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牡蛎中诺如病毒的分子流行病学研究进展
Molecular epidemiology of Noroviruses in oysters
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　　牡蛎是重要的海产贝类 ,其味道鲜美 ,倍受人们
喜爱 ,许多地区仍有生吃牡蛎的习惯。相关研究结
果表明 ,牡蛎不仅是副溶血性弧菌等病原菌的携带
者 ,也是甲型肝炎、诺如病毒 (Noroviruses , NVs)等
病毒的主要载体[ 1 ]。NVs是目前习见的食物源性病
毒之一[2 ] ,近年来世界范围内相继报道多起食物因
污染 NVs 病毒导致急性胃肠炎的暴发和散发 ,同
时 ,流行病学调查也表明 NVs食物性传播最主要的
载体是双壳类[1 ,3 ] ,从而引起了各国政府和食品科学
工作者的重视。牡蛎属于滤食性动物 ,它们在滤食
水中的微藻和有机碎屑获取食物的同时 ,大量富集
了水体中的 NVs ,一只牡蛎每天滤水量高达数升 ,致
使牡蛎特别是消化道内 NVs 病毒粒子的量远远高
于周围水域[4 ]。据报道 ,牡蛎体内的 NVs病毒含量
可以达到周围环境的 100倍甚至以上。法国及日本
等亚洲沿海地区的人们习惯生食贝类等海产品[5 ,6 ] ,

并且即便是通常采用的一些对贝类的烹调方法也不
能完全消灭病毒。这些因素给食用贝类引起流行性
胃肠炎的暴发带来了隐患。作者针对国内外近年来
NVs的研究状况 ,从分子流行病学的角度综述牡蛎
中 NVs的研究现状。

1　NVs的基因组结构和分类

NVs是一群单股正链 RNA 病毒的总称 ,群内
病毒之间的遗传学和抗原差异较大 ,过去曾称为有
结构的小圆病毒 ( small round st ruct ured viruses ,

SRSVs) ,病毒基因组全长 7 654个核苷酸左右 ,有 3

个开放读码框架 (open reading f rame , ORFs) [7 ]。
ORF1编码具有 RNA 多聚酶活性的非结构蛋白前
体 ,为非结构蛋白 ,该段序列类似于微小 RNA 病毒
的 2C解旋酶、3C蛋白酶和 3D RNA 依赖的 RNA

聚合酶。ORF2编码一个 530个氨基酸的蛋白 ,其分
子质量 56 571 u ,该蛋白含有一个保守的 PD G氨基
酸抗原片段。ORF2编码衣壳蛋白 ,这种蛋白可以在

体外自行组装成空壳状类病毒颗粒 ,其外形和大小
与天然病毒相似。将其免疫志愿者 ,并用 IEM、
EL ISA等方法检测受感染者血清抗体 ,证实此蛋白
有抗原性 ,将其免疫动物 ,也获得高效价的血清抗
体。此外 ,一种分子质量约为 34 ku的可溶性蛋白可
能是 ORF2编码的裂解产物。ORF3 位于基因组的

3’端 ,编码一个 212氨基酸的小蛋白 ,其分子质量为
22 479 u ,属于强碱性蛋白 ,ORF3 与基因库中任何
蛋白质的序列都无相似之处 ,其作用尚不清楚。

NVs成员庞杂 ,目前已对其 100 多个分离株进
行了基因测序 ,彼此之间变异较大 ,所以病毒的分类
一直存在争议。目前常用的分类方法有两种 ,一种
方法是根据 RNA 聚合酶区或衣壳蛋白区核苷酸和
氨基酸序列的同源性将 NVs分为 3个基因型 :基因
型 I(genogroup I , G I)代表株 Norwalk virus (NV) ,

包括 Southampton virus ( SV) 、Desert shield virus

(DSV)等 ;基因型 II ( G II) 代表株 Mexico virus

(MxV) ,包括 Hwaii virus ( HV) 、Mellksham virus

(M KV) 、Ordsdale virus、Hillingdon virus、Leeds vi2
rus、Wortley virus等 ;基因型 GIII主要为牛源病毒 ,

含有两个亚型 ,代表株分别为 J V 和 NA22[8～10 ]。另

一种分类方法是根据宿主和血清学反应将 NVs 病
毒属分为宿主为人的 HuCV I型和 HuCV II型两个
正式的基因型和宿主为牛的 BoCV 和宿主为猪的
SoCV两个候选基因型 ,以及还没有确定基因型的宿
主为鼠的 Norovirus 1。此外 ,每个基因型包括多种
变异毒株 ,又可分为多个亚型或簇型。作者侧重以

第一种分类方法介绍 NVs的分子流行病学。
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2　牡蛎中 NVs的流行

2 . 1　NVs的感染流行不容忽视
NVs是引起人急性胃肠炎等食源性疾病的主要

病原[ 11 ] ,正常人群发生的胃肠炎中由 NVs引起的比

例非常高。日本 1997年 1月至 1999年 3月间发生

的 265起非细菌性胃肠炎中 ,有 258 起 (97 %)均与

NVs有关[12 ]。Fankhauser 等[ 13 ]曾对 1997 年 7 月

到 2000年 6月之间的 284 起非细菌性胃肠炎的粪
便样品进行 NVs的检测 ,结果有 217起 (93 %)呈现

阳性。2002年美国疾病控制中心 ( CDC)估计 ,96 %

的非细菌性胃肠炎暴发与 NVs有关[13 ]。加拿大的

Pat rick等[14 ]曾对 1997 年 2 月到 1999 年 3 月之间

发生的 59起胃肠炎的 287 份粪便样品进行了检测 ,

结果表明其中 88 %的胃肠炎暴发与 NVs有关。

2 . 2　牡蛎是 NVs传播的重要载体
目前还没有证据表明 NVs对牡蛎具有致病性 ,

现已普遍认为牡蛎是 NVs传播的重要载体 ,是引起
胃肠炎暴发的最常见的食源。如日本 1997～1998

年暴发的 NVs 引起的胃肠炎中 ,有 57 起 (37 %)与

牡蛎有关[15 ]。美国 20 世纪 90 年代 ,因消费牡蛎而

引起的胃肠炎中 ,至少 52 %的病原为 NVs[3 ]。尽管

单独从牡蛎中或从粪便中检测出 NVs 的报道很

多[16 ,17 ] ,但在粪便中和牡蛎中同时存在相同序列的

准确数据仍然很少。其主要原因是在疾病暴发中同
时收集病人的粪便样品和牡蛎样品非常困难 ,有时
即使收集到样品 ,也常因为牡蛎中病毒含量太低而

无法进行测序[3 ]。还有一些报道尽管同时从粪便和

牡蛎中检测出 NVs ,但却没有进行测序和分析[18 ,19 ]。

最确实的表明食用牡蛎与胃肠炎之间的因果关系的
方法是从牡蛎零售商、发病病人以及牡蛎捕获海域
都能分离到 NVs ,且 NVs的序列相同。美国从多起

胃肠炎暴发中同时从病人粪便和食用牡蛎中检测到

的 NVs序列之间高度一致[20 ]。2002 年 4 月 ,意大

利对暴发胃肠炎病人的 24 份粪便样品和当地水产
品市场上购买的 11 份牡蛎样品进行 NVs 检测 ,结

果粪便样品中全部为阳性 ,牡蛎样品中 6份为阳性 ,

且二者的基因型完全一致[21 ]。

随着牡蛎中 NVs检测能力的提高 ,牡蛎消费与

NVs相关的胃肠炎之间的流行病学联系逐渐清楚 ,

而且证明牡蛎中的 NVs 与感染牡蛎的消费者之间

有直接因果关系的证据和资料也将继续积累和丰
富 ,这对于进一步研究 NVs在牡蛎和人之间的传播

方式更有帮助。

2 . 3　牡蛎中的 NVs感染呈世界性分布
牡蛎中的 NVs感染呈世界性分布 ,不仅流行范
围广 ,而且病毒的变异较大 ,毒株的基因型也相差较
多。到目前为止 ,世界上临海的主要国家均不同程
度地发生因牡蛎中的 NVs 感染而导致的胃肠炎。
美国、加拿大、法国、日本、英国、意大利、挪威、荷兰、
瑞士等先后都有因牡蛎感染 NVs 而引起胃肠炎的
报道。为了监测自然条件下牡蛎中 NVs的感染情
况 ,1995～1998年 ,法国南部连续随机从污染的河床
中收集牡蛎进行 NVs监测 ,NVs的阳性率为 23 %。
瑞士对 2001年 11月到 2002年 2月间进口的牡蛎取
87份样品 ,进行 NVs 的监测 ,8 份样品 NVs 阳性 ,

NVs扩增产物的测序结果表明毒株之间变异很
大[22 ]。Myrmel等[23 ]于 2000年 6月至 2003年 6月
期间 ,在挪威沿海地区选择不同的捕获时间和不同
的销售地点采集不同品种的牡蛎 ,分别采用实时
R T2PCR方法检测 NVs ,结果 681份样品中 NVs的
阳性率为 6. 8 %。Lees等[24 ]对不同污染程度的牡蛎
分别用 PCR和 Sout hern杂交试验进行了验证和比
较 ,结果从 31份样品中检测到了 5份阳性。

2 . 4　牡蛎中 NVs毒株的基因型分布
不同国家和地区之间 NVs 分布和流行的基因
型差别较大 ,在 GI和 GII等型的基础上 ,Ando 等[9 ]

认为人 NVs 还可以细分为 17 个以上的亚型 ,其中
GI至少含有 4个亚型 , GII至少含有 8个亚型 ,相对
来说 , GII 型毒株的分布和流行更严重一些。
Fankhauser等[ 13 ]对 NVs暴发中分离到的毒株测序
表明 , GII基因型的毒株占 73 % , GI基因型的毒株占
26 % ,另一个新确定的基因亚型 GIV 占 1 %。其中
GII基因型的 GII/ 1 ,4 ,J 亚型在暴发中占优势 ,占
37 % ;其次是基因亚型 GII/ 6 ,7 ,8 ,占 13 % ;基因亚
型 GI/ 3 ,占 13 % ;基因亚型 GII/ m ,占 11 % , Ando

等[8 ]划分的 17 个亚型全部都分离到。Green 等[25 ]

对英国 1989～1996年间的 20株 NVs流行毒株的完
整衣壳蛋白基因进行了测序 ,结果表明这些毒株由 9

株 GI基因型和 11株 GII基因型组成。Green等[26 ]

对 1987年 11月到 1988年 2月的 20起暴发的胃肠
炎进行检测 ,结果 18 起为 NVs 引起 ,其中 GI基因
型为 2起 , GII基因型为 16起。
人 NVs的这些亚型在牡蛎中均已经分离和鉴
定。1987～1994 年 , Sugieda 等[18 ]对牡蛎中的 NVs

进行流行病学调查时 ,扩增的 10 份 PCR 产物中有
两种不同的 NVs基因型 ,分别属于 GI和 GII型 ,其
中有 5份样品可以同时检测到 2 种不同型的序列 ,

表明在同一份样品中确实存在 2个亚型。Katayama
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等[27 ]对日本牡蛎中分离到的 NVs进行序列分析 ,结

果表明这些 NVs分别属于 GI的 2个亚型和 GII的

5个亚型。Jothikumar 等[28 ]对 38 份牡蛎样品进行

了 NVs GI和 GII的检测 ,结果二者的阳性份数分别

为 18 和 19 份。Nishida 等[ 2 ] 对 2001 年 12 月到

2002年 2月期间日本两个不同地区捕获后用于生食
的 191份日本牡蛎样品进行 NVs的检测、定量和分

型 ,结果从 191 份牡蛎样品中检测到 17 份阳性
(9 %) ,进化树分析显示 3 株为 GI ,而 14 株为 GII ,

两个基因亚群都呈现明显的变异性 ,其中有一半左

右的牡蛎中 NVs的含量较高。

2 . 5　牡蛎中 NVs的变异性
由于 NVs毒株多种多样 ,缺乏完整的交叉保护

和长期免疫性 ,所以在人们的一生中可发生重复感

染。从全球范围来看 ,某种特定亚型的流行毒株会

随着时间变化而变化 ,但在某个特定的季节或某些

区域或全球范围内 ,一种亚型的 NVs常常占流行优

势。美国 1996年 1月～1997年 6月间发生的 90起

急性胃肠炎中 ,86起 (96 %)用 R T2PCR的方法检测

到了 NVs ,6 %的病例源于吃了不洁的牡蛎引起[29 ]。

核酸序列分析说明尽管这些 NVs 毒株属于

Gwynedd virus , Toronto virus , Hawaii virus ,Lords2
dale virus和White River等亚型 ,但以 Lordsdale vi2
rus和 Toronto virus 等个别毒株明显占流行优势 ,

如 Lordsdale virus亚型共引起 47起 (51 %) ,更甚者

1996年的第一季度 ,83 %的暴发由 Lordsdale virus

亚型的病毒引起。Gonin 等[14 ]调查研究发现 ,1997

年 2月～1999年 3月间 ,病毒的变异非常大 ,共检测

到了 13个 GII亚型和 3 个 GI亚型的毒株 ,且同一

亚型内的变异可达 9～16 %。这与 Vinje 等[30 ]提出

的某一特定季节 NVs 的流行毒株会发生漂移的结

果相一致。

2 . 6　牡蛎中 NVs的流行与季节的关系
NVs的流行地区广泛 ,全年发病 ,但冬季较多

见。Burkhardt 等[ 1 ]曾对 1991 年到 1997 年由 NVs

感染牡蛎引起的 1030 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 ,5～10月竟然无一例发生。显然 ,NVs

的发生与温度密切相关 ,温度越低 ,发生的可能性越
大。由此可见 ,这些研究结果不仅揭示了流行毒株

与流行环境的关系 ,能够准确鉴定病毒流行与地区
分布之间的关系 ,还为寻找不同毒株的传播方式和

流行规律都提供了有益的帮助和线索。

2 . 7　牡蛎中 NVs的组织分布
Schwab等[ 31 ]通过分析牡蛎组织内病毒的分布

来研究 NVs的吸收、分布和排泄情况 ,结果发现不
管接种病毒浓度的高低 ,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 NVs中时 ,肌肉和体液细胞才能
检出 NVs。在牡蛎净化 48 h的试验中 ,细菌的净化
效果非常显著 ,可大约减少 95 %的细菌 ;而 NVs的
病毒滴度减少不大 ,用消化道进行检测时只有 7 %的
病毒降低 ,这表明 NVs能存在于牡蛎的消化道内和
其他组织内 ,采用净化的方式对病毒减少效果不明
显。

3　NVs未来的流行趋势

3 . 1　混合感染日趋严重
自 Sugieda等[ 18 ]发现 NVs的双重感染以后 ,牡

蛎中 NVs的多重感染越来越常见 ,牡蛎可以同时感
染数种 NVs毒株 ,另外牡蛎还可以同时感染多种其
他肠道病毒 ,这给牡蛎的安全卫生带来了更大问题。
Le等[32 ]用 R T2PCR和杂交的方法连续 3 年对环境

中的致病性肠道病毒检测 ,在 108 份牡蛎样品中 ,除
数份样品感染细菌外 ,其余均为病毒感染 ,分别为
NVs (23 %) 、腺病毒 (17 %) 、肠道病毒 (19 %)和轮状
病毒 (27 %) ,而在人类污水经常流经的水域采集的
牡蛎样品中病毒的阳性率略高 ,分别为 NVs (35 %) 、
腺病毒 (50 %) 、甲肝病毒 (13 %) 、肠道病毒 (45 %)和
轮状病毒 (52 %) 。在其他食品或水等发生食源性感
染的样品中 ,也可直接检测到几株不同的 NVs或几
种不同的胃肠炎病毒的混合感染。

3 . 2　新基因亚型的出现
Lop man 等[33 ]对英国、德国和荷兰等 1995～

2002年的 NVs流行病学资料进行了鉴定 ,结果发现
2002年 NVs的暴发明显增加 ,并且发现一个新的基
因亚型 GII24基因亚型在流行中占据主要优势 ,分离
到的该亚型多株病毒的 pol基因发生的突变都一致。
2002年 9 个国家中有 8 个为发病率最高的一年 ,这
些国家均检测到 GII24基因亚型 ,另有 3个国家在春
夏之际还检测到一个新基因型。由于混合感染日趋
严重 ,尽管目前还没有足够证据表明 NVs不同毒株
之间可以产生重组 ,但显然这种重组的可能性正在
增大。

3 . 3　新宿主型 NVs的出现
最近 ,又先后从牛、猪甚至海豹体内分离到杯状
病毒 ,对这些毒株进行测序和同源性比较发现 ,牛杯
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状病毒与人 NVs GI和 GII基因型的同源性分别为
45 %～48 %和 41 %～45 % , GIII内部亚型之间的同
源性仅为 68 % ,其中变异最大的是毒株 Bo/ J ena/

80/ D E ,而同一亚型内部毒株的同源性可达
96 %[ 34 ,35 ]。Sugieda 等[10 ]用人 SRSV 的扩增引物从
1117份猪样品中检测到了 4 份阳性 ,测序表明与其
他 NVs的同源性为 58. 2 %～59. 9 % ,属于 GII基因
型 ,但应为一个新的基因亚型。Farkas等[ 36 ]对猪体
内的血清进行调查时发现 ,美国 110 份猪血清中与
猪 NVs反应的样品有 78份 (71 %) ,日本 266份猪血
清中反应的有 95 份 (36 %) ,并且美国猪血清中与
GI、GII基因型反应的阳性率为 63 %和 52 %。这些
结果提出了几个问题 ,如 NVs病毒的起源以及 NVs

能否在动物与人之间进行种间传播 ,这对于理解流
行病学、免疫学和 NVs宿主范围有重要意义。
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