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摘  要: 目的  检测 2019—2023 年上海市临港地区市售牡蛎中人源诺如病毒(norovirus, NoV)的污染状况, 并

分析病毒基因型分布特点。方法  本研究自 2019 年 10 月至 2023 年 4 月从上海市水产市场随机采集 545 份牡

蛎样本, 利用巢式逆转录聚合酶链式反应方法对样本中的 NoV 进行检测分析。结果  牡蛎中 NoV 污染的总

阳性率为 4.04% (22/545); 共检出 5 种基因型病毒: GI.3 (n=5), GI.4 (n=3), GII.17 (n=3), GII.3 (n=9), GII.4 (n=4), 

其中有 4 只牡蛎样本存在 GI 和 GII 型 NoV 混合污染的现象。基因型丰度上, 2019 年检出以 GI 型病毒为主, 主

要是 GI.3; 2020 年至 2022 年检出以 GII 型病毒为主, 主要是 GII.3 和 GII.4; 2023 年上半年检出 GI、GII 型病

毒, GII 型偏多。季节上, 每年的秋冬季牡蛎中 NoV 的检出率最高, 与人群中 NoV 的季节性暴发规律相吻合。

结论  自新冠疫情暴发以来, 上海市临港地区市售牡蛎中 NoV 检出率大幅下降, 阳性检出率和基因类群变化

与国外研究结果趋势一致。该研究结果不仅填补了国内在新冠疫情期间对牡蛎中 NoV 监测的数据空缺, 而且

为牡蛎的食用安全评估提供科学依据。 
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ABSTRACT: Objective  To assess the contamination of human norovirus (NoV) in oysters sold in the Lingang 
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Area of Shanghai from 2019 to 2023 and to analyze the distribution characteristics of the virus genotypes. 

Methods  In this study, a total of 545 oyster samples were randomly collected from Shanghai seafood markets 

from October 2019 to April 2023. A nested reverse transcription polymerase chain reaction (nested RT-PCR) method 

combined with sequencing was used to detect and analyze the presence of NoV in the samples. Results  The overall 

positive rate of NoV contamination in oysters was 4.04% (22 out of 545). A total of 5 genotypes of the virus were 

identified: GI.3 (n=5), GI.4 (n=3), GII.17 (n=3), GII.3 (n=9), and GII.4 (n=4). Mixed contamination with both NoV 

GI and NoV GII was observed in 4 oyster samples. In terms of genotype prevalence, GI type viruses were 

predominant in 2019, and the specific genotype was GI.3. From 2020 to 2022, GII type viruses were predominant, the 

main genotypes were GII.3 and GII.4. In the first half of 2023, both GI and GII type viruses were detected, with a 

higher prevalence of GII types. Seasonally, the detection rate of NoV in oysters was highest during the autumn and 

winter months each year, coinciding with the seasonal outbreak patterns of NoV in human populations. Conclusion  
Since the outbreak of the COVID-19 pandemic, there has been a significant decrease in the detection rate of NoV in 

oysters sold in the Lingang Area of Shanghai. The trends of detection rates in positive and changes in genotype 

clusters are consistent with research findings from abroad. The findings of this study not only fill the domestic data 

gap in monitoring NoV in oysters during the COVID-19 pandemic but also provide a scientific basis for the safety 

assessment of oyster consumption. 
KEY WORDS: norovirus; oysters; contamination; genotypes; pidemiological trends  

 
 

0  引  言 

诺如病毒(norovirus, NoV)是一种无包膜、单链正义

RNA 病毒, 直径约 27~35 nm, 基因组长度为 7500~7700 nt, 
由于其病毒粒子在极端环境下显示出较好的稳定性, 使用

常规方法难以彻底有效地灭活该病毒[1]。目前可以根据病

毒衣壳蛋白(capsid)氨基酸序列的不同, 将其分为 GI~GX
等 10 个基因类群(genogroup), GI、GⅡ、GⅣ、GⅧ、GⅨ
等可以感染人类, 其中 GI 和 GII 群是最常见的人源 NoV
的基因类群[2]。根据序列的差异, GI、GII 等基因类群进一

步细分为更为多样的基因型, 截止到 2019 年, 国际杯状病

毒工作组将其至少分为 49 个 C 型基因型(capsid type, 
C-type), 60 个 P 型基因型(polymerase type, P-type)[3]。NoV
主要通过粪-口途径传播及人与人之间的直接传播, 媒介

为受污染的水、食物、呕吐物等[4]。生食牡蛎等贝类海产

品和部分蔬果常与人 NoV 疾病暴发有关[5–9]。 
近年来, 由牡蛎中 NoV 污染引起的食品安全事件层

出不穷, 牡蛎作为一种常见的滤食性贝类, 可以大量富集

水体中的病毒颗粒, 被认为是 NoV在环境中主要的传播载

体[10]。前期研究发现, 牡蛎中的 NoV 具有高度的基因多样

性, 不同的基因型可能对宿主的感染性、致病性和传播能

力有所差异。因此, 通过研究牡蛎中 NoV 的基因型多样性, 
可以揭示其遗传特征和传播规律[11–12], 为疫情的预防和控

制提供科学依据[13]。2000 年到 2010 年期间, 全球共发生

36 起急性胃肠炎疫情大流行, 其中 22 起都与食用受污染

的牡蛎有关[14–18]。 

新冠疫情期间, 国外对 NoV 相关疫情的研究相对较

少。KEAVENEY 等[19]发现爱尔兰牡蛎产区的 NoV 阳性率

由 94.3% (2018—2019 年冬季)、96.6% (2019—2020 年冬季)
显著下降到 63.2% (2020—2021 年冬季), 浓度也显著降低

至定量限以下。在疫情前, FARKAS 等[20]在牡蛎中 NoV 的

检测率和浓度较高; 在 2020 年 8 月—2021 年 4 月疫情期

间, 虽然在夏季和春季也检测到了 NoV, 但这些病毒的浓

度偏低。NoV 每年国内外研究者投入大量的时间精力监测

牡蛎中 NoV 的污染情况[21–26], 在严格防控 NoV 疫情的暴

发做出了巨大的贡献。即使在新冠疫情影响下, 不少国外

研究者也持续进行监测。但由于我国受疫情严重影响, 对
该段时间内牡蛎中 NoV 的污染情况研究涉及较少。 

本研究通过巢式逆转录聚合酶链式反应 (nested 
reverse transcription polymerase chain reaction, nested 
RT-PCR)方法, 对 2019 年 10 月至 2023 年 4 月期间在上海

地区采集的 545 份牡蛎样本, 进行人源 NoV (GI、GII 型)
的持续检测。本研究的监测数据揭示新冠疫情暴发期间上

海市临港地区市售牡蛎中 NoV 的污染状况 , 为牡蛎中

NoV 的风险防控及食用安全评估提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  实验材料 
牡蛎是从上海南汇新城镇海鲜市场小马海鲜店随机

购买, 每两周采集一次, 每次购买 10 只。选择新鲜、闭口

的牡蛎, 用碎冰运输到实验室。解剖采集的每只牡蛎消化
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腺组织平均分成 4 份等份, 每份 50~100 mg, 添加 RNA 样

本稳定剂之后冻存于–80 ℃冰箱。 
1.1.2  主要试剂 

动物组织总 RNA 提取试剂盒(货号: GK3016, 上海捷

瑞 生 物 工 程 有 限 公 司 ); 一 步 反 转 录 试 剂 盒 ( 货 号 : 
AG11706)、RNA 样品稳定剂(货号: AG21015)(艾科瑞生物

科技有限公司); RNA 酶抑制剂(美国赛默飞世尔科技公

司)】; 2×Taq Master Mix(近岸蛋白质科技股份有限公司); 
琼脂糖、PCR 产物回收试剂盒(货号: DP209)、5-溴-4-氯-3-
吲 哚 -β-D- 半 乳 糖 苷 (5-bromo-4-chloro-3-indole-β-D- 
galactoside, X-gal) 、 异 丙 基 -β-D- 硫 代 吡 喃 半 乳 糖 苷

(isopropyl β-D-thiogalac-toside, IPTG)、氨苄青霉素[天根生

化科技(北京)有限公司]; 50×TAE buffer、T 载体 PCR 产物

快速连接试剂盒(货号: B522214)、Top10 感受态细胞、GI、
GII 型 NoV 的巢式 RT-PCR 通用型引物(序列见表 1)[生工

生物工程(上海)股份有限公司]; LB 固体和液体培养基(源
叶生物科技有限公司); 氯仿、无水乙醇(东羿化工有限公

司);  Goldview 核酸染料(10,000×)[翌圣生物科技(上海)股
份有限公司]。 
1.1.3  主要仪器 

AC2-4S1-CN 生物安全柜、ACB-4A1 超净工作台(新
加坡艺思高科技有限公司); FastPre-24MP 组织均质器(美
国 MP Biomedicals 公司); 5382000074 恒温混匀金属浴、

5702R台式低温离心机(艾本德中国有限公司); PowerPacTM 
Bacic 电泳仪、Universal Hood II 凝胶成像系统和凝胶成像

分析仪[伯乐生命医学产品(上海)有限公司]; ES-YM25 旋

涡振荡仪[翌圣生物科技(上海)股份有限公司]; Mini-7ks 小

型台式离心机(杭州佑宁仪器有限公司); SLFPTAD 多功能

酶标仪(美国伯腾有限公司)。 

1.2  方  法 

1.2.1  牡蛎样品的总 RNA 提取 
取一管上述 1.1.1中牡蛎消化腺组织, 用MP组织均质

器打成匀浆, 参照动物组织总 RNA 提取试剂盒说明书中

的步骤提取牡蛎消化腺的总 RNA, 得到的溶液即为 RNA
样本, 可即刻使用或存储于–80 ℃冰箱中待用。 
1.2.2  巢式 RT-PCR 反应 

巢式 RT-PCR 分为 RT-PCR(第一轮 PCR)和 PCR(第二

轮 PCR)。RT-PCR 根据一步反转录试剂盒的说明书制成

25 µL 的反应体系, 包括: 1 µL 的一步法酶混合物, 12.5 µL
的 2×一步法反应液, 1 µL 的 10 µmol/L 正向引物, 1 µL 的

10 µmol/L 反向引物, 1 µL 模板, 8.5 µL 的 ddH2O。RT-PCR
反应程序: 55 ℃反转录 35 min; 95 ℃预变性 2 min; 95 ℃变

性 30 s; 60 ℃退火 30 s; 72 ℃延伸 1 min, 35 个循环。 
将 RT-PCR 反应的产物稀释 10 倍作为第二轮 PCR

的模板。第二轮 PCR 反应体系共 25 µL, 包括: 12.5 µL
的 2×Taq Master Mix, 1 µL 的 10 µmol/L 正向引物, 1 µL
的 10 µmol/L 反向引物, 1 µL 的模板, 9.5 µL 的 ddH2O。

反应程序: 95 ℃预变性 5 min; 95 ℃变性 30 s; 60 ℃退火

保持 30 s; 72 ℃延伸 1 min; 35 个循环。两轮 PCR 扩增后

的产物-用 2%的琼脂糖凝胶电泳进行检测 (GI: 168 bp; 
GII: 344 bp)。 
1.2.3  Sanger 测序 

通过电泳鉴定为阳性 PCR 的产物, 送至生物技术

公司(生工生物工程股份有限公司)进行 Sanger 测序。若

测序结果为双峰或者杂峰, 则需要按照 PCR 产物回收试

剂盒说明书进行 PCR 产物回收, 按照 T 载体连接试剂盒

说明书进行连接转化实验 , 培养单克隆菌液 , 再次送去

测序。 

 
表 1  巢式 RT-PCR 的引物组合[27–29]  

Table 1  Primers combination used in the nested RT-PCR [27–29] 

方法 基因型 引物 引物核酸序列(5’-3’) 位点 

RT-PCR 

GI 
COGIF GGYTGGATGCGNTTYCATGA 5291a 

GISKR CCAACCCARCCATTRTACA 5671a 

GII 
COG2F CARGARBCNATGTTYAGRTGGATGAG 4989b 

NG2OR CCNGCATRVCCRTTRTACAT 5372b 

PCR 

GI 
NGIOF TGATGGCGTCTAAGGACG 5362a 

NGIOR TGAHTATCCAGGGGTCAAT 5511a 

GII 
NG2OF GGAGGGCGATCGCAATCT 5036b 

NG2OR CCNGCATRVCCRTTRTACAT 5372b 

注: a 为引物 5’端在序列 M87661 的位置; b 为引物 5’端在序列 X86557 的位置。简并引物中的混合碱基: R 表示 A 或 G; B 表示 C 或 G 或

T; N 表示 A 或 G 或 C 或 T; Y 表示 C 或 T; H 表示 A 或 C 或 T; V 表示 A 或 G 或 C。 
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1.2.4  克隆测序 
将纯化的 PCR 产物按照 PCR 产物回收试剂盒的说

明书进行纯化, 根据 T 载体 PCR 产物连接试剂盒说明书

将纯化好的 DNA 溶液与 pUCm-T 载体进行 TA 载体连接, 
16 ℃连接 14.5 h。取 5 μL 连接液加入到 Top10 感受态细

胞中, 轻弹混匀, 冰浴中静置 30 min, 42 ℃金属浴热激 90 s, 
冰浴 5 min。向管内加入 900 μL 的 37 ℃预热的 LB 液体

培养基(不含 Amp), 37 ℃金属浴孵育 45 min。吹打混匀, 
4000 r/min 离心 3 min, 弃 750 μL 上清液, 将剩余培养基

液体吹打混匀。将转化好的细胞涂布在含有 100 g/mL 氨

苄抗生素的培养基上, 过夜培养。通过蓝白斑筛, 挑取平

板上的白色菌落 , 白色菌落为阳性克隆 , 并进行菌落

PCR 验证。菌落 PCR 反应体系为: 12.5 μL 的 2×Taq Master 
Mix, 1 μL 的 10 µmol/L M13-20 引物, 1 μL 的 10 µmol/L 
M13-26 引物, 10.5 µL 的 ddH2O, 蘸取菌落, 吹打混匀。反应

程序为: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性1 min, 52 ℃退火1 min, 
72 ℃延伸 60 s, 循环数为 30 个。PCR 扩增后的产物用 1%
的琼脂糖凝胶电泳进行检测(GI: 168 bp; GII: 344 bp), 若出

现阳性条带送至生物技术公司进行 Sanger 测序。 

1.3  数据处理 
将 Sanger 测序得到的结果, 先在美国国家生物技术信

息中心(National Center for Biotechnology Information, NCBI)
通过 BLAST 检索验证序列。随后, 利用在线诺如病毒基因

分型工具 (http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool)确定

NoV 序列基因型。 

2  结果与分析 

2.1  时间分布 

在 2019 年 10 月到 2023 年 4 月内, 一共进行 28 个月

的采样。为了反映单只牡蛎中 NoV 的污染情况, 每次采样

均是单只牡蛎作为一组进行检测, 统计结果如表 2。在

2019 年 10 月至 2023 年 4 月期间, 共采集了 545 份牡蛎样

品, 其中 22 只检出 NoV 阳性, 总体阳性率为 4.04%。 
根据气象部门的季节划分, 春季为 3 月至 5 月, 夏季

为 6 月至 8 月, 秋季为 9 月至 11 月, 冬季则为 12 月至次年

2 月。时间分布分析(见图 1)显示, 2019 至 2020 年的阳性率

峰值在 10 月达到 12.0%, 2020 至 2021 年的峰值在 1 月达

到 20.0%, 而 2021 至 2022 年的峰值再次出现在 2021 年 5
月和 2022 年 10 月为 10.0%, 2022 至 2023 年的峰值出现在

3 月为 30.0%。除此之外, 其他月份的阳性检出率均低于

10.0%。从季节分布来看, 春夏季 NoV 的阳性检出率基本

上为 0.0%, 而冬季检出率最高, 这一发现与 NoV的季节性

暴发特征相一致。此结果与杨明树等[28]通过季节性自回归

差分移动平均 (autoregressive integrated moving average, 
ARIMA)模型分析所得出的结论相符, 同时也与刘志婷等
[29]在研究广东省牡蛎中 NoV 污染情况时得到的观察一致。 

表 2  牡蛎采集信息表 
Table 2  Oyster harvesting information sheet 

次数 日期 总采样量/只 阳性率/% 基因型 

1 2019.10 20 15.0 GI.3 (n=3) 
2 2019.11 20 0 / 
3 2019.12 20 0 / 
4 2020.01 20 0 / 
5 2020.09 10 0 / 
6 2020.10 20 5.0 GII.NA (n=1) 

7 2020.11 40 7.5 GII.3 (n=2); 
GI.NA (n=1) 

8 2020.12 30 0 / 

9 2021.01 20 20.0 GII.3 (n=4) 

10 2021.03 20 0 / 

11 2021.04 20 0 / 

12 2021.05 20 10.0 
GII.NA (n=1); 

GI.NA & GII.NA 
(n=1) 

13 2021.06 20 0 / 
14 2021.07 25 8.0 GII.3 (n=2) 
15 2021.08 20 0 / 
16 2021.09 20 0 / 
17 2021.10 20 0 / 
18 2021.11 20 0 / 
19 2021.12 20 0 / 
20 2022.02 20 0 / 
21 2022.03 20 0 / 
22 2022.09 20 0 / 
23 2022.10 20 10.0 GII.4 (n=2) 
24 2022.11 20 0 / 
25   2022,12 20 5.0 GII.3 (n=1) 
26 2023.2 10 0 / 

27 2023.3 10 30.0 

GI.3 (n=2); GI.4 
(n=3); GII.17 
(n=2); GII.2 

(n=1); GII.4 (n=2)
28 2023.4 20 5.0 GII.17 (n=1) 

注: GI.NA 为 GI 型 NoV 未确定的基因型, GII.NA 为 GII 型 NoV 未

确定的基因型。/为无相关数据。 
 

2.2  基因型分布 

从 2019 年 10 月至 2023 年 4 月期间, 从 22 份阳性牡

蛎样品中分离得到了 NoV 的序列。利用 Norovirus Typing 
Tool 结合系统发育分析对已获得的 NoV序列进行分型, 结
果如图 2 所示: GI 型占比 36.36% (8/22)、GII 型占比 81.82% 
(18/22); 在 GI 型中, GI.3 占比最多(22.7%), 其次是 GI.4 
(13.6%); 在 GII 型中, GII.3 占比最多(40.9%), 其次是 GII.4 
(18.2%)、GII.17 (13.6%)、GII.NA (13.6%)。由图 3 NoV 基

因型分布图可知, 在 2019 年检出以 GI 型为主, 但是 2020
年至 2023 年检出以 GII 型为主, GII 型成为牡蛎中的优势

基因型, 并且基因型逐渐丰富起来。而 GII 型由于基因型

高度变异性具有较强的侵染能力, 一直是 NoV疫情暴发的

主要“凶手”, 值得引起人们的注意。 
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图 1  2019—2023 年牡蛎中 NoV 阳性率分布 
Fig.1  Distribution of norovirus positive rates in oysters from 2019 to 2023 

 

 
 

注: 图中有 4 只牡蛎存在 GI 和 GII NoV 混合污染。GI.NA 为 GI
型 NoV 未确定的基因型, GII.NA 为 GII 型 NoV 未确定的基因型, 

下同。 
图 2  牡蛎中检出的 NoV 基因类群和基因型百分比 

Fig.2  Percentage of norovirus genogroup and genotypes  
detected in oysters 

 

 
 

图 3  2019 年 10 月—2023 年 4 月 NoV 基因型的相对丰度 
Fig.3  Percentage of total norovirus genotypes from October  

2014 to April 2023 
 

2.3  多基因型混合污染 

本研究中, 共有 22 只 NoV 阳性牡蛎检出, 出现了 4
只多基因型混合污染的情况, 占比 18.18%。2021 年 5 月有

1 只为 GI 和 GII 的混合污染, 由于获得的测序序列太短, 
但并没有获得具体的基因型分型。2023 年 3 月有 3 只牡蛎

均是 GI 和 GII 型混合感染, 第 1 只牡蛎中 NoV 基因型有: 
GI.4、GII.17、GII.4, 第 2 只牡蛎中 NoV 基因型有: GI.3、
GI.4、GII.17, 第 3 只牡蛎中 NoV 基因型有: GI.3、GI.4、

GII.2、GII.4, 该批次检测阳性牡蛎中 NoV 混合基因型多达

4 种。牡蛎的多基因型混合感染可能是 NoV 重组毒株的来

源之一。 

3  讨论与结论 

3.1  新冠疫情影响 NoV 检出 

2017 年 10 月—2019 年 10 月, 贾添慧等[27]检测牡蛎

中 NoV 阳性率为 22.1% (140/633), 连续两年冬季阳性率峰

值为 50% (2018 年的 1 月)、61% (2018 年 11 月)、50% (2018
年 12 月)和 30% (2019 年 2 月), 而其他月份的阳性检出率

通常都在 10%及以下。新冠疫情来临之后, 牡蛎中 NoV 阳

性率降低至 4.04% (22/545), 冬季阳性率峰值最高才 20% 
(2021 年 1 月), 而其他月份阳性检出率通常都在 10%及以

下; 直至 2023 年 10 月新冠疫情进入防护阶段, 牡蛎中

NoV 阳性率逐渐上升。由此看来, 新冠疫情的确影响牡蛎

中阳性 NoV的检出率, 分析其中原因: 2019 年 12 月—2020
年 10 月年全国进入严格防控阶段, 封锁、限制社交活动和

关闭非必要的商业和服务, 减少了人与人之间的接触, 再
加上人们提高了个人卫生意识和对病毒的防范意识, 几乎

阻断了 NoV 的传播。虽然在防控阶段还检测到少许阳性牡

蛎, 但与往年数据相比, NoV 阳性率和浓度显著降低。 
2021 年以后, 随着新冠病毒疫苗接种率的提高和有

效治疗方法的出现, 疫情得到有效控制, 人类活动开始逐

渐增多, 但是由于局部地区疫情频发 , 又进入管控阶段, 
部分地区 NoV 的传播得到有效的控制。当进入 2022 年 9
月新冠疫情防护阶段, 公共场所和社交聚会的增多导致病

毒人与人之间的直接或间接接触传播的机会增加, “报复

性”消费和旅游业的“复兴”提高了人们对水产品的生食频

率, 对食品安全的监管可能相对松懈, 导致食物链中病毒

传播的风险增加。此外, 水域环境的变化也可能对牡蛎中

病毒的富集有所影响, 比如, 污水排放或者自然降雨、洪

水可能会导致污染物和病毒通过地表径流进入水体, 增加

了牡蛎中病毒检出的可能性。 
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3.2  流行趋势分析 

根据近 3年内NoV基因型丰度的数据分析, 牡蛎中主

要流行的 NoV 株型为 GI.3、GII.3 和 GII.4[12]。MANS 等[30]

在研究中低收入国家 NoV 的流行情况、流行病学特征及基

因型多样性后发现, 在全球范围内暴发的 NoV引起的胃肠

炎疫情中, 超过 85%是由 GII.4 型变异株引发的, 其次为

GII.3 和 GII.6, 而在 GI 型中, GI.3 是最常见的流行株。其

他研究也证实了在中国[31], 主导的 NoV 基因型为 GII.4, 
其次是 GII.3。从 2015 年 1 月至 2019 年 6 月, 我国台湾地

区疾控中心共报告了 351 只 GI 型 NoV 集群性阳性案例, 
其中 GI.3 型的发病率最高, 达到 36.8%。尽管这 3 年间的

阳性检出率相对较低, 牡蛎中检测到的基因型却恰好是流

行的基因型。牡蛎的繁殖过程受到人类活动的显著影响, 
因此, 在 NoV 疫情再次暴发时, 这些流行基因型依然占据

主要地位, 这要求采取特定措施, 以降低食源性病毒感染

的风险。 
综上所述, 本研究从 2019 年 10 月至 2023 年 4 月采

用巢式 RT-PCR 的方法, 对上海市市售牡蛎进行连续 4 年

的 NoV 筛查工作, 在检测的 545 只牡蛎样品中, NoV 阳性

检出率为 4.04%, 共检出 5 种基因型: GI.3 (n=5)、GI.4 
(n=3)、GII.17 (n=3), GII.3 (n=9)、GII.4 (n=4)。其中, 有 4
只牡蛎受 GI 和 GII 型混合污染。本研究检测结果, 为新冠

疫情期间牡蛎中 NoV 的风险防控和食用安全评估提供了

有力的数据支持。 
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