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牡蛎和粪便中G I、GⅡ型诺如病毒实时
聚合酶链反应检测方法的建立

孙亚萍 程民 宋士利 张心会 李蓉

·实验室研究·

【摘要】 目的 建立适用于牡蛎和粪便中快速、特异、灵敏的G I、GⅡ型诺如病毒(NV)定量分

型诊断方法。方法通过对GI、GⅡ型Nv基因组保守序列的比对分析，设计高度特异的引物和探

针，建立以TaqMan探针为基础的实时聚合酶链反应方法(TaqMan Real—time RT—PCR)。结果该方

法对NV核酸检测高度特异，且GI和GⅡ型之间无交叉反应，最低检出限达102copies／肛1。对90份

新鲜牡蛎样品和37份腹泻粪便标本分别用常规RT—PCR和笔者建立的TaqMan Real—time RT—PCR

进行NV检测，发现牡蛎样品中后者的检出率明显高于前者，而粪便标本中两者无明显差别。同时对

阳性标本的测序分析证实结果准确可靠。结论 研究中建立的TaqMan Real—time RT—PCR方法可

用于海产品标本及粪便中Nv定量及分型检测，可作为应对NV胃肠炎暴发的有效诊断方法。

【关键词】实时聚合酶链反应；诺如病毒；基因型

Study on the use of TaqMan Real—time PCR to detect genogroup I and Ⅱ noroVins in oysters and
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【Abstract】 Objective Tb develop a rapid，sIpecific and sensitive diagnostic method for quantification

and typing of genogroup 工 and Ⅱ norovirus in oyster shellfish and st∞l sampleS frOm patients who had

eaten them．Methods Specific primers and probe，following large scale norovirus genome consensus analysis

were designed and subsequently a TaqMan based Real—time PCR assay to detect both G工 and GⅡ were

established．ResuIts This method showed high specificity for norovirus nucleic acid detection， and no

cross—reaction among nomvirus G工and GⅡ．The limit on detection of NV genomes was 102∞pies似1．A
total of 90 oysters and 37 st∞l specimens with diarrhea were tested for norovirus by conventional reverse

transcriptional PCR(RT—PCR)assay as weU as the TaqMan Real一time PCR，respectively．The norovirus

detection rate in oysterS by TaqMan PCR waS significantly higher than that by conventional RT—PCR，but

no differences between the two PCR methods were found when detecting the st00l samples．Rdiability of

the Real—time PCR for norovirus detection was further confimed by DNA sequencing of the positive

samples Concl岫ion This TaqMan Real一time PCR assay waS proved to be a useful method for

quantification and typing for norovirus in routine monitoring 0f both oyster shellfish and clinical samples．

This method is recc疆nmended to be an effective diagnostic method for outbreak—associated gastroenteritis due

to noravirus．

【Key words】 Real—time PCR；Noravirus；Genogroup

诺如病毒(NV)是急性病毒性胃肠炎暴发和散

发的主要病原体之一。Nv胃肠炎暴发主要通过污

染的食物和水引起，人间传播和通过感染者呕吐物

产生的气溶胶是主要的传播途径u。o。食物中海产

品已成为食源性NV胃肠炎的重要病因。通过志愿

者研究发现，NV感染剂量很低(10～100个拷
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贝数的病毒粒子)即可发病。NV胃肠炎暴发的控

制和预防非常困难，因此，建立快速有效的诊断方法

对于控制NV胃肠炎非常必要。本研究致力于解决

牡蛎中病毒浓缩提取方法，建立了针对G I、GⅡ型

NV均适用的检测方法，并成功用于粪便和牡蛎样

品的检测。

材料与方法

1．材料：

(1)病毒株：来源于日本国立感染症研究所Ⅱ部

提供的已证实为NV(G工及GⅡ型)阳性病毒株的
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粪便悬液标本各1份。

(2)检测标本：杭州市余杭区第一医院2005年

收集的经粪便常规检测疑为病毒性腹泻粪便标本，

分别取自37例患者；购自杭州海产品市场的新鲜牡

蛎90个。

(3)引物及探针的设计：以NV(G I及GⅡ型)

全长cDNA序列为模板，使用ABl7000型实时荧光

定量PCR(Real—time RT—PCR)仪(美国Applied

Biosystems公司)随机软件分析TaqMan引物和探

针位点，选择比较保守的GⅡ和G工型NV基因组

序列RNA依赖的RNA多聚酶区域与衣壳蛋白区

的连接区域为扩增区域，从中选择最佳组合，并经试

验验证其特异性符合要求，引物探针由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成，其序列见表1。

表1 用于Real—time RT—PCR扩增GI、GⅡ型NV的

寡核苷酸引物和探针

基因型％器产 核苷酸序列05’～3’)4

注：。代表简并引物中的核苷酸序列：Y=T或C，N=any；

6FAM代表荧光报告基团，TAMRA代表荧光淬灭基团

(4)标准品的制备：按照DNA纯化试剂盒说明

书纯化回收目的DNA片段。应用T载体构建NV

GI及GⅡ型克隆，用PCR方法鉴定并筛选出阳性

克隆后，提取质粒，经美国Applied Biosystems公司

的377测序仪测序，制备的标准品其序列与预期完

全相符。用紫外分光光度计测A。。。值定量，用

DEPC水调整储备液至1010 copies／肛l，置20℃保存

备用。分别将GI型及GⅡ型标准品贮存液(2×

1010copieS／肛1)梯度稀释为2×108，2×107，2×106，

2×105，2×104和2×103，2×102，2×101copies／肛1 8

个浓度，各取5_u1为模板进行PCR扩增，制作标准

曲线。

2．方法：

(1)牡蛎的前处理及悬液的制备：以3个牡蛎的

消化腺为1个样品，注意避免样品问的交叉污染。

将消化腺置匀浆器中快速匀浆后，将匀浆液放人灭

菌的三角烧瓶中，加入7倍样品质量的甘氨酸缓冲

液，调节pH值至7．5，室温下充分振荡后分装于
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50 ml离心管中，4℃，5800 r／min离心30 min。然后

向上清液中加入等体积的PEG6000，轻微混匀，4℃

沉淀4 h后，4℃，5800 r／min离心30 min。弃上清，沉

淀用1．5 ml NaH：P04重悬，4℃，12 000 r／min离心

30 min。将上清液移至新的1．5 ml无RNA酶的离

心管中，并调节pH值7．4，置于一20℃中保存备用。

(2)粪便悬液的制备：取0．1 g粪便或0．1 m1水

样便置于1．5 m1 EP管中，向其中加入1 m1含抗生素

的PBS缓冲液中，将粪便制成10％(g／m1)的悬液。

然后室温振荡混匀后放置5 min，最后4000 r／min离

心5 min，置于一20℃储存备用。

(3)病毒核酸(RNA)的提取：对粪便和牡蛎样

本的悬液采用QIAamp mini viral RNA kit

(QIAGEN)提取核酸，所提RNA用20肚1 DEPC处

理灭菌dH：O溶解待用，或置于一80℃储存备用。

(4)反转录(RT)反应：在0．5 r111 PCR管中加入

融蛆5出，10 mmoI／L dNTP混合物1肛I，500删rIll随
机引物1肛l，DI弋PC水6肛1，65℃孵育5 111in，冰盒上放置

至少1 rnin。然后再加入0．75”1 0．1 mol／L D1盯

(i厕trl。gen)，0．75止10 U／出AMV—RT(pⅫnega)，

50 U／肛l RNA酶抑制剂0．5肛1(i厕trogen)，混匀，短暂

离心收集。之后37℃孵育50 rIlin。70℃15 rIlin终止

反应，冰上冷却或一20℃保存。

(5)Real一time PCR扩增：用TaKaRa公司的

RT—PCR试剂盒进行PCR反应。一个样品的RT

产物要同时应用2管分别进行NV G工、GⅡ型检

测，同时以10倍稀释的标准品制备两型的标准曲

线。每次检测均应设立阳性及阴性对照。G工、GⅡ

型检测均采用25弘l反应体系，其中反转录产物3弘I，

PCR反应混合液15肛l，引物P1、P2(10肛mol／L)各

0．5肛l，探针(33肛mol／L)各O．5肛l，DEPC水补足

25“l。Real—time PCR反应在ABI PRISM 7000PCR

仪上进行。PCR反应条件为：37℃10 min；95℃

15 min；95℃15 s，56℃1 min，40个循环。产物的相

对定量可分别通过与G I、GⅡ型标准品扩增标准

曲线Q相比较得到。

(6)序列分析：按照DNA纯化试剂盒说明书纯

化回收目的DNA片段。应用T载体构建G工及G

Ⅱ型克隆，用PCR方法鉴定并筛选出阳性克隆后，

提取质粒，经美国Applied Biosystems公司的377测

序仪测序鉴定，PCR产物阳性标本确定为NV

毒株。
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结 果

1．引物的特异性：应用上述G I、GⅡ引物分别

进行普通PCR扩增，产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳，

结果除NV GI、GⅡ型阳性标本显示目的条带外，

星状病毒(AV)、轮状病毒(RV)阳性标本及NV阴

性标本均无非特异性扩增条带出现(图1)。

注：1：DNA Ladder Marker；2，3：Nv GⅡ、G I型PCR结果

4～6：依次为Rv、Av、Nv阴性对照PcR结果

图1 普通PCR试验的凝胶电泳检测结果

2．探针的特异性：为了验证建立的Real—time

RT—PCR反应体系的特异性，分别提取NV、Rv和

AV的RNA，反转录生成cDNA，应用上述探针引物

进行针对Nv的Real—time PCR扩增。由图2可见，

除已知NV阳性标本出现扩增曲线外，且扩增曲线

光滑度好，并有明显的指数增长期，其他两种病毒及

阴性对照的检测结果均呈阴性，提示所建立的Real—

time PCR体系对NV有较好的特异性。

3．Nv G工、GⅡ型Real—time PCR标准曲线的

建立及其灵敏度：以G工型及GⅡ型标准品贮存液

(2×1010copies／肛1)10倍系列稀释为2×108，2×101，

2×106，2×105，2×104，2×103，2×102，2×

101copieS／肛1 8个浓度，各取5 p1为模板用该研究建

立的Nv TaqMan Real一time PCR法进行检测制作

标准曲线。结果显示在102～108 copieS／肛l范围内有

较好的线性关系(图3)。G I型及GⅡ型曲线线性

相关系数R2分别为0．997和0．996，由图3中PCR

扩增曲线可见，模板浓度>102 copies／肛l的反应体系

有明显的荧光增加，而10 copies／肛1和阴性对照均无

荧光增加。

4．临床腹泻粪便标本及牡蛎样本检测：为评价

本研究建立方法的实用性，对37份粪便标本和90

份牡蛎标本采用上述前处理方法制备悬液，提取核

酸，然后分别应用ReaJ-time RT—PCR和普通RT—

PCR两种方法检测，其中普通RT—PCR选择国际上

通用的p289／p290引物对。结果应用本研究建立的

Real—time RT—PCR方法从粪便标本中检出6份NV

GⅡ型阳性标本，90份牡蛎标本中检出7份NV

GⅡ型阳性标本，其中牡蛎及粪便样本中的NV检

出限均可达到102 copieS／肛l；而应用普通RT—PCR从

粪便标本中检出5份NV GⅡ型阳性标本，而牡蛎

标本中仅检出3份Nv GⅡ型阳性标本，这可能由

于牡蛎标本中NV含量较低，应用Real—time PCR方

法对牡蛎中病毒含量检测结果多为102～104 copies／

肚l之间，而普通RT—PCR由于灵敏度的限制最低检

测限仅能达到103 copieS／肛l，这可能是造成牡蛎中采

用两种方法NV检出率差别较大的直接原因。而粪

便标本中由于本研究检测粪便标本数量较少，两种

检测方法的检出率无明显差别。对牡蛎及粪便标本

中检出的13份阳性标本通过测序分析及核酸序列

的同源性比对，证实检测结果可靠，均为NV GⅡ／4

型，提示该方法可以应用于低浓度的NV污染样品

的检测。

讨 论

目前国内有学者建立了粪便样本中的NV检测

方法H1，但对于环境及食品，尤其是牡蛎等食品中的

Nv，由于受病毒的提取等技术问题所限，一直无法

建立一种同时适用于牡蛎及粪便标本通用的检测方

法。本研究采用灵敏快捷的Real—time RT—PCR检

测技术，建立了同时适用于牡蛎及粪便标本中NV

表达量检测试剂盒，在保持高敏感性的前提下尽量

减少假阳性的干扰，克服了常规PCR检测技术的诸

多难题。NV的基因组序列复杂多变，且TaqMan

探针对序列的变化非常敏感，因此通过对基因库中

大量NV病毒株进行筛选比较，选择了基因组中核

苷酸序列高度同源性的ORFl一oRF2连接区域进行

引物探针设计，不仅实现了NV的特异性检测并可

区分基因型(G工、GⅡ型)。在研究中我们对37份

粪便标本及90份牡蛎标本分别采用Real—time RT—

PCR和普通RT-PCR两种检测方法进行比较，结果

在牡蛎和粪便标本中均检测出102 copies／肛l的样品

(灵敏性为102 copies／肛1)，而且通过对阳性标本的测

序分析证实检测结果准确可靠。同时对90份牡蛎

标本的检测结果比较发现，牡蛎标本中NV含量较

低，因此应用Real—time RT—PCR方法的检出率明显

优于普通RT—PCR，提示该方法适用于检测低浓度

的标本。
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由于Real—time

RT—PCR的扩增效率

是通过Q值来评价

的b’6]，即在假设标

准品与样本有相同扩

增效率的基础上进行

评价，但由于样本中

一般都含有明显降低

PCR扩增效率的物

质，使标准品和样品

间的扩增效率存在差

别，因此实际检测中

我们推算出的样本中

病毒含量可能低于实

际样本中的浓度。如

样本中病毒含量较大

时，通过样品的稀释

可有效冲淡抑制物，

对样本中病毒含量的

测得值影响较小。而

当样本中病毒含量较

低时，抑制因素的存

在将很大程度上影响

被测物质含量的真实

拷贝数。因此，由于

实际检测标本的复杂

性，TaqMan Real—

time RT．PCR也只能

是对样本中病毒含量
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注：红色横线上方光滑曲线分别为NvGI、GⅡ型阳性标本的扩增曲线，下方为RV、AV及阴性对照

的荧光信号

图2 GI、GⅡ型NV样本荧光定量PCR扩增曲线图

注：左图中从左到右的扩增曲线分别对应的模板稀释浓度为108～102，右图从左至右各点依次代表

102～108各浓度所对应的C。值

图3 G工型(A)、GⅡ型(B)标准品扩增曲线及定时分析基因拷贝数标准曲线

的相对定量。目前有研究通过人工合成NV的质粒

作为外标来评价扩增效率，但这明显增加了检测成

本口'8|。另外，本研究是以牡蛎为食品代表，由于食

品成分复杂，不同食品可能存在不同的抑制因子，但

该方法对于其他的食品是否有同样的扩增效率，还

有待于更多的实验研究证实。

本研究建立的Real．time RT—PCR方法大大提

高了NV定量及分型的检测效率，该方法的建立不

仅为日常监测工作节省了大量的人力、试剂和时间，

同时为应对经新鲜海产品引起大规模的NV胃肠炎

暴发提供方便快捷的检测工具。
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