
微生物学通报 APR 20, 2012, 39(4): 536−543 
Microbiology China © 2012 by Institute of Microbiology, CAS 
tongbao@im.ac.cn                                                  
 

                           

基金项目：广东省中国科学院全面战略合作项目(No. 2009B091300140); 广东省教育部产学研结合项目 

(No. 2008B090500214); 广东省科技计划项目(No. 2007A050100001） 
*通讯作者：Tel: 86-20-87688132; : wuqp203@yahoo.com.cn 
收稿日期：2011-10-13; 接受日期：2012-01-06 

专论与综述 

水源性诺如病毒 
寇晓霞 1,2,3  吴清平 1,2,3*  薛亮 1,2,3 

(1. 广东省微生物研究所 广东省菌种保藏与应用重点实验室  广东 广州  510070) 

(2. 广东省微生物应用新技术公共实验室  广东 广州  510070) 

(3. 广东省华南应用微生物重点实验室-省部共建国家重点实验室培育基地  广东 广州  510070) 

 
 

摘  要: 诺如病毒是导致人类病毒性急性腹泻的主要病原, 常常造成严重的公共卫生与

食品安全事件, 而水体是诺如病毒传播的重要载体。对水源性诺如病毒的环境抗性、浓缩

和检测方法、流行病学以及目前对于水体中诺如病毒检测存在的突出问题和未来的发展

方向进行了综述和展望。 
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Abstract: Norovirus is the major cause of acute non-bacterial gastroenteritis worldwide and 
often lead to sever food safety incidents. Water is one of the important vectors of norovirus 
transmission. The paper gives an overview about the environmental resistance, concentration, 
detection and epidemiology of norovirus in water. At the same time, the outstanding problem 
and developmental direction of norovirus detection is also enclosed. 
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诺如病毒(Norovirus, NoV)属于杯状病毒科, 

诺如病毒属。根据诺如病毒的 RNA 聚合酶和衣

壳蛋白编码基因序列的相似度, 将诺如病毒分为

下列 5 个基因组(Genegroup): GI、GII、GIII、GIV、

GV [1]。感染人的诺如病毒包括 GI、GII 和 GIV。

GI 型诺如病毒主要引起临床急性胃肠炎散发病

例, 而 GII 型诺如病毒常常引起疫情的大规模暴

发流行[2]。诺如病毒常引起急性胃肠炎感染症状, 

其特点是对人类易感性高、感染剂量低, 10−100

个病毒粒子即可引发感染, 且传播范围广, 常常

造成严重的公共卫生与食品安全事件, 被 WHO

定为 B 类病原[3]。虽然诺如病毒引起的胃肠炎疾

病大多是自限性的, 但对于老人和孩子仍是不小

的健康威胁, 当同时感染多种病毒且没有及时的

进行防脱水治疗时, 往往可导致长期且严重的胃

肠炎甚至危及生命。 

1  诺如病毒的环境抗性及传播途径 

诺如病毒可直接通过人接触(与患者的密切

接触)传播, 也可以间接的通过被污染的气溶胶、

水、食物(人体−粪便−水体−食物−人体途径)等途

径传播。但在诺如病毒性疾病发生和流行过程中, 

水是其传播的重要媒介[4−5]。诺如病毒在环境中的

稳定性很强, 对有机溶剂不敏感, 对乙醚、氯仿

等都具有抵抗力, 在氯化铯溶液的浮力密度约为

1.39−1.40 g/cm3, 可在受污染的水、食物或环境中

存活数天乃至数周, 而病毒粒子极小致使诺如病

毒可以通过水体的流动性从污染源迁移传播至

上百甚至上千米。因此, 对环境的强抗性、病毒

粒子小、易迁移性及强传染性是导致水源性胃肠

炎病毒高发病率的内在因素。目前由于缺乏细胞

培养和动物感染模型, 限制了诺如病毒在环境中

稳定性的分子机制研究。志愿者研究表明诺如病

毒对于一般的饮用水氯消毒存在抗性, 而且诺如

病毒对氯的抗性比脊髓灰质炎病毒、人轮状病

毒、猴轮状病毒和 f2 噬菌体更强; 将诺如病毒在

室温、pH 2.7 的条件下处理 3 h, 或者在 4 °C、20%

的酒精中处理 18 h, 或者在 60 °C 下 30 min 都仍

然具有感染性[6]。 

2  水中诺如病毒的浓缩富集——膜
吸附法 

目前绝大多数关于水体中诺如病毒污染的研

究报道均是在流行病学事件发生以后, 利用检测

手段进行溯源, 发现与饮用水或者食物有关, 而

很少有关于水或食物中诺如病毒污染状况监测

的研究报道。究其原因主要在于自然环境中水的

体积较大, 而病毒浓度较低, 现有检测方法的灵

敏度无法实现不浓缩而直接检测水中的病毒。因

此, 能否将大量水体中极其微量、但却足以使人

发病的病毒粒子有效地浓缩成为水体病毒检测

的首要工作。Block 和 Schwartzbrod[7]认为理想的

浓缩方法必须可以实际进行应用, 并对此做了如

下一些标准定义: 技术水平上易于在短时间内完

成, 具有高病毒回收率, 可以浓缩多种病毒, 浓缩

终体积小, 不昂贵, 可以处理大体积的水样, 在实

验室内和实验室间具有可重复性。但目前还没有

任何单一的一种方法可以达到上述所有的要求。 

国内外已报道了多种浓缩病毒的方法 , 如

CaCl2 和 AlCl3 无机盐沉淀法、滑石粉−硅藻土浓

缩法、过滤法、膜吸附洗脱法等[8−9]。这些浓缩方

法中, 对膜吸附洗脱法的研究颇多, 本文着重介

绍膜吸附法在病毒回收中的应用。膜过滤法的主

要原理是利用各种膜及病毒的电荷性, 通过静电

吸附作用达到富集效果, 常用于水及液体的病毒

富集, 包括正离子膜、负离子膜、硝酸纤维素膜
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等。病毒的电荷性特点决定用于富集病毒的正离

子膜、负离子膜及硝酸纤维素膜的方法原理各不

相同。而水样的 pH 是使用不同的膜富集病毒的

关键因素, 直接影响到膜的富集效果。对于 pH

中性的水样, 由于病毒和滤器材料均带负电荷, 

当使用正离子膜富集病毒时无需调节样本的 pH, 

水样中带负电荷的病毒能由于电荷的吸附作用

被正离子膜吸附富集。但若使用负离子膜或硝酸

纤维素膜富集病毒, 必须把水样 pH 调节至 3.5,

并加入一定量的阳离子(如 Mg2+、Al3+等), 从而使

水样的病毒带正电荷, 被负离子膜或硝酸纤维素

膜吸附富集。 

近年来虽然有关膜吸附浓缩病毒的研究较

多, 但各种膜在不同实验室进行的实验效果也不

尽相同, 目前尚无定论哪种膜的病毒富集效果最

好。但研究者发现, 无论使用哪种膜, 在水体浓

缩过程中流程越短, 对病毒回收影响越小, 回收

率越高。梁莎在膜吸附-洗脱法中还发现了一个引

人注目的现象[10]: 回收病毒量通常大于实测病毒

量, 个别的甚至大于投入病毒量, 经分析认为, 

这种现象实质是病毒粒子结成团块所致。由于团

块大小不一, 即使同一标本, 多次测定也会得到

不同结果, 显然与病毒回收率不稳定密切相关。

病毒的回收率还受操作者技术以及仪器、试剂等

的影响。因此, 如何检测环境水体中的病毒, 就

成为目前急需解决的一个难题。此外, 浓缩方法

的有效性取决于一系列因素, 在浓缩过程中, 用

来浓缩的水样量体积和浓缩的程度往往取决于

样本中可能存在的病毒数量以及样本的来源。而

样本的最终浓缩体积受到浓缩方法所能达到的

最小体积、检测方法所需求的体积的影响和限

制。其中所能处理水样的体积和对不同水质类型

的适应性, 以及快速易于使用等都是衡量一个浓

缩方法有效性的重要标志。另外, 浓缩过程中所

采用的条件还要保证不使病毒在浓缩过程中灭

活, 以及不利于病毒存活的操作时间要尽可能短

等因素都需要考虑。 

3  水源性诺如病毒的检测方法 

尽管诺如病毒已经发现 30 多年, 但目前仍不

能在实验室进行培养, 严重地阻碍了该病毒的基

本特性与环境监测控制研究。目前对于该病毒的

主要检测方法有电镜法、免疫学方法(ELISA)、

分子生物学方法。但是电镜法和免疫学方法由于

检测灵敏度低, 目前只能应用于血清、粪便等临

床样本中, 而在水体等环境样本中, 由于病毒含

量非常低, 即使浓缩后也无法达到所要求的可检

出浓度。虽然曾经有人尝试将免疫学方法应用于

水、食品和贝类中病毒的检测, 但是没有见到相

关成功的研究报道。目前对水中诺如病毒的检测

主要应用的仍是分子生物学方法, 且主要集中于

如 RT-PCR、实时荧光定量 RT-PCR、依赖核酸序

列的恒温扩增法等。下面, 本文就这些分子方法

在水中诺如病毒检测的应用及目前存在的突出

问题进行阐述分析。 

3.1  RT-PCR 检测 
RT-PCR 方法因其应用性强、特异性好等特

点, 被称为 NoV 检测的金标准, 也是目前公认的

检测水体、贝类及其他环境样本中诺如病毒最为

行之有效的检测方法。研究者不断地对传统

RT-PCR 进行改进, 建立了套式 RT-PCR、半套式

RT-PCR[11] 、 多 重 引 物 RT-PCR[12] 、 内 标 定 量

RT-PCR[13−14]、荧光实时定量/半定量 RT-PCR 等

方法[15−16]。 

Lodder 和 Roda Husman[17] 在 2005 年 用

RT-PCR 方法调查了水源水和污水中诺如病毒、

轮状病毒、肠道病毒和呼肠孤病毒的污染情况。

他们将抽提所得的 RNA 进行 10 倍稀释后用以定

量, 发现在河水中诺如病毒的检出限在 4−4 900

个 PCR 可检出单位, 在污水中的检出限则比这个
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数值更高。这个定量方法受到 2006 年 Westrell
等人的支持和拓展, 他们在 Meuse 河中检出诺如

病毒的效价在 1 700 个 PCR 可检出单位。此外, 

RT-PCR 经常被用来溯源疾病暴发的原因[18]。

Parshionikar 等[19]在 2003 年用 RT-PCR 方法分析

了美国一个旅游沙龙暴发的胃肠炎, 在患者的粪

便样品和饮水中同时发现了诺如病毒 GGI.3; 

Hoebe 等[20]在 2004 年对喷泉处玩耍的孩子暴发

了胃肠炎后进行流行病学和病毒学调查, 在粪便

和水样中同时检出了相同的诺如病毒序列, 从而

证明了疾病暴发是由受污染的水所引起的。Lee

等[21]运用套式 RT-PCR 和多态性分析, 对韩国河

水中的诺如病毒基因多样性进行了调查, 结果表

明河水中污染的诺如病毒均属于 GI 及 GII 型。本

文的作者及其研究团队建立了诺如病毒 RT-PCR

检测技术及可应用于水体和贝类等环境样本中

同时检测 4 种食源性病毒(诺如病毒、轮状病毒、

星状病毒和甲肝病毒)的多重 RT-PCR 检测方法, 

已可检测到的病毒 RNA 量为检测限指标, 在单

一 RT-PCR 中, 诺如病毒和星状病毒的最低检测

限为 5 pg, 轮状病毒和甲肝病毒最低检测限为

10 pg; 在多重 RT-PCR 中, 轮状病毒、诺瓦克病

毒和星状病毒的最低检测限为 50 pg, 甲肝病毒

为 100 pg[22]。 

诺如病毒 RT-PCR 方法的引物序列是基于病

毒 基 因 组的 保 守 序列 设 计 的 , 所 用 保 守区 有

RdRp、ORF1 3′端和 ORF2 的两端 4 个区域, 不过

目前大多数的 RT-PCR 都是以多聚酶基因序列

作为检测的靶点序列。必须不断挖掘新的分子检

测靶位点和改进检测方法以更好的区分不同的

病毒株, 对变异很强的诺如病毒更是如此。Bon

等[23]在为期 6 年的杯状病毒分子流行病学和暴

发研究中发现 , 对于包括不止一种病毒株型感

染的流行病学事件中, 同时以外壳蛋白基因区和

多聚酶区为靶位点来区分不同的病毒株非常重

要。由于外壳蛋白基因和血清学有关, 很有可能

这种方法, 将会在分子流行病学研究中越来越

有用。 

3.2  实时荧光定量 RT-PCR 
实时 RT-PCR 为定量样品中存在的特异性序

列数提供了可能, 已经被广泛应用于环境中病毒

调查。Pusch 等[24]在 2005 年在一个废水处理厂的

下游工艺水样中检测出多种病毒, 其中诺如病毒

的基因组数量为 1.8×104−9.7×105 拷贝, 星状病毒

的 基 因 组 数 量 在 3.7×103−1.2×108 拷 贝 之 间 ; 

Laverick 等 [25] 2004 年设计了诺如病毒的定量

PCR, 并且将之应用于污水、养殖水和河岸娱乐

水样中诺如病毒为期 14 个月的监测, 这些研究

报道为直接从水中定量检测病毒提供了良好的

技术借鉴。近五年来, 运用实时荧光定量 RT-PCR

方法检测水源性诺如病毒的报道呈逐年上升趋

势, 并且目前在德国和意大利已经有商业化的检

测试剂盒, Butot 等[26]对不同试剂盒的检测效率进

行了评价, 但结果表明目前市场上存在的试剂盒

对 GII 型诺如病毒检测较为高效, 而对于绝大多

数的 GI 型诺如病毒均不能检出, 因此, 在实际运

用时极易造成漏检, 目前还不适宜于大规模的推

广应用。此外, 由于荧光定量 RT-PCR 的易污染

性, 在运用实时 RT-PCR 对环境水体中诺如病毒污

染进行筛查之后, 仍然需要通过常规的 RT-PCR 扩

增, 之后进行测序验证, 才能最终确定。 

3.3  依赖核酸序列的恒温扩增方法(NASBA, 
Nucleic acid sequence-based amplification) 

NASBA 反应中由于引物加有 T7 启动子序列

及不需要高温变性步骤, 所以外来的其它核酸不

会被扩增 , 大大降低了外源污染 , 尤其适用于

RNA 的研究。而且相比于 RT-PCR, 整个反应过

程所需的时间大大减少, 尤其对于基层缺乏配备

齐全的专业分子实验室的检测部门非常适用。

Rutje 等[27] 2006 年建立了具有广反应性的 NASBA
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反应体系用来检测水源性诺如病毒, 发现其灵敏

度比 RT-PCR 方法更高, 而且更重要的是, 这种

方法不受样品中存在的抑制物干扰。寇晓霞等[28] 

2006 年建立了可以用于临床感染 NoV 的腹泻样

本及贝类样本检测的 NASBA 方法, 该方法可同

时区分 GI 和 GII 型病毒, 而且省时高效, 其灵敏

度与 RT-PCR 相同甚至更高。以该方法检测临床

样本和人工模拟污染贝类样本, 检测限分别为

5 pg/mL 和 100 pg/1.5 g, 该方法在仅以目标核酸

为模板或高浓度的非特异性核酸存在的混合

模板中 , 均可产生清晰的目标带, 表现出高特

异性。 

3.4  分子检测中存在的问题 
上述这些成熟的分子生物学实验手段为水

体及环境中诺如病毒的监测和分子流行病学调

查提供了强有力的技术保证。但是在检测中仍然

存在一些问题, 比如检测结果不能表明病毒是

否具有活性。由于 NoV 基因的易变异性, 不同

毒株序列差别较大, 目前还没有任何一对引物

可以检出所有的 NoV 株。鉴于此, 能否将 PCR

方法用于水及其它食品质量控制还存在争论。目

前唯一可选择的方法是可用抗体捕捉 PCR 法, 其

优点是用抗体可使病毒粒子活化, 可以保证检测

到的是活的病毒。用抗体捕捉 PCR 在人工播毒贝

类中对甲肝病毒进行检测, 不仅体现了 PCR 法的

灵敏性, 而且去除了 PCR 抑制物。这个方法同样

可以用于其他肠道病毒, 但对诺如病毒的发展仍

然不够, 还不能投入普遍应用。在水体中病毒检

测的另一个关键是, 各种复杂的成分给 PCR 带来

的抑制而导致检测结果的假阴性。文献报道, 氯

仿、三氯三氟乙烷、氯仿丁醇、果胶酶等, 能除

去各种 PCR 抑制物, 目前尚无定论哪种物质效果

最好。 

3.5  水源性诺如病毒研究发展方向 
目前国内外对于水源性诺如病毒的绝大多数

研究仅局限于检测方法的建立, 而对于诺如病毒

在水体中的分布状况、变异规律、传播机制均没

有系统的研究, 比如在外环境因素的压力、胁迫

下, 诺如病毒在基因组水平究竟有没有发生变

化, 发生了什么样的变化, 诺如病毒的进化机制

究竟是什么等。究其根本原因在于目前缺乏稳定

且标准化的检测方法, 因此, 高效、灵敏、特异

的检测方法是开展水源性诺如病毒研究的技术

基础。本文作者结合国内外现有的研究现状和自

身团队从事的工作认为, 目前对于水源性诺如病

毒的研究应该首先着重于建立高效的样本前处

理及标准化的检测方法; 并在此基础上, 进行水

源性诺如病毒的污染调查, 明晰其分布变化规

律; 同时收集诺如病毒株, 鉴定分型并监测重组

及变异株, 从而掌握其基因多样性, 确定水源性

诺如病毒的主要流行型别并构建起基因组资源

库。只有将上述各个方面做系统的研究, 才可以

为水源性诺如病毒研究提供全面的技术保障及

信息基础。 

4  水源性诺如病毒流行病学事件 

近年来每年都有关市政废水、河水、娱乐用

水、甚至饮用水中诺如病毒检出的报道。还有多

次的暴发病例和用污染的水清洗过的食物有关。

在污染的食品中, 贝类由于能从污染的水中富集

病毒以及煮熟不彻底, 常成为首要的危险食品。

被病毒污染的水灌溉的蔬菜及水果也是主要污

染食品, 在美国空军军事学院曾有 1 500 名学生

和工作人员受感染, 而病情暴发的原因正是用了

清除厨房下水管道软管中流出来的水浸泡过的

芹菜所致[29]。 

对诺如病毒引起的胃肠炎流行病事件的原因

进行分析表明, 在我国诺如病毒胃肠炎暴发原因

中, 食品占 38.9%, 水源污染占 22.2%, 生活接触

占 16.7%, 原因不详占 22.2%, 构成比例与美国 
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CDC 报道基本一致[30]。在我国, 近年来发生多起

因饮用水或水源水污染而引起的诺如病毒感染

事件, 尤其是我国南方地区地处亚热带, 适宜微

生物生长和传播, 容易引起水源性疾病的暴发。

2010 年 12 月, 广州从化发生一起因水污染引起

的诺如病毒感染事件, 429 名农民发病; 随后的

12 月 27 日, 在广东江门五邑大学发生 52 名学生

集体感染诺如病毒; 2011 年 2 月, 广东阳江又发

生 478 名学生集体感染诺如病毒的事件。2009 年, 

深圳宝安区发生两起大规模的水源性诺如病毒

疫情[31]。2008 年, 杭州市余杭区境内发生一起由

饮用被污染的桶装水引起的诺如病毒胃肠炎暴

发疫情, 有 7 所学校的 332 名学生感染[32]。而以

上几次诺如病毒感染事件的暴发流行均由于病

毒直接或间接污染饮用水引起, 但这些流行病学

事件无一例外的都是在疫情发生后进行的报道,

而在感染事件发生前, 由于缺乏水体中病毒污染

全面系统的监测数据, 从而无法建立水中病毒完

善系统的检测及控制的综合技术体系。但近两年

来, 国外已有一些学者逐渐将环境水体中诺如病

毒的监测和筛查作为研究的重点, 2011 年 Jone

等[33]在意大利、德国、波兰、荷兰、西班牙和法

国等多个国家采集的浴池水中发现诺如病毒的

污染率达 9.4%; 2010 年 Lee 等[34]对韩国 71 个市

政地下水点进行诺如病毒的监测结果发现, 在夏

季和冬季两个采样时期, 分别有 28 个和 18 个采

样点呈诺如病毒阳性, 此项研究表明诺如病毒在

韩国首尔地区的地下水污染非常严重。但是目前

国内对于各种水体中诺如病毒污染状况的调查

研究还较少。我们研究团队自 2006 年起就开展

了以广东省为重点的南方四省(区)贝类中诺如

病毒污染状况的调查研究, 调查了珠江广州段

广州市内河涌水中细菌及诺如病毒、轮状病毒、

星状病毒和甲肝病毒指标污染状况和程度, 其 

中广州市河涌水中食源性病毒污染的总阳性率

为 37.8% [35]。 

5  结语与展望 

诺如病毒极易发生变异和重组, 可导致全球

流行[36]。在 1995−2001 年间, 基因变异株 95/96 

US 曾在 7 个国家造成急性胃肠炎的流行[37]; 近

年来, 诺如病毒变异株 GII-4 在芬兰、挪威、荷

兰、澳大利亚、日本、台湾和香港都有引起疫情

的报道, 且逐渐成为流行的优势株[38−39]。这些变

异株、重组株的不断出现, 给诺如病毒的监测、

预警与防控提出了更高的要求。由于诺如病毒至

今不能在实验室进行培养, 致使很多研究者在研

究过程中, 碰到最大的问题就是缺乏阳性诺如病

毒样品, 没有实体的诺如病毒基因资源。因此, 

从环境样本中收集和分离阳性样本, 构建诺如病

毒的基因资源库, 对解决阳性样品短缺, 研究诺

如病毒的重组变异规律、系统的了解病毒的变异

情况和分子流行病学研究具有重要意义。此外, 

现今大多数应用 PCR 的检测研究报道仅限于在

实验室进行, 直接对环境中所取的样本进行检测

的报道仍然很少。目前仅有美国、加拿大等极少

数国家在其饮用水标准中对病毒作出明确规定, 

但发展趋势和意义不容忽视。随着水源污染形势

的加剧, 各国对饮用水水质的要求将越来越严

格, 微生物指标作为其中一个重要的方面, 病毒

指标的引入以及针对病毒消毒工艺的发展对饮

用水标准的完善和保障各国人民健康具有重大

意义。因此, 进一步的研究重点应该放在具体的

应用方面。开展更简便灵敏的食源性及水源性诺

如病毒检测技术研究, 并且在条件成熟时予以标

准化, 同时加强病毒人工培养研究,才能更有效

预防和处理水源性及食源性诺如病毒引起的重

大疫情爆发。 
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