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摘 要：于2007年5 -10月，每月一次采集大连金石滩浴场各站位l0 L表层海水，用超滤的方法进行病毒浓缩，采用PCR
方法分析了该浴场表层海水中的四种主要肠道病毒一轮状病毒、星状病毒、脊髓灰质炎病毒和腺病毒。调查结果为：在所采

集的24个样品中轮状病毒检出率为 12. 5%、星状病毒0.9%、脊髓灰质炎病毒和腺病毒分别达29. 2%；每个月份均有病毒

检出，依据病毒的阳性检出率，8月份该浴场受到的污染最严重，l0月份和9月份次之。
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  Abstract:Ten-liter surface seawater samples were collected monthly in the bath water from Dalian Jinshitan between May and Oct.

  2007.  After Viruses were concentrated by ultra-filtration, PCR was used to estimate the occurrence of four different typical enteric vi-

  ruses, namely, rotavirus, astrovirus, poliovirus and adenovirus. It is found that the occurrences of rotavirus and astrovirus were 12.

  5%  and 0.9%  respectively,  whereas those for both poliovirus and adenovirus were 29. 2% .  In addition, the research shows that the

  viruses induced the pollution in sea water in every month from May to Oct.  especially in Aug.  ( the month of most serious pollution) ,

 Oct. and Sep.
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    目前，海水受到人类致病性病毒的污染备受人们的

关注，通过娱乐用水而传播的病毒性疾病，已成为重要的

公众健康问题。据报道，在美国因水传播的疾病中有 10

%与病毒有关，甚至实际检出率更高n]，在所暴发的这些

疾病中以肠道病毒引起的流行性胃肠炎最为常见。该类

病毒在水体中能稳定存在，所以这一指标被用作评价水

环境中粪便污染最有力的工具，或者与细菌学指标综合

评价水质，以期达到更准确的评价水质质量的目的。

    轮状病毒( rotavirus，RV)是引起全世界婴幼儿肠胃炎

的最主要病原体。世界范围内的表层水都可检测到轮状

病毒‘2]，每年仅由轮状病毒引起的腹泻在世界范围内就

有 14亿人之多，全球每年造成约60万5岁以下儿童死

亡。星状病毒( astrovirus．AsV)能引起急性病毒性胃肠

炎，是仅次于轮状病毒的主要病原之一。脊髓灰质炎病

毒( poliovirus，PV)能够通过粪 口途径传播 ，在天然水域中

普遍存在，抵抗力也较其它肠道病毒强，即使其含量很低

也能够通过水和食物造成大面积的疾病暴发。腺病毒

( adenovirus，AdV)是肠道病毒中唯一的一种 DNA病毒，

该病毒同样也被提议作为评价水环境中粪便污染的一种

指标，据报道．Ad40和Ad41两种血清型在儿童胃肠炎疾

病最常见，在水体中比甲肝或者脊髓灰质炎 I型更稳定，

而且更易发现，数量相对较多，该病毒在娱乐用水中作为

潜在的传染源，比其它的肠道病毒更重要‘3]。

    迄今为止，国际上有关海水中的肠道病毒没有一个
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通用的评价标准。了解和控制近岸环境中病毒污染的关

键是应用新的方法来对其进行检测和研究。鉴于肠道病

毒的常规检测方法如细胞培养法及免疫学等检测操作复

杂，且敏感性较低‘4]，所需时间长等缺点，RT-PCR及其衍

生技术的应用解决了上述难题。

    本文旨在运用 PCR方法检测大连金石滩浴场中的

RV，AsV，AdV，PV四种肠道病毒的发生情况，对其水质做

出了病毒学评价，以期达到有效预防肠道病毒导致的疫

情暴发的目的。

1材料和方法

1.1 样品采集

    于2007年5 -10月，对大连金石滩浴场每月进行一

次表层海水的采集，每次选择天气晴朗高平潮时采样，站

位设在往年每天平均游泳和戏水人数最多的地方，以及

易受陆源污染的外围点，分别为距岸边 30、100、300和

1 000 m，共布设了4个采样点。采样按照BAGGI[51的方

法每个站点取样10 L，装于无菌采水器中，于4℃条件下

24 h内运回实验室处理。

1.2 水样浓缩

’    水样分别经孔径为0.8 p.m和0.2 p.m的滤膜过滤，

再用 Millipore的病毒浓缩包浓缩到100 mL左右，最后用

Centricon Plus-70离心，将水样浓缩到350 y,L左右，冻存

备检。

1.3 水样中病毒核酸的提取

    用 Viral Nucleie Acid Extraction KitⅡ(Geneaid)提取

海水样品中的病毒 RNA/DNA。

1.4 引物设计

    以轮状病毒的高保守区段 Vly7基因设计各血清型的

通用引物 Beg9和VP7-I‘引，根据星状病毒开放阅读框 1A

区域设计引物 MON340和MON348扩增目的片断‘7]。设

计了一对引物 Polio-R和 Polio-F扩增脊髓灰质炎病毒的

5’端非编码区[8]。以腺病毒的高度保守区段 hexon设计

Ad40和Ad41血清型的通用引物AdR和AdF[9]，四种病

毒的引物由大连宝生物公司合成，其序列及产物长度等

见表 1。

1.5 四种病毒的检测

    四种病毒的阳性标本均为中国疾病预防控制中心病

毒病预防控制所段招军研究员提供。标准品作为阳性对

照，焦碳酸二乙酯( DEPC)处理过的无菌水作为阴性对

照。

    反转录参照M-MLV和AMV的说明书进行。

    表 1  四种病毒的引物序列

Tab.l Primer sequence of four viruses'

1.5.1 轮状病毒的检测[6】

    以病毒基因组 RNA为模板，在 M-MLV逆转录酶

（Promega公司产品）和Taq DNA聚合酶（TaKaRa公司产

品）作用下进行 RT-PCR反应。PCR反应条件为：94℃1

min，53℃1 min，72CCl  min，35个循环；72C,延伸7 nun。

1.5.2 星状病毒的检测‘7]

    以AMV逆转录酶（Promega公司产品）进行反转录，

PCR反应条件为：94℃预变性3 min；然后94℃40 s，55℃1

mm，72aC40 s，30个循环；72℃延伸10 min。

1.5.3 脊髓灰质炎病毒的检测[8]

    采用 AMV逆转录酶反转录，PCR反应条件为：94℃

1.5 min;600Cl min．72C1 min经过 10个循环之后；94℃1

min;600Cl min;72℃lmin每个循环降低 0.25℃，经过20

个循环后退火温度降至55℃，再 94Cl  min，55℃1 min，

720C1 min进行 10个循环之后72℃延伸7 min。

1. 5.4 腺病毒的检测‘9]

    PCR反应程序为94C5 min，94C 30 s，53℃30 s，72℃

1 min，35个循环，72℃延伸7 mm。

1.6  PCR产物检测

    用1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检测，拍照并分析。

2 结 果

2.1  轮状病毒 RT-PCR的检测结果

    采用 RT-PCR方法检测轮状病毒，24个水样中有 3

个样品初步判定为阳性，得到392 bp大小的片断，经切胶

回收、纯化，测序，将序列与Genebank中的已知序列进行

比对，与Human rotavirus A的同源性达98%，证明其为轮

状病毒。阳性样品分别是7月份的4号站位和8月份的

1号、2号站位，该病毒的阳性检出率为l2.5%（表2）。



    表2  四种病毒的检测结果

Tab.2 Results of four viruses in Jinshitan bath beach

2.2  星状病毒RT-PCR的检测结果

    24份样品中有2个样品经RT-PCR检测，得到288bp

的片断，将PCR产物测序结果进行比对分析，与 Human

astrovlrus的同源性达97%，证明其为星状病毒，阳性样品

分别是8月份的 1号和3号站位，阳性检出率为0.9%

（见表2）。

2.3 脊髓灰质炎病毒 RT-PCR的检测结果

    样品中脊髓灰质炎病毒的检测结果为：24份水样中

有7份均扩增出394bp的片断，将 PCR产物进行序列分

析，与Human PoliovirusⅡ的同源性达97%，证明其为脊髓

灰质炎病毒。阳性水样分别是 5月份的3号站位和6月

份的4号站位，7月份的2号站位，8月份的2号站位，9

月份的2号站位以及 10月份的 1号3号站位，阳性检出

率为29.2%（见表2），与 PIANETfl等‘10 3调查的里德利

亚海海岸近岸海水中检出32%肠病毒的阳性率接近。

2.4 肠道腺病毒的PCR检测结果

    腺病毒属于DNA病毒，经 PCR检测后，24份水样中

有7份得到300bp的片断，PCR产物序列与Human adeno-

vlrus的同源性达97%，证明为腺病毒。阳性样品分别是

8月份的l号和3号站位，9月份的3号和4号站位，以及

10月份的2、3、4号站位，阳性检出率亦为29.2%(见表

2)。

3 讨 论

    有关水环境中肠道病毒的研究，主要集中在饮用水、

地表水、地下水、娱乐用水、河水、污水处理厂流出的水以

及沉积物中[II]。国内关于这方面的研究起步较晚，仅见

程莉等[12]人对北方某城区污水、地表水和饮用水进行了

调查研究，樊景凤等人[13]对辽东湾沿岸海水中的甲肝病

毒进行了调查。娱乐用水中肠道病毒的存在风险尚未见

评估。

    自然水体中人类致病性病毒的含量很低，为评价肠

道病毒在娱乐用水中对人造成的健康危害，建立一种高

效、快速的浓缩方法是非常必要的。目前，常用的病毒浓

缩方法有：超滤、反渗透、脱水透析法、絮凝沉淀法、免疫

捕获法、吸附法等。本试验采用高效的Millipore装置进

行病毒浓缩，而后进行 Centricon Plus-70离心过滤，改浓

缩装置回收率高，与EPA的标准过滤洗涤方法相比，避免

了复杂的操作过程、病毒失活和反应抑制的影响。

    8月份除轮状病毒之外其余三种病毒均有检出，因为

8月份正值游泳度假高峰期，或是由被感染但无明显症状

的患者伤口感染引起；研究表明，有污水流入的海区肠道

病毒检出率要比正常的水体高，所以该现象的另一解释

是意外倾倒人类污染的未处理过的废水废物（如洪水，家

畜的粪便等）。10月份的腺病毒和脊髓灰质炎的检出率

也相当高，说明 10月份的卫生状况也较差，可能是由于

秋季黄金周近岸人类活动比较频繁，从而造成污染相对

比较严重。该结果与樊景凤等人[13]调查研究的甲肝病毒

的分布情况相似。

    在缺乏病原流行病学数据的前提条件下，风险评估

模型能评价健康风险，在一项对夏威夷海水环境质量全

面调查中，6%的样本中被检测到肠道病毒，风险评价模

型对此的最大风险估计是游泳者中受感染的几率是 1．

3%[14]。本次调查中脊髓灰质炎病毒和腺病毒的检出率

均为29.2%，受感染的几率将显著增加。流行病学研究

发现，如果人暴露在被污染的娱乐用水中，患病的机率会

大大增加，存在一定的健康风险。据调查，仅西班牙巴塞

罗那的都市海滩每年就有700 - 800万人进行海上娱乐活

动 15]。据估计，香港海岸游泳人群比非游泳人群患胃肠

炎的概率要高出5倍 ，Victor J．Cabelli[16]等人通过对两个

截然不同的海滩游泳者的调查也证明了这一观点。在英

国Ramsgate的一个海水浴场中，1883年有24%的人在游

泳或冲浪后至少出现一次疾病症状‘17]。经 WHO调查，

肠道病毒在游泳水中存在的风险已经超过了我们所能估

测允许的范围‘”]。

    大连金石滩浴场为大连市重要的旅游、度假、避暑圣

地，其卫生状况与游人的健康息息相关，因此，为减少这

几种病毒在娱乐用水中存在的风险，建议有关部门应该

制定出相应的管理和预防措施。

4 结 论

    (1) 2007年5-10月期间，四种病毒的阳性检出率分

别为：轮状病毒12.5%、星状病毒0.9%、脊髓灰质炎病毒

和腺病毒分别达29.2%。

    (2)每个月均有不同程度的病毒检出，且8月份除轮

状病毒之外其余三种病毒均有检出，10月份腺病毒和脊

髓灰质炎两种病毒污染比较严重。肠道病毒在水中能存

活数周，加上病毒的感染剂量又很低，这些病毒的存在可

能通过游泳者或者参加一些其它与水相关的活动而使人

感染，从而引发这几种病毒的流行暴发或潜在危险。
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