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【摘    要】目的   建立并优化一种针对贝类增养殖区海水样本的简单高效的诺如病毒富集和检测技术，以应
对全球性食品安全隐患，并满足传染病精准防控的需求。方法   以鼠诺如病毒为实验对象，采用基于纳米氧
化铝陶瓷滤芯的富集技术，结合新型叠氮溴化丙啶（PMAxx）核酸染色剂和实时定量 PCR（PMAxx-qPCR）技术
检测活病毒。首先使用滤芯膜富集病毒，通过 Tralk洗脱液初步浓缩，再利用 PEG沉淀法二次浓缩。评价并
比较本实验与传统的细胞培养技术检测效果。结果   本富集方法在浓缩体积 5 000倍的情况下，回收率可达
到 3.24%；PMAxx染色剂浓度 50 μmol，避光孵育 15 min、光照 10 min后进行实时定量 PCR扩增，检测诺如病
毒活病毒效果最佳。结论    本文建立并优化的诺如病毒富集和检测方法，显著提高了诺如病毒的回收率和
检测准确性，对提升食品安全检测水平和传染病防控具有重要意义。
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【 Abstract】   Objective  To  establish  and  optimize  a  simple  and  efficient  norovirus  concentration  and  detection
technique for seawater samples from shellfish farming areas to address global food safety hazards and meet the needs of
precise infectious disease prevention and control. Methods  Using murine norovirus as the experimental subject, a nano-
alumina  ceramic  filter-based  enrichment  technique  was  combined  with  a  novel  azido  bromide  propidium  (PMAxx)
nucleic  acid  dye  and  real-time  quantitative  PCR  (PMAxx-qPCR)  to  detect  viable  viruses.  Viruses  were  first  enriched
using a filter membrane, initially concentrated with Tralk eluent, and then further concentrated using PEG precipitation.
The detection efficacy of this method was evaluated and compared with traditional cell culture techniques. Results  With
a  5  000-fold  concentration,  the  recovery  rate  of  this  enrichment  method  reached  3.24%.  Optimal  detection  of  viable
norovirus was achieved with a PMAxx dye concentration of 50 μmol, followed by 15 minutes of incubation in the dark,
10 minutes of light exposure, and then real-time quantitative PCR amplification. Conclusions  The norovirus concentra-
tion and detection method established and optimized in this study significantly improved the recovery rate and detection
accuracy of norovirus, which is of great significance for improving food safety testing and infectious disease prevention
and control.
【Keywords】  virus concentration; murine norovirus; seawater; propidium monoazide; virus viability assessment; RT-
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诺如病毒是人类杯状病毒科（human calicivirus，
HuCV）中诺如病毒属（Norovirus，NV）的一种无包

膜单股正链 RNA病毒，同时也是全球急性胃肠

炎的最重要病因之一[1]，常在幼儿、老年人和免疫

功能低下的人群中出现重症 [2]。在世界范围内，

每年约有 7万～20万名儿童死于诺如病毒感染，

其中大部分疫情主要发生在发展中国家 [3–4]。诺

如病毒是美国、英国、澳大利亚、日本、中国等国

家食源性病毒安全事故或突发公共卫生事件的

主要病原体 [5–10]，随生活污水进入近岸海洋环

境，贝类是其重要的传播载体，其可通过滤食将

其富集在体内。由贝类传播的诺如病毒疾病已成  
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为重要的公众健康问题。检测海水中诺如病毒的

污染是疾病防控的重要手段。由于海水中诺如病

毒含量较低且活性状态复杂，不仅需要高效的富

集技术，还需要灵敏高效的活病毒筛选方法。然

而，目前海水中病毒的主要富集技术，如膜吸附全身

洗脱法 [11]、絮凝沉淀法 [12]、超速离心法 [13] 等，存

在样品富集倍数小、操作难度大、实验时间长等

问题 [14–17]。富集后病毒检测一直以逆转录–实
时荧光聚合酶链式反应作为“金标准”，但无法有

效区分具有感染能力的活病毒与对人体无害的

死病毒颗粒，因而通常会高估活病毒数量并造成

严重的假阳性检测结果。虽然近年来研发的 RT-
ddPCR技术、RT-LAMP技术和 RT-NASBA技术

灵敏度可高达 100 ρg/1.5 g[18–20]，但始终无法有效

解决环境样品活病毒检测的问题，甚至导致活病

毒检出率误差增大[21]。此外，目前绝大多数关于

水源性诺如病毒的研究报道，是在流行病学事件

发生以后的溯源检测[22–23]，且检测结果与流行病

学调查出入较大。鼠源诺如病毒（murine norovirus，
MNV）是诺如病毒属的一种可体外培养的模型病

毒，且与人类诺如病毒在生物学特性上具有一定

的相似性，其培养和操作条件较为成熟，可有效

用于开发和优化检测技术。基于上述背景和现有

技术的不足，本研究以可体外培养的  MNV作为

研究对象，开发一种能够高效富集海水中诺如病

毒的技术，并准确检测富集后的活病毒，旨在提

供更加可靠的监测数据，以支持海洋环境的健康

管理和公共卫生策略的制定，减少海水传播的诺

如病毒引发的疫情风险，提高海洋环境中病毒污

染的防控能力。 

1   材料与方法
 

1.1    海水中病毒富集方法　将 1 mL MNV病毒

原液加入 50 L高压蒸汽灭菌后的陈海水中，混合

数分钟制备模拟水样。水体病毒浓缩前以含有次

氯酸钠的蒸馏水进行采集器消毒 30 min，然后使

用硫代硫酸钠去氯 15 min。采用 Biotroy 半自动微

生物采集系统（北京创域源科技有限公司），调节

水的流速为 5～7 L/min；将制备好的 50 L模拟水

样过滤到纳米氧化铝陶瓷滤芯（VS2.5-5，北京创

域源科技有限公司）上，将滤芯放入密封的样品

保存袋中。分别配置加拿大健康中心推荐的 TPB
洗脱液（pH 9.0）、欧盟标准 ISO/TS 15216-2[24] 推荐

的 TGBE洗脱液（pH 9.5）和 De KA[25]、Hamza I A
等[26] 报道的洗脱效果较好的 Tralk洗脱液（pH 9.2），
洗脱纳米氧化铝陶瓷滤芯上的病毒。连接洗脱装

置，将 500 mL洗脱液移入一个 1 L烧杯中，对纳米

氧化铝陶瓷滤芯进行第 1次洗脱，静置 15 min后

颠倒过滤器 10次，打开蠕动泵以洗脱液流动冲洗

过滤器 30 min后收集洗脱液，然后使用 500 mL
新的洗脱液重复洗脱。调节洗脱液的 pH至 7.0。向
已含病毒粒子的洗脱液中加入 PEG-6000，终浓

度 13%。4 ℃ 过夜沉淀。之后，4 ℃、10 000 ×g 离心

30 min，轻倒并弃掉上清液，收集病毒沉淀。向每

个离心管中添加 10 mL pH 7.2（±0.2）PBS缓冲液。

使用移液枪反复吹打沉淀物，使沉淀重悬。向重

悬液中加入等体积三氯甲烷，振荡混匀 15 min，
然后 4 ℃、10 000 ×g 离心 20 min。分离出水相（上

清液）。将浓缩的水相经过孔径为 0.22 μm的滤

器过滤，以除去细菌等非病毒物，放入–80 ℃ 冰

箱储藏待用。取 1 mL病毒原液（MNV-1）与病毒

浓缩液进行 RNA提取和 RT-qPCR反应，计算病

毒浓缩方法回收率。 

1.2    活病毒 PMAxx 染色方法　参照增强型叠氮

溴化丙啶（PMA）染色剂（PMAxx，美国 Biotium公

司）说明书建议的微生物通用染色方法为 25 μmol、
避光孵育 10 min，PMA-Lite仪器光照 15 min，分
别对浓度、避光孵育时间和光触摸时间设置梯

度，以 MNV-1病毒为研究对象，探索诺如病毒感

染性病毒颗粒染色法的最佳条件。避光条件下，

向 500 μL海水样品中加入 PMAxx（设置浓度梯

度），同时加入 2.5 μL Triton X-100（0.5%，北京索

莱宝科技有限公司），振荡混匀，锡纸包裹避光孵

育（设置时间梯度），放置在 465～475 nm光照下

（设置时间梯度，注意温度需维持在 37 ℃ 以下），

将处理后实验组样品分别测定滴度（TCID50）和

丰度（RT-qPCR），对热灭活对照组进行 RT-qPCR。
具体梯度如下：配置浓度分别为  0、20、50、100、
200、300 μmol 的 PMAxx-MNV 病毒样品，比较各

浓度核酸染料对  MNV-1 RNA 扩增的抑制效果，

确定最佳的核酸染料浓度；设置避光孵育时间分

别为 0、10、15和 20 min，比较各避光孵育时间对

MNV-1 RNA扩增的抑制效果，确定最佳的避光

孵育时间；设置光照时间分别为 0、10、15和 20 min，
比较光接触时间对 MNV-1 RNA扩增的抑制效

果，确定最佳的光接触时间。每一实验组需设置

病毒热灭活对照组，以辅助筛选最佳染色条件。

病毒热灭活流程为：将添加 Triton X-100并振荡

混匀后的病毒原液放入 90 ℃ 水浴锅中灭活 2 min
后，将离心管快速放入冰盒中降温待用。 

1.3    病毒的细胞培养　采用 RAW 264.7细胞培

养鼠诺如病毒（MNV-1）。在 37 ℃ 含 5%CO2 条件

下，于无菌 T25细胞培养瓶中，使用 DMEM高糖

细胞生长液（包含 10%胎牛血清 BAS和 1%的青

链霉素抗生素，美国 thermo公司）传代培养 RAW
264.7（ATCC TIB-71）细胞。将 MNV-1病毒接种

于RAW 264.7细胞中，在 37 ℃ 含 5% CO2 的细胞培
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养箱内培养病毒。待 RAW 264.7细胞病变（CPE）
达 90%时，将细胞培养瓶冻存于–80 ℃ 超低温冰

箱，次日取出细胞培养瓶于室温融化，反复冻融

3次后以 5 mL移液管反复吹打细胞维持液，采

用 0.22 μm无菌滤膜（德国 Meck公司）将细胞维

持液过滤至 50 mL离心管中备用。将生长状态良

好的 RAW 264.7细胞接种在 96孔板中，接种病

毒前在 37 °C 5%CO2 条件下培养至少 2 h。连续

制备 10个梯度的 MNV-1病毒稀释液，并分别纵

向接种 8个孔中（100 μL/孔），放置于 37 °C 5% CO2

细胞孵箱内培养，每 24 h观察各稀释度的病变孔

数并记录。根据 Reed-Muench公式计算 MNV-1
的病毒滴度（TCID50）。 

1.4    病毒的 RNA提取与 RT-qPCR 检测　使用试

剂盒 QIAamp MinElute Virus Spin（德国 Qiagen公
司 ）提取鼠诺如病毒 RNA，具体操作方法参照

QIAGEN试剂盒说明书；使用试剂盒 PrimeScript™
RT reagent  Kit （Perfect  Real  Time)（日本 Takara公
司）反转录鼠诺如病毒 RNA，具体操作方法参照

Takara试剂盒说明书，用于鼠诺如病毒的 RT-qPCR
检测。鼠诺如病毒的特异性引物为MNV F：5′-AA
CGCTAGCTACAGGCTT-3′，MNV R： 5′ -CAATCG
GAGTTCTTCGTG-3′，探针为MNV P：FAM-CAGT
CTGCGACGCCATTGAGAA-BHQ，目的片段约为

159 bp[27]。提取鼠诺如病毒质粒，将提取的质粒

以 10倍梯度稀释，每个梯度设置 3个平行，同时

设置阴性对照，构建 qPCR标准曲线。鼠诺如病毒

的质粒浓度为 3.20×102～3.20×108 copies/μL，线性

关系良好，鼠诺如病毒的标准曲线为 y= –3.438x+
40.558（R2=0.997）。经优化，qPCR的反应体系为

20  μL，包括 10  μL  Premix  Ex  Taq™（Probe  qPCR、
6.8 μL RNase-free Water、0.4 μL上游引物、0.4 μL
下游引物、0.4 μL探针（日本 Takara公司）。鼠诺如

病毒的反应条件为 95 ℃ 5 min，95 ℃ 15 s，>60 ℃
40 s（荧光信号收集）；重复 40个循环。取 1 mL病毒

原液与病毒浓缩液，使用 PMAxx最适终浓度和

光接触处理，同时提取 RNA，进行 RT-qPCR反

应，计算病毒浓缩方法回收率，同时做病毒滴度

实验。 

2   结　果
 

2.1    海水中诺如病毒富集方法优化 （表 1）　模

拟海水样本富集后，使用 RT-qPCR检测浓缩样品

中 MNV-1的基因载量并计算回收率。Tralk洗脱

液得到的 MNV-1最佳回收率为 3.24%，明显高于

其他 2种洗脱液，而 TPB的 MNV-1洗脱效果与

TGBE 的基本相同，回收率均仅有 0.01%。在抑制

剂去除方面，三氯甲烷有显著效果，3种洗脱液经

三氯甲烷处理后均可提升回收率。

 

表 1   海水中不同诺如病毒富集方法比较
Table 1   Comparison of concentration methods different

norovirus of in seawater
 

洗脱液+抑制剂去除 浓缩倍数 拷贝数/μL 方法回收率/%

TPB 5 000 1.15 0.01±0.00

TPB+三氯甲烷 5 000 2.05 0.01±0.00

TGBE 5 000 2.05 0.01±0.00

TGBE+三氯甲烷 5 000 2.63 0.01±0.00

Tralk 5 000 553.81 1.97±0.01

Tralk+三氯甲烷 5 000 910.38 3.24±0.00
  

2.2    诺如病毒 TCID50 病毒滴度测定（图 1）　
分别设置 PMAxx浓度梯度、避光孵育时间梯度

和光接触时间梯度后，使用 TCID50 方法共检测

46组 MNV-1活病毒滴度。45组实验样品均检出

鼠诺如病毒，病毒原液滴度为 6 log TCID50，鼠诺

如病毒的滴度范围为 3.83～6.00 log TCID50，其中

预处理条件为 PMAxx浓度 50 μmol，避光孵育时

间 15 min、光接触 10 min；PMAxx浓度 100 μmol，
避光孵育时间 15 min、光接触 10 min；PMAxx浓
度 100 μmol，避光孵育时间 20 min、光接触 15 min
的 3个样本受 PMAxx的毒性影响较小。 

2.3    诺如病毒实时荧光定量（图 2）　为筛选诺

如病毒活病毒 PMAxx染色法的最适条件 ，将

MNV-1活病毒实验组设置了 MNV-1热灭活对照

组。使用 RT-qPCR方法共检测了 MNV-1活病毒

实验组和 MNV-1热灭活对照组的 92组结果 ，

包含了所设梯度的所有组合条件。实验所用的

MNV-1活病毒原液定量丰度对数值为 6.07。在

90组实验样品中共检出鼠诺如病毒阳性样品

60个 ，鼠诺如病毒的丰度范围为 （1.26×100～
1.01×106）copies/µl，其中预处理条件为 PMAxx浓
度 50 μmol，避光孵育时间 10 min、光接触 10 min；
PMAxx浓度 50 μmol，避光孵育时间 15 min、光接

触 10 min；PMAxx浓度 100 μmol，避光孵育时间

15 min、光接触 15 min；PMAxx浓度 200 μmol，避
光孵育时间 10 min、光接触 20 min的 4种条件下

PMAxx结合效果较好。 

2.4    与其他海水中诺如病毒富集和活病毒检测

方法比较（表 2）　依据实时荧光定量结果计算

了方法的诺如病毒回收率，并与其他文献中的方

法回收率比较。其中本海水中诺如病毒富集方法

中仅使用 Tralk洗脱液的最终回收率为 1.97%，而
同时使用 Tralk洗脱液与三氯甲烷的最终回收率

为 3.24%。此外，本方法富集浓缩倍数为 5 000倍，
远高于大部分参考文献方法，而在同等浓缩倍数

方法中回收效果最好。与实验室常用的活病毒检

测方法——病毒滴度法比较，本研究使用的 PMAxx-
RT-qPCR法实验时间仅需 2 h，且一次最多可处

理 24个样本。
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注：a 光接触 10 min实验组；b 光接触 15 min实验组；c 光接触 20 min实验组。

图 1    MNV-1活病毒实验组的 TCID50 病毒滴度结果

Fig. 1   TCID50 results of the Murine norovirus 1 (MNV-1) live virus experimental group
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图 2    MNV-1活病毒染色实验的病毒定量结果图

Fig. 2   Quantitative results of the MNV-1 live virus staining experiment
 

 

表 2   海水中诺如病毒富集方法回收率对比结果
Table 2   Comparison of recovery rates of concentration methods norovirus of in seawater

 

洗脱液+抑制剂去除 浓缩倍数 方法回收率/%

Tralk 5 000 1.97 ±0.001

Tralk+三氯甲烷 5 000 3.24 ±0.00

500 21.3（Hamza I A等[26]）

2 500 4.80（De K A等[25]）

5 000 0.70 ±0.17（李慧莹[28]）
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3   讨　论

本研究在纳米氧化铝陶瓷滤芯对病毒粒子高

效截留的基础上（截留率 99.9%），分别使用不同

标准和文献推荐的病毒洗脱液配合聚乙二醇

（PEG）沉淀法优化海水中诺如病毒的富集方法，

结果表明，TPB和 TGBE两种有机洗脱液与 PEG
沉淀法结合的病毒富集方法，其效果远低于 Tralk
洗脱液与 PEG沉淀结合的方法。此外，以三氯甲

烷作为 PCR抑制去除剂可有效提高病毒的富集

效率。在李慧莹等人[28] 的研究基础上，通过将 PEG-
6000的用药剂量增加 3%[29]，将回收率提高了

2.54%。国内外已报道过的病毒富集方法种类繁

多，大致可分为沉淀法、聚乙二醇脱水透析法、聚

合电解质法、膜吸附洗脱法和超滤法[30–32]。本方

法是膜吸附–洗脱–絮凝沉淀–高速离心–抑制剂

去除的组合方法，相对于单一的沉淀法、聚乙二

醇脱水透析法和膜吸附洗脱法，本研究的富集方

法可现场采集超大体积海水样品，无须搬运海水

样品，单人即可完成样品的采集任务；相对于聚

合电解质法，本法收集效率稳定，而聚合电解质

法常因聚合物易分解干扰收集效率；相对于超滤

法，本研究的富集方法利用电性捕获病毒粒子，

不易堵塞，更适合野外复杂海水环境和大体积海

水的病毒采集。此外，方法富集倍数高达 5 000倍，
使样品结果可靠性更高、更具有代表性。

PMAxx染色法是一种微生物活性筛选方法，多

用于检测细菌和古菌[33–34]，近年来已与 RT-qPCR
等多种分子生物学手段结合，逐步应用于活病原体

的快速检测领域 [35–38]。PMAxx是一种光反应染

料，可以高度亲和力结合核酸 [39–40]，在可见光下

光解后，PMAxx染料共价结合到核酸上 [41]，这种

修饰的核酸不能通过 PCR扩增 [42–43]。PMAxx™
染料会被活细胞的细胞膜排斥，无法穿透细胞膜[44]。

因此，在活细胞和死细胞群中，只有细胞膜受损

的死细胞对 DNA 修饰敏感[36,45]，并在随后的 PCR
反应中发挥作用。与通过细胞培养确定活病毒滴

度的方法相比，该方法具有检测时间短、效率高

的优势；与传统的 RT-qPCR 技术相比，核酸嵌入

剂的加入可极大降低来自死病毒的假阳性扩增

信号，从而提高活病毒检测结果的准确度。

在诺如病毒活性筛选方法最适条件的研究中

发现，46组MNV病毒实验组样品的 TCID50 病毒

滴定结果中，PMAxx 50 μmol、避光孵育 15 min、光
接触 10 min的染色条件对MNV活病毒具有最低限

度的损伤。在定量结果中，热灭活处理 MNV（90 ℃、
2 min）及其活病毒经不同浓度  PMAxx预处理的

结果显示，PMAxx预处理对活病毒的影响较小

（△丰度对数值<1），但抑制死病毒扩增信号的效

果显著。比较各浓度核酸嵌入剂在降低假阳性信

号方面的能力后，本实验选取 50 μmol作为 PMAxx
的最佳预处理浓度。另外，热灭活对照组的数据表

明，避光孵育时间超过 10 min即可完全避免死病

毒的检出（copies值未检出）。光活化 PMAxx 10 min
就能大幅抑制热灭活 MNV的核酸扩增，这足够

使体系内的游离  PMAxx 光解并与水形成羟胺，

进而不影响活病毒的检测。综合以上结果，考虑

到检测效率，将 PMAxx浓度 50 μmol室温下避光孵

育病毒样品 15 min、再光接触 10 min作为 PMAxx
的最佳预处理条件。

本研究通过优化海水中诺如病毒的富集方

法，并结合活病毒检测技术 PMAxx染色法，成功

建立了一套高效的环境海水诺如病毒检测技术。

研究中发现，采用 Tralk洗脱液洗脱纳米氧化铝

陶瓷滤芯，配合 PEG沉淀法，能够有效地从大体

积海水样本中回收诺如病毒颗粒 ，实现高达

5 000倍的浓缩，有效地解决了超大体积海水中诺

如病毒检测的难题。此外，PMAxx染色法在优化

的预处理条件下，即 PMAxx浓度为 50 μmol，避
光孵育 15 min后进行 10 min的光接触，能够显著

提高有感染活性诺如病毒的检测准确率。本研究

结果可为海产品安全风险分析及评估提供更准

确的数据支持，对于提高食品安全检测水平和传

染病防控具有重要意义。
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