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摘　要：为了解决目前巢式ＲＴＰＣＲ法检测牡蛎样品中ＧⅡ型诺如病毒时存在的非特异性扩增及假阴性等问
题，对ＮＣＢＩ数据库中在线获得的所有ＧⅡ型诺如病毒序列进行系统分析，重新设计出针对ＧⅡ型诺如病毒检
测的通用型巢式ＲＴＰＣＲ引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ），并从基因型覆盖度、特异性、灵敏度和实际样品检测的稳定
性几个方面对新设计的引物进行评估。结果显示：新引物的特异性好，只对ＧⅡ型诺如病毒进行有效扩增，且
不受牡蛎样品本底的影响；新引物灵敏度高，最低可检测至２６．４个拷贝；在对９２个牡蛎样品进行检测时，新
引物的阳性检出率为２８．３％，比经典引物高出７．５％。因此，新建立的ＧⅡ型诺如病毒巢式ＲＴＰＣＲ检测方法
在检测牡蛎样品时特异性更强，灵敏度更高，为牡蛎中诺如病毒的检测提供了一种新的、可靠的技术手段。
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　　诺如病毒（ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ）属于杯状病毒科
（Ｃａｌｉｃｉｖｉｒｉｄａｅ）诺如病毒属（Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ），目前，诺
如病毒可分为１０个基因群（ＧⅠＧⅩ），其中ＧⅡ
型是引起人类急性肠胃炎的主要病因，包括至少

２７种不同的基因型［１２］。２００６—２０１６年，中国地
区有超过 １３２起（８１３３例）诺如病毒疫情的暴
发，其中８２％的案例都是由 ＧⅡ型诺如病毒引起
的，造成了严重的医疗负担和经济损失［３］。牡蛎

是诺如病毒在环境中流行和传播的重要载体［４］。

诺如病毒相关的临床疫情通常与消费受污染的

牡蛎有关［５６］。大量研究证实，超过８０％的人诺
如病毒基因型存在于牡蛎中［７］。因此，牡蛎中诺

如病毒的快速、准确的检测将有利于相关环境的

监测和疾病的防控。

巢式 ＲＴＰＣＲ又称为嵌套式 ＲＴＰＣＲ，是在
ＲＴＰＣＲ基础上发展而来的，使用２对引物对目
的片段进行扩增，具有灵敏度高，特异性强等优

点，在人［８］和水产品［９］病原生物的检测上已得到

广泛的应用。自 ２００２年以来，ＫＡＧＥＹＡＭＡ
等［５］、ＫＯＪＩＭＡ等［１０］和ＮＩＳＨＩＤＡ等［１１］针对诺如

病毒衣壳蛋白基因（ＶＰ１）设计了 ２对引物
（ＣＯＧ２Ｆ／Ｇ２ＳＫＲ，Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ），被广泛用于
诺如病毒的分型与检测。然而，近年来越来越多

的研究发现在检测牡蛎中的诺如病毒时，该方法

经常出现大小不一的非特异性ＰＣＲ产物，而后续
的测序结果证实这些序列多源于牡蛎本身或其

肠道细菌的基因［１２］，表明现有的巢式 ＰＣＲ方法
在应用于牡蛎中诺如病毒的检测时容易受到样

品本底的影响，特异性差，造成假阳性等结果。

诺如病毒基因组极易变异且基因重组频繁发

生［２］，因此，现有的 ＰＣＲ引物因基因型覆盖度不
够还会出现假阴性等情况［１２１３］。

针对上述问题，本研究基于现有公共数据库

（ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ）中所有的 ＧⅡ型诺如病毒的序
列，重新设计了针对 ＧⅡ型诺如病毒的通用型巢
式ＲＴＰＣＲ引物并通过牡蛎样品的实际检测对其
特异性、灵敏度和稳定性等３个方面进行了系统
地评估，并与旧引物进行了对比［１２］，为用于牡蛎

中ＧⅡ型诺如病毒的检测提供一种可靠的技术手
段。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
１．１．１　实验试剂

动物组织总ＲＮＡ提取试剂盒购自上海捷瑞
生物工程有限公司；ＲＮＡ稳定和储存溶液
ＲＮＡｌａｔｅｒ、病毒ＲＮＡ提取试剂盒购自上海翊瑞生
物科技有限公司；一步法反转录 ＰＣＲ试剂盒、
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自宝生物工程（大连）有限公
司；１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ购自天根生化科技（北
京）有限公司和上海奈彻生物科技有限公司。

１．１．２　实验样品及预处理
实验所用太平洋牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）购自

上海市芦潮港海鲜市场（长１０～１２ｃｍ、宽６～８
ｃｍ）。解剖牡蛎的消化腺组织后分装成５０～１００
ｍｇ每管，保存在ＲＮＡ保护剂中并冻于 －８０℃冰
箱。中国疾病预防控制中心（以下简称中国

ＣＤＣ）提供的诺如病毒 ＧⅡ型阳性粪便样品（Ｇ
Ⅱ．３，ＧⅡ．４，ＧⅡ．６，ＧⅡ．１２，ＧⅡ．６［Ｐ７］，Ｇ
Ⅱ．２［Ｐ１６］和 ＧⅡ．１７）经实验室测序验证后，保
存于－８０℃冰箱。
１．１．３　实验仪器

ＡＣ２４Ｓ１ＣＮ生物安全柜、ＡＣＢ４Ａ１超净工

作台购自新加坡艺思高科技有限公司（ＥＳＣＯ）；
ＦａｓｔＰｒｅ２４ＭＰ组织均质器购自 ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ
（美国）；５３３１ＰＣＲ仪、５３８２００００７４恒温混匀金属
浴、５７０２Ｒ台式低温离心机购自艾本德中国有限
公 司 （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ＰｏｗｅｒＰａｃ ＨＣ 电 泳 仪、

ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋凝胶成像系统和凝胶成像分析
仪购自伯乐生命医学产品（上海）有限公司（Ｂｉｏ
Ｒａｄ）。
１．２　实验方法
１．２．１　引物设计与合成

根据ＧＵＯ等［１２］的研究经验，建立了１个用
于引物设计的本地数据库，其中包含了从 ＮＣＢＩ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）下载的在线能
得到的所有ＧⅡ型诺如病毒的序列，用诺如病毒
基因 分 型 工 具 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｉｖｍ．ｎｌ／ｍｐｆ／
ｔｙｐｉｎｇｔｏｏｌ）对其进行基因分型，并按照基因型进行
分组。利用生物信息学软件 ＧｅｎｅｉｏｕｓＰｒｉｍｅ进行
序列比对分析，基于保守区域的序列设计出针对

ＧⅡ型诺如病毒的通用型引物，并通过ＮＣＢＩ上ｎｒ
库的ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ工具评估新引物的特异性。所
设计ＧⅡ型诺如病毒的巢式ＲＴＰＣＲ通用型新引
物及旧引物合成于上海生工生物有限公司，序列

如表１所示。

表１　巢式ＲＴＰＣＲ的引物组合
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｎｅｓｔｅｄＲＴＰＣＲ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物核酸序列（５′→３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

位点ａ

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
参考

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ＣＯＧ２Ｆ ＣＡＲＧＡＲＢＣＮＡＴＧＴＴＹＡＧＲＴＧＧＡＴＧＡＧ ５００３
Ｇ２ＳＫＲ ＣＣＲＣＣＮＧＣＡＴＲＨＣＣＲＴＴＲＴＡＣＡＴ ５３８９
Ｇ２ＳＫＦ ＣＮＴＧＧＧＡＧＧＧＣＧＡＴＣＧＣＡＡ ５０４６
Ｇ２ＳＫＲ ＣＣＲＣＣＮＧＣＡＴＲＨＣＣＲＴＴＲＴＡＣＡＴ ５３８９

文献

［５，１０１１］

ＣＯＧ２Ｆ ＣＡＲＧＡＲＢＣＮＡＴＧＴＴＹＡＧＲＴＧＧＡＴＧＡＧ ５００３
ＮＧ２ＯＲ ＣＣＮＧＣＡＴＲＶＣＣＲＴＴＲＴＡＣＡＴ ５３８６
ＮＧ２ＯＦ ＧＧＡＧＧＧＣＧＡＴＣＧＣＡＡＴＣＴ ５０５０
ＮＧ２ＯＲ ＣＣＮＧＣＡＴＲＶＣＣＲＴＴＲＴＡＣＡＴ ５３８６

本研究

注：ａ为引物５′端在序列Ｘ８６５５７的位置。简并引物中的加粗的碱基为混合碱基：Ｒ表示Ａ或Ｇ；Ｂ表示 Ｃ或Ｇ或Ｔ；Ｎ表示Ａ或Ｇ或Ｃ
或Ｔ；Ｙ表示Ｃ或Ｔ；Ｈ表示Ａ或Ｃ或Ｔ；Ｖ表示Ａ或Ｇ或Ｃ。
Ｎｏｔｅｓ：ａＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｆｏｒ５′ｏｆｐｒｉｍｅｒｓ，ａｎｄｎｕｍｂｅｒｓｒｅｆｅｒｔｏｓｅｑｕｅｎｃｅＸ８６５５７．Ｍｉｘｅｄｂａｓｅｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎｂｏｌｄｉｎｄｅｇｅｎｅｒａｔｅｐｒｉｍｅｒｓ：Ｒｆｏｒ
ＡｏｒＧ；ＢｆｏｒＣｏｒＧｏｒＴ；ＮｆｏｒＡｏｒＧｏｒＣｏｒＴ；ＹｆｏｒＣｏｒＴ；ＨｆｏｒＡｏｒＣｏｒＴ；ＶｆｏｒＡｏｒＧｏｒＣ．

１．２．２　实际样品ＲＮＡ的提取
牡蛎中总ＲＮＡ的提取：取１管牡蛎消化腺组

织用ＭＰ组织均质器打成匀浆，按照动物组织总
ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取牡蛎消化腺的总
ＲＮＡ，直接作为ＲＴＰＣＲ的模板使用。

粪便中病毒ＲＮＡ的提取：按照病毒 ＲＮＡ提

取试剂盒说明书提取粪便中的病毒ＲＮＡ，直接作
为ＲＴＰＣＲ的模板使用。
１．２．３　旧巢式ＲＴＰＣＲ反应

旧巢式ＲＴＰＣＲ法（ＣＯＧ２Ｆ／Ｇ２ＳＫＲ，Ｇ２ＳＫＦ／
Ｇ２ＳＫＲ，以下简称 Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）分为 ＲＴＰＣＲ
和第２轮ＰＣＲ。将所提取的实际样品的 ＲＮＡ作

０４２
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为模板进行 ＲＴＰＣＲ反应，ＲＴＰＣＲ反应体系共
２５μＬ，含 ２×１Ｂｕｆｆｅｒ１２．５μＬ，ＣＯＧ２Ｆ１μＬ，
Ｇ２ＳＫＲ１μＬ，ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ，模
板１μＬ。

反应程序：５０℃反转录３０ｍｉｎ，９４℃预变性
２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０个循环。

将第１轮产物稀释１０倍作为模板进行第２
轮ＰＣＲ反应，第２轮 ＰＣＲ反应体系共２５μＬ，含
ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，Ｇ２ＳＫＦ１μＬ，Ｇ２ＳＫＲ１μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ，模板１μＬ。

反应程序：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性３０
ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环，７２
℃延伸７ｍｉｎ。两轮ＰＣＲ扩增结束后用２％的琼
脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。
１．２．４　新巢式ＲＴＰＣＲ反应

新 巢 式 ＲＴＰＣＲ 法 （ＣＯＧ２Ｆ／ＮＧ２ＯＲ，
ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ，以下简称 ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）分为
ＲＴＰＣＲ和第２轮ＰＣＲ。将所提取的实际样品的
ＲＮＡ作为模板进行 ＲＴＰＣＲ反应，ＲＴＰＣＲ反应
体系共２５μＬ，含 ２×１Ｂｕｆｆｅｒ１２．５μＬ，ＣＯＧ２Ｆ１
μＬ，ＮＧ２ＯＲ１μＬ，ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．５
μＬ，模板１μＬ。

反应程序：５０℃反转录３０ｍｉｎ，９４℃预变性
２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０个循环。

将第１轮产物稀释１０倍作为模板进行第２
轮ＰＣＲ反应，第２轮 ＰＣＲ反应体系共２５μＬ，含
ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ＮＧ２ＯＦ１μＬ，ＮＧ２ＯＲ１μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ，模板１μＬ。

反应程序：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性３０
ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３５个循环，７２
℃延伸７ｍｉｎ。两轮ＰＣＲ扩增结束后用２％的琼
脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。
１．２．５　覆盖度评估

采用由中国 ＣＤＣ提供的 ＧⅡ型诺如病毒阳
性粪便样品（ＧⅡ．３，ＧⅡ．４，ＧⅡ．６，ＧⅡ．１２，Ｇ
Ⅱ．６［Ｐ７］，ＧⅡ．２［Ｐ１６］和ＧⅡ．１７），分别用旧引
物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）和新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）
按照１．２．３节和１．２．４节中反应体系及条件进行
巢式ＲＴＰＣＲ扩增和电泳检测。
１．２．６　特异性评估

采用由实验室前期得到的有非特异性扩增

现象的牡蛎样品（背景对照）和 ＧⅠ型诺如病毒
阳性的牡蛎样品（背景对照和阴性对照），分别用

旧引物 （Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）和新引物 （ＮＧ２ＯＦ／
ＮＧ２ＯＲ）按照１．２．３节和１．２．４节中反应体系及
条件进行巢式ＲＴＰＣＲ扩增和电泳检测。
１．２．７　灵敏度评估

采用随机选取的３个ＧⅡ型诺如病毒阳性且
已知浓度的牡蛎ＲＮＡ（分别为９．３２×１０３、２．６４×
１０４、５．７９×１０４拷贝／μＬ）和它们的１０倍梯度稀
释液作为模板［１４］，分别用旧引物 （Ｇ２ＳＫＦ／
Ｇ２ＳＫＲ）和新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）按照 １．２．３
节和１．２．４节中反应体系及条件进行巢式 ＲＴ
ＰＣＲ扩增和电泳检测。
１．２．８　实际样品检测

采用９２只新鲜采集的牡蛎样品，分别用旧
引物 （Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）和 新 引 物 （ＮＧ２ＯＦ／
ＮＧ２ＯＲ）按照１．２．３节和１．２．４节中反应体系及
条件进行巢式ＲＴＰＣＲ扩增和电泳检测。

２　结果

２．１　引物设计
本地数据库中包含了在线下载的共 ２９７８４

条（截至２０１７年１２月３１日）ＧⅡ诺如病毒序列。
小于１０００ｎｔ（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）的序列通常位于 Ｐ区
（ｐｒｏｔｒｕｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ），保守性差，不适合用于引物
设计，因而被筛除。因此，共得到６４１９条长度为
１０００～７６２７ｎｔ的序列，将其进行基因分型，得到
４４条ＧⅡ．１，２４１条 ＧⅡ．２，３５９条 ＧⅡ．３，３５６１
条ＧⅡ．４，３１条 ＧⅡ．５，１０４条 ＧⅡ．６，１４７条 Ｇ
Ⅱ．７，８条 ＧⅡ．８，５条 ＧⅡ．９，１０条 ＧⅡ．１０，８
条ＧⅡ．１１，２２７条ＧⅡ．１２，７６条ＧⅡ．１３，１８６条
ＧⅡ．１４，６条 ＧⅡ．１５，３５２条 ＧⅡ．１６，７９６条 Ｇ
Ⅱ．１７，８条ＧⅡ．１８，８条ＧⅡ．１９，１２条ＧⅡ．２０，
１８６条ＧⅡ．２１，３９条 ＧⅡ．２２和５条 ＧⅡ．２３序
列。用生物信息学软件 ＧｅｎｅｉｏｕｓＰｒｉｍｅ对６４１９
条 序 列 进 行 多 重 比 对 （ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）分析，发现ＧⅡ型诺如病毒的核酸序列
变异性过高，无法找到合适的保守区域对２３种
基因型进行全部覆盖。鉴于此，再次尝试采用

ＧｅｎｅｉｏｕｓＰｒｉｍｅ软件对每种基因型的序列进行单
独地比对分析，并充分考虑每种基因型序列在全

部序列中占有的权重和比例，首先以丰度高达

５５．５％ （３５６１／６４１９）的ＧⅡ．４型序列为主进行

１４２
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新引物的设计，然后，采用序列比对的方式评估

新引物与其余２２种基因型的保守序列的匹配情
况，最终设计出含有大量简并碱基的新引物，并

将其命名为ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ，序列如表１所示。
２．２　基因型覆盖度

为全面分析引物所覆盖的病毒基因型，我们

选取近年来在世界范围内广泛传播并且丰度较

高的７种代表性 ＧⅡ型诺如病毒阳性粪便样品
（ＧⅡ．３，ＧⅡ．４，ＧⅡ．６，ＧⅡ．１２，ＧⅡ．６［Ｐ７］，
ＧⅡ．２［Ｐ１６］和ＧⅡ．１７），分别用旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／
Ｇ２ＳＫＲ）和新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）进行巢式
ＲＴＰＣＲ扩增和电泳分析。如图１所示，除ＧⅡ．６
［Ｐ７］型诺如病毒阳性粪便样品外，旧引物
（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）和新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）均
成功地扩增出其余６种ＧⅡ型诺如病毒阳性粪便
样品，表明新旧引物在基因型覆盖度上基本一

致。通过浓度测定发现，ＧⅡ．６［Ｐ７］型诺如病毒
阳性粪便样品因降解导致其病毒浓度降低，在采

用新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）时胶图上呈现非常微
弱但单一的条带，而采用旧引物 （Ｇ２ＳＫＦ／
Ｇ２ＳＫＲ）时胶图上并没有条带出现，表明新引物
（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）在灵敏度方面具有一定的优
势。

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～７．ＧⅡ．３，ＧⅡ．４，ＧⅡ．６，ＧⅡ．

１２，ＧⅡ．６［Ｐ７］，ＧⅡ．２［Ｐ１６］和 ＧⅡ．１７型诺如病毒阳性粪

便样品；Ｎ．阴性对照；Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ．３４４ｂｐ；ＮＧ２ＯＦ／

ＮＧ２ＯＲ．３３７ｂｐ。

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－７．ＧⅡ．３，ＧⅡ．４，ＧⅡ．６，ＧⅡ．

１２，ＧⅡ．６［Ｐ７］，ＧⅡ．２［Ｐ１６］ａｎｄＧⅡ．１７ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ

ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｓｔｏｏｌｓａｍｐｌｅｓ； Ｎ． ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ； Ｇ２ＳＫＦ／

Ｇ２ＳＫＲ．３４４ｂｐ；ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ．３３７ｂｐ．

图１　基因型覆盖率的评估
Ｆｉｇ．１　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｏｔｙｐｅｃｏｖｅｒａｇｅ

２．３　特异性评估
采用由实验室前期得到的有非特异性扩增

现象的牡蛎样品和ＧⅠ型诺如病毒阳性的牡蛎样
品，分别用旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）和新引物
（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）进行巢式 ＲＴＰＣＲ扩增和电泳

分析。如图２所示，所有３只牡蛎样品在采用旧
引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）检测时均出现了不同大小
的非特异性条带，经割胶回收后测序验证为牡蛎

本身或其肠道微生物群的序列，检测结果全为 Ｇ
Ⅱ型诺如病毒阴性。１号样品（背景对照）在采用
新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）时成功扩增出亮且单一
的目标条带，并经后续测序验证得出 ＧⅡ．１２型
诺如病毒阳性，体现了新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）
在灵敏度方面具有一定的优势。２号样品（背景
对照）在采用新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）时胶图上
没有出现信号，结果为阴性。３号样品（背景对照
和阴性对照）在采用新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）时
胶图上背景干净、没有信号，结果为阴性。结果

显示新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）在检测牡蛎样品时
特异性更好。特异性实验结果表明，无论是背景

对照（牡蛎）还是阴性对照（ＧⅠ型诺如病毒阳性
牡蛎），都没有出现扩增现象，有效地纠正了使用

旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）时出现的非特异性扩增
的问题。

Ｍ１和Ｍ２．１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～２．由实验室前期牡蛎中诺

如病毒检测得到的有非特异性扩增的牡蛎样品；３．由实验室

前期牡蛎中诺如病毒检测得到的ＧⅠ型诺如病毒阳性牡蛎样

品；Ｎ．阴性对照（水）；Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ．３４４ｂｐ；ＮＧ２ＯＦ／

ＮＧ２ＯＲ．３３７ｂｐ。

Ｍ１，Ｍ２．１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１－２．Ｏｙｓｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｎｏｎ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄｓ；３．ＧⅠ ｎｏｒｏｖｉｒｕｓｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄｏｙｓｔｅｒｓａｍｐｌｅ；Ｎ．

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｄｄＨ２Ｏ）；Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ．３４４ｂｐ；ＮＧ２ＯＦ／

ＮＧ２ＯＲ．３３７ｂｐ．

图２　特异性的评估
Ｆｉｇ．２　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

２．４　灵敏度评估
为了评价检测方法的灵敏度（检测限），采用

３个随机选取的ＧⅡ型诺如病毒阳性并已知浓度

２４２
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的牡蛎消化腺 ＲＮＡ（编号 １９０４０４７、１９０２２６３、
１９０２２６４）和它们的１０倍梯度稀释液作为模板，
分别 用 旧 引 物 （Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）和 新 引 物
（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）进行巢式 ＲＴＰＣＲ扩增和电泳
分析。如表 ２所示，在采用新引物（ＮＧ２ＯＦ／

ＮＧ２ＯＲ）时最低可以稳定地检测到２６．４个拷贝，
成功检测到 １次 ９．３２个拷贝。采用旧引物
（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）时最低稳定地检测到 ５７．９个
拷贝。从结果可以看出新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）
灵敏度更高。

表２　灵敏度的评估
Ｔａｂ．２　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

样品编号

Ｎｕｍｂｅｒ

样品浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（拷贝／μＬ）

方法

Ａｓｓａｙ

加样浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
１０倍稀释
１０ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎ

１０２倍稀释
１０２ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎ

１０３倍稀释
１０３ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎ

１９０４０４７ ９．３２×１０３
Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ ３／３ ３／３ ０／３
ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ ３／３ ３／３ １／３

１９０２２６３ ２．６４×１０４
Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ ３／３ ３／３ ０／３
ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ ３／３ ３／３ ３／３

１９０２２６４ ５．７９×１０４
Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ ３／３ ３／３ ３／３
ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ ３／３ ３／３ ３／３

２．５　实际样品检测
随机挑选新鲜采集的９２只牡蛎样品，分别

用旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）和新引物（ＮＧ２ＯＦ／
ＮＧ２ＯＲ）进行巢式ＰＣＲ扩增和电泳检测，结果如
表 ３所示。从表 ４可以看出，使用旧引物
（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）检测牡蛎中的诺如病毒时，阳
性检出率为 ２０．７％，低于新引物 （ＮＧ２ＯＦ／
ＮＧ２ＯＲ，２８．３％）。其中，有７只牡蛎样品在使用
旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）检测时呈阴性，而使用
新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）检测时呈阳性，后经测
序并分型得到基因型分别为 ＧⅡ．１７（ｎ＝２）、Ｇ
Ⅱ．２（ｎ＝２）、ＧⅡ．３（ｎ＝３）。结果表明，采用
旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）检测牡蛎样品会出现假
阴性的情况，这种情况对ＧⅡ型基因型普遍存在，
从而低估了牡蛎中的诺如病毒的污染情况和基

因型的丰度，而采用新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）可
避免这样的情况。新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）更适
用于牡蛎中的诺如病毒检测。

３　讨论

目前诺如病毒分子检测手段中，荧光定量

ＲＴＰＣＲ法技术成熟且灵敏度高，但在检测牡蛎
样品时经常出现假阳性的情况［５，１５］。此外，荧光

定量ＲＴＰＣＲ扩增产物过短，无法用于后续的基
因型分析。而巢式 ＲＴＰＣＲ方法较于常规 ＲＴ
ＰＣＲ方法更为灵敏，更适用于诺如病毒含量较低

的牡蛎样品的检测。但是目前常用的巢式 ＲＴ
ＰＣＲ方法建立于２０多年前，其间病毒的序列发
生了显著的改变，新产生的序列数量是之前的上

百倍。因此，建立一套新的具有更高特异性和灵

敏度的巢式ＲＴＰＣＲ方法用于牡蛎样品中的诺如
病毒检测是非常迫切的，为调查牡蛎消费的人中

诺如病毒的感染情况和基因型研究提供重要支

撑。

同时，为避免因基因型覆盖度低等原因造成

的漏检问题，大量的序列分析对于引物设计是十

分必要的［１６１７］。本研究建立了含６４１９条（截至
２０１７年１２月３１日）ＧⅡ型诺如病毒序列的本地
数据库，基于对所有序列的分析，进行了引物设

计。从位置上看，新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）与旧
引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）只有几个碱基的差别（表
１），却避免了引物３′端和５′端的错配，从而提高
了扩增效率。这可能是新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）
灵敏度更高的原因。从简并碱基来看，引物

ＮＧ２ＯＲ与引物 Ｇ２ＳＫＲ不同的是，基于对 ６４１９
条序列的分析，没有使用简并碱基Ｈ而是使用了
Ｖ，这样能覆盖更多的序列。２０１９年，诺如病毒基
因群及基因型的分类进行了更新［１］，ＧⅡ的基因
型数量由２３扩大为２７。尽管基因型的数量增加
了，由于数据库中用于引物设计的序列保持不

变，因此这并不影响本研究所优化的 ＧⅡ型诺如
病毒巢式ＲＴＰＣＲ法。
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表３　样品信息
Ｔａｂ．３　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ

编号

Ｎｏ． Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ 基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
编号

Ｎｏ． Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ 基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
１ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
２ Ｎ Ｎ －
３ Ｎ Ｐ ＧⅡ．１７
４ Ｎ Ｎ －
５ Ｐ Ｐ ＧⅡ．１２
６ Ｎ Ｐ ＧⅡ．２
７ Ｎ Ｎ －
８ Ｎ Ｎ －
９ Ｐ Ｐ ＧⅡ．１２
１０ Ｎ Ｎ －
１１ Ｎ Ｎ －
１２ Ｎ Ｎ －
１３ Ｎ Ｎ －
１４ Ｎ Ｎ －
１５ Ｐ Ｐ ＧⅡ．３
１６ Ｎ Ｎ －
１７ Ｐ Ｐ ＧⅡ．３
１８ Ｎ Ｎ －
１９ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
２０ Ｎ Ｎ －
２１ Ｎ Ｎ －
２２ Ｎ Ｎ －
２３ Ｎ Ｎ －
２４ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
２５ Ｎ Ｎ －
２６ Ｐ Ｐ ＧⅡ．１２
２７ Ｎ Ｎ －
２８ Ｎ Ｎ －
２９ Ｎ Ｎ －
３０ Ｎ Ｎ －
３１ Ｎ Ｎ －
３２ Ｎ Ｎ －
３３ Ｎ Ｐ ＧⅡ．３
３４ Ｎ Ｎ －
３５ Ｎ Ｎ －
３６ Ｎ Ｎ －
３７ Ｎ Ｎ －
３８ Ｎ Ｎ －
３９ Ｎ Ｎ －
４０ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
４１ Ｎ Ｎ －
４２ Ｎ Ｎ －
４３ Ｐ Ｐ ＧⅡ．２
４４ Ｎ Ｎ －
４５ Ｎ Ｎ －
４６ Ｎ Ｎ －

４７ Ｎ Ｐ ＧⅡ．３
４８ Ｐ Ｐ ＧⅡ．１２
４９ Ｎ Ｎ －
５０ Ｐ Ｐ ＧⅡ．３＆ＧⅡ．４
５１ Ｎ Ｎ －
５２ Ｎ Ｎ －
５３ Ｎ Ｎ －
５４ Ｎ Ｎ －
５５ Ｎ Ｐ ＧⅡ．１７
５６ Ｎ Ｐ ＧⅡ．３
５７ Ｎ Ｎ －
５８ Ｎ Ｎ －
５９ Ｎ Ｎ －
６０ Ｎ Ｎ －
６１ Ｎ Ｐ ＧⅡ．２
６２ Ｎ Ｎ －
６３ Ｎ Ｎ －
６４ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
６５ Ｎ Ｎ －
６６ Ｎ Ｎ －
６７ Ｎ Ｎ －
６８ Ｎ Ｎ －
６９ Ｎ Ｎ －
７０ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
７１ Ｎ Ｎ －
７２ Ｎ Ｎ －
７３ Ｎ Ｎ －
７４ Ｎ Ｎ －
７５ Ｐ Ｐ ＧⅡ．３
７６ Ｎ Ｎ －
７７ Ｎ Ｎ －
７８ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
７９ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
８０ Ｎ Ｎ －
８１ Ｎ Ｎ －
８２ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
８３ Ｎ Ｎ －
８４ Ｎ Ｎ －
８５ Ｎ Ｎ －
８６ Ｎ Ｎ －
８７ Ｐ Ｐ ＧⅡ．４
８８ Ｎ Ｎ －
８９ Ｎ Ｎ －
９０ Ｎ Ｎ －
９１ Ｎ Ｎ －
９２ Ｎ Ｎ －

注：Ｐ．阳性；Ｎ．阴性；－．无基因型。
Ｎｏｔｅｓ：Ｐ．ｐｏｓｉｔｉｖｅ；Ｎ．ｎｅｇａｔｉｖｅ；－．ｎｏｇｅｎｏｔｙｐｅ．
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表４　牡蛎样品诺如病毒检测结果
Ｔａｂ．４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｎｏｒｏｖｉｒｕｓｉｎｏｙｓｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

巢式ＲＴＰＣＲ

ＮｅｓｔｅｄＲＴＰＣＲ

阳性

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ／只

阴性

Ｎｅｇａｔｉｖｅ／只

总数

Ｔｏｔａｌ／只

阳性率

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ／％

漏检基因型

Ｍｉｓｓｅｄｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ １９ ７３ ９２ ２０．７ ＧⅡ．１７、ＧⅡ．３、ＧⅡ．２
ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ ２６ ６６ ９２ ２８．３ －

　　本研究从基因型覆盖度、特异性、灵敏度和
稳定性等４个方面对新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）进
行了评估。在基因型覆盖度方面，采用的是 ＧⅡ
型诺如病毒阳性粪便样品。与牡蛎样品不同，粪

便样品中的诺如病毒含量高，通常应用常规 ＲＴ
ＰＣＲ检测。而采用巢式 ＲＴＰＣＲ检测时，粪便中
富余的病毒 ＲＮＡ可能导致 ＰＣＲ扩增效率过高，
从而出现了非特异性扩增的现象。本研究采用

了７种代表性的ＧⅡ型诺如病毒样本对基因型覆
盖度进行了评估，这７种 ＧⅡ基因型均为近年世
界范围内的主要流行株，其序列丰度占 ＮＣＢＩ在
线数据库（截至２０１７年１２月３１日）中 ＧⅡ型诺
如病毒序列的８９．１％，代表了绝大多数 ＧⅡ型诺
如病毒。因此，使用这７种 ＧⅡ基因型对基因型
覆盖度进行评估的结果是具有代表性的。在特

异性验证方面，采用了 ＧⅠ型诺如病毒阳性的牡
蛎样品作为阴性对照。在亲缘关系上，ＧⅠ型诺
如病毒与ＧⅡ型诺如病毒关系最近。因此，使用
ＧⅠ型诺如病毒阳性的牡蛎样品进行交叉实验的
结果是非常具有代表性的。在灵敏度方面，新引

物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）的灵敏度是旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／
Ｇ２ＳＫＲ）的２倍，且结果稳定。采用实际样品对
灵敏度进行评估的好处是可排除样品中存在的

ＰＣＲ抑制剂对结果的影响，比起采用质粒、标准
品、人工阳性样品等，结果更可靠。在进行临床

牡蛎样品诺如病毒筛查时发现，有７只牡蛎样品
在使用旧引物（Ｇ２ＳＫＦ／Ｇ２ＳＫＲ）检测时呈阴性，
而使用新引物（ＮＧ２ＯＦ／ＮＧ２ＯＲ）检测时呈阳性并
经后续测序验证。这说明新引物 （ＮＧ２ＯＦ／
ＮＧ２ＯＲ）在检测低含量的牡蛎样品时更加具有优
势。

综上所述，本研究所建立的 ＧⅡ型诺如病毒
巢式ＲＴＰＣＲ检测方法在检测牡蛎样品时特异性
强，灵敏度高，应用性较好，为牡蛎中诺如病毒的

检测提供了一种新的、可靠的技术手段。
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