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实时定量 RT2PCR方法检测太平洋牡蛎中的诺沃克样病毒
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摘要 : 建立了 Taqman 实时定量 RT2PCR方法检测诺沃克样病毒 (Norwalk2like Virus ,NLV)的方法 ,并对中

国的牡蛎样品进行了分析。选取 GⅡ型 NLV的 RNA聚合酶区域 ,利用 Primer Express 2. 0软件设计引物

和探针 ,建立了定量 RT2PCR反应体系。将含有 NLV扩增片段的质粒 10倍梯度稀释 ,作为标准品进行反应

以确定检测灵敏度并制备标准曲线。结果表明 ,质粒密度在 6×106 ,6×105 ,6×104 ,6×103 ,6×102 ,6×101 ,

6个拷贝之间 ,共 7个数量级的范围内 ,定量 RT2PCR反应都有“S”型扩增曲线 ,检测灵敏度为 6个拷贝。制

备的标准曲线中 ,病毒拷贝数 ( X)与 Ct值的关系为 Ct = - 3. 36lg X + 37. 11 ,相关系数 R2 = 0. 998。对中国

37批太平洋牡蛎 ( Crassost rea gi gas Thunberg)样品进行了定量检测 ,有 6批样品为阳性 ,并根据标准曲线测

定了 NLV的含量。
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　　诺沃克样病毒 (Norwalk2like virus ,NLV)是非
细菌性急性肠胃炎的主要病原体之一 ,可引起患者
恶心、呕吐、腹痛、腹泻 ,甚至低热、头痛、肌痛、乏力
及食欲减退等症状[1～3 ]。该病毒于 1968年在美国俄
亥俄州诺沃克镇首次发现而得名 ,之后世界各地陆
续发现多种形态与之相似但抗原性略异的病毒样颗
粒 ,先是称为小圆结构病毒 ( Small Round St ruct ural

Virus , SRSV) ,后称为诺沃克样病毒。2002年 8 月
第 8 届国际病毒命名委员会将其命名为诺如病毒
(Norovirus , NV) ,属于杯状病毒科 ( Caliciviridae) ,

诺如病毒属 ( N orovi rus) 。根据 NL V 的 RNA 聚合
酶区的核苷酸序列 ,可将其分为两个基因型 , GⅠ型
和 GⅡ型。不同国家和地区的 NL V 的基因型有较
大的差异。NL V 主要通过人体 →粪便 →水体 →食
品→人体途径传播 ,双壳软体动物 (如牡蛎、扇贝、蛤
蜊、蚶等)是 NLV的主要食物载体[4～6 ] ,因为其生活
的水域容易受到人类粪便的污染 ,在滤食海水微藻
的同时 ,也富集了大量的 NL V ,虽然病毒不能在体
内繁殖 ,但能在它们的消化道中存活数周 ,被生食后
人即可感染 NL V。因此 ,对双壳软体动物进行 NL V
的检测及监控具有重要意义。
由于缺乏细胞培养体系和动物模型 , NL V 的检
测方法包括电镜技术[7 ]、核酸杂交[8 ]、R T2PCR

等[9 ,10 ] ,这些方法准确性好 ,但是操作较繁琐 ,且在特
异性、灵敏度方面有一定的局限性。国内对 NL V 的
研究多集中于人类粪便样品中该病毒的检测 [11～13 ] ,

而在贝类研究中的报道仅见汪俊等[14 ]利用 R T2PCR

方法检测中国的牡蛎样品 ,序列分析表明中国的
NL V 为 GⅡ型。采用 R T2PCR 技术检测 NLV ,需
要经过琼脂糖凝胶电泳、EB 染色观察结果 ,对人体
和环境有害 ,并且只能进行定性检测 ,不能定量分
析。最近发展的实时定量 PCR技术 ,可以进行定量
分析 ,不需电泳 ,并且特异性高 ,被广泛应用于检测
病毒含量、研究药物作用机理、基因表达等研究领
域[15 ]。本研究建立了基于 Taqman探针的 NLV 的
实时定量 R T2PCR检测方法 ,对太平洋牡蛎样品进
行了定量检测 ,绘制的标准曲线可以定量检测贝类
中的 NL V。实时定量 R T2PCR检测 NL V方法的建
立 ,可以用于监控中国的贝类产品 ,对于促进人类公
共卫生、营养健康及疾病预防具有重要意义。

1　材料与方法

1 . 1　实验材料
太平洋牡蛎 ( Crassost rea gi g as Thunberg)样品
采自浙江某牡蛎养殖场 ,于 - 20℃冷冻保存。共有
37批样品。
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1 . 2　试剂与仪器
试剂 : TRIzol (BBI 分装 ) 、ABI one2step R T2

PCR reaction kit ,其成分包括 R T2PCR master mix
(含金牌 Taq 酶、dN TP 及其他 PCR 反应必须成
分) 、RNase 抑制剂。定量 PCR 仪器为美国 ABI

7900 H T型。

1 . 3　实验方法
1 . 3 . 1　牡蛎的处理及病毒核酸的提取
基本方法参照汪俊等[14 ] ,采用甘氨酸缓冲液处
理、PEG沉淀的方法浓缩贝类 NLV ,用 TRIzol进行
RNA的分离和纯化 ,加入 10μL DEPC H2 O 溶解 ,

用核酸分析仪进行定量 ,调整 RNA 质量浓度为
100 mg / L , - 20℃保存。
1 . 3 . 2　实时定量 RT2PCR扩增及反应灵敏度的测定
以 GⅡ型 NL V 的 RNA 聚合酶区基因片段[ 14 ]

作为目的扩增区域 ,利用 Primer Express 2. 0 设计
引物和探针 ,序列如下 :
正向引物 ( F) :5′2CACCACGCTA GGA GAAA G

AA GGT23′
反向引物 ( R) : 5′2CA GCCCTA GAAA TCA T G2

GT TAAA T TC23′
TaqMan 探针 ( T ) : 5′2FAM2CGACCACCT2

GA GCCAAA T GT GGT TC2TAMRA23′
PCR 反应管中加入 1μL 提取的 RNA 溶液 ,

RT2PCR master mix 12. 5μL , RNase 抑制剂 0. 7μL ,

正向及反向引物各 0. 2μmol/ L , TaqMan 探针
0. 1μmol/ L ,补充水至 25μL。
反应程序 :48℃30 min ;95℃10 min ;之后 95℃

15 s ,58℃1min进行 40个循环。
将实验室制备的含有 GⅡ型诺沃克样病毒扩增
片断的质粒[14 ] 进行稀释 ,得到 10 - 1 , 10 - 2 , 10 - 3 ,
10 - 4 ,10 - 5 ,10 - 6 ,10 - 7的 10 倍梯度稀释样品 ,将其
作为标准品 ,用引物及荧光探针进行扩增。测定质
粒的光密度值 A 260 ,计算其质量 ,并换算出每μL 溶
液中 DNA的拷贝数 ,相应的分别为 6×106 ,6×105 ,
6×104 ,6×103 ,6×102 ,6×101 ,6个拷贝。
1 . 3 . 3　数据分析
反应过程中 ,仪器自动收集荧光信号 ,反应结束
后 ,利用 SDS( Sequence Detection System) 2. 1 软件
分析扩增曲线以及 Ct值 ,并绘制标准曲线。其中 , Ct

(t hreshold cycle)值的含义是 :每个反应管内的荧光
信号到达设定的域值时所经历的循环数。Ct值与模
板的起始拷贝数的对数存在严格的线性关系 ,起始
拷贝数越多 , Ct值越小。
1 . 3 . 4　实时定量 R T2PCR检测 NL V牡蛎样品
用建立的实时定量 R T2PCR 方法检测牡蛎样
品 ,并分别以质粒、去离子水为模板进行扩增 ,作为

阳性对照、空白对照以监控 PCR过程。依据样品 Ct

值和扩增曲线进行结果判定 : Ct ≤35 ,且扩增曲线呈
S型判为阳性 ; Ct > 35 以及无扩增曲线的判为阴性
样品。含有病毒的样品利用制备的标准曲线计算病
毒量。

2　结果

2 . 1　实时定量 R T2PCR检测 NL V的灵敏度
将梯度稀释的质粒作为标准品 ,每个稀释度做 2

个重复 ,进行定量 R T2PCR反应。不同拷贝数的质
粒的扩增曲线如图 1 ,其中 X 轴代表 PCR反应循环
数 , Y 轴ΔRn代表荧光信号强度。可以看出 ,质粒在
对应的密度为 6 ×106 ,6 ×105 ,6 ×104 ,6 ×103 ,6 ×
102 ,6×101 ,6个拷贝 ,共 7个数量级的范围内有典型
的“S”型扩增曲线 ,即反映了 PCR的指数增长期 ,线性
增长期和平台期三个阶段。表 1列出了病毒拷贝数及
对应的 Ct值 ,不同稀释度样品之间的 Ct值相差比较均
匀 ,符合定量 PCR反应的动力学及线性关系 ,表明
PCR扩增效率较高 ,设计的引物和探针特异性好。

图 1　NLV梯度稀释质粒的扩增曲线
Fig. 1 　Amplification plot of NLV standard plasmids

with tenfold serial dilutions
1～7. NLV 质粒密度分别为 6 ×106 ,6 ×105 ,6 ×104 ,6 ×103 ,

6×102 ,6×101 ,6个拷贝

1～7. The copy number of NLV plasmids was 6 ×106 ,6 ×105 ,

6×104 ,6×103 ,6×102 ,6×101 ,6 , respectively

表 1　NLV质粒拷贝数及对应的 Ct值
Tab. 1　The number of NL V plasmid copies and their Ct value

扩增曲线编号 质粒密度 Ct (平均值)

1 6×106 14. 21±0. 06

2 6×105 17. 90±0. 15

3 6×104 20. 74±0. 10

4 6×103 23. 82±0. 39

5 6×102 27. 35±0. 15

6 6×101 31. 01±0. 16

7 6 34. 29±0. 07
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2 . 2　实时定量 RT2PCR检测 NLV的标准曲线

根据梯度稀释的 NL V 质粒浓度及其对应的 Ct

值 (表 1) ,利用 SDS2. 1软件 ,以起始模板拷贝数为 x

轴 ,以 Ct值为 y 轴作回归曲线 ,得到标准曲线 ,即模

板拷贝数 ( X)与 Ct值的关系为 : Ct = - 3. 36lg X +

37. 11 ,相关系数 R2 = 0. 998 ,见图 2。

图 2　NLV定量 RT2PCR反应的标准曲线

Fig. 2 　Standard plot for quantification of NLV using real2
time RT2PCR

2 . 3　实时定量 R T2PCR 检测太平洋牡蛎样
品中的 NL V

被检测的 37批太平洋牡蛎样品中 ,有 6批样品含

有 NLV ,扩增曲线见图 3 ,其中阳性质粒有“S”型扩增曲

线 ,空白对照无扩增曲线 ,表明试验过程的质量控制符

合要求 ,不存在 PCR污染和假阴性 ,结果可靠。6批样

品的 Ct值分别为 25. 78 ,29. 70 ,32. 10 ,32. 89 ,33. 56 ,34.92。

根据标准曲线 ,计算出牡蛎每μg RNA中 NLV的拷贝数

约为 2. 4×104 ,1.6×103 ,300 ,180 ,110 ,50个拷贝。

图 3　牡蛎样品 NLV的扩增曲线

Fig. 3　Amplification plot of tested oysters

P. 阳性对照 ;B. 空白对照 ;1～6. 含有 NLV的牡蛎样品

P. positive cont rol ; B. blank cont rol ; 1～ 6. tested samples of

oysters wit h NLV

3　讨论
本试验建立了 Taqman实时定量 R T2PCR检测

NL V的方法 ,不仅可以定性检测 NL V ,也可定量检
测 NL V。在传统的 PCR中 ,常用凝胶电泳分离荧光
染色来检测 PCR反应的最终扩增产物 ,由于 PCR的
终产物量与起始模板量之间没有线性关系 ,因此终
点定量法存在不可靠之处。实时定量 PCR 是利用
荧光染料在激发光的作用下所释放的荧光信号的变
化 ,来动态反映 PCR 扩增产物量的变化 ,从而达到
实时定量监测的目的。利用已知拷贝数的标准品作
出标准曲线 ,根据未知样品的 Ct值 ,即可计算出该样
品的起始拷贝数 ,达到定量检测的目的。

NLV的核酸序列变异很大 ,不同国家和地区的
NL V有较大差异[16 ] ,因此文献发表的引物和探针的
通用性较差 ,应用范围有限。本实验在汪俊等[14 ]用
R T2PCR分析中国牡蛎样品的基础上 ,根据其携带
的 NL V的 RNA聚合酶区的序列 ,设计了引物和探
针 ,针对性强 ,得到了较好的检测效果。本试验尝试
使用日本学者[16 ]发表的引物和探针进行反应 ,结果
荧光信号值很低 ,反映了引物和探针与模板的匹配
程度低 ,表明引物和探针不适用于中国牡蛎样品
NL V 的检测。在定量反应中 ,由于设计的 PCR 产
物长度较短 (为 86 bp) ,仅占 NLV 基因组的一小部
分 ,因此 ,对于变异程度较大的 NLV 而言 ,可以提高
检出率 ,尽可能避免假阴性结果的出现。在中国牡
蛎样品中发现 NL V ,由于中国江浙一带有生食牡蛎
的习惯 ,因此 ,应该加强对牡蛎及生活水域中的
NL V的检测及监控 ,防止大规模肠胃炎流行病的爆
发。
本研究建立的方法在模板浓度为 6 ×106 , 6 ×

105 , 6×104 , 6×103 , 6×102 , 6×101 , 6个拷贝 ,共
7个数量级的范围内有扩增曲线 ,表明检测方法对于
模板浓度要求较宽 ,检测灵敏度较高 ,可以达到 6个
拷贝。定量 PCR仅需要 2 h操作 ,一次可以进行 96

个样品的检测 ,PCR反应结束后可立即观察结果 ,不
需要电泳、染色 ,因此更方便、快速。与以往的检测
方法相比 ,灵敏度高 ,操作简单 ,特异性好 ,无交叉污
染 ,在贝类的 NLV诊断中具有很大的应用价值。实
时定量 R T2PCR检测 NL V的方法的建立 ,对于研究
疾病的爆发流行与病毒量的关系具有重要意义 ,同
时 ,可以用于监测水体及贝类中的 NL V ,保障公共
食品安全卫生。
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Abstract :A real2time quantitative R T2PCR assay was developed for detection of Norwalk2like Virus (NL V)

f rom oysters. Primers and probes were designed based on the RNA polymerase region of t he virus. The
Taqman probe was labeled with fluorescent dye FAM on t he 5’ end and TAMRA on t he 3’ end. The real2
time R T2PCR assay had a detection limit of 6 virus copies , wit h a dynamic range of detection between 6×
106 to 6 virus copies. The standard curve was prepared based on the linear relationship between t he amount
of plasmid DNA ( X) and cycle threshold ( Ct ) . For NL V virus , Ct = - 3. 36 lg X + 37. 11 , wit h the correla2
tion coefficient R2 = 0. 998. Thirty2seven oysters were tested and six were NL V positive and the virus was
quantified. The result s demonst rate t hat real2time R T2PCR met hod can be used as a rapid and highly sensi2
tive detection and quantification met hod for NL V and it is amenable to high2t hroughout assay.
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