
·590· 生堡煎堡痘堂盘查!!!!生!旦箜!!鲞箜!塑垦垫i望』垦Pii!翌i!!!』!堕!!!!!Y!!：垫!堕!：!

-实验室研究·

四种食源性病毒多重反转录一聚合酶链反应
检测研究

寇晓霞 吴清平 姚琳 张菊梅

【摘要】 目的建立同时检测诺如病毒、轮状病毒、星状病毒和甲肝病毒多重RT—PcR检测方

法。方法 以四种食源性病毒的高度保守区为靶序列设计特异引物，优化反应体系和条件，确定多重

RT．PCR检测四种病毒的特异性和灵敏度，并初步应用于临床样本中四种病毒的同时检测。结果

在灵敏度试验中得到的轮状病毒、诺如病毒和星状病毒稳定的最高检测限均为50 p∥ml，甲肝病毒为

100 p∥m1。在128份临床粪便样本中，其中轮状病毒阳性62份(48．44％)，诺如病毒阳性8份

(6．25％)，星状病毒阳性11份(8．59％)，甲肝病毒阳性4份(3．12％)。结论 研究所建立的多重

RT—PcR方法，在实际应用中能同时处理大量的样本，提高PCR检测方法的能力，可以应用于临床病

例的诊断和流行病学调查等研究。
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【Abst阳ct】 objective To eStablish a method for simultaneouS detection of norOvirus(NV)，

rotavirus(RV)， astrovirus (AV) and hepatitis A virus (HAV) by multiplex reverSe transcription—

polymerase chain reaction(RT—PCR)．Methods Specific primers of the four viruses were designed baSed

on the high conserved sequences， the reaction system and conditions optimized and the specificity and

sensitivity confirmed．The method was then applied to detect the four viruseS in clinical samples． R昭uIts

The steady detection 1imits were 100 pdml fOr hepatitis A virus，50 pdml for rotavirus，norovirus and

aStmvirus reSpectively．When the developed method was used to detect clinical fecal samples，62(48．44％)

wereiden tified as rotavirus，8(6．25％)as norovirus，11(8．59％)as astrovirus and 4(3．12％)aS

hepatitis A virus in a total of 128 sampleS．C蚰cll塔ion Data from our study showed that multiplex RT-

PCR system could be used to simultaneously detect the fbur viruses in routine monitoring and risk

assessment in disease outbreaks with high specificity and sensitivity．

【Key words】Fo()dbomevirus；Multiplex reverSe transcription—polymeraSe chain reaction；Detection

诺如病毒(NV)、轮状病毒(RV)、星状病毒

(AV)和甲肝病毒(HAV)被认为是食源性疾病的主

要病因⋯，并在近年来引起了多起大规模流行性食

源性疾病的暴发。RT—PCR方法被认为是检测食源

性病毒最有效的方法心1。但是常规的PCR都是单

一地扩增，即每个反应只能扩增一个模板，在实际应

用中很难同时处理大量的样品。多重PCR技术的
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建立和应用提高了PCR的能力，可以应用于临床病

例的诊断和流行病学调查等研究旧’4。。本实验的主

要目的是建立同时检测四种病毒的多重RT—PCR检

测方法，探讨其特异性和灵敏度水平，为进一步将建

立的检测方法应用于除临床样本以外的水、食品等

其他病毒含量较低的样本食源性病毒的检测打下

基础。

材料与方法

1．阳性病毒株：试验所用NV、RV、AV和HAV

阳性粪便分离株由广州市儿童医院及南方医院新生

儿科、广东省疾病预防控制中心提供，经本实验室检

 



生坐煎堡瘟堂鲞查!!!!堡!旦笠!!鲞箜!塑垦垫堕』垦Ei!!里i!!!』!些!!!!!∑!!：垫!盟!：!

测确证，用来建立多重RT—PCR检测方法。

2．临床样本：总共128份腹泻样本，自2006年

9月至2007年4月，收集于临床上初步诊断为非细

菌性胃肠炎的患者，患者年龄2～15岁。患者有水

样便至少24 h，伴有恶心、呕吐和发热等症状。粪样

收集后在24 h内送回实验室，用pH值7．4的PBS稀

释成10％的悬液，4℃、10 000 r／min离心取上清，

0．22肚m的无菌滤膜过滤除菌后，分别用传统方法

及已经建立并优化的单一、多重RT—PCR和NASBA

法进行检测。

3．试剂：酶联免疫试剂盒(RV、HAV、AV)，分

别购自卫生部兰州生物制品研究所、浙江省医学科

学院、Dako公司。TRizOl试剂盒购自Gbicol公司；

反转录聚合酶MLV、RNasin、Taq DNA聚合酶购自

Promega公司；dNTP购自上海Sangon公司。

4．引物：以RV的VP7基因设计各血清型通用

的引物P1／P2∞+71；以NV RNA多聚酶区为靶序列，

采用对G工和GⅡ型通用的引物JVl2／JVl3旧。；以

RV的oRFl为靶序列，采用引物Mon340／

Mon348旧1；对HAV以VPl／vP3外壳蛋白的交叉区

为靶序列，采用引物HAV3／HAV5[1 0’111。引物由北

京赛百盛生物工程公司合成，引物序列见表1。

5．阳性毒株的确证：用ELISA检测RV抗原，

采用卫生部兰州生物制品研究所生产的RV检测试

剂盒，按说明书操作。NV用电镜法进行确证，方法

参照文献[12]。

6．RNA抽提：用Gbicol公司生产的TRIzol试

剂盒抽提病毒RNA，按说明书操作。在分光光度计

上测定所提取的RNA浓度和纯度。

7．多重RT—PCR检测：建立同时检测四种病毒

的多重PCR反应体系。RT和PCR一步完成。反

应体系为2．5”1 10×PCR buffer、20 U RNasin、

MLV 200 u，dNTP 300且m01／L，RV引物P1／P2各

0．2肛mol／L，NV引物JVl2／V13各0．5弘mol／L，AV
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引物Mon340／Mon348各0．4_umol／L，HAV引物

HAV3／HAV5各O．4弘mol／L，TaqE 2．5 U，MgCl2

3．5 mⅡlol／L，模板3弘l，加水至25弘1。采用降落PCR

进行扩增，条件为：变性94℃5 min，94℃40 s，55℃

1 min，72℃40 s，退火温度每降低1℃5个循环，15

个循环后退火温度降至为52℃进行25个循环，共

40个循环后，72℃延伸10 min。将RV、Nv、AV及

HAV的RNA进行10倍梯度系列稀释，分别按上述

反应体系和条件进行扩增，确定多重RT—PCR的灵

敏度。

8．产物分析：1．4％琼脂糖凝胶电泳分析扩增产

物，以G01d view染料替代0．5弘dml EB，凝胶成像

分析系统Uv工观察结果。

结 果

1．多重RT—PCR特异性：实验中首先验证了四

种病毒各自的单一RT—PCR特异性。如图1所示，

从上往下依次是RV 392 bp，NV 327 bp，Av

288 bp，HAV 192 bp。在进行多重RT—PCR扩增之

前，对几种病毒任意进行了组合，优化多重RT—PCR

的检测结果。图2是RV和NV的两重检测结果；

图3是RV、NV和HAV三重检测结果。

由电泳图可以看到，无论是四种病毒的单一还

是多重扩增中，均得到清晰的与预期大小相同的特

异性条带，无任何非特异性条带产生。并对扩增产

物进行测序，测序结果与GenBank上已有的序列对

比表明，本研究从粪便样本中检测所得的RV序列

与DQ096293相似性达到99％，NV的序列与

X86557(G2)相似性达96％；HAV与AB253605相

似性达到98％；AV与L23513相似性达97％。

2．多重RT—PCR灵敏度：由于这四种食源性病

毒难培养或不可培养，因此本研究以可检到的RNA

量为灵敏度指标，探讨单一及多重RT—PCR的检测

灵敏度水平。实验中将抽提的核酸在分光光度计上

表1 四种病毒引物序列
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(45．31％)、AV阳性11份(8．59％)、HAV 4份

(3．12％)。用电镜初步检测观察所得NV阳性7份

(5．47％)。其中，经卫生部兰州生物制品研究所生

产的RV ELISA试剂盒检测的58份RV阳性样本，

再采用本试验选用的引物及优化的试验体系及条件

扩增，RV阳性数为58份，与ELISA检测的符合率

为100％；并在另50份ELISA检测中呈RV阴性的

注：M：100 bpDNAMarker；N：阴性对照；1：四种病毒多重RT一 样品中检出RV阳性4份，在NV电镜阴性的样品
PcR扩增；2～5：RV、NV、AV和HAV单一扩增 中，多检出Nv阳性样本1份。因此RV阳性数为

图l 四种病毒单一及多重RT-PcR扩增结果
62份(48．44％)，Nv 8份(6．25％)。三种检测方法

的检出率见表2。

注：M：100 bp DNA Marker；N：阴性对照；1：RV和NV同时扩

增；2、3：Rv、Nv单一扩增

图2 RV、Nv的两重RT—PCR扩增结果

注：M：100 bp DNA Marker；N：阴性对照；l～5：RV、NV和

HAV同时扩增

图3 Rv、Nv和HAV的三重RT—PCR扩增结果

进行定量，然后取一定量的RNA进行系列梯度稀

释，分别进行RT—PCR，将能检测到的最高稀释度所

对应的RNA量定义为该病毒RT—PCR检测法的灵

敏度。实验中共设立了6个稀释度，所对应的核酸

量依次为50 ng、10 ng、5 ng、100 pg、50 pg、10 pg。

在这两组实验中，6个稀释度同时进行RT—PCR

检测，并在多次试验后的结果表明，在多重RT—PCR

中，可得到的可重现性稳定的最高检测限为，RV、

Nv和AV均为50 pg，HAV为100 pg；如图4所示。

其中1～6分别表示RNA的稀释度为10～～10～。

3．临床样本检出率：试验所用128份腹泻样本，

针对每种病毒分别采用传统的ELISA、电镜检测

法、单一及多重RT—PCR法同时对所有样本进行检

测。经ELISA试剂盒检测的Rv阳性58份

注：M：100 bp DNA Marker；P：阳性对照；1～6依次对应于

RNA模板为50 ng、lO ng、5 ng、100 pg、50 pg、10 pg多重RT-PCR扩

增结果

图4 多重RT—PCR同时检测四种病毒灵敏度电泳结果

表2 多重RT—PCR与ELISA、电镜对临床样本中

四种病毒的检出率

注：括号外数据为阳性样本份数，括号内数据为阳性检出率(％)

讨 论

迄今为止，RT—PCR被证明是检测RNA病毒的

有效方法。有很多研究表明传统的PCR灵敏度高

于电镜和ELISA。本研究建立的在粪便样本中同

时检测四种病毒多重RT—PCR检测方法，既保留了

常规PCR的特异性、敏感性，又减少了操作步骤及

试剂。

高度特异性扩增所需的片段是PCR的最基本

要求，多重PCR要求不同引物能在同一反应体系中

进行特异性扩增，然而影响PCR特异性的因素很

多，包括模板、引物性质及质量、反应条件的控制等

等。本试验中对反应体系和条件分别进行了优化，
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以确保在最少的成本和时间下，扩增的效率最高。

从多重PCR反应的条件来看，经过反复摸索研究发

现，在进行RT—PCR扩增前对模板链进行变性时，变

性液中可直接加入引物混合物，同时与模板一起进

行97℃5 min变性，甚至变性后可以不用置于冰上，

因为模板链复性的同时，引物与模板也会结合，而且

会比模板本身两条链结合得快。另外，引物间的比

例及其浓度在多重PCR中仍是一个关键的指标，本

研究采用了各型引物的优化混合，取得较满意的结

果。如果各引物直接1：1混合，加大模板的量也能得

到相应的结果。从多重PCR的特异性来说，4种型

特异性引物之间没有交叉反应。值得指出的是，虽

然本研究的多重PCR模式可同时检测四种食源性

病毒，但在128份样本中没有发现两种以上病毒共

同感染的样本。

本研究建立的四种病毒多重RT。PCR检测技

术，可进行细致而深入的流行病学研究，为大规模突

发性疾病暴发时病因的溯源打下了良好的技术

基础。
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