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检测鲜草莓中 ＧⅡ型诺如病毒的两种富集方法比较
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摘　 要：目的　 建立鲜草莓中 ＧⅡ型诺如病毒（ＮｏＶ ＧⅡ）的实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法，评价磁珠富集法和 ＰＥＧ
（聚乙二醇）沉淀法对检测草莓中 ＮｏＶ ＧⅡ的适用性，对北京地区采集的 １８ 份草莓样品进行检测。 方法 　 参照

ＩＳＯ ／ ＴＳ １５２１６⁃１《实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法测定食品中甲型肝炎病毒和诺如病毒水平方法》合成检测 ＮｏＶ ＧⅡ的特异

性引物和探针，分别采用磁珠富集法和 ＰＥＧ 沉淀法富集病毒，然后提取 ＲＮＡ，建立实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测方法，并
对提取条件进行优化。 结果　 磁珠富集法的最高回收率为 １􀆰 ７３０％ （ＰＢＳ 缓冲液），ＰＥＧ 沉淀法的最高回收率为

１􀆰 ６８２％ （ＴＧＢＥ 缓冲液），１８ 份草莓样品均未检出 ＮｏＶ ＧⅡ。 结论　 通过磁珠富集法和 ＰＥＧ 沉淀法建立的病毒检

测的富集方法均适用于鲜草莓中 ＮｏＶ ＧⅡ的检测。
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　 　 诺如病毒（ＮｏＶ）属于杯状病毒，是世界范围内

引起人类急性胃肠炎的最常见病原微生物之一，主
要通过粪⁃口途径传播，人感染诺如病毒通常是由于

食用了被污染的贝类或新鲜农产品［１］。 诺如病毒

分为 ＧⅠ ～ ＧⅤ共 ５ 个基因组，包含近 ３０ 种基因型，
其中 ＧⅠ、ＧⅡ和 ＧⅣ能够引起人类感染。 近期的流

行病学调查显示，约 ７０％ 的人类感染诺如暴发是 Ｇ
Ⅱ． ４ 型引起的［２］，ＧⅡ． ４ 是我国已报道过的流行优

势株［３］，曾经在世界上多个国家和地区暴发。 ２０１２
年 ９ 月，德国发生有史以来最大的一起食源性疾病

暴发，大约 １１ ０００ 人出现腹泻、呕吐的症状，通过流

行病学分析，最终确定该起食源性疾病是由冷冻草

莓引起的，并怀疑由中国进口的同批次草莓也被病

毒污染［４］。 由于缺乏确实的证据，欧盟仅要求中国

对出口食品进行严格检查，并于 ２０１２ 年 １２ 月 １９ 日

正式通过欧盟成员国法案，决定于 ２０１３ 年 １ 月起对

中国出口到欧盟成员国的冷冻草莓，以 ５％ 的抽检

比例检测其中的诺如病毒和甲肝病毒。 由此可见，
建立草莓中诺如病毒检测方法，以提高我国对食品

中诺如病毒的安全防控能力，是适应国内和国际消

费需求的当务之急。
目前检测诺如病毒的方法有电镜法、免疫学方

法、ＲＴ⁃ＰＣＲ、实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 等，其中，实时荧光
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ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法被认为是检测临床、食物和环境样品中

诺如病毒的金标方法［５］。 国际标准化组织于 ２０１３ 年

３ 月 １５ 日颁布了 ＩＳＯ ／ ＴＳ １５２１６⁃１《实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ
方法测定食品中甲型肝炎病毒和诺如病毒水平方

法》的技术规范［６］。 采用聚乙二醇（ＰＥＧ）沉淀法富

集诺如病毒，适用于浆果、蔬菜沙拉、双壳贝类及水

等样品的病毒检测，该规范已被一些国家采用，并
且是检测食品中诺如病毒的标准操作程序（ＳＯＰ）。
我国现行有效的诺如病毒标准检测方法［７⁃９］ 均为出

入境检验检疫标准，主要针对贝类、鱼类、人类样

品，尚无草莓中诺如病毒检测的国标方法。 近年来

随着分子生物学方法的发展，诺如病毒的检测方法

还有进一步完善的空间以适应当前形势的需要。
本研究分别采用磁珠富集法（利用带正电的超顺磁

珠捕获样本中带负电的病毒颗粒）和 ＰＥＧ 沉淀法，
对人工污染 ＮｏＶ ＧⅡ的鲜草莓样品进行病毒的富集

纯化，提取 ＲＮＡ 进行实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，并探

讨 ４ 种洗脱缓冲液对回收率的影响，评价这两种富

集方法对草莓中诺如病毒检测的适用性。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品

从北京部分超市、菜市场采购新鲜草莓，４ ℃保

存，１ 周内检测。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要仪器与试剂

ＲＴ⁃ＰＣＲ 系统（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、荧光定量 ＰＣＲ
仪（ＲＥＳＥＡＲＣＨ ＣＦＸ９６，美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）、小型高速离

心机、高速冷冻离心机、Ｐａｔｈａｔｒｉｘ 微生物富集纯化系

统（美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）。
ＮｏＶ ＧⅡ标准品（ － ２０ ℃保存备用，中国食品

药品检定研究院提供），ＮｏＶ ＧⅡ粪便悬液（病人粪

便样品经常规 ＰＣＲ 分型分离出 ＮｏＶ ＧⅡ， －２０ ℃保

存备用，丰台区疾病预防控制中心提供），Ｐａｔｈａｔｒｉｘ
ＡＰＣＡＴ５０ Ｃａｔｉｏｎｉｃ ｂｅａｄｓ、 ＭａｇＭＡＸＴＭ⁃９６ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒均购自美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 试剂盒（上海凯杰企业

管理有限公司），Ｏｎｅ⁃ＳｔｅｐＴＭ ＰＣＲ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｒｅｍｏｖａｌ
Ｋｉｔ 试剂盒（美国 ＺＹＭＯ），果胶酶（来源于黑曲霉，
美国 Ｓｉｇｍａ），ＰＥＧ８０００（上海拜力生物公司），ＴＧＢＥ
（英国 ＯＸＯＩＤ），ＤＮａｓｅ ／ ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ（北京天

根生化科技有限公司），其他试剂均为分析纯，引物

及探针由上海英骏生物技术有限公司合成。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品的前处理

剪刀洗净后 １６０ ℃烘烤 ２ ｈ，每份样品用一把灭

菌剪刀取样。 每份草莓样品称取 ２５ ｇ，置于滤膜均质

袋中。 取１ 份ＮｏＶ ＧⅡ标准品用１００ μｌ ＤＮａｓｅ ／ ＲＮａｓｅ⁃
Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 溶解后加到草莓表面，室温放置 １０ ｍｉｎ。
滤膜均质袋中加入 ４０ ｍｌ 洗脱缓冲液，３０ Ｕ 果胶酶，
调节 ｐＨ ＝９􀆰 ５。 将滤膜均质袋置于摇床上，在室温下

１４０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡 ２０ ｍｉｎ。 每隔 １０ ｍｉｎ 检测样品液的

ｐＨ 值。 若 ｐＨ ＜９􀆰 ０，则用 ＮａＯＨ 调节使 ｐＨ ＝ ９􀆰 ５，每
调节一次 ｐＨ 值，孵育时间增加 １０ ｍｉｎ。 将样品液吸

出转移至锥形瓶，尽可能将样品液全部吸出以减少病

毒损失，４ 种洗脱缓冲液制备方法见表 １。

表 １　 ４ 种洗脱缓冲液的制备方法

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ
洗脱缓冲液 成分及制备方法

ＴＧＢＥ Ｔｒｉｓ ｂａｓｅ １２􀆰 １ ｇ，甘氨酸 ３􀆰 ８ ｇ，牛肉膏 １０ ｇ，超纯水 １ Ｌ，ｐＨ ＝ ９􀆰 ５，高压灭菌。
ＰＢＳ ＮａＣｌ ８ ｇ，ＫＣｌ ０􀆰 ２ ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４ １􀆰 １５ ｇ，ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ２ ｇ，超纯水 １ Ｌ，ｐＨ ＝ ７􀆰 ３，高压灭菌。
ｇｌｙｃｉｎｅ 甘氨酸 ３􀆰 ７５ ｇ，ＮａＣｌ ８􀆰 １８ ｇ，Ｔｗｅｅｎ２０ ２ ｍｌ，０􀆰 ５ Ｌ 超纯水，ｐＨ ＝ ９􀆰 ０，超纯水定容至 １ Ｌ，高压灭菌。
Ｔｒｉｓ⁃ｇｌｙｃｉｎｅ⁃Ｔｗｅｅｎ ２０ 甘氨酸 ３􀆰 ７５ ｇ，ＮａＣｌ ８􀆰 １８ ｇ，Ｔｒｉｓ ｂａｓｅ １２１􀆰 １４ ｇ，Ｔｗｅｅｎ２０ ２􀆰 ６ ｍｌ，０􀆰 ７ Ｌ 超纯水，ｐＨ ＝ ９􀆰 ０，超纯水定容至 １ Ｌ，高压灭菌。

１􀆰 ２􀆰 ２　 磁珠法和 ＰＥＧ 沉淀法富集病毒及 ＲＮＡ 提取

磁珠法：从 Ｐａｔｈａｔｒｉｘ ＡＰＣＡＴ５０ Ｃａｔｉｏｎｉｃ ｂｅａｄｓ 试

剂盒中取出样品管和洗脱管，放置于样品支架上。
移去盖子，使样品液 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０ 后加入样品管中，洗
脱管中加入 ３５ ｍｌ ＰＢＳ。 吸取 ５０ μｌ 磁珠直接加入

样品管中，盖上盖子震荡悬浮磁珠，静置 １０ ｍｉｎ 使

磁珠和病毒充分结合。 取出捕获器与洗脱管和样

品管连接，将组装好的装置插入仪器卡座上，按照

仪器说明书操作运行程序。 待程序结束后取出洗

脱管置于样品支架上，小心吸去残留液体，再用

５０ μｌ ＰＢＳ 重新悬浮磁珠。
按照ＭａｇＭＡＸＴＭ⁃９６ Ｖｉｒｕｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 说明

书提取 ＲＮＡ。 将上一步中 ５０ μｌ 磁珠转移至 １３０ μｌ
已 加 入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＲＮＡ 的 Ｌｙｓｉｓ ／ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ 中，转移时注意将吸头插入液面下以免

产生气溶胶导致交叉污染，振荡 １ ｍｉｎ。 吸取 １０ μｌ
Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｅａｄｓ 与 １０ μｌ Ｌｙｓｉｓ ／ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｅｎｈａｎｃｅｒ 混合

后，加入到 Ｌｙｓｉｓ ／ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ 中，振
荡 ５ ｍｉｎ 使病毒完全裂解、ＲＮＡ 与 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｅａｄｓ 充

分结合。 依次用试剂盒中洗液 １、洗液 ２ 清洗、捕
获磁珠，室温振荡 ３ ｍｉｎ 使残余液体挥发。 加入

１００ μｌ洗脱液，室温振荡 ３ ｍｉｎ，捕获磁珠，将洗脱

液转移至新管。
ＰＥＧ 沉淀法：参考 ＩＳＯ ／ ＴＳ １５２１６⁃１ 中浆果和蔬
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菜沙拉的检测方法。 将样品液转移至离心管中，
４ ℃ １０ ０００ × ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ，上清液移至新管或瓶，
用 ＨＣｌ 调至 ｐＨ ＝ ７􀆰 ０。 加入 ０􀆰 ２５ 体积的 ５ × ＰＥＧ ／
ＮａＣｌ 缓冲液（５００ ｇ ／ Ｌ ＰＥＧ８０００，１􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ），
振荡均质 ６０ ｓ，４ ℃ １４０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡孵育 ６０ ｍｉｎ；
４℃，１０ ０００ × ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ。 弃去上层溶液；４ ℃，
１０ ０００ × ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 以使颗粒紧凑；弃去上层溶

液，用 ５００ μｌ ＰＢＳ 重悬沉淀；将重悬液移至一新 Ｅｐ
管中，加入 ５００ μｌ 氯仿⁃丁醇（１ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）溶液，涡旋

混匀，室温孵育 ５ ｍｉｎ；４ ℃，１０ ０００ × ｇ 离心１５ ｍｉｎ，
小心将水相转移至新管待提取 ＲＮＡ。

按照 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 说明书提取

ＲＮＡ。 吸取 ５６０ μｌ 已加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＲＮＡ 的 Ｂｕｆｆｅｒ
ＡＶＬ 到 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，加入 １００ μｌ 待提取 ＲＮＡ
液，涡旋混匀，室温放置 １０ ｍｉｎ；瞬时离心，向管中加

入 ５６０ μｌ 无水乙醇，涡旋 １５ ｓ 充分混匀；瞬时离心，
吸取 ６３０ μｌ 上步中的溶液加入离心柱（已装入到

２ ｍｌ收集管中），８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ；更换新的收

集管，重复此步骤直至所有的裂解液都上柱；打开

离心柱盖子，加入 ５００ μｌ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＷ１，８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １ ｍｉｎ。 更换新的收集管，向离心柱中加入 ５００
μｌ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＷ２，１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ；更换新的

收集管，１３ ０００ ｒ ／ ｍ 离心空柱 １ ｍｉｎ；将离心柱放在

１􀆰 ５ ｍｌ 离心管中，加入 ５０ μｌ Ｂｕｆｆｅｒ ＡＶＥ，盖盖室温

放置５ ｍｉｎ；８ ０００ ｒ ／ ｍ 离心 １ ｍｉｎ，加入 ５０ μｌ Ｂｕｆｆｅｒ
ＡＶＥ 重复此步骤，共得到 １００ μｌ 洗脱液。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 抑制剂的去除

按照 Ｏｎｅ⁃ＳｔｅｐＴＭ ＰＣＲ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｒｅｍｏｖａｌ Ｋｉｔ 说明

书操作。 将 １􀆰 ２􀆰 ２ 部分的洗脱液加入 Ｚｙｍｏ⁃ＳｐｉｎＴＭ

ＩＶ⁃ＨＲＣ 离心柱，８ ０００ × ｇ 离心 １ ｍｉｎ。 收集液体用

于实时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光 ＰＣＲ 检测

引物设计：参照 ＩＳＯ ／ ＴＳ １５２１６⁃１ 技术规范合成

检测 ＮｏＶ ＧⅡ的引物序列见表 ２，探针序列为 ＦＡＭ⁃
ＡＧＣＡＣＧＴＧＧＧＡＧＧＧＣＧＡＴＣＧ⁃ＴＡＭＲＡ。

表 ２　 引物和探针序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅｓ

病毒 引物类型 序列 ５′⁃３′ 目标片段
／ ｂｐ

ＮｏＶ ＧⅡ上游引物 ＡＴＧＴＴＣＡＧＲＴＧＧＡＴＧＡＧＲＴＴＣＴＣＷＧＡ
下游引物 ＴＣＧＡＣＧＣＣＡＴＣＴＴＣＡＴＴＣＡＣＡ

８９

　 　 扩增体系（２５ μｌ）：Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ １􀆰 ２５ μｌ，５ ×
Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ ５ μｌ，上、下游引物（１２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）各

０􀆰 ２５ μｌ， 探针 （ １２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μｌ， ＲＮＡ 模板

１０ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ７􀆰 ７５ μｌ。
扩增条件： ５０ ℃ 反应 １５ ｍｉｎ； ９５ ℃ 预变性

２ ｍｉｎ；９５ ℃变性 １５ｓ，６０℃退火、延伸 ３０ ｓ，４５ 个循

环，６０ ℃收集荧光。
１􀆰 ２􀆰 ５　 灵敏度试验

绘制标准曲线：取 １ 份 ＮｏＶ ＧⅡ标准品，按

ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 说明书提取 ＲＮＡ，收获

１００ μｌ ＲＮＡ，１０ 倍稀释配制成为 １００、１０ － １、１０ － ２、
１０ － ３标准系列，分别取 １０ μｌ 检测得到标准曲线。

检出限的计算：使用 ＱＩＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ
Ｋｉｔ 提取粪便悬液中病毒 ＲＮＡ，逆转录、转化质粒配

制标准系列，标准液浓度为 １０６、１０５、１０４、１０３、１０２、
１０１、１００、１０ －１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μｌ，则每反应管中加入质粒拷贝

数为 １０７、１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、１０１、１００ ｃｏｐｉｅｓ ／ μｌ。 以

ＮｏＶ ＧⅡ质粒标准系列线性区间的最小拷贝数作为

方法的检出限。
回收率的计算：磁珠法：添加 １ 份 ＮｏＶ ＧⅡ标准

品富集、提取，最终得到 １００ μｌ ＲＮＡ，分别取 １０ μｌ
原液或 １０ 倍稀释液检测，则原液回收率为软件计算

浓度乘以 １００，１０ 倍稀释液回收率为软件计算结果

乘以 １ ０００；ＰＥＧ 沉淀法：添加 １ 份 ＮｏＶ ＧⅡ标准品

富集得到 ５００ μｌ 病毒，取 １００ μｌ 提取液，最终得到

１００ μｌ ＲＮＡ，分别取 １０ μｌ 原液或 １０ 倍稀释液检

测，则原液回收率为软件计算浓度乘以 ５００，１０ 倍稀

释液回收率为软件计算结果乘以 ５ ０００。
１􀆰 ２􀆰 ６　 鲜草莓样品的检测

样品检测时，每份样品同时检测原液和 １０ 倍稀

释液。 每批样品检测时均包含 １ 份阴性对照（提取时

不加样品，只加洗脱缓冲液）、１ 份空白对照（实时荧

光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 体系中以 ｄｄＨ２Ｏ 代替 ＲＮＡ）。 Ｃｔ 值 ＜ ４０
则判定为检出 ＮｏＶ ＧⅡ。

２　 结果

２􀆰 １　 方法的灵敏度

ＮｏＶ ＧⅡ质粒、ＮｏＶ ＧⅡ标准品标准曲线的扩增

效率 Ｅ 在 ９１􀆰 ３％ ～ ９９􀆰 ３％ ，满足荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 要

求；ＮｏＶ Ｇ Ⅱ 质 粒 的 扩 增 的 线 性 范 围 １００ ～
１０６ ｃｏｐｉｅｓ ／反应管。 检出限为 ＮｏＶ Ｇ Ⅱ质粒标准系

列线性区间的最小拷贝数，即 １ ｃｏｐｉｅｓ ／反应管，见表

３ 和图 １、２。
２􀆰 ２　 不同缓冲液条件下两种富集方法的回收率

磁珠法、ＰＥＧ 沉淀法分别采用 ４ 种洗脱缓冲液

进行鲜草莓样品中 ＮｏＶ ＧⅡ加标回收率试验。 磁珠

法对 ＲＮＡ 原液回收率范围 ０􀆰 ０１４％ ～ ０􀆰 ０５６％ ，其
中 ｇｌｙｃｉｎｅ 缓冲液未检出 ＮｏＶ ＧⅡ，１∶ １０ 稀释液的回

收率范围 ０􀆰 ０９％ ～ １􀆰 ７３％ ；ＰＥＧ 沉淀法对 ＲＮＡ 原

液回收率在 ０􀆰 ３０６％ ～１􀆰 ０９０％ ，１∶ １０ 稀释液的回收

率在 ０􀆰 ５１２％ ～ １􀆰 ６８２％ ，其中 ＴＧＢＥ 的原液、１ ∶ １０
稀释液回收率均最高，所以本研究检测鲜草莓样品
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　 　 　 表 ３　 灵敏度试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

扩增曲线 线性方程
扩增效
率 Ｅ ／ ％

拷贝数 ／
（ｃｏｐｉｅｓ ／
反应管）

Ｃｔ 值 ｒ２

ＮｏＶ ＧⅡ
质粒

ＮｏＶ ＧⅡ
标准品

Ｃｔ ＝ ４１􀆰 ３１３ －
３􀆰 ５５１ＬｏｇＣ ９１􀆰 ３

Ｃｔ ＝ ２２􀆰 ５４３ －
３􀆰 ３４０ＬｏｇＣ ９９􀆰 ３

１０６ １３􀆰 １４
１０５ １６􀆰 ４６
１０４ １９􀆰 ６２
１０３ ２３􀆰 ５８
１０２ ２７􀆰 ３３
１０１ ３０􀆰 ３９
１００ ３４􀆰 ４１
１００ ２２􀆰 ２０
１０ － １ ２６􀆰 ４４
１０ － ２ ２９􀆰 １３
１０ － ３ ３２􀆰 ４４

０􀆰 ９９９

０􀆰 ９９２

图 １　 ＮｏＶ ＧⅡ质粒扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ＮｏＶ ＧⅡ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ２　 ＮｏＶ ＧⅡＲＮＡ 扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｌｏｔ ｏｆ ｔｈｅ ＮｏＶ ＧⅡ ＲＮＡ

中 ＮｏＶ ＧⅡ的条件为：磁珠富集法采用 ＰＢＳ 缓冲

液，ＰＥＧ 沉淀法采用 ＴＧＢＥ 缓冲液，见表 ４。
２􀆰 ３　 样品检测结果

用磁珠富集法（ ＰＢＳ 缓冲液）和 ＰＥＧ 沉淀法

（ ＴＧＢＥ 缓冲液） 对 １８ 份北京市场上采购的鲜

草莓样品进行检测，结果显示所有样品未检出

ＮｏＶ ＧⅡ。

表 ４　 不同缓冲液和富集条件下 ＮｏＶ ＧⅡ的加标回收率（％）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ＮｏＶ ＧⅡｕｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｕｆｆｅｒｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ

缓冲液
磁珠法 ＰＥＧ 沉淀法

原液 １∶ １０ 稀释液 原液 １∶ １０ 稀释液

ＴＧＢＥ ０􀆰 ０１４ ０􀆰 ２１０ １􀆰 ０９０ １􀆰 ６８２
ＰＢＳ ０􀆰 ０２６ １􀆰 ７３０ ０􀆰 ３４４ ０􀆰 ７２１
ｇｌｙｃｉｎｅ — ０􀆰 ６５０ ０􀆰 ３０６ ０􀆰 ５１２
Ｔｒｉｓ⁃ｇｌｙｃｉｎｅ⁃Ｔｗｅｅｎ ２０ ０􀆰 ０５６ ０􀆰 ０９０ ０􀆰 ３９４ ０􀆰 ５１９
注：—为未检出

３　 讨论

微生物食品安全防范通常专注于预防和检测

致病菌，但食源性病毒不同于常见食源性致病菌，
其仅在宿主上复制且多数（包括人诺如病毒）不能

体外培养，导致检测难度加大；此外，多数食源性病

毒在较宽 ｐＨ 范围下稳定且耐干燥、抗辐射，从感官

上很难判断食物是否被病毒污染［２］。 诺如病毒耐

受 ｐＨ 范围为 ２ ～ ９ 的环境，在 ６０ ℃的条件下保持

３０ ｍｉｎ 仍具有活性，在低温下能够存活数年，在煮

沸条件下迅速被破坏，因此食源性诺如病毒感染的

最大风险来源于可生食的食品，诺如病毒的污染国

外报道较多，我国主要集中在贝类等水产品，有关

草莓中诺如病毒的检测鲜有报告，但新进研究表

明，水果、蔬菜也是诺如病毒的重要载体［１０］。
与临床样品比较，草莓中由于病毒含量低，基

质中糖类、果胶、色素等成分对检测的干扰等因素

导致检测难度增大，其前处理的好坏直接影响检测

结果。 食品基质中诺如病毒的富集方法有膜过滤、
超滤离心、ＰＥＧ 沉淀等，其中 ＰＥＧ 沉淀法应用最为

广泛［１０］。 Ｓｔａｌｓ 等［５］ 采用 ＰＥＧ 沉淀法富集病毒，对
深冻混合水果、草莓果泥、新鲜树莓进行了 ＧⅠ、Ｇ
Ⅱ型诺如病毒和鼠诺如病毒（ＭＮＶ⁃１）的回收率试

验，结果显示不同基质对 ＧⅠ、ＭＮＶ⁃１ 的回收率影

响明显，ＧⅡ则无明显差异。 周阳等［１１］ 在贝类的诺

如病毒检测方法基础上进行改进，采用 ＰＥＧ 法富集

病毒，建立了适合于草莓中诺如病毒 ＧⅠ、ＧⅡ型的

检测方法。 近几年出现了一种基于免疫磁珠吸附

诺如病毒的方法，张其刚［１２］ 采用 ＰＧＭ⁃ＭＢ 法（猪胃

粘蛋白偶联的磁珠）对不同食品基质（如小番茄、蓝
莓、色拉、青葱、葡萄等）中诺如病毒的检测技术进

行了研究，认为与 ＰＥＧ 沉淀法相比，ＰＧＭ⁃ＭＢ 富集

法具有更好的回收率和检测下限，且富集检测时间

明显缩短。
本研究参考 ＩＳＯ ／ ＴＳ １５２１６⁃１ 中检测浆果的

ＰＥＧ 沉淀法，同时采用磁珠富集法，对人工污染

ＮｏＶ ＧⅡ的鲜草莓样品进行病毒的富集纯化及检

测。 通过比较不同缓冲液条件下 ＮｏＶ ＧⅡ回收率，
得到如下结果：
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① 磁珠富集法对样品原液的回收率较低，最高为

０􀆰 ０５６％，ＰＥＧ 沉淀法相对较高为 ０􀆰 ３０６％ ～ １􀆰 ０９０％；
１０ 倍稀释液的回收率有明显提高，两种方法的回收率

分别为 ０􀆰 ０９％ ～１􀆰 ７３％和 ０􀆰 ５１２％ ～１􀆰 ６８２％；
② ４ 种缓冲液中，ＰＢＳ（磁珠富集法）和 ＴＧＢＥ

（ＰＥＧ 沉淀法）检测 １０ 倍稀释液均得到了较高回收

率，分别为 １􀆰 ７３０％ 和 １􀆰 ６８２％ ，且两种富集方法对

１０ 倍稀释液的回收率均 ＞ １％ ，满足 ＩＳＯ ／ ＴＳ １５２１６⁃
１ 对回收率的要求；

③ 两种富集方法的 １０ 倍稀释液回收率均高于

原液回收率；
④ 抑制剂的去除对回收率有影响。 研究过程

中曾经对 ＲＮＡ 提取液进行 ＰＣＲ 抑制剂去除处理前

后回收率进行比较，结果显示该处理能在一定程度

上提高回收率，磁珠富集法（ＰＢＳ 缓冲液）回收率从

０􀆰 ５４０％提高到 １􀆰 ７３０％ ，ＰＧＥ 法（ＴＧＢＥ 缓冲液）回
收率从 １％提高到 １􀆰 ６８２％ 。

对上述结果进行如下讨论：
① 草莓中某些成分会对 ＰＣＲ 反应产生抑制，

１０ 倍稀释后抑制剂的浓度随之降低，从而回收率有

所提高。 抑制剂的去除试验也表明，能够在一定程

度上降低抑制剂对 ＰＣＲ 检测的影响。
② 两种富集方法中 ＰＢＳ 和 ＴＧＢＥ 缓冲液分别

得到相对较高回收率。 ｐＨ ＝９􀆰 ５ 时病毒的洗脱效果

较好，因此病毒从样品上洗脱的过程应尽量保持

ｐＨ ＞ ９􀆰 ０。 但是在操作中发现，由于草莓为酸性水

果，处理过程中释放出酸性物质导致 ｐＨ 降低，ＰＢＳ
缓冲能力最弱，ｐＨ 降低迅速且最低能够降至 ４􀆰 ０ 左

右，需要调节 ｐＨ 至少 ５ 次，大大延长检测时间。 由

于其 ｐＨ 不能保持在稳定的水平，对天然污染的草

莓样品洗脱效果有待进一步研究。
③ 目前报道的 ＰＥＧ 沉淀法中多用 ＴＧＢＥ 缓冲

液洗脱病毒，该缓冲液缓冲能力强，适用于酸性食

品基质，能使 ｐＨ 稳定保持在 ８􀆰 ５ ～ ９􀆰 ５，本研究中

ＰＥＧ 沉淀法（ＴＧＢＥ 缓冲液）也得到了较高的回收

率。 而磁珠富集法（ＴＧＢＥ 缓冲液）回收率较低，可
能是由于 ＴＧＢＥ 中含有带负电的蛋白，与病毒竞争

结合到磁珠，从而降低 ＮｏＶ ＧⅡ的回收率。 此外，食
品基质中未去除的杂质可能包裹磁珠，从而影响磁

珠对病毒的捕获，导致回收率降低。
磁珠富集法具有富集过程封闭、自动化程度

高的优点，能够有效避免交叉污染并大大缩短检

测时间。 但其检测成本高，配套试剂盒价格较贵

且供货期长，普及上具有一定难度。 ＰＥＧ 沉淀法

与磁珠富集法回收率相当，其优点是方法相对成

熟、应用最为广泛、易于普及，缺点是操作复杂、检
测时间长、操作过程不封闭易产生交叉污染。 本

研究参考了国际上现有的诺如病毒检测方法，根
据现有条件进行了一些改动，采用实时荧光 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 技术测定，建立了新鲜草莓中 ＮｏＶ ＧⅡ基于

磁珠法和 ＰＥＧ 沉淀两种富集法的检测方法，并将

其应用于少量样品的检测中。
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