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摘  要：【目的】检测深圳地区环境水体和人群的诺如病毒(NoVs)，探讨其是否在两者之间循

环传播。【方法】2014 年 3 月至 2015 年 2 月检测 24 份深圳茅洲河河水标本和 287 份腹泻患者

粪便标本。河水标本经过混合纤维素酯膜和 PEG 法二次浓缩后提取核酸，粪便标本无需浓缩，

稀释离心后直接提取核酸。应用实时荧光逆转录 PCR 初步分型，RT-PCR 扩增 ORF2 保守区域

衣壳蛋白(VP1)基因后测序确定亚型、分析不同来源病毒的同源性；同时建立基因进化树，进

一步分析不同来源 NoVs 的亲缘关系。【结果】在河水标本和腹泻患者粪便标本中，NoVs 阳性

率分别为 23.1%和 17.4%，其中上下游河水标本阳性率分别为 8.3%和 41.7%，河水中 NoVGI
型和 NoVGII 型的阳性率为 16.7%和 8.3%。扩增阳性样本发现茅洲河水中检出 NoV 主要是 GI.6
型，其次是 GII.4 Sydney_2012 型，而从腹泻胃肠炎患者粪便标本中检出 NoVs 主要是 NoVGII.4 
Sydney_2012 型和少量的 GII.3 型。同时期水体和人群粪便标本来源的 NoVGII.4 Sydney_2012
型 VP1 基因相似性 98.2%–100.0%。【结论】NoVGII.4 Sydney_2012 型是深圳地区主要的流行  
株。NoVs 在环境水体和人群中于某种程度上存在循环传播。 
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Abstract: [Objective] This study aimed to monitor noroviruses (NoVs) in the water environment and 
human population in Shenzhen city, and to explore the relationship for NoVs circulation between the 
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two media. [Methods] Twenty-four water samples from Maozhou River and 287 clinical specimens 
were collected in Shenzhen city from March 2014 to February 2015. Water samples were firstly 
concentrated by mixed cellulose ester microporous membrane and PEG, and clinical specimens were 
directly diluted for RNA extraction. NoVs were firstly detected through real time RT-PCR, and the 
ORF2 capsid protein gene (VP1) of NoVs were got by RT-PCR and sequenced for genotype analysis. 
Homology and phylogenetic analyses were performed to investigate the relationship between the 
NoVs from environment water and those from human population. [Results] The positive rate for the 
water samples was 23.1%, including 8.3% and 41.7% positive rates for the upstream and downstream 
samples, respectively; while the positive rate for clinical specimens was 17.4%. The positive rate of 
genotype NoVGI and GII was 16.7% and 8.3% in the water samples, respectively. The VP1 partial 
gene sequence analysis showed that GI.6 was predominant in the water samples, in which GII.4 
Sydney_2012 was also detected. Meanwhile, compared with GGII.3, GII.4 Sydney_2012 was more 
prevalent in human population. The nucleotide homology of partial VP1 gene of GII.4 Sydney_2012 
from different samples showed 98.2%−100.0%. [Conclusion] NoVGII.4 Sydney_2012 was the 
predominant genotype in human population of Shenzhen city. To some extent, NoVs were probably 
circulating between water environment and human population. 

Keywords: Norovirus, Water environment, Human population 

诺如病毒(Noroviruses，NoVs)属于杯状病毒科、
诺如病毒属的非包膜单正链RNA (7.5−7.7 kb)病毒，
其 RNA 由 3 个开放阅读框(ORFs)组成[1]。根据由

ORF2编码的 VP1氨基酸相似程度，将其分为以下
6个基因组(Genogroup)：GI、GII、GIII、GIV、GV
和 GVI，主要感染人的 GI和 GII又分别被分为 9个
和 22个基因型(Genotype)[2]。NoVs是引起急性病毒
性腹泻的主要病原之一[3]，也是唯一已知的可以导

致急性腹泻全球性大流行的病原[4]。在发展中国家，

诺如病毒每年至少造成 20 万名 5 岁以下儿童的死
亡[5]。NoVs主要通过粪口途径、污染食物或水源传
播，可存在于外环境包括农业、娱乐和饮用水中，

其广泛传播对公共健康造成巨大的威胁。但是，由

于它在外环境中的浓度较低，需要对环境标本浓

缩，现有的浓缩方法包括滑石粉-硅藻土浓缩法、过
滤法、膜吸附洗脱法等[6-7]。本研究主要采取膜吸附

洗脱法浓缩河水样本，该方法曾成功检测出由

NoVs污染饮用水引起工人腹泻的疫情[8]。由于尚且

没有标准的细胞培养方法来检测 NoVs[9]，本研究主

要应用实时荧光逆转录 PCR (Real time RT-PCR)进
行初筛，并由逆转录 PCR (RT-PCR)扩增 NoVs 的
ORF2保守区域衣壳蛋白(VP1)基因序列，确定病毒
基因型和进行进化地位分析。本研究为了调查

NoVs在水环境和人群中循环情况，在 2014年 3月
至 2015 年 2 月选择深圳市茅洲河上下两个采样点
连续每月采样一次，分析比较同时期该地区河水和

人群中所检出的 NoVs的亲缘关系。 

1  材料与方法 

1.1  标本采集 
1.1.1  河水标本：茅洲河是深圳市境内流域面积第

二大的河流，流域东北部的光明、公明街道是深圳

重要的高新农业和生态旅游业，流域内大多数水库是

深圳市宝安区各街居民生活用水的主要水资源[10]。

2014年 3月至 2015年 2月在深圳市茅洲河上下游

(上游周围为高新农业聚集地，下游为生态旅游业聚

集地)两个采样点连续每月采样一次，每份 1 L，共

24份河水标本冷藏运送至实验室。 

1.1.2  病例标本：2014年 3月至 2015年 2月在深

圳某医院共采集 287份急性非细菌性胃肠炎病人的

粪便标本，冷藏送至实验室，冻存于−80 °C待检测。 

1.2  标本前处理 
河水标本和粪便标本分别在不同楼层不同实

验室进行。 

1.2.1  河水标本：水样经纱布过滤，4 °C条件下
3 000 r/min离心 30 min，取 500 mL上清液，加入
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2.50 mmol/L的MgCl2溶液 10 mL，使其终浓度为
0.05 mmol/L，加 1 mol/L HCl调节 pH至 3.50[11]。

0.45 μm 孔径的混合纤维素酯滤膜进行过滤，滤膜
剪碎后移到离心管中开始洗脱，加入 30 mL 1.5%牛
肉膏-0.05 mol/L甘氨酸洗脱液(pH 9.50)，在摇床上
480 r/min振荡洗脱 30 min，收集洗脱液加入等体积
PEG8000-NaCl进行二次浓缩。充分混匀，于 4 °C
静置过夜；在 4 °C、10 000 r/min离心 30 min后弃
上清液，保留沉淀；沉淀加入 1 mL Hanks液稀释，
取 200 μL 稀释液待提取病毒 RNA，剩余稀释液
−80 °C保存备用。 
1.2.2  粪便标本：粪便加入 1 mL DMEM，涡旋振
荡 2 min，3 000 r/min离心 5 min，取 200 μL上清液
待提取病毒 RNA。 

1.3  核酸提取 
病毒核酸提取试剂盒为 Roche High Pure Viral 

RNA Kit，购于德国 Roche公司。 

1.4  实时荧光逆转录 PCR 
试剂为 GI 诺如病毒 RNA 荧光 PCR 检测试剂

盒，购于深圳市易瑞生物技术有限公司；GII 诺沃
克病毒荧光 PCR检测试剂盒，购于深圳太太基因工
程有限公司。仪器为 ABI7500 荧光 PCR 仪，购于
美国 ABI公司。 

1.5  RT-PCR 
应用于扩增NoVs的ORF2保守区域序列(衣壳

蛋白基因的 5′端 ) VP1 基因的引物分别是 GI 
(G1SKF/G1SKR)和 GII (GOG2F/G2SKR)[9]，由

TaKaRa宝生物(大连)公司合成。扩增的序列片段长
度分别是 GI (330 bp)和 GII (389 bp)。使用一步法试
剂盒 One Step RNA PCR Kit，购于日本 TaKaRa公
司。PCR反应体系(50 μL)：酶 2 μL，上下游引物
(20 μmol/L)各 1 μL，缓冲液 25 μL，去 RNase水
11 μL，病毒 RNA模板 10 μL。反应条件：50 °C    
30 min逆转录；94 °C 2 min；94 °C 30 s，53 °C 30 s，
72 °C 30 s，进行 45个循环；72 °C 10 min；4 °C保
存。用 1.5%琼脂糖凝胶 110 V电泳 35 min观察结
果，对于检测到与预期片段长度相符的标本判为

阳性。 

1.6  核酸测序 
阳性样本的 RNA 扩增产物送至 TaKaRa 宝生物

工程(大连)有限公司测序。序列上传至 GenBank，测
序结果应用诺如病毒分型工具 http://www.rivm.nl/ 
mpf/norovirus/typingtool进行分型。 

1.7  同源性分析和建立系统进化树 
利用 BioEdit剪切处理序列，比较核酸同源性。

利用MEGA 5.0建立系统进化树，所有参考毒株的
序列来自于 GenBank。 

2  结果与分析  

2.1  实时荧光逆转录 PCR 结果 
实验通过荧光 RT-PCR 对 24 份河水标本和  

287份腹泻患者粪便标本检测 NoVs，阳性标本共计
56份。河水标本中 NoVs的阳性率为 23.1% (6/24)，
腹泻患者粪便标本中 NoVs 的阳性率为 17.4% 
(50/287)。由图 1可知，河水标本中 NoVs主要集中
在 2014 年 4−7 月份检出，下游河水中诺如病毒的
检出率为 41.7% (5/12)高于上游河水的检出率 8.3% 
(1/12)，NoVGI 型的检出率为 16.7% (4/24)，高于
NoVGII型的检出率 8.3% (2/24)。图 2显示腹泻患
者粪便标本中 NoVs阳性检出率在 6−9月份较高，
其峰值相较于河水略有延迟。腹泻患者粪便标本中

检出的 NoVs阳性样本均为 NoVGII型。 
 

 
 

图 1  茅洲河河水中诺如病毒的月份分布 
Figure 1  The monthly distribution of NoV in Maozhou 
river 
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图 2  临床腹泻样本中诺如病毒的检出情况 
Figure 2  The monthly distribution of NoV in human 
clinical specimen 
 

2.2  RT-PCR 产物测序结果 
RT-PCR 扩增 56 份 NoV 阳性样本，琼脂糖凝

胶电泳出现特异性条带的有 30 份，阳性率为
53.6%，其中河水阳性样本 5 份，腹泻病人粪便样
品 25 份。将 30 份出现特异性条带的扩增产物送
至 TaKaRa宝生物(大连)公司测序，成功测序样品
为 25 份，其中河水样品为 3 份，腹泻病人粪便样
品为 22份。 

2.3  NoV 同源性分析 
测序结果由诺如病毒分型网站分析，并将序列

上传 GenBank。图 3显示 3株来自茅洲河河水的诺
如病毒分别是：1 株 NoVGII.4 Sydney_2012 型和   
2株 NoVGI.6型，GenBank编号分别为 KU291218、
KU291225 、 KU291226 ， 其 中 KU291225 和

KU291226 基因型为 GI.6 型，相似性分析结果是
100%。在临床腹泻患者的粪便标本提取的 22 株诺
如 病 毒 GenBank 编 号 分 别 是 KU194790 、
KU194793 、 KU194798 、 KU194799 、

KU194806–KU194808 、 KU194818−KU194821 、
KU194827−KU194830、KU194836、KU194837、
KU194852、KU291228、KU291229、KU194861、
KU194864。其中KU291228、KU291229是NoVGII.3
型，相似性为 99.5%。来源于腹泻患者粪便标本和
河水中的 NoVGII.4 Sydney_2012 型诺如病毒相似

性为 98.2%−100%。 

3  讨论 

本研究检测来自于河水的环境标本和腹泻病

人的粪便标本，通过分析比较不同标本来源中检测

的诺如病毒，探讨 NoVs 环境污染物在其传播过程
中的作用。2014年 3月至 2015年 2月深圳地区茅
洲河水中主要 NoVs 为 NoVGI.6 和 NoVGII.4 
Sydney_2012 型，期间从腹泻胃肠炎患者粪便标本
中检出的 NoVs 主要基因型也是 NoVGII.4 
Sydney_2012 型，且两者相似性很高，提示除了人
与人之间的传播，NoVGII.4 Sydney_2012型在环境
水体和人群中存在传播。 

NoVGII.4型变异较快，每隔 2−3年就有新的亚

型出现并且成为新的主要流行株[4]。2011年深圳地

区 NoVs在人群中主要流行株 GII.4 2006b型[12]，从

2012年开始，NoVGII.4 Sydney_2012型为全球性胃

肠炎腹泻的主要流行株之一 [13-14]，NoVGII.4 

Sydney_2012 型是本研究中人群主要流行的基因

型。相关研究表明 GII.4 能够持续感染人群的原因

之一，可能是不断出现的新的 GII.4 亚型，使其成

功躲避群体免疫[15]。值得注意的是，区别之前冬季

传染病的固有观念，NoVs 在夏季腹泻患者粪便标

本中检出率高于冬季，与文献[16]报道类似，可能

是因为夏季水和食物暴露被污染几率较高。 

茅洲河流域属于南亚热带海洋季风气候，夏长

冬短，降雨量主要集中在每年的 4−9月份[17]，在热

带地区的雨季，NoVs 感染较为常见[18]。相关研究

表明，NoVs 感染人具有剂量依赖性[19]，即病毒量

达到一定程度，需要有腹泻患者或隐性感染者的排

泄物释放在外环境中[20-21]，且 NoVs 对环境具有足

够的抵抗力 [22 ]。深圳环境保护和水务局提供的  

2014 年数据显示，茅洲河流域内每天产生约   

100万 t生活污水。而流域内已建成的污水处理厂

日处理能力仅为 60 万 t，是排放量的 60%，实际

处理率仅为 53.8%，大量生活污水未充分处理即排

放至河水中[23]。2014年 4−7月份(夏季)，茅洲河河 
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图 3  诺如病毒进化分析 
Figure 3  Phylogenetic tree of norovirus strains 

注：临床腹泻病人的粪便标本和河水标本的诺如病毒分别标记为▲和 . △ 分支点上的数字表示构建进化树时 1 000次计算时形成该
节点的百分比；标尺为进化距离；自举值<70%没有显示出来；所有序列的命名方式为诺如病毒亚型/城市/国家/时间(GenBank编号). 
CHN：中国；AU：澳大利亚；JP或 JPN：日本；ZA：南非简称. 
Note: Norovirus strains from Clinical specimen and river samples were marked as ▲ and , respectively. The numbers in the branching △

points were bootstrap values expressed as percentages of 1 000 replications; Scale for evolutionary distance; The bootstrap support values  
of <70% were not indicated; The sequences were labled as norovirus subtype/City/Country/Year (GenBank accession No.). CHN: China; AU: 
Australia; JP/JPN: Japan; ZA: South Africa. 
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水中检测出 NoVs，下游(生态旅游业)监测点检测到
的 NoVs 的型别和种类比上游(高新农业)要更多，
可能是下游生态旅游业人群密度高于上游，导致河

水中 NoVs负荷较高。GI型比 GII型更常见，可能
GI型比 GII型对水环境的抵抗力更强。 
综上所述，综合检测环境标本和临床标本有助

于更好地理解 NoVs 的流行病学特点，并且有助于
制定诺如病毒预防和控制措施。 
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