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　 　 【摘要】 　 目的　 分析泉州地区 2014—2017 年急性病毒性胃肠炎疫情的病原学特征。 方法　 收

集泉州地区 2014—2017 年 15 起急性病毒性胃肠炎暴发疫情期间的患者标本,采用实时荧光定量

PCR 方法检测诺如病毒 GⅠ/ GⅡ型、扎如病毒、星状病毒及轮状病毒,对检测结果进行统计学分析;
诺如病毒检测阳性的标本,对其多聚酶和衣壳蛋白基因 VP1 区进行 PCR 扩增并测序,并用 DNAstar
和 MEGA7. 0 软件进行序列分析。 结果　 本研究共采集 96 份来源于 15 起急性病毒性胃肠炎暴发疫

情的患者临床标本,共检出诺如病毒 30 份,阳性率为 31. 25%,其中 GⅡ型 23 份、GⅠ型 7 份;随机选

择 10 份阳性标本进行核酸序列分析,其中 9 份为 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型,1 份 GⅠ.6 亚型。 系统进化

树分析表明该 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型诺如病毒新重组株与近期国内外暴发流行的 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚

型高度同源。 结论　 引起泉州地区 2014—2017 年急性病毒性胃肠炎暴发疫情的主要病原为诺如病

毒 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型和 GⅠ.6 亚型;其中 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型在泉州地区首次出现,为近期优势

毒株。
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【Abstract】　 Objective　 To understand the etiology, genotype and molecular characteristics of acute
viral gastroenteritis in Quanzhou from 2014 to 2017. Methods　 Specimens from 15 outbreaks of acute viral
gastroenteritis in Quanzhou area from 2014 to 2017 were collected and real-time fluorescence quantitative
PCR was used to detect norovirus GI and GII, sapovirus, astrovirus and rotavirus, and the result were
statistically analyzed. Furthermore, specimens positive for norovirus was further subjected to the amplification
and sequencing of polymerase and VP1 genes of norovirus, and sequences were analyzed using DNAstar and
MEGA7. 0 software. Results　 In this study, 96 specimens from 15 outbreaks of acute viral gastroenteritis
were collected, and norovirus was detected in 30 specimens with a positive rate of 31. 25%, among which 23
specimens were genotype GII and 7 specimens genotype GI. Meanwhile, 10 specimens were randomly
selected for nucleic acid sequence analysis. The result showed that 9 of them were GII.P16 / GII.2 and 1 was
GI.6. The phylogenetic analysis showed that the new recombinant norovirus subtype GII. P16 / GII. 2 was
highly homologous to the same subtype detected in outbreaks home and abroad recently. Conclusions　 The
main pathogens caused the outbreak of acute viral gastroenteritis in Quanzhou from 2014 to 2017 were
norovirus belonging to subtype GII. P16 / GII. 2 and subtype GI. 6, and subtype GII. P16 / GII. 2 was the
predominant strain which was found for the first time in Quanzhou.
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　 　 诺如病毒(norovirus,NoV)是引起急性非细菌

性胃肠炎暴发流行的重要病原体,常在家庭、医院、
学校、托儿所、军队及其他人群中引起暴发[1-2]。 本

研究采集了泉州地区 2014—2017 年发生的 15 起急

性胃肠炎暴发疫情期间的患者标本,通过对患者标

本进行核酸检测以及部分阳性标本的核苷酸序列测

定分析,了解其病原学特征。 并与国内外其他诺如

病毒株的相关序列进行分析,以探讨新变异株的分

子特征。

1　 材料与方法

1. 1　 标本来源及采集运送　 收集泉州地区 2014—
2017 年发生在幼儿园、中小学校等单位的 15 起疑

似急性病毒性胃肠炎暴发疫情标本,由疫情暴发地

所在的县区疾控中心采集出现恶心、呕吐、腹泻等临

床症状典型的患者的肛拭子、粪便、呕吐物标本共

96 份。 各县区疫情及采样量如下:鲤城 4 起疫情 23
份样本、丰泽 3 起疫情 24 份样本、泉港 3 起疫情 20
份样本、石狮 1 起疫情 2 份样本、南安 1 起疫情 5 份

样本、晋江 1 疫情起 9 份样本、安溪 2 起疫情 13 份

样本。 标本采集完成后,4 ℃条件下保存,24 h 内送

至本中心实验室,未能按时送达的置于-70 ℃以下

保存。
1. 2　 病毒 RNA 核酸提取　 送检标本均用 PBS 溶

解稀释,室温 5 000 g 离心 5 min 后取上清液用于核

酸的提取。 使用苏州天隆生物科技有限公司的病毒

RNA / DNA 提取试剂,在天隆 NP968 核酸提取仪上

对采集的标本进行病毒 RNA 提取,具体操作参照试

剂盒和仪器使用说明书。 洗脱完成后,将最终洗脱

液转移至 1. 5 ml 的干净无核酸酶离心管中备用。
1. 3　 实时荧光定量逆转录 PCR (Real-Time RT-
PCR)检测　 诺如病毒 GⅠ/ GⅡ型、扎如病毒、星状

病毒及轮状病毒等腹泻病毒的核酸检测采用深圳生

科原生物技术有限公司的相应产品进行,具体操作

参照产品说明书。 所用仪器为罗氏 480Ⅱ实时荧光

定量 PCR 仪。
1. 4　 诺如病毒多聚酶和衣壳蛋白基因 VP1 区序列

测定与分析　 使用 JV12[2] / G2SKR 引物对经 Real-
Time RT-PCR 检测为诺如病毒核酸阳性的样本,进
行诺如病毒多聚酶区和衣壳蛋白基因 VP1 区序列

的扩增和测定。 产物片段为 1 100 bp。 RT-PCR 反

应采用 Qiagen 公司的 One Step RT-PCR Kit 试剂盒,
反应在 Bio-Rad 公司的 C1000 梯度 PCR 仪上进行。

扩增产物用 QIAquick Gel Extraction Kit 胶回收试剂

盒回收后送上海生工公司测序。
GenBank 数据库下载诺如病毒各基因亚型参考

毒株的核苷酸序列,利用生物软件 Lasergene 对测序

产物进行拼接和核苷酸同源性分析,用 MEGA7. 0
进行序列比对和进化树构建,并通过在线 BLAST 比

对分析综合判断病毒的基因型别。 进化树采用邻近

归并 法 ( Neighbor-Joining ), Bootstrap 重 复 值 为

1 000。
1. 5　 统计学方法　 利用 SPSS16. 0 软件对各统计项

的率进行卡方检验分析,P 值小于 0. 05 差异有统计

学意义。

2　 结果

2. 1　 2014—2017 年泉州地区急性病毒性肠胃炎暴

发概况　 2014—2017 年泉州地区报告 15 起急性病

毒性肠胃炎的暴发疫情,这些疫情分别发生在中小

学校和幼托机构,发病例数共计 270 例。 病例年龄

范围为(4 ~ 14 岁)。 临床表现以恶心、呕吐为主及

不同程度的腹泻和腹痛,部分病例伴有低热等症状,
无重症病例,患者经对症治疗后均痊愈,流行集中在

每年 11 月份至次年的 4 月份,见图 1。 4 年累计送

检患者标本 96 份,其中男性标本 53 份(55. 21%),
女性标本 43 份(44. 79%)。 其中 2014 年 3 起疫情,
送检 22 份标本;2015 年 5 起疫情,送检 30 份;2016
年 2 起疫情,送检 15 份;2017 年 5 起疫情,送检

29 份。

图 1　 2014—2017 年泉州地区诺如病毒感染性腹泻患者时间分布

Fig.1　 Time distribution of norovirus infectious diarrhea
in Quanzhou from 2014 to 2017

2. 2　 病原学特征分析　 所有标本均进行诺如病毒、
扎如病毒、星状病毒及轮状病毒等腹泻病毒的核酸

检测,检出核酸阳性 30 份,均为诺如病毒,其中 GⅠ
型 7 份(7. 29%), GⅡ型 23 份(23. 96%)。 各年度

暴发标本诺如病毒阳性率分别为:2014 年 31. 82%
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(7 / 22),2015 年 20. 33% (7 / 30),2016 年 33. 33%
(5 / 15),2017 年 37. 95%(11 / 29),见表 1。

表 1　 2014—2017 年泉州地区病毒性胃肠炎暴发疫情

诺如病毒检测结果

Tab.1　 The detection results of norovirus for viral gastroenteritis
outbreaks in Quanzhou from 2014 to 2017

年份
标本数

(份)
阳性数

(份)
阳性率

(%)
基因型(份)

GⅠ型 GⅡ型

2014 22 7 31. 82 0 7
2015 30 7 23. 33 4 3
2016 15 5 33. 33 3 2
2017 29 11 37. 93 0 11
合计 96 30 31. 25 7 23

注:●诺如病毒泉州分离株

图 2　 泉州地区 9 株诺如病毒 VP1、POL 部分片段核苷酸序列进化树

Note:●norovirus strains isolated in Quanzhou
Fig.2　 Phylogenetic tree of VP1 and POL nucleic acid sequences of 9 norovirus strains isolated in Quanzhou

2. 3　 序列测定和基因分型　 通过 PCR 扩增和测序

分析,获得了 9 份 GⅡ型、1 份 GⅠ阳性标本的多聚

酶区和衣壳蛋白基因 VP1 区核苷酸序列,并上传至

GenBank, 获 得 的 序 列 号 分 别 为 MK671480 ~
MK671489。 并用诺如病毒在线分型软件( http: / /
www. rivm. nl / mpf / norovirus / typingtool ) [3] 进 行

BLAST 比对,1 株为 GⅠ.6 基因型,其余 8 株序列高

度同源,同源性介于 96. 3% ~ 99. 8%;其多聚酶区为

GⅡ.P16 基因型,衣壳蛋白区为 GⅡ.2 基因型,提示

这 9 个毒株由诺如病毒 GⅡ.P16 和 GⅡ.2 亚型重组

而来。 该重组株与 2016 ~ 2017 年在德国、法国、日

本以及我国部分地区引起暴发的 GⅡ.P16 / GⅡ.2
重组型诺如病毒的同源性在 93. 6% ~96. 8%。
2. 4　 同源性和进化分析　 将 9 株 GⅡ.P16 / GⅡ.2
型重组株(1704355072 ~ 1704355080) 分别对聚合

酶区(POL)与衣壳区(VP1)进行系统进化分析衣壳

蛋白区进化分析显示本研究测得的 9 株病毒 2016
检出的 GⅡ.2 同属一个进化分支,见图 2。 在聚合

酶区与衣壳区分属于 2 个不同的基因亚型。 本研究

测得的 9 株诺如病毒聚合酶区与 2015 ~ 2016 年检

出的广东(KY485145) 和日本( JX459908)等地 G
Ⅱ.P16 基因型的毒株分布在同一个进化分支,亲缘

关系较近;与 2011—2013 年以及 2014 年检出的 G
Ⅱ.P16 则分属在不同的进化分支上。

3　 讨论

本研究通过对 2014—2017 年泉州地区 15 起急

性病毒性胃肠炎暴发疫情的病原学特点和部分诺如

病毒阳性标本的病毒核酸序列特征进行比较分析,
结果显示,泉州地区急性病毒性胃肠炎中诺如病毒

感染率普遍较高,达 31. 25%,近期主要以 GⅡ型为

主,为新重组株 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型。 这些疫情分

别发生在幼儿园、小学和中学, 持续时间短,病毒感

染者起病急,临床症状较轻,患者年龄距离较小(4~
14 岁),其中幼童(幼儿园和小学)以呕吐为主要症
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状,年长的小学生和中学生以腹泻为主要症状,无发

热和脱水症状。 由于及时采取控制措施,未造成大

范围的扩散。 提示 GⅡ.P16 / GⅡ.2 重组株的病毒

感染特征和疫情流行特征与以往的诺如病毒基本一

致。 特别是与 2014—2015 年以来,在我国各地造成

稳定持续流行的优势亚型 GⅡ.17 亚型的感染特征

高度一致[5-6]。
诺如病毒极易发生变异,每隔 2~3 年会出现新

的变异株,并且经常可以引起急性胃肠炎的暴发流

行[7]。 2016 年以来年在德国、法国、日本以及我国

部分地区出现以 GⅡ.P16 / GⅡ.2 重组株为主要流

行型别的诺如病毒感染腹泻聚集性疫情,并且形成

了一个相对独立的进化分支,该重组株继而取代了

2014 年以来一直为全球主要流行优势型别的 GⅡ.
17 变异株,并成为引发新一轮秋冬季急性病毒性胃

肠炎的流行[8-10]。 以往泉州地区从未在监测或暴发

病例中检测到诺如病毒 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型,这是

泉州地区首次检测到该亚型,这与本省及国内外其

它地区 2016 年以来的监测情况一致[10-12]。 系统进

化分析显示,9 株 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型重组株已形

成了一个相对独立的进化分支,并且与近年来在国

内外引起暴发流行的 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚型高度同

源,位于同一进化分支上。 提示 GⅡ.P16 / GⅡ.2 亚

型在强大的免疫压力下,其多聚酶和衣壳蛋白基因

都发生了抗原漂移或基因重组,从而获得了在人群

中广泛流行的能力, 并成功替代 GⅡ.4 和 GⅡ.17
成为优势流行毒株[13-16]。 新的变异株的出现,可能

会引起大规模急性病毒性胃肠炎的暴发流行,需要

引起高度重视。
综上所述,诺如病毒是泉州地区 2014—2017 年

秋冬季急性病毒性胃肠炎暴发疫情的主要病原,包
括 GⅡ型和 GⅠ亚型。 此外新的优势基因型 GⅡ.
P16 / GⅡ.2 为泉州地区首次检出,与国内外近期由

诺如病毒引起暴发疫情的毒株为同一基因亚型,因
此,需要加强对诺如病毒感染腹泻疫情的应急检测

工作,开展病原学特征分析,及时进行风险评估和

预警。
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