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摘　要:目的　建立贝类中 GI、GII诺如病毒快速检测与分群方法.方法　对比分析６株主要流行的GI、GII诺如病毒及

参考诺如病毒的基因序列,筛选保守区域引物,优化建立SYBRGreenI荧光定量检测与熔解曲线快速分群方法,并对实际样

品检测验证.结果　引物P２８９/２９０可同时检测 GI、GII诺如病毒,SYBRGreenI荧光定量检测方法在病毒浓度１０３~１０９

copies之间呈现良好的线性关系(R２＝０．９９３,P＜０．０１),熔解曲线 Tm 值可区分 GI和 GII不同基因群的诺如病毒(F＝
７５０７６０,P＜０．０５).１２０份贝类样品阳性检出率５．８３％,其中阳性结果测序鉴定与快速分群方法结论一致.结论　该方法

成本低、检测快速、分群准确,具有良好重复性,适用于贝类中 GI、GII诺如病毒的快速检测与分群.
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Abstract:ToestablisharapidmethodforthedetectionandclassificationofgenogroupI(GI)andgenogroupII(GII)NoroＧ
virus(NoVs)inshellfish．GenesequenceofsixmajorprevalentGIandIIGIINoVsstrainsandinternationalgeneralreference
NoVswereanalyzedandonepairofprimersinconservativeregionwasselectedtoestablisharapiddetectionandgenegrouping
methodforGIandGIINoVsinshellfish．Therealsampleswerealsotestedandvalidated．TheresultsshowedthattheP２８９/

２９０primerscouldsimultaneouslydetectGIandGIINoVsatthesametime,andthefluorescencequantitativedetectionmethod
hadagoodlinearrelationshipwithvirusconcentrationintherangeof１０３~１０９copies(R２＝０．９９３,P＜０．０１),andtheTmvalＧ
ueofmeltingcurvecoulddistinguishtheGIandGIINoVs(F＝７５０７．６０,P＜０．０５)．Thepositivedetectionrateof１２０shellfish
sampleswas５．８３％,andthesequencinggenegroupingresultinthepositivesamplewasconsistentwiththoseofrapidgene

groupinginthestudy．Themethodhasthebenefitsoflowcost,quicktesting,goodaccuracy．andgoodrepeatability．ItissuitＧ
ableforrapiddetectionandclusteringofGIandGIINoVsinshellfish．
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　　诺如病毒(Noroviruses,NoVs)属于杯状病毒

科(Calicivirida),诺如病毒属(Norovirus),是一种
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重要的食源性病原菌,引发了许多传播与暴发[１Ｇ３].

NoVs可分为５个遗传组(genogroups,G),分别被

命名为 GI到 GVII,其中 GI、GII和 GIV 感染人

类[４Ｇ５].贝类通过滤食作用可将诺如病毒持续富集

在体内,成为 NoVs传播的重要载体[６],在贝类中经

常污染到 GI、GII２种基因群的 NoVs[７Ｇ１０],目前检

测 NoVs的分子生物学方法包括:RTＧPCR[１１],巢式

RTＧPCR[１２],荧光定量 RTＧPCR[１３]等方法,也有同

时检测 GI、GIINoVs的检测方法[１４Ｇ１６],然而不同基

因群的 NoVs鉴定一般需要有多对引物分别检测,
甚至还需要对扩增产物回收、测序鉴定、操作繁琐、
耗时较长.

本研究通过对比分析 GI、GIINoVs流行株的

基因序列,筛选一对引物对 GI、GIINoVs同时检

测,根据Synergybrands(SYBR)GreenI荧光定量

中熔解曲线特性[１７Ｇ１８],建立了基于 SYBR GreenI
荧光定量熔解曲线分析的快速分群方法,旨在为贝

类中单基因群或混合型基因群 NoVs的快速检测与

分群分型提供技术支撑.

１　材料与方法

１．１　试验材料　６株阳性 NoVs分别为５７３９７毒株

(GI．１型,GenBank:M８７６６１．２),５４１０８毒株(GI．３
型,GenBank:GQ８５６４７０．１),５５０６３毒株(GI．６型,

GenBank:GQ８５６４６４．),５７３９５ 毒 株 (GII．４ 型,

GenBank:KC７５２５１４),F２７８毒株(GII．１２型,GenＧ
BankNO:JQ８９９４４２),GZ２０１３ＧL２０ 毒株 (GII．１７
型,KR８６９０３８)为中国疾病预防控制中心提供,为感

染病人的粪便样品,经浓缩冷冻保存,基因型别均经

过扩增测序后,使用美国CaliciNet诺如病毒在线分

型工具(https://norovirus．phirearchlab．org/)进行

分型确认;轮状病毒 (Rotavirus,RV)、星 状 病 毒

(Astrovirus,AstV)为实验室保存的病毒cDNA,由
青岛市疾控中心提供.用于人工污染的贝类样品为

青岛城阳水产品批发市场采集的鲜活牡蛎,经过检

测未发现 NoVs检出.贝类检测样品为２０１５年１
－１２月从青岛城阳水产品批发市场采集的牡蛎、扇
贝、毛蚶、菲律宾蛤仔、中国蛤等５种贝类,每月采集

２次,全年共采集１２０份样品.

１．２　设备与试剂　NanoPhotometerTM 微量核酸

蛋白测定仪,购自德国IMPLEN 公司;罗氏 Light
Cycler○R２．０ 全自动荧光定量 PCR 仪,购自德国

Roche公 司;Sigma１Ｇ１４ 冷 冻 离 心 机,购 自 德 国

SIGMA公司;BiometraPCR 仪,购自德国 BiomeＧ
tra公司;DYCPＧ３１E型电泳仪,购自北京六一仪器

厂;凝胶成像系统,购自法国 VilberLourmat公司;

HighPureViralRNA Kit、蛋白酶 K 购自德国罗

氏(Roche)公司;琼脂糖凝胶回收试剂盒、质粒小提

试剂盒等购自北京天根(TIANGEN)公司,DNaseI
(RNaseFree)、SYBR○R PremixExTaqTMII试剂

盒等购于大连宝生物(TaKaRa)公司.

１．３　引物筛选　从 GenBank下载目前用于分群分

型的主要毒株GI(GeneBankNO:M８７６６１、L０７４１８、

AB４４７４１４、 AB０４２８０８、 KJ４０２２９５、 AB０８１７２３、

MH１３００４６、AF５３８６７９、KF５８６５０７、M０１２７５３０)、GII
(GeneBank NO．U０７６１１、DQ３６６３４７、JQ７５１０３４、

AB２２０９２４、AB２２０９２１、 AY０３２６０５、EF１２６９６５、

HM８０２５４４、AB２９４７７９、AB９３３７６７、AB４３４７７０、

JX４５９９０８、DQ０７８８２９、 AY６８２５５０、 AB６８４６６４、

JX８４６９２６、 AB０３９７８０、 AY０３８５９９、 AB１２６３２０、

AJ２７７６１８、JN８９９２４２、 GU０１７９０３、 AY５０２０１０、

LC０３７４１５、AY８２３３０４、 AY８２３３０６、 EU２７５７７９、

JN８９９２４５、AB２３３４７１、 MG４９５０８０、 MG４９５０８５、

GQ８５６４６９、KU３０６７３８)NoVs的基因序列,利用

DNAstar进行序列比对,筛选 GI、GII同时保守区

域的引物,最终选择同时检测 GI、GIINoVs的引物

为:上 游 引 物 P２９０:５′ＧGATTACTCCAGGTGGＧ
GAYTCMACＧ３′(引物位置:４５６８Ｇ４５９０),下游引物

P２８９: ５′ＧTGACGATTTCATCATCACCRTMＧ３′
(引物位置:４８６５Ｇ４８８６),扩增片段大小３１９bp.

１．４　实验方法

１．４．１　病毒人工污染、回收、RNA 提取　取２g牡

蛎消化道样品,加入１０μL的病毒原液,加入２mL
PBS缓冲液,匀浆２min;NoVs回收按照实验室前

期建立的方法[１９],RNA 提取使用 HighPureViral
RNAKit(Roche)试剂盒说明方法进行.

１．４．２　普通 RTＧPCR与荧光定量反应体系优化　
cDNA合成扩增体系为５０μL,５μL１０×Buffer,８

μL２５mmol/LMgCl２,２．５μL１０mmol/LdNTPs,

２μLP２８９引物,０．７μL１０U/μLAMVＧRT 反转录

酶,０．２μL５０U/μLRNasin,２μL病毒 RNA模板,
补足去离子水,４２℃反应１h.

PCR反应:５μL１０×Buffer,４μL２５mmol/L
MgCl２,１μL１０mmol/LdNTPs,上下游引物各１

μL,０．５μL５U/μLTaq酶,８μLcDNA,补足去离

子水,反应条件:９４℃３min,然后９４℃１min,４９℃
１min２０s,７２℃ １min,４０个循环,最后７２ ℃ １０
min.产物电泳后经测序进行鉴定.

荧光定量的PCR采用２０μL的体系进行扩增,

SYBR○RpremixExTaqTMII(２×)１５μL,２条引
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物(１０μmol/L)各１μL,cDNA模板１００ng左右,补
足去离子水.荧光定量 PCR 扩增:９５ ℃预变性

３０s,１个循环;然后９５℃变性５s,４９℃退火１５s,

７２℃延伸１０s,３５个循环.

１．４．３　荧光定量标准品制备　使用 GII．４型 NoV
的RNA为扩增对象,RTＧPCR 产物电泳切取特异

性条带,用胶回收试剂盒回收后,根据实验室方法制

备质粒[２０],并提取DNA,用生物分光光度计测定质

粒DNA的浓度和纯度,换算成拷贝数,并进行梯度

稀释,作为系列标准品进行方法建立.

１．４．４　SYBRGreenI荧光定量PCR的TM 曲线　
熔解曲线分析按照荧光定量试剂盒说明书中推荐的

程序,以０．１℃/s变化速度从６５℃升高至９５℃绘制

熔解曲线.

１．４．５　特异性与准确性试验　使用 GI．１、GI．３、GI．
６、GII．４、GII．１２、GII．１７等６株阳性 NoVs,以轮状

病毒(RV)、星状病毒(AsTV)为阴性对照,以二次

水为空白对照,对建立的方法进行验证,确定检测方

法的特异性和准确性.

１．４．６　稳定性与重复性　将不同型别的 NoVs,人
工污染贝类后,分３个时间批次利用荧光定量PCR
熔解曲线法测定Tm 值,然后,计算３个批次样品的

Tm平均值、标准偏差、变异系数以及对 Tm 值进行

方差分析,确定方法的稳定性和重复性.

１．４．７　验证性试验　对采集的１２０个贝类样品,利
用建立的方法,结合普通RTＧPCR,对检测出的阳性

NoVs,进行PCR扩增,片段回收、测序分析,与熔解

曲线检测结果对比,验证方法的实用性.

１．５　数据处理　所有实验重复３次,数据结果用平

均值±标准误差表示,数据处理使用SPSS１９．０软

件进行单因素方差分析,采用 LSD 法进行两两比

较,以P＜０．０５为差异有统计学意义.荧光定量标

准曲线、扩增、熔解曲线使用罗氏LightCycler○R２．０
全自动荧光定量PCR仪自带软件自动生成.

２　结　果

２．１　普通 RTＧPCR 结果　使用 P２８９和 P２９０引

物,对６株 NoVs阳性样品进行普通 RTＧPCR 扩

增.由图１扩增产物电泳图可知:P２８９/P２９０引物

可以特异性扩增 GI和 GIINoVs阳性毒株,不能扩

增RV和 AstV,说明引物特异性良好,RTＧPCR扩

增产物大小与预期３１９bp相符,反应干扰少,说明

扩增反应准确.

２．２　荧光定量检测　从图２可以看出,在病毒标准

品为１０２~１０９copies范围内,荧光定量扩增曲线具

备注:从左到右 M 为 DL２０００maker,１Ｇ２为 GI．１;３Ｇ４为 GI．３;５Ｇ

６为 GI．６;７Ｇ８为 GII．４;９Ｇ１０为 GII．１２;１１Ｇ１２为 GII．１７;１３Ｇ１４为

RV;１５Ｇ１６为 AstV;１７为空白对照

图１　不同型别诺如病毒的普通RTＧPCR结果

Fig．１　RTＧPCRresultsofdifferentgenotypeNoVs

有良好的扩增,RV、AstV 和空白对照均没有扩增,
说明反应特异性良好;从图３可以看出,在病毒标准

品为１０３~１０９copies范围内的标准曲线性关系良

好(R２＝０．９９３,P＜０．０１),说明定量反应准确.

从左到右 AＧH 分别为３．５×１０９,３．５×１０８,３．５×１０７,３．５×１０６,

３．５×１０５,３．５×１０４,３．５×１０３,３．５×１０２copies的诺如病毒质粒

标准品,I,J,K分别为 RV,AstV和空白对照

图２　荧光定量反应扩增曲线

Fig．２　AmplificationcurveoffluorescencequantitativereＧ
action

从左到右 AＧG分别为３．５×１０９,３．５×１０８,３．５×１０７,３．５×１０６,

３．５×１０５,３．５×１０４,３．５×１０３copies的 NoVs质粒标准品

图３　荧光定量标准曲线

Fig．３　Standardcurveoffluorescencequantitative

２．３　准确性和特异性　６株不同型别的 NoVs阳性

样品经过SYBRGreenI法荧光定量PCR扩增后,
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进行熔解曲线分析.由图４可以看出,GI诺如病毒

和GII诺如病毒扩增曲线可以明显区分,其中GI诺

如病毒对应的 Tm 值在８５℃左右,GII诺如病毒对

应的 Tm 值在８６℃左右,区分度明显,型别鉴别与

实际样品型别相符,轮状病毒、星状病毒和空白对照

均无扩增曲线,也无 Tm 值,说明反应特异性良好.

６株不同型别的 NoVs阳性样品的熔解曲线 Tm 值

与区分度情况见表１.可以看出,GI诺如病毒的

Tm 值两两比较,差异无统计学意义(t１＝０．３５,t２＝
０．５９,t３＝０．２３,P＞０．０５),GII诺如病毒的 Tm 值

两两比较,差异无统计学意义(t１＝０．３５,t２＝０．１８,

t３＝０．１８,P＞０．０５),GI诺如病毒的 Tm 值为８５．１５
±０．０２,GII诺如病毒的 Tm 值为８６．０６±０．０１,两组

基因群之间进行方差分析,差异有统计学意义(F＝
７５０７．６０,P＜０．０５),因此,通过 Tm 值不能区分 GI
或 GII同一基因群内的不同型别,但可以用来区分

GI和 GII基因群间的 NoVs.

图４　不同型别诺如病毒的熔解曲线分析

Fig．４　AnalysisofdissolutioncurveofNorovirusdifferent

genotypeNoVs

表１　不同型别诺如病毒Tm值分析

Tab．１　AnalysisofTmvalueofdifferentgenotypeNoVs

基因型 Tm 值

GI．１ ８５．１３±０．１１a

GI．３ ８５．１５±０．０８a

GI．６ ８５．１６±０．０５a

GII．４ ８６．０７±０．０４b

GII．１２ ８６．０５±０．０６b

GII．１７ ８６．０６±０．０５b

　　注:Tm 值两两比较,同列数字后字母不同表示比较有

统计学差异(P＜０．０５),字母相同表示比较后无统计学差异

(P＞０．０５).

２．４　方法的稳定性　将６株不同型别的阳性 NoVs
人工污染牡蛎后,分３个时间批次利用荧光定量

PCR熔解曲线法测定 Tm 值,计算３个批次样品的

Tm 平均值、标准偏差、变异系数.从表２中可以看

出,对３个检验批次 NoVs的 Tm 值均没有较大变

化,RSD均小于０．１％,GI和 GIINoVs的 Tm 平均

值方差分析,差异有统计学意义(F＝２１６２．２５,P＜
０．０５),GI．１组内不同批次的 Tm 值两两比较,差异

无统计学意义(t１＝０．０８,t２＝０．４０,t３＝０．３２,P＜
００５),GI．３组内不同批次的 Tm 值两两比较,差异

无统计学意义(t１＝０．３４,t２＝１．８０,t３＝１．４６,P＜
００５),GI．６组内不同批次的 Tm 值两两比较,差异

无统计学意义(t１＝０．４３,t２＝０．２２,t３＝０．２２,P＜
００５),GII．４组内不同批次的 Tm 值两两比较,差
异无统计学意义(t１＝０．８１,t２＝２．００,t３＝０．４９,P＜
０．０５),GII．１２组内不同批次的 Tm 值两两比较,差
异无统计学意义(t１＝０．１０,t２＝０．２８,t３＝０．３８,P＜
０．０５),GII．１７组内不同批次的 Tm 值两两比较,差
异无统计学意义(t１＝０．５９,t２＝１．３３,t３＝０．７４,P＜
０．０５),上述结果表明建立的鉴别方法稳定性强,具
有良好的重现性.

２．５　样品中诺如病毒检测与鉴定　对２０１５年１Ｇ１２
月采集的不同贝类样品中 NoVs的检测,并利用本

研究建立的方法、RTＧPCR扩增后测序鉴定方法进

行比较.从表３中可以看出,１２０份贝类样品中共

有７ 个 样 品 检 出 了 NoVs阳 性 结 果,检 出 率 为

５８３％,其中有２份样品(牡蛎和毛蚶)中出现了２
个 Tm 值,说明这两份样 品 同 时 存 在 GI和 GII
NoVs,其他样品均出现１个 Tm 值,说明这些样品

存在单一类型的 NoVs.经过测序鉴定与本方法的

结论进行比对,７个样品的判定结论均一致,说明本

研究建立的方法适合贝类中 GI和 GIINoVs的快

速检测与鉴定分群.

３　讨　论

国际上按照 NoVs基因组聚合酶区和衣壳蛋白

区的 序 列,将 NoVs被 分 为 ５ 个 基 因 组 (GenoＧ
groups)[２１],其中 GI和 GII以及 GIVNoVs感染人

类[２２Ｇ２３].根 据 NoVs 的 核 苷 酸 序 列,GI 和 GII
NoVs可 进 一 步 分 为 ８ 和 １７ 个 基 因 型 (Genetic
Cluster或 Genotype)[２４].近年来,NoVs的基因重

组和变异的不断出现,GI和 GIINoVs进一步分为

９个和２９个基因型.对几个 NoVs全长基因组序

列的分析表明,同一基因群内不同病毒株的核苷酸

序列同源性为６９％~９７％,而不同基因群的病毒株

核苷酸序列同源性只有５１％~５６％[２５],这为本研究

利用核苷酸序列开展不同基因群间的快速鉴定奠定

了基础.
贝类引起的 NoVs疫情暴发中,有１个显著的
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表２　不同检验批次诺如病毒的Tm值

Tab．２　ResultsofdifferenttestbatchesforNorovirus’Tm

样品
Tm 值

GI．１ GI．３ GI．６ GII．４ GII．１２ GII．１７

A１ ８５．２３ ８５．０９ ８５．２２ ８６．０４ ８６．０３ ８６．０８

A２ ８５．１２ ８５．１２ ８５．０１ ８６．０３ ８６．０６ ８６．０５

A３ ８５．１５ ８５．１４ ８５．１９ ８６．０９ ８６．０５ ８６．１３

B１ ８５．０９ ８５．１１ ８５．０８ ８６．１１ ８６．０２ ８６．０８

B２ ８５．２１ ８５．０８ ８５．１２ ８６．０８ ８６．０５ ８６．０９

B３ ８５．１９ ８５．１９ ８５．１４ ８６．１２ ８６．０８ ８６．０５

C１ ８５．１３ ８５．１８ ８５．１９ ８６．０１ ８５．９８ ８６．０４

C２ ８５．１５ ８５．１６ ８５．１１ ８６．１３ ８６．０２ ８６．０６

C３ ８５．１７ ８５．１１ ８５．０８ ８６．２６ ８６．１１ ８６．０７

平均值 ８５．１６b ８５．１３b ８５．１３b ８６．１０a ８６．０４a ８６．０７a

标准差 ０．０８ ０．０５ ０．０４ ０．０７ ０．０４ ０．０３

相对标准偏差(％) ０．０９ ０．０５ ０．０５ ０．０８ ０．０４ ０．０３

　　注:A、B、C分别代表不同的检验批次,对不同型别 NoVs的 Tm 值的平均值进行两两比较,同行数字后字母不同表示差

异有统计学意义(P＜０．０５),字母相同表示比较后差异无统计学意义(P＞０．０５).

表３　阳性样品的检测与基因群鉴定

Tab．３　Detectionandgenogroupsidentificationofpositivesamples

月份 样品 Tm１ Tm２ 本方法 测序方法 一致性

１月 牡蛎 ８５．１４ ８６．０９ GI,GII GI,GII 是

２月 扇贝 ８５．１２ － GI GI 是

２月 牡蛎 － ８６．０７ GII GII 是

３月 毛蚶 ８５．１１ ８６．０７ GI,GII GI,GII 是

１１月 菲律宾蛤仔 － ８６．０８ GII GII 是

１２月 牡蛎 ８５．１６ － GI GI 是

１２月 扇贝 － ８６．０７ GII GII 是

　　备注:－表示未检出.

特点是在感染者和受污染的贝类中可以检测出多个

型别的 NoVs,尽管针对混合基因型 NoVs的多重

检测方法已经建立[２６Ｇ２７],但却无法快速分群分型,传
统的分群分型方法仍然以基因扩增、测序、比对分析

为主,耗时较长,尤其在贝类中 NoVs含量低、型别

复杂、存在样品成分干扰等情况下,NoVs快速检测

和分群分型就显得尤为迫切.因此,如何快速地确

定贝类中 NoVs污染的基因群类别,对于追溯污染

的贝类、发布 NoVs疫情预警等具有重要的意义.
本研究探索分析了目前流行的 NoVs毒株及参考分

群分型毒株的基因序列,筛选了可以同时检测 GI、

GII基因群的引物,建立了基于SYBRGreenI荧光

定量检测及扩增熔解曲线分析方法,用阳性样品和

实际贝类样品进行检测验证,均与测序方法得到的

分型结果一致,该方法既可以实现定量检测,又可以

快速分群,为贝类中 NoVs快速检测和分群分型提

供了技术支撑.
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