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摘要 从 2O06年 1月至2O07年 1月，在青岛市内3区5个主要水产品批发市场连续采集贝类样 

品，其中太平洋牡蛎 Crnss0s￡rPn g gns 2O8个、毛蚶 Scn户̂口rf日5 缸rP 口￡n 169个、杂 色蛤 nPr p s 

nr egnfn169个，采用 RT—PCR方法检测诺如病毒 (Novoviruses，NV)的感染，旨在 为贝类食品的安 

全监控提供基础数据资料。研究结果表明，太平洋牡蛎和毛蚶样品中 NV检 出率分别为 l0．1 和 

5．3 ，而杂色蛤未检 出，NV流行的季节主要是 11月至次年 3月，感染部位主要分布于贝类的消化 

道 。 
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ABSTRACT Epidemic o{noroViruses(N V)was monitored in three major biValVe spec1es on 

sale in the markets in three districts of Qingdao during Jan． 20O6～Jan． 2O07． Results showed 

that the positive rate of NV infection was 1O．1 in 2O8 samples of C ss0 r 以g gns，5．3 in 

169 samples of Sc口户 口rf口 “6cr 口 口，and no positive samples were detected in 169 samp1es of 

Pr 户 s nr Pgn ． Furthermore，the seasonal epidemic of NV happens mostly in winter from 

November to March，and NV was usually detected in the alimentary cana1． 
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海产贝类品种多、价格低，且营养丰富、味道鲜美，深受广大消费者的喜爱。有研究表明，牡蛎 中蛋 白质含 

量高达 9．9O ，而脂肪含量仅为 1．22 ，是一种高蛋 白、低脂肪和富含矿物质的食品，是名副其实的“海洋牛 

奶”。我国沿海地区的居民素有食用海产贝类的习惯 ，但是 由于双壳贝类属于滤食性动物 ，其内脏团中经常会 

富集大量的致病菌和病毒粒子，生食海产贝类很容易引起急性 胃肠炎 ，给消费者带来极大的健康隐患(Meed ￡ 

口Z． 1999)。 

诺如病毒(Noroviruses，NV)是食源性疾病中最常见的病原体，NV最早于 1972年美国诺瓦克城发现并 

国家科技基础条件平 台工作项 目(20o4DEA7O88O)、山东省科技攻关项 目(2O07GG1OOO5O15)和国家高技术研 究发展计划课题 

(20o7AAO9Z400)共同资助 
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命名为诺瓦克病毒(Norwa1k—like Virus，NV)(Kapikian P nz． 1972)。2O02年 8月，国际病毒分类委员会将 

诺瓦克样病毒重新命名为诺如病毒。流行病学调查提示 NV最主要的载体是双壳软体动物 ，即通常所说的贝 

类(Meed g nz． 1999)。因此 ，NV的监控对保障贝类的食用安全具有重要作用。近年来 ，随着海洋污染的 日 

益严重以及世界各国对食 品卫生的重视，我国水产品出口屡屡碰壁 ，欧洲 、美国和 日本等许多 国家对我国的水 

产品提出了诸多严格的检测指标 ，其中一项是诺瓦克样病毒的检测 ，规定 NV不得检出。但遗憾的是 ，迄今为 

止，我国贝类中感染 NV的情况仍不清楚，这对于我国水产品的生产和出口十分不利。为尽快解决这一问题， 

作者以青岛市场为例，从 2O06年 1月至 2OO7年 1月，在市内三区连续采集了不同的海产贝类样品，使用 RT— 

PCR方法进行 NV的检测 ，初步获得了青岛地区海产贝类 中 NV污染 的基本情况，为进一步了解我国贝类等 

水产品中 NV的感染打下了基础。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

本试验样品采 自青岛市内三区主要水产品市场(包括团岛水产品市场、南山水产品市场 、新贵都农贸市场、 

广饶路农贸市场和抚顺路批发市场)，包括：太平洋牡蛎 Crnsso r 口g g口s样 品共计 208个 ，毛蚶 Sfnp 口rc口 

s“6frP，2n 样品共计 169个 ，杂色蛤 ，zPr“ s伽r 样 品共计 169个 。采样时间为 2OO6年 1月至 2OO7 

年 1月。样品详细情况见表 1。 

表 1 青岛不同销售区域样品采集数量 

Table 1 Sample size in three districts of Qingdao 

样品 

Samp1e 

市南区 Shinan dist rjct 市北 区 Sh．bei district 

团岛市场 

Tuandao market 

新 贵都市场 

Xinguidou market 

广饶路市场 

Guangra0lu market 

南 山市场 

Nanshan market 

四方区 Sifang district 
— — 合计 

抚顺路市场 T
。ta1 

Fushunlu market 

太平洋牡蛎 

Crqssostren gtgns 

毛蚶 

Scn h口rc口 6cre伸口把 

杂色蛤 

VP”Pr p s r Pg口 口 

1．2 试验方法 

1．2．1 贝类样品中 NV的富集 

将样品去壳，分别取其消化腺、鳃以及肌肉组织，加入 7倍体积冷的去离子水，快速匀浆。调匀浆液 

pH5．O，4℃ 2 OOOg离心 30min，收集沉淀 。加入 7倍体积 pH 7．5甘氨酸缓冲液(O．05mol／L Gly，0．15mol／I— 

NaC1)，室温下震荡 15 min洗脱病毒粒子；4℃ 5 O00g离心 30 min收集上清。用 PEG8OOO于 4℃沉淀病毒粒 

子 4h；4℃ 6 7OOg离心 3Omin，收集沉淀 ；用 0．15mol／L的 Na HPO 重悬沉淀，4℃ 1O O0Og离心 3Omin，取上 

清液，一2O℃保存待用。 

1．2．2 病毒 RNA的提取 

按照 High Pure Viral RNA Kit[Roche]的使用说明书，提取上述处理后样品中的RNA，用DEPc处理过 

的二次水溶解作为 RT—PCR模板，～20℃保存备用 。 

1．2．3 RT—PCR扩增 

引物采用 Vi nje(1996)报道的序列(表 2)，由上海生工生物工程有限公司合成。 
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反转录反应体系为：Tris～ 

HCl 5Onm10l／L，KCl 75m ol／L， 

MgCl2 8mmo1／L，E)1T 10mmol／ 

I ，dNTP O．5nm1ol／I ，JV13引物 

1“n10l，AMV反转录酶 5U，RNA 

酶抑制剂 4OU，RNA模版 5 l。 

反应条件为 42℃，90min，反应结 

表 2 诺瓦克样病毒R．r-PCR检测的引物 

Tab1e 2 Primers of Noroviruses by RT—PCR 

束后得到的cDNA直接进行 PCR反应。 

PCR反应体系为：10×PCR Buffer 2．5 l，dNTP O．2mmol／L，JV12 0．5 l，JV13 O．5 l，rTaq 2．5U，cDNA 

3“l。反应条件为变性(94℃，3min)，3O个循环(94。C，3Os；37℃，30s；72℃，6Os)，延伸 72℃，7min。 

2 结果 M l 2 3 4 5 6 7 8 9 lo ll l2 l3 l4 l5 l6 l7 l8 l9 20 2l 22 23 

2．1．1 不 同贝类品种 NV 感染状 况 

对青岛地区的 208个太平洋牡蛎 M：DNA r er； ：阳性对照； ．阴性对照；。～ 。：待检样品 

样品和 169个杂色蛤样品和 169个毛 图1 检样品PcR扩增琼脂糖电泳结果 

蚶样品进行了 RT—PCR扩增 ，结果太 Fig
． 1 ElectrophoreSis of PcR from test samples 

平洋牡蛎和毛蚶样品中NV检出率分 

别为 1O．1 和 5．3 ，而杂色蛤未检出(表 3)。电泳结果见图 1。其中，泳道 9、12、13、16、18和 21为 NV 阳性 

样品 。 

表 3 不同月份贝类产 品中 NV的检测结果 

Table 3 NV test resuIts of the bivalve samples in fferent m0nths 

样品采集时间 样品数量(阳性样品数量 )Sample size(p0sitiVe sample size) 

The time of sample collection 牡蛎 Crns鲫 ￡ Ⅱgz 毛蚶 Sfn nrm “6fr ”n￡n 杂色蛤 Pr“ s啦r Pg口￡口 

2．1．2 不同季节 NV 感染状况 

从检测结果(图 2～图 3)可见，NV的污染呈现明显的季节性分布 ，主要集中在气温较低 的月份。本研究 

冬季(2O06年 1～3月、2O06年 11月至次年 1月)采集的 96个牡蛎样品检出 18个阳性 ，阳性率平均 18．8％；78 

个毛蚶样品检 出 8个阳性，阳性率平均 1O．3 ；其中牡蛎的最高检出率为 25 ，毛蚶的最高检出率为 15．4 9／6。 

从 4～10月，牡蛎的 NV检出率为 2．7％，毛蚶的检出率为 1．1 ，而在 2O06年 5至 8月，牡蛎和毛蚶中均未发 

现 NV感染。 
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2．1．3 不同区域 NV感染状况 

对分布于青岛市南 、市北和四方三市区的 5个大型水产品批发市场销售的牡蛎和毛蚶进行抽样检测 ，结果 

均有 NV检出，牡蛎中 NV的阳性率为 8．9 ～11．5 ，毛蚶中 NV的阳性率为 4．5％～6．2％。杂色蛤未检出 

NV(表 4)。 
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图 2 牡蛎样品 NV的检出率 

Fig．2 Positive ratio of NV in C，也ssos￡r n g g乜5 samples 
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图 3 毛蚶样品 中 NV的检出率 

Fig．3 PositiVe ratio of NV in Sc。户，lnrfn s 6cr n￡n samples 

表 4 青 岛不同销售区域 贝类产 品中 NV的检测结果 

Table 4 NV test results 0f the bivalve samples in d．fferent districts of Qingdao 

2．2 牡蛎不同组织中 NV的分布 

为了进一步揭示牡蛎中 NV的感染部位，作者对初选检测 

为阳性的牡蛎样品又分别检测了消化腺 、鳃 以及肌 肉中的病毒 

分布情况 ，结果只有消化腺中可检测到 NV，而鳃和肌肉中未检 

出 (图 4)。 

3 讨论 

3．1 不同贝类品种 NV感染状况 

28 
4O0bp 

3O0bp 

200bp 

100bp 

M；DNA marker；1：阳性对照 ；2：消化腺 ； 

3：鳃 ；4：肌 肉；5：阴性对照 

M ，DNA marker 1，P0sitive control 2，Alimentary canal 

3，G．1l 4，Muscle 5，Negative c0n”0l 

图 4 阳性牡蛎样 品不 同组织 PCR扩增结果 

贝类属于滤食性动物 ，通过滤食水中的微藻获取食物的同 Fig
． 4 Electr0ph0resi of PcR of diffe e t 

时，消化道可大量富集 随污水进入养殖区域的 NV。在此次 污 ti 。 fro p。 iti、， 。 mpI。。 

染状况的调查中作者发现，青岛地区市售海产贝类中已经污染 

了 NV。在本实验室检测的 3种海产贝类中，牡蛎的阳性检出率最高 ，达到了 1O．1 (21／208)。毛蚶中也发现 

了 NV，阳性检 出率低于牡蛎，为 5．3 (9／169)。杂色蛤作为青岛的特色水产品，在此次调查 中并未发现污染 

NV。几种海产贝类中 NV的检出率差别较大 ，这可能是 由于几种贝类养殖方式和生活习性不 同所致 。浅滩 

以及污水排放口附近的一些地方是被病毒污染的高风险区域 ，因此 ，贝类在海水 中生长的深度非常重要 。养殖 

牡蛎的海域一般位于风浪较平静及滩涂坡度较小的内湾 ，属于浅海区域 ，极易污染 NV。而且牡蛎每小时可以 

过滤 10～20L水 ，可以浓缩可能存在于水 中的病毒 ，导致其体内的病毒含量远远超过其周围的水环境 (Metca1f 

P 口z． 1979)。毛蚶生活于浅海泥沙底部 ，尤其喜在有淡水流人的河 口附近生长 ，该生长区域通常靠近居民生 

活区，极易污染大量的 NV粒子，毛蚶在滤食过程中也可以富集 NV。杂色蛤主要产于胶州湾 内，栖息在潮问 
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带中、下区以下的泥沙滩海底 ，以干潮线以下产量最多 ，故而降低了感染病毒的风险。 

3．2 不同季节 NV感染状况 

本研究结果说明 NV的污染具有很明显的季节性 ，冬季是 NV污染的高峰期。从 11月至次年 3月，市售 

牡蛎样品中 NV的最高检出率为 25 ，平均阳性率为 18．8 ；毛蚶样品的最高检出率为 15．4％，平均阳性率 

为 10．3 ；而在 2OO6年 5～8月，牡蛎和毛蚶 中均未发现 NV感染。这与国外许多相关研究报道的结果一致 

(Burkhardt f口z． 2O0O；Hamano Pf口z． 2OO5)，如美国 Burkhardt等(2oOO)曾对 1991年到 1997年由 NV 

感染牡蛎引起的 1 030例胃肠炎的发病季节进行了研究 ，结果发现在 12月份发生数最多 ，为 692例 ，其次为 11 

月份 ，为 218例，1月份也有 77例，而 2～4月只有 43例，5～1O月竟然无一例发生 。导致该状况的原因可能与 

病毒在外界存活的时间长短有关，冬季水温低，病毒存活时间长，贝类富集的活病毒较多，故贝类中NV的感染 

较严重。由此可见，冬季应加强水产品中 NV感染状况的监控。尽管我国已有贝类中NV感染的报道，但其感 

染强度和流行分布规律尚不清楚 ，本研究结果可为贝类食品的安全监控提供基础数据资料 。 

3．3 不 同区域 NV感染状况 

NV引起的食源性疾病呈世界性分布(表 5)。在此次调查过程中，青岛地区市售牡蛎样品中NV的平均检 

出率为 10．1 ，高于 日本、挪威 、瑞士报道的数据 ，仅低 于法国报道的 NV的检 出率，这说 明青岛地 区牡蛎 中 

NV的污染状况较为严重。青岛当地不同市区销售的牡蛎和毛蚶样品均有 NV检出，且检出率差异不显著，表 

明 NV在贝类中的污染是一种普遍现象 ，因此青岛地区贝类产品的卫生安全状况应该给予高度重视。 

表 5 不同国家牡蛎产 品中 NV的检测结果 

Tabie 5 NV test results of oyster samples in different countries 

3．4 牡蛎不同组织中 NV的分布 

通过对阳性牡蛎样品不同部位的检测发现，牡蛎的内脏 团中可 以检测到 NV，而肌 肉、鳃等部位未发现 

NV。究其原因，一方面NV病毒外壳为蛋白质，表面往往带负电荷，易吸附于颗粒物表面。在颗粒物和浊度 

较高的水中，病毒往往随颗粒物沉淀于水底 ，再加上 NV对不 良环境条件的抵御能力较强，这些病毒一旦释放 

到环境中，就会在外界环境中长时间生存；另一方面 ，双壳贝类依靠摄食和捕获水 中的悬浮颗粒并送人 口中消 

化或作为粪便排出，摄食和呼吸主要通过吸入一定量的海水 ，流经其复杂的鳃部结构，然后进入消化道。养殖 

牡蛎的海域一旦污染了 NV，牡蛎就可以通过摄食过程富集海水中的病毒粒子 ，其消化道内 NV粒子的含量会 

远远高于周围水域，而鳃部以及肌肉部分不含有 NV。尽管 1只牡蛎每小时可以过滤 1O～2OL水，通过滤食作 

用将水体中的 NV富集在消化道内，但是，NV无法在贝类消化道内增殖 ，也无法扩散到贝类 的其他部位。美 

国 Schwab等(1998)通过分析牡蛎组织内病毒的分布来研究 NV 的吸收、分布和排泄情况，结果发现 ，不管接 

种病毒的高低 ，消化道和胃均可以检测到病毒，但暴露在高浓度病毒下的检出效果更好，当牡蛎暴露在高浓度 

的 NV中时，肌肉和体液细胞才能检出 NV。而水体中的 NV 含量非常少，不可能达到人为模拟试验的浓度 ， 

因此，贝类在NV的流行和传播中起到重要的中间宿主和保藏宿主的作用，对传染性胃肠炎等疫病的发生起到 

重要作用，同时也表明，牡蛎等贝类的消化道中的NV含量最高。我国居民在食用牡蛎的时候，有时为了获得 
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更好的口感，对贝类的加工和处理不够充分，导致 NV的传播和流行 ，这一结果也告诫人们在食用贝类时一定 

要充分加热和消毒。 

4 结论 

本文从不同季节、不同区域和不同产品及其不同组织部位探讨 了青岛地 区贝类产 品中 NV的感染和流行 

情况。研究结果表明，NV在贝类中的污染是一种普遍现象，感染部位主要分布于贝类的消化道，但不同海产 

贝类品种的 NV感染率差别较大，所检样品中牡蛎的阳性检 出率最高，且 NV 的污染具有明显的季节性，冬季 

是 NV污染的高峰期 。本研究结果为贝类食品的安全监控提供了基础数据资料，但研究过程 中发现不同销售 

区域采集的样品，其检测结果有差异，故样品来源值得关注，有必要针对样品的原产地进一步深入调研。 
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