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２０２０年济宁市诺如病毒病原学特征分析
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【摘要】　目的　了解２０２０年济宁市诺如病毒流行情况和基因型特征，为诺如病毒的监测和防控提供参考数据。　方法
　２０２０年１１２月按照《山东省病毒性腹泻监测工作方案》要求，济宁市各县市区采集病毒性腹泻病例粪便标本，实时荧
光定量聚合酶链式反应法检测诺如病毒，诺如病毒检测阳性标本的核酸通过反转录聚合酶链式反应扩增，并对扩增产物
进行测序和分析。　结果　共采集腹泻标本５１２例，诺如病毒阳性率为１２．８９％（６６／５１２），其中以诺如病毒ＧＩＩ型为主，
占比为９０．９１％（６０／６６）。６～１５岁年龄组诺如病毒阳性率最低为３．７５％（３／８０）。２０２０年济宁市流行的诺如病毒包含
１０种基因型，其中以ＧＩＩ．４［Ｐ３１］和ＧＩＩ．４［Ｐ１６］基因型为主。在ＶＰ１和ＲｄＲｐ基因进化树上，同一基因型的诺如病毒均
可分为多个进化簇。　结论　诺如病毒是引起腹泻的主要病原体之一，济宁市２０２０年主要流行ＧＩＩ．４［Ｐ３１］和ＧＩＩ．４
［Ｐ１６］基因型诺如病毒。此外，应加强诺如病毒监测力度并开展基因特征分析。
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诺如病毒是引起人类腹泻的主要病原体之一，是引
起成年人腹泻的最主要病原体，是引起５岁以下儿童
腹泻的第二大病原体［１４］。诺如病毒感染者的临床症
状包括呕吐、腹泻、恶心、发热、甚至死亡，严重威胁人
类生命健康。全球每年约７亿人因诺如病毒感染导致
腹泻，每年引起２１万人死亡，诺如病毒感染是全球面
临的重要公共卫生问题之一［５６］。根据诺如病毒的
ＶＰ１基因和ＲｄＲｐ基因序列，诺如病毒分为Ｇ基因型
和Ｐ基因型，目前至少可以分为４９个Ｇ基因型和６０

个Ｐ基因型，其中感染人的主要是ＧＩ和ＧＩＩ等型
别［７８］。为掌握济宁市诺如病毒流行情况和基因型特
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点，本研究对２０２０年济宁市腹泻病例粪便标本开展诺
如病毒检测，分析诺如病毒流行特征和基因特征，为诺
如病毒防控提供实验室数据。

材料和方法
１　仪器与试剂

ＧｅｎｅＲｏｔｅｘ９６全自动核酸提取仪和ＧＥＮＴＩＥＲ
９６实时荧光定量ＰＣＲ仪均购自西安天隆科技有限公
司；生物安全柜购自上海力申科学仪器有限公司；ｑＥｘ
ＤＮＡ／ＲＮＡ病毒核酸提取试剂（Ｔ１３８）购自西安天隆
科技有限公司；ＲＶＡ和ＮＶＧＩ，ＮＶＧＩＩ三重核酸检
测试剂盒（Ａ２５９３）购自北京卓诚惠生生物科技股份有
限公司。
２　标本来源

按照《山东省病毒性腹泻监测工作方案》要求，
２０２０年济宁市每个县市区每月采集３～５份腹泻病例
标本，送至济宁市疾病预防控制中心实验室进行检测。
３　诺如病毒实验室检测

利用全自动核酸提取仪进行核酸提取，利用商品
化实时荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒进行诺如病毒ＧＩ型
和ＧＩＩ型检测。
４　基因测序和分析

对诺如病毒ＧＩ型和ＧＩＩ型阳性样本核酸进行
ＶＰ１区和ＲｄＲｐ区扩增，扩增引物详见表１。扩增产
物送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行核苷酸
序列测定。利用ＮｏｒｏｖｉｒｕｓＴｙｐｉｎｇＴｏｏｌＶｅｒｓｉｏｎ２．０
软件对序列进行基因型分析。利用ＭＥＧＡ７．０．１４软
件进行序列比对后，进行相似性分析并构建ＶＰ１和
ＲｄＲｐ基因进化树。

表１　诺如病毒基因分型扩增引物
犜犪犫犾犲１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犖狅狉狅狏犻狉狌狊犵犲狀狅狋狔狆犻狀犵

诺如病毒引物名称 引物序列

ＧＩ型 Ｍｏｎ４３２５′ＴＧＧＡＣＩＣＧＹＧＧＩＣＣＹＡＡＹＣＡ３′
Ｇ１ＳＫＲ５′ＣＣＡＡＣＣＣＡＲＣＣＡＴＴＲＴＡＣＡ３′

ＧＩＩ型 Ｍｏｎ４３１５′ＴＧＧＡＣＩＡＧＲＧＧＩＣＣＹＡＡＹＣＡ３′
Ｇ２ＳＫＲ５′ＣＣＲＣＣＮＧＣＡＴＲＨＣＣＲＴＴＲＴＡＣＡＴ３′

５　统计学分析
利用ＳＰＳＳ２４．０软件进行统计分析，利用χ２检验

进行组间比较，犘＜０．０５为差异有统计学意义。
结　果

１　诺如病毒核酸检测结果
２０２０年济宁市共检测病毒性腹泻标本５１２份，诺

如病毒阳性６６份，阳性率为１２．８９％。其中诺如病毒
ＧＩ型阳性６份，阳性率为１．１７％，占比９．０９％，诺如
病毒ＧＩＩ型阳性６０份，阳性率１１．７２％，占比为
９０．９１％。

其中，男性诺如病毒阳性率为１２．６２％（３９／３０９），
女性为１３．３０％（２７／２０３），不同性别间诺如病毒阳性
率差异无统计学意义（χ２＝０．０５，犘＝０．８２）。不同年
龄组间，≤１岁年龄组、１～５岁、１６～６０岁和≥６１岁年
龄组诺如病毒阳性率较高，分别为１７．２１％（２１／１２２）、
１１．４３％（８／７０）、１４．３７％（２４／１６７）和１３．７０％（１０／
７３）；而６～１５岁年龄组诺如病毒阳性率最低为
３．７５％（３／８０）。≤１岁、１６～６０岁和≥６１岁年龄组诺
如病毒阳性率均高于６～１５岁年龄组（χ２＝８．３６５，犘
＜０．０１；χ２＝６．２６７，犘＜０．０５；χ２＝４．８５９，犘＜０．０５）。
２　诺如病毒基因型分布

对６６份诺如病毒阳性标本Ｇ分型和Ｐ分型，成
功分型４０份，其中分型ＧＩ型３株，ＧＩＩ型３７株。４０
株诺如病毒分为１０种不同的基因型，其中ＧＩＩ．４
［Ｐ３１］和ＧＩＩ．４［Ｐ１６］基因型占比最高，分别为
３７．５０％（１５／４０）和２２．５０％（９／４０）；其次是ＧＩＩ．６［Ｐ７］
和ＧＩＩ．２［Ｐ１６］基因型，占比分别为１５．００％（６／４０）和
１０．００％（４／４０）；而ＧＩ．３［Ｐ１０］、ＧＩ．３［Ｐ１３］、ＧＩ．４
［Ｐ１０］、ＧＩＸ．１［ＧＩＩ．Ｐ１５］、ＧＩＩ．３［Ｐ１２］、ＧＩＩ．４［Ｐ７］基
因型均仅检出１株，结果说明２０２０年在济宁市至少流
行１０种不同基因型的诺如病毒，其中主要流行的是
ＧＩＩ．４［Ｐ３１］和ＧＩＩ．４［Ｐ１６］基因型。
３　诺如病毒犞犘１基因进化树分析

利用济宁市４０株诺如病毒ＶＰ１基因构建进化
树。进化树分析结果与Ｇ基因型分析结果一致。在
进化树上，３株ＧＩ型诺如病毒ＶＰ１基因位于同一进
化分支；３７株ＧＩＩ型诺如病毒ＶＰ１基因位于另一进化
分支，４株ＧＩＩ．２基因型位于同一进化小支，１株ＧＩＩ．
３基因型和１株ＧＩＸ．１基因型均单独成簇，２４株ＧＩＩ．
４基因型位于同一进化小支，７株ＧＩＩ．６基因型位于同
一进化小支。位于同一进化小枝的１５株ＧＩＩ．４［Ｐ３１］
基因型分为６个进化簇；位于同一进化小枝９株ＧＩＩ．
４［Ｐ１６］基因型分为６个进化簇，位于同一进化小枝６
株ＧＩＩ．６［Ｐ７］基因型分为４个进化簇，位于同一进化
小枝４株ＧＩＩ．２［Ｐ１６］基因型分为４个进化簇。见图
１。
４　诺如病毒犞犘１基因相似性分析

济宁市４０株诺如病毒ＶＰ１基因之间相似性为
６４．７１％～１００％，平均遗传距离为０．１８。３７株诺如病
毒ＧＩＩ型ＶＰ１基因之间相似性为６８．４９％～１００％，平
均遗传距离为０．１６。４株ＧＩＩ．２基因型ＶＰ１基因之
间相似性为９６．９３％～９９．３２％，平均遗传距离为
０．０２。２４株ＧＩＩ．４基因型ＶＰ１基因之间相似性为
９２．１５％～１００％，平均遗传距离为０．０３。７株ＧＩＩ．６
基因型ＶＰ１基因之间相似性为９８．９８％～１００％，平
均遗传距离为０．００５。见图２。
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图１　诺如病毒犞犘１基因进化树分析
犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狊犫犪狊犲犱狅狀犞犘１狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

狅犳犖狅狉狅狏犻狉狌狊

图２　诺如病毒犞犘１基因相似性分析
犉犻犵．２　犛犻犿犻犾犪狉犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犞犘１犵犲狀犲狅犳犖狅狉狅狏犻狉狌狊

５　诺如病毒犚犱犚狆基因进化树分析
利用济宁市４０株诺如病毒ＲｄＲｐ基因构建进化

树。进化树分析结果与Ｐ基因型分析结果一致。在
进化树上，３株ＧＩ型诺如病毒ＲｄＲｐ基因位于同一进
化分支；３７株ＧＩＩ型诺如病毒ＲｄＲｐ基因位于另一进
化分支，７株Ｐ７基因型位于同一进化小支，１株Ｐ１２
基因型和１株Ｐ１５基因型均单独成簇，１３株Ｐ１６基因
型位于同一进化小支，１５株Ｐ３１基因型位于同一进化
小支。位于同一进化小枝１５株ＧＩＩ．４［Ｐ３１］基因型分
为２个进化簇；位于同一进化小枝９株ＧＩＩ．４［Ｐ１６］基
因型分为２个进化簇，位于同一进化小枝６株ＧＩＩ．６
［Ｐ７］基因型分为２个进化簇，位于同一进化小枝４株
ＧＩＩ．２［Ｐ１６］基因型分为２个进化簇。见图３。

图３　诺如病毒犚犱犚狆基因进化树分析
犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狊犫犪狊犲犱狅狀犚犱犚狆狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

狅犳犖狅狉狅狏犻狉狌狊

６　诺如病毒犚犱犚狆基因相似性分析
济宁市４０株诺如病毒ＲｄＲｐ基因之间相似性为

５８．１３％～１００％，平均遗传距离为０．１９。３７株诺如病
毒ＧＩＩ型ＲｄＲｐ基因之间相似性为６９．７７％～１００％，
平均遗传距离为０．１６。７株Ｐ７基因型ＲｄＲｐ基因之
间相似性为９９．５２％～１００％，平均遗传距离为０．００１。
１３株Ｐ１６基因型ＲｄＲｐ基因之间相似性为９７．５７％～
１００％，平均遗传距离为０．０１。１５株Ｐ３１基因型
ＲｄＲｐ基因之间相似性为９４．６９％～１００％，平均遗传
距离为０．０１。见图４。

图４　诺如病毒犚犱犚狆基因相似性分析
犉犻犵．４　犛犻犿犻犾犪狉犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犚犱犚狆犵犲狀犲狅犳犖狅狉狅狏犻狉狌狊

讨　论
诺如病毒在全球普遍流行，是引起腹泻的主要病

原体［９］。然而，不同国家不同地区诺如病毒流行特征
不同，２０２０年济宁市腹泻病例中诺如病毒阳性率为

·８８４·
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１２．８９％（６６／５１２），低于北京市、上海市、深圳市和乌鲁
木齐市等地区的阳性率［１０１３］，高于江苏省和菏泽市的
阳性率［１４１５］。我国主要流行的是诺如病毒ＧＩ型和
ＧＩＩ型，２０２０年诺如病毒ＧＩ型和ＧＩＩ型在济宁市均有
流行，但以诺如病毒ＧＩＩ为主，监测结果与北京市、上
海市、乌鲁木齐市和菏泽市一致［１０１１，１３，１５］。

不同性别间诺如病毒阳性率检出率差异无统计学
意义，进一步说明诺如病毒感染无性别差异。不同地
区不同年龄组诺如病毒阳性率差异很大，揭阳市６０岁
以上人群中未检出诺如病毒［１６］，而深圳市６０～６９岁
人群诺如病毒阳性率为３３．３３％［１２］。在济宁市各年龄
组均有诺如病毒检出，说明诺如病毒人群普遍易感，济
宁市≤１岁年龄组诺如病毒阳性率最高，与乌鲁木齐
市检测结果相近［１３］；而济宁市６～１５岁年龄组诺如病
毒阳性率最低，与深圳市检测结果相近［１２］，研究说明
不同年龄组之间诺如病毒的易感性可能存在差异。
２０１６２０１９年中国主要流行的是ＧＩＩ．２［Ｐ１６］基因

型诺如病毒，而ＧＩＩ．３［Ｐ１２］、ＧＩＩ．１７［Ｐ１７］、ＧＩＩ．６［Ｐ７］
和ＧＩＩ．４［Ｐ３１］等基因型诺如病毒均有不同程度的流
行［１７］。本研究完成济宁市２０２０年４０株诺如病毒分
型，济宁市流行１０种基因型诺如病毒，结果说明在济
宁市流行的诺如病毒基因型复杂多样。其中ＧＩＩ．４
［Ｐ３１］和ＧＩＩ．４［Ｐ１６］是主要流行的基因型，占比高达
３７．５０％和２２．５０％，而广州市２０２０年诺如病毒ＧＩＩ．２
［Ｐ１６］基因型占比高达８６．１１％，而ＧＩＩ．４［Ｐ３１］和
ＧＩＩ．４［Ｐ１６］占比仅为３．７０％和０．９３％［１８］，结果说明，
因气候、地理、环境等因素影响，在我国南方和北方同
一时间诺如病毒流行的基因型可能差距较大。
２０１９年对诺如病毒的分型进行了更新，ＧＩＩ．１５

［Ｐ１５］基因型更名为ＧＩＸ．１［ＧＩＩ．Ｐ１５］基因型［１９］，２０１９
年山东省首次检出ＧＩＸ．１［ＧＩＩ．Ｐ１５］基因型［２０］，本研
究在２０２０年济宁市的诺如病毒中也发现ＧＩＸ．１［ＧＩＩ．
Ｐ１５］基因型。

进化树分析结果与基因分型结果一致，在ＶＰ１基
因进化树上，济宁市同一基因型的ＧＩＩ．４［Ｐ３１］、ＧＩＩ．４
［Ｐ１６］、ＧＩＩ．６［Ｐ７］和ＧＩＩ．２［Ｐ１６］的ＶＰ１基因均可以
分为多个进化簇，说明同一基因型的诺如病毒ＶＰ１进
化变异复杂多样。在ＲｄＲｐ基因进化树上，济宁市同
一基因型的ＧＩＩ．４［Ｐ３１］、ＧＩＩ．４［Ｐ１６］、ＧＩＩ．６［Ｐ７］和
ＧＩＩ．２［Ｐ１６］的ＲｄＲｐ基因均分为２个进化簇，说明同
一基因型的诺如病毒ＲｄＲｐ基因进化变异多样性少于
ＶＰ１基因。ＶＰ１基因和ＲｄＲｐ基因相似性分析得到
相同结果，同一基因型的ＲｄＲｐ基因相似性更高，平均
遗传距离更低。

综上所述，诺如病毒是引起腹泻的重要病原体，人
群普遍易感，且诺如病毒基因型复杂多样，应当提升实

验室的检验检测能力，加强对诺如病毒的监测和基因
型别的鉴定，为诺如病毒的防控提供依据。
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