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北京市市售牡蛎中诺如病毒核酸检测及定量分析
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摘#要!目的#针对北京市市售牡蛎样品中诺如病毒污染水平及污染浓度进行定量分析研究" 方法#分离牡蛎

消化腺!将消化腺匀浆处理!加入含有蛋白酶 =的磷酸盐缓冲液!进行样品前处理!用试剂盒提取病毒 2O3!用一步

法实时荧光逆转录聚合酶链式反应#SG@BHA?G2/,‘.2$检测诺如病毒 2O3!并对阳性样品进行定量分析" 结果#

共检测牡蛎样品 $)( 份!其中 NNL阳性样品 !" 份!NNLL阳性样品 $6 份!NNL和 NNLL同时为阳性的样品 ( 份" 对阳

性样品中的诺如病毒核酸定量分析!核酸浓度在 $*5 j!’$ -"*4 j!’) 基因拷贝7T#消化腺$之间" 结论#北京市市

售牡蛎中存在诺如病毒污染的情况!需要加强对牡蛎中诺如病毒的污染监测!并开展污染水平风险评估!保障消费

者食用安全!降低由诺如病毒引起的腹泻病的疾病负担"
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##诺如病毒是引起人类急性胃肠炎的主要病原
体之一"可感染所有年龄阶段的人群 ’!( ) "’!% 年
3U1>_等 ’"(发表的一篇系统综述和 1GH@分析"纳
入了 %4 个国家报道的 !5) 篇文献"结果发现 !7) 的

急性胃肠炎病例是由诺如病毒感染引起的) 美国
和欧洲 )’+以上的急性胃肠炎暴发由诺如病毒所
致 ’$( ) 美国每年约有 ! 6’’ 万 -" !’’ 万诺如病毒
胃肠炎病例"其中 !5’ 万 -!6’ 万病例在医院门诊
就诊"%’ 万病例在急诊室就诊")*( 万 -5*! 万例住
院治疗"造成严重的疾病负担’%( ) 我国是全球 !) 个
腹泻病高负担国家之一"腹泻病例中有 !!*(+检出诺
如病毒"因此诺如病毒对我国人群健康的影响不容忽
视’)( ) 在我国"诺如病毒引起的急性胃肠炎病例呈逐
年增长趋势’(( ) "’!" 年以来"诺如病毒已成为我国
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非细菌性感染性腹泻病暴发的优势病原体#(’+ -
6(+$"尤其自 "’!% 年冬季起"诺如病毒感染暴发疫
情大幅增加""’!) 年 ! -!! 月通过突发公共卫生事件
管理系统已报告 6’ 起"明显高于历年水平’5( )

诺如病毒传播途径主要为接触或经食物和水)
美国疾病预防控制中心在 !66(!"’’’ 年发布的
$%4 次诺如病毒暴发事件中"食物污染*接触传播和
饮用水污染导致的病毒感染分别占 $6+*!"+和
$+"表明食物污染是诺如病毒传播的最主要途
径 ’4( ) "’!’ 年欧盟发生了 4% 起有明显证据的食源
性诺如病毒暴发事件"主要涉及到的食物有贝类水
产品#")+$*自助餐 #""*(+$和水果 #6*)+$ ’6( )
"’’(!"’’4 年日本和英国发生史上规模最大的诺
如病毒疫情暴发"与生食被诺如病毒污染的贝类相
关 ’!’( "因此"贝类被认为是引起人类诺如病毒感染
和腹泻病暴发的高危食品"其中牡蛎被认为是引起
消费者感染诺如病毒最危险的食品之一) 首先牡
蛎本身特有的滤食作用"容易在体内大量富集环境
中的诺如病毒"致使牡蛎体内的病毒浓度通常是周
围养殖水体中的 !’’ -! ’’’ 倍 ’!!( "因此比较容易
检测到牡蛎体内的诺如病毒&其次消费者生食牡蛎
或食用时加热不彻底均极易感染诺如病毒"引发急
性胃肠炎) 例如欧盟食品和饲料快速预警系统
"’’’!"’!’ 年有关病毒引发的疫情通报 ’!"( 中"
6!*5+#$$7$( $ 的疫情是由诺如病毒引起"其中
((*5+#""7$$$的疫情是由食用诺如病毒污染的牡
蛎引起的&因此"美国*英国*法国*日本等主要沿海
国家均对牡蛎中诺如病毒的污染水平进行了系统
研究) 我国对牡蛎中诺如病毒检测及相关研究起
步较晚"缺乏针对牡蛎中诺如病毒的污染水平及定
量分析的系统研究及基础数据"无法开展牡蛎中诺
如病毒的风险评估)

通过 "’!) 年 6 月!"’!( 年 6 月开展北京市市
售牡蛎样品中诺如病毒污染水平监测及定量分析"

初步了解牡蛎中诺如病毒的污染水平"为开展牡蛎
中诺如病毒风险评估及监测提供依据和技术支撑)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#样品来源

"’!) 年 6 月!"’!( 年 6 月从北京某大型海鲜
批发市场购买牡蛎样品)
!*!*"#主要仪器与试剂

.W06( 荧光 ‘.2仪#美国 KAR,2@\$*恒温振荡
器*电热恒温水浴箱*普通离心机*台式高速离心
机*震荡混匀器)

蛋白酶 =#美国 ]AT?@$"病毒提取试剂盒#德国
VL3TGF$"2O3一步定量荧光逆转录聚合酶链式反
应#2/,‘.2$试剂盒#美国 MA:G/G9;FRBRTAGE$"门果
病毒提取控制试剂盒*诺如病毒 NNL定量标准品
#批号%!%’)!")’!$*诺如病毒 NNLL定量标准品#批
号%!%’)!")’"$均购自法国.GGS@?/RRME) 引物和探
针采用国际标准化组织 L]e7/] !)"!(,! ,食品中甲
肝病毒和诺如病毒 SG@B,HA?G2/,‘.2检测方法- ’!$(

推荐的诺如病毒 NNL和 NNLL的引物和探针"其中
NNL探针 ).端标记六氯荧光素#U>0$荧光集团"$.

端标记 KUV! 淬灭集团&NNLL探针 ).端标记羧基荧
光素 #W31$ 荧光集团" $ . 端标记四甲基若丹明
#/3123$淬灭集团) 引物和探针均由英潍捷基
#上海$贸易有限公司合成 ’!!( )
!*"#方法
!*"*!#样品前处理

样品前处理方法在 L]e7/] !)"!(,! ’!$(推荐的
双壳贝类样品中诺如病毒提取方法的基础上稍有
改动) 具体步骤如下%取 " -) 份独立牡蛎样品的消
化腺体"置于无菌平皿内"将消化腺剪碎后混匀"全
部放入 )’ ?B离心管"研磨至均质"作为一份混合样
品进行检测) 称取其中 " T消化腺"置于另一个干
净的 !) ?B离心管中"加入 !’ !B门果病毒#作为过
程控制对照$"同时加入 " ?B的磷酸盐缓冲液和
!’ !B"’ ?T7?B的蛋白酶 =溶液"$5 h "4’ S7?AF
振荡 (’ ?AF) 取出离心管"(’ h水浴 !) ?AF"室温
下 $ ’’’ S7?AF 离心 ) ?AF"取上清于 >‘管中"并记
录上清液体积"立即提取病毒 2O3)
!*"*"#核酸提取

病毒 2O3的提取参照试剂盒操作说明书进行)
诺如病毒 2O3提取后"应立即检测"或置于 g"’ h

冰箱 $ \ 内完成检测)
!*"*$#诺如病毒标准品制备

将诺如病毒 NNL和 NNLL标准品用无 _O3酶和
2O3酶的水稀释"配成 ! j!’%*! j!’$*! j!’" 和
! j!’! 基因拷贝7!B的标准系列)
!*"*%#一步实时荧光定量 2/,‘.2法

使用 2O3一步实时荧光定量 2/,‘.2试剂盒"
采用双重检测体系同时检测样品中的 NNL和 NNLL

基因组诺如病毒) 每份样品反应体系为 ") !B"其中
) j反应预混液 ) !B"诺如病毒 NNL和 NNLL上游引
物分别加入 !*") !B"NNL和 NNLL下游引物分别加
入 "*") !B"NNL和 NNLL探针分别加入 ’*(") !B"酶
混合液 !*") !B"去除_O3酶和2O3酶的水)*) !B"

模板 2O3) !B) 反应条件%)) h反转录 (’ ?AF"
! 个循环&6) h预变性 ) ?AF"! 个循环&6) h变性
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!) E"(’ h退火 ! ?AF"() h延伸 ! ?AF"%) 个循环)
阳性样品判断标准%在满足空白对照和阴性对

照 ’=值均大于 %’*阳性对照 ’=值小于 $’ 的条件
下"样品 ’=值小于 $) 判断为阳性"样品 ’=值大于
或等于 %’ 判断为阴性"样品 ’=值在 $) -%’ 之间
#包含 $)$判断为可疑样品"需要重复检测"如果 ’=
值仍然在 $) -%’ 之间"则判断为阳性样品)
!*"*)#阳性*阴性*空白和过程控制对照

来自中国疾病预防控制中心病毒病预防控制
所提供的诺如病毒阳性粪便标本#NNL和 NNLL$为
阳性对照) 磷酸盐缓冲液为阴性对照"按照病毒
2O3提取试剂盒的方法"与样品同时进行提取) 去
除 2O3酶和 _O3酶的水为空白对照) 门果病毒作

为过程控制对照)

" #结果
"*!#诺如病毒标准曲线及检测灵敏度

诺如病毒 NNL和 NNLL标准系列在 ! j!’! -
! j!’% 基因拷贝7!B的范围内有良好的线性关系"
最低定量浓度均为 ! j!’! 基因拷贝7!B"NNL和
NNLL对应的 ’=值分别为 $$*’% 和 $$*6%) NNL标
准品的荧光扩增曲线见图 !"标准曲线方程为 "l
$(*"44 g$*!6$BT#+$" D" l’*665" 扩增 效 率为
!’)*5+) NNLL标准品的荧光扩增曲线见图 !"曲线
方程为 "l$5*%$% g$*$5(BT#+$"D" l’*666"扩增效
率为 65*4+) 其中 "为 ’=值"+为标准品拷贝数)

注%3为诺如病毒 NNL荧光扩增曲线&K为诺如病毒 NNLL荧光扩增曲线)

图 !#诺如病毒 NNL和 NNLL荧光扩增曲线
WATJSG!#‘.2@?cBA:A9@HARF 9JSaGR:@)#)A9#;7NNL@F\ NNLL

"*"#牡蛎中诺如病毒的污染情况
"*"*!#牡蛎中诺如病毒总体污染水平

总共检测 $)( 份混合样品#" -) 个牡蛎消化腺
混合后即为一份混合样品$"诺如病毒阳性样品数
为 )5 份"阳性率为 !(*’+) 其中仅检出诺如病毒
NNL型的阳性样品数为 !" 份"阳性率为 $*%+&NNLL
型的阳性样品数 $6 份"阳性率为 !!*’+&另外"有
( 份样品检测到同时携带 NNL和 NNLL型诺如病毒"
占样品总数的 !*5+"结果见图 " 和表 !)

图 "#不同时间牡蛎中诺如病毒的污染情况
WATJSG"#‘RBBJHARF R:H;G@)#)A9#;7AF R[EHGSAF \A::GSGFH

?RFH;E

表 !#不同时间检测的牡蛎样品中诺如病毒污染情况

/@CBG!#‘RBBJHARF R:H;G@)#)A9#;7AF R[EHGSAF \A::GSGFH?RFH;E

时间
样品
份数

阳性样品份数
#+$

NNL型
阳性样品份数#+$

NNLL型
阳性样品份数#+$

NNL与 NNLL均
阳性样品份数#+$

"’!) 年 6 月 "! %#!6*’$ ’#’*’$ %#!6*’$ ’#’*’$
"’!) 年 !’ 月 ") ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$
"’!) 年 !! 月 "" $#!$*($ ’#’*’$ "#6*!$ !#%*)$
"’!) 年 !" 月 "’ $#!)*’$ ’#’*’$ $#!)*’$ ’#’*’$
"’!( 年 ! 月 ") "#4*’$ "#4*’$ ’#’*’$ ’#’*’$
"’!( 年 " 月 %6 "’#%’*4$ ’#’*’$ "’#%’*4$ ’#’*’$
"’!( 年 $ 月 ") (#"%*’$ ’#’*’$ !#%*’$ )#"’*’$
"’!( 年 % 月 %5 (#!"*4$ (#!"*4$ ’#’*’$ ’#’*’$
"’!( 年 ) 月 "% ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$
"’!( 年 ( 月 "! (#"4*($ %#!6*’$ "#6*)$ ’#’*’$
"’!( 年 5 月 "% ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$
"’!( 年 4 月 "6 ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$ ’#’*’$
"’!( 年 6 月 "% 5#"6*"$ ’#’*’$ 5#"6*"$ ’#’*’$
合计 $)( )5#!(*’$ !"#$*%$ $6#!!*’$ (#!*5$
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##由图 " 和表 ! 可见"不同月份采集的牡蛎样品"
诺如病毒的检出率存在差异) 另外"牡蛎中 NNLL型
的总体检出率高于 NNL型的总体检出率)
"*"*"#牡蛎中诺如病毒污染浓度

对诺如病毒阳性*门果病毒的回收效率在 !’+
以上的样品进一步定量分析"根据诺如病毒标准曲
线计算出每克消化腺携带的诺如病毒基因拷贝数)
共对 "! 份诺如病毒阳性样品进行定量分析"其中包
括 $ 份 NNL型阳性样品和 !4 份 NNLL型阳性样品"
污染浓度在 $*5 j!’$ -"*4 j!’) 基因拷贝7T#消化
腺$之间"结果见表 ")

表 "#牡蛎中诺如病毒污染浓度’基因拷贝7T#消化腺$(

/@CBG"#.R?c@SAERF R:@)#)A9#;79RF9GFHS@HARF

R:NNL@F\ NNLLAF R[EHGSE
基因组 最高值 最低值 均值
NNL "*4 j!’) $*5 j!’$ %*$ j!’%

NNLL !*4 j!’) !*! j!’% 5*$ j!’%

$#讨论
诺如病毒是一种重要的食源性病毒"食品中诺

如病毒污染水平低"食品组成复杂"含有大量抑制
检测的干扰因子"严重影响了食品中诺如病毒检测
的灵敏度"因此食品中诺如病毒的检测一直是诺如
病毒研究的重点和难点) 目前诺如病毒的检测方
法主要有电镜法*免疫学法和 2/,‘.2法) 2/,‘.2
检测方法因其灵敏度高*特异性强"是检测食品中
诺如病毒的良好方法 ’!%( ) 虽然各个实验室都建立
了有效的诺如病毒 2/,‘.2检测方法"但在病毒核
酸提取*引物设计*2/,‘.2体系及反应条件等方面
没有统一的标准"由此限制了实验室之间方法和结
果的通用性和可比性) 本研究采用了国际标准化
组织推荐的方法 ’!$( "检测北京市市售牡蛎样品中诺
如病毒的污染水平"使检测结果与国际上相关实验
室之间的结果具有一定的可比性)

本研究中"北京市市售牡蛎样品的平均污染水
平为 !(*’+"不同月份牡蛎中诺如病毒检出率存在
差异"这与国内外部分研究者的调查结果相符合)
].U3>WW>2等 ’!)( "’!’!"’!! 年对法国市场上的
牡蛎样品进行了调查"从超市购买的 4" 份牡蛎样品
中"有 !% 份检出诺如病毒"阳性率为 !5*!+"其中
"’!’ 年 " 月和 $ 月牡蛎样品中诺如病毒阳性率最
高) 柳淑芳等 ’!((对青岛地区 $ 种共 )%( 份贝类样
品进行检测"牡蛎样品中诺如病毒的检出率为
!’*!+"白颉等 ’!5(对东海地区市场内 " 6)) 份零售
贝类样品进行检测"牡蛎样品的阳性率为 !!*’+"
冬季的检出率明显高于夏季) 本研究在筛选阳性
样品进行定量分析时"参考了 ].U3>WW>2等 ’!)(提

出的样品回收效率大于 !’+"并且 ’=值小于 $6 的
条件对符合要求的阳性样品进行定量分析) 诺如
病毒浓度范围在 $*5 j!’$ -"*4 j!’) 基因拷贝7T
#消化腺 $ 之间"这个浓度明显高于 MeP/U>2
等 ’!4(报道的英国牡蛎中诺如病毒浓度 )’ -" "%$
基因拷贝7T#消化腺$ "原因主要有两点"第一是由
于本研究所用方法与 MeP/U>2等所用方法存在
差异"最终影响到检测方法的灵敏度) 首先是 NNL
引物和探针存在差异"可能影响到 NNL诺如病毒
检测的灵敏度) 其次是诺如病毒 2O3的提取纯
化方式不同) 本研究所用 VL3@?c 病毒 2O3提取
试剂 盒 提 取 病 毒 2O3& MeP/U>2等 ’!4( 采 用
OJ9BA]>O] 小 型 磁 力 萃 取 仪" 并 配 套 使 用
OJ9BA]>O] 磁性萃取试剂提取病毒 2O3) 不同的
提取方法可能会影响病毒 2O3的提取效率及对
干扰物质的去除效果"最终影响检测的灵敏度)
最后"本研究采用双重检测体系"可同时检测样品
中 NNL和 NNLL型诺如病毒"提高了检测效率"但
也降低了方法的灵敏度) 第二个原因是由于牡蛎
养殖环境的不同"本身携带的诺如病毒浓度就存
在很大差异) 有研究 ’!6,"’(报道"诺如病毒感染剂
量为 !4 -" 4’’ 个病毒粒子"因此本次检测的牡蛎
阳性样品如果加工不当或者生食"引起消费者诺
如病毒感染的可能性较高) 但是"由于 2/,‘.2方
法不能区分病毒粒子是否具有感染性"所以仅从
检测结果分析"可能存在对牡蛎样品中诺如病毒
危害性的过高估计)

本研究对北京市市售牡蛎中诺如病毒的污染
率及污染水平进行了初步调查"在试验过程中也存
在一些问题"如忽略了每个月采样量的均衡性"因
此无法准确反映牡蛎中诺如病毒检出率随时间或
季节变化的趋势) 在本研究的基础上"还将开展牡
蛎中诺如病毒的连续动态污染水平监测"统一每个
月的采样量"准确掌握诺如病毒污染水平随季节变
化的趋势"及时发布预测预警公告"保障消费者食
用安全及身体健康"降低由诺如病毒引起的感染性
腹泻和疾病负担)
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关于食品添加剂新品种氨基乙酸#羟基乙腈法$等的公告
"’!5 年第 $ 号

##根据)食品安全法*规定!审评机构组织专家对食品添加剂新品种氨基乙酸#羟基乙腈法$%食品用香料
新品种乙基芳樟基醚和食品添加剂 !,胡萝卜素扩大使用范围的安全性评估材料审查并通过"

特此公告"

附件’!&食品添加剂新品种氨基乙酸#羟基乙腈法$
"&食品用香料新品种乙基芳樟基醚
$&食品添加剂 !,胡萝卜素扩大使用范围
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