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摘要：甲肝病毒（)*+,-.-./ 0 1.23/，405）是能引起传染性甲型肝炎的单链 670病毒 8用常规 69:;<6（反转录 ;<6）和 =>?6 @2**A
实时定量 69:;<6方法，根据甲肝病毒保守的 5;!:5;"基因序列设计引物，对渤海湾天津沿岸海水中的甲肝病毒进行了检测
和定量分析 8 B个样品取自渤海湾天津塘沽以南沿岸海水，取样时间分别是 "&&’年夏、秋、冬季和 "&&C年春季 8 海水样品先用
小型超滤装置（D.EE.+F2* ;*EE.GFA D.A. 9HH）或超滤离心管（D.EE.+F2* <*A-2.GFA ;E3/:’&）浓缩，然后进行 69:;<6检测 8结果表明，从 B
个海水样品中都能扩增出 !B" I+的 405 GJ70，这些 GJ70的核苷酸序列与 @*A*?,AK中的同源序列相似性为 BLM N !&&M 8 用
=>?6 @2**A 实时定量 69:;<6检测了春季和冬季的 (个海水样品，结果表明，海水中甲肝病毒的浓度范围为 L%#L O !&( N $%L!
O !&’ 1.23/ +,2-.GE*/PQ8
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病毒是海洋中含量最丰富的一类生物，在海洋

生态平衡和生物地球化学循环中起重要作用，其密

度可达 !&’ N !&B 1.23/ +,2-.GE*/PUQ8 此外，海洋病毒
对海水养殖业和人类健康也有重要影响［! N $］8 甲肝
病毒（)*+,-.-./ 0 1.23/，405）属于小核糖核酸病毒科
甲肝病毒属，是一种无包膜的单股正链 670病毒，
是全球急性传染性肝炎的主要病因，能引起甲型肝

炎的暴发流行 8 它主要通过粪:口途径传播，能随生
活污水不断进入近岸海洋环境，并且能在海水中存

活数周之久［L］8 渤海湾沿岸分布着许多海水浴场和
养殖区，进行海水中甲肝病毒的监测，了解受陆源生

活污水污染的程度，不仅有助于近海岸水产养殖业

的可持续发展，而且对于评估海滨浴场水质，防止病

源微生物的扩散，确保人的健康和海洋环境的安全

具有重要意义 8
海水中甲肝病毒的有效监测和控制需要快速准

确的检测技术作为支持，通过传统的细胞培养法检

测 405不仅灵敏度差、操作复杂，而且病毒的培养
周期长，不易获得高滴度病毒 8 由于 ;<6技术具有
灵敏度高和特异性强的优点，近年来已被广泛应用
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于病毒的检测和定量 !
反转录 "#$（$%&"#$）技术已被成功地用于检

测海水、河水和海洋动物中的 $’(病毒，如甲肝病
毒和引起急性肠炎的诺沃病毒（)*+*,-+./）等［0 1 23］!
实时定量反转录 "#$（+456&7-84 9.5)7-757-,4 $%&"#$）
技术则用于环境样品中 $’( 病毒的检测和定
量［2: 1 ;;］! 目前，国内仅有一些应用常规 $%&"#$ 技
术检测海水和贝类中甲肝病毒的报道［< 1 2=］，尚未见

到用实时定量 $%&"#$方法对海水中的甲肝病毒进
行定量的报道 !
本研究主要采用超滤离心管对渤海湾天津沿岸

不同位点的海水样品进行直接浓缩的方法，以及用

$%&"#$技术对浓缩样品进行甲肝病毒检测和用实时
定量 $%&"#$技术对浓缩样品进行甲肝病毒的定量 !

! 材料与方法

!"! 仪器和试剂
海水浓缩使用美国密理博公司的小型超滤系统

（>-66-?*+4 "466-@*) >-)- %AA，截留相对分子质量为 2==
B 2=3）和超滤离心管（#4)7+-@*) "6./&C=，截留相对分子
质量为 2== B 2=3），荧光定量 "#$仪为 D-*&$5E产品，
凝胶成像分析系统为基因有限公司的 FG"
%+5)/-66.8-)57*+ >*E46 >&;0，$’( 提取试剂盒购自
H-5I4)公司，荧光定量 "#$试剂盒、J’(凝胶回收试
剂盒、质粒小量提取试剂盒等购自大连宝生物公司 !
反转录酶 >>KG购自 ?+*84I5公司 ! 甲肝病毒

标样为冻干甲型肝炎减毒活疫苗，浙江普康生物技

术有限公司生产，滴度为 2=0LM %#NJM= O8K!
!"# 海水样品采集
分别于 ;==C年 0、P、2;月和 ;==<年 :月，采集

渤海湾天津塘沽以南海域的表层海水，每个位点采

集 2=K，装于新塑料桶中，; Q内送回实验室进行超
滤浓缩 ! 采样位点见图 2（D%2、D%;、D%3和 D%:），采
样时间见表 2 !
!"$ 海水浓缩和病毒 $’(提取
方法一：2= K海水经 =L:M!8滤膜过滤后，用截

留相对分子质量为 2==的小型超滤系统进行超滤，
得到约 2= 8K的海水浓缩液，再用截留相对分子质
量为 2==的超滤离心管0 === +O8-)离心 2= 8-)，得到
;== 1 3==!K海水浓缩液 ! 使用 H-5I4) 公司的病毒
$’(提取试剂盒，提取病毒 $’(，操作按照产品说
明书进行 !
方法二：取 M== 8K海水，直接用截留相对分子

质量为 2==的超滤离心管0 === +O8-)离心 2= 8-)，得

表 ! 实时定量 %&’()%检测海水中甲肝病毒的浓度2）

%5R64 2 K4,46 *S T(G -) /45U574+ E474+8-)4E

RV +456&7-84 9.5)7-757-,4 $%&"#$

取样位点 取样日期
$%&"#$
检测 T(G

T(G浓度
O,-+./ ?5+7-@64/·KW 2

D%2 ;==C&=0 X ’J
D%2 ;==C&=P X ’J
D%; ;==C&=P X ’J
D%; ;==C&2; X :LM2 B 2=C

D%3 ;==C&2; X ML3M B 2=0

D%: ;==C&2; X 2LM2 B 2=C

D%; ;==<&=: X CL0M B 2=0

D%3 ;==<&=: X ;L0= B 2=C

D%: ;==<&=: X ML<: B 2=0

2）X：T(G阳性；’J：未检测

图 ! 采样位点示意

A-I!2 >5? *S /58?6-)I 6*@57-*)/

到约 ;==!K海水浓缩液，参照文献［;3］的方法提取
病毒 $’(! 取 P==!K裂解液（将 2;= I异硫氰酸胍
溶于 2== 8K =L2 8*6OK，?T 0L:的 %+-/中，再加 ;; 8K
=L; 8*6OK，?T <L=的 YJ%(和 ;L0 I %+-7*) Z&2==，混
匀）和 :=!K [-\;，剧烈混匀，加入 M=!K 海水浓缩
液，混匀后室温静置 2= 8-)，离心去上清，将沉淀用
洗脱液（将 2;= I异硫氰酸胍溶于 2== 8K =L2 8*6OK，
?T 0L:的 %+-/中，混匀）洗 ;次，再用 C=]乙醇洗 ;
次，最后用丙酮洗 2次，M0^干燥 2= 8-)，用 3=!K %Y
缓冲液溶解，M0^处理 2= 8-)，离心收集含有病毒
$’(的上清液 !

;==C年 0月和 P月的海水样品采用方法一进行
病毒浓缩，;==C年 2;月和 ;==<年 :月的海水样品
采用方法二进行病毒浓缩 !
!"* $%&"#$检测海水中的 T(G

"#$引物位于 T(G基因组中编码 G"2&G"; 衣
壳蛋白的区域，目的片段长度为 2P; R?［0］!引物序列
如 下：T5,&2： M_&#(‘#(#(%#(‘(((‘‘%‘(‘&3_；
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!"#$%：&’$()((*+**)(*)()((**($,’ -
反转录反应为 &.!/体系：,0&!1 23*，.0&!1

2"4567 89:7;9，<.=保持 & 7:4，立即冰浴 ,. >，再加
入 & ? @@/A BCDD;9 E.!/，53)8>（各 %0& 7 76FG/）E.

!/，23* H4I:B:J69 %& K，@@/A 2) %.. K，用灭菌蒸馏
水补至 &.!/，于 ,<=反应 L. 7:4，合成 !*A MN3*-

2)$8(2 反应为 %&!/ 体系：E. ? OP !"# BCDD;9
%0&!/，53)8>（各 %0& 776FG/）%0&!/，OP !"# !Q
.0L%& K，上下游引物各 .0%!76FG/，MN3* E!/，用灭
菌蒸馏水补至 %&!/- 8(2 反应条件为 RS= ,. >，
&&= L. >，<%= ,. >，S& 个循环，最后 <%=延伸 &
7:4- 每次均设阳性对照（甲肝病毒）和阴性对照（灭
菌蒸馏水）- 取 &!/ 8(2产物在 %T琼脂糖凝胶中
电泳，在凝胶成像系统中观察结果并照相 -
!"# !*A MN3*的克隆和测序
切下琼脂糖凝胶中的目的条带，用凝胶回收试

剂盒回收 ER% BU的 MN3*片段，与 U@NEV$)载体连
接，用连接产物转化大肠杆菌 N!&"感受态细胞，挑
选白色菌落进行 /W液体培养基培养，用质粒提取
试剂盒提取质粒，用 $%&2#和 ’()5$双酶切鉴定 -
随机挑选 % 个阳性克隆进行测序，将所得序列与
+;4W"4X中的同源序列进行 W/*Q)比对 -
!"$ QYW2 +9;;4 实时定量 2)$8(2测定 !*A的标
准曲线

将含有目的 MN3*片段的质粒进行 &个梯度的
E. ?稀释，浓度从 ES. U1G!/到 .0.ES U1G!/-实时定
量 2)$8(2 反应为 %&!/ 体系：含 QYW2 +9;;4 H 的
89:7:P E%0&!/，上下游引物各 .0%!76FG/，MN3* E

!/，用灭菌蒸馏水补至 %&!/- 反应条件为 R&=预变
性 E. >，然后 RS= & >，&&= E 7:4，<%= E& >，S&个循
环，<R=收集荧光信号，N3* 熔解曲线分析的温度
区间为 && Z R&=，温度增长速度为 .0% =G> - 以起始
模板的对数为 * 轴，以临界循环数（ JI9;>I6F5 M[MF;，
(J）为 + 轴建立定量 8(2标准曲线，每个梯度重复 ,
次 -
!"% QYW2 +9;;4 实时定量 2)$8(2 检测海水中的
!*A［E&］

实时定量 2)$8(2反应的条件同 E0L，每个样品
重复 ,次，所得到的病毒浓度的数值除以病毒的回
收率（见 E0V），得到海水中甲肝病毒的实际浓度 -
!"& !*A回收率测定
将一定浓度的甲肝病毒加入到 E. 7/海水中，

取 & 7/按照 E0,的方法二进行超滤浓缩，然后提取
23*（*），另外 & 7/不经超滤浓缩，直接提取 23*

（W）；将 E. 7/没有额外加入甲肝病毒的海水进行超
滤浓缩，然后提取 23*（(）- 将上述 ,份 23*样品
按照 E0S的方法进行反转录反应，然后进行实时定
量 2)$8(2 检测，反应条件同 E0L，每个样品重复 ,
次 -根据标准曲线计算 ,个样品中甲肝病毒的拷贝
数（分别记为 "、,、%），由公式（ " \ %）G（ , \ %）?
E..T计算海水样品甲肝病毒的回收率 -

’ 结果与讨论

’"! 海水中 !*A 的 2)$8(2检测和 !*A MN3*测序
对 R个海水样品所进行的甲肝病毒 2)$8(2检

测的阳性率为 E..T，每个样品都能扩增出 ER% BU
的甲肝病毒 MN3*，结果见表 E - 图 %是 %..V年 S月
采集的 , 个海水样品（W)%、W), 和 W)S）的 2)$8(2
检测结果 - 上述海水样品中甲肝病毒的捡出率明显
高于 +;9>B;91等［EV］用同样方法对美国加利福尼亚州
圣迭戈沿岸海水所进行的检测（检出率为 <RT），而
与樊景凤等［E.］对辽东湾海水的检测结果一致（检出

率为 E..T），这表明渤海海水的甲肝病毒污染非常
普遍 -

E - W)S；% - W),；,- W)%；S-阳性对照；&-阴性对照；L- N3* @"9X;9
图 ’ 天津沿岸海水中甲肝病毒的 ()*+,(检测

]:1-% N;J;MJ:64 6D I;U"J:J:> * #:9C> :4 ):"4^:4

M6">J"F >;"_"J;9 B[ 2)$8(2

对表 E中的 R个海水样品进行了 2)$8(2扩增，
得到的 ER% BU MN3*进行克隆，从每次克隆中随机
选取 %个菌落进行克隆片段的测序，EV条序列（)‘E
Z )‘EV）的 +;4W"4X 注册号分别为 OK<V..V& Z
OK<V.E.% - 这 EV条序列与 +;4W"4X中已注册的同源
序列（NaLSLS%L）的核苷酸序列相似性在 R&T Z E..T
之间 - 目的片段编码 L,个氨基酸，在 EV个片段中，EE
个片段所编码的氨基酸序列与 +;4W"4X 注册号为
NaLSLS%L的序列所编码的氨基酸完全相同，其余 <个
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片段所编码的氨基酸序列出现 !个氨基酸突变（图 "）# 这表明该区域的突变率是比较高的（"$%）#

图 ! 来自不同甲肝病毒的 "#$%"#&片段的氨基酸序列比对

&’(#" )*+,’-+. /+’(01.0, 23 /1’02 /4’5 6.7*.04.6 3821 5’33.8.0, 9:; ;<!=;<> 38/(1.0,6

&’& 海水中 9:;的回收率
用实时定量 ?@=<A?方法检测了海水中甲肝病

毒的回收率 # 接种的病毒数量为 >BCD E !F$ G’8*6
-/8,’4+.6HI，经过样品浓缩和 ?J:提取后（方法二）用
实时定量 ?@=<A?测得的病毒浓度为 !BKD E !F$ G’8*6
-/8,’4+.6HI，经计算得出海水中甲肝病毒的回收率为
CLBF"% # 与 M.86N.8(等［!O］和 ?26.等［!$］报道的海水
中甲肝病毒的回收率分别为 !!%和 !>%相比，本研
究的回收率高出许多，表明方法二是一种简单、快速

和回收率高的海水病毒浓缩和病毒 ?J:提取方法 #
&’! PQR? M8..0实时定量 ?@=<A?检测 9:;的标
准曲线

用 C个梯度浓度的含有目的片段的质粒进行实
时定量 ?@=<A?检测，以起始模板数的对数为 S轴，
以临界循环数为 ! 轴建立实时定量 "#$ 的标准曲
线 # 扩增曲线和标准曲线如图 K所示，线性回归方
程为 ! T U "BOOC% V K$B$OC，标准曲线斜率为
U "BOOC，$> T FB$$> K，说明 ?@=<A? 扩增该标准品
的线性关系良好，符合制备实时 <A?标准曲线的要
求，经实时定量 <A?熔解曲线分析表明扩增是特异
性的，熔解温度 &1 为 OFBCW #
&’( PQR? M8..0 实时定量 ?@=<A? 检测海水中的
9:;
用实时定量?@=<A?方法对渤海湾天津沿岸海

图 ( )*"实时定量 +,%#-+标准曲线

&’(#K P,/05/85 4*8G. 23 9:; 8./+=,’1. 7*/0,’,/,’G. ?@=<A?

水样品中的甲肝病毒进行了定量分析 # 在不同时间
和地点采集的 D个海水样品中，均检测到甲肝病毒，
病毒浓度见表 ! # 从中可知，天津沿岸海水中的甲肝
病毒浓度大约为 CB"C E !FD X KBC! E !FL G’8*6

-/8,’4+.6HI# 用 PQR? M8..0实时定量 ?@=<A?技术定
量海水中甲肝病毒的方法，具有简便、快速和实用性

强的优点，整个检测过程可在 !> Y内完成 #
本研究通过 PQR? M8..0实时定量 ?@=<A?检测

>C 环 境 科 学 "F卷



的天津沿岸海水中甲肝病毒的浓度明显高于国外报

道 ! "#$$%&等［’(］检测墨西哥某入海口处的甲肝病毒
浓度为 )* + , (-, ./#0& 12#3/456&78，96#&:6#;等［’<］检测
美国和墨西哥边界的海水中甲肝病毒的浓度为 ’*(
+ ,* ==’ ./#0& 12#3/456&78，而天津沿岸海水中甲肝病
毒的浓度为 (>,( ? ’*@ + A>(’ ? ’*= ./#0& 12#3/456&78!
天津沿岸海水中甲肝病毒浓度过高的原因，可能是

大量没有达到排放标准的污水流入海中，再加上渤

海为内海，与外海的海水交换速度较慢 ! 此外，用实
时定量 BCDEFB检测的海水甲肝病毒浓度，无法区
分病毒是否具有感染性，而用常规的细胞培养法检

测和定量海水中的甲肝病毒是一件很困难的事情，

目前尚没有可以参考的数据，所以笔者还不清楚感

染性病毒和非感染性病毒之间的比例关系 ! 但是，
GH/6H等［-A］通过实时定量 BCDEFB 方法和常规的细
胞培养方法测定了水中肠道病毒的浓度，前者是后

者的 )’倍，这一数据可以作为估计海水中感染性和
非感染性甲肝病毒比例的参考 !
由于陆源生活污水的排放，造成大量人类肠道

病毒进入近岸海水中，国内外已报道多起近岸贝类

养殖区和海水浴场引发甲肝流行的事件 ! 目前我国
海水卫生质量均采用粪大肠菌群作为指示菌，研究

发现，粪大肠菌群在海水中的死亡速率比病毒快得

多，很多符合粪大肠菌群卫生标准的海水中仍可检

测到大量的甲肝病毒［-(］，而且有研究表明，粪大肠

菌群的数量与人类病毒的数量并不具有明确的相关

性，仅检测粪大肠菌群并不能反应海水中病毒的情

况，因此，对海洋中病毒的直接检测和定量具有重要

意义［’’］!

! 结论

（’）用常规 BCDEFB方法对 ) 个取自渤海湾天
津沿岸的海水样品进行了甲肝病毒检测，阳性率为

’**I !
（-）用 GJ"B 9#66K实时定量 BCDEFB方法对渤
海湾天津沿岸的 @个海水样品中的甲肝病毒进行了
检测和定量，其浓度范围为 (>,( ? ’*@ + A>(’ ? ’*=

./#0& 12#3/456&78!
（,）本研究建立的用超滤离心管直接浓缩海水
病毒和抽提病毒 BLM，用常规 BCDEFB技术检测海
水中甲肝病毒，以及用 GJ"B 9#66K 实时定量 BCD
EFB技术定量海水中甲肝病毒的方法，具有简便、快
速和实用性强的优点，整个检测过程可在 ’- H 内
完成 !
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