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摘)要!目的)监测北京市市售贻贝中诺如病毒"SZe#的污染率及污染浓度!为贝类样品中诺如病毒的风险评估

提供基础数据$ 方法)解剖并分离贻贝的内脏团!将内脏团研磨至均质!加入磷酸盐缓冲液振荡 ?* GIL!提取病毒

颗粒$ 提取病毒 2S=!荧光定量反转录 1!2检测诺如病毒!并进行定量分析$ 结果)共检测 +(7 份贻贝样品!总阳

性率为 (@++f"+:>+(7#!其中诺如病毒基因组 ;"TT;#占阳性样品数的 7:@*8f"’*>+:#!基因组 ;;"TT;;#占阳性

样品数的 ?+@(?f"’:>+:#!未检测到同时携带 TT;和 TT;;的样品$ 阳性样品中诺如病毒浓度范围在 ?@+* s’*7 j

7@’& s’*& 基因拷贝>M"内脏#之间$ 结论)北京市市售贻贝中存在诺如病毒污染$

关键词!诺如病毒& 贻贝& 水产品& 2"$1!2& 食品污染物& 食品安全

中图分类号!2’&&))文献标识码!=))文章编号!’**8$68&?#+*’:$*&$*&(+$*8
!"#%’*@’7&(*>ABCADEB+*’:@*&@*’&

2*%:%’%)’(.&.//)&)0’&1"(&=<;;%>;;.>:(&H%(B(&? A7 <;(&? 2(35+&4A+;%:.&%4;’%8
F<+&’(’+’(C%D24N1D+;;+7;

R=STWIH$EVI’" X3URNL$KNI+" /;SHL’" W;=ST"HZ’" 5=S!EVL$EVI’"
X5=ST5ZLM$]VHL’" X5=STWILM’" 5UWILM’" /;FNLM$QIL’
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))诺如病毒 #V):)QG:10"SZe$"属于杯状病毒科
#(/*G#GQG:G8/$诺如病毒属"为单股正链无包膜 2S=
病毒"病毒全长约 :@& a^"含有 7 个开放阅读框
#Z[NL _NH‘ILMD_HGN"32F0$"其中 32F’ 编码非结构

蛋白"32F+ 和 32F7 编码衣壳蛋白( 目前由于缺乏
相应的细胞模型和动物模型"无法对该病毒进行有
效的体外培养( 根据病毒基因组特征"诺如病毒可
分为 ? 个基因组#MNLZM_ZV[ TT;jTTe;$"其中 TT;
和 TT;;是引起人类急性胃肠炎的两个主要基因组(
根据衣壳蛋白编码区的遗传变异"诺如病毒 TT;和
TT;;又进一步被分为 ( 和 ++ 个基因型"除 TT;;B’’’
TT;;B’6 和 TT;;B’( 基 因 型 外"其 他 均 可 感 染
人类)’$+* (

诺如病毒是引起人类急性胃肠炎暴发的主要
病原体之一( 研究 )7*表明"诺如病毒是成年人散发
腹泻常见的病因"也是儿童散发腹泻的第二大病
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因( +**+ 年以来"诺如病毒引起的腹泻已占我国非
细菌性感染性腹泻病例的 ?*f j(?f"特别是 +*’8
年冬季起"诺如病毒感染暴发疫情明显增加"+*’&

年"突发公共卫生事件管理系统报告暴发事件
(* 起"与之前相比明显增多 )’* (

诺如病毒是一种重要的食源性病毒"食物是诺如
病毒传播的重要媒介( +**(!+*’+ 年美国疾病预防
控制中心食源性暴发监测网络数据)8*显示由诺如病
毒引起的暴发事件有 ’ **6 起之多"占食源性暴发事
件总数的 86f"主要涉及到的食物有绿叶蔬菜’水果
和贝类水产品( 贝类水产品是诺如病毒传播的重要
载体之一( 在多起美国的胃肠炎暴发事件中"同时从
患者粪便和牡蛎中检测到诺如病毒"且基因序列高度
一致( +**+ 年"意大利胃肠炎患者的粪便标本与当
地水产品市场上出售的牡蛎样品中"均检测到基因型
相同的诺如病毒)&* ( +**?!+**6 年日本和英国发生
史上最大规模的诺如病毒暴发疫情"经研究表明"与
生食诺如病毒污染的贝类有关)8* "因此"双壳贝类一
直被视作能引起人类诺如病毒感染和疫情暴发的重
要食品"其中研究最多的就是牡蛎( 除牡蛎外"其他
双壳软体贝类"如贻贝等"也可以通过滤食作用"在体
内富集大量的诺如病毒"消费者在食用加热不彻底的
贻贝后"可感染诺如病毒而引发急性胃肠炎( 贻贝是
我国重要经济贝类之一"具有很高的营养价值"深受
消费者喜爱( 目前"我国针对贻贝中诺如病毒的污染
状况及污染浓度的相关研究仍处于起步阶段( 本研
究对北京市市售贻贝中诺如病毒污染水平进行了监
测和定量分析"初步了解了贻贝中诺如病毒的污染水
平"为开展双壳贝类中诺如病毒风险评估提供依据(

’)材料与方法
’@’)材料
’@’@’)样品

+*’? 年 & 月至 ( 月期间"从北京某大型海鲜批
发市场购买新鲜的贻贝样品"共计 +(7 份混合贻贝
样品#? j’* 个贻贝消化腺混合后即为一份样品$(
’@’@+)主要仪器与试剂

荧光 1!2仪#美国 .IZ$2H‘$’全温振荡器’水浴
箱’低速台式离心机’高速台式离心机(

蛋白 酶 \#德 国 %,2!\$" %NLMZ,YP_HCPIZL
!ZLP_ZJaIP’V):)QG:10TT;d-PHL‘H_‘’V):)QG:10TT;;d
-PHL‘H_‘ 均购自法国!NN_HG"ZZ/0"d;=HG[ eI_HJ2S=
%ILIaIP#德国 5IJ‘NLd;=MNL$"2S=UJP_H0NL0N3LN$
0PN[ dVHLPIPHPIbN 2"$1!2 -]0PNG # 美 国 /IDN
"NCELZJZMIN0$( 采用国际标准化组织#;-3>"- ’&+’?$
+4+*’7)?* $推荐的诺如病毒TT;和TT;;的引物和探

针"由英潍捷基#上海$贸易有限公司合成(
’@+)方法
’@+@’)采样

在海鲜批发市场购买新鲜贻贝样品"冷藏条件
下运至实验室立即提取诺如病毒"或者在 8 h条件
下存放"+8 E 内完成诺如病毒的提取(
’@+@+)样品前处理

剖取 ? j’* 个贻贝的内脏团混在一起置于
&* GJ离心管中"研磨至均质( 称取 + M研磨物"加
入 + GJ磷酸盐缓冲液’’* !J蛋白酶 \#+* GM>GJ$
溶液和 ’* !J门果病毒"于 7: h +6* j7** _>GIL 振
荡 ?* GIL( 随后置于 ?* h水浴中加热 ’& GIL"冷却
至室温"7 *** _>GIL 离心 & GIL"取 ’ GJ上清液置于
新的离心管中"用于病毒 2S=的提取(
’@+@7)病毒 2S=提取

参照试剂盒说明书进行( 诺如病毒 2S=提取
后"应立即检测"或置于 g+* h冰箱 7 ‘ 内完成
检测(
’@+@8)荧光定量反转录 1!2#荧光定量 2"$1!2$
检测

标准曲线的建立%配制诺如病毒标准系列( 将
含有诺如病毒 TT;和 TT;;32F+ 的质粒分别用水
稀释成 ’* 倍浓度梯度的标准系列"浓度范围为
’ s’*’ j’ s’*82S=CZ[IN0>!J(

对照体系的制备%选用诺如病毒核酸阳性粪便
.标本#TT;和 TT;;$作为阳性对照( 阴性对照选
择磷酸盐缓冲液( 需在每份检测样品中加入门果
病毒"作为过程控制对照( 水作为空白对照( 所有
对照"均按照 2S=提取试剂盒说明书"与样品同时
进行病毒的提取操作

荧光定量 2"$1!2体系及反应条件%按照试剂
盒操作说明"每份样品检测体系为 & s缓冲液 & !J"

诺如病毒上’下游引物分别为 ’@+& 和 +@+& !J"探针
*@?+& !J"酶混合液 ’@+& !J"水 (@?+& !J"模板 2S=
& !J( 反应条件%&& h反转录 ?* GIL"’ 个循环&
(& h预变性 & GIL"’ 个循环&(& h变性 ’& 0"?* h

粘合 ’ GIL"?& h延伸 ’ GIL"8& 个循环(

+)结果
+@’)标准曲线及检测灵敏度

诺如病毒 TT;和 TT;;标准系列荧光扩增曲线
见图 ’( TT;和 TT;;的最低定量浓度均为 ’ s
’*’CZ[IN0>!J"曲线的线性范围在 ’ s’*8 j’ s’*’

CZ[IN0>!J之间( TT;标准线性方程为 Dv7&@:8& g
7@78: sJZM#B$"@+ v*@((&"扩增效率为 ((@*f(
TT;;标准线性方程为 Dv8*@&6( g7@+?+ sJZM#B$"
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图 ’)TT;#左$和 TT;;#右$型诺如病毒标准系列荧光扩增曲线
FIMV_N’)1!2HG[JIDICHPIZL CV_bNZDSZeTT;#JNDP$ HL‘ TT;;#_IMEP$ 0PHL‘H_‘

@+ v*@((&"扩增效率为 ’*+@?f( 其中 D为循环阈
值#!P值$"B为标准品拷贝数(
+@+)贻贝中诺如病毒的污染情况

共检测 +(7 份混合贻贝样品"其中 +: 份贻贝样
品检出诺如病毒"阳性率为 (@++f( ’* 份样品检出
TT;型诺如病毒"占阳性样品数的 7:@*8f # ’*>
+:$&’: 份样品检出 TT;;型诺如病毒"占阳性样品
数的 ?+@(?f#’:>+:$"结果见图 +(

图 +)不同基因组诺如病毒污染贻贝比对
FIMV_N+)!ZG[H_I0ZL ZDCZLPHGILHPIZL ZD‘IDDN_NLPMNLN

M_ZV[ ZDV):)QG:10IL GV00NJ0

& 月检出阳性样品 : 份"均为 TT;型"占总样品
数的 +*@**f#:>7&$"? 月检出阳性样品 7 份"均为
TT;型"占总样品数的 ’&@**f#7>+*$"6 月和 ( 月
检出阳性样品数均为 TT;;型"结果见表 ’( 未检测
出同时携带两种基因组诺如病毒的阳性样品(

表 ’)不同时间采集样品的阳性率比对

"ĤJN’)!ZG[H_I0ZL ZDCZLPHGILHPIZL _HPNZDSZeIL GV00NJ0

IL ‘IDDN_NLPGZLPE0

月份
样品
份数

阳性样
品份数

阳性率
>f

TT;阳性
率>f

TT;;阳性
率>f

& 月 7& : +*@** ’**@**#: >:$ *@**#* >:$
? 月 +* 7 ’&@** ’**@**#7 >7$ *@**#* >7$
6 月 ’+8 ’& ’+@+* *@**#* >’&$ ’**@**#’& >’&$
( 月 ?8 + 7@’7 *@**#* >+$ ’**@**#+ >+$

+@7)贻贝中诺如病毒污染浓度
选取诺如病毒阳性’门果病毒回收率在 ’*f以

上并且 (4值位于标准曲线的线性范围内的阳性样
品进行定量分析"根据诺如病毒标准曲线计算出每

克内脏团携带的诺如病毒基因拷贝数( 结果见表
+( 由此可见"贻贝阳性样品中"诺如病毒浓度范围
在 ?@+* s’*7 j7@’& s’*& CZ[IN0>M内脏之间( 贻贝
中 TT;平均污染浓度低于 TT;;平均污染浓度( 有
研究 ):$6*报道"诺如病毒感染剂量为 ’6 j+ 6** 个病
毒粒子( 与之相比"本次检测的贻贝阳性样品中诺
如病毒 2S=污染水平较高(

表 +)贻贝中不同基因组诺如病毒污染浓度比对

#CZ[IN0>M内脏$

"ĤJN+)!ZG[H_I0ZL ZDV):)QG:10CZLCNLP_HPIZL ZDTT;HL‘

TT;;IL GV00NJ0
基因组 污染浓度

TT;

TT;;

最高值 &@&? s’*8

最低值 ?@+* s’*7

均值 +@?? s’*8

最高值 7@’& s’*&

最低值 6@’* s’*7

均值 (@?: s’*8

7)讨论
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( 由于食品中诺如病毒污染水平低"
且该病毒无法在食品表面繁殖"因此对检测方法的
灵敏度要求高( 食品本身成分复杂"含有大量影响
检测的干扰因子"严重影响了检测方法的灵敏度(
目前诺如病毒的检测方法主要有电镜法’免疫学方
法和 2"$1!2检测方法( 电镜法是诺如病毒检测的
经典方法"可以直接观察到病毒的形态"准确率高(
但是电镜法灵敏度较低"要求每克样品中病毒浓度
不低于 ’*? 个病毒粒子"且需要操作者具有丰富的
经验 )(* "因此电镜法的推广和应用受到很大的制
约"不适用于食品中诺如病毒的检测( 免疫学检测
方便省时"特异性高"多用于临床样本检测( 但检
测范围窄"且无法满足诺如病毒不同基因型与亚型
的分型鉴定( 基于核酸检测的 2"$1!2被广泛应用
于诺如病毒的检测"该方法具有较好的灵敏度和特
异性"且既可进行病毒基因拷贝的定量检测又可进
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行基因分型 )’** ( 目前"很多实验室都建立了诺如病
毒 2"$1!2检测方法"但是在某些具体环节上差异
较大"如病毒的提取及富集方法’食品中干扰因子
去除’引物和探针的设计等方面均没有统一的标
准"因此各实验室之间检测结果不具有可比性( 本
研究采用了 ;-3推荐的方法"检测北京市市售贻贝
中诺如病毒的污染水平"该方法在病毒提取过程中
加入了过程对照"避免由于提取过程出现问题而造
成的假阴性(

本次检测中"北京市市售贻贝样品的总体污
染率为 (@++f"低于北京市市售牡蛎样品的平均
污染率#’?@*f"未发表$ "其原因可能与采样季节
有关( 本次采样主要集中在 &’?’6 和 ( 月"处于
诺如 病 毒 发 病 的 低 峰 期" & 月 的 污 染 率 达 到
+*@**f"这可能与采样量较低有关( 在贻贝解剖
过程中"根据贻贝本身的大小"选择 ? j’* 个贻贝
消化腺作为 ’ 份混合样品"保障每份混合样品中
至少能够取出 + M消化腺用于检测( 在筛选阳性
样品进行定量分析时"参考了 -!5=,FF,2等 )’’*

提出的回收效率 k’*f"并且 (4值 u7( 的条件进
行定量分析( 但是"由于 2"$1!2方法仅能检测病
毒 2S="不能区分这些 2S=是否具有可感染性"
因此仅从检测结果分析"可能过高估计贻贝中诺
如病毒的危害性(

本研究初步调查了北京市市售贻贝中诺如病
毒的污染率及污染水平"为食品中诺如病毒的风险
评估提供了基础数据"也为进一步开展贻贝中诺如
病毒的连续动态污染水平监测提供了方法支撑"最
终可以保障消费者食用安全及身体健康"降低由诺

如病毒引起的腹泻病的疾病负担(
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