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实验技术与方法
草莓中诺如病毒和甲肝病毒的多重实时荧光逆转录

.0<检测方法的建立

高世光!冯华炜!林天闻!鄂铭!于洋!麻丽丹
!丹东出入境检验检疫局"辽宁 丹东$%%")))$

摘$要!目的$建立草莓中诺如病毒 74#诺如病毒 744和甲肝病毒等 ’ 种食源性病毒的多重实时荧光 <5/.0<检

测方法!并应用于实际样品检测" 方法$对草莓样品进行前处理#病毒富集#病毒 <9,提取和纯化后!先采用单重

实时荧光 <5/.0<进行检测!随后进行多重实时荧光 <5/.0<反应条件优化!建立多重实时荧光 <5/.0<检测方法

并分析其特异性和灵敏度" 结果$所采用的病毒富集和核酸提取方法可以实现病毒的有效富集和抑制剂的去除!

建立的多重实时荧光 <5/.0<方法特异性强$%))e%!对草莓样品中诺如病毒 74#诺如病毒 744和甲肝病毒的检测

灵敏度分别为 *+=& <5/.0<*) @&) X#’%=+ <5/.0<*) @&) X和 ’%=! 004d*) @&) X" 同时对 *) 份样品进行检测!结果均

为阴性" 结论$所建立的检测方法快速#灵敏#特异性强!适用于草莓产品中诺如病毒 74#诺如病毒 744和甲肝病

毒的同时检测"
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$$食物传播性病毒感染是人类疾病的重要因
素 ’%/&( ) 诺如病毒$9i%为杯状病毒科诺如病毒属"
甲肝病毒$2,i%为小 <9,病毒科肝炎病毒属"二
者分别是人类非细菌性肠胃炎和肝炎的重要病原

体 ’’( ) 容易发生诺如病毒和甲肝病毒感染的食物
多为生的*未煮熟的肉或海鲜$如贝类等%"方便食
品等缺少热处理的食物) 众多传播甲肝病毒和诺
如病毒的食物中"水果和蔬菜也是重要的致病因
子"特别是树莓 ’!/+( *草莓 ’#( *西红柿 ’"(和做沙拉用
的蔬菜 ’>( ) 因此"加强对草莓等浆果类样品中诺如
病毒和甲肝病毒的检测尤为重要)

诺如病毒不能在体外繁殖"也无动物模型"而
甲肝病毒培养周期较长"所以细胞培养法不适用于
二者的检测 ’%)( ) 食品中诺如病毒和甲肝病毒的含
量较低"而免疫学方法的病毒检测限较低"为 %)* 拷
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贝数@EH左右"其检测灵敏度不能满足食品中病毒
检测要求 ’%%( ) 逆转录/聚合酶链式方法 $<5/.0<%
被认为是 <9,病毒检测最有效的方法之一"已广泛
应用于临床中诺如病毒和甲肝病毒的检测 ’%&/&)( "但
是缺乏针对草莓等小浆果产品的研究)

本研究旨在于针对草莓中易污染的诺如病毒
74*744型和甲肝病毒"以单重实时荧光 <5/.0<为
基础"优化反应条件和参数"建立多重实时荧光 <5/
.0<检测方法"实现诺如病毒 74*诺如病毒 744和
甲肝病毒等 ’ 种病毒的联检"为草莓类食品中病毒
的检测提供技术支撑)

%$材料与方法
%=%$材料
%=%=%$样品来源

草莓样品来自丹东出入境检验检疫局微生物
实验室)
%=%=&$主要仪器与试剂

实时荧光定量 .0<系统$,Q4/#’))%*核酸提取
仪$,Q4-FX-FO8Oa]MKK%均购自美国应用生物系统
公司"台式高速冷冻离心机";Z/% 快速混匀器)

-FX-,65-/>+ iG]FH<9,4K\HFNG\L ZGN$,-%"’+%*
,X.FND/4d5- ULM/KNMa <5/.0<ZGN$,-%))*%均购自美
国 ,Q4"2,i减毒疫苗$长春长生生物科技股份有
限公司"滴定度为 %)+=* 004d*) @EH%"诺如病毒 74*
744阳性质粒由上海英骏生物技术有限公司合成"
诺如病毒 74和诺如病毒 744粪便上清液*轮状病毒
,群*0群和星状病毒由中国疾病预防控制中心赠
与"牛肉浸出粉$北京路桥科技有限公司%"聚乙二
醇$.87"美国 QG\KDF]a%"5]GK*甘氨酸均购自美国
;GXEF"三氯三氟乙烷$天津市科密欧化学试剂有限
公司%"氯仿"果胶酶"正丁醇)
%=%=’$引物和探针

引物和探针序列见表 %"其中 2,i的探针标记为
*h98d"’h-7Q9Wg"9i74的探针标记为 *hW,-*
’h-7Q9Wg"9i744探针标记为 *hi40"’h5,-<,) 所
用的引物参照 4;U@.<W5; %*&%+/&’&%(中的引物"由上
海英骏生物技术有限公司合成)
%=&$方法
%=&=%$人工污染样品的制备

诺如病毒不能人工培养"本文按照张颖 ’&&( "陈
广全等 ’&’(方法采用 <5/.0<*)单位表示病毒滴度"
按照 <MM̂ -PMLBD 公式计算得出诺如病毒 74*744
型的病毒滴度分别为&*+& <5/.0<*) @#H和 ’%+ <5/
$$$$

表 %$诺如病毒 74*744和 2,i三重实时荧光 <5/.0<

检测的引物及探针

5FIHM%$.]GEM]KFL^ a]\IMK\CEPHNGaHMO]MFH/NGEMCHP\]MKBMLN

<5/.0<FEaHGCGBFNG\L \CDMaFNGNGK,‘G]PKFL^ L\]\‘G]PK74*744

病毒名称 引物和探针 序列

2,i

9i74

9i744

正向引物 *h/0050,00700755570/’h

反向引物 *h/77,,7770,777,,,77,/’h

探针 *h/98d/,7705,5,7705,,,00/’h-7Q9Wg

正向引物 *h/070577,570795500,5/’h

反相引物 *h/0055,7,0700,50,50,555,0/’h

探针 *h/W,-/077,557577,0,77,7/’h-7Q9Wg

正向引物 *h/,57550,7<577,57,7<55050R7,/’h

反相引物 *h/507,0700,50550,550,0,/’h

探针 *h/i40/,70,075777,77707,507/’h5,-<,

.0<*) @#H) 人 工 污 染 样 品 的 制 备 参 照 4;U@5;
%*&%+/& 中的方法"剪取 &) X已知诺如病毒和甲肝
病毒阴性的草莓样品表皮放至离心管中"剪碎后大
小约 &=* BEm&=* BEm&=* BE"分别加入适量的甲
肝减毒疫苗和诺如病毒粪便上清液"生物安全柜中
室温静置 &) EGL"使得病毒与草莓样品充分吸附)
%=&=&$草莓样品中病毒富集

每个样品中分别加入 ’* EH57Q8洗脱缓冲液
及 ’) S的果胶酶) 室温 %)) ]@EGL 孵育 %) EGL"用
* E\H@39FU2溶液 a2调节至 $>=* s)=&%"室温
%)) ]@EGL 孵育 &) EGL#! k %) ))) m" 离心 ’) EGL"

将上清液转入干净的离心管中"并用 * E\H@3盐酸
溶液将 a2调节至$#=) s)=&%#加入 )=&* EH的 * m
.87@9F0H溶液"振荡 +) K混匀"* k %)) ]@EGL 孵
育 +) EGL#* k %) ))) m" 离心 ’) EGL"弃去上清液"

然后 * k %) ))) m" 离心 * EGL"以压实沉淀物#弃
上清"加入 *)) #H.Q; 重悬沉淀#加入 % ))) #H的氯
仿/正丁醇"涡旋混合"室温下孵育 * EGL# * k
%) ))) m" 离心 %* EGL"将上层水相小心地转移到
一个新的离心管中" l&) k保留用于提取 <9,)
%=&=’$病毒 <9,提取

采用 ,Q4-FX-FO8Oa]MKK核 酸 提 取 仪 和
-FX-,65-/>+ iG]FH<9,4K\HFNG\L ZGN试剂盒提取病
毒 <9,)
%=&=!$多重实时荧光 <5/.0<检测方法建立
%=&=!=%$单重实时荧光 <5/.0<检测方法的建立

反应体系&总体积 &* #H"包括模板 <9,溶液
* #H"&* m<5/.0<酶预混液 % #H"& m<5/.0<缓冲
液 %&=* #H"正向引物 %=&* #H*反向引物各 &=&* #H*

荧光探针各 )=+&* #H"灭菌超纯水 &=’#* #H#其中各
引物和探针的浓度均为 %) #E\H@3#以上各组分加
入至 )=& EH实时荧光 .0<反应管中"混匀"* ))) ]@
EGL 离心 %) K) 以含诺如病毒*甲肝病毒被检测基
因片段的重组质粒作为阳性对照"以水代替模板作
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为阴性对照)
反应参数为&!* k逆转录 %) EGL"% 个循环#

>* k预变性 %) EGL"% 个循环#>* k变性 %* K"+) k
退火*延伸 !* K"!) 个循环#每次循环的退火时收集
荧光"检测结束后"根据扩增曲线和循环阈值 $(=
值%判定结果)

结果判断&(=值!!)"可判断样品中 2,i核酸
检测阴性#(=值"’*=)"可判断该样品中 2,i核酸
检测阳性#’*=) n(=值 t!)"建议重做样品) 重做
结果 (=值!!) 者为阴性"否则为阳性)
%=&=!=&$多重实时荧光 <5/.0<检测

反应体系&总体积 &* #H按照表 & 的加样量进
行反应体系的配制"各组分加入至 )=& EH实时荧光
.0<反应管中"混匀"* ))) ]@EGL 离心 %) K) 以含
诺如病毒*甲肝病毒被检测基因片段的重组质粒作
为阳性对照"以水代替模板作为阴性对照)

表 &$&* #H.0<反应体系
5FIHM&$&* #H.0<]MFBNG\L K[KNME

组分 原液浓度 取量@#H 终浓度
&* m<5/.0<酶预混液 &* m % % m
& m<5/.0<缓冲液 & m %&=* % m

诺如病毒 74正向引物 &) #E\H@3 )=)’* &" LE\H@3

诺如病毒 74反向引物 &) #E\H@3 )=)+* *& LE\H@3

诺如病毒 74荧光探针 &) #E\H@3 )=)%* %& LE\H@3

诺如病毒 744正向引物 &) #E\H@3 )=+&* *)) LE\H@3

诺如病毒 744反向引物 &) #E\H@3 %=%&* >)) LE\H@3

诺如病毒 744荧光探针 &) #E\H@3 )=’&* &+) LE\H@3

甲肝病毒正向引物 &) #E\H@3 %=&#* % )&) LE\H@3

甲肝病毒反向引物 &) #E\H@3 &=&#* % "&) LE\H@3

甲肝病毒荧光探针 &) #E\H@3 )=#+) +)" LE\H@3

模板 <9,溶液 ! * !

阴性对照 ! * !

阳性对照 ! * !

注&!为无浓度

$$反应参数为&!* k逆转录 %) EGL"% 个循环#
>* k预变性 %) EGL"% 个循环#>* k变性 %* K"+) k
退火*延伸 !* K"!) 个循环#每次循环的退火时收集
荧光"检测结束后"根据扩增曲线和 (=值判定结果)

结果判断&(=值!!)"可判断样品中 2,i核酸
检测阴性#(=值"’*=)"可判断该样品中 2,i核酸
检测阳性#’*=) n(=值 t!)"建议重做样品) 重做
结果 (=值!!) 者为阴性"否则为阳性)
%=&=*$多重实时荧光 <5/.0<特异性检测

采用 %=&=!=& 的反应体系和参数同时检测甲肝
病毒*诺如病毒 74*诺如病毒 744*轮状病毒 ,群*轮
状病毒 0群*星状病毒等食源性病毒"对本方法的
特异性进行评估)
%=&=+$多重实时荧光 <5/.0<灵敏度试验

本研究对人工污染的草莓样品进行灵敏度的
研究) 即将提取后的病毒 <9,分别进行 %) 个梯度

系列稀释$%)) f%) l%) %后按照 %=&=!=& 中的的反应
体系和参数进行多次 <5/.0<反应"确定其灵敏度)
%=&=#$样品检测

建立的快速检测体系对 *) 份$& _X@份%送检的
草莓样品进行前处理"提取和纯化病毒核酸"设立
阳性和阴性对照"对其诺如病毒 74*诺如病毒 744和
甲肝病毒进行多重实时荧光 <5/.0<检测"以检验
本方法的试验效果"每份做 ’ 个平行)

&$结果与分析
&=%$单重实时荧光 <5/.0<检测结果

建立的单重实时荧光 <5/.0<方法对诺如病
毒 74*诺如病毒 744和甲肝病毒的扩增结果分别
如图 %*&*’ 所示"其中诺如病毒 74的阴性对照结
果显示"W,-通道均无荧光信号检出"说明反应结
果正常"反应体系无污染#阳性对照结果显示"
W,-通道均有荧光信号检出"具有典型扩增曲线"
(=值为 &!=+# $ t’*% ) 诺如病毒 744的阴性对照
结果显示"i40通道均无荧光信号检出"说明反应
结果正常"反应体系无污染#阳性对照结果显示"
i40通道均有荧光信号检出"具有典型扩增曲线"
(=值为 &*=*+$ t’*% ) 甲肝病毒的阴性对照结果
显示"98d通道均无荧光信号检出"说明反应结果
正常"反应体系无污染#阳性对照结果显示"98d
通道均有荧光信号检出"具有典型扩增曲线"(=值
为 &*=)+$ t’*% )

图 %$诺如病毒 74单重实时荧光 <5/.0<结果
WGXP]M%$,EaHGCGBFNG\L BP]‘MK\CL\]\‘G]PK74PKGLX

]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM<5/.0<EMND\̂

图 &$诺如病毒 744的单重实时荧光 <5/.0<结果
WGXP]M&$,EaHGCGBFNG\L BP]‘MK\CL\]\‘G]PK744PKGLX

]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM<5/.0<EMND\̂
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图 ’$甲肝病毒的单重实时荧光 <5/.0<结果
WGXP]M’$,EaHGCGBFNG\L BP]‘MK\CDMaFNGNGK,‘G]PKPKGLX

]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM<5/.0<EMND\̂

&=&$多重实时荧光 <5/.0<检测结果
诺如病毒 74*诺如病毒 744*甲肝病毒的多重实

时荧光 <5/.0<检测结果如图 !"其中&阴性对照结
果显示"W,-*i40*98d通道均无荧光信号检出"说
明反应结果正常"反应体系无污染#阳性对照结果
显示"W,-*i40*98d通道均有荧光信号检出"其 (=
值分别为 &+=*’*&#=%&*&"=!’)

图 !$诺如病毒 74*诺如病毒 744和甲肝病毒的多重实时

荧光 <5/.0<结果
WGXP]M!$,EaHGCGBFNG\L BP]‘MK\CL\]\‘G]PK74" 744FL^ DMaFNGNGK

,‘G]PKPKGLXEPHNGaHMO]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM<5/.0<EMND\̂

&=’$多重实时荧光 <5/.0<特异性试验结果
建立的多重实时荧光 <5/.0<方法对诺如病毒

74*诺如病毒 744*甲肝病毒*轮状病毒 ,群*轮状病
毒 0群*星状病毒的扩增结果见图 *"结果显示本检
测方法对诺如病毒 74*诺如病毒 744*甲肝病毒进行
扩增均有典型扩增曲线"而对轮状病毒*星状病毒
及阴性对照的检测无典型扩增曲线"表明本方法能
够同时特异性扩增诺如病毒 74*诺如病毒 744和甲
肝病毒)
&=!$多重实时荧光 <5/.0<灵敏度试验结果

草莓人工污染样品中病毒 <9,梯度稀释检测
结果表明 $见图 + f"%"诺如病毒 74在稀释度为
%) l’时"(=值 t!) $结果为阳性 %"稀释度分别为
%) l! f%) l%)时无典型扩增曲线"(=值!!) $结果为
阴性%#诺如病毒 744在稀释度为 %) l’时"(=值 t!)
$结果为阳性%"稀释度分别为 %) l! f%) l%)时无典
型扩增曲线"(=值!!) $结果为阴性%#甲肝病毒在
稀释度为 %) l’时"(=值 t!)$结果为阳性%稀释度分

图 *$诺如病毒 74*诺如病毒 744和甲肝病毒的多重实时

荧光 <5/.0<的特异性试验结果
WGXP]M*$;aMBGCGBGN[\CEPHNGaHMO]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM

<5/.0<EMND\̂ GL ^MNMBNG\L \CL\]\‘G]PK74"

744FL^ DMaFNGNGK,‘G]PK

图 +$草莓样品中诺如病毒 74的多重实时荧光 <5/.0<

灵敏度结果
WGXP]M+$;MLKGNG‘GN[\CEPHNGaHMO]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM

<5/.0<GL ^MNMBNG\L \CL\]\‘G]PK74

图 #$草莓样品中诺如病毒 744的多重实时荧光 <5/.0<

灵敏度结果
WGXP]M#$;MLKGNG‘GN[\CEPHNGaHMO]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM

<5/.0<GL ^MNMBNG\L \CL\]\‘G]PK744

图 "$甲肝病毒的多重实时荧光 <5/.0<灵敏度结果
WGXP]M"$;MLKGNG‘GN[\CEPHNGaHMO]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM

<5/.0<GL ^MNMBNG\L \CL\]\‘G]PK744

别为 %) l! f%) l%)时无典型扩增曲线"(=值!!)$结
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果为阴性%) 表明本研究对于草莓样品中诺如病毒
74*诺如病毒 744和甲肝病毒的检测灵敏度分别为
*+=& <5/.0<*) @&) X*’%=+ <5/.0<*) @&) X和 ’%=!
004d*) @&) X)
&=*$样品检测结果

按照本研究建立的多重实时荧光 <5/.0<检测
方法"对送检的草莓样品进行 .0<检测"结果见图
>) 由检测结果可以知道"所检样品均为阴性"阳性
和阴性对照正常)

图 >$多重实时荧光 <5/.0<检测 *) 份草莓样品结果图
WGXP]M>$,EaHGCGBFNG\L BP]‘MK\C*) KN]FbIM]][KFEaHMK

PKGLXEPHNGaHMO]MFH/NGEMCHP\]MKBMLBM<5/.0<EMND\̂

’$讨论
草莓富含蛋白质*果胶等 .0<抑制剂成分"且

含有大量的有机酸"使得样品在病毒富集时洗脱缓
冲液的 a2明显下降"因此在病毒富集过程中"维持
较高的 a2值可以对草莓中诺如病毒和甲肝病毒进
行很好的洗脱"a2过高则会使得草莓样品中的核酸
溶出) 洗脱后的病毒在具有吸水性以及凝聚和沉
淀蛋白作用的高分子聚合物 .87的沉淀作用下将
病毒颗粒进行浓缩 ’&%( "以氯仿/正丁醇进一步去除
.0<抑制剂"使得病毒得到有效富集)

众多诺如病毒和甲肝病毒检测方法中"<5/.0<
法为最通用的检测方法但其检测特异性和灵敏度
不是很高 ’&!( "而实时荧光 <5/.0<克服了常规 .0<
检测的不足"具有重复性好*特异性强*敏感性高和
易操作等优点"在病毒诊断中得到广泛应用 ’&*( ) 本
研究在此基础上建立的多重实时荧光 <5/.0<法"
实现了诺如病毒 74*诺如病毒 744和甲肝病毒在同
一反应体系中的同时检测"其特异性为 %))e"对于
草莓样品中诺如病毒 74*诺如病毒 744和甲肝病毒
的检测灵敏度分别为 *+=& <5/.0<*) @&) X*’%=+ <5/
.0<*) @&) X和 ’%=! 004d*) @&) X"整个操作过程小于
* D) 对 *) 份草莓样品检测结果显示"诺如病毒 74*
诺如病毒 744和甲肝病毒均未检出阳性"设立的阳
性对照和阴性对照正常"表明本研究建立的方法对
于草莓样品的检测具有很好的适用性"同时也为小
浆果类产品的病毒检测提供基础研究)
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实验技术与方法
异丁醇萃取/高效液相色谱法测定马铃薯中 "/茄碱

邵慧凯%!丘汾&!何佳平&!毛闪闪%!李康%!赵凌国&

!%(广东药学院药科学院"广东 广州$*%)))+# &(深圳市福田区疾病预防控制中心"广东 深圳$*%")!)$

摘$要!目的$建立异丁醇萃取和高效液相色谱法$2.30%测定马铃薯中 "/茄碱含量的新方法" 方法$马铃薯匀

浆样品经 *e乙酸溶液搅拌提取 ’) EGL!提取液调节 a2至 %%=) 后加入异丁醇进行萃取!萃取液加热浓缩!9& 吹

干" 残渣经甲醇复溶!过 )=!* #E滤膜后进样!2.30检测 "/茄碱含量" 流动相为乙腈/)=)& E\H@3磷酸二氢钾溶

液$&&o#"!J@J%!dGKB\‘M][0%"柱$%*) EEm!=+ EE!* #E%!柱温 ’) k!检测波长 &%) LE!进样量 &) #H" 结果$在
)=)& f%=)) EX@EH范围内!"/茄碱的峰面积和浓度的线性关系良好$$:)=>>> #%" 检测限和定量限分别为 )=+" 和
&=&# #X@EH!方法检出限为 %=’" #X@X" 样品在 )=)!#)=!) 和 &=)) EX@X’ 个添加水平下的加标回收率为 >"e f

%%+e" 方法精密度 I34为 )=%+e f%=#>e" 结论$该方法具有快速#简便!准确度和精密度高等特点!适用于马

铃薯中的 "/茄碱含量的快速检测"
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