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淮安市病毒性腹泻病原谱及诺如病毒分子流行特征分析*

何芳,阴万利,杨鹏飞**,李洁,张旺,王美琦,邢亚东,姚海波

(淮安市疾病预防控制中心,淮安市突发公共卫生事件应急检测重点实验室,江苏淮安223002)

【摘要】 目的 了解2018-2021年淮安市病毒性腹泻病原谱及分子流行特征,为当地病毒性腹泻的防控提供科学依据。

 方法 收集哨点医院腹泻就诊患者的粪便标本,采用荧光定量RT-PCR检测诺如病毒GⅠ/GⅡ型、轮状病毒A组/B
组/C组、星状病毒及札如病毒。对GⅡ型诺如病毒核酸阳性标本进行扩增并测序,利用Lasergene软件进行序列比对及

核苷酸同源性分析;利用 Mega6.0软件构建系统进化树,进行系统进化分析。 结果 RT-PCR检测腹泻患者粪便标本

GⅡ型诺如病毒阳性率为23.16%,轮状病毒阳性率为17.83%,星状病毒阳性率为4.41%,札如病毒阳性率为0.74%。

诺如病毒和轮状病毒感染暴发具有明显的季节性特征,1~2岁婴幼儿感染率较高。诺如病毒优势基因型由GⅡ.4型向

GⅡ.8型和GⅡ.6型转变。 结论 淮安市病毒性腹泻病原主要为诺如病毒和轮状病毒,感染人群以婴幼儿为主,建议

根据病原学检测结果进行针对性防控。
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【Abstract】 Objective To
 

understand
 

the
 

pathogen
 

spectrum
 

and
 

molecular
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

viral
 

di-

arrhea
 

in
 

Huaian
 

from
 

2018
 

to
 

2021,and
 

provide
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

local
 

viral
 

diarrhea
 

dis-
ease. Methods Stool

 

specimens
 

were
 

collected,which
 

from
 

patients
 

with
 

diarrhea
 

in
 

sentinel
 

hospitals.
 

Fluorescence
 

quantitative
 

RT-PCR
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

norovirus
 

GⅠ/GⅡ,rotavirus
 

A
 

group/B
 

group/C
 

group,astrovirus,and
 

saruvirus.
 

Epidemiological
 

investigations
 

were
 

conducted
 

on
 

patients
 

with
 

norovirus
 

and
 

rotavirus
 

infection,such
 

as
 

type,

age,and
 

timing.
 

The
 

GⅡ
 

Norovirus
 

nucleic
 

acid
 

positive
 

samples
 

were
 

amplified
 

and
 

sequenced.
 

Lasergene
 

software
 

was
 

used
 

to
 

perform
 

sequence
 

alignment
 

and
 

nucleotide
 

homology
 

analysis,and
 

Mega6.0
 

software
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

a
 

phy-
logenetic

 

tree
 

for
 

systematic
 

evolution
 

analysis. Results The
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

GⅡ
 

norovirus,rotavirus,astro-
virus

 

and
 

sapovirus
 

were
 

23.16%,17.83%,4.41%
 

and
 

0.74%.
 

Norovirus
 

and
 

rotavirus
 

outbreaks
 

had
 

a
 

distinct
 

seasonal
 

character,peaking
 

from
 

December
 

to
 

January
 

of
 

each
 

year.
 

Both
 

norovirus
 

and
 

rotavirus
 

infect
 

men
 

slightly
 

more
 

than
 

women.
 

Infants
 

aged
 

1-2
 

years
 

had
 

the
 

highest
 

infection
 

rate.
 

A
 

total
 

of
 

16
 

sequences
 

of
 

norovirus
 

were
 

sequenced
 

suc-
cessfully,the

 

dominant
 

genotype
 

of
 

norovirus
 

changed
 

from
 

GⅡ.4
 

to
 

GⅡ.8
 

and
 

GⅡ.6. Conclusion The
 

pathogens
 

of
 

viral
 

diarrhea
 

in
 

Huaian
 

were
 

mainly
 

norovirus
 

and
 

rotavirus,and
 

the
 

infected
 

population
 

was
 

mainly
 

infants
 

and
 

young
 

children.
 

It
 

was
 

recommended
 

to
 

carry
 

out
 

targeted
 

prevention
 

and
 

control
 

work
 

based
 

on
 

the
 

pathogenic
 

test
 

results.
【Key

 

words】 Viral
 

diarrhea;pathogen
 

spectrum;norovirus;rotavirus;molecular
 

characterization

 ***病毒性感染是急性胃肠炎的重要病因,引起病毒

性腹泻重要的病原是轮状病毒(Rotavirus,RV)、肠道

腺病 毒(Enteric
 

Adenovirus,EAdV)、人 杯 状 病 毒

(Human
 

Calicivirus,HuCV)及星状病毒(Human
 

As-
trovirus,AstV),其中HuCV包括诺如病毒(Norovir-
uses,NV)和札如病毒(Sapovirus,SaV),以粪-口途径

传播为主,也可通过呼吸道或气溶胶传播而感染,患者

出现以急性腹泻为主的胃肠道症状。轮状病毒感染多

呈季节性[1],是引起婴幼儿重症腹泻常见病原体。诺

如病毒是引起食源性疾病暴发的重要病原体[2],在淮
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安市食源性疾病病原体中处于第2顺位[3]。目前病毒

性腹泻暴发疫情时有发生,主要由诺如病毒、轮状病毒

引起,以聚集性暴发为主[4],并保持58%的年增长

率[5]。引起病毒性腹泻因素具有多样性,掌握病毒性

腹泻病原谱及分子流行病学特征,对加强疾病监控及

加快相关疫苗研发来说尤为重要。为了解淮安市病毒

性腹泻病原谱,追踪其分子流行病学演变趋势,本研究

对2018-2021年在当地哨点医院就诊的544例急性胃

肠炎患者的粪便标本进行腹泻病原检测分析,结果报

告如下。

对象与方法

1 研究对象与标本采集

2018-2021年因腹泻就诊于淮安市第一人民医院

和淮安市清江浦区淮西社区卫生服务中心的患者544
例,均符合急性肠胃炎诊断标准及纳入标准。纳入标

准:以腹泻症状(伴或不伴有呕吐、腹痛等其他症状)就
诊并被诊断为急性胃肠炎。采集患者肛拭子或粪便标

本,-20
 

℃保存待检。

2 核酸提取

肛拭子或粪便标本用PBS缓冲液制成20%混悬

液,8
 

000
 

rpm/min离心5
 

min,取上清液,采用德国

QIAGEN公司生产的病毒核酸提取试剂盒提取病毒

RNA,严格按照试剂盒说明书操作。
 

3 荧光定量RT-PCR检测

提取的病毒RNA进行荧光定量RT-PCR检测。
诺如病毒GⅠ/GⅡ型核酸检测试剂盒(荧光PCR法)
购自硕世生物科技股份有限公司;轮状病毒 A组/B
组/C组核酸检测试剂盒和人星状病毒/札如病毒核酸

检测试剂盒购自上海伯杰医疗科技有限公司,按照试

剂盒说明书设置反应体系和反应条件,在ABI
 

Quant-
Studio5实时荧光定量PCR仪上扩增结束后,按照试

剂盒说明书要求进行结果判定。

4 RT-PCR扩增及测序

采用 QIAGEN 公司生产的 One-Step
 

RT-PCR
 

Kit对实时荧光定量PCR检测为NoV
 

GⅡ型阳性的

标本进行逆转录和扩增。引物CoG2F:5'-CARGAR-
BCNATGTTYAGRTGGATGAG-3;G2-SKR:5-
CCRCCNGCATRHCCRTTRTACAT-3。扩增条件:

50
 

℃逆转录30
 

min;94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性30
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸1
 

min,共40个循环;72
 

℃终延伸7
 

min。取扩增产物进行1.5%琼脂糖凝胶

电泳分析,采用Qiagen公司生产的QIAquickGel
 

Ex-
traction试剂盒进行纯化并交由生工生物工程(上海)
股份有限公司测序。

5 序列比对及系统进化分析

获得序列在GenBank中进行BLAST比对,利用

诺如病毒基因在线分型工具(https://www.rivm.nl/

mpf/typingtool/norovirus)检 索 其 基 因 型。应 用

MEGA6.0进行多序列比对并计算同源性,按照NJ算

法构建系统发生树,进行系统进化分析。诺如病毒各

基因亚型参考株核苷酸序列来自GenBank数据库。

6 统计学分析

使用SPSS
 

22.0软件对数据进行统计学分析。计

数资料用频数和百分率(%)表示,组间比较采用χ2 检

验。检验水准α=0.05。

结 果

1 荧光定量RT-PCR检测腹泻病毒感染情况

2018-2021年收集腹泻患者粪便或棉拭子标本

544份。患者中男325例(占59.74%),女219例(占

40.26%)。荧光定量RT-PCR检测 GⅡ型诺如病毒

阳性率23.16%(126/544),轮状病毒阳性率17.83%
(97/544),星状病毒阳性率4.41%(24/544),札如病

毒阳性率0.74%(4/544)。未检出GⅠ型诺如病毒和

B组轮状病毒(图1)。轮状病毒阳性者中A组感染88
例,C组感染9例。

图
 

1 2018-2021年淮安市544例腹泻患者病原种类

Fig.1 Types
 

of
 

544
 

pathogens
 

in
 

diarrhea
 

cases
 

in
 

Huaian
from

 

2018
 

to
 

2021

2 NV和RV感染的性别特征

NV感染者中男性70例,占55.56%;女性56例,
占44.44%。男、女性腹泻患者 NV感染占比差异无

统计学意义(χ2=0.300,P>0.05)。RV感染者中男

性59例,占60.82%;女性38例,占39.18%。男、女
性腹泻患者 RV 感染占比差异无统计学意义(χ2=
0.057,P>0.05)。

3 NV和RV感染的年龄分布

将腹泻患者分为0~<6月龄、6月龄~<1岁、1
~<2岁、2~<5岁、5~<14岁、14~<20岁、20~<
50岁、≥50岁年龄组,各年龄组腹泻患者RV和 NV
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感染率见表1,组间比较差异有统计学意义(χ2
 

NV=
52.031,χ2

 

RV=40.323,均P<0.05),以1~<2岁年龄

组NV和RV感染率较高。

表
 

1 2018-2021年淮安市各年龄组腹泻患者NV和RV感染情况
Table

 

1 Detection
 

results
 

of
 

NV
 

and
 

RV
 

samples
 

from
 

patients
 

with
 

diarrhea
 

in
 

different
 

age
 

groups
 

in
 

Huai’an
 

from
 

2018
 

to
 

2021

年龄组
(岁)

Age
 

group
(years)

腹泻患者
检测例数
Diarrhea

 

patients
 

tested

NV

阳性例数
Number

 

of
positive

 

cases

感染率(%)
Infection
rate

 

(%)

RV

阳性例数
Number

 

of
positive

 

cases

感染率(%)
Infection
rate

 

(%)

0~<6月龄 62 4 6.45 3 4.84
6月龄~<1 47 8 17.02 13 27.66
1~<2 104 43 41.35 35 33.65
2~<5 111 30 27.03 19 17.12
5~<14 72 26 36.11 2 2.78
14~<20 14 2 14.29 1 7.14
20~<50 70 7 10.00 13 18.57
≥50 64 6 9.38 11 17.19
合计 544 126 23.16 97 17.83

4 NV和RV感染的时间分布

2018-2021年NV均有检出,以每年的12月到次

年4月为高发月份,12月至次年1月为发病高峰,3月

至4月为次高峰。RV在每年的12月至次年1月感

染人数快速增多并延续至2、3月。将4年中同一月份

进行累加,NV和RV感染率均为每年的12月至次年

1月最高(图2、图3)。

图
 

2 2018-2021年淮安市腹泻患者NV感染的时间分布

Fig.2 Time
 

distribution
 

of
 

NV
 

diarrhea
 

cases
 

in
 

Huaian
from

 

2018
 

to
 

2021

5 NV序列比对与进化分析

将荧光定量RT-PCR检测的Ct值<30的标本扩

增后测序,共测序成功16条序列,利用诺如病毒基因

在线分型工具(
 

种基因型。2018-2019年流行株主要

为GⅡ.4亚型,2020年流行株主要为 GⅡ.8亚型,

2021年GⅡ.6为主要流行株。对所测序列进行核苷

酸同 源 性 分 析,GⅡ.4 亚 型 淮 安 株 与 参 考 株

MK408523.1同源性为95.2%~99.0%,GⅡ.8亚型

淮安株与参考株 OK284575.1同源性为98.7%~
99.0%,GⅡ.6亚型淮安株与参考株 MK720563.1同

源性为98.4%~99.4%。

图
 

3 2018-2021年淮安市腹泻患者RV感染的时间分布

Fig.3 Time
 

distribution
 

of
 

RVdiarrhea
 

cases
 

in
 

Huaian
from

 

2018
 

to
 

2021

为明确感染病毒分型,将测序成功的诺如病毒和

GenBank中的诺如病毒参考株构建诺如病毒衣壳区

的分子遗传进化树,结 果 见 图4。淮 安 株Jiangsu-
HA/GⅡ.4/2018/001、Jiangsu-HA/GⅡ.4/2019/003
与GⅡ.4型参考株 MK408523.1距离较近,Jiangsu-
HA/G Ⅱ.4/2019/001 与 G Ⅱ.4 型 参 考 株

MH842247.1距离较近,Jiangsu-HA/GⅡ.4/2019/

002、Jiangsu-HA/GⅡ.4/2018/002、Jiangsu-HA/G
Ⅱ.4/2018/003 与 GⅡ.4-Sydney-2012 型 参 考 株

MK408521.1距离较近。淮安株Jiangsu-HA/GⅡ.8/

2019/004、Jiangsu-HA/GⅡ.8/2020/001-003与GⅡ.
8型 参 考 株 同 在 一 簇。Jiangsu-HA/GⅡ.6/2020/

004、Jiangsu-HA/GⅡ.6/2021/001-005与深圳2017
年公布的 MK720563.1株位于同一进化分支。提示

诺如病毒在淮安地区存在多个型别的流行,且流行趋

势由GⅡ.4型向GⅡ.8型和GⅡ.6型转变。

讨 论

淮安市地处中国南北分界线“秦岭-淮河”线上,病
毒性腹泻感染高峰在冬季,主要由诺如病毒或轮状病

毒感染引起,感染季和优势病毒种与单宝英等[6]的研

究结果相近。在我国南部地区,例如重庆市以每年的

8~10月份为诺如病毒流行高峰[7],深圳宝安区诺如

病毒感染主要集中发生6~10月份[8],黑龙江、北京等

北方地区流行高峰在2月份[9-10]。目前诺如病毒疫苗

仍处于研发阶段,进展较快的候选疫苗处于临床实验

Ⅱb期[11],尚无有效的疫苗上市。我国诺如病毒流行
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的季节性存在地区差异,可为各地的预防提供参考。
一项 Meta分析表明男性儿童诺如病毒相关性胃肠炎

发生率较高[12],这可能与男性患儿卫生意识较低、活
动范围较广,接触病毒感染的机会更多有关。本研究

中诺如病毒和轮状病毒感染男性均略多于女性。

图
 

4 基于VP1区基因构建的诺如病毒系统进化树

Fig.4 Construction
 

of
 

norovirus
 

phylogenetic
 

tree
 

based
on

 

VP1
 

region
 

gene

淮安市病毒性腹泻患者中诺如病毒和轮状病毒感

染病例以1~<2岁婴幼儿为主,可能与婴幼儿自身消

化系统功能薄弱、免疫系统功能发育不完善以及不良

卫生习惯有关[13]。0~<6月龄组患病率较低,可能与

从母体获得的保护性抗体、活动能力有限、接触感染的

机会较少有关。诺如病毒感染患者中以5~<14岁青

少年和2~<5岁儿童占比相对较高,可能该年龄组人

群在学校或托幼机构的集体生活易于发生诺如病毒感

染。轮状病毒感染患者中以6月龄~<1岁婴幼儿占

比相对较高,与耿启彬等[14]和王新荣等[15]的监测情

况基本一致。提示小于1岁婴幼儿应接种轮状病毒疫

苗,预防轮状病毒所致腹泻的发生。
札如病毒与诺如病毒同属杯状病毒科,但导致的

急性胃肠炎症状较诺如病毒轻,儿童感染后主要以呕

吐为首发症状,腹泻和发热较少见[16]。本研究中札如

病毒检出较少,腹泻患者感染率为0.74%,略低于我

国监测到的札如病毒发病率0.9%~4.0%[16],可能与

人群健康意识提高,轻症腹泻自行予以对症处置有关。
星状病毒属星状病毒科,感染者的临床表现以呕吐和

腹泻为主,但症状较其他病毒感染所致的胃肠炎轻,常
与其他病毒混合感染。本研究中的腹泻患者星状病毒

感染率为4.41%,略低于哈尔滨市腹泻病人星状病毒

感染率6.18%[17],略高于重庆市儿童门诊就诊的急性

腹泻患儿星状病毒感染率2.63%[18]。
诺如病毒是导致儿童急性病毒性腹泻第2位病

原,在部分地区甚至跃居第1位[19]。淮安市腹泻患者

诺如病毒感染占比高于轮状病毒,与全国腹泻患者轮

状病毒感染占绝对优势不同[20],可能与哨点医院选取

较少、样本量较小和本市诺如疫情高发的现状有关,但
也有报道表明杯状病毒已逐渐替代轮状病毒成为部分

地区腹泻优势病原体[6]。通过分子生物学检测分析发

现2018-2021年淮安市致腹泻诺如病毒流行株一直在

不断变化,2018-2019年流行株主要为GⅡ.4亚型,G
Ⅱ.4

 

Sydney_2012是主要流行株,2020年流行株主要

为GⅡ.8亚型,2021年GⅡ.6为主要流行株。推测

GⅡ.4
 

VP1区在经历多次进化后逐渐停止进化,使得

人群免疫偶然地选择来自其他免疫型的基因型,而缺

乏对新基因型的相关免疫,从而在人群中流行[21]。诺

如病毒的型别多样,且不同型别引起的流行强度及疾

病负担各异,所以对诺如病毒的流行及病毒变异的监

测尤为重要。
综上所述,本研究检测分析了淮安市病毒性腹泻

病原谱及优势病原体基因型的变迁规律,为当地暴发

疫情的早期预警预测提供了可靠的基础数据。但未进

行肠道腺病毒流行病学及优势基因型研究。因此建议

扩大病毒性腹泻病原学检测范围,明确病原谱构成。
同时做好高危人群的健康教育,加大轮状病毒疫苗的

接种推广。
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