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摘要:甲肝病毒( hepatitis A virus, HAV)是能引起传染性甲型肝炎的单链 RNA病毒. 用常规 RT-PCR(反转录 PCR)和 SYBR Green

实时定量 RT-PCR方法, 根据甲肝病毒保守的 VP1-VP2 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. 9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 2007年夏、秋、冬季和 2008年春季. 海水样品先用

小型超滤装置(M illipore Pellicon Mini TFF)或超滤离心管(M illipore Centricon Plus-70)浓缩, 然后进行 RT-PCR 检测.结果表明, 从 9

个海水样品中都能扩增出 192 bp 的HAV cDNA, 这些 cDNA的核苷酸序列与GenBank中的同源序列相似性为 95% ~ 100% . 用

SYBR Green 实时定量 RT-PCR检测了春季和冬季的 6 个海水样品, 结果表明 ,海水中甲肝病毒的浓度范围为 5135 @ 106~ 4151

@ 107 virus particlesPL.
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Abstract: Hepatitis A virus ( HAV) is single- strainded RNA virus that causes infectious hepatitis A . Detection and quantification of hepatitis A

virus in Tianjin coastal seawater of Bohai Bay were carried out by conventional RT-PCR and SYBR Green rea-l time quantitative RT-PCR using

the primers based on the conserved sequence at the VP1-VP2 genes of HAV. The nine samples were taken at T ianjin coastal seawater of Bohai

Bay locating in the south of Tanggu, in summer, autumn and winter of 2007 and spring of 2008. For viral detection, seawater samples were

concentrated either using a small ultrafiltration system ( M illipore Pellicon Mini TFF ) or a Centriprep-100 centrifugal ultrafiltration device

( Millipore Centricon Plus-70) . RT-PCR analysis showed that a 192 bp HAV cDNA was amplified from all nine seawater samples and the

sequence identities of these cDNAs to the homologous sequence in the GenBank were between 95% and 100% . SYBR Green rea-l time

quantitative RT-PCR analysis indicated that HAV concentration in these samples ranged from 5135@ 106 to 4151 @ 107 virus particlesPL.
Key words: seawater; hepatitis A virus; RT-PCR; rea-l time quantitative RT-PCR

  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 10
7
~ 10

9
virus particlesPmL. 此外, 海洋病毒

对海水养殖业和人类健康也有重要影响
[ 1~ 4]

. 甲肝

病毒( hepatit is A virus, HAV)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 RNA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. 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
[ 5]
. 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.

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HAV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. 由于 PCR 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 PCR( RT-PCR)技术已被成功地用于检

测海水、河水和海洋动物中的 RNA 病毒, 如甲肝病

毒和引起急性肠炎的诺沃病毒 ( norovirus)等
[ 6~ 13]

.

实时定量反转录 PCR( rea-l time quantitat ive RT-PCR)

技术则用于环境样品中 RNA 病毒的检测和定

量
[ 14~ 22]

. 目前, 国内仅有一些应用常规 RT-PCR 技

术检测海水和贝类中甲肝病毒的报道
[ 8~ 10]

, 尚鲜见

到用实时定量 RT-PCR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

RT-PCR技术对浓缩样品进行甲肝病毒检测和用实时

定量RT-PCR技术对浓缩样品进行甲肝病毒的定量.

1  材料与方法

111  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

(Millipore Pellicon Mini TFF,截留相对分子质量为 100

@103)和超滤离心管(Centricon Plus-70,截留相对分子

质量为100@ 10
3
) ,荧光定量 PCR仪为 Bio-Rad产品,

凝胶成 像分析系统 为基因有限 公司的 UVP

Transilluminator Model M-26, RNA 提取试剂盒购自

Qiagen公司,荧光定量 PCR试剂盒、DNA 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MMLV 购自 promega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 10615 TCID50PmL.

112  海水样品采集

分别于2007年6、9、12月和2008年 4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10L,装于新塑料桶中, 2 h内送回实验室进行超

滤浓缩. 采样位点见图 1( BT1、BT2、BT3和 BT4) , 采

样时间见表1.

113  海水浓缩和病毒RNA提取

方法一: 10 L 海水经 0145 Lm 滤膜过滤后,用截

留相对分子质量为 100 @ 10
3
的小型超滤系统进行

超滤, 得到约 10 mL 的海水浓缩液,再用截留相对分

子质量为 100 @ 10
3
的超滤离心管6 000 rPmin离心 10

min,得到200~ 300 LL 海水浓缩液. 使用 Qiagen 公

司的病毒 RNA提取试剂盒, 提取病毒 RNA, 操作按

照产品说明书进行.

方法二:取 500 mL 海水, 直接用截留相对分子

质量为 100 @ 10
3
的超滤离心管6 000 rPmin离心 10

      表 1  实时定量 RT-PCR检测海水中甲肝病毒的浓度1)

Table 1 Level of HAV in seawater determined

by rea-l t ime quant itative RT-PCR

取样位点 取样日期
RT-PCR

检测HAV

HAV浓度

Pvirus particles#L- 1

BT1 2007-06 + ND

BT1 2007-09 + ND

BT2 2007-09 + ND

BT2 2007-12 + 4151@ 107

BT3 2007-12 + 5135@ 106

BT4 2007-12 + 1151@ 107

BT2 2008-04 + 7165@ 106

BT3 2008-04 + 2160@ 107

BT4 2008-04 + 5184@ 106

1) + :HAV阳性; ND:未检测

图 1  采样位点示意

Fig. 1  Map of sampling locat ions

min,得到约 200 LL 海水浓缩液, 参照文献[ 23]的方

法提取病毒 RNA. 取 900 LL 裂解液(将 120 g 异硫

氰酸胍溶于 100 mL 011 molPL, pH 614的 Tris中, 再

加 22 mL 012 molPL, pH 810 的 EDTA 和 216 g Triton

X-100,混匀)和 40 LL SiO2 ,剧烈混匀, 加入 50 LL 海

水浓缩液,混匀后室温静置 10 min, 离心去上清, 将

沉淀用洗脱液(将 120 g异硫氰酸胍溶于 100 mL 011
molPL, pH 614的Tris 中, 混匀)洗 2次, 再用 70%乙

醇洗 2次, 最后用丙酮洗 1 次, 56 e 干燥 10 min, 用

30 LL TE缓冲液溶解, 56 e 处理 10 min, 离心收集含

有病毒 RNA的上清液.

2007年 6月和 9月的海水样品采用方法一进行

病毒浓缩, 2007年 12月和 2008年 4 月的海水样品

采用方法二进行病毒浓缩.

114  RT-PCR检测海水中的HAV

PCR引物位于 HAV 基因组中编码 VP1-VP2衣

壳蛋白的区域,目的片段长度为 192 bp
[ 6]
.引物序列

如 下: Hav-1: 5c-CAGCACATCAGAAAGGTGAG-3c;

16096 期 张明露等: 渤海湾天津沿岸海水中甲肝病毒的检测和定量



Hav-2: 5c-CTCCAGAATCATCTCCAAC-3c.

反转录反应为 50 LL 体系: 315 Lg RNA, 015 Lg
Random Primer, 70 e 保持 5 min, 立即冰浴 30 s, 再加

入 5 @MMLV buffer 10 LL, dNTPs (各 215m molPL) 10
LL,RNA Inhibitor 25U,MMLV RT 200U,用灭菌蒸馏

水补至50 LL,于 37 e 反应 60 min,合成HAV cDNA.

RT-PCR 反应为 25 LL 体系: 10 @ ExTaq buffer

215 LL, dNTPs (各 215 mmolPL) 215 LL, ExTaq HS

01625U,上下游引物各012 LmolPL, cDNA 1 LL,用灭

菌蒸馏水补至 25 LL. PCR 反应条件为 94 e 30 s,

55 e 60 s, 72 e 30 s, 45 个循环, 最后 72 e 延伸 5

min. 每次均设阳性对照(甲肝病毒)和阴性对照 (灭

菌蒸馏水) . 取 5 LL PCR 产物在 2%琼脂糖凝胶中

电泳,在凝胶成像系统中观察结果并照相.

115  HAV cDNA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 192 bp的 cDNA片段,与 pMD18-T 载体连

接,用连接产物转化大肠杆菌 DH5A感受态细胞, 挑

选白色菌落进行 LB液体培养基培养, 用质粒提取

试剂盒提取质粒,用 EcoRÑ和 HindÓ双酶切鉴定.

随机挑选 2 个阳性克隆进行测序, 将所得序列与

GenBank中的同源序列进行 BLAST 比对.

116  SYBR Green实时定量 RT-PCR测定 HAV 的标

准曲线

将含有目的 cDNA片段的质粒进行 5个梯度的

10 @ 稀释,浓度从 140 pgPLL到 01014 pgPLL. 实时定
量RT-PCR 反应为 25 LL 体系: 含 SYBR Green I 的

Primix 1215 LL, 上下游引物各 012 LmolPL, cDNA 1

LL,用灭菌蒸馏水补至 25 LL. 反应条件为 95 e 预变

性10 s,然后94 e 5 s, 55 e 1 min, 72 e 15 s, 45个循

环, 79 e 收集荧光信号, DNA 熔解曲线分析的温度

区间为55~ 95 e ,温度增长速度为 012 e Ps. 以起始
模板的对数为 x 轴, 以临界循环数( threshold cycle,

Ct)为 y 轴建立定量 PCR 标准曲线, 每个梯度重复

3次.

117  SYBR Green 实时定量 RT-PCR 检测海水中的

HAV
[ 15]

实时定量 RT-PCR反应的条件同 116,每个样品
重复 3次,所得到的病毒浓度的数值除以病毒的回

收率 (见 118) ,得到海水中甲肝病毒的实际浓度.

118  HAV回收率测定

将一定浓度的甲肝病毒加入到 10 mL 海水中,

取5 mL 按照113的方法二进行超滤浓缩, 然后提取

RNA(A) , 另外 5 mL 不经超滤浓缩, 直接提取 RNA

( B) ;将 10mL 没有额外加入甲肝病毒的海水进行超

滤浓缩, 然后提取 RNA ( C) . 将上述 3份 RNA样品

按照114的方法进行反转录反应,然后进行实时定

量RT-PCR 检测, 反应条件同 116, 每个样品重复 3

次.根据标准曲线计算 3 个样品中甲肝病毒的拷贝

数(分别记为 a、b、c ) , 由公式 ( a - c )P( b - c ) @

100%计算海水样品甲肝病毒的回收率.

2  结果与讨论

211  海水中HAV 的 RT-PCR检测和HAV cDNA测序

对 9个海水样品所进行的甲肝病毒 RT-PCR检

测的阳性率为 100%, 每个样品都能扩增出 192 bp

的甲肝病毒 cDNA,结果见表 1. 图 2是 2008年 4月

采集的 3个海水样品 ( BT2、BT3 和 BT4)的 RT-PCR

检测结果. 上述海水样品中甲肝病毒的检出率明显

高于 Gersberg 等
[ 18]
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 79%) ,而

与樊景凤等
[ 10]
对辽东湾海水的检测结果一致(检出

率为100% ) ,这表明渤海海水的甲肝病毒污染非常

普遍.

1. BT4; 2. BT3; 3. BT2; 4.阳性对照; 5.阴性对照; 6.DNA Marker

图 2 天津沿岸海水中甲肝病毒的 RT- PCR 检测

Fig. 2  Detect ion of hepatitis A virus in Tianjin

coastal seawater by RT-PCR

对表1中的 9个海水样品进行了RT-PCR扩增,

得到的 192 bp cDNA进行克隆, 从每次克隆中随机

选取 2个菌落进行克隆片段的测序, 18条序列( TJ1

~ TJ18) 的 GenBank 注册号分别为 EU780085 ~

EU780102. 这 18条序列与 GenBank中已注册的同源

序列( DQ646426)的核苷酸序列相似性在 95%~ 100%

之间. 目的片段编码63个氨基酸,在 18个片段中, 11

个片段所编码的氨基酸序列与 GenBank 注册号为

DQ646426的序列所编码的氨基酸完全相同,其余7个
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片段所编码氨基酸序列出现 1个氨基酸突变(图3) . 这表明该区域的突变率是比较高的 ( 39%) .

图 3  来自不同甲肝病毒的 VP1- VP2片段的氨基酸序列比对

Fig. 3  Mult iple alignment of amino acid sequences from different HAV VP1-VP2 fragments

212  海水中HAV的回收率

用实时定量 RT-PCR方法检测了海水中甲肝病

毒的回收率. 接种的病毒数量为 2156 @ 10
9
virus

particlesPL,经过样品浓缩和RNA提取后(方法二)用

实时定量RT-PCR测得的病毒浓度为 1146 @ 10
9
virus

particlesPL,经计算得出海水中甲肝病毒的回收率为
57103%. 与 Gersberg 等

[ 18]
和 Rose等

[ 19]
报道的海水

中甲肝病毒的回收率分别为 11%和 12%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 RNA提取方法.

213  SYBR Green 实时定量 RT-PCR检测 HAV 的标

准曲线

用5个梯度浓度的含有目的片段的质粒进行实

时定量 RT-PCR检测,以起始模板数的对数为 x 轴,

以临界循环数为 y 轴建立实时定量 PCR 的标准曲

线. 扩增曲线和标准曲线如图 4所示, 线性回归方

程为 y = - 31885x + 491985, 标准曲线斜率为
- 31885, R 2

= 01992 4, 说明 RT-PCR 扩增该标准品

的线性关系良好, 符合制备实时 PCR标准曲线的要

求,经实时定量PCR熔解曲线分析表明扩增是特异

性的,熔解温度 Tm 为 8015 e .

214 SYBR Green实时定量 RT-PCR检测海水中的

HAV

用实时定量 RT-PCR方法对渤海湾天津沿岸海

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6个海水样品中,均检测到甲肝病毒,

病毒浓度见表1. 从中可知,天津沿岸海水中的甲肝

病毒浓度大约为 5135 @ 10
6
~ 4151 @ 10

7
virus

particlesPL. 用 SYBR Green实时定量 RT-PCR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 12 h内完成.

本研究通过SYBRGreen实时定量RT- PCR检测

图 4  HAV 实时定量 RT-PCR标准曲线

Fig. 4  Standard curve of HAV rea-l t ime quant itative RT-PCR
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的天津沿岸海水中甲肝病毒的浓度明显高于国外报

道. Brooks等
[ 15]
检测墨西哥某入海口处的甲肝病毒

浓度为90~ 3 523 virus particlesPL, Gersberg等 [18]
检测

美国和墨西哥边界的海水中甲肝病毒的浓度为 105

~ 30 771 virus particlesPL, 而天津沿岸海水中甲肝病
毒的浓度为 5135 @ 10

6
~ 4151 @ 10

7
virus particlesPL.

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 RT-PCR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,

Shieh等
[ 24]
通过实时定量 RT-PCR 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 91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
[ 25]

, 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映海水中病毒的情

况,因此, 对海洋中病毒的直接检测和定量具有重要

意义
[ 11]

.

3  结论

(1)用常规 RT-PCR方法对 9 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

100% .

(2)用 SYBR Green 实时定量 RT-PCR 方法对渤

海湾天津沿岸的 6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 5135 @ 10
6
~ 4151 @ 10

7

virus particlesPL.
(3)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 RNA, 用常规 RT-PCR技术检测海

水中甲肝病毒, 以及用 SYBR Green 实时定量 RT-

PCR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 12 h 内

完成.
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