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摘 要 由海洋贝类传播的人肠道病毒会引起人类 甲肝和 胃肠炎疾病
。

海洋贝类传播的人肠道

病毒主要有 H A v
,

N or w a玫 v iru s (Nv )
、

S n o w M o u n ta in a g e n t
、

S R A v s
、

C o e k le a g e n t
、

Par
v o v iru s

、

A s tr ov iru s
、

和 Cal ic ivi ru s 。

除了H A v 以外
,

上述其它病毒与胃肠炎的患病有关
。

从人类健康和水产品

食用安全方面考虑
,

发展一种有效的病毒检测方法显得十分重要
。

本文对过去 4 0年有关海洋贝类病毒

检测方法
,

包括细胞学
、

免疫学和分子生物学方法做一比较和评述
。

关健词 病毒检测 胃肠炎 肝炎 海洋贝类

海洋生物污染物 (m 颐
n e b io lo gi e al po llu ta n ts ) 指的是由人类活动引起

、

排人海洋而

引起人或生物致病的病毒
、

细菌和寄生虫等
。

人类肠道病毒能抵御不良环境条件
,

这些

病毒不断被排放到生活污水 中
,

如果污水没有经过适当的处理
,

病毒就会扩散到环境中

去
。

双壳贝类通过滤食而将病毒浓缩于体内
,

虽然在贝类中并未发现病毒复制及引起疾

病
,

但是
,

这对喜食海鲜贝类的人们存在严重 的健康危害
。

食用生的或未煮熟海产品是

生物污染物尤其是病毒和细菌进人人体的主要途径
。

迄今为止发现的人肠道病毒有 100 多种
,

而由贝类传播的主要有
: H A V (甲型肝炎

病毒 )
、

N o rw a lk v iru s
(N V )

、

s n o w M o u n ta in a g e n t
、

S R Sv s (小球状病毒 )
、

e o eu e a g e n t
、

parv
o v iru s

(细小病毒 )
、

^ s

tro
v iru s

(星状病毒 )
、

及 C a 一ie iv iru s
(杯状病毒 )

。

除 T H A V

外
,

其它病毒都与人群胃肠炎的暴发有关
。

在美国本土
、

夏威夷
、

英国
、

澳大利亚
、

德

国等国家和地区
,

都相继发生过 因食用贝类引起的大规模暴发性流行肝炎和 胃肠炎 [l
一

21
。

19 7 8年
,

澳大利亚暴发由贝类传播的N V 引起的胃肠炎
,

约有 700 0人得病
。

19 8 8年
,

我

国上海等地区暴发了食用毛蜡引起的我国历史上最严重的甲肝流行病
,

患者人数超过 30

万人
。

季节性暴发由贝类传播的病毒性疾病
,

不但引起公众健康问题
,

而且导致海洋食

品工业的经济损失
,

因而迫切需要发展有效的贝类中肠道病毒检测方法
。

贝类中肠道病毒的研究已经进行了近4 0年
,

内容主要涉及
:

(l) 检测病毒的组织

分布及排放速率 ; (2) 直接监测贝类富集环境中的肠道病毒 ; (3) 改善病毒 的提取纯

化方法从而提高了病毒回收效率
,

这些研究工作为贝类中肠道病毒的检测打下 了良好的
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基础
。

细胞培养法是检测从贝类提取病毒 的首要技术
,

这一技术也包含 了由病毒引起的细

胞病理 观察和测定
。

这一方 法通常应 用空斑测定或 50 %组 织培养感 染剂量终点测 定

(T cI D , 。 ) 进行量化
,

敏感程度高
。

但是
,

运用活细胞培养
,

过程缓慢
,

其结果常会 出

现多样性变化
。

不同的细胞系甚至同一系而不同代的细胞
,

对病毒会有不同的敏感性
;

不 同的培养和检测条件也会影响细胞对病毒的敏感性
。

因此最好采用多个细胞系来减少

单一细胞系的低敏感性问题
。

此外
,

样品中存在的毒性成分使培养细胞过早衰亡
,

是细

胞培养法测定中经常遇到的一个特殊问题
。

这种细胞单层的受损
,

要早于空斑发展
,

将

妨碍检测数据的准确性
。

毒性因素不仅与贝的种类
、

采集地点和时间有关
,

而且与贝类

病毒提取方法
、

培养的细胞对毒性物质的敏感程度
、

病毒浓缩过程中伴随着的毒性成分

变化等等因素有关
。

研究者们还发展 了贝类 中病毒检测 的其它技术
,

其 中大多数是以免疫 和基 因为基

础
,

依赖 于病毒抗原或核酸序列 的检测
。

这些技术对在细胞培养 中复制缓慢的H A v 及

无敏感细胞培养的N V
、

其它S R S V :的快速检测尤为重要
。

L o h
,

P
,

e 等 (1 9 85 ) ‘2 ]报道用改进 的酶免疫 吸附法 (N e
一

E 一A
, n ie tr o 一 e e一u lo s e 一e n z ym e

im m u n o so rb e n t a s s ay ) 来检测p o lio v iru s IT和 e o x s ac ki e v ir u s B
一

5
。

以硝酸纤维膜作为固相抗原

捕获物
,

在接种 了病 毒的贝 类 组 织 匀浆液 中
,

能检测 到 7 ng 的 po lio vi ru s 和 0. sng 的
e o x s a e ki e viru s ,

相当于5 x l0 8
个 p o ki o v iru s

病毒粒子和 6 x lo 7
个

。o x s a e k ie v iru s
病毒粒子

,

敏感

度 比传统EI A方法提高了 10 至 1 0 0倍
。

这一方法对 贝类提取物中病毒的直接检测并非很

有用
,

然而能被成功地用于贝类病毒暴发调查时的样品检测
。

免疫学方法的一个重要问

题是产生非特异性反应
。

Jeh一Pietri
,

C
.

等 (1 9 9 0 ) ”]在用放射免疫测定 (R IA ) 检测贝

类中H A v 的研究中
,

这 一问题更为突 出
。

他们最初在被检测的 16 份样 品中发现有 15 份

表现为阳性结果
,

但经 H A V 特异性检测后
,

只有 4份仍为阳性
。

显然
,

免疫学方法因其

特异性的特点致使在应用上有一定的局限性
。

此外
,

M ill ar d
,

J
.

等 (1 9 8 7 ) l4] 把常规的细胞培养和免疫学相结合
,

成功地应用RI FA

(
ra d io im m u n o fo e u s a s say ) 检测及定量牡蜗和扇贝中的H A v 病毒

,

即检测细胞培养中H A V

感染的细胞病灶的免疫放射自显影
。

这一方法也有缺陷
,

虽然与终点滴定相 比其所需时

间短
,

但需 2周时间的细胞培养 以产生H A V 抗原
,

接下来的放射 自显影
,

记录放射免疫

病灶的分布
,

需 1一 6天
。

不同H A V 在复制及细胞之间扩散 中表现不 同
,

且病灶大小也

有差别
,

用放射自
’

显影进行病毒鉴定及定量时需仔细检测
。

免疫荧光 (im m un ofl uo re sc en ce
,

IF ) 染色技术也被应用于细胞培养
,

即用与荧光染料

偶联的抗体直接或间接检测感染细胞培养中的病毒抗原
。

因为应用了细胞培养
,

这些方

法都有高度的敏感性
。

但是也存在前所述及的细胞培养多样性及毒性物质问题
。

而且要

求仔细的显微检测来鉴定及量化荧光灶
。

单克隆抗体的使用大大增进 了免疫学方法的检

测敏感性
。

N as se r ,

A
.

M
.

等 ( 19 8 7 ) 151 使用抗H A v 单抗与生物素
一

抗生蛋 白链菌素指示系统

相偶联 的A
一

ELI SA (
。m Pli fie d

一

E LI S A )
,

使水样中的H A V 的检测极限下降到Z xl 护个 H A v

粒子lm l
,

其敏感度是标准E L IS A 的5倍及 S p R IA (5 0 一id
一

p h a s e r a di o im m u n o a s s a y ) 的2倍
。

单抗的一个极 大的优越性是它们可以大量生产
。

一旦产生及被充分鉴定
,

单抗就可以作
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为多个方法的试剂
,

它们的应用将大大减少从人或动物获取抗体的量和质量 问题
。

单抗

能从组织悬液中捕获特异病毒
,

应用于贝类分析将特别有利
。

由贝类传播的人肠道病毒病原体
,

如 H A V 和N V 因子 的核酸基因组
,

已被克隆到微

生物的质粒
,

并在大肠杆菌 (Es ch er is ch ia co li ) 宿主中得以扩增
。

这些病毒和Po ll ov iru s的

克隆导致发展 了 d sn N A及 s s R N A探针这一极为敏感的检测方法
。

L e G u ya d e r
等(19 9 3 )「6 ,

分

别用
。D N A

、 s
sR N A探针来检测贝类中H A V 和en ter ov irus 的R N A

,

发现在人工感染的贝类

中
,

有 6 3% 含有en te rov io s
的R N A

、

67 %含有 H A v 的R N A
。

在发展高度敏感和有效的基

因方法中
,

涉及到探针的特异性问题
,

杂交探针可被设计成具种或属特异性
。

假阳性的发生有可能是受到污染的微生物的D N A 所致
,

可通过暖和 D na se 处理样 品

或标记含病毒核酸的质粒片段为探针来解决这一 问题
。

但五an g 等(1 9 8e)l
, ]发现用后一方

法
,

以3 2 P标记探针
,

检测水样中H A v 的最大敏感度仅为4 xl 少个病毒粒子
。

ssR N A探针的应用可完全避免由微生物D N A 引起的假阳性问题
。

相对于 ds D NA探针

而言
,

ss R N A探针杂交更快
、

更敏感
、

特异性更高
,

而且能进行非特异性反应 的内部对

照
。

内部对 照是指
,

比较一个互补 ss R N A病毒探针和一个含有 同样病毒序列 的非互补

ss R NA探针的杂交量
,

用后者得到的杂交量为非特异性反应
。

Zh ou 等(19 9 1)1
“}用斑点杂交

法来检测牡蝠和文蛤组织中的H A v 和ro tav ir u s SA LL
。

在20 克牡砺或文蛤肉中
,

提取病毒

R N A 核酸
,

然后去除多糖可减少杂交信号的背景干扰
、

增加检测敏感性
,

结果
ssR N A探

针能检测到 1护个 H A V 感染病毒粒子及 1少PFU 的ro tav ir us sA LL
。

但是用基因探针直接检

测贝类匀浆液中病毒的敏感度为检测 已纯化病毒的千分之一倍
。

在病毒提取纯化过程中

病毒核酸会有一定程度的损失
,

因此影响到斑点杂交检测的有效性
。

探针杂交方法虽然在环境严重污染的贝类 中可检测到病毒
,

但对贝类中的低浓度病

毒缺乏足够的敏感性
。

一种新的生物技术p c R
,

被应用到N v
、

R o ta v ir u s 、

H ^ v
、 e n te ro viru s 、

sR s V s的检测 l9- ’2 1
。

PC R 用于扩增特异核酸序列
,

可以克服探针杂交法 的有限性
,

能提

供多种类型环境样品 日常监测所需的敏感度
。

对于 p o lio viru s 、

H A v
、 : o ta vir u s而言

,

Pe R

的检测敏感度接近感染单位水平
。

应用PC R 检测贝类中的病毒无疑增强 了检测的能力
。

非特异性扩增片段的产生是PC R 方法的一个缺陷
,

最简单的提高检测特异性 的方法是使

用探针杂交
。

探针即为标记的病毒特异的寡核昔酸
,

与病毒基 因组中的扩增 区域同源
。

几个研究者I’3
一

’4 1使用 R T
一

PC R方法来检测贝类中的
e n te ro v iru s 、 H A V 及 sR sv s 。

R T
一

PCR

增进了理论上检测一个病毒基因组的水平
,

但这一有极高检测灵敏度的方法的发展受到

贝类组织中存在的R T
一

PJ R 阻遏物 的抑制
,

从而 出现假阴性反应
。

为了解决这一 问题
,

研究者们不断改善贝类组织中病毒的纯化方法以去除阻遏物
,

再进一步提取病毒核酸
,

然后进行 R T
一

PC R 检测
,

其敏感度低于或等于每 5一巧克贝类的 IOPFU 的Po li ov iru s和每克

贝类的2 0 0 0个H ^ V 病毒粒子
。

Le e u ya de r
等[‘4 1用R T

一s e m in e s te d Pe R法从每克贝类中检测到

1 2 0 0个 H A V
、

2 0 0 0个
e n te ro v iru s

及 5 0 0 0个
ro ta v ir u s

病毒粒子
。

R o m a lde等l‘5 ]报道了直接检测

文蛤和牡蝠中H A V 的R N A 的IST (i
n situ tra n eri p tio n

) 方法
,

即通过原位反转录形成放射

标记的
c D N A

,

检测其放射自显影图
,

结果在 胃及肝胰腺组织中检测到H A v病毒
。

当PCR 与免疫学方法相联时
,

检测的特异性和敏感性增加
,

一些研究者
‘’“]
证实可检

测到6至6 0个 H A V 病毒粒子
。

其中抗体捕获技术与p CR 相偶联
,

即A C
一

p C R (a n tig e n 一e a p tu re
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PCR )
,

用 以检测H A v
,

其特异性高于传统的PC R
,

样品的处理也比较简单
。

贝类样品

中的H A V 病毒粒子被固相化的特异抗体所捕获
,

然后用于PC R 扩增
,

用探针杂交
、

琼脂

糖凝胶电泳及放射 自显影进行产物的分析
。

这一方法的检测极限达到 4个 H A V 病毒粒

子
。

目前已有H A v
、

N v 的高滴度
、

高特异性 的免疫血清
,

但没有其它病毒的这种免疫

血清
,

因而A C
一

PCR 并不很实用
。

M IPA (m
a g n e tie i

~
u n o s印ar a ti o n p e R a s s ay )

,

用于检

测牡砺中的H A v 。

包裹着生物素化人抗 H A v Ig G 的抗生蛋白链菌素磁珠
,

能捕获病毒

及去除R T
一

PC R 阻遏复合物
,

溶解分离的H A V
,

去掉磁珠
,

含有病毒R N A 的上清液用于

R T
一

Pc R
。

MIP A在人工感染的美洲牡砺中成功地检测到H A v 的高灵敏度为 10P FU
。

然而
,

病毒抗原或病毒核酸的直接检测并不意味着这些成分实际上来源于完整的感

染病毒粒子
。

因此
,

细胞培养仍是检测方法的一个重要部分
。

综上所述
,

在贝类的病毒检测中
,

在提高有效性方面已作出了重要贡献
。

近40 年

来
,

国外已有大量的方法和改进见诸于文献报道
,

然而普遍缺少实验室间的相互验证
,

相应地
,

也就缺少一种用于常规实验室分析的特异的标准方法
。

作为一个能被普遍接受

的标准方法
,

必须拥有一些利于广泛使用的特点
。

这种方法将能简单有效地检测出不同

种贝类中的一定范围的人类肠道病毒
。

随着新技术的应用和方法的进一步发展
,

将会出

现标准的检测方法
。
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