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风险监测
北京市市售贝类*蔬菜*浆果*即食海产品中诺如病毒

污染状况检测及检测方法探析

骆海朋!!高飞!!于海瑶"!仝伟健$!任秀!!余文!!崔生辉!

!!&中国食品药品检定研究院"北京#!’’’)’# "&吉林省长春市食品药品检验中心"吉林 长春#!$’’!"#
$&甘肃省食品检验研究院"甘肃 兰州#5$’’$’$

摘#要!目的#对北京市市售贝类#牡蛎%贻贝%扇贝%文蛤%毛蚶$%蔬菜#苗菜%生菜$%浆果#草莓%蓝莓$%即食海

产品#三文鱼%即食虾$进行诺如病毒检测" 方法#贝类%蔬菜%浆果类样品参照 L]e7/] !)"!(,! 方法进行前处理!

虾类检测参照贝类%三文鱼参照蔬菜的方法并进行改良" 病毒 2O3提取参照罗氏 UAT; cJSGaAS@B2O3=AH试剂盒

方法对样品前处理后的提取液进行提取" 实时荧光逆转录聚合酶链反应 #实时荧光 2/,‘.2$的检测使用罗氏
MAT;H1AI! FRSRaAJSJENL,NLL于 MAT;H9[9BGS! %4’ LL进行检测!并进行 NL,NLL分型" 诺如病毒阳性样品!参照 ]O7/

"("(+"’!’)国境口岸诺如病毒检测方法*!使用 Zi!"%Zi!$ 进行扩增!将获得的 _O3扩增片段进行测序并分型"

结果#经罗氏试剂盒检测贝类食品 %54 份#%’ 份阳性$%蔬菜 (" 份#! 份阳性$%浆果 4% 份#’ 份阳性$和即食海产

品 )! 份#! 份阳性$" 有 %" 份为 NL,NLL!其中 $5 份为 NLL型!% 份为 NL型" 在 %" 份阳性样品中!有 "6 份 NLL型阳

性样品对 2O3聚合酶区域扩增成功!通过序列分析!"5 份为 NLL&!5!! 份为 NLL&!"!! 份为 Q&X&99C/&69/9A9#;7" 结论
#通过对北京市市售食品样品中诺如病毒检测发现!贝类食品呈现较明显的季节分布!在冬季检出率较高!贝类食

品是诺如病毒污染率最高的食品"
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北京市市售贝类*蔬菜*浆果*即食海产品中诺如病毒污染状况检测及检测方法探析!!!骆海朋"等 !"!6## !

##诺如病毒是引起腹泻最常见的食源性病毒之一"
每年感染人数远超沙门菌等常见致病菌) 在美国估计
每年由诺如病毒引起的胃肠炎住院人数达 )( ’’’ -
5! ’’’人"死亡人数达 )5’ -4’’ 人’!( ) 诺如病毒为
直径 "5 F?*小圆形的病毒"属于杯状病毒科"诺瓦克
病毒属) 感染人类的主要为 NL和 NLL型"引起的症
状包括恶心*呕吐*腹泻*腹痛*头痛*发热等"年老体
弱的患者症状可能更严重"也有无症状感染者’",$( )

目前"诺如病毒检测方法主要有分子生物学和
免疫学方法"其中实时荧光逆转录聚合酶链反应
#实时荧光 2/,‘.2$方法相对较灵敏*特异性高"在
食品检测中应用较广泛 ’$( ) 国内常用的检测标准
方法不多 ’%,(( "各个标准对食品样品前处理方法以
及 2/,‘.2检测方法都有差异) 在食品检测中"食
品样品的前处理"病毒 2O3的提取非常关键 ’5,4( )
本文主要参考欧盟 L]e7/] !)"!(,! ’((方法对贝类*
蔬菜*浆果*即食海产品等进行前处理"使用罗氏诺
如病毒相关检测试剂盒进行病毒 2O3提取及实时
荧光 2/,‘.2检测分型)

虽然目前国内由诺如病毒引起的食物中毒报
道很多"但国内有关食品中诺如病毒监测报道较
少"并且主要是针对贝类样品的监测 ’6,!’( ) 国外对
贝类*蔬菜*草莓中诺如病毒的监测均有报道 ’!!,!$( )
为保障我国食品安全监管工作的顺利实施"亟需开
展针对食品中诺如病毒的主动监测"以阐明我国食
品中诺如病毒的污染特征) 根据诺如病毒暴发特
点"并结合我国食品安全的实际情况"对北京市市
场上销售的贝类*即食海产品*蔬菜*浆果进行抽样
检测"共计 (5) 份"以了解北京市市售食品中诺如病
毒的污染情况)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#样品采集

"’!% 年 6 月!"’!) 年 " 月"采集北京市市场销
售的贝类食品#牡蛎*贻贝*扇贝*文蛤*毛蚶$*即食
海产品#三文鱼*即食虾$*蔬菜#生菜*苗菜$*浆果
#蓝莓*草莓$类食品共 (5) 份) 详细信息见表 !)

表 !#诺如病毒检测采样信息
/@CBG!#]@?cBGAF:RS?@HARF :RS@)#)A9#;7\GHG9HARF

样品名称 采样量7份 产地#样品份数$ 采样地点类型#样品份数$

牡蛎 "4! 山东#5($ *广东#!$($ *广西 #!$ *辽宁 #%6$ *海南 #!$ *中
国台湾#($ *加拿大#($ *法国#($

餐饮#5$ *超市#!$ *零售#%4$ *农贸市场#)$ *批发市场
#""’$

贻贝 %6 辽宁#6$ *山东#%’$ 零售#%$ *批发市场#%)$

扇贝 (( 辽宁#$5$ *山东#"($ *未知#$$ 零售#"!$ *农贸市场#$$ *批发市场#%"$

文蛤 )" 辽宁#6$ *山东#%$$ 零售#"’$ *批发市场#$"$

毛蚶 $’ 辽宁#!4$ *山东#4$ *河北#%$ 批发市场#$’$

生菜 $! ! 超市#!($ *餐饮#!)$

苗菜 $! ! 超市#!($ *餐饮#!)$

蓝莓 %" 智利#%"$ 超市#"!$ *水果专卖店#"!$

草莓 %" 北京#"5$ *四川#($ *河北#$$ *浙江#$$ *未知#$$ 超市#"!$ *水果专卖店#"!$

三文鱼 "5 ! 超市#!)$ *餐饮#!"$

即食虾 "% 阿根廷#($ *厄瓜多尔#$$ *广东#$$ *泰国#$$ *未知#6$ 餐饮#!"$ *零售#!"$

注%!表示产地不详)

!*!*"#主要仪器与试剂
MAT;H9[9BGS! %4’LL荧光定量 ‘.2仪 #德国罗

氏$*KAR,K@\ .!’’’ 热循环仪 #美国伯乐$*生物安
全柜*高速冷冻离心机*恒温混匀器*电子天平*电
磨匀浆器*碎花制冰机)

蛋白酶 =‘.2TS@\G*UAT; cJSGaAS@B2O3=AH*
1@EHGSU[\SRB[EAE‘SRCG*MAT;H1AI! =AHNL,NLL均购
自德国罗氏"诺如病毒阳性质控球 #中国食品药品
检定研究院提供$"果胶酶#美国 ]AT?@$"牛肉膏#国
药集团$"磷酸盐 #‘K]$缓冲液"聚乙二醇 #‘>N$
4’’’"/SAE"O@.B"研磨杵)
!*"#方法
!*"*!#样品前处理

贝类食品样品前处理%取 ) 份贝类样品进行解

剖"取其消化腺和肠道用于检测) 如果一份样品的
消化腺和肠道的总质量不够 "*’ T"应适当增加取样
量"使得每份样品检验的总质量达到 "*’ T) 将解剖
下的消化腺和肠道放到 )’ ?B小烧杯内"用电磨均
质器将消化腺仔细打碎呈糊状) 将均质的消化腺
分别称取#"*’ v’*!$T"加入 !) ?B离心管中"每管
加入 " ?B的 ‘K] 缓冲液"加入 !’ !B"’ ?T7?B蛋白
酶 =溶液进行消化"活力为 $’ Y) 同批次的样品取
! 份样品加入诺如病毒阳性质控球"作为外部质控
阳 性 对 照) 将 上 述 样 品 于 $5 h 摇 床"
$"’ S7?AF 振荡 ! ;"恒温水浴 (’ h"保持 !) ?AF)
$ ’’’ j! 离心 ) ?AF"取 "’’ FT用于 2O3提取)

蔬菜样品前处理%将生菜和苗菜剪成 "*) 9?j
"*) 9?j"*) 9?大小"称量 ") T"放入带有滤膜均
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质袋一侧"加入 %’ ?B/NK>CJ::GS#/SAE碱 !"*! T"
甘氨酸 $*4 T"牛肉膏 !’ T"蒸馏水 ! ’’’ ?B"
cUl6*)$"其中 $ 份平行加入诺如病毒阳性质控
球"室温摇晃约 "’ ?AF) 将均质袋滤膜一侧液体倾
入)’ ?B离心管"% h !’ ’’’ j! 离心 $’ ?AF"将上
清转移至另一 )’ ?B离心管中"加入 !7% 体积的 ) j
‘>N7O@.B#‘>N4’’’ )’’ T"O@.B45 T"加入 %)’ ?B
水加热溶解"然后定容至 ! ’’’ ?B$溶液"% h摇晃
(’ ?AF) 摇晃完毕"% h !’ ’’’ j! 离心 $’ ?AF"弃
上清"继续 % h !’ ’’’ j! 离心 ) ?AF 压实沉淀) 向
沉淀加入 )’’ !B‘K] 缓冲液溶解沉淀)

水果样品前处理%称量草莓和蓝莓 ") T"剪成
"*) 9?j"*) 9?j"*) 9?大小"蓝莓体积较小"不
用剪碎) 放入带有滤膜均质袋一侧"加入 %’ ?B
/NK>缓冲液) 同批次的样品中"取 ! 份样品加入
诺如病毒阳性质控球作为阳性对照) 同时加入$’ Y

的果胶酶 #黑曲霉$) 室温振荡孵育 !’ ?AF"使用
cU试纸"测量 cU值) 若 cUm6*’"用 O@eU调节至
6*)"再振荡孵育 !’ ?AF) 每调节一次 cU值后"孵
育 !’ ?AF"直至 cUo6*’&将流出液倒至离心管中#必
要情况下使用 " 个离心管$"#) v$$h !’ ’’’ j! 离
心#$’ v)$?AF) 上清移至新管或瓶"用 U.B调节
cUl#5*’ v’*)$) 加入 !7% 体积的 ) j‘>N7O@.B
缓冲液"在 #) v$$h条件下"于振荡孵育器孵育
#(’ v)$?AF) % h !’ ’’’ j! 离心#$’ v)$?AF#必
要情况下将液体分装于 " 只离心管$) 弃去上层溶
液"#) v$$h !’ ’’’ j! 离心#) v!$?AF 以使颗粒
紧凑) 弃去上层溶液"加入#)’’ v!’$!B‘K] 缓冲
液重悬沉淀) 如果一份样品分两管离心"则用同样
体积 ‘K] 缓冲液依次重悬) 将重悬液移至新的 >‘
管中"加入#)’’ v!’$!B氯仿,丁醇溶液"涡旋混匀"

室温孵育 ) ?AF) # ) v$ $h !’ ’’’ j! 离心
#!) v!$ ?AF"小心将水相转移至新管待提取 2O3)

三文鱼样品前处理%参照 L]e7/] !)"!(,! ’((中
蔬菜的诺如病毒富集的方法"由于三文鱼中存在的
大量蛋白质会对后续的实时荧光 2/,‘.2产生抑
制"因此加入蛋白酶 =去除抑制作用) 具体操作过
程如下%取样品 ") T"剪碎后放入无菌均质袋中#带
滤网$"加入 %’ ?B/NK>缓冲液) 同批次样品中取
! 份样品"加入诺如病毒阳性质控球"室温 (’ S7?AF

振荡 "’ ?AF) 将样品于冰上静置 $’ ?AF" % h
!’ ’’’ j! 离心 $’ ?AF) 吸取上清液"避开脂肪和
离心管底部的沉淀"转入新离心管) 加入 "’ !B的
蛋白酶 = $5 h 5)’ S7?AF 离心 ! ;" 再 (’ h
5)’ S7?AF 离心 !) ?AF) 加入 !7% 体积的 ) j‘>N

溶液"振荡 (’ E后"于 % h (’ S7?AF 振荡 (’ ?AF&

% h !’ ’’’ j! 离心 $’ ?AF"倒掉上清&再于 % h
!’ ’’’ j! 离心 ) ?AF&弃上清"加入 5’’ !B‘K] 缓
冲液重悬)
!*"*"#2O3提取及实时荧光 2/,‘.2检测

参照 2R9;GUAT; cJSGaAS@B2O3=AH试剂盒方法
对样品进行提取) 在本次检测中使用诺如病毒检测
试剂盒及MAT;H9[9BGS! %4’LL荧光定量‘.2仪用于诺
如病毒的检测) 使用诺如病毒阳性质控球作为外部
质控"对病毒 2O3的提取过程进行检测"如外部质控
没有检出"可能在 2O3提取过程存在问题)

诺如病毒实时荧光 2/,‘.2反应体系#"’ !B$%
激活剂 !*$ !B"引物和探针 ! !B"内对照 ! !B"促进
剂 ! !B"预混液 5*% !B"模板 ) !B"水 $*$ !B) 反应
条件%(! h逆转录 $ ?AF"6) h预变性 $’ E"6) h变
性 !’ E")( h退火 !’ E"5" h延伸 ) E"共 %) 个循
环"溶解曲线"6) h预变性 $’ E"%’ h变性 " ?AF"
4) h退火 ! E"%’ h降温 $’ E) 使用 ‘.2仪对诺如
病毒样品进行实时荧光 2/,‘.2扩增"并进行溶解
曲 线 的 观 察) 反 应 完 毕 使 用 MAT;H9[9BGS!
%4’]P!*)*! 进行分析"根据说明书对结果进行判
读"判断标准见表 ")

表 "#MAT;H9[9BGS! %4’]P!*)*! 检测结果的判定标准

/@CBG"#_GHGS?AF@HARF 9SAHGSA@R:H;GHGEHSGEJBH

结果判读

定量检测
用水解探
针 W31
#%() -
)!’ F?$

内对照检测用
水解探针 2e0
#)$$ -(!’ F?$

分型用杂交
探针 M.(5’

#%64 -((’ F?$

阴性
对照

NL 有扩增 有无扩增均可 无信号 无扩增

NLL 有扩增 有无扩增均可 熔解峰在 )’ -(’ h 无扩增

阴性 无扩增 有扩增 无信号 无扩增

‘.2抑制 无扩增 无扩增 无信号 无扩增

污染 有扩增 有扩增 有无信号均可 有扩增

!*"*$#诺如病毒的分型
诺如病毒的分型参照罗氏检测方法中的结果

判读) 同时 将诺 如 病 毒 阳 性 样 品" 使 用 ]O7/
"("(!"’!’ ,国境口岸诺如病毒检测方法 - ’%( 对
2O3聚合酶区域进行扩增"对获得序列进行测序"
根据参考文献 ’ !% ( 于 O@HARF@BAFEHAHJHG:RScJCBA9
;G@BH; @F\ GFaASRF?GFH网站使用软件对测序结果进
行分析"不能够分析的与美国国家生物技术信息中
心#O.KL$的权威序列进行分型比对)

"#结果
"*!#贝类检测

从 "’!% 年 6 月!"’!) 年 " 月共对 %54 份贝类
样品进行检测"包括 "4! 份牡蛎*%6 份贻贝*$’ 份毛
蚶*(( 份扇贝*)" 份文蛤"具体检测结果详见表 $)
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表 $#贝类样品的诺如病毒检测结果#+$

/@CBG$#2GEJBHER:E;GBB:AE; E@?cBGE
时间 牡蛎 贻贝 毛蚶 扇贝 文蛤
"’!%*6 ’*’#’ 7!%$ ! ! ! !
"’!%*!’ ’*’#’ 7$5$ ! ! ’*’#’ 7$$ ’*’#’ 7!$
"’!%*!! !*%#! 75"$ ! ’*’#’ 7$’$ ’*’#’ 7"5$ !
"’!%*!" $*!#$ 764$ %’*5#!! 7"5$ ! (*5#! 7!)$ ’*’#’ 7$"$
"’!)*! !6*%#5 7$($ "’*’#" 7!’$ ! ’*’#’ 7!4$ 5*5#! 7!$$
"’!)*" "’*4#) 7"%$ 5)*’#6 7!"$ ! ’*’#’ 7$$ ’*’#’ 7($

合计 )*5#!( 7"4!$ %%*6#"" 7%6$ ’*’#’ 7$’$ !*)#! 7(($ !*6#! 7)"$

注%!表示未检测)

"*"#蔬菜*浆果检测
从 "’!% 年 !" 月!"’!) 年 " 月"共对 (" 份蔬

菜*4% 份浆果进行诺如病毒的检测"具体检测结果
详见表 %)

表 %#蔬菜*浆果样品的诺如病毒检测结果#+$

/@CBG%#iGTGH@CBG" CGSSAGEE@?cBG@)#)A9#;7HGEHSGEJBHE
时间 生菜 苗菜 草莓 蓝莓
"’!%*!" ’*’#’ 7!$ ’*’#’ 7!$ ! !
"’!)*! $*$#! 7$’$ ’*’#’ 7$’$ ’*’#’ 7$$ ’*’#’ 7$$
"’!)*" ! ! ’*’#’ 7$6$ ’*’#’ 7$6$

合计 $*"#! 7$!$ ’*’#’ 7$!$ ’*’#’ 7%"$ ’*’#’ 7%"$

注%!表示未检测)

"*$#即食海产品检测
从 "’!) 年 ! -" 月"共对 "5 份三文鱼和 "% 份

即食虾进行诺如病毒检测"具体检测结果详见表 ))

表 )#即食海产品诺如病毒检测结果#+$

/@CBG)#2G@\[,HR,G@HEG@:RR\ @)#)A9#;7HGEHSGEJBHE
时间 三文鱼 虾
"’!)*! $*5#! 7"5$ !
"’!)*" ! ’*’#’ 7"%$

合计 $*5#! 7"5$ ’*’#’ 7"%$

注%!表示未检测)

"*%#诺如病毒阳性样品的地域分布
本次诺如病毒的监测贝类阳性样品的区域分

布见表 () 在本次监测中"阳性样品种类包括%牡
蛎*贻贝*扇贝*文蛤*生菜*三文鱼) 蔬菜和即食海
产品阳性样品的采样地点为北京超市或餐饮企业"
由于商家保密原因"部分样品产地不能够确定) 其
中"" 家不同的餐饮单位的 ! 份生菜和 ! 份三文鱼
样品检测结果为阳性"但产地不详#见表 !$)

表 (#贝类阳性样品的地域分布#+$

/@CBG(#NGRTS@c;A9@B\AEHSACJHARF @F\ \GHG9HARF S@HGR:

E;GBB:AE; cREAHAaGE@?cBGE
样品种类 广东 山东 辽宁
牡蛎 "*6#% 7!$($ !*$#! 756$ "*’#! 7%6$

贻贝 ! )’*’#"’ 7%’$ ""*"#" 76$

扇贝 ! $*4#! 7"($ ’*’#’ 7$5$

文蛤 ! "*$#! 7%$$ ’*’#’ 76$

注%!表示未检测)

"*)#诺如病毒阳性样品的分型结果
"*)*!#贝类诺如病毒分型结果

贝类样品中有 % 份检测为 NL型"$( 份检测为
NLL型"其中牡蛎中 " 份 NL型"!% 份 NLL型&贻贝中
! 份 NL型" "! 份 NLL型&扇贝中 ! 份 NL型&文
蛤! 份 NLL型)

应用 ]O7/"("(!"’!’ 方法对 %" 份罗氏检测
方法为阳性的样品进行扩增"其中罗氏检测方法为
NL型样品没有扩增成功&在罗氏检测方法为 NLL型
的样品中有 "4 份样品应用 ]O7/"("(!"’!’ 方法
扩增且测序成功) 对测得的序列"使用 O@HARF@B
AFEHAHJHG:RScJCBA9;G@BH; @F\ GFaASRF?GFH网站的软
件"同时与 O.KLCB@EH中权威序列进行比对"最终确
认有 "5 份为 NLL&!5"! 份为 NLL&!")
"*)*"#蔬菜诺如病毒分型结果

生菜中有 ! 份经罗氏试剂盒方法检出 NLL型诺
如病毒"经 ]O7/"("(!"’!’ 方法扩增后测序成功"

于 O.KL网站使用 KB@EH软件"与存在的序列进行比
对鉴定为 Q&X&99C/&69/9A9#;7)
"*)*$#即食海产品诺如病毒分型结果

有 ! 份经罗氏试剂盒方法检出 NLL型诺如病
毒"而使用 ]O7/"("(!"’!’ 方法进行扩增没有
成功)

$#讨论
"’!% 年 6 月!"’!) 年 " 月"共监测 (5) 份样

品"样品涉及到贝类*即食海产品*浆果*蔬菜等"共
有 %" 份阳性样品"总检出率为 (*"+) 虽然已有报
道 ’!)(诺如病毒的成功培养"但对绝大部分实验室诺
如病毒的培养仍然不能实现) 目前诺如病毒检测
中比较认可的金标准是荧光定量 ‘.2方法) 而在
实际食品检测中"由于诺如病毒的含量较低"在一
些样品中的回收率很低"例如在德国草莓中诺如病
毒的调查"病毒的回收率很低在 ’+ -!+之间 ’!(( "

导致诺如病毒检测过程不能保证所有的阳性样品
均能检测出诺如病毒) 在最终 ‘.2检测中"对假阴
性的判断有一定的困难"所以需要在检测时合理的
设计检测方法) 在本次监测的方法建立时"添加诺
如病毒阳性质控球作为外部质控"判断检测方法是
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否为假阴性"添加空白对照控制假阳性"以保证检
测方法可信)

在所有的检测食品中"牡蛎*贻贝*文蛤*扇贝*生
菜及即食海产品中的三文鱼检出诺如病毒"浆果中未
检出) 其中"生菜样品虽然经罗氏试剂盒方法检出
NLL型诺如病毒"但是经 ]O7/"("(!"’!’ 方法扩增
后测序"于 O.KL网站使用 KB@EH软件"与存在的序列
进行比对鉴定为 Q&X&99C/&69/9A9#;7) 贝类食品是诺如
病毒污染的主要类型"检出率达 4*%+#%’7%54$"即
食海产品的检出率为 "*’+#!7)!$"蔬菜的检出率为
!*(+#!7("$"浆果食品未检出"但是也存在污染的可
能性需要加强重视)

本次监测中诺如病毒的检出以海产品为主"通
过对牡蛎的 ( 个月的检测表明"其与季节的关系非
常紧密"!*" 月份的检出率最高"与文献报道 ’!5(相
符"在贻贝样品中检出率较高) 有文献报道 ’!4(在市
场销售的海产品的产地以山东*广东*辽宁为主"此
次监测这些产地均有诺如病毒样品检出"表明在近
海均存在有诺如病毒污染的情况)

"’!% 年 !" 月!"’!) 年 $ 月"北京市感染性腹
泻比前一年多 $)*(+"达到 !’ ("( 例"其中 "6*4+
是由诺如病毒引起"比前一年增加了 !"*6+) 在 ""
起暴发事件中有 "’ 起是由 NLL&!5 引起 ’!6( ) 而在
本次监测的食品中检测出的诺如病毒也是以 NLL&
!5 为主) 提示食品中 NLL&!5 诺如病毒的大量检出
与 NLL&!5 诺如病毒引起的集中暴发"可能存在一定
的相关性)

贝类食品是造成诺如病毒感染腹泻高风险的
食品"由于近海污水污染的可能性较大"同时牡蛎*
文蛤等贝类食品具有富集诺如病毒的特点"所以建
议在贝类生产区域的选择上"优先选择洁净的海域
进行生产) 而非合格区域生产的海产品不能作为
即食海产品食用) 加强对餐饮业食品安全监控"防
止交叉污染)
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