网覆盖地区人群中该病原的感染情况。 因此,环
境污水监测是一种经济有效的监测手段,该方法已

经在全球消灭脊髓灰质炎行动中得到了成功的应

用[3]。 本文对烟台市 3 年的 RVA 环境污水监测结

果进行总结分析。

1　 材料与方法

1. 1　 污水的采集与浓缩　 选择烟台市某污水处理

厂作为采样点,在进水口处采集污水标本,2014 年 1
月至 2016 年 12 月期间每月采集一次,每次采集 1
L,低温运输至实验室,4 000×g 于 4 ℃离心去除沉

淀后,使用阴离子硝酸纤维素酯膜吸附和超声波震

荡洗脱的方法对污水上清进行浓缩[4],获得 10 ml
污水浓缩液。
1. 2　 病毒 RNA 的提取　 取 140 μl 污水浓缩液,使
用 Qiagen 公司的 QIAamp Viral RNA Mini Kit 试剂

盒,提取总 RNA 50 μl。 所提取的 RNA 经过 94 ℃ 5
min 热变性后,迅速置于 4 ℃冷却,加入 1 μl(40 U)
RNasin(Promega,美国)冻存。
1. 3　 一步法逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR) 　 使

用一步法试剂盒 SuperScript Ⅲ One-step RT-PCR
System with Platinum Taq(Invitrogen)对污水 RNA 分

别进行 RVA VP7 和 VP4 部分片段的 RT-PCR 扩

增。 扩增 VP7 片段所用引物为 VP7F.49S(5’-ATG
TAT GGT ATT GAA TAT ACC-3’)和 VP7R. 932 A
(5’-ACT TGC CAC CAT YTY TTC C-3’);扩增 VP4
基因片段所用引物为 VP4F.142S(5’-TAT GCI CCW

GTI AMT TGG-3’) 和 VP4R. 805 A ( 5’-ATT GCA
TTT CYT TCC AYA AYG-3’)。 RT-PCR 反应体系的

总体积为 50 μl,循环参数设置为:50 ℃ 30 min、94
℃ 2 min;94 ℃ 15 s、50 ℃ 30 s、68 ℃ 1 min (VP7)
或 68 ℃ 45 s (VP4),共 42 个循环;最后 68 ℃延伸

5 min。
1. 4　 PCR 产物测序　 PCR 反应产物用 1. 0%琼脂

糖凝胶电泳进行鉴定,RVA VP7 和 VP4 扩增目的片

段的大小分别应为 884 bp 和 664 bp。 阳性扩增片

段使用 QIAquick Gel Extraction Kit(QiIagen,美国)
进行凝胶回收,回收产物连接入 pGEM-T Easy 载体

(Promega,美国),通过热休克法将重组子转化入

CaCl2 法制备的感受态大肠杆菌 TG1 中。 经过氨苄

抗性平板和蓝白斑筛选,每个重组子挑取 8 ~ 12 个

白色菌株,由生工生物工程(上海)股份有限公司使

用 T7 引物进行 Sanger 法测序。
1. 5　 基因型确定和系统进化分析 　 使用 BioEdit
7. 0 对获得的 RVA VP7 和 VP4 核苷酸序列进行同

源性分析和分子定型。 使用 Mage 7. 0 进行基于邻

位法的系统发生树分析, bootstrap 值设定为 1000
次。 为去除冗余信息,核苷酸同源性超过 99. 0%的

烟台本地序列被删除。

2　 结果

2. 1　 RVA 检出情况与型别分布　 研究期间在烟台

市共采集污水标本 36 份,31 份检测到 RVA G 和 P
基因型,检出率均为 86. 1%。 共检出 205 条 G 基因

型序列,属于 G2、G3、G4 和 G9 共 4 个 G 基因型,其
中 G9 占 95. 6%(196 / 205)(表 1)。 共获得 239 条 P
基因型序列,属于 P[3]、P[4]、P[6]、P[8]、P[9]
和 P[23] 6 个 P 基因型,其中 P[8] (58. 6%,140 /
239) 和 P [ 4] ( 28. 0%, 67 / 239 ) 检出数量最多

(表 1)。
2. 2　 系统进化分析　 本研究对烟台市 RVA 流行 G
和 P 型别进行了系统发生学分析(图 1)。 在各基因

型的发生树上均有多个分支,提示当地有多个传播

链在共循环。 通过对 3 年不同年份的序列进行比较

发现同一年的序列有一定的聚集性。 G9、P[4]和 P
[8]序列的平均遗传距离分别为 0. 010 、0. 025 和
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　 　 　 表 1　 烟台环境污水中 A 组轮状病毒 G、P 基因型的检出数量

Tab.1　 Number of RVA G and P genotype sequences in sewage in Yantai, 2014 - 2016
基因

组

2014 年 2015 年 2016 年

1 月 2 月 3 月 4 月 5 月 6 月 10 月 11 月 12 月 1 月 2 月 3 月 4 月 5 月 6 月 7 月 8 月 9 月 10 月 11 月 12 月 1 月 2 月 3 月 4 月 5 月 6 月 7 月 8 月 11 月 12 月

合

计

G2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
G3 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
G6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5
G9 10 10 10 9 9 9 9 0 0 3 10 9 8 7 7 9 9 5 1 0 6 4 3 2 10 9 10 6 10 1 1 196
P[3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
P[4] 0 0 1 0 2 1 2 6 4 2 0 1 0 2 0 3 0 0 3 1 2 3 3 7 4 6 3 5 0 0 6 67
P[6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
P[8] 0 8 6 6 8 9 7 0 5 5 9 8 8 6 4 4 3 2 0 2 1 2 7 3 6 4 4 11 0 0 2 140
P[9] 0 0 0 1 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 2 3 4 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 11 28
P[23] 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

0. 039 。 在 G9 分支中,烟台序列与近年昆明、北京、
四川等地的腹泻病例中 G9 序列具有非常密切的亲

缘关系,同源性最高达 99. 8%。 同样,烟台 P[8]基
因型序列可以分成两个小的分支,各个分支中烟台

序列 与 我 国 人 源 序 列 ( KF372017、 MH035723、
MF580855 等) 具有较高的核苷酸同源性, 最高

达 99. 5%。
通过 BLAST 对我国罕见的 P[9]和 P[23]序列

进行了分析,P [9] 序列与日本 2016 年污水序列

(KX931956)、韩国 2014 年腹泻病例序列(KR262152)
以及我国 2011 年腹泻病例序列(JX946171)具有最近

的亲缘关系,核苷酸同源性最高达 99. 1%。 而 P[23]
序列与西班牙的猪源性 RVA(AY768809)具有最近的

亲缘关系,核苷酸同源性为 96. 2%。

3　 讨论

RVA G 基因型别众多,随着分子生物学技术的

不断发展和二代测序技术的成熟,已经有 36 个 G
基因型被发现。 但根据现有的监测数据分析发现,
全球优势流行的基因型是 G1、G2、G3、G4 和 G9,其
中近年来 G9 基因型在全球范围内的流行非常迅

猛,增长迅速,目前已在包括我国在内的全球若干地

区成为当地主要流行型别[5-8]。 本研究共检测出 4
个 RVA G 基因型,其中 G9 基因型占 95%以上,处
于绝对优势地位,与上述研究结果相一致。 其他 3
个基因型目前在当地已处于低流行状态。 根据 VP4
的序列差异,RVA 的 P 基因型成员更多,目前已鉴

定出 51 个 P 基因型,其中 P[8]和 P[4]是全球主要

流行的 P 基因型。 本研究获得了属于 6 个 P 基因

型的 VP4 序列,其中 P[8]基因型在研究期间一直

为优势基因型,其次为 P[4]基因型,与现有的研究

结果相符。
接种轮状病毒疫苗是预防轮状病毒腹泻最经

济、最有效的手段。 目前在我国使用的有两种

RVA 疫苗,2001 年以来在我国使用的是兰州生物

制品研究所生产的罗特威,其毒株基因型为 G10P
[15] [9-10] ;2018 年,美国默沙东的 RotaTeq 获准在

我国上市,其毒株基因成分包含人 G1、G2、G3、G4
和 P[8]。 如前所述,我国现有的人群中 RVA 基

因型监测结果和本研究的环境污水监测结果均

显示近年来我国的 RVA 主要流行基因型为 G9
基因型和 P[8] 、P[4]基因型。 开展 RVA 病原学

监测和分子定型研究,掌握人群中 RVA 的流行

趋势,对于评价轮状病毒疫苗的接种效果,研究

疫苗接种后人群流行株的变化特征,以及研发包

含主要流行基因型抗原种类的疫苗都具有重要

的意义。
通过对 VP7 序列进行系统发生学分析,发现研

究期间检测到的 G9 序列进化较为集中,互相之间

亲缘关系比较密切,与人源 G9 参考序列也具有密

切的亲缘关系。 山东污水中 P[8]基因型核苷酸序

列之间具有较大的差异,提示 P[8]基因型在本地建

立了长期的循环;系统发生学分析结果也显示 P[8]
山东株呈现出两个基因簇,与人源 P[8]也具有密切

的亲缘关系,以上结果说明至少有两个不同的 P[8]
基因型分支在当地人群中长期循环。 通过对我国罕

见的 P[9]和 P[23]基因型的 BLAST 分析发现,P
[9]序列与国内外腹泻病例序列关系十分密切,而 P
[23]序列与猪源性 RVA 关系密切。 本研究根据序

列亲缘性推测本研究 P[9]序列由人感染者排出,而
P[23]序列更有可能由猪排放入污水。 本研究结果

说明了环境污水监测是反应人群中人源病毒循环的
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注:图 A、B 分别为 G、P 基因型发生树;●代表参考株序列

图 1　 烟台轮状病毒 G、P 基因型系统进化树

Note: Phylogenetic relationships of G and P are illustrated in panel A and B, respectively; ● indicates reference sequences
Fig.1　 Phylogenetic analysis of G and P genotypes

有效手段,但由于环境污水监测无法确定病毒的宿

主来源,而 RVA 的宿主动物较多,所以要通过序列

分析对结果进行判断。
本研究反映了城市生活污水中 RVA 的广泛存
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在,并分析了 RVA 的分子流行病学特征及其多种基

因型共循环的特点,说明了基于环境污水监测的分

子流行性学分析是监测人群中 RVA 流行的有效途

径。 在此基础上,将结合人群 RVA 所致急性胃肠炎

病例的病原学监测,更加深入地开展相关分子流行

病学研究,这对于掌握人群中 RVA 的循环状况及其

基因型变迁和加强 RVA 急性胃肠炎的防控工作有

着极为重要的实际意义。
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感病毒等全国实验室检测能力验证项目;应急研制的流感新甲型 H1N1 病毒核酸检测方法获国家联防联控

科技组推荐并形成行业标准;主持研制 “病毒气溶胶采集富集仪及病毒检测试剂”项目,通过液相磁珠富集

技术结合高效气液混合设计,显著提升了环境空气中生物粒子液相富集效果,该成果荣获“国家重点新产

品”证书,关键技术集成进入“环境气溶胶生化危害在线预警鉴定系统”,实现了生物气溶胶在线预警与极速

核酸检测一体化,并在北京大兴机场等公共场所部署应用。 已发表学术论文 50 余篇,获发明专利授权 5 项,
先后获国家科技进步一等奖 1 项(参与),国家质检总局“科技兴检”奖一等奖 3 项(主持 1 项);享受国务院

政府特殊专家津贴,获“全国质量监督检验检疫‘科技兴检’突出贡献奖” 和 “全国质量监督检验检疫先进

个人”等荣誉。
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