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　　摘　要：目的　了解秋冬季深圳市南山区门诊５岁以下儿童病毒性腹泻散发病例中诺如病毒感染状况及基因型别。方法　

收集深圳市南山区２０１０～２０１３秋冬季年深圳市南山区人民医院门诊临床诊断为病毒性腹泻的患儿临床资料及粪便标本７４８份，

采用多重聚合酶链反应方法检测轮状病毒、诺如病毒、星状病毒、肠道腺病毒，将诺如病毒抗原阳性的标本用逆转录聚合酶链反

应方法进行轮状病毒核酸扩增，将阳性产物回收、纯化并测序。结果　７４８份标本中，共检出３８４例至少感染１种腹泻病毒，总检

出率为５１．３３％（３４８／７４８），其中３０１例感染１种腹泻病毒，４７例为２种以上腹泻病毒混合感染。诺如病毒感染性腹泻发病高峰

季节在１０～１１月份，占６５．６％（８２／１２５）。诺如病毒感染年龄在２岁以下的，占９５．２０％（１１９／１２５），７～１２个月的婴幼儿感染率，

占６８．８％（８６／１２５），与１～６个月的婴幼儿感染率比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。诺如病毒混合感染率为１１．２０％（１４／１２５）

与肠道腺病毒混合感染率比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。男性感染率为４５．６％（５７／１２５），女性感染率为５４．４％（６８／１２５），两

者比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。诺如病毒基因分析显示，测序的１１４株均属于ＧⅡ４型，不同毒株间核酸序列同源性为

９８％～１００％。结论　诺如病毒是深圳市南山区７～１２个月婴幼儿病毒性腹泻的主要病原体，感染较易发生在１０、１１月份。ＧⅡ

４型是深圳市南山区婴幼儿诺如病毒感染性腹泻的主要基因型。
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　　病毒性腹泻在感染性腹泻中较为常见，其中主要是轮状病

毒腹泻和诺如病毒腹泻。诺如病毒现在被认为是引起散发和

流行胃肠炎的主要原因。但目前仍有许多省份地区未将其列

为常规检测和报告项目，对诺如病毒感染和发病状况的了解

甚少，因此，为了解深圳市南山区诺如病毒感染的基因型、发病

季节、疾病趋势以及婴幼儿年龄与感染诺如病毒的关系，本研

究对腹泻的患儿粪便标本进行诺如病毒检测，为本地区该病毒

的流行情况积累资料。

１　材料与方法

１．１　材料　收集深圳市第六人民医院（南山医院）２０１０年９

月至２０１１年１月、２０１２年９月至２０１３年３月秋冬季５岁以下

急性非细菌性腹泻婴幼儿的粪便标本７４８份。腹泻诊断标准：

每日大便次数增加（≥３次）或大便性状发生明显改变（包括稀

水样、蛋花样、黏液样或稀糊样等）。标本在患者腹泻急性期采

·３６６·国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．６

 基金项目：深圳市科技计划项目（２０１２０３２２２）。　作者简介：徐丹，女，主任技师，主要从事临床检验研究。



取，置于无菌容器，立即送实验室，用生理盐水混匀，制成１０％

的悬液，于－８０℃保存。

１．２　仪器试剂　ＰＴＣ２００基因扩增仪（美国 ＭＪＲＥＳＥＡＲＣＨ

公司），ＢＩＯＲＡＤ 电泳仪（美国ＢＩＯ 公司），病毒 ＤＮＡ、ＲＮＡ

提取试剂盒，ＤＮＡ凝胶纯化试剂盒（美国 Ａｘｙｇｅｎ公司），聚合

酶链反应试剂盒（美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），逆转录聚合酶链反应

试剂盒（美国 ＱＩＡＧＥＮ 公司），ＲＮＡ 酶抑制剂（Ｐｒｏｍｅｇａ公

司）。

１．３　方法

１．３．１　核酸提取　病毒ＤＮＡ、ＲＮＡ提取试剂盒购于 ＱＩＡ

ＧＥＮ公司，严格按照说明书操作，提取的核酸标本每份有８０

μＬ，在每份标本中加入 ＲＮＡ酶抑制剂１．５μＬ，－８０℃保存

备用。

１．３．２　引物选择　参照 Ａ组轮状病毒、诺如病毒和星状病

毒、国际参考株序列，分析病毒基因组保守区，根据保守区基因

序列选用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计多重逆转录聚合酶链反应引

物。所设计引物通过Ｉｎｔｅｒｎｅｔ在美国生物技术信息中心（ＮＣ

ＢＩ）上ＢＬＡＳＴ后（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）初

步验证其特异性。聚合酶链反应体系用β２微球蛋白的基因片

断作为扩增靶序列基因的内部参照物。引物均由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司合成，序列详见表１。肠道腺病毒扩增的上游引物为５′

ＧＡＴＡＴＧＣＡＧＣＡＴＧＴＡＴＴＣＣＴＴＴＴＴＣＣＧＡＡＡＣＴＴ

ＣＣＡ３′，下游引物为５′ＡＴＡＧＧＴＡＣＧＣＣＡＣＡＴＧＧＴＧＣＧ

ＡＴＣＧＣＡ３′，引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

表１　　腹泻病毒多重聚合酶链反应引物及质控引物

病毒 方向 引物序列（５′～３′） 片段（ｂｐ）

轮状病毒 Ｆ ＡＴＧＣＡＧＣＴＴＴＡＡＡＡＣＧＡＡＧＴＣＴＴＣＴＡＣＡＴＧＧＡＧＧＴＴＣＴＧＴＡ

Ｒ ＡＴＡＧＧＴＡＣＴＡＡＴＴＧＧＴＡＧＡＴＴＡＣＣＡＡＴＴＣＣＴＣＣＡＧＴＴＴＧ １９２

诺如病毒 Ｆ ＡＴＡＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＴＴＣＣＡＴＣＧＣＣＣＡＣＴＧＧ

Ｒ ＡＴＡＧＧＴＡＣＡＣＡＴＡＧＡＴＣＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＡ １２０

星状病毒 Ｆ ＣＧＡＴＡＴＧＣＡＧＣＣＧＴＣＡＴＴＡＴＴＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴ

Ｒ ＧＧＡＴＡＧＧＴＡＣＡＣＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＧＴＴＡＣＴＡＴＧ ２８９

β２微球蛋白 Ｆ ＣＡＡＧＣＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣ

Ｒ ＧＡＴＧＣＴＧＣＴＴＡＣＡＴＧＴＣＴＣＧ ２６９

　　Ｆ：上游引物；Ｒ：下游引物。

１．３．３　多重逆转录聚合酶链反应体系　模板ＲＮＡ１μＬ；逆

转录聚合酶链反应缓冲液２μＬ；ｄＮＴＰ混合液０．４μＬ；逆转

录聚合酶链反应酶混合液０．４μＬ；ＲＮａｓｅ抑制剂０．０５μＬ；引

物β２微球蛋白０．０５μｍｏｌ／Ｌ、轮状病毒０．０５μｍｏｌ／Ｌ、诺如病

毒０．０５μｍｏｌ／Ｌ和星状病毒０．０２μｍｏｌ／Ｌ（均指引物终浓度）；

总体积 １０μＬ。肠道腺病毒 ０．２μＬ（引 物 终 浓 度 为 １０

μｍｏｌ／Ｌ）。

１．３．４　逆转录聚合酶链反应程序　５０℃反转录３０ｍｉｎ；９５

℃变性１５ｍｉｎ；循环步骤为９４℃变性４５ｓ，５５℃ 退火４５ｓ，７２

℃延伸１ｍｉｎ，进行３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，冷却到

４℃。

１．３．５　聚合酶链反应产物检测、纯化和测序确证　诺如病毒

阳性扩增产物的纯化在紫外灯下切下含有目的ＤＮＡ的琼脂

糖凝胶，用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ公司）纯

化，严格按说明书操作，可最终获得２５～３０μＬ洗脱体积。经

纯化、回收的诺如病毒阳性扩增产物，用ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬ

ＴＥＲ公司生产的ＣＥＱ８８００测序仪进行核苷酸序列测定。测

序反应所有加样的过程均须置于冰上进行。测序所得序列输

入ＧｅｎＢａｎｋ数据库，用ＢＬＡＳＴ进行同源性比对。

１．４　统计学处理　应用统计软件ＳＰＳＳ１７．０对计数资料进行

χ
２ 检验或确切概率法，双侧α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　总感染情况　在７４８份标本中，共检出３８４例至少感染

１种腹泻病毒，总检出率为５１．３３％（３８４／７４８），其中３０１例感

染１种腹泻病毒，４７例为２种以上腹泻病毒混合感染，其中２

例感染３种腹泻病毒。各病毒检出数及检出率见表２。

２．２　诺如病毒感染病例年龄分布　诺如病毒感染以２岁以下

婴幼儿为主，感染数占全部病例数的９５．２０％（１１９／１２５）。１岁

以内感染率占８６．４０％（１０８／１２５），与１岁以上月份比较差异

有统计学意义（χ
２＝１３２．５０，犘＜０．０１）。１１个月、１２个月患儿

的诺如病毒阳性率最高，见图１（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）。另外小于６个月婴幼儿与大于６个月小于

１２个月的婴幼儿感染率相比，差异有统计学意义（χ
２＝７５．８１，

犘＜０．０１）。

表２　　７４８例腹泻感染患儿病毒检测结果构成情况

病毒种类 阳性检出数（狀） 阳性检出率（％）

轮状病毒 ２２７ ３０．３５

诺如病毒 １２５ １６．７１

星状病毒 １４ １．８７

肠道腺病毒 ６７ ８．９５

２．３　诺如病毒感染病例性别比　１２５例诺如病毒抗原检测阳

性标本中，男性５７例，女性６８例，男女性别比为１∶１．１９，两者

比较差异无统计学意义（χ
２＝１．９４，犘＞０．０５）。

２．４　诺如病毒与其他病毒混合感染情况　１２５例诺如病毒阳

性患儿中，有１４例是混合感染，其中８例是与轮状病毒混合感

染，４例是与肠道腺病毒混合感染，另２例是与轮状病毒、肠道

腺病毒同时感染，混合感染率为１１．２０％（１４／１２５）。轮状病毒

混合感染率为１１．８９％（２７／２２７），肠道腺病毒混合感染率为

３７．３１％（２５／６７），星状病毒混合感染率为１４．２９％（２／１４）。肠

道腺病毒混合感染率与诺如病毒混合感染率比较差异有统计

学意义（χ
２＝１１．５４，犘＜０．０１）。轮状病毒混合感染率与诺如
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病毒混合感染率比较差异无统计学意义（χ
２ ＝０．０３，犘＞

０．０５）。星状病毒混合感染率与诺如病毒混合感染率比较差异

无统计学意义（χ
２＝０．０２，犘＞０．０５），见图２（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。

２．５　诺如病毒感染季节分布　１２５例诺如病毒阳性患儿中，

１１月份诺如病毒的检出率最高，占总例数的３６．００％（４５／

１２５）；其次是１０月份，占总例数的２９．６０％（３７／１２５），要明显

高于其他各月。９、１２、１、２、３月所占比例依次为１１．２０％（１４／

１２５）、１１．２０％（１４／１２５）、４．８０％（６／１２５）、４．８０％（６／１２５）、

２．４０％（３／１２５）。与１０、１１月比较差异有统计学意义（χ
２＝

１９．４７，犘＜０．０１），见图３（见《国际检验医学杂志》网站主页“论

文附件”）。

２．６　诺如病毒基因分型　将聚合酶链反应产物进行琼脂糖凝

胶电泳，将电泳目的条带应用 Ａｘｙｇｅｎ公司的 ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ

ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ进行切胶纯化后作测序反应，应用ＢＥＣＫ

ＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司ＣＥＱ８８００测序仪进行核苷酸正反向测

序。将所得序列输入ＧｅｎＢａｎｋ，经ＢＬＡＳＴ比对，１２５例诺如病

毒阳性标本中有１１４株经聚合酶链反应产物纯化、测序成功，

并对部分核甘酸同源性进行分析。结果表明，１１４株诺如病毒

阳性标本均属于诺如病毒ＧⅡ型，同源性为９８％～１００％，１１４

株诺如病毒阳性标本均为ＧⅡ４型，未发现ＧＩ型。部分测序

图见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

对收集的门诊临床确诊为非细菌腹泻的患儿粪便标本同

时进行轮状病毒、诺如病毒、星状病毒和诺如病毒检测，结果显

示在７４８份标本中，３８４例至少感染１种腹泻病毒，总检出率

为５１．３３％（３８４／７４８）。轮状病毒 是最主要的病原（３０．３５％），

其后依次诺如病毒（１６．７１％）、诺如病毒（８．９５％）、星状病毒

（１．８７％）。国内外大量研究表明轮状病毒是婴幼儿病毒性腹

泻的最主要原因，其中大部分报道轮状病毒阳性率为３１％～

６８％，不同研究轮状病毒阳性率的不同主要由于研究条件、样

品处理方法、地域和社会经济水平差异以及标本的季节性而引

起［１］。本实验轮状病毒检出率为３０．３５％，比上述报道比例略

低。可能因为近年来深圳地区有轮状病毒的计划免疫，婴幼儿

可以服用轮状病毒糖丸进行预防。肠道腺病毒的感染非常普

遍，全世界均有报道，婴幼儿急性腹泻中肠腺病毒的检出率

为１％～２０％ 不等［２］，如突尼斯儿童腹泻的检出率为１０％，

成人为７％
［３］，我国福州市的检出率４．８％，上海地区的检出

率４．７％，本实验结果为８．９５％，与国外报道基本一致。星状

病毒检出率为１．８７％，低于兰州地区
［４］，尽管它的检出率不

高，但仍不容忽视。

本研究通过对２０１０～２０１３年深圳市南山区秋冬季腹泻患

儿的监测，诺如病毒的阳性率为１６．７１％，低于深圳市２００８年

监测的诺如病毒阳性率２２．５９％的结果
［５］，这可能与深圳市近

几年来深圳市病控门对诺如病毒的监测加强了有关系。高于

天津市泻患者中诺如病毒的阳性率１１．８９％的结果
［６］，不同地

区诺如病毒的流行季节或有不同，可能与检测方法也有关。

我国北京、广州地区血清学研究显示，３岁时的诺如病毒

血清抗体水平就已经达到了６０％～９０％，成人部分型别抗体

检出率达到９０％左右。本研究诺如病毒感染患儿大多为２岁

以下，与河北省卢龙县杯状病毒研究［７］及上述血清抗体调查结

果相符，提示小年龄段婴幼儿是诺如病毒的主要侵入对象。但

是本研究显示，小于６个月的婴幼儿与大于６个月小于１２个

月的婴幼儿感染率相比较，小于６个月的婴幼儿感染率明显较

低，可能是因为该年龄段的婴儿大多处于母乳喂养期，乳汁中

大量分泌性免疫球蛋白可起到保护其肠道黏膜的作用，从母体

获得被动免疫能力尚在；而２岁以上的儿童自身分泌性免疫球

蛋白增高，自体主动免疫逐渐成熟，抵抗力逐渐增强，感染率自

然逐渐下降。因此加强饮食和环境卫生、切断传播途径、提高

儿童主动免疫水平是预防急性腹泻的重要环节。

本研究收集的流行季节腹泻患儿的标本，尚不能反映诺如

病毒感染在深圳地区季节分布的特征，但可以看出１０、１１月份

的诺如病毒感染绝对数要高于９、１２、１、２、３月份，这与我国河

北［７］、长春［８］等地研究结果不同，１２月发病最高，然后依次是

１、２及１１月份，１０月份发病很低。但与广州市的研究结果大

致相同［９］这可能与我国南北方气候差异有关。

近年来对于腹泻病原谱监测显示，不同病毒混合感染现象

非常普遍，其中以双重感染最多见，亦可见三重或多重混合感

染［１０］。本研究深圳地区诺如病毒性腹泻混合感染率为

１１．２０％。其中８例是与轮状病毒混合感染，４例是与肠道腺

病毒混合感染，另２例是与轮状病毒、肠道腺病毒同时感染，混

合感染率为１１．２０％（１４／１２５）。混合感染率明显低于肠道腺

病毒混合感染率（３７．３１％）与轮状病毒、星状病毒混合感染率

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。还要进一步研究其混合

感染的原因。

根据人类感染诺如病毒株的基因序列分析，可将诺如病毒

分为３个基因群，即ＧⅠ、ＧⅡ和ＧⅣ，至少又可分２５个基因型

和大量亚群。诺如病毒在人体内不断产生遗传漂移和适应性

进化，随着诺如病毒衣壳蛋白突出域中高度可变区Ｐ２区域基

因序列突变的积累，ＧⅡ４型诺如病毒如今已成为全球流行株

中占主导地位的毒株。在本实验对１１４份阳性标本纯化、测序

结果表明均为诺如病毒的ＧⅡ４型，说明深圳市南山区的流行

优势株为诺如病毒的ＧⅡ４型。长春、广州、武汉、福州、兰州

等地先后开展了对诺如病毒的检测，其结果表明我国诺如病毒

流行优势株为ＧⅡ４型。本研究结果表明深圳市南山区ＧⅡ

４型的广泛流行与国内外的相关研究报道
［１１１３］基本一致。但

目前我国香港、福州等地 ＧＩ型检出率较高
［１４１５］。我国不同时

间、地点是否存在不同流行优势株，对其分布特征和变化趋势

与规律等均需进一步的研究。

诺如病毒极易发生变异，在同一时期和同社区内可能存在

遗传特性不同的毒株流行，因此引起婴幼儿急性胃肠炎的诺如

病毒易出现基因变异株。目前全球诺如病毒最主要的流行亚

型是ＧⅡ４型，也是引起暴发疫情的最主要的亚型，不同诺如

病毒亚型间还可能发生基因重组［１６］。引起日本２００６年胃肠

炎大流行的优势株诺如病毒ＧⅡ４基因型可能部分基因发生

了突变。自１９９７年首次发现雪山病毒自然重组株后，又发现

了几株引起急性胃肠炎散发的暴发的重组株。病毒 ＲＮＡ的

重组是病毒进化的主要驱动力之一，近年来该病出现较大范围

的流行是否与病毒基因的变异有关，由此造成的变异使诺如病

毒感染的防控任务更为艰巨和复杂。今后应在深圳地区继续

开展监测，加深对诺如病毒遗传变异和流行规律的进一步认

识［１７１８］。还有在聚合酶链反应引物设计上还要不断改进，以

便测定出诺如病毒不同基因组型［１９］。

总之，在本研究中通过探讨各种因素对诺如病毒的检出率

的影响，并对其进行了基因测序，初步掌握了深圳市南山区婴

幼儿腹泻中诺如病毒的感染状况，病毒的主要基因型，增加了

对诺如病毒的认识，为临床的诊断、治疗用药及疫苗研究提供

依据和为长期开展诺如病毒的监测工作奠定了基础［２０２４］。
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