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摘要：诺瓦克病毒是公认的食源性或水源性非细菌性胃肠炎的主要致病因子之一。建立诺瓦克病毒的 )*+,-) 检

测方法，验证其特异性及灵敏度，并在实验室人工污染水样，进行模拟水样的检测，验证 )*+,-) 检测方法的实用

性。所用引物为 )./ 多聚酶区的 01!"201!#，多次反复实验，均可产生 #"&34 预期大小的特异条带，并通过杂交进一

步证实了其特异性和正确性；在临床粪样中，可达到的最高检测限为 ’%45267。在共 $" 份模拟样品的检测中，经过

播毒、富集和浓缩，#8 份均可检出诺瓦克病毒。其中 $ 份池塘水未检出。在模拟水样中的检测灵敏度为 "%%45267。

实验中所建立的试验条件和体系可用于实际水样中诺瓦克病毒的筛选，对水质控制起到了很好的监控作用。
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诺瓦克病毒（.BMBJ@MNO，.1），以前称诺瓦克样

病毒（.BMWAXa+7@aL J@MNO）或 小 圆 结 构 病 毒（ O6AXX
MBNDR OTMNPTNMLR J@MNO），是裸露的单链 )./ 病毒。目

前被认为是世界范围内流行性、非细菌胃肠炎暴发

的主要原因，也是最广泛通过食源性或水源性引起

非细菌胃肠炎的病毒因子［!，"］。诺瓦克病毒能感染

所有年龄段的人，病毒感染者及其携带者的粪便中

含有大量的病毒粒子，每克粪便中含有 !%8 c !%!% 个

病毒粒子。在容易受到粪便污染的河水、娱乐水、

海水及其养殖场的水都存在被病毒污染的可能。

在大多研究中，由于贝类被公认为该病毒的高危传

播载体，对于该病毒都集中于贝类的检测，而对水

体及其它环境样本的检测研究很少。病毒是严格

的细胞内生物，虽然在环境中不复制，但是由于其
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具有很强的理化抗性，感染剂量非常低，在环境中

能存活很长时间。研究表明，甲型肝炎病毒在水中

一个月后仍然具有活性，因此仍然对人类健康存在

很大威胁。但是由于水体样本体积大，而病毒浓度

很低，所以给病毒检测带来很大难度。

目前，水质评估标准都是以粪大肠菌群为指示

菌，但是很多的研究表明，细菌指示物并不能有效

地指示水中病毒污染的情况。因此，建立有效的水

中病毒的检测方法，对水源性病毒病的暴发可以有

效的预警，保障人类健康。由于没有合适的动物模

型和细胞系用于诺瓦克病毒的培养和分离，目前用

于诺瓦克病毒的检测方法主要有电镜及 !"#$%!。

但是电镜检测的灵敏度比较低，还不能直接应用于

环境样本中病毒的检测，并且操作繁琐、成本较高。

!"#$%! 由于其高灵敏度和特异性，目前被公认为

是用于环境样本中诺瓦克病毒检测的最好方法。

本研究的主要目的即是运用 !"#$%! 法建立水中诺

瓦克病毒的检测方法，并将其运用于实际水样的检

测中，验证该方法的有效性。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 粪便样本：诺瓦克病毒阳性粪便样本由广

东省疾病预防控制中心李晖博士提供。用 &’()*
的 $+, 稀释成 -./的悬液，*0、-....12345 离心取

上清，.)66!3 的无菌滤膜过滤除菌后，7 6.0保存

待用。

!"!"# 试剂："!89:; 试剂盒购自 <=4>:; 公司；?@A
反 转 录 酶、"BC DEF 聚 合 酶 购 自 $1:3GHB 公 司；

!EBI45、JE"$ 购自上海 ,B5H:5 公司；引物由北京赛

百盛公司合成。

!"# $%& 抽提

用 <=4>:; 公司生产的 "!89:; 试剂盒抽提病毒

!EF，详细操作过程见说明书。在分光光度计上测

定所提取的 !EF 浓度和纯度。

!"’ 引物和探针

以诺瓦克病毒 !EF 多聚酶高度保守区段为靶

序列，用引物 KA-62KA-L 扩增诺瓦克病毒［L，*］。上游

引物 KA-6 的序列为：MNF"F%%F%"F"<F"<%F<F""F
LN；下 游 引 物 KA-L 的 序 列 为：MN "%F"%F"%F%%#
F"F<FFF<F< LN。 杂 交 中 所 用 探 针 序 列 为 MN
<FF""%%F"%<%%% F%"<<%" LN。

!"( 一步法 $)*+,$
!" 和 $%! 一步完成。反应体系为：6)M!@ -. O

$%! =PQQG1、L..!3:;2@ JE"$、6.R !EBI45、引 物 各

.)M!3:;2@、?@A 6..R、"BCS -)MR、?H%;6 L)M33:;2@、

!EF 模板 6)M!@，加水至 6M!@，*60 L.345 合成第一

链 >DEF；紧接着 T*0 M345；T*0 *.I，L(0 M.I，(60
*.I，循环 L. 次；(60-.345。

!"- 电泳

扩增产物用 -)*/ 的琼脂糖凝胶直接进行电

泳，在紫外成像系统中观察结果，与 -..=& 标准分子

量对照，诺瓦克病毒扩增的预期条带为 L6(=&。

!". /0123456 杂交验证特异性

为进一步确证 $%! 产物正确，用诺瓦克病毒特

异性探针进行 ,:PUVG15 杂交。紫外成像系统观察

后，将胶用水冲洗，上毛细管转移法将 $%! 产物转

移至 正 电 荷 尼 龙 膜。在 紫 外 交 联 仪 里 交 联 并 在

W.0真空炉中干燥固定 6V 后进行预杂交和杂交［M］。

所用探针浓度为 M.53:;2@，抗体浓度为 - X-....。杂

交用发光法检测，发光底物购于罗氏公司。

!"7 点杂交验证灵敏度

将诺瓦克病毒的 !EF 经过 -. 倍梯度系列稀释

后作为模板，按照上述经优化的反应体系和扩增条

件进行扩增。将各产物进行点杂交，验证其灵敏

度。扩增阳性结果所对应的最高稀释度即为检测

灵敏度。斑点杂交不用转膜，直接将 -.!@ 扩增产

物点在尼龙膜上，其它步骤同 -)Y。

!"8 模拟水样检测

!"8"! 水样的收集：实验所用水样包括 66 份自来

水和 6. 份养殖池塘水。每份水样的取样量为 -@。

所有的水样用 .)66!3 的滤膜过滤，去除水样中的

真菌和细菌后，置于 *0保存待用。

!"8"# 人工播毒和浓缩处理［Y，(］：取 -@ 水样，接种

-3@ 诺瓦克病毒粪便稀释液。病毒的浓缩活化过程

是：用 *(33，.)*M!3 的正电荷滤膜对水样进行过

滤，吸 附 病 毒；用 &’T). 的 L/ 牛 肉 抽 提 物 7
.).M3:;2@ 甘氨酸洗滤膜，将滤器上的病毒洗下来；

然后用 -3:;2@ 的 ’%; 将洗提液的 &’ 值调到 (). Z
()*，涡旋振荡 -M345。然后在 *0下，(...12345 离心

L.345 后，将沉淀溶于 .)-M3:;2@ EB6’$[*，和等量的

\1G:5 试 剂 混 合，涡 旋 振 荡 M345，M...12345 离 心

-.345。取上清用于 !"#$%! 检测。病毒核酸的提
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取同 !"#。同样，将所抽提的 $%& 进行 !’ 倍梯度稀

释，确定检测灵敏度。共设 ( 个稀释度，所对应的

$%& 量依次为 #!)，’"#!)，#’*)，#*)，#’’+)，#’+)。
!"# 质量控制和对照

所有样品的处理、$%& 抽提都是在单独的操作

间进行。移液器专门用于 $%& 的操作，所用枪头无

,%-./ 和 $%-./，所有试剂及玻璃器皿均经过 ’"!0
,123 水处理，以确保实验不受外源性或内源性的

,%-./及 $%-./ 污染。每个实验都设立了阴性对

照，阴性对照是以无菌水做为模板，其它反应体系

和条件均和测试样相同。每个实验都同时做 4 个

重复，以验证实验的正确性和可重复性。

$ 结果

$"! 特异性

经过反复的优化，实验中最终确定的反应体

系、条 件 及 其 所 选 用 引 物 的 特 异 性，通 过 电 泳 和

56789/:* 杂交得到了很好的证明（图 !）。在电泳凝

胶上，得到了与预期条带大小相同的 4#;<+ 的特异

带，没有非特异带生成。在阴性对照中也无任何其

它条带产生。其特异性通过 56789/:* 杂交得到了进

一步的证实，所有的阳性扩增产物均出现了很强的

杂交信号。

图 ! $=>23$ 电泳结果（&）和 567:89/:* 杂交验证（?）

@ !’’<+ A-:B/:，% 阴性对照，! C D 以粪便样本中诺瓦克病毒 $%& 为模板的 D 个重复

$"$ 灵敏度

检测灵敏度通过检测 $%& 的系列稀释度确立。

实验中设立 !’E ! C !’E (共 ( 个稀释度，经过换算，所

对应的核酸量依次为 ’"D!)、D’*)、D*)、’"D*)、D’+)、
D+)，对 ( 个稀释度同时进行 $=>23$ 检测（图 #），并

进行点杂交验证其灵敏度。将可检测到杂交信号

的最高核酸稀释浓度作为最高的检测灵敏度，所在

的实验环境和方法完全相同，每个稀释度同时做 4
个重复。并在多次实验后，得到可重现的稳定结果

是，最高检测限可达到 !’E D，即可检测到的 $%& 为

图 # 粪样中诺瓦克病毒 $=>23$ 检测灵敏度电泳结果

@ !’’<+ ,%& A-:B/:，% 阴性对照，! C ( 依次为 !’ E ! C !’ E (的诺

瓦克病毒 $%& 为模板

图 4 点杂交验证 $=>23$ 灵敏度

D’+)，如图 4 所示。

$"% 水样检测结果

经检测水样共 F# 份，所有的水样用相同的方法

进行处理和富集，只有其中 F 份养殖池塘水未检出

有诺瓦克病毒，其余 4G 份水样均检出了诺瓦克病

毒。同样按照上述方法对实际样品的检测灵敏度

进行了测定。结果（图 F）表明，用 $=>23$ 对经过人

工播毒的水样进行检测，最高灵敏度为 #’’+)。比

粪便样本的的检测灵敏度低。

% 讨论

近年来，由于饮用水受污染引起的疾病暴发时
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图 ! 点杂交验证水样中诺瓦克病毒的

"#$%&" 检测灵敏度

有报道。保障生活用水免受致病菌及病毒污染对

人类健康至关重要。目前，我国对诺瓦克等一系列

食源性病毒的诊断大多只限于临床研究。对环境

样本、食品、水产、各种水体中病毒的污染情况了解

相对很少，而这些样本都具有一个共同的特征，即

含有大量 %&" 抑制物，使 %&" 方法的应用受到很大

的限制，这也是 "#$%&" 法应用于临床样本的检测

研究较多，而在其它方面应用较少的一个重要原

因。国外很多研究表明，即使在卫生条件非常好的

国家，因饮用水处理不当引起的诺瓦克病毒、甲型

肝炎病毒等水源性疾病的暴发非常多［’，(］。近年

来，全国各地均有较大规模的诺瓦克病毒腹泻发

生。而目前对于诺瓦克病毒感染的渠道仍然不是

很清楚。北京出入境检验检疫局［)*］和中国海洋大

学食品安全实验室［))］建立了贝类中的诺瓦克病毒

的检测方法，这是我国首次除临床样本以外的环境

样本进行诺瓦克病毒的监测研究。

诺瓦克病毒还可通过电镜观察进行检测。但

是电镜检测的灵敏度相对较低，而且诺瓦克病毒在

电镜下缺乏显著的形态特征，因此，电镜法不能应

用于常规检测中环境样本病毒的筛选和检测，而且

由于诺瓦克病毒至今没有敏感的细胞系或小动物

模型用于培养。因此，自从其基因组的全序列被成

功克隆、测序后，%&" 由于其高特异性和灵敏度，日

益成为研究、检测诺瓦克病毒的主要方法。

对于任何一种检测方法的应用，特异性和灵敏

度是最需要考察的重要参数。本实验中，扩增产物

的特异性通过杂交，很好的证明了所建立的的实验

方法、体系、条件及其所选用的引物特异性。在杂

交膜上，对应于预期扩增条带的位置有很强的杂交

信号产生。另外，由于水体及各种环境样本中的病

毒含量都很低，在粪便样本和人工污染的水样中，

"#$%&" 的检测灵敏度通过点杂交得到了进一步验

证。实验中，粪便样本的检测灵敏度可达 +*,-./0。

但当其应用于水样时，灵敏度降低至 1**,-./0。并

在 !1 份水样的检测中，1* 份自来水样经人工播毒、

浓缩富集、提取核酸的过程后，全部检测到诺瓦克

病毒阳性；但在 11 份养殖池塘水的检测中，有 ! 份

水样未能检出诺瓦克病毒，造成灵敏度的降低。!
份样品未能检出目标病毒的原因可能有两方面，一

是在人工播毒后，病毒未能全部有效的浓缩富集，

使本来含量很低的病毒变得更低，不能有效提取病

毒的 "23，致使模板低于方法的检测限；二是由于

水体中本身含有其它的 %&" 抑制物，对 %&" 灵敏度

有影响。因此，进一步的优化病毒的富集方法，提

高检测灵敏度，以确保最大范围的检测病毒样本是

必须的。

总体来说，本研究建立的方法对食源性及水源

性诺瓦克病毒的检测和诊断有很大帮助。在进一

步提高灵敏度的基础上，调查各种实际水体中，尤

其是浅海区、贝类养殖水体、娱乐场用水等易于受

粪便污染的水体中诺瓦克病毒的污染情况，对于防

止水源性诺瓦克病毒的暴发有重要的预警作用。
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