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　 　 诺如病毒（ｎｏｖｏｖｉｒｕｓ，ＮＶｓ）是引起世界范围内流

行性胃肠炎暴发的主要原因。 诺如病毒感染流行

大多源于水或某种食物的污染［１ － ２］，再因人与人传

播而发展。 在食物传播方面应特别关注牡蛎、蛤等

贝类水产品。 近年来，每年都有多起因食用贝类而

引起诺如病毒胃肠炎暴发的报道［３ － ４］。 虽然诸多研

究者建立了贝类中诺如病毒的检测方法，但截至目

前仍然缺乏应用于贝类中诺如病毒监测的统一高

效的病毒浓缩、检测、确证等标准检测方法，而实验

室方法研究与实际应用脱离。 本文从诺如病毒污

染贝类的现状、污染率、检测组织靶点、病毒浓缩方

法及效率、检测方法有效性等多个方面评述贝类中

诺如病毒的研究现状、进展、急需解决的问题和未

来发展方向，以期为贝类食用安全及控制食源性诺

如病毒流行病学事件提供参考。

１　 贝类中诺如病毒污染现状

通常在市场上能买到的贝类有牡蛎、贻贝、海
扇、扇贝、文蛤等，这些贝类大都养殖、收获于近海

岸，而近海岸的海水容易受到城市污水的污染，滤
食性软体贝类在滤食的同时会大量富集水体中的

病毒，致使贝类体内的病毒浓度通常是周围养殖水

体中的 １００ ～ １ ０００ 倍。 近年来的研究表明，牡蛎是

诺如病毒传播的重要载体之一［５］。 牡蛎的消化腺

细胞存在着类似于诺如病毒受体的结构，这说明诺

如病毒可以被特异性地富集于牡蛎等贝类体内［６］。
食用加工不当的污染牡蛎等贝类是导致诺如病毒

胃肠炎暴发最常见的原因之一。
诺如病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法的建立是贝类中诺

如病毒污染状况调查的技术前提。 近年来，世界范

围内诸多学者对不同地区海产贝类中诺如病毒的

污染状况进行了调查。 Ｌｅ Ｇｕｙａｄｅｒ 等［７］ 用 ＲＴ⁃ＰＣＲ
和杂交的方法连续 ３ 年对环境中的致病性肠道病毒

诺如病毒进行监测，在 １０８ 份牡蛎样品中，诺如病毒

的检出率为 ２３％ ，而在污水经常流过的水域采集的

贝类阳性率则高达 ３５％ 。 Ｊｏｔｈｉｋｕｍａｒ 等［８］对诺如病

毒阳性牡蛎样品进行分析发现，ＧＩ、ＧＩＩ 基因组的阳
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性率分别为 ４７％和 ５３％ 。 Ｍｙｒｍｅｌ 等［９］于 ２０００ 年 ６
月至 ２００３ 年 ６ 月，在挪威沿海地区选择不同的捕获

时间和不同的销售地点采集不同品种的牡蛎，采用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测诺如病毒，结果 ６８１ 份样品中诺

如病毒的阳性率为 ６ ８％ 。 从以上研究报道可以看

出，牡蛎中诺如病毒的污染情况十分普遍，到目前

为止，欧美主要临海国家如美国、加拿大、法国、英
国、意大利、挪威、荷兰以及亚洲的日本、韩国等均

有因不当食用了受诺如病毒污染的牡蛎而引起急

性胃肠炎的报道［１０ － １３］。
在我国，苏来金等［１４］ 应用常规 ＲＴ⁃ＰＣＲ 与实

时荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 对山东半岛地区贝类中诺如

病毒污染状况进行调查，结果 １８６ 份样品中检出

５ 份诺如病毒阳性，检出率为 ２ ６７％ ，诺如病毒含

量为 ＞ １０２ 拷贝 ＲＮＡ，序列分析与遗传进化树显示

５ 份诺如病毒阳性株均为 ＧＩＩ 型诺如病毒，与国内

报道的 ＧＩＩ 型毒株同源性达到 ９８％ 以上。 柳淑芳

等［１５］对青岛市 ３ 个城区 ５ 个主要水产品批发市场

进行为期 １２ 个月的调研表明，太平洋牡蛎和毛蚶

样品中诺如病毒检出率分别为 １０ １％ 和 ５ ３％ ，
而杂色蛤未检出， 诺如病毒流行的季节是 １１ 月至

次年 ３ 月，感染部位主要分布于贝类的消化道。
李海波等［１６］从 ２０１０ 年 １１ 月到 ２０１１ 年 ４ 月间，采
用荧光定量 ＰＣＲ 方法调查南通地区沿海贝类中诺

如病毒携带情况，结果显示，仅从南通地区沿海贝

类的毛蚶中检出诺如病毒，检出率为 ６ ２５％ ，而其

他被测贝类均未检出。
虽然据研究报道我国贝类中诺如病毒的污染

率不高，但值得重视的是贝类均受到诺如病毒不同

程度的污染，这对贝类的食用安全仍然存在很大威

胁。 诺如病毒的检出类型和临床检出基因型相同，
可以推断浅海贝类养殖区的确受到粪便和生活污

水的污染。 因此，开展海产贝类中诺如病毒的监

测，掌握其污染状况并进行风险评估十分必要。

２　 由贝类引起的诺如病毒胃肠炎流行病事件

流行病学资料表明，诺如病毒是美国最普遍的食

源性病毒［１７ －１８］。 据 Ｇｌａｔｚｅｒ 等［１９］ 报道，１９９１—１９９８ 年

间美国因食用生牡蛎或半生牡蛎感染诺如病毒而引起

的疾病超过 １ ２６６ 起，其中 ７８％的发病时间为 １１ 月份

到次年 １ 月份之间的牡蛎收获季节。 ２００６ 年在日本以

及 ２００８ 年在英国分别发生了由于生食贝类海鲜引起

的有史以来最严重的传染性胃肠炎疫情，造成疫情暴

发的“元凶”正是诺如病毒［２０ －２１］。 ２００７ 年 ９ ～１０ 月，短
短一个月时间内，中国香港共有 ２０ 起诺如病毒引起的

急性胃肠炎疫情暴发；同年 １１ 月份，一艘由罗马开往

美国佛罗里达州的超级邮轮上，有 ７００ 多名乘客感染

诺如病毒。 据统计，在所有非细菌性腹泻暴发中有

６０％ ～８０％的病例由诺如病毒引起。 此外，诺如病毒

极易发生变异和重组，可导致全球流行［２２］，近年来诺如

病毒变异株 ＧＩＩ⁃４ 在芬兰、挪威、荷兰、澳大利亚、日本、
中国台湾和中国香港都有引起疫情的报道［２３ －２４］，且逐

渐成为流行的优势株；一些国家和地区还发现诺如病

毒的重组株。 这些变异株、重组株的不断出现，给诺如

病毒的监测、预警与防控提出了更高要求。

３　 贝类检测靶点

在运用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测贝类中诺如病毒时，靶向

性地选取诺如病毒含量高的贝类组织，对后续的样

品处 理 以 及 病 毒 的 浓 缩 富 集 有 很 大 影 响。
Ｌｅ Ｇｕｙａｄｅｒ等［２５］研究发现在牡蛎消化道有诺如病毒

分布。 而 Ｔｉａｎ 等［６］ 发现在牡蛎消化腺中含有类似

人类肠道中诺如病毒的吸附受体，这是牡蛎消化腺

具有吸附诺如病毒能力的有力证据。 所以到目前

为止，牡蛎中诺如病毒的检测研究大都以消化腺为

主要研究对象［２６ － ２７］，而对牡蛎不同组织中诺如病毒

的累积分布状况并不清晰，也缺乏直接的试验数据

证实贝类的哪个组织器官适合于食源性病毒的实

际样本检测，从而导致对贝类体内病毒采样部位失

去靶向性。 而且有研究表明，消化腺由于含有 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测的抑制物，从而导致检测阳性率较低［２８］。

本研究团队以 ＶＰ１ 的单克隆抗体为标记物对

诺如病毒在牡蛎体内不同组织的分布情况进行免

疫组织化学分析发现，在牡蛎的鳃、胃肠、消化盲囊

和外套膜上前纤毛等组织中均有诺如病毒的累积

分布，利用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对诺如病毒、甲型肝炎病毒

和轮状病毒在市售牡蛎样本不同组织中的分布进

行进一步试验验证发现，在牡蛎实际样本中同样得

到与人工污染试验相同的结果，且检出阳性率分别

是鳃 １４ ７１％ 、胃肠 １３ ９７％ 、消化盲囊 １３ ２４％和外

套膜上前纤毛 ２ ２１％ 。 因此得出结论，鳃是牡蛎中

诺如病毒等食源性病毒检测最理想的靶位点［２９］。

４　 病毒浓集方法

相比于临床样本，贝类中诺如病毒的含量很

低，所以能运用于临床样本的检测方法无法直接用

于检测贝类中的诺如病毒；另外，贝类组织中的蛋

白质等物质在后续的 ＰＣＲ 过程中会抑制 Ｔａｑ 酶的

活性，降低扩增效率。 众多研究报道指出，冬季是

牡蛎污染诺如病毒的高峰期，而在冬季牡蛎自身会

储存更多的糖原，这就导致牡蛎会富集更多的抑制

因子。 因此，病毒提取与浓集是成功检测的前提。
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目前为止，从贝类中提取纯化诺如病毒的方法大都

相似，主要采用洗脱一浓缩的流程。
４ １　 病毒洗提与浓缩

一般从贝类组织中洗提病毒包括直接的碱性洗

提以及酸性吸附洗提。 常用的洗提液有甘氨酸、牛肉

膏抽提物和其他物质。 由于牛肉膏提取物被认为是

一种 ＰＣＲ 抑制物，会降低 ＰＣＲ 反应灵敏度，因此碱性

洗提液是目前从贝类组织中分离病毒粒子的主要方

法。 甘氨酸缓冲液是一类能改变吸附特性的洗脱剂，
在碱性条件下（ｐＨ ＝ ９ ～ １０）能减少病毒和吸附物之

间的静电作用，但在使用甘氨酸缓冲液作为洗脱液

时，溶液的 ｐＨ 值对洗脱效果的影响很大。
由于贝类中病毒的污染量很低，有必要加入聚

乙二醇（ＰＥＧ）沉淀或用超速离心等方法浓缩病毒

并去除 ＰＣＲ 抑制物。 李振等［３０］ 的研究表明，在经

过 ＰＥＧ 沉淀及 Ｎａ２ＰＯ４ 重悬之后，无论是酸吸附还

是碱洗脱，两种方法的回收率基本相当（酸吸附洗

脱 １０ ３％ ；碱洗脱 １０ ５％ ）。 经过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增并

通过比较扩增结果发现，两种提取方法的灵敏度不

同，酸吸附法比碱吸附法的检测灵敏度高且特异性

强。 Ｍａｒｋ 等［３１］利用 ｐＨ 值的改变使病毒吸附在贝

肉微粒上（ｐＨ ＜５），通过离心把病毒粒子沉淀下来，
再用碱性缓冲液洗脱及 ＰＥＧ 浓缩病毒，此方法可降

低 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应抑制因子。 Ｒｏｂｅｒｔ 等［３２］ 利用甘氨

酸⁃ＰＥＧ 沉淀浓缩贝类中的诺如病毒，样品只取富含

病毒的胃肠组织，总体积控制在 ５０ ｍｌ 以内，节省了

提取试剂，简化了操作程序。 Ｄａｖｉｄ 等［３３］ 也用 １６％
的 ＰＥＧ８０００ 成功地浓缩并检出贝类样品中的诺如

病毒和甲型肝炎病毒。 李振［３０］ 利用 ｐＨ ＝ ９ ５ 的甘

氨酸缓冲液洗脱，１２％ 的 ＰＥＧ６０００ 沉淀两次，使添

加在贝样中的噬箘体得到有效的浓缩回收，最高回

收率可达 ９５ ４％ 。
４ ２　 免疫磁珠吸附法

近年来，免疫磁珠法（ ＩＭＳ）逐渐应用于贝类中

诺如病毒的富集。 本研究团队的研究表明：单克隆

抗体免疫磁珠 结 合 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法 （ Ｍａｂ⁃ｂｅａｄｓ ／ ＲＴ⁃
ＰＣＲ）可以检测到 １０ － ７ 稀释度的样本，而多克隆抗

体免疫磁珠结合 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法（Ｐａｂ⁃ｂｅａｄｓ ／ ＲＴ⁃ＰＣＲ）只
能检测到 １０ － ５稀释度的样本，前者的灵敏度比后者

高 １００ 倍，表明了单克隆抗体包被免疫磁珠进行诺

如病毒富集检测具有更好的优势［３４］。 但目前限制

ＩＭＳ 在诺如病毒检测方面应用的主要原因是诺如病

毒的抗原变异性，很难用一种或少数几种抗体富集

所有的诺如病毒。 如果能够详尽分析所有诺如病

毒的抗原决定簇，从中发现其保守的抗原位点，针
对这一位点制备高亲和力的抗体将有助于富集、分

离具有不同抗原性的诺如病毒，进而加速 ＩＭＳ 在诺

如病毒检测领域的应用。

５　 检测方法

５ １　 不同检测方法比较

目前诺如病毒的检测方法主要有电镜观察、免
疫学和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分子检测方法。 电镜法包括常规电

镜法（ＥＭ）和免疫电镜法（ ＩＥＭ）。 常规电镜法的灵

敏度较低，要求克 ／每毫升（ｇ ／ ｍｌ）样品不低于 １０６ 个

病毒粒子，且诺如病毒在电镜下的结构特征不明

显，这给诊断工作带来很大困难。 虽然免疫电镜法

可提高电镜的敏感度 １０ ～ １００ 倍，但利用免疫电镜

法检测诺如病毒的成功与否完全取决于操作者的

技能和经验，而且必须找到与之相匹配的血清。 另

外，电镜法因技术要求高、劳动强度大和检测费用

高等缺点，应用受到很大的制约［３５］。
诺如病毒的免疫学检测发展较快，目前至少有

３ 种免疫学检测试剂盒进入市场：德国的ＲＩＤＡＳＣＲＥＥＮ
试剂盒、英国的 ＩＤＥＩＡ 试剂盒与日本的 ＳＲＳＶ（ＩＩ）⁃ＡＤ
试剂盒。 有学者对三者的灵敏度、特异性等方面进行

了详细的比较。 Ｃａｓｔｒｉｃｉａｎｏ 等［３６］ 通过 ２２８ 份诺如病

毒阳性腹泻样本分析了 ＲＩＤＡＳＣＲＥＥＮ 试剂盒、ＩＤＥＩＡ
试剂盒、常规电镜法、ＲＴ⁃ＰＣＲ 法各自的灵敏性与特异

性，结果发现， ＲＩＤＡＳＣＲＥＥＮ 试剂盒的检出率为

８０ ３％，ＩＤＥＩＡ 的检出率为 ６０ ６％，ＥＭ 的灵敏性和特

异性为 ３６ ４％和 ９６ ９％，而 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的灵敏度和特异

性分别为 ９８ ５％和 １００％。 Ｄｉｍｉｔｒｉａｄｉｓ 等［３７］ 发现，与
ＲＴ⁃ＰＣＲ 相比，ＲＩＤＡＳＣＲＥＥＮ 试剂盒的灵敏度与特异性

分别为 ４７％和 ７１％。 Ｒｉｃｈａｒｄｓ 等［３８］ 利用电镜、ＩＤＥＩＡ
试剂盒和 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测收集到的诺如病毒疫情中的

５３１ 份腹泻样本，ＩＤＥＩＡ 的灵敏度与特异性分别为

５５ ５％和 ９８ ３％，常规电镜法的灵敏度与特异性分别

为 ２３ ９％和 ９９ ２％。 虽然不同研究者的试验结果不同

程度上存在一定差异，但不难发现，目前电镜观察和免

疫学检测试剂盒的灵敏度和检出率远远低于 ＲＴ⁃ＰＣＲ
检测方法。 因此，电镜观察和免疫学方法还无法运用

到病毒浓度很低的贝类中诺如病毒的检测。
５ ２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法

ＲＴ⁃ＰＣＲ 等分子诊断技术被认为是目前检测贝

类、水体及其他非临床样本中诺如病毒污染最有效

的方法。 为提高检测敏感性和特异性，许多研究者

在 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法的基础上进行了一系列改进，建立

了套式、半套式 ＲＴ⁃ＰＣＲ、多重引物 ＲＴ⁃ＰＣＲ、内标定

量 ＲＴ⁃ＰＣＲ、实时荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 等方法。 Ｈｆｌｉｇｅｒ
等［３９］ 建立了水产品中诺如病毒的半巢式 ＲＴ⁃ＰＣＲ
（Ｓｅｍｉ⁃ｎｅｓｔｅｄ ＲＴ⁃ＰＣＲ）检测方法。 Ｇｒｅｅｎ 等［４０］ 将巢
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式 ＲＴ⁃ＰＣＲ（Ｎｅｓｔｅｄ⁃ＲＴ⁃ＰＣＲ）方法应用到贝类样品

诺如病毒检测中，结果发现 Ｎｅｓｔｅｄ ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检

测水产品中的诺如病毒比单轮 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法灵敏度

提高 １０ ～ １ ０００ 倍。 Ｌｅ Ｇｕｙａｄｅｒ 等［４１］利用 ＭＰＮ⁃ＲＴ⁃
ＰＣＲ（Ｍｏｓｔ⁃Ｐｒｏｂａｂｌｅ⁃Ｎｕｍｂｅｒ⁃ＲＴ⁃ＰＣＲ）法对牡蛎中诺

如病毒进行了半定量的评价，发现收获季节牡蛎中

诺如病毒的污染可达到 １ ０００ ＲＴ⁃ＰＣＲ 单位以上。
Ｌｏｓｉｙ 等［４２］ 利用质粒作为标准品，建立了检测贝类

中诺如病毒的一步法实时荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法，
并且比较了一步法与两步法 ＲＴ⁃ＰＣＲ，结果表明两

种方法具有相同的灵敏度，但一步法更方便快捷，
而且降低了反应中的交叉污染风险。 Ｌｏｓｉｙ 等［４２］ 同

时使用了建立的实时荧光定量方法和常规 ＲＴ⁃ＰＣＲ
方法对 １５０ 份贝类样品进行检测，结果常规 ＲＴ⁃ＰＣＲ
方法检出 ５３ 份阳性样品，而实时荧光定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ
方法检出 ６１ 份阳性样品，说明实时荧光定量 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 法灵敏度更高。 潘良文等［４３］ 建立 ＴａｑＭａｎ 实

时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的定性检测，并利用荧光定量 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 技术，通过对一系列梯度浓度诺如病毒克隆质

粒或 ＲＮＡ 的检测，作出标准曲线，从而对初始诺如

病毒核酸量进行绝对定量。 但由于受标准品制备

的限制，诺如病毒的绝对定量方法尚不统一。
５ ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法影响因素

虽然 ＲＴ⁃ＰＣＲ 被认为是目前检测贝类中诺如病

毒的金标准，但 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测法也存在很多缺点和难

点。 许多因素可能影响 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测的灵敏度和特

异性，如样本的种类、病毒核酸的提取方法，引物的设

计，扩增结果的进一步确认与解读等。 病毒核酸的提

取方法需要注意两个要素，一是病毒核酸的回收效率

及去除或灭活抑制物的能力；二是操作步骤简单，能
及时处理大量样本。 近年来报道了许多从样本中提

取纯化病毒核酸、减少抑制物影响的方法。 这些方案

包括稀释样本、扩增之前在样品中添加目标核酸、使
用另一对引物扩增样本中可能存在的第二靶标（如看

家基因，Ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ Ｇｅｎｅ）、添加内部标准对照等。
此外，引物的设计和选择也是一个至关重要的限制性

因素，如诺如病毒基因的易变异性会导致不同毒株序

列差别较大，目前还没有任何一对引物可以检出所有

的诺如病毒株。 ＶＰｇ 是诺如病毒基因组 ＲＮＡ 具有感

染性的必要条件，所以该区具有相对的高保守性，可
以参考该区核苷酸序列设计特异性引物用于诺如病

毒的检测，还可以针对不同类型诺如病毒设计不同的

引物以区别感染病毒的类属。

６　 展望

目前绝大多数有关贝类中有毒有害物质的研

究主要集中于重金属、致病菌及其贝类自身产生的

神经毒素等，对以其为载体，但并不在其体内进行

繁殖的食源性病毒均没有较为成熟的技术标准可

以执行。 因此，迫切需要发展有效的贝类中病毒的

快速检测方法，并制定相关检测标准，以保障人类

健康和发展海产经济。 尽管目前 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法的应

用还存在诸多不足，能否将其用于贝类的质量控制

也存在争论，但 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法的建立的确对贝

类中病毒的检测研究大大推进了一步。 现今大多

数应用 ＰＣＲ 的检测研究报道仅限于在实验室进行，
规模化的推广应用还难以实现，致使实验室研究与

实际应用脱离，主要原因在于目前仍然缺乏统一的

ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测标准，虽然各个实验室都建立了有效

的诺如病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法，但在病毒核酸提取、
引物设计、ＲＴ⁃ＰＣＲ 体系及条件、假阳性及假阴性控

制、抑制物去除等方面均没有统一的标准执行，致
使实验室之间方法的可比性和通用性不佳，因而导

致了可重复性和稳定性的差异。 因此，下一步的研

究重点应该放在具体的应用方面，同时要加快诺如

病毒 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测技术标准的制定，以期有效地检

测病毒，实现对诺如病毒疾病暴发的预防和控制。
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ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ｏｕｔｂｒｅａｋｓ ｉｎ ａ ｌｉｍｉｔｅｄ ａｒｅａ
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