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摘要:【目的】了解我国沿海主要经济贝类中肠道病毒的污染分布对保障贝类食用安全具有重要作用。
【方法】通过建立 5 种典型人类肠道病毒的特异、灵敏、高通量的基因芯片检测技术，开展全国范围内沿
海主要海水增养殖区经济贝类体内肠道病毒的污染调查。【结果】采集的 162 份经济贝类中肠道病毒的
阳性检出率分别为:甲肝病毒 4. 3% ;诺如病毒 14. 8% ;轮状病毒 6. 2% ;星状病毒 5. 6% ;腺病毒 9. 9%，
其中诺如病毒污染居于首位，该检测结果与 PCR 结果高度一致。我国沿海省市主要养殖区内贝类均受到
了肠道病毒不同程度的污染，且不同省市之间差异不显著。在选取的 6 类经济贝类中，牡蛎中肠道病毒
阳性检出率最高，其次是毛蚶和泥蚶。【结论】本研究表明，在我国，沿海主要经济贝类受到肠道病毒污
染是一种较普遍的现象，给人类健康带来了潜在的危害，本研究为贝类食品的安全监控提供了基础数据
资料。
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贝类作为滤过性摄食动物，是病毒和细菌病原
体的重要载体［1］。流行病学调查显示，双壳贝类是
包括甲肝病毒和诺如病毒等多种肠道病毒的主要传
播者，国内外因生食或食用未充分煮熟的贝类而造
成肠炎疾病屡有发生，给人体健康带来很大危害。
如 1988 年上海暴发的一起因食用毛蚶而造成的大
范围甲肝病毒(Hepatitis A virus，HAV)事件，导致了
31 万人感染［2］;2001 年西班牙暴发的因食用斧蛤
( coquina clam)而造成的甲肝病毒事件，导致 183 人

感染［3］。由此可见，了解主要经济贝类中肠道病毒
的污染分布对保障贝类的食用安全具有重要作用。

我国海域生活着 800 余种海洋贝类，其产量名
列世界第一，一些主要经济贝类如牡蛎、贻贝、扇贝、
文蛤、青蛤等已成为我国水产品出口创汇的重要品
种［4］，但是，近年来，随着海洋污染的日益加剧以及
世界各国对食品安全的重视，我国水产品出口屡屡
碰壁，因此，为快速了解我国贝类中肠道病毒的污染
状况，进行海产贝类中人致病性肠道病毒快速检测
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系统研发，是目前我国海洋生态环境监测和公共安
全健康工作的迫切需要。近年来，生物芯片技术的
发展提供了解决这一问题的途径，该技术以高通量
和高灵敏度的优点被广泛应用于医学和研究领
域［5 － 6］，其中长探针70 mers 寡核苷酸芯片与以往
的 20 － 25 mers 和 60mers 短探针相比，具有更好的
特异性和均一的 Tm值

［7］，可明显提高芯片的稳定性

和可重复性［8］，被证明在灵敏度和特异度两方面表
现最佳，此外还能兼顾信号强度［9］，然而基因芯片
技术，尤其是长探针寡核苷酸芯片技术在环境样品
(海产品)中肠道病毒的监测应用上还较少。

海洋环境中肠道病毒有 150 多种，不可能实现
一一检测，选取有代表性的种类进行检测是切实可
行和非常必要的，其中诺如病毒和甲肝病毒被认为
是因贝类传播的病毒性胃肠炎中最重要的病原体，
几乎在每个国家均有暴发［10］。除此之外，轮状病
毒、腺病毒(Adenovirus，AdV)、星状病毒(Astrovirus，
AsV)也是胃肠炎疾病重要病原［11］。因此，本研究
选取以上 5 种主要的人类肠道病毒为研究对象，构
建平行检测的长探针寡核苷酸芯片技术，应用于
162 份经济贝类的检测，并将检测结果与 PCR 结果
进行比对，以评价我们所建立的基因芯片技术的特
异性和灵敏度，以期快速、准确地反映全国范围内主
要沿海经济贝类的肠道病毒污染状况。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 主要试剂和仪器:AMV 反转录酶 ( Promega
公司)、rTaqDNA 聚合酶(TaKaRa 公司)、CL-1000 紫
外交联仪(UVP 公司 USA)、醛基化玻片(上海百傲
科技有限公司)、PTC-200 型基因扩增仪 (BIO-RAD
公司 USA )、PCA300 型电泳仪 ( BIO-RAD 公 司
USA)、Pixy5500 点 样 仪 ( Cartesian 公 司 USA )、
ScanArray 4000 激 光 共 聚 焦 扫 描 仪 ( General
Scanning lnc USA)、Hybri-slips 杂交盖片( sigma 公司
USA)、BioPhotometer 型微量核酸定量仪 (Eppendorf
公司)。
1. 1. 2 病毒标准株:选取 5 种肠道病毒为标准毒株

建立基因芯片方法，其中轮状病毒(RV-A)、诺如病
毒(GII 4)、星状病毒(HsV-1)、腺病毒(AdV-3)阳性
粪便标本均由国家疾病控制中心病毒学研究所段招
军研究员提供，甲肝病毒减毒活疫苗 (H2 株)购于
山东省疾病预防控制中心。
1. 1. 3 贝类样品采集:2007 年 8 月，于全国重点沿
海城市的 45 个增养殖区采集 162 份贝类样品，共包
括 6 种经济贝类:蚶［毛蚶 ( Scapharca subcrenata)、
泥蚶 ( Arca granosa )］，蛤蜊［中 国 蛤蜊 ( Mactra
chinensis)、四角蛤蜊(Mactra Veneriformis)、日本镜蛤
(Dosinia Japonica)、青蛤 ( Cyclina sinensis)、菲律宾
蛤蜊 ( Ruditapes philippinarum)、饼干镜蛤 ( Dosinia
biscocta)、波纹巴非蛤(Paphia undulata)、真曲巴非
蛤 ( Paphia euglypta ) 等］，蛏［缢蛏 ( Sinonovacula
constricta)、长竹蛏( Solen strictus)等］，牡蛎［近江牡
蛎 ( Crassostrea rivularis )、缘 齿 牡 蛎 ( Dendostrea
crenulifera)、太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)、褶牡蛎
(Crassostrea plicatula)等］，贻贝类［翡翠贻贝(Perna
viridis)、紫贻贝(Mytilus edulis)］和扇贝［栉孔扇贝
(Chlamys Farreri)、虾夷盘扇贝 ( Pecten yessoensis)、
海湾扇贝 ( Argopecten irradians)等］，每份样品大约
采集 500 g。162 份样品分别采集于辽宁省 44 份、
山东省 20 份、河北省 9 份、天津市 1 份、江苏省 15
份、浙江省 16 份、福建省 17 份、广东省 18 份、广西
省 11 份、海南省 11 份，－ 20℃冻存备检，采样站位
见图 1。
1. 2 引物和探针的合成

分别 选 择 甲 肝 病 毒 的 VPS ( 外 壳 蛋 白 )
( AF396408 )，轮 状 病 毒 的 VP7 ( 外 壳 蛋 白 )
(AB118022)，诺如病毒的 NSP 基因(非结构蛋白)
(EU703722)，星状病毒的 5'端 NSP(非结构蛋白)
(AB308374)，腺病毒 ( AdV)的 Hexon (六邻体区)
(AY027809)为靶序列，阴性对照(NC)为乙脑病毒
( JEV ) 探 针: NH2-( CH2 ) 6-Poly ( dT ) 15-
GTGCAAACAAGGTTTCACTGATCGTGGGTGGGGCA
ACGGATGTGGACTTTTCGGGAAGGGAAGCATTGAC，
应用 Primer premier 5. 0 在线软件对靶序列引物和
探针进行设计和筛选，由上海博尚有限公司合成。
引物和探针的具体信息如表 1 所示。
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图 1． 我国主要贝类增养殖区调查站位图
Figure 1． Sampling sites in coastal cultivation areas of China．

1. 3 寡核苷酸芯片的制备
将探针用 3 × SSC(20 × SSC 的配置:NaCl 175. 3

g /L;柠檬酸三钠·2H2O 88. 2 g /L，用 1 mol /L 的 HCl
调节 pH 至 7. 0，抽滤并高压备用)稀释成 20 mmol /
L，采用 Cartisan5500 点样仪将探针点至氨基化修饰
的玻片表面，每个探针设置 4 个重复，以 TAMRA 修
饰的探针为阳性对照，乙脑探针为阴性对照，双蒸水
为空白对照，阵列上的探针分布如图 2 所示。
1. 4 待测靶基因的多重 PCR 扩增标记

用 Viral Nucleic Acid Extraction Kit Ⅱ ( Gene
Aid)提取阳性粪便样品和疫苗的 DNA 和 RNA，溶

于 50 μL DNA-free 水中。参照 Promega 的 AMV 试
剂盒说明书将 RNA 反转录成 cDNA，然后与 DNA 合
并。优化后进行多重 PCR 扩增，采用 100 μL 反应
体系:10 × buffer 10 μL;MgCl2 (25 mmol /L) 6 μL;
dNTP ( 10 mmol /L ) 2 μL; 5 种 病 毒 上 游 引 物
(20 μmol /L)各 0. 6 μL;5 种病毒的下游 TAMRA 荧
光标记引物(20 μmol /L)各 0. 6 μL;cDNA /DNA 模
板 10 μL;rTaqDNA 聚合酶 1 μL;双蒸水 65 μL。扩
增程序:94℃ 3 min; 94℃ 30 s，55℃ 45 s，72℃
1 min，34 个循环; 72℃ 10 min。
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表 1． 5 种肠道病毒的引物和探信息
Table 1． The primer and probe sequence of five enteric viruses

virus primer and probe sequence(5'→3') Tm /℃ fragmen / bp
HAV HAV-F TGTGCTATGGTTCCTGGTGA

HAV-R CCCAATCGAATCTGAAGCAT 55
HAV-P NH2-(CH2)6-Pol( dT)15-TTAAAGATCCACAGTATCCAGTTTGG

AATTAACAATCAGAGTTTGGTCAGAGCTGAACATTGGAACAG 510
RV RV-F GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG

RV-R GATCCTGTTGGCCATCC 50
RV-P NH2-(CH2)6-Pol( dT)15-TTATGTCTGTATTATCCAACTGA

AGCAAGTACTCAAATCAATGATGGTGACTGG 392
NV NV-F GATTACTCCAGGTGGGACTCCAC

NV-R TGACGATTTCATCATCACCATA 55
NV-P NH2-(CH2)6-Pol( dT)15-GGTAGCAGAAGACCTTCTTTCTCCT

AGCGTGGTGGATGTGGGTGACTTCACAATATCAATCAACGAG 319
AdV AdV-F TTCTTCCCCATGGCTCACAACA

AdV-R TTATGTGGTGGCGTTGCCG 55
AdV-P NH2-(CH2)6-Pol( dT)15-CTACTTCGTATATTCTGGATCTATTCCC

TACCTGGATGGCACCTTCTACCTTAACCACACTTTCAAG 1005
AsV AsV-F CGTCATTGTTTGTTGTCATACT

AsV-R ACATGTGCTGCTGTTACTATG 55
AsV-P NH2-(CH2)6-Pol( dT)15-GAATTCGTTGTCATAAAACCAGGTGCA

TTATGTGTTATAGACACCCCTGAAGGAAAAGGGACAGGTT 288

图 2． 5 种肠道病毒基因芯片阵列排布
Figure 2． Gene chip arrays for five kinds of enteric viruses，in

which presented positive control; presented negative

control; presented blank control; ①，⑥ presented probe of

HAV; ②，⑦presented probe of RV; ③，⑧presented probe of

NV; ④，⑩presented probe of AsV; ⑤，⑨presented probe of

AdV．

1. 5 寡核苷酸探针的固定化与杂交
将 5 ˊ端氨基修饰的探针溶于 3 × SSC 中，采用

Cartisan5500 点样仪将探针点到氨基化修饰的玻片
表面，在湿盒中 37℃水合 2 h，过夜干燥、紫外交联
(参数设置为 3600 mj / cm2 )、NaBH4 还原、洗脱，4℃
避光保存备用。将荧光标记的靶 DNA 序列溶于2 ×

SSC(含 0. 5% SDS、50% 甲酰氨、1% 鲑鱼精 DNA 封
闭液)杂交液中，取 2 μL 标记的 DNA 溶液加到芯片
表面，用盖玻片压匀(避免产生气泡):放入杂交盒
中 62℃ 杂交 6 － 12 h;取出后，先用 2 × SSC (含
0. 2% SDS)冲洗 2 遍，再用 2 × SSC 冲洗 2 遍，最后
用 0. 2 × SSC 清洗 2 min，800 × g 离心 5 min，然后采
用 Scanarray 4000 扫描仪扫描杂交结果，扫描参数
为:激光强度 100%，PMT100%，如果背景较高可以
再用 2 × SSC 洗 1 次。用 Quantarray3. 0 定量分析软
件分析扫描图像的荧光强度。
1. 6 寡核苷酸微阵列对靶基因检测灵敏度评价

以 AsV 为例，评价基因芯片技术的灵敏度。取
2 μL 作为模版进行荧光标记扩增，标记产物用核酸
定量仪进行定量，然后用双蒸水将实验室制备的星
状病毒质粒稀释浓度成 100 pg /μL、10 pg /μL、
1 pg /μL、0. 1 pg /μL 和 0. 01 pg /μL 5 个浓度，与芯
片杂交［12］。
1. 7 寡核苷酸微阵列对靶基因重复性检验

同样以 AsV 为例，评价基因芯片技术的重复
性。

(1)使用同一批次的点样芯片，按照 1. 4 和 1. 5

的方法标记靶序列、杂交、洗片、扫描，重复 3 次;
(2)用同样的方法对不同批次的芯片的扫描结
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果进行荧光强度分析，检验基因芯片技术的重复性。
1. 8 五种病毒检测的寡核苷酸芯片应用评价
1. 8. 1 贝类样品中肠道病毒的回收:由于贝类样品
中肠道病毒的含量比较低，所以在进行检测之前先
采用高效的超速离心法对其进行浓缩。操作步骤:
(1)将贝类组织用匀浆器搅碎，称取 20 g 加入等体
积的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液 ( pH 9. 0);(2)调整
pH 至 7. 2 左右，室温震荡 0. 5 h 使之充分混匀;(3)
于 4° C，5000 × g 离心 15 min，取上清继续离心，
10000 × g，1 h，收集上清;(4)于 4°C，140000 × g，超
速离心 1. 5 h;(5)弃上清，将沉淀取出，用约 500 μL
的磷酸盐缓冲液( PBS，pH7. 4)重悬，向悬液中加入
等量氯仿，重新抽提，震荡 15 min 后 4000 × g 离心
30 min，上层液相即为病毒抽提样，约 500 μL。操作
过程中以 HAV 疫苗株 H2 为阳性对照，采用 SYBR
Green I 实时定量 PCR 方法测定病毒的回收率。
1. 8. 2 贝类样品的检测:取 200 μL 上述前处理样
品，参照 1. 4 进行核酸提取和反转录。采用构建的
长探针寡核苷酸芯片体系，对 162 份贝类样品进行

芯片检测，计算出每个阵列中 4 个阴性重复点的平
均值(珋x)和标准差( s)，得出 95% 的参考范围 (珋x ±
2s)，然后统计出每种探针的 4 个重复点平均荧光
值，若平均值高于 珋x + 2s 则为阳性，低于 珋x － 2s 则为
阴性。同时以普通 RT-PCR 和 PCR 方法为参照，评
价基因芯片技术的灵敏度及特异性。

灵敏度 =真阳性 /(真阳性 +假阳性)，
特异性 =真阴性 /(真阴性 +假阴性)。

1. 9 数据统计
统计学分析采用 SPSS15. 0 软件进行。

2 结果和分析

2. 1 芯片灵敏度评价
本研究以星状病毒为例对基因芯片技术的灵敏

度进行了评价，结果如图 3 所示，在浓度为 1 pg /μL
时，荧光强度值高于阳性点荧光值的 珋x － 2s，显示其
敏感性为 1 pg。

图 3． 不同浓度的荧光标记产物杂交结果
Figure 3． Hybridization results of fluorescence labeling products with different concentrations． A:the concentration of nucleic acid is100 pg /μL;

B:the concentration of nucleic acid is 10 pg /μL;C:the concentration of nucleic acid is 1 pg /μL;D:the concentration of nucleic acid is 0. 1 pg /

μL;E:the concentration of nucleic acid is 0. 01 pg /μL．

2. 2 基因芯片探针的重复性检验
用星状病毒的标准株对相同批次的芯片重复性

进行检验，结果表明同一批次的荧光强度具有很高
的重复性，每条探针 4 个重复点的应光强度值非常
接近，变异系数(CV)如表 2。

用星状病毒的标准株对不同批次的芯片重复性
进行检验，结果表明同一份样品用不同的芯片检测
其荧光信号非常一致，每条探针 4 个重复点的应光

强度值非常接近，变异系数(CV)如表 3。
2. 3 芯片探针的特异性检验

分别用 5 种肠道病毒的标准毒株对探针的特异
性进行检验。杂交结果显示，每种病毒的 PCR 扩增
产物与阴性对照和其他 4 种病原体的探针均没有非
特异的杂交点出现，说明本研究所设计的探针具有
良好的特异性，可以用于各自病原体的特异检测
(如图 4 所示)。
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表 2． 同一批次重复性检验的荧光强度
Table 2． The fluorescence intensity of the same batch repeatability test

group fluorescence intensity MEAN SD CV

A
8724. 62 8644. 58 8766. 29 8603. 53
8654. 37 8597. 06 8659. 11 8692. 19

B
8685. 36 8742. 91 8395. 25 8576. 27

8574. 92 121. 74 1. 42%
8586. 94 8622. 48 8586. 34 8726. 54

C
8436. 24 8506. 37 8467. 69 8437. 15
8397. 68 8407. 96 8424. 33 8456. 89

表 3． 不同批次重复性检验的荧光强度
Table 3． The fluorescence intensity of the different batch repeatability test

group fluorescence intensity MEAN SD CV

A
7824. 53 7909. 65 7844. 37 7793. 21
7956. 11 7822. 92 7863. 36 7792. 99

B
7625. 31 7654. 42 7687. 95 7703. 94

7758. 79 110. 14 1. 42%
7505. 49 7700. 25 7595. 83 7698. 19

C
7856. 23 7906. 65 7839. 46 7754. 83
7682. 57 7663. 82 7742. 60 7786. 26

图 4． 5 种肠道病毒探针特异性检验结果
Figure 4． The probe specific test of five enteric viruses． A: Hybridization result of HAV; B: Hybridization result of RV; C: Hybridization result

of NV; D: Hybridization result of AsV; E: Hybridization result of AdV．

2. 4 基因芯片检测贝类样品
采用超滤浓缩法对贝类组织中的肠道病毒进行

了回收，操作过程以 HAV 的 H2 疫苗株为阳性对
照，通过 Real-time PCR 技术测定该方法对甲肝病毒
的回收率达 62. 7%。

利用寡核苷酸芯片法对采集的样本进行检测，
162 份贝类样品中阳性检出率分别为:HAV 4. 3%
(7 /162 ); RV 6. 2% ( 10 /162 ); NV 14. 8% ( 24 /
162);AsV 5. 6% (9 /162);AdV 9. 9% (16 /162)，检
测过程中出现了某些样品同时被两种或多种肠道病
毒感染的现象，代表性图片如图 5 所示。

2. 5 基因芯片和 PCR 方法检测 5 种肠道病毒的结
果比较

用普通 PCR 方法对上述 162 份贝类样品进行
检测，验证基因芯片技术的灵敏度和特异性，结果如
表 4 所示。根据 p 大于 0. 05 说明无统计学差异
(95%的置信区间)，Kappa 值大于 0. 75 说明一致程
度相当满意的标准，对基因芯片技术和 PCR 技术的
检测结果进行了评价，结果如表 5 所示。基因芯片
技术对 5 种肠道病毒的检测灵敏度在 87. 5% －
100%之间，特异度在 97. 2% － 100% 之间，这两种
方法无统计学差异，并且具有高度的一致性。
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图 5． 同时感染两种肠道病毒的样品检测结果
Figure 5． Test results of samples infected by two kinds of enteric

viruses． A: Sample 16 infected by RV and NV; B: Sample 22

infected by NV and AsV; C: Sample 37 infected by HAV and AsV;

D: Sample 54 infected by HAV and NV．

表 4．基因芯片和 PCR 方法对 162 份贝类样品的

检测结果比较
Table 4． Results comparison between gene chip assay and PCR

assay in the detection of 162 shellfish samples

virus positive results of gene chip positive results of PCR
HAV 7 8
RV 10 11
NV 24 20
AdV 9 9
AsV 16 15

2. 6 全国不同省市贝类中主要肠道病毒的污染分
布

对分布于全国沿海省市的主要海水增养殖区贝
类进行抽样检测，结果显示本研究选取的主要沿海
省市贝类中均受到了肠道病毒污染，其中辽宁省的

表 5． 两种方法对贝类样品的检测结果评价
Table 5． Evaluation of two methods in the detection of shellfish samples

virus gene chip
PCR evaluation index chi-square test

positive negative efficiency /% specificity% kappa value χ2 P value
HAV positive 7 0 87. 5 100 0. 93 0. 07 0. 79

negative 1 154
RV positive 10 0 90. 9 99. 3 0. 95 0. 05 0. 82

negative 1 151
NV positive 20 4 100 97. 2 0. 89 0. 42 0. 51

negative 0 138
AdV positive 9 0 100 100 1 0 1. 00

negative 0 153
AsV positive 15 1 100 99. 3 0. 96 0. 04 0. 85

negative 0 146

If Kappa value is greater than 0. 75，the degree of consistent is quite satisfied; If the P value is greater than 0. 05，there is no significant difference．

贝类同时受到了 5 种病毒的污染，但是经 SPSS 统计
分析，不同省市之间的肠道病毒污染没有显著差异
(P ＞ 0. 5)。
2. 7 不同贝类肠道病毒的污染状况

采集包括蛤蜊、蛏、牡蛎、贻贝、蚶和扇贝 6 种经
济贝类进行基因芯片检测，不同贝类中肠道病毒阳
性检出率如图 6 所示，其中牡蛎、蚶(毛蚶、泥蚶)和
蛤蜊中 5 种肠道病毒均有检出，蛏中有 4 种，贻贝和
扇贝中均有两种。采用 SPSS15. 0 皮尔森卡方检验
中的单因子变异数分析不同贝类之间的肠道病毒污
染相关性，结果如表 6 所示，其中牡蛎组织内肠道病
毒的污染与其他 5 种贝类差异均显著，蚶 (毛蚶和
泥蚶)与牡蛎、贻贝、扇贝的污染差异显著，而与蛤
蜊和蛏的污染差异不显著。

3 讨论

本研究通过设计 70 mers 的长片段探针构建了
5 种肠道病毒平行检测的寡核苷酸芯片，该方法检
测的敏感度达到 pg 级，可以有效地对含量少的人类
致病性病原体进行检测。采集 162 份贝类样品同时
进行基因芯片和 PCR 检测，结果显示虽然基因芯片
技术灵敏度比 PCR 稍低(87. 5% － 100% )，但是检
测的特异性很高(97. 2% － 100% )，这两种方法对 5
种肠道病毒的检测结果没有显著性差异 ( p ＞
0. 05)，具有很高的一致性(Kappa 值 ＞ 0. 89)。由此
可见，我们研制的芯片能对两种以上的病毒的平行
检测，而且与 PCR 结果吻合，因此在海洋环境食品
及海水的检测与监测中具有广阔的应用前景。
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图 6． 6 种贝类中 5 种肠道病毒的阳性检出率
Figure 6． The positive detection results of enteric viruses in seven kinds of shellfish．

表 6． 不同贝类肠道病毒污染相关性
Table 6． Correlation between different kinds of shellfish polluted by enteric viruses

different kinds of shellfish
P value

oyster mussel razor clam blood clam scallop
clam (91 speciments) 0. 001 * 0. 286 0. 838 0. 101 0. 697
oyster (17speciments) 0. 000 * 0. 001 * 0. 032 * 0. 000 *

mussel (18speciments) 0. 207 0. 010 * 0. 493
razor clam (19speciments) 0. 147 0. 553
blood clam ( 9 speciments) 0. 046 *

The confidence interval is 95%，* presents a significant difference．

本研究首次在全国范围内主要沿海省市对多种
经济贝类进行调查，以期全面反映我国主要增养殖
区经济贝类的肠道病毒污染现状。从北到南主要沿
海省市都受到了肠道病毒不同程度的污染，但是不
同的省市之间差异并不显著。由此分析，在中国，经
济贝类被肠道病毒污染可能是比较普遍的现象。然
而，贝类一旦被肠道病毒污染，目前尚无有效方法将

其完全去除［13］，因此，为保护公众健康，进行贝类体

内主要肠道病毒的监测是预防或减少相关疾病的有
效措施，尤其是在贝类收获季节。

由于不同贝类生活的地理环境、水文条件存在

差异，因此，其携带病毒的能力也有所不同［14］。本

研究检测的 6 种经济贝类中，牡蛎受几种肠道病毒
污染最为严重，与其他几种贝类具有显著差异。研
究显示，牡蛎每小时可过滤多达 40 L 海水，可以高

度浓缩存在于周围海水中的病毒［1］，除牡蛎外，毛

蚶和泥蚶携带病毒的能力也比较强，这与国内外相

关报道一致［1，1 5 － 16］。养殖牡蛎一般位于近海港湾

和潮间带，属于浅海区域，极易受到陆源排污的影响
而污染肠道病毒。毛蚶生活于内湾浅海低潮线下至

水深十多米的泥砂底中，尤喜于淡水流出的河口附
近，该生长区域通常靠近居民生活区，极易受到生活
污水的污染，进而感染肠道病毒。虽然本研究中蛤
蜊受到了所检 5 种肠道病毒的污染，但是其携带病
毒的能力与其他几种贝类并没有显著差异，分析原
因可能是蛤蜊一般栖息在潮间带中、下区以下的泥
沙滩海底，以干潮线以下产量最多，相对来讲受到人
类活动的影响较小。但是本研究选取的蛤蜊样本最
多，采样随机性较大，因此被污染的几率也相对较
高。

不同的肠道病毒在贝类中的污染分布也不尽相
同。据报道，诺如病毒是非细菌性胃肠炎的首要病
原体，世界上 50%以上的胃肠炎暴发都由该病毒引
起［17］，其中海产品是重要的传播载体［18］。在本研

究选取的 5 种肠道病毒中 NV 的污染居于首位(表
4)，其阳性检出率高于国内广东 (10% )［14］和青岛

地区(10. 1% )［19］，也高于国外瑞士(9. 2% )［20］、日

本(9. 0% )［21］、挪威(6. 8% )［22］报道的数据，仅低于

法国报道的 NV 的检出率(20. 3% )［23］，这说明全国

增养殖区经济贝类中 NV 的污染状况较为严重。因
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此，监测贝类中的重要病原体-诺如病毒对保护公众
健康具有重要的意义，并且具有广泛的应用，因为诺
如病毒在所有与污水相关的国家都存在。

而在本研究中，腺病毒的阳性检出率仅次于诺
如病毒，在人类病毒病原体中，腺病毒是唯一一种
DNA 病毒，是最耐热的病毒，因此相对于其他肠道
病毒来讲在环境中存活时间长［24］，且腺病毒引发的
疾病全年都有发生，没有季节差异，这也大大增加了
贝类感染的机会。尽管前期研究表明 HAV 和 NV
是世界上食源性病毒两个最主要的病原体［15，25］，但
是在本研究中，HAV 阳性检出率并不高，分析原因
可能是甲肝病毒虽然全年均可暴发，但在秋冬季和
早春季节更为流行［26］，而我们的采样季节是在夏
季，因此其阳性检出率可能偏低。

综上分析可知，在我国沿海省市的主要海水增
养殖区经济贝类体内肠道病毒污染是一种比较普遍
的现象，为保证食品卫生安全，加强贝类的卫生监管
是预防疾病的重要措施。

4 结论

本研究得到以下几点结论:
(1)本研究设计了 70 mers 长的寡核苷酸探针

芯片技术体系，可以在一张玻片上同时对多种海洋
环境肠道病原体的检测，与 PCR 方法具有很高的一
致性，是一种值得在海洋环境监测中推广应用的高
通量检测方法。

(2)我国沿海省市主要贝类增养殖区的经济贝
类均受到了肠道病毒不同程度的污染，其中以诺如
病毒污染最为严重，因此在今后的监测工作中应该
重点关注。

(3)选取的 6 种经济贝类中牡蛎中肠道病毒的
阳性检出率最高(P ＜ 0. 5)，其次是毛蚶和泥蚶，与
前期的研究结果一致，因此，应重点加强这两种贝类
中肠道病毒的监视监测。

致谢:感谢国家疾病控制中心病毒学研究所段招军
研究员对本研究阳性病毒株的提供。
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Contamination of typical human enteric viruses in
economic shellfish along the Chinese coast

Hongxia Ming1， Jingfeng Fan1* ， Lijun Wu1，2， Longtao Yue3， Xueqin Gao3，
Yubo Liang1
1National Marine Environmental Monitoring Center，Dalian 116023，Liaoning Province，China
2 Wuhan Institute of Virology，Chinese Academy of Science，Wuhan 116023，Hubei Province，China
3 Shandong Medicinal and Biotechnological Center，Key Laboratory for Biotech-drugs of the Ministry of Health，Jinan
250062，Shandong Province，China

Abstract:［Objective］ The objective of this study is to understand the contamination of human enteric viruses in economic
shellfish along the Chinese coast，an important issue of ensuring the seafood safety． ［Methods］ We established the
specific，sensitive and high-throughput gene chip technology，to investigate the contamination of economic shellfish by
enteric viruses across a large geographical region of China． ［Results］ The percentage of positive samples for each virus
was as follows: Hepatitis A Virus 4. 3%，norovirus 14. 8%，rotavirus 6. 2%，astrovirus 5. 6%，and adenovirus 9. 9% ．
In these five viruses，norovirus was contaminated in the first place． The results detected by gene chip were highly
consistent with that of polymerase chain reaction ( PCR) ． The economic shellfishes in shellfish-growing areas along the
coastal cities were all contaminated with enteric viruses at different levels． However，there was no significant correlation
between any two cities． In the selected 6 economic shellfishes，oyster had the highest positive rate of enteric viruses，
followed by blood clam． ［Conclusion］The contamination of shellfish with human enteric viruses was common across the
main coastal cities of China，indicating a potential public health threat from seafood．
Keywords: gene chip，human enteric viruses，coastal economic shellfish
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