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研究报告
一起疑似食源性诺如病毒胃肠炎事件病原分子生物学特征分析

王坤明!柯明月!施红!林英华
!厦门市思明区疾病预防控制中心"福建 厦门"-%!&&5$

摘"要!目的"研究厦门市思明区一起聚集性胃肠炎事件的诺如病毒的分子生物学特征" 方法"将收集到的
!! 份肛拭子标本及 ! 份生蚝样品!采用实时荧光定量逆转录2聚合酶链反应#/R2aH/$方法检测诺如病毒核酸!阳

性标本再进行实时荧光定量 /R2aH/扩增!扩增产物经过凝胶电泳分析后!进行序列测定!确定基因型!并进行系统

发育树分析" 结果"!! 份肛拭子标本中检出 ’ 株 B;组诺如病毒株!# 株测序成功!检出 1 株 B;;组毒株!- 株测序

成功%! 份生蚝样品中检出 ! 株 B;组毒株!测序成功" 对测序成功的 % 株毒株进行同源性分析!B;$# 型毒株所测序

列与 #&!1 年上海株 ga-#’%13 等 % 株参考株高度同源!B;;$!4 型毒株所测序列与 #&!’ 年韩国株 gR-31&43 等 3 株

参考株高度同源!证实这是一起由 B;$# 和 B;;$!4 型诺如病毒混合感染引起的聚集性胃肠炎事件!B;;$!4 型毒株为

厦门市首次报道" 结论"此次聚集性胃肠炎事件是由诺如病毒引起!且为 B;$# 与 B;;$!4 型毒株混合感染引起"

关键词!诺如病毒% 胃肠炎% 生蚝% 基因型% 系统发育树% 厦门% 思明区% 食源性疾病

中图分类号!/!’’""文献标识码!0""文章编号!!&&1231’%##&!4$&!2&&1#2&’
!"#%!&)!-’5&67$879.$#&!4)&!)&&5

H/%4)160,8-).68&./25,).)1,8/.84/2/8%62,+%,8+/0/.(+,+)*
/ +&+A68%6’*))’5)2063(,(4/,*+1/+%2)60%62,%,+,08,’60%
F0KBgM@2W=@A" gGZ=@A2OMS" VJ;J?@A" E;Kd=@A2.M>

#V=W=@A:=PTU=8THS@TSU9?U:=PS>PSH?@TU?N>@Q aUS[S@T=?@ ?9<=>WS@" LM7=>@ <=>WS@ -%!&&5" H.=@>$

75+%2/8%% "5968%,:6"R?>@>NO_ST.SW?NS8MN>UY=?N?A=8>N8.>U>8TSU=PT=8P?9B)-)C2-+,9U?W>A>PTU?S@TSU=T=P=@8=QS@T=@
V=W=@A:=PTU=8T$;6%4)’+"GNS[S@ >@>NP\>Y P]S8=WS@P>@Q ?@S?OPTSUP>W]NSP\SUS8?NNS8TSQ >@Q 9NM?USP8S@8S‘M>@T=T>T=[S

US[SUPSTU>@P8U=]T=?@ ]?NOWSU>PS8.>=@ US>8T=?@ #/R2aH/$ WST.?Q \>P>]]N=SQ T?QSTS8TB)-)C2-+,PR.S]?P=T=[SP>W]NSP\SUS

>W]N=9=SQ YO/R2aH/" >@Q >W]N=9=SQ ]U?QM8TP\SUSMPSQ 9?UASNSNS8TU?].?USP=P>@>NOP=P>@Q PS‘MS@8=@AT?QSTSUW=@ST.S

AS@?TO]S>@Q T?W>XS].ON?AS@ST=8TUSSP>@>NOP=P$<6+&.%+"R\?PTU>=@P?9B;B)-)C2-+,\SUSQSTS8TSQ 9U?W!! >@>NP\>Y

P]S8=WS@P" >@Q Y?T. \SUSPM88SPP9MNNOPS‘MS@8SQ$L?MUPTU>=@P?9B;;\SUSQSTS8TSQ" >@Q - PTU>=@P\SUSPM88SPP9MNNO

PS‘MS@8SQ$D@SPTU>=@ ?9B;\>PQSTS8TSQ 9U?WT.S?OPTSU" >@Q \>PPM88SPP9MNNOPS‘MS@8SQ$V=̂ ]?P=T=[SPTU>=@PPM88SPP9MNNO

PS‘MS@8SQ \SUS9MUT.SU.?W?N?AO>@>NO_SQ$R.SPS‘MS@8S?9T.SB;)# PTU>=@ \SUS.=A.NO.?W?N?A?MP\=T. T.SUS9SUS@8SPTU>=@P

?9ga-#’%13 ST8$8?NNS8TSQ 9U?WV.>@A.>==@ #&!1$R.SPS‘MS@8S?9B;;)!4 PTU>=@ \SUS.=A.NO.?W?N?A?MP\=T. T.SUS9SUS@8S

PTU>=@P?9gR-31&43 ST8$8?NNS8TSQ 9U?W V?MT. g?US>=@ #&!’$B;;)!4 PTU>=@ \>PUS]?UTSQ 9?UT.S9=UPTT=WS=@ <=>WS@$

=)08.&+,)0"R.S>AAUSA>TSQ A>PTU?S@TSU=T=P=@8=QS@T\>P8>MPSQ YOW=̂SQ =@9S8T=?@ ?9B;)# >@Q B;;)!4 B)-)C2-+,P

>6( 3)2’+% B)-)C2-+,& A>PTU?S@TSU=T=P& ?OPTSU& AS@?TO]S& ].ON?AS@ST=8 TUSS& <=>WS@& V=W=@A :=PTU=8T&

9??QY?U@SQ=PS>PSP

收稿日期!#&!%2!&2#&

作者简介!王坤明"男"主管技师"研究方向为病原微生物检验

G2W>=N&%!5-’#-%5c‘‘$8?W

通信作者!柯明月"女"主任技师"研究方向为卫生检验

G2W>=N&XWO!54-c!%-$8?W

""诺如病毒#B)-)C2-+,"K?j$属于人类杯状病毒科"
感染性强"少量#!& f!&& 个$的病毒粒子即可引发感
染)!* "可通过污染的水或食物经粪2口途径传播"是引
起急性非细菌性肠胃炎暴发的重要病原体)#2-* "世界
卫生组织#FJD$已将其定为e类病原)1* + K?j感染

性胃肠炎多发于冬春季节"易呈聚集性+ #&!% 年 #

月"厦门市思明区发生一起杭州赴厦门旅游团疑似食
源性聚集性胃肠炎事件"多名游客出现以呕吐(腹泻
为主的胃肠炎症状"经流行病学调查和实验室检测"

确认由 K?j引起"本研究主要对引起本次事件的病
原进行分子生物学特征分析+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"病例定义
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该旅游团共 % 名游客"本次事件将病例定义为
/#&!% 年 # 月 !% f!5 日"该旅行团中"出现腹泻
#%- 次6Q 伴粪便性状改变$或呕吐#%! 次6Q$"且
伴有发热(恶心(腹痛等其他症状之一者0"根据此
标准确定 ’ 名患者+
!)!)#"样本

共采集 ’ 名患者(! 名同行游客无症状者和’ 名
无症状厨师肛拭子"并采集与可疑餐次同货源的生
蚝样品 ! 份#!& 个$+
!)!)-"对照品

阳性对照品为本实验室保存的 K?jB;(B;;型
阳性粪便标本"阴性对照品为本实验室保存的 K?j
B;(B;;型阴性粪便标本+
!)!)1"主要仪器与试剂

4’&& 实时荧光定量 aH/仪#美国 0e;$(旋涡振
荡器(匀浆器+

一步法 K?jB;(B;;型核酸荧光 /R2aH/检测
试剂盒#上海之江生物科技有限公司$"/?8.SJ=A.
aMUSj=U>N/K0g=T试剂盒#罗氏公司$"甘氨酸缓冲
液#配方含 &)&’ W?N6E甘氨酸"&)!’ W?N6E氯化钠"
]Jo5)’"批号%#!#L&%’$"!%*聚乙二醇 % &&& 溶液
#配方含 &)- W?N6E氯化钠"!%*聚乙二醇 % &&&"批
号%!##%0&-- $"/@>PS6:@>PS29USSF>TSU#批号%EI2
&’!3V!1&!1E$+
!)#"方法
!)#)!"样本处理

肛拭子%放入 ! WN磷酸盐缓冲液中"经旋涡振
荡器混匀"标本悬液经 !# &&& U6W=@ 高速离心 !’
W=@ 后"吸取上清液于 !)’ WN离心管即为 /K0粗提
液"备用+

生蚝%用手术剪刀开壳"尽量去除外膜及消化
腺周围的脂肪组织等"取消化腺约 - A"置于中速匀
浆器匀浆 ! W=@"将匀浆液放入灭菌的均质袋中"加
入 4 倍体积 &)&’ W?N6E甘氨酸缓冲液"室温下充分
振荡后分装于 ’& WN离心管中"1 ( - &&& n6 离心
-& W=@+ 将上清液转移至新的 ’& WN离心管中"调
]J值至 4)’"加入等体积 !%* 聚乙二醇 % &&& 溶
液"轻微混匀"1 (沉淀 1 . 后"1 ( - &&& n6 离心
-& W=@+ 弃上清" 沉淀" 用 !)’ WN&)!’ W?N6E
K>#JaD1 溶液重悬"室温下 !&& U6W=@ 振荡 #& W=@

后"分装于 !)’ WN的无/K0酶的离心管中" 1 (
!& &&& n6 离心 -& W=@+ 将上清液移至新的 !)’ WN

无 /K0酶的离心管中"并调节 ]J值至 4)1 即为
/K0粗提液"备用+
!)#)#"核酸提取与实时荧光定量 /R2aH/检测

将 /K0粗提液用 /?8.SJ=A. aMUSj=U>N/K0

g=T试剂盒按照说明书吸附柱法提取病毒 /K0+ 采
用实时荧光定量 /R2aH/法进行检测"使用一步法
K?jB;(B;;核酸荧光 /R2aH/检测试剂盒+ 按照试
剂盒说明书配制试剂"设置质控对照#包括阳性(阴
性(空白对照$+

仪器扩增反应条件%1’ (逆转录 !& W=@&5’ (
变性 !’ W=@&5’ (变性 !’ P"%& (退火 ! W=@"1& 个
循环"羧基荧光素#L0Z$通道检测荧光+

结果判定%当质控对照正常"样品 K#值 +-% 时"
判为阳性&K#值 ,-3 时"判为阴性&-% +K#值 +-3
时"判为可疑"需再次检测"若 K#值$-3"判为阳性"
否则判为阴性+
!)#)-"核酸扩增与测序

根据实时荧光定量 /R2aH/基因组检测结果"对
样本 /K0提取液进行基因关键区域 D/L##ja! 衣壳
蛋白区$实时荧光定量 /R2/H/核酸扩增"B;(B;;组
引物序列见表 !"引物由上海生工生物工程股份有限
公司合成+ 扩增后进行琼脂糖凝胶电泳分析"阳性扩
增产物送上海生工生物工程股份有限公司测序+

表 !"K?jB;(B;;组扩增引物 )’*

R>YNS!"K?jB;(B;;AU?M] >W]N=9=8>T=?@ ]U=WSU
基因
组

引物名称 引物序列#’’2-’ $ 引物位置
片段大
小6Y]

B;

B;;

B;2Vg2L HRBHHHB00RRdBR000RB0 ’-1#2’-%!
B;2Vg2/ HH00HHH0/HH0RR/R0H0 ’%4!2’%’-

H?B#2L H0/B0/eHK0RBRRd0B/
RBB0RB0B

’&&-2’&#3

B#2Vg2/ HH/HHKBH0R/JHH/
RR/R0H0R

’-352’-%4

--&

-34

!)#)1"序列分析
应用 K?j基因分型工具# .TT]%66\\\$U=[W$@N6

W]96@?U?[=UMP6TO]=@AT??Ns6$将测序成功的序列进行
基因 分 型" 同时 将 获 得 的 序 列 应 用 eE0VR在
BS@e>@X 寻 找 相 近 序 列+ 应 用 ZSA>’)! 软 件
HNMPT>NF进行序列的比对和分析&并应用 ZSA>’)!
软件 KS=A.Y?U2b?=@=@A法构建系统发育树"参考株均
来自于 BS@e>@X 数据库+

#"结果
#)!"K?j检出情况

实时荧光定量 /R2aH/检测 !! 份肛拭子标本"
% 份游客肛拭子全部检出 K?j"其中 - 份为 B;和 B;;
组(# 份为 B;组(! 份为 B;;组&’ 份无症状厨师肛拭
子均未检出 K?j&! 份牡蛎样品中"检出 B;组 K?j+
#)#"K?j基因分型

将检出的 !& 株K?jaH/产物进行测序"% 株测
序成功"将获得的序列用 K?j基因在线分型工具分
型"% 份游客肛拭子检出 # 株 B;)# 型毒株"- 株
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B;;)!4 型毒株&! 份生蚝样品检出 ! 株 B;$# 型毒
株+ 见表 #+

表 #"样本检测分型结果
R>YNS#"V>W]NSQSTS8T=?@ 8N>PP=9=8>T=?@ USPMNTP

样本编号 类别 基因组或基因型 样本来源

!%&#!3bH&! 肛拭子 B;;$!4 发病游客 !

!%&#!3bH&# 肛拭子 B; 发病游客 #

!%&#!3bH&- 肛拭子 B;$# 发病游客 -

!%&#!3bH&1 肛拭子 B;kB;;$!4 发病游客 1

!%&#!3bH&’ 肛拭子 B;kB;;$!4 发病游客 ’

!%&#!3bH&% 肛拭子 B;$# kB;; 无症状游客 %

!%&#!3bH&4 肛拭子 ! 无症状厨师 !

!%&#!3bH&3 肛拭子 ! 无症状厨师 #

!%&#!3bH&5 肛拭子 ! 无症状厨师 -

!%&#!3bH!& 肛拭子 ! 无症状厨师 1

!%&#!3bH!! 肛拭子 ! 无症状厨师 ’

!%&#!3bHVJ 食品 B;$# 生蚝

注%!表示未检出 K?j核酸

#)-"K?jja! 基因同源性和系统发育数分析
#)-)!"B;(B;;组毒株序列比对

分别将 B;(B;;组毒株序列进行序列比对"结果
显示%游客肛拭子标本 !%&#!3bH&-(!%&#!3bH&% 与
生蚝 !%&#!3bHVJ同源性为 !&&*"均为 B;$# 型&游
客肛拭子标本 !%&#!3bH&!(!%&#!3bH&1(!%&#!3bH&’
核苷酸序列同源性为 !&&*"均为 B;;$!4 型+ 将序

列提交到 BS@e>@X 数据库与参考株进行同源性分
析"- 株 B;组株与 #&!1 年上海株 ga-#’%13(#&!-
年荆州株 gL-&%#!#(#&!- 年湖州株 gZ1%#%!! 同源
性 !&&*"与 #&!’ 年韩国株 gR-3-5’!(#&!% 年日本
株 EH!#34!& 同 源 性 55*" 与 !55% 年 英 国 株
0b#44%!& 同源性 54*&- 株 B;;组株与 #&!’ 年韩国
株 gR-31&43(#&!’ 年中国香港株 gR43&1!% 同源性
!&&*"与 #&!’ 年南阳株 gR55#435(#&!’ 年广州株
gR54&-44(#&!’ 年中国台湾彰化株 g/&’#&#&(#&!1
年美 国 盖 瑟 斯 堡 株 g/&3-&!4( #&!’ 年 韩 国 株
gC’%!#’%(#&!’ 年 日 本 川 崎 株 EH&-41!’ 同 源
性 55*+

#)-)#"B;(B;;组系统发育树分析

B;(B;;组系统发育树分析结果显示% - 株
B;组株与上海株 ga-#’%13(荆州株 gL-&%#!#(湖
州株 gZ1%#%!!( 韩 国 株 gR-3-5’! 及 日 本 株
EH!#34!& 亲缘关系较近"处于同一个进化簇内"
同属于一个进化分支"均为 B;$# 型"见图 !+ - 株
B;;组 株 与 韩 国 株 gR-31&43( 中 国 香 港 株
gR43&1!%(南阳株 gR55#435(广州株 gR54&-44(
中国台湾株彰化株 g/&’#&#&(美国盖瑟斯堡株
g/&3-&!4( 韩 国 株 gC’%!#’%( 日 本 川 崎 株
EH&-41!’ 处于同一进化簇"同属于一个进化分
支"均为 B;;$!4 型"见图 #+

图 !"K?jB;组 ja! 核苷酸序列系统发育树
L=AMUS!"K?jB;AU?M] ja! @M8NS?T=QSPS‘MS@8S].ON?AS@ST=8TUSS
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图 #"K?jB;;组 ja! 核苷酸序列系统发育树
L=AMUS#"K?jB;;AU?M] ja! @M8NS?T=QSPS‘MS@8S].ON?AS@ST=8TUSS

-"讨论
K?j基因组包含 - 个开放阅读框#D]S@ US>Q=@A

9U>WSP"D/LP$+ D/L! 编码非结构蛋白"包括 /K0
聚合酶 #/K02QS]S@QS@T/K0 ]?NOWSU>PS"/Q/] $&
D/L# 和 D/L- 分别编码主要 #ja!$和次要 #ja#$
衣壳蛋白+ 根据抗原性和核苷酸序列的变异程度
可分成 ’ 个基因组#AS@?AU?M]"B;2B&$"其中 B;组
有 3 个基因型"B;;组有 #! 个基因型"B;和B;;组是
感染人类的主要基因组+ 本研究在涉事游客中检
出 # 株 B;)# 型毒株"序列比对同源性为 !&&*&在
涉事游客中检出 - 株 B;;)!4 型毒株"序列比对同源
性为 !&&*+ 结合流行病学调查(患者的临床表现"
确认这是一起由 B;$# 和 B;;$!4 型 K?j混合感染引
起的胃肠炎事件"进一步验证了思明区胃肠炎事件
存在 B;和 B;;混合感染的报道 )%* + B;;$1 型一直是
国内 K?j胃肠炎的主要流行株 )1"423* "但近年来 B;;$
!4 型 K?j引起的胃肠炎报道也日益增多 )52!!* "而
B;;$# )!#* (B;;$- )!-* (B;$# )!1*等型也有报道+

本研究在涉事游客中检出 - 株 B;;$!4 型毒株"
这是厦门地区首次报道检出 B;;$!4 型毒株"与 #&!’
年韩国株 gR-31&43 等 # 株参考株同源性 !&&*"与
#&!’ 年南阳株 gR55#435 等 % 株参考株同源性
55*"均属于同一进化分支"表明该株与上述参考株
高度同源"该株及变异株正在成为我国及周边国家

的优势株"有进一步流行的可能 )!’* + 由于厦门地区
历史流行优势株为 B;;$1 型 )!%* "人群对 B;;$!4 型普
遍缺乏免疫力"其有可能在思明区流行并成为优势
株"这些有待今后进一步跟进 K?j胃肠炎事件调查
和病原分子生物学的分析研究+ 这也提示疾病防
控相关部门"应加大 B;;$!4 型 K?j株的监测"密切
注意其流行动态+

在涉事游客中检出的 # 株 B;$# 型毒株和在生
蚝样品中检出的 ! 株 B;$# 型毒株"与 #&!1 年上海
株 ga-#’%13 等 - 株参考株同源性 !&&*"与 #&!’
年韩国株 gR-3-5’! 等 # 株参考株同源性 55*+ 该
事件 ’ 名患者发病时间分布情况提示单一同源感
染"根据 K?j潜伏期"结合此次事件的发病高峰"推
断感染餐次为食用烤生蚝的当餐"而在与涉事烤生
蚝同一货源的生蚝中检出与涉事游客感染的 K?j
序列比对同源性 !&&*(基因型一致的病毒株"可以
推断此次事件极有可能是食用被 K?j污染的烤生
蚝引起+ 生蚝的消化腺能富集外源性致病因子"包
括 K?j等 )!4* "国外已有多起因食用生蚝引起的
K?j感染事件的报道 )!32!5* "但国内尚未有在食源性
K?j胃肠炎事件的食材中检出 K?j并进行分型的
报道+ 此次事件从与涉事同一来源的生蚝中检出
与患者同源性一致的病毒株"进一步印证了厦门地
区存在食用受污染生蚝引发食源性疾病的风险+

需要指出的是"在涉事游客中检出 B;$# 型和
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B;;$!4 型"而在生蚝样品中仅检出 B;$# 型"未检出
B;;$!4 型"这可能是因为生蚝样品的均匀性问题"
使得所取样品未含有 B;;$!4 型"或含量低于本研究
所用方法的检出限"导致检测结果阴性+

厦门地区市售生蚝 K?j污染较为普遍"污染水
平较高"生蚝又是该地区消费量最大的海产品之
一"由污染生蚝介导引发食源性疾病的风险较
高 )#&* "有关部门应该引起足够重视"采取必要的预
防控制措施+ 相关执法部门应加强对餐饮业的监
督执法"加大卫生宣传力度"加强餐饮从业者食品
安全培训"提高食品安全卫生意识"注意食材的加
工制作"特别是生蚝等贝类海产品应该彻底煮熟(
烤熟"做到生熟分开"防止交叉污染&及时将患病的
餐饮从业人员调离岗位"防止污染食品&同时引导
消费者养成良好的饮食习惯"不吃生或半生的生蚝
等海产品"减小 K?j感染风险+
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