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上海地区2009至201 1年儿童诺如病毒 

腹泻病的监测研究 

姚玮蕾 蔡洁皓 王相诗 葛艳玲 朱启镕 曾玫 

· 339· 

． 消 化 系 统 疾 病  

【摘要】 目的 监测2009至2011年上海地区儿童诺如病毒腹泻的流行病学及流行株的基因型 

特征。方法 2009年 1月至2011年12月我们连续采集2 288份门诊急性腹泻患儿的粪便标本，采 

用实时荧光 RT—PCR检测诺如病毒 G I和 GⅡ基因组，对部分 GⅡ基因组阳性标本经 RT．PCR扩增诺 

如病毒部分衣壳蛋白(VP1)和多聚酶蛋 白(RdRp)序列 ，对核苷酸序列进行基 因分型。结果 在 

2 288份门诊急性腹泻患儿的粪便标本中，531份(23．2％)标本系诺如病毒阳性，G I和 GII基因组阳 

性标本分别有4份(0．75％)和 527份(99．25％)。诺如病毒每月检出率 7．7％ ～47．3％，每年 7至 

10月份检出率高于年平均检出率。4岁以下儿童累积病例数占95．2％，4岁以下腹泻患儿的诺如病 

毒检出率明显高于t>4岁儿童(24．4％ vs．10．7％， =10．66，P<0．05)。239株诺如病毒的 VP1分 

型包括 7种基因型，依次为：154株(64．4％)为 G lI．4[9株为 2009(New Orleans)，145株为2006b变 

异株]，66株 (27．6％)为 G 11．3，7株 (2．9％)为 G I／．2，6株 (2．5％)为 GⅡ．6，4株 (1．7％)为 

GII．12，G II．7和 GⅡ．14各 1株 (0．4％)。244株 RdRp分型包括 7种基因型，依次为：189株 

(77．5％)为 G11．4[14株为 2009(New Orleans)变异株，175株为 2006b变异株]，47株(19．3％)为 

GII．12，GII．16、GI1．b和 GII．g各 2株(0．8％)，GII．2和 GⅡ．6各 1株(0．4％)。GII．4—2010变异 

株 自2010年6月被首次检测到，随后散发流行。198株诺如病毒的 VP1和 RdRp同时测序分型， 

56株(28．3％)存在不同的 RdRp／VP1基因型组合，以 G II．12／G II．3(69．6％)和 G II．4／G II．3 

(8．9％)常见。结论 诺如病毒是上海地区儿童腹泻常见的病原 ，诺如病毒腹泻全年流行。上海地 

区诺如病毒流行株具有多种基因型，存在不同基 因型间重组株。GII．4—2006b型变异株仍然为优势 

流行株，并未被新的变异株 GU．4-2009(New Orleans)所取代。 
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【Abstract】 0bjective To monitor the epidemiology of norovirus infection in diarrheal children in 
Shanghai between 2009 and 201 l and characterize the genotypes of norovirus strains．Method The stool 

samples were collected from children visiting outpatient clinic for acute non—dysenteric diarrhea between 20o9 

and 201 1．One step real—time RT—PCR was used for screening norovirus genogroups G I and G I1．The 

genotypes of norovirus genogroup G I1 were classified based on the nucleotide sequences of both partial capsid 

and polymerase fragments．Result A total of 2 288 outpatient children with acute diarrhea were included in 

this study，out ofwhom，531(23．1％ )were positive for norovirus in the fecal specimens based on real—time 

RT．PCR test．Norovirus was prevalent throughout the year and an increased activity of norovirus infection was 

usually observed between July and October．Children <4 years of age accounted for 95．2％ of norovirus— 

infected cases，and the detection rate of norovirus was significantly higher in diarrheal children <4 years 

than in those／>4 years(24．4％ vs．10．7％,X2=10．66，P<0．05)．Of 531 norovirus-positive specimens。 

4(1．7％)were positive for genogroup G I and 527(98．3％)positive for genogroup GⅡ．Seven distinct 

capsid genotypes were identified in 234 norovirus strains，including 153(64．4％)G I1．4(9 belonging to 
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2010 variants and 145 belonging to 2006b variants)，66(27．6％)GⅡ．3，7(2．9％)G11．2，6(2．5％) 

GⅡ．6，4(1．7％)G11．12，1(0．4％)GⅡ．7 and GII．14 in each．Seven polymerase genotypes were 

identified in 244 norovirus strains，including 189(77．5％ )GⅡ．4(14 belonging to 2010 variants and 175 

belonging to 2006b variants)，47(19．3％)G I1．12，2(0．8％)G II．16，G II．b and GⅡ．g in each， 

1(0．4％)GⅡ．2 and GⅡ．6 in each．A new GII．4-2010(New Orleans)variant was first detected in June 

2010 and sporadically circulated afterwards．Of 198 norovirus strains in which both polymerase and capsid 

genotypes were determined．56 showed discordant results．indicating potential norovirus recombinants．The 

common discordant combinations of the polymerase and capsid genotypes were G II．12／GⅡ．3(69．6％ ) 

and G II．4／G II．3(8．9％ )．Conclusion Norovirus is a common causative agent responsible for diarrhea 

in Shanghai children over the three years and norovirus—associated diarrhea was epidemic year round with 

high activity in late summer and autumn in Shanghai．Infants and young children are susceptible to norovirus 

infection．The circulating norovirus showed genetic diversity．The G Ⅱ ．4-2006b variant continued to 

predominate in Shanghai during the period of 2009—201 1 despite the emergence of the nove1 GⅡ．4-2010 

(New Orleans)variant． 

【Key words】 Diarrhea； Child； Genotypes； Norovirus 

人类诺如病毒(norovirus，NoV)是第一个被发 

现的引起人类急性 胃肠炎 的病毒病原，1972年 

Kapikian等  ̈首次报道用免疫电镜发现具有小圆结 

构形态特征的NoV原型株．诺瓦克病毒。NoV为单 

股正链 RNA病毒，基 因组 由 3个开放的读码框 

(openreading frames，ORFs)组成，ORF1编码非结构 

蛋白包括核苷酸三磷酸酶、蛋白酶和 RNA依赖的 

RNA 多 聚 酶 (RNA．dependent RNA polymerase， 

RdRp)，ORF2编码 主要 结构 衣 壳蛋 白 (capsid 

protein，VP1)，ORF3编码次要结构 VP2。基于VP1 

氨基酸序列的差异，NoV可被分 为 6个基 因组 

(G I～Ⅵ) 。J，G I、G I1和 GIV可感染人。目前有 

14种 G I和 29种 GⅡ RdRp基因型，8种 G I和 

23种GⅡVP1基因型 。自20世纪 9O年代，全球 

62％ ～80％的NoV暴发系 GⅡ．4变异株引起，变异 

株通常 每 2～3年 出现 1次，包括 1996年 us 

1995／96株、2002年 Farmington Hills株、2004年 

Hunter株和 2007至 2008年 2006b株，以及最近出 

现 的 2009年 New Orleans株 和 2012年 Sydney 

株 。NoV不断在人群持续流行主要与 GⅡ．4基 

因型优势流行并不断发生变异有关l8引。持续监测 

各地区易感人群 NoV的流行病学将有助于制定合 

理的防控策略，为疫苗设计和研制提供必要的科学 

依据。我们对上海地区 2009至 2011年儿童 NoV 

腹泻的流行趋势和 NoV流行株的基因型做报道。 

对象与方法 

一

、研究对象 

2009年 1月至2011年 12月连续3年在我院门 

诊因急性腹泻就诊患儿。急性腹泻定义标准：(1) 

大便性状较平时改变，呈水样或稀糊状，次数较平时 

增多，伴或不伴呕吐和发热，或 24 h内解稀便 ≥ 

3次，伴或不伴呕吐和发热；(2)病程不超过 14 d。 

门诊患儿人选需符合以下标准：(1)因为急性腹泻 

就诊；(2)腹泻呈水样或者糊状，肉眼无黏冻和(或) 

血丝；(3)必须送标本常规做大便镜检：白细胞 < 

5个／高倍视野，并且无巨噬细胞和红细胞。每周有 

2次采样日，分别采集 5～10份不同患儿的标本。 

二、方法 

1．标本采集和核酸抽提：采集人选患儿粪便置 

1．5 ml无菌 eppendorf小管，一20℃冰箱，每月进行 

1次病毒核酸 RNA抽提。粪便用无菌生理盐水稀 

释成20％悬液，离心后取粪便上清液 200 l，采用 

TIANGEN公司的 TIANamp@Virus DNA／RNA Kit试 

剂盒进行抽提病毒核酸，核酸使用 50 无 RNA酶 

的水溶解，具体方法按照说明书进行操作。每一批 

标本抽提时设一份无菌水作为阴性对照来监测抽提 

过程可能的污染。 

2．NoV G I型和 G 11型的检测：采用实时荧光 

RT．PCR方法检测 NoV lol。扩增 NoV G I基因组的 

引物为 CoglF flap／CoglR flap，探针为 Ringla和 

Ring1b，扩增 G I1基因组的引物为 Cog 2F flap／Cog 

2R flap，探针为 Ring 2。引物由上海生物工程技术 

有限公司合成。实时荧光 RT—PCR采用 Bio-Rad公 

司的 iCycler iQTM荧光实时多波长 PCR检测仪，试 

剂 盒 采 用 Invitrogen 生 产 的 SuperScriptⅢ m 

Platinum⑩ One．Step Quantitative Kit一步法定量试 

剂盒，实验用无 RNA酶 96孑L PCR板及透明贴膜购 

于美国 Axygen公司。实验条件按说明书进行：5 l 

RNA模板加入 20 Ixl PCR反应液，50℃逆转 录 

15 min，95℃变性2 min，接着进行40次 PCR循环， 

每一次循环95 cC15 s，60℃ 30 s，实验结果判断：扩 

增循环阈值(Cycle threshold，CT)<40被判断为阳 

性。每一批 PCR实验设阴性对照(水)和阳性对照 
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(经测序证实 G I和 GⅡ型的核酸样本)，阴性对照 

检测结果阴性且阳性对照株检测阳性被视为实验 

有效。 

3．PCR扩增 GⅡ基因型 NoV和测序：对实时荧 

光 RT．PCR扩增中CT值 <30的阳性标本进一步做 

RT．PCR扩增，PCR产物 cDNA用于测序分型。随 

机六聚体 引物用于逆转录反应，逆转 录酶采用 

Invitrogen公司 SuperScript m RT。引物对 JV12／ 

JVl3用于扩 增 NoV的多 聚酶 区，扩 增片段 为 

327 bpl1 。扩增 NoV ORF1一ORF2结合区的正链引物 

为3条兼并引物，扩增 GⅡ基因组的引物为 Kageyama 

等设计的G2FF／G2SKRl12 3。为了使 PCR产物直接用 

于测序且提高测序结果质量，对 5 引物做了修饰，增 

加了 20个 碱基，正链引物 增加上 游超级 引物 

(forward super primer，FSP)20个碱基(CAGGCCACG 

1TIW GTCATGCG)，负链引物增加下游超级引物 

(reverse super primer，RSP)20个碱基(1TrC1_ITI1GCGT 

TATGTCTCTG)，改良后引物扩增的cDNA片段长度 

为508 bp_1 。引物由上海生物工程技术有限公司 

合成，PCR产物送上海桑尼生物有限公司进行测 

序，测序引物为 FSP／RSP，双向测序。 

4．NoV G lI基因组分型和种系进化分析：通过 

NoroNet分 型 工 具 (www．rivm．nl／mpf／norovims／ 

typingtoo1)，分别对 NoV的 RdRp(327 bp)和 VP1的 

N／S区的核苷酸序列(282 bp)进行基因型分型。从 

GenBank下载所有 GII基因型和 GⅡ．4变异株的代 

表株序列，用于构建进化树。所有序列用 Clustal X 

进行比对，用 MRGA4．0软件进行序列拼接比对及 

进化树分析，建进化树用邻接法(Neighbor—Joining)， 

自引导(bootstrap)检验重复 1 000次。我们将22株 

NoV的核苷酸序列递交至 GenBank，获取序列号，采 

用 SPSS 13．0软件进行统计学分析，率的比较采用 

卡方检验。 

结 果 

一

、NoV的检出率及季节分布 

共收集2 288例符合人选标准患儿的粪便标本 

各1份。2 227例患儿有明确的年龄和性别信息，男 

1 363例 (61．2％)，女 864例 (38．8％)，年龄 1～ 

192个月，中位数为 12个月。 

在2 288份腹泻患儿的粪便标本中，NoV阳性 

的标本有 531份，检出率为23．2％。531株 NoV包 

括4株(0．8％)G I基因组和 527株(98．2％)G I1 

基因组。如图1所示，NoV全年检出，每月检出率在 

7．7％ ～47．3％。2009年全年 NoV检出率 19．0％ 

(171／899)，其 中 7 至 9月 检 出率 在 24．6％ 

(8月)～39．3％ (7月)；2010年全年 NoV检出率 

24．1％(183／760)，其中7至 10月检出率在 27．8％ 

(1O月)～43．7％(8月)；2011年全年 NoV检出率 

28．1％(177／629)，其中3至5月、9至 1O月检出率 

在 27．1％(3月)～47．3％(8月)。总体看来，7至 

10月 NoV检出率相对较高，在上海地区呈现较强的 

流行趋势。 

槲 
丑 

月份 

图1 2009至2011年上海地区儿童诺如病毒腹泻的流行 

季节分布趋势 

二、NoV腹泻患儿的年龄和性别特征 

531例 NoV阳性患儿中，520例有明确的性别 

和年 龄 信 息，男 343例 (66．0％)，女 177例 

(34．0％)；年龄 1～132个月 (11岁)，中位数为 

12个月。NoV在不同年龄组儿童中检出率及构成 

比见表 1。4岁以下婴幼儿发生 NoV腹泻最常见， 

累积病例数占95．2％，4岁以下儿童的 NoV检出率 

明显高于 ≥4岁 儿童 (24．4％ ．10．7％，X = 

10．66，P<0．05)。 

表 1 不同年龄组腹泻患儿粪便标本中诺如病毒阳性 

检出率及病例构成 比 

三、NoV GII基因型分布 

239株 NoV VP1扩增测序成功，共有 7种基因 

型，依次为：154株(64．4％)GⅡ．4[145株为2006b 

变异株，9株为 2009(New Orleans)变异株，分布在 

2010年6月(1株)和 7月(1株)，2011年 1月 
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(1株)、4月(5株)和 8月(1株)。2009年52株为 

2006b，2010年 65株为 2006b，2株为 2009(New 

Orleans)，2011年 28株为 2006b，7株为 2009(New 

Orleans)]，66株 (27．6％)GⅡ．3，6份 (2．5％) 

GⅡ．6，4株(1．7％)GⅡ．12，7株 (2．9％)GⅡ．2， 

1株(0．4％)分别 为 GⅡ．7和 GⅡ．14。244株 

RdRp扩增测序成功，共有 7种基因型，依次为：189 

株(77．5％)GⅡ．4[175株为 2006b变异株；14株 

为 2010变异株，分布在 2010年 7月(1株)和 8月 

(1株)，2011年 1月 (1株 )、2月 (1株 )、3月 

(1株)、4月(3株)、5月(1株)、8月(4株)和 9月 

(1株)。2009年 53株为 2006b，2010年 87株为 

2006b，2株为 2009(New Orleans)，2011年 35株为 

2006b，12 株 为 2009(New Orleans)]，47 株 

(19．26％)GⅡ．12，2株(0．82％)分别为 GⅡ．16、 

GⅡ．P21(GⅡ．b)和 GⅡ．Pg，1株 (0．4％)分别为 

GⅡ．2和 GⅡ．6。 

198株 NoV的VP1和 RdRp区序列同时测序分 

型成功，共有 14种不 同的基 因型组合。142株 

(71．7％)VP1／RdRp区的基因型一致，包括 4种相 

同的 VP1／RdRp基 因型组合：139株 (70．2％)为 

GⅡ．4／GⅡ．4，1株(0．5％)分别为 GⅡ．2／GⅡ．2、 

GⅡ．6／GⅡ．6和 GⅡ．12／GⅡ．12。56株(28．3％) 

VP1／RdRp的基因型不同，提示可能存在不同基因 

型间重组，包括 10种不同的 VP1／RdRp基因型组 

合：39株(19．7％)为 GⅡ．12／GⅡ．3、5株(2．5％) 

为 GⅡ．4／GⅡ．3、2株(1％)分别为 GⅡ．4／GⅡ．2、 

GⅡ．12／GⅡ．4、GⅡ．b／GⅡ．3和 GⅡ．g／GⅡ．12。 

1株(0．5％)分另0为 GⅡ．4／GⅡ．6、GⅡ．4／GⅡ．7、 

GⅡ．7／GⅡ．6和 GⅡ．16／GⅡ．2 

讨 论 

连续3年的监测结果显示，NoV与23．2％上海 

地区儿童非痢疾样腹泻有关，且 2009至 2011年上 

海地区儿童 NoV相关性腹泻有逐年增强的流行趋 

势，说明 NoV是引起上海地区儿童腹泻常见而重要 

的致病原。上海地区NoV在夏末和秋季更为流行， 

有别于欧美和 日本等发达国家 NoV在冬春季流行 

的特征  ̈。 。由于 NoV是食源性疾病的主要病原， 

因此，我们推测不同地区NoV的季节流行特征与不 

同人群的饮食结构和习惯可能有关。掌握 NoV的 

季节流行特征有助于制定合理的防控策略，及时预 

警暴发。 

本组数据显示，NoV腹泻以2岁以下婴幼儿占 

多数，这与我们以往的研究结果一致 lOl。日本连续 

6年的监测研究显示2岁以下儿童是 NoV腹泻主要 

发病人群  ̈。观察性研究提示小年龄儿童是人群 

NoV感染重要的传播者，接触症状性 NoV感染的儿 

童是儿童和成人获得 NoV感染的危险因素_1 。英 

国1项研究社区人群的研究显示 NoV在社区5岁 

以下儿童发病率最高达21．4％[2ol，本组 NoV在4岁 

以下腹泻患儿中检出率最高，与前者有相似之处。 

因此，应重视婴幼儿 NoV的防治，以有效干预 NoV 

病毒在社区人群中广泛的传播和流行。 

NoV GⅡ依然是上海地区儿童中绝对优势的流 

行株，与国内和全球的研究报告一致【10,21 J。测序结 

果发现分别有 7种不同的 RdRp基因型和 VP1基因 

型，其中GⅡ．4占64．4％(VP1)一77．5％(RdRp)。 

GⅡ．4也是全球儿童 NoV流行株最常见的基因 

型 。其次，上海地区常见的流行株包括 GⅡ．12 

RdRp基 因型 (19．3％)和 GⅡ．3 VP1基 因型 

(27．6％)。然而，全球儿童 NoV流行株第 2位常见 

的基因型为 G II．b RdRp基因型，另外，在欧洲 

GⅡ．Pe、GⅡ．Pg和 GⅡ．P7基因型也较常见  ̈ J。 

由此可见，各地区 NoV常见的基因型分布有差异， 

监测各地区 NoV优势基因型可为疫苗研制提供必 

要的依据。2009至 2011年期间上海地区仍以 

GⅡ．4变异株 2006b占绝大多数，值得关注的是 ， 

2010年6月上海地区儿童中检测到新型 GⅡ．4变 

异株 2009(New Orleans)，但 是该变异株并未在 

2010年下半年至201 1年取代 2006b而成为优势流 

行株，尽管2011年变异株检出数较多，但是仍明显 

低于优势流行株 GⅡ．4—2006b。GⅡ．4．2009(New 

Orleans)于2009年 1O月在美国首次检测到，此后相 

继在北美、欧洲、亚洲等国家流行，自2009年底至 

201 1年，该变异株已取代 2006b而成为全球优势流 

行株，但是 GⅡ．4-2009(New Orleans)变异株并未在 

北美引起当季 NoV暴发活动度的增加 ]。我国 

广州地区在 2010年 11月至 2011年 1月也检测到 

GⅡ．4-2010(New Orleans)变异株 。病毒全基因 

序列分析显示，GⅡ．4-2009(New Orleans)变异株的 

ORFI基因来自父辈株 GⅡ．4．2006a，ORF2／3基因 

来 自父辈株 GⅡ．4-2008(Apeldoorn)，通过基因型内 

重组而成 。我们推测 GⅡ．4．2009(New Orleans) 

变异株未在上海地区成为优势流行株与本地区以往 

未出 现 父 辈 株 G Ⅱ．4-2006a和 G Ⅱ．4-2008 

(Apeldoorn)的流行有关。 

本组中，28％GⅡ基因组 NoV株多聚酶和 VP1 
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基因亚型不同，提示存在不同基因亚型的NoV发生 

ORF1／ORF2基因重组。在 1O种不同的 RdRp／VP1 

区基因型组合中，最常见为 GⅡ．12／GⅡ．3，其次为 

G1I．4／GI1．3。NoV基因型间重组在分子流行病学 

中经常被发现 。RNA病毒基因重组是其进化的 

动力机制之一，病毒重组可使病毒毒力增加，对病毒 

的种系进化和基因分析产生影响，使疫苗研制更为 

复杂化。通常 NoV重组株被定义为其 2个不同的 

结构区(通常指 RdRp和 VP1)分属于不同的基因亚 

型，重组位点通常位于或邻近 ORF1／2重叠区，全球 

至少有20多种 GⅡ基因型 NoV重组株 。近年来 

随着对更多NoV株全基因序列的分析，提示 NoV可 

发生 ORF1和 ORF2基因型内重组，并导致新型 

GⅡ．4变异株的出现 。比如 2009年全球出现的 

G 11．4变异株 G II．4-2009(New Orleans)和2012年 

全球 出现 的 G 11．4．2012(Sydney)变异株，后者 

ORF1源 自 父 辈 株 Osaka-2007，ORF2／3 与 

Apeldoorn-2008和New Orleans-2009有关，而且导致 

全球 2012年末 NoV流行活动度上升 7I∞J。持续监 

测 NoV重组株的类型及其对暴发流行造成的影响 

对于了解 NoV在人群中进化机制是必要的。 

本研究通过近 3年连续的监测资料明确 NoV 

感染在上海地区腹泻患儿中呈常态流行的规律，多 

种 GⅡ基因型在本地区流行，GⅡ．4仍是优势流行 

的基因型，虽然新型 G I1．4．2009(New Orleans)变异 

株在 2010年 6月在本地儿童中出现，但并未成为优 

势株，而且不同基因型间重组株在儿童中流行。不 

仅人群的免疫压力可以导致 G 11．4抗原漂移出现 

新的变异株流行，而且 NoV基因型间和基因型内重 

组也可能影响病毒的抗原性，导致新的流行株出现。 

因此连续监测各地区NoV流行病学，有助于了解新 

型 G11．4变异株出现的机制和来源，而且为疫苗的 

研制和使用提供科学依据。 
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