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摘要:贝类是食源性致病微生物的重要传播载体之一，因食用贝类导致食源性疾病的发病率逐年升高。因
此，贝类食用安全监测与控制成为食品安全研究的重点。近几年，笔者在贝类中主要致病微生物分子检测、
累积分布和控制等方面开展了一系列研究。本文结合国内外的研究进展，对贝类中致病微生物的检测方法、
组织分布、净化以及流行病学等方面展开论述。综合国内外研究结论发现，分子检测方法已成为贝类中致病
微生物检测的主要手段。另外，贝类中致病微生物主要累积富集在鳃组织和消化腺(包括肠胃和消化盲囊)
中，这为致病微生物的检测靶向性提供了理论指导。
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近年来，我国的海水养殖业取得了长足发展。
2007 年全国水产养殖总产量占世界水产养殖产量
的 70% ;其中海水养殖产量为 1384 万吨，占到水产
养殖产量的 41%。我国经济贝类占海水养殖产量
的 75%，产业规模和产量居世界首位。随着养殖水
域的污染日趋严重，贝类中食源性致病微生物的污

染率也逐渐增高
［1 － 2］。我国农业部曾对沿海贝类污

染情况进行普查，结果发现大部分贝类中重金属都

符合食品卫生标准的要求，唯有大肠菌群超标严重，

超标率高达 77. 86%，最高达到欧盟限值标准的 800
倍。因此，研究贝类中食源性致病微生物的检测与
控制方法对于保障人们食用安全具有重要意义。
贝类属于滤食性动物，具有很强的滤食能力。

所以，贝类便成为了食源性致病微生物的主要传播

载体
［3 － 4］。其中，常见的食源性致病微生物有:副溶

血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、创伤弧菌(Vibrio

vulnificus)、沙 门 氏 菌 ( Salmonella )、诺 如 病 毒
(Noroviruses)、轮状病毒(Rotaviruses)和甲型肝炎病
毒(Hepatitis A virus) 等。对国内 13 个监测地区
1992 － 2001 年食源性疾病资料进行回顾性分析，结
果表明:致病微生物引起的食源性疾病事件数和涉

及人数最多，分别占总体的 38. 5%和 50. 9%［5］。到
2003 年，该数据分别激增到 46. 4% 和 60. 4%［6］。
所以，从例行食源性致病微生物检测到进出口检验

检疫等，都对食源性疾病的预防和控制提出了相当

高的要求。

1 贝类中食源性致病微生物的检测

作为食源性致病微生物的重要传播载体之一，

贝类中食源性致病微生物的检测和监测逐渐受到人

们的重视
［4，7 － 8］。据报道，牡蛎中主要食源性病毒检
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出率为 14. 7%［4］，副溶血弧菌的检出率为 29. 2%，
菌落总数超标率为 41. 7%［9］。另外，在贝类食源性
致病微生物检测中，食源性病毒的检测直接以消化

腺为检测靶组织
［10］;食源性致病菌的检测目前却笼

统地以贝类个体为检测对象
［3，9］。虽然在新版副溶

血弧菌国家标准检测方法(GB /T 4789. 7-2008)中，
甲壳类水产品检测取整个动物或者动物的中心部分

(包括肠和鳃)作为检测对象;但是贝类仍以全部内

容物(贝肉和体液)作为检测对象。至今没有关于
贝类中食源性致病菌检测靶组织的文献报道。
1. 1 食源性致病菌的检测
随着分子生物学方法的飞速发展，诸如 PCR、

Real-time PCR、含内标 PCR、MNP ( Most Probable
Number)-PCR 和环介导等温扩增技术(LAMP，Loop-
mediated isothermal Amplification) 等一系列高效便
捷的检测方法应运而生，并不断应用于贝类中食源

性致病菌的检测。但是，因贝类体内抑制剂导致
PCR 假阴性的现象一直困扰着贝类中食源性致病
菌分子检测方法的发展。为了解决这个瓶颈问题，
国内外学者将 IAC( Internal Amplification Control)引
入 PCR 体系。2007 年，Nordstrom 等以副溶血弧菌
种属特异性基因 tlh、毒素基因 tdh 和 trh 为检测靶
点，建立含 IAC 的多重 Real-time PCR 方法检测牡蛎
中副溶血弧菌。该方法在 104 CFU 副溶血弧菌背景
下，致病性副溶血弧菌的检测灵敏度为 ＜ 10 CFU /
反应
［11］。另外，针对 PCR 方法所固有的假阳性问

题，我们团队利用生物信息学技术自行挖掘获得种

属特异性分子检测靶序列，并以这些序列为检测靶

点建立了副溶血弧菌含内标 PCR 方法;人工污染和
实际样品检测结果均证实该方法的有效性

［12］。上
述研究结果均发现:体系中 IAC 常被牡蛎样本中
PCR 抑制剂所抑制［11 － 12］。这充分证明在实际样本
检测体系中添加 IAC 是必要的。
实际牡蛎样本的 PCR 检测结果显示，牡蛎样本

中副溶血弧菌分离率为 33% ;其中，tdh 和 trh 阳性
菌株分离率分别为 19% 和 26%［11］。Cai 等尝试利
用 Real-time PCR 方法直接检测贝类中副溶血弧菌，
其检出率高达 50%［13］;Kim 等建立 Real-time PCR
方法的检测限达到 1. 5 CFU / g［14］。另外，LAMP 技
术被用于牡蛎中创伤弧菌的检测

［15］。研究发现，该
技术纯培养物的检测限为 20 CFU /反应，灵敏度较
PCR 提高一个数量级;人工污染牡蛎样本经 5 h 增

菌后，其检测限为 7 CFU /g［15］。该技术也被用于牡
蛎中致病性副溶血弧菌的检测

［16］。
贝类属于滤食性动物，其可以同时传播多少种食

源性致病菌，其带菌量如何，至今还没有相关报道。
目前，贝类中食源性致病菌的检测通常先进行预期目

标致病菌前增菌培养，然后对疑似致病菌进行进一步

鉴定。在增菌处理过程中，一些生长缓慢的致病菌会
被掩盖，甚至不能增殖，从而导致贝类携带致病菌种

类不清，造成贝类食品安全监测漏洞。所以，建立贝
类传播的食源性致病菌菌谱，便成为亟待解决的问

题。另外，研究贝类体内致病菌主要累积吸附组织以
提高食源性致病菌的检测靶向性和检出率。
1. 2 食源性病毒的检测
食源性病毒是导致人类急性病毒性腹泻的罪魁

祸首，对人类饮食安全造成威胁。目前可用于食源
性病毒检测的方法主要有分子检测方法、免疫学方
法和电镜法等。但大部分食源性病毒无法体外培
养，所以贝类中食源性病毒的检测仍以 RT-PCR 等
分子检测方法为主。其他方法用于贝类中食源性病
毒污染的检测鲜有报道。

RT-PCR 等分子检测方法是贝类中食源性病毒
检测的主要手段，且多以贝类消化腺等组织作为食

源性病毒检测的靶组织。以 RT-PCR 方法对北亚得
里亚海域进行贝类污染调查，结果发现诺如病毒和

甲型肝炎病毒的阳性率分别达 14% 和 6%［17］。我
们曾对广东省部分沿海城市 136 份市售牡蛎中轮状
病毒、诺如病毒和甲型肝炎病毒进行 RT-PCR 检测，
结果显示病毒阳性率为 14. 7% ;3 种食源性病毒的
检出率分别为:8. 82%、1. 47% 和 5. 15%［4］。与食
源性致病菌相比，上述报道中食源性病毒的检出率

不高
［4，17］。其中，影响检出率的主要原因是食源性

病毒富集效率低且大部分食源性病毒无法体外增

殖。另外，研究发现:牡蛎鳃组织中食源性病毒检出
率高于其他组织

［4，10］。所以，研究食源性病毒在贝
类不同组织中吸附累积的变化规律，是提高检测靶

向性和检出率的突破口。

2 食源性致病微生物在贝类组织中的
分布

2. 1 食源性致病菌在贝类组织中分布的研究
有关食源性致病菌在贝类组织中分布的研究较
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少。Cabello 等将含有绿荧光蛋白(Green Fluorescent
Protein，GFP)重组质粒载体的副溶血弧菌( ATCC
17802)人工污染牡蛎后，利用 GFP 示踪研究副溶血
弧菌在牡蛎体内的分布状况

［18］。但是，该研究仅笼
统评价了鳃和内脏团等部分组织，未对牡蛎其他组

织进行比较研究。我们团队利用副溶血弧菌标准菌
株(ATCC 17802)人工污染牡蛎并分别以干净海水
和二氧化氯进行净化处理，结果发现牡蛎不同组织

中均有该菌的检出，且以鳃组织和消化腺中副溶血

弧菌带菌量较高
［19 － 20］。所以，副溶血弧菌可在消化

腺(包括肠胃和消化盲囊) 和鳃组织中高效富

集
［18，20］。但是，创伤弧菌在牡蛎部分组织中累积分
布与副溶血弧菌有较大差异。研究发现:创伤弧菌
可在淋巴、闭壳肌和外套膜中大量增殖［21］。综上所
述，贝类中食源性致病菌累积富集组织仍然没有统

一的认识。
2. 2 食源性病毒在贝类组织中分布的研究
食源性病毒在贝类组织中分布的研究相对较

多。以诺如病毒为例，Schweb 等曾利用 RT-PCR 方
法对贝类中该病毒的组织分布进行评价，结果发现

在消化腺中该病毒累积量最大
［22］。Le Guyader 等

利用免疫化学方法对诺如病毒污染牡蛎进行组织分

布研究，也同样获得类似的结果
［23］。我们以临床腹

泻样本纯化的诺如病毒人工污染牡蛎，利用单克隆

抗体对污染牡蛎组织(包括肠胃、消化盲囊、鳃、上
前纤毛和闭壳肌等)进行免疫组织化学分析。免疫
组织化学结果显示:除肌肉等个别组织，其他组织均

有显色反应，尤其是鳃和消化腺;且鳃的显色强度要

高于其他组织器官
［10］。我们推测:鳃中病毒载量较

大，这对于牡蛎中食源性病毒污染检测具有很好的

指导意义。在免疫组化结果中，可以看到在消化腺
(尤其是胃肠)中病毒吸附具有很强的偏好性，我们

推测该部位病毒吸附是特异性的
［10，23］;胃肠外表面

吸附病毒的部位呈点状分布而内侧的肌肉并没有任

何显色斑点，说明在机体内部的肌肉组织是不能累

积病毒的。相对地，鳃组织和外套膜上前纤毛中显
色部位没有明显的差异，我们推测该部位病毒是非

特异性吸附。此外，Saitoh 等以河蚬的鳃和消化盲
囊为检测对象进行诺如病毒污染的检测，结果发现

这两种组织中病毒的阳性率最高
［24］。

其他病毒在贝类中累积分布的研究结果都大同

小异。Romalde 利用原位杂交的方法对以甲型肝炎

病毒人工污染牡蛎样本进行分析，结果表明该病毒

在牡蛎消化腺中累积量最大;闭壳肌没有杂交信

号
［25］。Hernroth 等以 35 型腺病毒人工污染的贝类
(包括牡蛎和贻贝)为研究对象，结果表明鳃和消化

腺可以累积病毒，而且两者的病毒载量没有明显差

异
［26］。我们的研究结果发现:在鳃、胃肠、消化盲
囊、上前纤毛和闭壳肌中均可检出食源性病毒;以前
两者检出率最高

［4］。所以，揭示贝类组织致病微生
物累积富集的偏好性，研究贝类组织中微生态区系

的组成及丰度对贝类食品安全监测与控制具有决定

性意义。

3 流行病学

贝类中食源性致病微生物的污染量受季节性影

响较大。流行病学数据表明:夏季贝类中食源性致
病菌污染率最高;冬季食源性病毒污染率最高。对
法国牡蛎进行为期 3 年的食源性病毒监测，结果发
现冬季时病毒污染率最高，星状病毒、诺如病毒、肠
道病毒和轮状病毒的阳性率分别高达 17%、23%、
19%和 27%［27］。在对牡蛎中副溶血弧菌进行季节
性变化分析的结果显示:夏季副溶血弧菌污染率最

高，其浓度为 10 － 104 CFU / g(致病性菌株分离率为
21. 8% )，菌浓度跟水温有直接相关性但与盐度相
关性不大

［13，18］;研究还发现致病性菌株的流行与水

温呈负相关，并推测致病性副溶血弧菌比非致病性

副溶血弧菌更耐低温
［28］。另外，适宜条件下牡蛎体

内副溶血弧菌可迅速增殖。退潮时牡蛎大多裸露在
海水外，在太阳的照射下体内温度急剧上升，从而使

得体内致病菌大量增殖;涨潮时，牡蛎重新浸泡在海

水里，这时致病菌在牡蛎滤食过程中排出体外，造成

其他牡蛎污染。研究表明:在一个潮汐过程(退潮
到涨潮)中牡蛎体内致病性副溶血弧菌浓度可增殖

16 倍［29］;还有研究表明:牡蛎在 26℃ 条件放置
24 h，其体内副溶血弧菌菌量增加 790 倍［30］。所
以，市售牡蛎体内致病菌含量要远高于养殖场中的

牡蛎
［30］。这就为贝类食品安全埋下隐患。

4 贝类净化

贝类的污染率较高，如何确保其达到人们食用

的卫生标准也成为我们关注的焦点? 针对污染贝类
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进行净化成为保障贝类产业健康发展的一个有效途

径。研究表明:仅利用干净海水进行牡蛎中食源性
致病微生物净化是不可行的

［19，31］。目前，常用的贝
类净化方法都是物理处理法，其中包括:紫外线、臭
氧、高压、电流、X 射线和冷冻储存等［20］;但是，很多
净化方法对贝类都有损伤。这不适于口感和风味要
求很高的贝类净化;且现有方法耗费大，不适宜大规

模净化处理贝类。化学消毒剂成本低，易于渗透到
贝类组织中，并显现出良好的净化效果。de Abreu
Correa 等以氯(1mg /L)和紫外线(254nm)处理人工
污染牡蛎，12 h 后，牡蛎中没有沙门氏菌检出［32］。

我们以 20 mg /L 的二氧化氯处理人工污染牡蛎的研
究结果表明:处理 6 h 后，牡蛎中无副溶血弧菌检
出
［20］。此外，蔡俊鹏等利用蛭弧菌处理海产品中常
见弧菌，结果表明对副溶血弧菌、非 01 非 O139 群
霍乱弧菌及溶藻弧菌的裂解率分别达到 88. 9%、
83. 3%和 81. 8%［33］，显示出蛭弧菌作为生物消除剂
的巨大潜在应用价值。但是，如何评价净化措施是
否对贝类品质产生影响是一个需要探讨的问题。所
以，探索经济高效的贝类净化方案是贝类产业健康

发展的保障。此外，研究食源性致病微生物在贝类
不同组织中累积分布及消长规律是控制和预防贝类

食品安全的有效途径。

5 总结

贝类中致病微生物的来源主要有以下 3 种途
径:(1)海洋水体自身存在的致病微生物;(2)养殖
水体受到生活和生产污水的污染;(3)贝类加工过
程中受到微生物污染。其中，饲养水体污染是贝类
中食源性致病微生物的主要来源。因此，监测与控
制贝类中食源性致病微生物的根本在于监控其源

头———养殖水体。加强生活和生产(尤其是医院等
医疗机构)污水处理力度，杜绝致病微生物的扩散，

防止对饮用水和农业产品源头生产的二次污染，从

而降低贝类食品安全的风险。
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Distribution and detection of pathogens in shellfish-A
review
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Abstract:Shellfish is one of important vehicles for dissemination of food-borne pathogens． The incidence of food-borne
diseases increases every year． Therefore，monitoring and control on the food safety of shellfish is a significant public health
concern worldwide． In recent years，our group has studied the pathogens in molecular detection，bioaccumulation and
control in shellfish． Based on the our previous studies，the purpose of this article was to provide a review on the pathogens
in shellfish in four aspects: the detection methods，distribution，depuration and epidemiology． The molecular methods
were widely used in detection of pathogens in shellfish． In addition，the pathogens were bio-accumulated in the gills and
digestive glands，including stomach and digestive diverticula，which are good candidate sites for detection of pathogens．
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