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　 　 【摘要】 　 诺如病毒(Noroviruses,NoVs)作为引起非细菌性肠胃炎的主要病原体之一,在全球范

围内可造成严重的公共卫生问题与经济损失,近年来我国由该病毒引起的疫情也呈上升趋势。 由于

人 NoVs 的体外培养极其困难,现有的国家与国际检测标准均以无法分辨其死活的实时荧光-逆转录-
聚合酶链式反应(Real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction, RT-qPCR)扩增核酸的结果

为依据,因此活病毒的确证一直是 NoVs 检测的瓶颈,严重影响食品安全的危害分析、风险评估和决

策制定。 本文从体内和体外培养模型、病毒基因组以及衣壳蛋白完整性 3 个方面切入,重点综述并讨

论了近年来 NoVs 活病毒鉴别技术的研究进展及特点,同时对该技术的未来发展趋势进行展望。 旨

在进一步提高 NoVs 定量检测的精准性并为其在食品安全检测领域中的应用提供理论依据。
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【Abstract】　 Norovirus, as one of the main pathogens causing non-bacterial gastroenteritis, can cause
serious public health problems and economic losses around the world. In recent years, the outbreaks caused
by the virus in China are on the rise. Human Norovirus (HuNoV) can hardly be cultivated in-vitro. The
nucleic acid detection method (such as RT-qPCR) has the highest sensitivity and specificity, but it was not
established that the correlation between the detected viral genome and viral infectivity, which leads to
inaccurate judgment of safety risks. Here, the in-vitro and in-vivo culture models, viral genome integrity and
capsid protein integrity were cut into three aspects. The research progress and characteristics of infectious
Norovirus identification technology in recent years were reviewed and discussed, and the future development
trend of this technology was prospected. The aim is to further improve the accuracy of Norovirus quantitative
detection and provide a theoretical basis for its application in the field of food safety testing.
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　 　 诺如病毒(Noroviruses, NoVs)作为一种常见的

非细菌性急性肠胃炎病原体,常在全球范围内导致食

源性疾病的暴发。 近年来,随着生物信息学与分子生

物技术的蓬勃发展,人们对 NoVs 的研究逐渐深入至

基因组、蛋白结构以及人体免疫机制等方面,为更好

地防控 NoVs 的传播,灵敏、特异的快速检测手段也被

相继建立。 其中,实时荧光-逆转录-聚合酶链式反应

( Real-time reverse transcriptase polymerase chain
reaction, RT-qPCR)技术具有灵敏度高、特异性强且

操作简便的特性,已成为国内外快速检测 NoVs 的
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标准方法。 但是 RT-qPCR 技术可同时扩增病毒中

的游离 RNA、部分受损或降解的 RNA 以及受损衣

壳中的 RNA,其无法真正区分 NoVs 的死活从而导

致活病毒检出率偏高[1]。 许多研究已经证实,NoVs
仅依靠少数具有感染活性的颗粒即可诱发肠胃炎,
在食物或环境中留存的病毒基因组稳定性也远高于

其相应的具有感染能力的活病毒[2]。 因此,优化检

测方法以预测食物或环境中活 NoVs 数量对人类健

康风险评估具有重要意义。 本文通过总结 NoVs 活

病毒鉴别技术的最新研究进展,以期为进一步创新

研发新技术提供思路,使其能更好地应用于 NoVs
检测领域。

1　 NoVs 活病毒鉴别技术

近年来体内或体外培养技术不断创新,但就目

前而言,该技术在活 NoVs 鉴别领域中的应用依然

受限且急需改进。 为寻求突破,人们深入分子领域

逐步开发出了一系列依赖于病毒基因组及衣壳蛋白

完整性的鉴别技术,其在 NoVs 精准快速检测中具

有更为广阔的应用前景。
1. 1　 基于体内或体外培养模型鉴别 NoVs 活病毒

的检测技术　 迄今为止,运用体外分离培养技术区

分人 NoVs(human norovirus, HuNoV)的死活仍未取

得突破性进展,其关键原因是 HuNoV 难以实现体外

培养。 例如 2014 年 Jones 等[3] 首次报道了人类 B
细胞系可作为 HuNoV 的宿主实现病毒复制,但由于

该培养体系的复制效率低且对无菌操作具有较高要

求等原因而极大限制了它的应用。 2016 年,Ettayebi
等[4]从人肠道干细胞分化的肠道模拟体系中成功

复制出 HuNoV,但肠道组织来源有限、检测成本高、
培养时间长等缺陷仍阻碍了此方法在 NoVs 常规检

测中的应用。 此外,利用动物模型来探讨 NoVs 生

物学特性的研究也从未间断。 然而,大多数动物模

型感染 NoVs 后很少出现严重的临床症状以至于观

察困难,加之该模型建立成本高且常受到伦理道德

的制约,因而此方法的应用局限性大。 由于 HuNoV
缺乏可靠的体外分离培养模型及动物模型,使用可

体外培养的 HuNoV 替代模型来预测 HuNoV 感染能

力已成为近年来较为热门的研究课题。 如鼠 NoVs
(Murine norovirus, MNV) [5]、猫杯状病毒 ( Feline
Calicivirus, FCV ) [6]、 杜 兰 病 毒 ( Tulane virus,
TV) [7] 及 F-特异性 RNA 噬菌体 ( F-specific RNA
Bacteriophages) [8]等已作为 HuNoV 的替代模型被广

泛使用。 但由于 HuNoV 替代模型的致病机制、宿主

细胞及暴露于不同环境压力或消毒剂时所表现出的

特性与 HuNoV 仍存在差异,使得 HuNoV 替代模型

的结果无法完全应用于 HuNoV。
1. 2　 基于基因组完整性鉴别 NoVs 活病毒的检测

技术　 在早期人们就建立了基于分子水平鉴别活病

毒的检测手段,该法是通过分析核酸扩增过程中所

标靶的短或长基因区域内是否有完整基因组或可扩

增的未损伤基因区域的存在来实现的。 然而通过标

靶短基因片段分析基因损伤并不能准确区分病毒死

活,原因之一是衣壳蛋白破损后游离的病毒 RNA 可

被后续核酸扩增过程所检测;其次是即使病毒基因

组发生断裂后丧失感染活性,若扩增的目标区域保

持完整也不能通过 RT-PCR 检测到其他的基因损

伤,进而导致假阳性的出现。 因此,标靶长基因区域

确定使病毒感染能力下降或丧失的基因损伤从而区

分病毒死活的方法被逐步建立起来。 Simonet 等[9]

运用 Poly T 引物逆转录出 Poliovirus 1 的 cDNA 后

再通过 PCR 扩增包含 5’ NTR 在内的长基因片段

(6. 989 Kb),结果显示经 5 mg / L ClO2 处理 30 min
后的 Poliovirus 1 基因滴度可下降>3. 5 log10,相比于

3C 样蛋白(0. 076 Kb,基因滴度下降 1. 2 log10)及 5’
NTR(0. 145 Kb,基因滴度下降 1. 6 log10)短标靶区

域,长基因靶向具有更为显著的基因滴度下降优势。
此外,该研究还发现长基因区域标靶的检测灵敏度

与其所在位置有关,当包含最易受 ClO2 降解的 5’
NTR 时可降低死病毒的阳性检出率,但仍可能低估

样品中的活病毒数量且灵敏度( <4. 0 log10)较低。
2011 年,Pecson 等[10]通过设计 6 对 RT-PCR 引物对

F-specific RNA Bacteriophage MS2 经 UV254照射后的

基因受损情况进行了评估,结果表明该种基于多个

小片段(<320 bp)PCR 扩增来量化整个基因组损伤

的多靶点检测方法对能引起病毒基因组任何区域都

可能发生随机损伤的灭活方式(如 UV254处理)较为

适用,同时随着扩增标靶长度越接近于基因组全长,
基因滴度的减少(8. 1 log10)将越接近于基因组损伤

所造成的病毒感染滴度降低(8. 6 log10)的结果。
1. 3　 基于衣壳蛋白完整性鉴别 NoVs 活病毒的检

测技术

1. 3. 1　 配体捕获 NoVs-核酸扩增:由于 NoVs 特异

性抗体与破损衣壳蛋白亲和力弱,因此抗体在免疫

吸附过程中能去除部分不具有感染活性的病毒。
Park 等[11]利用 GⅠ.1、GⅡ.4 型 HuNoV 衣壳蛋白多
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克隆抗体磁珠结合 RT-qPCR 技术成功定量检测了

人工污染草莓中的 HuNoV,研究发现检测灵敏度

(7. 07 拷贝)依赖于能够与病毒有效结合的多克隆

抗体种类与数量,这与不同基因型的 NoVs 抗原性

差异较大有关。 在抗体特异性捕获 NoVs 的过程

中,确定抗原-抗体结合位点是整个过程的关键所

在。 若结合位点不参与感染过程,则 NoVs 感染能

力的丧失可能不一定与抗体捕获能力的丧失相对

应[12]。 就 HuNoV 而言,其侵染细胞的特异性受体

及辅助因子目前均尚未确定;其次,仍有许多抗体存

在靶序列结合特性,这使之能够与丧失感染活性病

毒的变性衣壳蛋白相结合。 以上缺陷均表明,基于

抗体捕获鉴别活 NoVs 的方法仍需进一步研究与

优化。

表 1　 基于糖复合物捕获-RT-qPCR 鉴定诺如病毒活病毒技术比较

Tab.1　 Comparison of infectious norovirus identification techniques based on carbohydrate complex capture-RT-qPCR
捕获方式 检测对象 灭活方式 基因滴度减少量 感染滴度减少量 参考文献

PGM-MB HuNoV GⅠ.1
TV

MNV-1

300-600 MPa 0. 45-4. 7 log10 /
1-2 mJ / cm2UV254 1. 8-3. 8 log10 /

64-72 ℃ 0. 9-3. 1 log10 /
100-200 MPa 0-2. 0 log10 0-2. 0 log10
200-300 MPa 2. 0 log10 2. 0-3. 5 log10
250-350 MPa 0-1. 5 log10 0-1. 5 log10
350-450 MPa 1. 5-2. 0 log10 2. 0-5. 5 log10

Dancho 等[16]

Li 等[15]

RNase- PGM-MB HuNoV GⅠ.1
HuNoV GⅡ.4
HuNoV GⅠ.1
HuNoV GⅡ.4

300-600 MPa
100-600 MPa

0. 4-1. 3 log10
1. 7->4. 0 log10
0. 3->3. 0 log10
1. 0->3. 8 log10

/
/
/

Ye 等[14]

Sido 等[19]

人唾液 HBGAs(ISC) TV 56 ℃ 97. 6% 84. 2%
300 ppm 氯 99. 4% 99. 7%
40%乙醇 94. 8% 81. 9%

30 mJ / cm2UV254 57. 6% 99. 8%

Wang 等[17]

GD1a
RAW 264. 7
PGM
Caco-2

MNV-1
HuNoV GⅠ.8
HuNoV GⅡ.4

2. 1% H2O2 ≤0. 5 log10 6. 0 log10
70 ℃ ≤0. 5 log10 6. 0 log10

2. 1% H2O2 >1 log10 /
70 ℃ >1 log10 /

Li 等[18]

人们在利用病毒样颗粒 ( virus like particles,
VLPs)研究 NoVs 免疫原性及受体结合特性时发现

其可特异性结合多种糖复合物(如表 1),例如人类

组织-血型抗原(HBGAs)能以某种方式在 HuNoV 及

TV 侵染宿主的过程中起到关键作用,而 MNV 则能

与神经节苷脂(GD1a)上的唾液酸表位发生特异性

识别。 Leon 等[13]通过人体试验证明,接种了 104 基

因拷贝数 HuNoV GⅠ.1 的牡蛎样品经 400 MPa 超

高压处理后,其感染率可降低至 21%,而经 600 MPa
超高压处理则能达到完全灭活的效果。 为证明

PGM-RT-qPCR 检测方法的可行性,Ye 等[14] 采用与

之完全相同的实验条件处理牡蛎样品并利用 PGM
偶联磁珠(PGM-MB)捕获 HuNoV GⅠ.1 与 GⅡ.4 后

进行 RT-qPCR 分析,结果表明此方法的活病毒检出

率与 Leon 等[13] 研究结论显著相关,且在 PGM-MB
捕获前使用 RNase 处理样品可极大提高结果准确

度。 但 Li 等[15]研究发现,病毒处于一定压力(200~
450 MPa)条件时,衣壳蛋白中的非特异性结合位点

遭到破坏即能丧失感染活性,而未被破坏的特异性

结合位点仍可与 PGM 结合,这部分在受损衣壳保护

下的 RNA 可被后续核酸扩增所检测进而导致病毒

滴度的减少量不发生变化。 Dancho 等[16] 用高剂量

紫外线(1-2 mJ / cm2 UV254)辐照 HuNoV GⅠ.1 样品

后通过 PGM-MB 捕获-RT-qPCR 检测所得的假阳性

检出率却大幅度提升,这也进一步说明超高压可使

病毒衣壳蛋白解离或变性,其不同于可对核酸造成

直接损伤的 UV254 辐照。 Wang 等[17] 通过改进

HBGAs 共轭磁珠捕获 NoVs 的方法,开发出了一种

更为高效灵敏的酶联免疫吸附-PCR 杂交反应技术

(ISC),证明了 ISC 能较为准确地预测暴露于热、氯
和乙醇后病毒感染能力的丧失情况,但对于 UV254造

成损伤的结果预测并不理想。 由于 HuNoV 可有效

结合分化的 Caco-2 细胞,Li 等[18] 首次运用该特性

报道了 Caco-2 细胞捕获-RT-qPCR 技术鉴别活

NoVs 的能力,并证明病毒的非特异性结合是糖复合

物捕获-核酸扩增技术的主要干扰因素。
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　 　 2015 年,Moore 等[20]利用指数富集的配体系统

进化技术筛选并纯化了 GⅡ.4 型 NoVs P 结构域的

核酸适配体(Aptamer)M6-2。 Moore 等[1] 通过评估

单克隆抗体 NS14、核酸适配体 M6-2 及多糖复合物

HBGAs 捕获经热处理后 HuNoV GⅡ.4 的能力证明,
M6-2 仅结合完整的靶蛋白并显示出高度的构象依

赖性;相比于单克隆抗体 NS14(26. 4%±3. 9%),M6-
2(2. 0%±1. 3%)及 HBGAs(0. 5%±1. 2%)具有相似

的且较小的靶序列依赖性。 尽管核酸适配体在许多

方面优于传统配体,但仍存在一些缺陷,如对缓冲条

件的高灵敏度和对阳离子基质组分可能存在非特异

性结合。 除此之外,核酸适配体捕获 NoVs 的研究

仍局限于热处理,而对经其他灭活处理后的捕获能

力还未进行评价,因此基于核酸适配体捕获鉴别

NoVs 活病毒的技术还需进一步完善与开发。
1. 3. 2　 生物试剂预处理-核酸扩增:由于 RNA 受热

后可形成不易被 RNase 降解的 RNA-蛋白质复合物

(RNA-protein complexes,RNPs),因此 RNase 单独预

处理病毒并不能有效消除 RT-PCR 的假阳性信号,
这导致 RNase-RT-PCR 技术在活病毒鉴别领域的应

用与发展受限[21]。 2002 年,Nuanualsuwan 等[22] 首

次在该技术体系的基础上引入 Proteinase K,利用该

酶对破损衣壳蛋白具有高亲和力的特性极大克服了

上述问题的出现。 Pecson 等[23] 在应用此方法的基

础上,利用能覆盖全基因组的 12 组引物对 RNA 进

行 RT-qPCR 扩增后成功评价了 Bacteriophage MS2
经 72 ℃加热、单线态氧及 UV254处理后的死活情况。
二者研究表明,相比于单独使用 RNase A,Proteinase
K 与 RNase A 的联用可有效降低(高达 5. 2 log10)但
不能完全消除 RT-qPCR 的假阳性信号[22-23]。 在应

用 MNV-1 研究复合酶预处理-RT-qPCR 技术降低假

阳性检出率的效果时发现,超高压处理(2. 15±0. 06
log10)相比于加热(0. 56±0. 05 log10)及 UV254(0. 37±
0. 02 log10)处理所减少的 RT-qPCR 信号更显著,但
3 种不同灭活方式的复合酶预处理-RT-qPCR 结果

与其相对应的 TCID50试验结果(3. 54->6 log10)相差

较大[24]。 近年来,研究者们开始尝试将复合酶预处

理与恒温扩增技术相结合,例如利用复合酶预处理

与实时核酸序列依赖性扩增技术 ( nuclear acid
sequence-based amplification, NASBA)相结合可用于

检测评估临床样本中的 HuNoV GⅡ,此法(阳性检

出率 88. 54%) 相比于普通 RT-PCR(阳性检出率

86. 46%)及 RT-qPCR(阳性检出率 81. 25%)具有更

好的降低假阳性检出率的效果[25]。
目前除运用酶进行样品预处理以区分 NoVs 死

活的 方 法 被 频 繁 报 道 外, 通 过 叠 氮 溴 化 乙 锭

( Ethidium monoazide, EMA )、 叠 氮 溴 化 丙 锭

(Propidium monoazide, PMA)及 PMAxx 等核酸嵌入

剂更为高效快速地鉴别 NoVs 活病毒的技术也是近

年的研究热点。 利用核酸嵌入剂预处理-核酸扩增

技术已成功定量了 Poliovirus 1[26]、 MNV-1[27] 及

HuNoV 等[28] 等经超高压、UV254辐照及氯等多种灭

活方式处理后的活病毒数量。 此外,将核酸嵌入剂

与表面活性剂联用可增强核酸嵌入剂的使用效果,
例如 PMA 与 0. 5%Triton X-100 联用时可在含有 6×
104 TCID50接种量甲型肝炎病毒( hepatitis A virus,
HAV)的热处理蔬菜样品中完全避免 RT-qPCR 假阳

性信号(基因滴度下降>3. 4 log10)的产生,但其并不

适用于贝类浓缩液等基质更为复杂的样品检测[29]。
2018 年,Fraisse 等[28] 对 PtCl4 预处理-RT-qPCR 技

术进行了较为全面的评估,通过对比 PtCl4 与其他

类型核酸嵌入剂预处理效果后不仅证明 PtCl4 无须

经过光活化步骤可极大缩短检测时间,其在降低假

阳性信号方面也具有比其他核酸嵌入剂更为突出的

性能。 然而,PtCl4 与表面活性剂联用进行预处理时

将不表现与其他核酸嵌入剂相似的增强特性[28]。
随后,Randazzo 等[30] 也应用 PtCl4 预处理-RT-qPCR
技术成功量化了经热或超高压处理后的感染性戊型

肝炎病毒( hepatitis E virus,HEV)。 尽管基于核酸

嵌入剂鉴别活病毒的技术较为简便有效,但核酸嵌

入剂需要结合双链区域而 NoVs RNA 多为单链,同
时根据其高度保守的二级结构域设计引物与探针时

难度较大。
1. 3. 3　 生物素标记-核酸扩增:2010 年 Sano 等[31]

以 Astrovirus 作为 HuNoV 的替代模型进行研究,将
其衣壳蛋白上因氧化应激损伤产生的羰基通过生物

素标记后再利用抗生物素蛋白凝胶柱实现了受损

(生物素化)与完整(非生物素化)病毒颗粒的分离,
该实验证明经 0. 05~0. 5 ppm 游离氯处理 5~15 min
后造成 Astrovirus 的羰基累积量(29. 8% ~ 54. 7%)
与其噬菌斑试验结果(感染滴度减少量 0. 43 ~ 2. 53
log10)显著相关。 在经 1. 0 ppm 游离氯处理 5 ~ 15
min 后的 HuNoV GⅡ.4 上运用该技术(生物素化病

毒回收率 21. 4% ~ 49. 9%)后也表现出比长基因区

域靶向核酸扩增 (基因滴度减少量 2. 03 ~ 2. 27
log10)更为优越的鉴别活病毒能力。 但其作为一种
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　 　 　 表 2　 诺如病毒活病毒鉴别技术总结

Tab.2　 Summary of infectious norovirus identification techniques
鉴别技术 分析方法 优点 缺点

基于体内和体外培养

模型鉴别

细胞模型

动物模型

HuNoV 替代病毒模型

可直观呈现结果、适用

于多种灭活方式

无菌操作要求高、耗费时间长

受伦理道德制约

检测结果不能完全应用于 HuNoV
基于基因组完整性

鉴别

标靶短或长基因区域核酸扩增 检测速度快、操作简单 假阳性高、灵敏度低

基于衣壳蛋白完整性

鉴别

配体捕获-核酸扩增 抗体捕获-核酸扩增

糖复合物捕获-核酸扩增

核酸适配体捕获-核酸扩增

生物试剂预处理-核
酸扩增

酶预处理-核酸扩增

核酸嵌入剂预处理-核酸扩增

生物素标记-核酸扩增

灵敏、检测成本低

操作简单、检测速度快

灵敏、特异性高

操作简单、检测速度快

灵敏、高效

假阳性高

存在非特异性结合

仅限于对热灭活方式的评价阶段

酶消化难以控制

引物与探针设计难度高

仅限于对可造成衣壳氧化应激损伤的

药剂的评价阶段

新兴技术,该方法目前仅限于对可造成病毒衣壳蛋

白氧化应激损伤的药剂的研究阶段,因此还需对不

同灭活方法进行更为全面地验证。

2　 总结与展望

NoVs 的精准定量检测技术是预防感染与保障

食品安全的重要前提,表 2 就上述应用于 NoVs 活

病毒鉴别方面的技术进行了对比总结。 未来,NoVs
活病毒鉴别技术的研究还可从以下几个方面深入:
(1)在现有技术的基础上优化检测水平使之更适用

于复杂样品的检验;(2)综合使用检测方法并评估

鉴别能力,从中筛选出适用范围广、效率精度高及抗

干扰能力强的鉴别方式;(3)将现有技术与其他先

进核酸扩增技术联用,如 NASBA、RPA 等核酸等温

扩增技术,以缩短检测周期、提高特异性与灵敏度,
同时使之更适用于野外现场检测。 此外,NoVs 死活

鉴别技术的未来发展方向还应迎合食品安全检测的

要求,实现高效率、低成本的方式进行在线监控,使
检测朝着微型化、便携化以及智能化的方向发展。
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[24] 　 Diezvalcarce M, Kovač K, Raspor P, et al. Virus genome
quantification does not predict norovirus infectivity after
application of food inactivation processing technologies[J] . Food
Environ Virol, 2011,3(3-4):141-146.

[25] 　 Lamhoujeb S, Charest H, Fliss I, et al. Real-time molecular
beacon NASBA for rapid and sensitive detection of norovirus GII
in clinical samples[ J] . Can J Microbiol, 2009,55(12):1375-
1380. DOI:10. 1139 / W09-105.

[26] 　 Parshionikar S, Laseke I, Fout G S. Use of propidium monoazide
in reverse transcriptase PCR to distinguish between infectious and
noninfectious enteric viruses in water samples[ J] . Appl Environ
Microbiol, 2010, 76 ( 13 ): 4318-4326. DOI: 10. 1128 / AEM.
02800-09.

[27] 　 Kim S Y, Ko G. Using propidium monoazide to distinguish
between viable and nonviable bacteria, MS2 and murine
norovirus[J] . Lett Appl Microbiol, 2012,55(3):182-188. DOI:
10. 1111 / j.1472-765X.2012. 03276.x.

[28] 　 Fraisse A, Niveau F, Hennechart-Collette C, et al.
Discrimination of infectious and heat-treated norovirus by
combining platinum compounds and real-time RT-PCR[J] . Int J
Food Microbiol, 2018,269:64-74. DOI:10. 1016 / j. ijfoodmicro.
2018. 01. 015.

[29] 　 Moreno L, Aznar R, Sanchez G. Application of viability PCR to
discriminate the infectivity of hepatitis A virus in food samples
[J] . Int J Food Microbiol, 2015, 201: 1-6. DOI: 10. 1016 / j.
ijfoodmicro.2015. 02. 012.

[30] 　 Randazzo W, Vasquez-Garcia A, Aznar R, et al. Viability RT-
qPCR to distinguish between HEV and HAV with intact and
altered capsids [ J ] . Front Microbiol, 2018, 9: 1973. DOI:
10. 3389 / fmicb.2018. 01973.

[31] 　 Sano D, Pinto R M, Omura T, et al. Detection of oxidative
damages on viral capsid protein for evaluating structural integrity
and infectivity of human norovirus [ J] . Environ Sci Technol,
2010,44(2):808-812.DOI:10. 1021 / es9018964.

(收稿日期:2019-04-06)
(本文编辑:吕新军)

·655· 中华实验和临床病毒学杂志 2019 年 10 月第 33 卷第 5 期　 Chinese J Exp Clin Virol, October　 2019,Vol. 33,No. 5




