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摘’要!目的’本研究比较了多种可能适用于生食水产鱼肉中诺如病毒*79s+的提取方法$ 方法’人工污染 [UU

型 79s三文鱼肉样品#通过病毒洗脱(浓缩(核酸提取#以及实时荧光定量反转录-聚合酶链式反应*)K-Ol?)+检测

等步骤的比较和优化#提高样品中 79s的检测成功率和回收率$ 结果’采用 KC=0[AF3=:B0JBB4B<@C>3@缓冲溶液洗

脱(lR[07>?A溶液沉降(增加氯仿-正丁醇*(o(#aMa+溶液萃取等步骤#可以有效富集样品中的 79s#并有效去除样

品中的 l?)抑制成分$ 优化后的检测方案可以将人工污染 [UU型 79s的鱼肉样品的回收率由不足 #\提高至
(*.(*\#检测灵敏度可以达到 (&.# )K-l?)X0!* ;$ 结论’优化后的病毒提取方法具有良好的耐用性和重现性#

适合于生食水产鱼肉中 79s的快速检测$
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’’诺如病毒 " :9C9M=CNG%79s#是杯状病毒科的一
员%在世界范围内是引发非细菌性腹泻的最主要原
因之一 /(-#0 %有 $%\ p%"\的肠道疾病暴发是由
79s感染造成的 /,-*0 + 贝类可以在其部分器官内富
集 79s%食用携带 79s的贝类是引起病毒感染和暴
发的主要途径 /$-%0 + 此外%生食水产品和半加工水
产制品因不当的处理方式和交叉污染%往往也是引
发 79s感染的途径之一 //-("0 + 生食水产鱼类%尤其
是三文鱼"-#$;3)(4#"GLL2#是生食水产品中消费量
较大的品种%在亚洲经常作为刺身和寿司的原
料 /((0 %在加工过程中有可能会被 79s污染%并最终

通过直接食用进入人体引发食源性疾病+

目前%实时荧光定量反转录-聚合酶链式反应
"CB>A-@=IBCBMBCGB-@C>:G3C=L@=9: ON>:@=@=MBl?)% )K-
Ol?)#是检测 79s最有效,最灵敏的检测技术之
一%已被广泛用于粪便中 79s的检测 /(!-($0 + 在食品
检测领域%由于非贝类食品中污染 79s量少%食品
基质成分复杂影响后续检测体系%使得病毒检测回
收率较低 /(&0 + 即使经过纯化步骤%l?)抑制剂的影

响仍较为明显+ 现有检验检疫行业标准中对非贝
类食品中 79s的收集仅通过高速离心沉降的方式%

病毒颗粒的洗脱和分离效率差%这使得采用该方法
检测 79s的 检 出率 较低% 存在 大 量假 阴 性结
果 /(%-!(0 + 未见有对含有丰富脂类和蛋白质的生食
鱼类产品中进行 79s检测方法的相关研究+
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因此%本试验以被 [UU型 79s人工污染的生食
三文鱼肉为研究对象%分析不同的病毒前处理方
法,病毒富集方法和 )K-Ol?)检测方法对 79s检
测和回收率的影响+ 通过优化检测流程%提高 79s
在生食水产品尤其是鱼肉样品中的检测成功率和
回收率+ 为在国家食品安全风险监测中 79s的检
测和分析提供有效的技术分析手段+

(’材料与方法
(.(’主要仪器与试剂

+JU&*"" 荧 光 定 量 l?) 仪 " 美 国 Y=4B
KB35:9A9;F#,低温离心机,振荡培养箱+ 标准化的
冻干 [UU型 79s质控品" E79s#由中国食品药品检
定研究院制备并提供+ 每份 E79s中约含有 [UU型
79s颗粒 !.& c("# )K-l?)X+ KC=G-甘氨酸牛肉膏
缓冲液/K[JR%LT‘"/.* r".!#0,lR[%""" 均购
自美国 E=;I>-+>DC=35%氯仿,正丁醇均为分析纯试
剂+ 试剂按 UEW0KE (*!($-(o!"(# /(,0的要求制备+
病毒 )7+提取采用 T=;5 LNCBM=C>A)7+H=@试剂盒

"美国 )935B#和 eU+>IL M=C>A)7+I=:=H=@试剂盒
" 德 国 e=>;B: #+ )K-Ol?) 采 用 Y=;5@h=< g=@
79C9M=CNG[[U-[[UU试剂盒 "美国 )935B# 和 )7+
XA@C>GB:GBW:BE@BL O)K-l?)EFG@BI试剂盒"美国
Y=4BKB35:9A9;F#+
(.!’方法
(.!.(’样品制备

将一份 E79s溶解于 !"" !A焦碳酸二乙酯
"ZRl?#处理过的纯水中%加入已剪碎的 !* ;市售
新鲜三文鱼肉块 "约 !.* 3Ic!.* 3Ic!.*3I大
小#%混合均匀%制成含有 [UU型 79s的人工污染鱼
肉样品+
(.!.!’不同的病毒洗脱和富集方法

在检测人工污染样品的基础上%比较 # 种不同
的 79s洗脱和富集方法"图 (#+ 以未加入 E79s的
空白三文鱼肉样品为检测过程的阴性对照+ 在试
验过程中%将 E79s溶解于 !"" !AZRl?处理过的
纯水中作为检测过程的阳性对照"不含三文鱼肉#%
用以反映试验步骤和方法是否正常+

图 (’人工污染三文鱼样品中 [UU型 79s富集和提取方法汇总示意图
6=;NCB(’WMBCM=BP9439:3B:@C>@=9: >:D B<@C>3@=9: IB@59DG9479s[UU@BG@BD 9: >C@=4=3=>A39:@>I=:>@BD G>AI9: G>G5=I=

(.!.!.(’方法 (
方法 (.($参考 UEW0KE (*!($-(o!"(# 中针对水

果和蔬菜的 79s检测方法 /(,0 %洗脱并富集病毒颗
粒%步骤简述如下$步骤 ($取样品 !* ;%剪碎后放入
带有滤网的无菌均质袋中%加入 ," IAK[JR缓冲
液%室温 $" C0I=: 震荡 !" I=:&步骤 !$取滤液至
*" IA新的离心管中%于 , q (" """ c/ 离心#" I=:%

取上清液&步骤 #$在上述上清液中加入 (0, 倍体积
的 * clR[07>?A溶液%震荡 $" G%于 , q $" C0I=:
震荡 $" I=:%置于 , q (" """ c/ 离心 #" I=:+ 倒

掉上清%用 &"" !AlJE 溶液充分重悬+ 静置后取液
体部分用于提取病毒 )7++

方法 (.!$另取人工污染的三文鱼样品%按方法 (.(

制备后%加入等体积的氯仿-正丁醇"(o(%aMa#溶液萃
取%充分振荡%置室温孵育 * I=:%于 , q (" """ c/ 离
心 (* I=:%取上层水相液体用于提取病毒)7++
(.!.!.!’方法 !

方法 !.($在 ," IAK[JR缓冲液中加入 (" !A
!" I;0IA的蛋白酶g溶液%再加入 !* ;剪碎后的三
文鱼样品%于 #& q #!" C0I=: 震荡 $" I=:%置于
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$" q水浴 (* I=:%按方法 (.( 操作至 lJE 溶液重
悬+ 取液体部分用于提取病毒 )7++

方法 !.!$另取人工污染的三文鱼样品%按方法
!.( 制备后%加入等体积的氯仿-正丁醇"(o(%aMa#

溶液萃取%充分振荡%置室温孵育 * I=:%于 , q
(" """ c/ 离心 (* I=:%取上层水相液体用于提取
病毒 )7++
(.!.!.#’方法 #

方法 #.($按方法 (.( 进行至 lR[07>?A沉降
前%用 (." I9A0YT?A调整溶液 LT值至 " &." r
".*#%加入 (" !A!" I;0IA的蛋白酶 g溶液%于
#& q #!" C0I=: 震荡 $" I=:% 置于 $" q 水浴
(* I=:%后续按方法 (.( 操作至 lJE 溶液重悬+ 取
液体部分用于提取病毒 )7++

方法 #.!$另取人工污染的三文鱼样品%按方法
#.( 制备后%加入等体积的氯仿-正丁醇"(o(%aMa#
溶液萃取%充分振荡%置室温孵育 * I=:%于 , q
(" """ c/ 离心 (* I=:%取上层水相液体用于提取
病毒 )7++
(.!.#’病毒 )7+的分离纯化

取上述按方法 (.( 处理的含病毒液体 !"" !A%

分别采用 T=;5 LNCBM=C>A)7+H=@试剂盒和 eU+>IL
M=C>A)7+I=:=H=@试剂盒提取病毒 )7+%按厂家提
供的试剂盒说明书操作+ 病毒 )7+的提取效果通
过 )K-Ol?)检测体系进行评价+
(.!.,’样品处理步骤对病毒回收的影响

按方法 (.( 分别对纯 E79s和人工污染 E79s
的三文鱼样品进行处理%并增加步骤 ,$将重悬液置
于 , q (" """ !/ 再离心 (* I=:%去除上清液%用
&"" !AlJE 重悬沉淀+ 从上述步骤 ( 至步骤 , 中各
取 !"" !A液体用于病毒 )7+提取和 )K-Ol?)检
测%重复三次试验+ 回收率的计算公式如下$

回收率0\ ‘! "’%纯 d’%样# c(""^

其中%’%纯为 E79s质控品经过或不经过样品处
理步骤%采用 )K-Ol?)检测的 ’%值&’%样为人工污
染 E79s的三文鱼样品经过样品处理%采用 )K-
Ol?)检测的 ’%值+
(.!.*’)K-Ol?)检测

分别采用两种 )K-Ol?)检测体系对试验中的
病毒 )7+进行检测+ 在每次 )K-Ol?)过程中均采
用 E79s病毒提取的 )7+以及 )935B)K-Ol?)检
测体系中的 [UU型 79s病毒 Z7+标准品作为 )K-
Ol?)扩增步骤的阳性对照%以 ZRl?处理过的纯水
作为 )K-Ol?)扩增步骤的阴性对照+

UEW)K-Ol?)检测体系$[UU型 79s的引物和
探针由 U:M=@C9;B: 公司按 UEW0KE (*!($-(o!"(# "附

录 ?#合成 /(,0 + 采用一步反转录扩增法 )K-Ol?)
的 !* !A反应体系为$病毒)7+模板 * !A%上游引物
".* LI9A0Y%下游引物 "./ LI9A0Y%探针 ".!* LI9A0Y%
*" c)Wf染料 ".* !A%预混液")7+XA@C>GB:GBW:B
E@BL )K-Ol?)EFG@BI#* !A%加无菌纯化水至!* !A+
反应程序为$** q反转录 (* I=:%/* q变性 ! I=:%
** 个反应循环为 /* q变性 (* G%$" q退火( I=:%
$* q延伸 ( I=:+

)935B)K-Ol?)检测体系$采用一步检测法
Y=;5@h=<g=@79C9M=CNG[[U-[[UU试剂盒进行检测+
反应体系为 !* !A%其中除病毒)7+模板 * !A外%所
有 )K-Ol?)反应体系均取自 Y=;5@?F3ABC,%" )7+
h>G@BCTFDC9AFG=GlC9QBG试剂盒%并按厂家提供的说
明书操作+ 反应程序为$$( q反转录 # I=:%/* q变
性 #" G%** 个反应循环为 /* q变性 (" G%*$ q退火
!, G%&! q延伸 * G+ 试剂盒方法具有内标探针%用
以控制 )K-Ol?)的扩增过程+
(.!.$’方法灵敏度试验

将一份 E79s溶解于 !"" !AZRl?处理过的纯
水中%取 ," !A加入到 ($" !AZRl?处理过的纯水
中%依次采用 * 倍稀释的方法%再稀释 , 次+ 按人工
污染的方法添加至三文鱼样品中%每份加入 E79s
的量为 ($" !A+ 选择上述病毒提取方法中回收率最
高的方法进行灵敏度测试%重复 ! 次+

!’结果与分析
!.(’病毒 )7+提取效果的比较

采用 UEW)K-Ol?)检测体系比较两种病毒
)7+提取试剂盒所得 )7+的质量见表 (+ 采用
UJhElEE E@>@=G@=3G(/ 软件的 J检验分析%两种病毒
)7+提取试剂盒的 )7+产物在 )K-Ol?)检测中效
果相当%差异无统计学意义"1m"."*#+ 本试验选
取 T=;5 LNCBM=C>A)7+H=@试剂盒用于人工污染样
品的病毒 )7+纯化+

表 (’采用 UEW)K-Ol?)检测体系比较两种病毒 )7+提取

试剂盒提取 )7+的效果"$9rG#

K>QAB(’?9IL>C=G9: 94)7+ON>A=@F4C9I@P9)7+B<@C>3@=9:

H=@GNG=:;UEW)K-Ol?)
)7+提取
试剂盒

’%值 平均 ’%值

)935B !&.,/ !%.(" #*.,, #,.%% !%.&$ !&.%! #".,! r#.&"
e=>;B: !%.$% !&.,$ ##.*! #*.!% !&.(% #".(" #".#& r#.##

!.!’两种 )K-Ol?)检测体系的比较
采用 Y=;5@h=<g=@79C9M=CNG[[U-[[UU试剂盒中

自带的十倍梯度稀释的 [UU型诺如病毒 Z7+标准
品分别绘制 )K-Ol?)反应 ’%值标准曲线%用于评
价 UEW)K-Ol?)和 )935B)K-Ol?)检测体系的差
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异"表 !#+ 对相同的 Z7+浓度进行比较测试%UEW
)K-Ol?)检测方法的 ’%值要低于 )935B)K-Ol?)

检测方法%UEW)K-Ol?)反应体系的扩增效率高于
)935B)K-Ol?)反应体系+

表 !’采用 [UU型诺如病毒 Z7+标准品评价两种 )K-Ol?)检测体系"$9rG#

K>QAB!’?9IL>C=G9:G94@P9)K-Ol?)DB@B3@=9: GFG@BIGQFG@>:D>CD Z7+9479s[UU
)K-Ol?)检
测体系

标准病毒 Z7+拷贝数
("$ ("* (", ("# ("! ("(

A!
扩增效
率0\

)935B体系 (/.(* r".!* !!.** r".($ !*.#! r".(( !/.(& r"."& ##.,! r".#/ #&.%/ r".(/ ".//# %*.$(

UEW体系 (&.&, r".(% !"./% r".(# !,.,$ r".&% !%.,* r".#( #(.,& r".(! #,./! r".!& "./// /,.!%

差值 (.,! (.*# ".%& ".&# (./* !./% ! !

注$!为无需计算

!.#’样品处理步骤对病毒回收的影响
按 (.!., 方法对样品处理各步骤进行取样检

测%取每步骤的平均 ’%值绘制曲线"图 !#+ 人工污
染的三文鱼样品在加入 K[JR缓冲液后%采用 UEW
)K-Ol?)检出的 ’%值高于仅含纯 E79s质控品的
K[JR缓冲液的 ’%值+ 可能是鱼肉组织吸附了部
分 79s颗粒%同时%样品基质的存在也影响了病毒
洗脱的效率+ 病毒颗粒从 ," IAK[JR缓冲液浓缩
至 &"" !AlJE 缓冲液%病毒浓缩了 *& 倍+ 但是%’%
值仅从 !/.*$ 变为 !,.&,%相当于浓度提高了约
#! 倍+ 推断 lR[07>?A沉降到病毒重悬是病毒损失
的主要环节+

图 !’人工污染样品处理步骤与诺如病毒 )K-Ol?)检测
’%值的关系

6=;NCB!’)BA>@=9:G5=L 94’%M>ANBG94B>35 G>ILAB@CB>@=:;

LC93BGG@BG@BD =: >C@=4=3=>A39:@>I=:>@BD G>ILABG

!.,’不同前处理方案对病毒检测的影响
分别采用两种 )K-Ol?)检测体系测试不同方

’’’

法处理的人工污染的三文鱼样品+ 由试验结果可
知"表 ##%)935B)K-Ol?)检测体系检测人工污染
样品试验的成功率较低"未检测到方法内质控信号
并且未检测到阳性扩增信号#+ 检测的成功率约为
!"\ p&"\%平均病毒回收率低于 #\+ 在计算洗
脱和富集方法的回收率所用 ’%纯为 E79s直接提取
)7+后用 )K-Ol?)检测所得 ’%值+ 在成功的测试
中%方法 (.! 的病毒平均回收率较高%为 !.*!\+

采用 UEW)K-Ol?)检测体系测试不同方法处
理的人工污染样品均得到较好的测试结果"表 ,#%
检测的成功率均为 (""."\%检测过程中采用的阴
性和阳性对照结果均正常+ 与阳性对照相比%采用
方法 #.( 和 #.! 的病毒平均回收率低于 ".!\%采
用方法 (.( 和 !.( 的病毒平均回收率介于 ,\ p
&\之间+ 采用氯仿-正丁醇"(o(%aMa#溶液萃取病
毒 )7+的方法 (.! 和 !.! 处理后样品的病毒回收
率较高%分别为 (*.(*\和 ((."#\+ 考虑到病毒检
测的成功率%UEW)K-Ol?)检测体系具有更好的耐
用性,重复性和抗干扰能力+
!.*’方法灵敏度结果

采用方法 (.! 对人工污染的系列梯度稀释
E79s三文鱼样品进行处理%采用 UEW)K-Ol?)方
法检测"表 *#+ 按每份 E79s中含有 [UU型 79s颗
粒约 !.& c("#)K-l?)X计算%在人工污染样品中添
加的 诺 如 病 毒 的 最 低 检 出 量 折 算 约 为 (&.#
)K-l?)X0!* ;%其对应的 l?)循环数约为 #&+ 根
’’’’

表 #’采用 )935B)K-Ol?)对不同方法处理的人工污染三文鱼样品中诺如病毒的检测结果

K>QAB#’)BGNA@G94)935B)K-Ol?)DB@B3@=9: GFG@BIP=@5 D=44BCB:@@CB>@=:;IB@59DG49C79s[UU=: >C@=4=3=>A39:@>I=:>@BD G>AI9: G>G5=I=

检测方法
测试
次数

检测到扩增信号
的测试次数

’%值 平均 ’%值
测试成功率

0\
回收率
0\

(.( * , ,(.(",#&.$,,#*.**,#,."!, m**."" #&."% r#."$ #,.% ".!"

(.! * # ##.*!,#*.&*,#(."%, m**."", m**."" ##.,* r!.#, #"." !.*!

!.( * ( ,(.&!, m**."", m**."", m**."", m**."" ,(.&!% !"." "."(

!.! * ( ,(.,!, m**."", m**."", m**."", m**."" ,(.,!% !"." "."(

#.( * ( ,*."/, m**."", m**."", m**."", m**."" ,*."/% ##.# ".""

#.! * ! ,*.!*,#$.,&, m**."" m**."", m**."" ,".%$ r$.!( $$.& "."(

E79s质控球 * * !%.!*,!%.&%,!%.!!,!$.*$,!%.%/ !%.(, r"./# ("" !

注$%为数据量不足&E79s质控球为标准&!为无需计算
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表 ,’采用 UEW)K-Ol?)对不同方法处理的人工污染三文鱼样品中诺如病毒的检测结果
K>QAB,’)BGNA@G94UEW)K-Ol?)DB@B3@=9: GFG@BIP=@5 D=44BCB:@@CB>@=:;IB@59DG49C79s[UU=: >C@=4=3=>A39:@>I=:>@BD G>AI9: G>G5=I=

检测方法
测试
次数

检测到扩增信号
的测试次数

’%值 平均 ’%值
测试成功率

0\
回收率
0\

(.( , , #!.$!,!&.*/,!%.&$,!$.&! !%./! r!.$" (""." ,.$(
(.! , , !&.%!,!$.&&,!&."&,!&.($ !&.!( r".,, (""." (*.(*
!.( , , !%.(&,!/.,&,!&.,/,!%.$% !%.,* r".%, (""." $.#%
!.! , , !%.(!,!$./&,!%.(",!&.,$ #,.&" r".%* (""." ((."#
#.( , , #*.(&,#,.$%,#*.,,,##.*! ##.*& r(.%$ (""." "."%
#.! , , #(.!/,#!.%(,#,.%%,#*.!% !#.,% r(.," (""." ".(%
E79s质控球 , , !*.#,,!!.(,,!#.&(,!!.&, !#.,% r(.," (""." !

注$E79s质控球为标准&!为无需计算

表 *’人工污染样品处理方法 (.! 的 UEW)K-Ol?)

检测灵敏度试验结果
K>QAB*’EB:G=@=M=@FCBGNA@G94UEW)K-Ol?)DB@B3@=9:

GFG@BIP=@5 @CB>@=:;IB@59DG(.! 49C79s[UU=: >C@=4=3=>A

39:@>I=:>@BD G>AI9: G>G5=I=

稀释级
病毒量

")K-l?)X0!* ;#
’%值

平均
’%值

标准
偏差

未稀释 ! ($" !%./,,!/.", !%.// "."&
* 倍 ,#! #(.(#,#(.#$ #(.!* ".($
!* 倍 %$.," #,.!*,#,.#/ #,.#! ".("
(!* 倍 (&.!% #$.,&,#&.,/ #$./% ".&!
$!* 倍 #.,$ XZ% ,XZ% ! !

注$XZ%’%值大于 **%未检出&!为无需计算

据 l?)灵敏度和人工污染样品检测的结果%在阴性
对照和阳性对照正常的情况下%检测样品的 ’%值#
,* 时%判断为阴性&’%值(#* 时%判断为阳性&#* i
’%值 i,* 时重新测试%如重测 ’%值#,* 时%判定为
阴性%重测 ’%值 i,*%判断为阳性+

#’讨论
与贝类中 79s富集或吸附于组织器官内不同%

鱼肉组织器官内一般情况下不含有 79s%多数是通
过交叉污染的方式粘附于鱼肉组织表面 /!!0 + 在鱼
肉样品的前处理过程中可以不经过细胞破碎和病
毒释放的过程%采用贝类的病毒提取方法不适合于
处理三文鱼类样品+ 因此%鱼肉中 79s主要采用洗
涤组织表面的方法将病毒颗粒洗脱+

在食品中污染的病毒数量都少于 (", ;B:9I=3
39L=BG0(" ;/!#0 %这对检测方法的灵敏度提出了较高
的要求+ 本试验采用了较为成熟的 )K-Ol?)检测
方法%一个是商品化 )935B检测试剂盒%一个是
UEW0KE (*!($-(o!"(# 推荐的方法+ 因此%本试验的
关键是解决食品样品前处理方法中病毒洗脱,富集
和 )7+提取等多步骤操作对病毒回收的影响 /!,0 +
在采用洗脱-沉降-萃取法检测食品中 79s的最低检
测限文献报道差异较大%方法检测的灵敏度与食品
基质和处理步骤等均有较大关联%文献报道的检测
灵敏度约在 ("( p(", l?)X之间 /!!-!$0 + 同样的%不
同食品中病毒回收率变化也较大%一般介于 ".(\

p#!\之间 /!!%!&-!%0 + 本次优化后的 79s检测灵敏
度为 (&.!% )K-l?)X0!* ;%回收率为 (*.(*\+ 在
生食水产品中%尤其是生食三文鱼类产品中%含有
较为丰富的蛋白质和脂类物质 /!/0 %在尽可能减少处
理步骤,节约前处理时间的前提下%优化样品前处
理的方法+

在试验中%加入 lR[07>?A溶液对样品中的病
毒进行沉降后%有大量的鱼肉组织和细胞碎片随病
毒颗粒一同沉淀%经高速离心后形成紧密的沉淀复
合物%对后续采用 lJE 缓冲液进行病毒重悬产生极
大的干扰+ 即使在加入 lR[07>?A溶液前对样品进
行多次离心取上清液操作%也无法有效去除的鱼肉
杂质+ 因此%离心法在去除鱼肉类食品的基质干扰
上并非最好的选择+

蛋白酶 g可以快速的水解食品中的蛋白质成
分%消除其对 l?)的干扰%在 UEW0KE (*!($-(o!"(#
处理贝类产品时已被推荐使用+ 也有研究采用酸
吸收洗脱法">3=D >DG9CL@=9: BAN@=9:#洗脱贝类,富含
脂肪和碳水化合物类食品中诺如病毒 /!,0 %同时其消
化效力在 LT‘& 左右可以达到最大化%本试验尝试
采用调整 LT与蛋白酶 g结合的方法提高病毒提取
效率+ 但试验发现在酸性环境下%蛋白酶 g无法将
大量鱼肉组织消化完全%病毒在溶液酸性下降的过
程中容易吸附于鱼肉组织上%随离心被去除%反而
不利于病毒的提取+ 在处理鱼肉类样品时加入适
量的蛋白酶 g可以得到较为澄清的病毒悬液+ 然
而%在提取过程中加入的蛋白酶 g消化需要一定的
反应时间%并且蛋白酶 g自身也是一种 l?)抑制成
分+ 有机溶剂萃取是一种简便的去除食品中 l?)
抑制剂的方法%也可以同时起到纯化病毒 )7+的作
用+ 通过萃取后取水相中含有的病毒颗粒或病毒
)7+可以有效去除食品基质的干扰 /!(-!!0 + 采用氯
仿-丁醇等有机溶剂萃取的方法可以达到快速去除
食品基质中 l?)抑制剂的目的 //%!(-!,%!&0 +

在许多研究中采用多种质控方式对诺如病毒
检测过程及结果分析进行控制%如添加 IB:;9M=CNG,
鼠诺如病毒或 hE! 噬菌体等 /(,%!(%!&0控制提取过程%
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添加双链 Z7+控制定量过程和添加质控 )7+控制
)K-Ol?)扩增步骤等+ 这些质控方法已经十分成
熟实用%且具有良好的通用性%可以直接应用于本
研究所改进的生食水产鱼肉类食品中 79s的过程
控制中%作为检测方法的完善和补充+

本试验通过对人工污染 [UU型79s的三文鱼肉
样品多种处理方法和检测方法的研究%比较了离心
法,蛋白酶消化法和有机溶剂萃取法 # 种从食品基
质中去除 l?)抑制剂的方式+ 分析了病毒洗脱,富
集,)7+提取和 )K-Ol?)检测体系对 79s检测和
回收的影响+ 提出了一种简单快速提取和检测生
食水产鱼肉类食品中 79s的方法%该方法可以有效
的消除 l?)抑制剂%提高79s在生食水产品中的回
收率%具有较好的耐用性和重现性+
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