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  [摘 要] 目的 了解上海市普陀区16起聚集性呕吐腹泻疫情中诺如病毒的基因分型和流行特征,为辖

区和全市诺如病毒引起的聚集性呕吐腹泻疫情的处置与防控提供技术支撑和数据参考。方法 收集2018-
2019年上海市普陀区16起聚集性呕吐腹泻疫情所涉及人群的肛拭标本136份。采用实时荧光聚合酶链反应

方法检测诺如病毒核酸,典型病例阳性标本采用实时荧光聚合酶链反应扩增聚合酶-衣壳蛋白连接区并进行测

序,通过生物信息工具进行基因分型和构建进化树。结果 136份标本中诺如病毒 GⅡ组核酸阳性62份

(45.59%),GⅠ组核酸阳性0份。42份诺如病毒测序成功,通过序列比对分析获得4种基因型别。16起聚集

性呕吐腹泻疫情中9起疫情是GⅡ.P16-GⅡ.2型(56.25%),
 

2起疫情是GⅡ.P7-GⅡ.6型(12.50%),2起

疫情是GⅡ.P12-GⅡ.3型(12.50%),3起疫情是GⅡ.Pe-GⅡ.4型(18.75%)。结论 诺如病毒是引起

2018-2019年上海市普陀区聚集性呕吐腹泻疫情的重要病原体,以GⅡ组为主,有多种基因型别,其中GⅡ.
P16-GⅡ.2型为主要流行株。
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[Abstract] Objective To

 

understand
 

the
 

genotyping
 

and
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

norovirus
 

in
 

16
 

clusters
 

of
 

vomiting
 

and
 

diarrhea
 

in
 

Putuo
 

District
 

of
 

Shanghai,and
 

to
 

provide
 

technical
 

support
 

and
 

data
 

reference
 

for
 

the
 

treatment
 

and
 

prevention
 

of
 

clusters
 

of
 

vomiting
 

and
 

diarrhea
 

caused
 

by
 

norovirus
 

in
 

the
 

dis-
trict

 

and
 

the
 

whole
 

city.Methods A
 

total
 

of
 

136
 

anal
 

swab
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

people
 

involved
 

in
 

16
 

clusters
 

of
 

vomiting
 

and
 

diarrhea
 

outbreaks
 

in
 

Putuo
 

District
 

of
 

Shanghai
 

from
 

2018
 

to
 

2019.The
 

nucleic
 

acid
 

of
 

norovirus
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

polymerase
 

chain
 

reaction.The
 

polymerase-capsid
 

protein
 

link
 

region
 

was
 

amplified
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

and
 

sequenced
 

in
 

the
 

positive
 

samples
 

of
 

typical
 

cases.Genotyping
 

and
 

phylogenetic
 

tree
 

were
 

constructed
 

by
 

bioinformatics
 

tools.Results Among
 

the
 

136
 

specimens,62
 

(45.59%)
 

were
 

positive
 

for
 

norovirus
 

GⅡ
 

nucleic
 

acid,and
 

zero
 

was
 

positive
 

for
 

norovirus
 

GI
 

nucleic
 

acid.42
 

noroviruses
 

were
 

successfully
 

sequenced,and
 

four
 

genotypes
 

were
 

obtained
 

by
 

sequence
 

align-
ment

 

analysis.Among
 

the
 

16
 

clusters
 

of
 

vomiting
 

and
 

diarrhea
 

outbreaks,nine
 

were
 

GⅡ.P16-GⅡ.2
 

(56.25%),two
 

were
 

GⅡ.P7-GⅡ.6
 

(12.50%),two
 

were
 

GⅡ.P12-GⅡ.3
 

(12.50%),and
 

three
 

were
 

G
Ⅱ.Pe-GⅡ.4

 

(18.75%).Conclusion Norovirus
 

is
 

an
 

important
 

pathogen
 

causing
 

clustered
 

vomiting
 

and
 

di-
arrhea

 

in
 

Putuo
 

District
 

of
 

Shanghai
 

from
 

2018
 

to
 

2019.It
 

is
 

mainly
 

GⅡ
 

group
 

and
 

has
 

a
 

variety
 

of
 

genotypes,
among

 

which
 

GⅡ.P16-GⅡ.2
 

is
 

the
 

main
 

epidemic
 

strain.
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  诺如病毒是引起全球急性病毒性肠胃炎暴发流

行的最常见病因,每年约1.25亿例食源性疾病由诺

如病毒引起[1]。诺如病毒引发的公共卫生问题对医

疗保健和生产力造成极大的损失,预估每年超过60

亿美元[2]。其感染率呈逐年上升趋势,已成为危害人

类健康的公共卫生问题[3]。诺如病毒具有低感染剂

量、高传染性、对外界因素不敏感等特点[4]。人群普

遍易感,尤其在托幼机构、学校、医院、养老院等密闭
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场所更易发生诺如病毒的感染[5-6]。由于诺如病毒频

繁的基因重组和抗原漂移,使其呈现高度多变性,每
隔几年就会出现新的变异株,引起急性肠胃炎的流

行[7]。诺如病毒是一种线性单链正向RNA病毒,属
杯状病毒科,基因组全长约7.7

 

kb,包含3个开放读

码框(ORF),即
 

ORF1、ORF2和 ORF3[8-9]。根 据

ORF1、ORF2链接区基因的重组可对诺如病毒进行

基因分型,进行分子流行病学检测和疫情溯源。本研

究对2018—2019年上海市普陀区16起聚集性呕吐

腹泻疫情病例标本进行了诺如病毒检测和流行病学

分析,并进行了基因测序,以了解疫情诺如病毒基因

特征,旨在为辖区和全市诺如病毒引起的聚集性呕吐

腹泻疫情的处置与防控及病原学研究提供技术支撑

和数据参考。
1 材料与方法

1.1 标本来源 收集2018—2019年上海市普陀区

16起聚集性呕吐腹泻疫情所涉及人群的肛拭标本

136份。冷藏运送至上海市普陀区疾病预防控制中

心,阳性标本用无菌冻存管分装保藏于-80
 

℃冰箱。
1.2 方法

1.2.1 病毒RNA提取 将含有肛拭标本的病毒采

样管于漩涡振荡器振荡混匀后吸取200
 

μL液体,使
用全自动核酸提纯系统(QIAcube,QIAGEN

 

Sample
 

&
 

Assay
 

Technologies)提纯病毒 RNA,获得 RNA
洗脱液50

 

μL。
 

1.2.2 病毒核酸检测 采用实时荧光聚合酶链反应
(PCR)方法进行诺如病毒核酸检测。检测仪器为实

时荧光定量PCR仪(ABI
 

7500,Thermo
 

Fisher
 

Scien-
tific),试剂为诺如病毒GⅠ/GⅡ型核酸检测试剂盒
(江苏硕世生物科技有限公司的商品化试剂盒)。
1.2.3 序列扩增测定 将实时荧光PCR结果阳性

且扩增循环数小于或等于25的标本进行普通实时荧

光PCR扩增,反应体系参照试剂盒说明书(诺维赞
 

HiScript􀆿
 

Ⅱ
 

One
 

Step
 

实时荧光PCR
 

Kit)配制,引物

选择 MON431/G2SKR。扩增产物送上海伯杰生物

科技服务公司进行纯化和测序。
1.2.4 基因序列分析 将测序所得序列采用Seq-
Man软件进行拼接整理,将整理好的序列上传到诺如

病毒在线分型网站(https://www.rivm.nl/mpf/typ-
ingtool/norovirus/)和NCBI网站进行病毒基因型别

的分析。使用 MegAlign进行序列比对和同源性分

析。应用 MEGA
 

6.06软件(Kimura
 

2参数模型,邻
接法,1

 

000次bootstrap检验)进行遗传进化分析。
1.3 统计学处 理 应 用 Miscrosoft

 

Office
 

Excel
 

2019软件进行数据整理,应用SPSS22.0统计软件进

行数据分析,计数资料以率或构成比表示,组间比较

采用χ2 检验。检验水准α=0.05。P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 疫情概述 16起聚集性呕吐腹泻疫情主要集中

在托幼机构、学校这些密闭场所。其中托幼机构6

起,学校10起。疫情暴发流行集中于9~11月份。
共采集136人份肛拭标本,其中男67人(59.26%),
女69人(60.74%);年龄3~65岁。主要临床表现为

呕吐、腹泻、发热等。136份肛拭标本经诺如病毒核酸

检测阳性62例,其中诺如病毒GⅠ组核酸阳性0份,
诺如 病 毒 GⅡ组 核 酸 阳 性62份,检 测 阳 性 率 为

45.59%(62/136)。
2.2 诺如病毒阳性与阴性病例基本特征比较 男性

病例诺如病毒阳性率(62.69%)高于女性(28.99%)。
各年龄组均有诺如病毒检出,其中6~18岁检出率最

高(68.97%),成人组(>18岁)检出率最低(6.98%)。
学生病例中诺如病毒检出率最高(63.44%)。不同性

别、年龄、职业病例诺如病毒阳性检出率比较,差异均

有统计学意义(P<0.05)。2018年阳性检出率与

2019年比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。
表1  诺如病毒阳性与阴性病例基本特征比较

特征 n 诺如病毒阳性[n(%)] χ2 P
性别 15.564 <0.001
 男 67 42(62.69)

 女 69 20(28.99)
年龄(岁) 39.689 <0.001
 <6 35 19(54.29)

 6~18 58 40(68.97)

 >18 43 3(6.98)
职业 37.966 <0.001
 学生 93 59(63.44)

 教师 19 2(10.53)

 其他 24 1(4.17)
年份 1.006 0.316
 2018 66 33(50.00)

 2019 70 29(41.43)

2.3 诺如病毒基因型分布 62份标本诺如病毒GⅡ
组核酸阳性中测序成功42份,其中2018年23份,
2019年19份,通过BLAST搜索比对及序列同源性

比对分析获得4种诺如病毒 GⅡ组的基因型别。
2018年共有3种基因型,主要型别为 GⅡ.P16-G
Ⅱ.2型[69.57%(16/23)],其余为GⅡ.P12-GⅡ.3
型[21.74%(5/23)]和 GⅡ.P7-GⅡ.6型[8.70%
(2/23)];2019年共有3种基因型,主要型别为GⅡ.
P16-GⅡ.2型[63.16%(12/19)],其余为GⅡ.Pe-
GⅡ.4型[26.31%(5/19)]和 GⅡ.P7-GⅡ.6型
[10.53%(2/19)]。16起聚集性呕吐腹泻疫情中9起

疫情是GⅡ.P16-GⅡ.2型(56.25%),2起疫情是G
Ⅱ.P7-GⅡ.6型(12.50%),2起疫情是GⅡ.P12-
GⅡ.3型(12.50%),3起疫情是GⅡ.Pe-GⅡ.4型
(18.75%)。

 

2.4 诺如病毒的同源性和遗传进化分析 4条GⅡ.
P7-GⅡ.6型 序 列 间 核 苷 酸 相 似 性 为90.9%~
100.0%;5条GⅡ.P12-GⅡ.3型序列间核苷酸相似

性为99.4%~100.0%;28条GⅡ.P16-GⅡ.2型序

列间核苷酸相似性为29.7%~100.0%;5条GⅡ.Pe
-GⅡ.4 型 序 列 间 核 苷 酸 相 似 性 为 95.9% ~
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100.0%。GⅡ组聚合酶-衣壳蛋白连接区核苷酸序列

的系统发生进化树见图1。GⅡ.P16-GⅡ.2型序列

与参考序列对比分析有11条序列与参考序列在同一

分 支 上,核 苷 酸 相 似 性 差 异 最 小 的 是 深 圳 的

MK720579.1(99.1%~100.0%),差异最大的是北京

的 MG746218.1(59.6%~100.0%);4条GⅡ.P16-
GⅡ.2型序列最近的参考序列是湖北的 MH068806.

1(97.3%~99.1%)。1条GⅡ.Pe-GⅡ.4型序列与

4条参 考 序 列 分 属 不 同 分 支,其 核 苷 酸 相 似 性 为

97.1%~97.9%。2条 GⅡ.P7-GⅡ.6型序列与

MK720582.1、MN461159.1在一条进化分支上,核苷

酸相似性为97.2%~99.4%。剩余序列分属不同的

基因型,且在同一进化枝上。

  注:·为上海市普陀区聚集性呕吐腹泻疫情GⅡ组诺如病毒阳性样品编号。
图1  GⅡ组诺如病毒聚合酶-衣壳蛋白连接区核苷酸序列系统进化树
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3 讨  论

诺如病毒是引起托幼机构、学校和养老院等场所

聚集性呕吐腹泻疫情的主要病原体[10],极易在人群中

引起大规模的传播。本研究结果显示,2018—2019年

上海市普陀区发生的16起聚集性呕吐腹泻疫情诺如

病毒检测阳性率较高(45.59%),远超过2016—2019
年上海市儿童感染性腹泻哨点监测病例的诺如病毒

阳性率(11.23%)[11]和2013—2018年上海市监测点

医院诺如病毒阳性率(19.28%)[12],表明该地区诺如

病毒是造成聚集性呕吐腹泻疫情的主要原因之一。
本研究检测出的病原体均为诺如病毒GⅡ组,检出率

为45.59%(62/136),与国内外研究结果相符[12-14],表
明诺如病毒GⅡ组是引发上海市普陀区聚集性呕吐

腹泻疫情的优势病原体和基因组。
本研究核苷酸序列比对和同源分析结果显示,上

海市普陀区聚集性呕吐腹泻疫情中诺如病毒基因组

型别多样。其中28份标本为诺如病毒GⅡ.P16-G
Ⅱ.2型 感 染。GⅡ.P16-GⅡ.2型 首 次 出 现 于

2006—2007年,并在2016—2017年引起法国、德国、
中国、美国等地区诺如病毒的大范围暴发流行[15-16]。
2018—2019年上海市普陀区发生的16起聚集性呕吐

腹泻疫情中主要是由 GⅡ.P16-GⅡ.2型引起,占
56.25%(9/16),与同期北京部分地区的流行情况一

致[16-18],提示该基因型较易在人群中流行,引起诺如

病毒的暴发流行。部分研究表明,GⅡ.P16聚合酶区

影响聚合酶功能和病毒传播的位点发生碱基突变,进
而增强了病毒复制和传播的能力,提高了病毒对外界

环境的适应能力[19]。因此,开展常规监测以研究该重

组病毒是很有必要的。
由于诺如病毒频繁的基因重组和抗原漂移,其呈

现高度多变性,每隔几年就会出现新的变异株,引起

急性肠胃炎的流行[7-8]。自2002年以来,GⅡ.4型病

毒是世界范围内最常见的基因型,曾造成世界范围内

6次大流行[20],其中GⅡ.Pe-GⅡ.4型自2012年后

成为国内外优势菌株[21],且是2012—2017年引起上

海地区儿童呕吐腹泻的主要基因型[22]。以往监测数

据显示,2012年以来上海及江苏连续检测到 GⅡ.
P12-GⅡ.3型诺如病毒,表明GⅡ.P12-GⅡ.3型

可能会继续变异从而保持其在人群中的优势菌株地

位[22-23]。GⅡ.P7-GⅡ.6型已经在亚洲传播了至少

20年[24],近年来,该基因型在中国频繁出现[25]。提示

其有可能引起人群中诺如病毒的流行。
诺如病毒频繁的变异导致新的毒株生成,从而改

变了病毒的适应性和感染力,进而导致急性胃肠炎的
暴发流行。目前,针对诺如病毒并没有特异性治疗药

物和预防性疫苗[7]。因此,对症治疗和卫生管理是防

控诺如病毒传播的主要手段,尤其是对儿童和老人这

类特殊 人 群 更 需 要 加 强 个 人 卫 生 管 理。通 过 对

2018—2019年上海市普陀区16起聚集性呕吐腹泻疫

情病例标本进行诺如病毒检测和流行病学分析,并进

行基因测序了解疫情诺如病毒基因特征,及时发现流

行株和重组变异株,为辖区和全市诺如病毒引起的聚

集性呕吐腹泻疫情的处置与防控及病原学研究提供

技术支撑和数据参考,提高诺如病毒及重组诺如病毒

鉴定水平,以求更好地预防控制呕吐腹泻疫情的暴发

流行。
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