
中华预防医学杂志 2019年8月第 53卷第8期 Chin J Prev Med，August 2019, Vol. 53, No. 8

·论著·

2016—2017年宁夏急性胃肠炎患者中
诺如病毒感染状况及重组类型分析
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【摘要】 目的 了解宁夏急性胃肠炎患者中诺如病毒的感染状况及其重组现象。方法 研究对

象为2016年1月至2017年12月在宁夏5个市10家监测点医疗机构门急诊就诊的急性胃肠炎病例，共

2 334例。收集病例临床资料和患者个人信息，采集粪便标本后统一送往宁夏疾病预防控制中心，采

用实时荧光定量PCR方法进行核酸检测，采用逆转录PCR对诺如病毒GⅡ型阳性标本的聚合酶区和

衣壳蛋白区进行扩增、测序及基因分型，用MEGA⁃X软件进行进化分析，并用Simplot 3.5.1和RDP4软
件进行重组分析。结果 2 334例病例的年龄M（P25，P75）为1.42（0.68，7.69）岁；2016和2017年分别为

1 133和 1 201例；男女分别为 1 343 和 991例；诺如病毒 GⅠ型阳性率为 0.86%（20例），GⅡ型为

14.82%（346例）。346株GⅡ型毒株中有78株重组毒株完成测序，共发现12种重组类型，其中GⅡ.Pe/
GⅡ.4Sydney_2012和GⅡ.P12/GⅡ.3为主要流行株，分别占 35.90%（28株）和 32.05%（25株），其次为

GⅡ.P16/GⅡ.2，占 12.82%（10株）；首次在宁夏检出GⅡ.P7/GⅡ.6（2株）、GⅡ.P12/GⅡ.3（6株）、GⅡ.
P16/GⅡ.1（2株）、GⅡ.P16/GⅡ.2（5株）、GⅡ.Pe/GⅡ.4（7株）型重组株，均为型间重组，重组位点多位于

ORF1区。结论 2016—2017年宁夏诺如病毒感染以 GⅡ组为主，且均为重组株，GⅡ.Pe /G
Ⅱ.4Sydney_2012和GⅡ.P12/GⅡ.3为主要流行株，其次为GⅡ.P16/GⅡ.2。
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【Abstract】 Objective To analyze the infection status and recombination of Norovirus in patients
with acute gastroenteritis in Ningxia. Methods The specimens of 10 sentinel hospitals in Ningxia were
collected from 2016 to 2017. Real⁃time quantitative PCR was used for nucleic acid detection. GⅡ⁃positive
samples were amplified by RT⁃PCR for the RdRp and Capsid regions, then sequenced and genotyped.
Evolution analysis was performed using software such as MEGA⁃X, and recombination analysis was
performed using Simplot 3.5.1 and RDP4.Results The age of the 2 334 cases was 1.42 (0.68, 7.69) years
old, 1 133 cases in 2016 and 1 201 cases in 2017, 1 343 and 991 cases for males and females respectively.
The positive rate of Norovirus GⅠ genogroup was 0.86% (20 / 2 334), and GⅡ genogroup was 14.82%
(346/2 334). A total of 78 recombinant strains were sequenced and 12 recombinant types were found. GⅡ.
Pe / GⅡ . 4Sydney_2012 and GⅡ . P12 / GⅡ . 3 were the main epidemic strains, accounting for 35.90%
(28 strains) and 32.05% (25 strain) respectively, followed by GⅡ . P16 / GⅡ . 2 accounting for 12.82%
(10 strains). Among them,GⅡ.P7/GⅡ.6 (2 strains), GⅡ.P12/GⅡ.3 (6 strains), GⅡ.P16/GⅡ.1 (2 strains), GⅡ.
P16/GⅡ.2 (5 strains), GⅡ.Pe/GⅡ.4 (7 strains) were detected for the first time in Ningxia. Recombinant
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strains were all intergenotype recombination, and the recombination breakpionts were all located within
ORF1. Conclusion Norovirus infection in Ningxia area was mainly in GⅡ genogroup from 2016 to 2017,
and most of them were recombinant strains. GⅡ.Pe/GⅡ.4Sydney_2012 and GⅡ.P12/GⅡ.3 were the main
epidemic strains, followed by GⅡ.P16/GⅡ. 2.
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急性胃肠炎长时间位居传染病负担第二位，而

诺如病毒感染几乎占全世界所有急性胃肠炎病例

的五分之一［1］。自从多个国家将轮状疫苗纳入国

家计划免疫后，诺如病毒阳性率高于轮状病毒［2⁃3］，
成为引起急性胃肠炎的主要病原体。低感染剂量、

高病毒载量和稳定性使其具有高度传染性，常导致

爆发、住院和全球大流行。诺如病毒通过重组或累

积突变（遗传漂移）不断进化，从而逃避宿主免疫，

严重影响着人类健康。 van Beek 等［4］通过对

NoroNet收集的大量诺如病毒序列进行流行病学分

析，发现了 26种不同的衣壳蛋白区基因型和 22种
重组基因型。为了解宁夏地区急性胃肠炎患者中

诺如病毒的感染状况及其重组进化，本研究收集

2016—2017年患者标本，探讨该地流行毒株的分

子特性及其流行病学特征。

材料与方法

一、标本来源

研究对象为2016年1月至2017年12月在监测

点医疗机构门急诊就诊的急性胃肠炎病例。病例

定义：每日排便 3次及以上，大便性状有改变（稀

便、水样便、黏液便或脓血便等），且在发病 14 d内
就诊的病例。排除标准：住院病例，或腹泻 14 d及
以上。监测点为宁夏5个市10家哨点医院（银川市

第一人民医院、银川市第二人民医院、石嘴山第二

人民医院、平罗县人民医院、吴忠市人民医院、青铜

峡市人民医院、固原市人民医院、原州区人民医院、

中卫市人民医院、海原县人民医院），要求各监测点

在监测期间每月最少需采集 10例病例标本，以保

证样品采集的时间均衡性，共采集 2 334例病例标

本。同时完善病例临床资料和患者个人信息，标本

采集后统一送往宁夏疾病预防控制中心进行检测。

本研究通过了宁夏疾病预防控制中心医学科研伦

理委员会审核。

二、诺如病毒RNA提取与核酸检测

取 2 g标本用磷酸盐缓冲液（phosphate buffer

saline，PBS）制备成 10%的便悬液并用振荡器震荡

均匀后，1 000×g离心 20 min，取上清液 200 μl，使
用苏州天隆生物科技有限公司的全自动提取仪和

RNA/DNA提取试剂盒（货号 ZTLJB⁃Y64）提取核

酸。核酸检测采用实时荧光定量PCR方法，PCR试

剂盒为江苏硕世生物科技公司的诺如病毒GⅠ/GⅡ
核酸检测试剂盒（货号 JC50201），PCR反应仪器为

美国ABI公司的 7500 Fast Real⁃time PCR仪，体系

配置和扩增程序按照试剂盒说明进行操作。结果

判读：Ct值≤35，曲线成S型且有明显指数增长期判

断为阳性；35<Ct≤38，需重复检测，若再次实验结果

Ct值仍在 35~38范围内，曲线呈标准 S型且有明显

指数增长期，判断为阳性，否则判断为阴性；Ct值>
38或未检出，判断为阴性。

三、测序与基因分型

对GⅡ核酸阳性标本的聚合酶区和衣壳蛋白

区部分序列进行扩增和测序，引物对分别为 p289/
p290［5］和COG2F/G2SKR［6］，目的片段大小为 319和
387 bp。扩增试剂盒为北京全式金公司的 One
Step RT⁃PCR Kit（货号 AT411⁃02）。反应条件为：

45 ℃ 30 min；94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，50 ℃ 30 s，
72 ℃ 90 s，40个循环；72 ℃ 10 min。1.5%琼脂糖凝

胶电泳观察扩增结果，阳性片段送昆泰锐（武汉）生

物技术有限公司测序。

测序结果用 DNAstar 7.0软件中的 SeqMan进
行编辑后，使用MegAlign软件进行序列比对和同源

性分析；用Mega⁃X软件构建系统进化树，建树模型

采用Neighbour⁃joining法，置信度检验统计方法使

用Bootstrap，检验次数设置为1 000次，核酸替代模

型 为 Kimura 2⁃parameter + G，参 考 序 列 均 来 自

GenBank 数据库 ；并结合诺如病毒分型网站

（http：//www.rivm.nl/mpf/NoV/typingtool）综合鉴定基

因型别。

四、重组分析

对聚合酶区和衣壳蛋白区型别不同的GⅡ阳

性标本进行重组分析，采用引物p289IUB/G2SKR［7］
对包含ORF1和ORF2重叠区在内的长片段进行扩
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增，扩增产物 1 100 bp，反应条件同前。为明确本

研究中毒株的重组位点，用参考株 Lordsdale
（X86557）确定重组位点，用Simplot 3.5.1软件对长片

段进行相似性分析，并用 RDP4 软件的 RDP、
GENECONV、BootScan、MaxChi、Chimaera、SiScan 及

3Seq算法对重组事件进行验证和综合评定（P<0.01）。
研究对象年龄不符合正态分布，采用M（P25，P75）表示。

结 果

一、核酸检测

2 334例病例的年龄M（P25，P75）为 1.42（0.68，
7.69）岁，其中2016和2017年分别为1 133和1 201例，

男女分别为 1 343和 991例；诺如病毒总阳性率为

15.68%（366例），其中GⅠ型阳性率为0.86%（20例），

GⅡ型阳性率为 14.82%（346例），GⅡ型为宁夏主

要流行类型。

二、基因分型

1.基本情况：分别扩增GⅡ型阳性标本的聚合

酶区和衣壳蛋白区，成功测序 104株，获 78株双区

（聚合酶区/衣壳蛋白区）序列，17株聚合酶区序列

和 9株衣壳蛋白区序列。基于聚合酶区/衣壳蛋白

区，78株毒株共12种基因型：GⅡ.Pe/GⅡ.4Sydney_
2012（35.90%，28株）、GⅡ.P12/GⅡ.3（32.05%，25
株）、GⅡ.P16/GⅡ.2（12.82%，10株）、GⅡ.P7/GⅡ.6
（3.85%，3株）、GⅡ.P17/GⅡ.17（3.85%，3株）、

GⅡ.P16/GⅡ.4Sydney_2012（2.56%，2株）、GⅡ.P16/
GⅡ.1（2.56%，2株）、GⅡ.Pe/GⅡ.2（1.28%，1株）、

GⅡ.Pe/GⅡ.1（1.28%，1株）、GⅡ.P17/GⅡ.4Sydney_

2012（1.28%，1株）、GⅡ.Pe/GⅡ.3（1.28%，1株）和

GⅡ.P12/GⅡ.2（1.28%，1株）。17株聚合酶区序列

分为 4种基因型：GⅡ.P12（9株）、GⅡ.Pe（4株）、

GⅡ.P17（2株）和GⅡ.P16（2株）。单独的9株衣壳

蛋白区序列分 3种型别：GⅡ.2（6株）、GⅡ.1（2株）

和GⅡ.4Sydney_2012（1株）。

2.基因型时间分布情况：GⅡ.Pe/GⅡ.4Sydney_
2012集中分布于 1—7月份（96.43%，27株），其中

2—4月份占比较高，为 60.71%（17株）；GⅡ.P12/
GⅡ.3集中分布于 1—8月份（96%，24株）。GⅡ.
P16/GⅡ.4Sydney_2012开始出现在 2016年 1月，

同年 6月又发现 1株；GⅡ.P16/GⅡ.2集中分布在

2017年 5—7月（10株）；2016年 8月和 2017年 6月
各发现 1株GⅡ.P16/GⅡ.1。各月份诺如病毒基因

型分布情况详见表1。
三、同源性和系统进化分析

1.基于聚合酶区进化分析：共 5种基因型，

P7 基因型与中国台湾株（KM267741）、河南株

（KU935739）位于同一个进化分支，亲缘关系较近，

核苷酸同源性分别为 98.9%、99.3%；P17基因型与

日本株（LC349993）属同一进化分支，核苷酸同源

性为 99.6%，同浙江株（KY344325）为 98.9%；Pe基
因型与山东株（MG214988）、浙江株（KY344305）同

源性为 98.5%~99.6%；P12基因型核苷酸同源性为

99.3%~100%，单 独 形 成 一 个 分 支 ，与 广 东 株

（KY348698）亲缘关系最近，同源性为 97.4%~
97.8%；P16基因型核苷酸同源性为 96.7%~100%，

2株与山东株（MG572182）属同一进化分支，核苷酸

同 源 性 为 98.2%~98.5%，其 余 毒 株 与 湖 北 株

表1 2016—2017年宁夏104株GⅡ型诺如病毒基因型月份分布

月份

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

合计

毒株数

8
12
13
11
11
17
13
7
3
4
2
3

104

GⅡ.P16/GⅡ.1
0
0
0
0
0
1
0
1
0
0
0
0
2

GⅡ.P16/GⅡ.4Sydney_2012
1
0
0
0
0
1
0
0
0
0
0
0
2

GⅡ.P17/GⅡ.17
0
0
0
1
0
0
0
1
0
0
1
0
3

GⅡ.P7/GⅡ.6
0
0
0
0
0
0
1
0
1
1
0
0
3

GⅡ.P16/GⅡ.2
0
0
0
0
2
5
3
0
0
0
0
0
10

GⅡ.P12/GⅡ.3
3
3
5
1
3
3
3
3
0
0
1
0
25

GⅡ.Pe/GⅡ.4Sydney_2012
4
7
5
5
3
1
2
0
0
0
0
1
28

其他型别

0
2
3
4
3
6
4
2
2
3
0
2
31
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（MF279942）、浙江株（MG763377）同源性为98.5%~
99.3%。见图1。

2.基于衣壳蛋白区进化分析：共 6个基因型，

GⅡ.4基因型核苷酸同源性为 98.2%~100%，与山

东 株（KR107563 和 MG214988）分 别 为 97.5%~
99.6%；GⅡ.6基因型与河南株（KU935739）、中国台

湾株（KM267741）亲缘性较高，同源性为 100%、

99.6%；GⅡ.2基因型与浙江株（MG763377）属同一

进化分支，亲缘性近，同源性为

100%，与 湖 北 株（MF279942）为

99.6%；GⅡ . 17 基因型与浙江株

（MH842230）同 源 性 最 高 ，为

99.6%~99.3%；GⅡ.1基因型与山东

株（MG572182）为同一进化分支，同

源性为 99.3%；GⅡ.3基因型与俄罗

斯株（MG892950）亲缘关系最近，同

源性为100%，与广东株（KY348698）
为98.9%。见图2。

四、重组分析

本研究的 12种重组类型中成

功扩增出 5种基因型（图 3），共 22
株重组株。经Simplot和RDP4软件

分析后结果一致，所有重组株均为

型间重组，重组位点范围为 5 009~
5 079 bp，均位于 ORF1区，所有算

法 的 P 值 范 围 为 9.190 × 10-44~
3.514×10-2。

讨 论

2016—2017年宁夏GⅡ型诺如

病毒有5种聚合酶区、6种衣壳蛋白

区基因型，共组合为 12种基因型，

其中除GⅡ.P17/GⅡ.17外其余的聚

合酶区和衣壳蛋白区型别均不一

致，说明宁夏急性胃肠炎病例中的

诺如病毒多为重组株，并首次在宁

夏检出 GⅡ.P7 /GⅡ.6、GⅡ.P12/
G Ⅱ.3、GⅡ.P16/GⅡ.1、GⅡ.P16/
G Ⅱ.2、GⅡ.Pe/GⅡ.4重组株，其余类

型扩增失败。GⅡ.Pe/GⅡ.4Sydney_
2012和GⅡ.P12/GⅡ.3为宁夏主要

基因型，与国内外报道一致［8⁃11］，其
次为GⅡ.P16/GⅡ.2。宁夏重组株

的进化分析显示，其聚合酶区和衣壳蛋白区均与同

时期国内外毒株同源性很高，尤其与河南、浙江、山

东、湖北毒株亲缘性近，体现了诺如病毒在不同地

区流行的快速性。而与聚合酶区相比，衣壳蛋白区

表现的相对更为保守，说明聚合酶区的变异在重组

中可能发挥着一定的作用。

自1995年以来，GⅡ.4型成为诺如病毒流行的

主要型别，通过累积突变进化成不同变异株，包括

图1 2016—2017年宁夏23株GⅡ型诺如病毒聚合酶区进化分析

图2 2016—2017年宁夏24株GⅡ型诺如病毒衣壳蛋白区进化分析
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US95 / 96（1996）、Farmington Hills（2002）、Hunter
（2004）、Den Haag（2006）、New Orleans（2009）和

Sydney_2012（2012），从而逃避先前暴露形成的宿

主免疫，在全世界引起大流行。2014—2015年变

异株 GⅡ.17 Kawasaki取代悉尼株 GⅡ.4Sydney_
2012成为亚洲主要流行株［12］，本研究发现，GⅡ.17
变异株仅在宁夏 2016年的个别月份检出，而 2017
年未检出。Cannon等［8］研究表明，聚合酶区基因型

GⅡ.P16常与 GⅡ.2、GⅡ.3、GⅡ.4Sydney_2012和
GⅡ.13组合为重组株，GⅡ.P16/GⅡ.4Sydney_2012
自2015年11月以来取代GⅡ.Pe/GⅡ.4Sydney_2012
成为引起美国腹泻爆发的主要毒株。2016—2017
年冬季，中国香港［13］、广东［14］、江苏［15］，法国［16］和意

大利［17］等地均报道了GⅡ.P16/GⅡ.2重组株及其引

起的大规模腹泻爆发。2016年 1和 6月宁夏地区

发现GⅡ.P16/GⅡ.4Sydney_2012重组株，与浙江省

湖州市［18］GⅡ.P16/GⅡ.2重组株冬季高发不同的

是，宁夏GⅡ.P16/GⅡ.2集中分布在 2017年 5—7
月，同时两年各检出一株GⅡ.P16/GⅡ.1。GⅡ.P16
重组株已在世界范围内引起流行，宁夏虽未出现

GⅡ.P16重组株引起的爆发，但已成为继GⅡ.Pe/
GⅡ.4Sydney_2012、GⅡ.P12/GⅡ.3外引起腹泻的第

三顺位，同时2017年GⅡ.17变异株的消失，更应警

惕GⅡ.P16重组株未来在本地引起爆发的可能。

重组是包括诺如在内的许多单链RNA病毒的

一种进化机制，大量文献表明重组发生在ORF1、
ORF2、ORF1/ORF2和ORF2/ORF3之间，重组位点

最可能位于近ORF1/ORF2重叠区或重叠区内。本

研究共检出 22株重组株，重组位点均位于ORF1，
大多近于ORF1/ORF2重叠区。诺如病毒不仅能发

生型间重组、型内重组［19］，甚至可能出现组间重组，

本研究重组株均为型间重组。Ludwig-Begall等［20］

对诺如病毒的重组、种间传播及人畜共患病风险进

行讨论，尽管有丰富的流行病学资料证实了人诺如

病毒不同的重组类型，但模型外推的有限性及鼠诺

如病毒在体外细胞培养的难度均使重组机制的研

究受到制约。

本研究对宁夏地区诺如病毒的基因型及其流

行时间进行分析，发现宁夏流行株多为重组株，

GⅡ.Pe/GⅡ.4Sydney_2012和GⅡ.P12/GⅡ.3为主要

重组株且在该地持续存在，提示应警惕GⅡ.P16重
组株未来在该地流行的风险。由于缺乏2016年之

前的资料，无法推断GⅡ.P16是否为该地固有毒株

变异而来或是由外地传播至此地，应进一步加强监

测及预警，控制诺如病毒在本地的流行并提供数据

支持。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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