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摘 要：轮状病毒（J(K5L<H,C）是一种以贝类为载体的重要食源性病毒，目前来说，J28MNJ 是贝类中轮状病毒最有效

的检测方法，但通常由于病毒含量较低以及贝类中存在大量的 MNJ 抑制物，致使将其运用于实际样本的检测时灵

敏度仍较低。在实验室模拟自然环境，以人工播毒的方式使贝类富集轮状病毒，运用单管半套式 J28MNJ 法进行检

测，并将单管半套式 J28MNJ 与 :OPQR、J28MNJ 的检测灵敏度做了比较，表明单管半套式 J28MNJ 比 :OPQR 的灵敏度

高 1%%% 倍，是传统 J28MNJ 的 1% 倍，有时甚至 1%% 倍。另外，单管半套式 J28MNJ 法降低了实验过程中的内源性和

外源性污染，使检测所需时间从 &S 缩短至 !I"S，大大改进和完善了食源性病毒检测方法。并同时以整只贝和仅以

贝的消化道为样检测表明，以消化道为样时的病毒检出率和检测灵敏度较高。
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轮状病毒（J(K5L<H,C）是食源性病毒胃肠炎的主

要病原之一。贝类作为滤过性摄食动物，很容易富

集病毒，是病毒性和细菌性病原的重要载体。食用

含有病毒的贝类不仅对消费者的健康具有很大的威

胁，而且也会给水产业带来巨大的经济损失。因此，

建立有效的病毒检测法对保障食品安全具有重要意

义。J28MNJ 是目前贝类中病毒检测最为行之有效

的方法，但贝类中的病毒含量通常较低以及存在大

量的 MNJ 抑制物，因此，从贝类样品中对病毒进行

成功的高灵敏度检测即使对核酸扩增法也是一种很

大的挑战，特别是对还需反转录的 J/R 病毒检测更

是如此。采用半套式 J28MNJ 能显著地提高检测灵

敏度，但传统半套式 J28MNJ［1］将第一次 MNJ 反应和

第二次 MNJ 反应分开进行，即两管法半套式 J28
MNJ，虽然能提高检测灵敏度，但将两次反应分开进

行，由第一次扩增产物带来的内源污染及中间操作

环节带来的外源污染不仅降低了结果的可靠性，而

且既耗时又不经济，降低了检测的效率，限制了此法

的广泛运用。本研究运用单管半套式 J28MNJ［$］，即

将反转录和两次扩增在一个反应管内进行，并运用

物理学方法将半套式反应所需的引物和试剂与前面

的反应混合物分开，当需要时再以离心的方式使两

次反应液混合，再次扩增，整个操作过程无须开盖，

大大降低了实验操作所带来的污染，而且可以缩短

检测时间，降低检测成本，并为其它病毒的检测提供

借鉴。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 病毒样本的收集和制备：从广州市儿童医院

及南方医院新生儿科收集非细菌性腹泻病人的腹泻

样本，用 ?U9I! 的 M0Q 稀 释 成 1%V 的 悬 液，!W、

1%%%%H3;<- 离心，弃去残渣，用 %I$$!; 的无菌滤膜

过滤除菌后，经兰州生物制品所生产的轮状病毒

:OPQR 试剂盒检测，F $%W保存。

&’&’( 试剂：2JPX() 试剂盒购自 YZ<D() 公司；[O’
反转 录 酶、!"# \/R 聚 合 酶 购 自 MH(;.A5 公 司；

J/5C<-、B/2M 购自上海 Q5-A(- 公司。

&’( !)* 抽提

用 2JPX() 试 剂 盒 抽 提 贝 类 浓 缩 物 中 的 病 毒

J/R，详细操作过程见说明书。在分光光度计上测

定所提取的 J/R 浓度和纯度。

&’+ 单管一步法半套式 !"#$%! 检测

以轮状病毒 ’M9 基因的高保守区段设计各血

清型通用的引物，碱基序列分别为 M1："]8YYN222R8
RRRYRYRYRR222NNY2N2YY8#]；M$："]8Y2R2YY2R28
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&’，由上海 *+,-., 公司合成。其中，(/ 和 (0 为半套

式 ($1 外引物对，(0 和 (& 为半套式 ($1 内引物

对，所对应的碱基位置分别为 / 2 03，)/ 2 4/，&45 2
&60［&］。

将反转录和两次扩增反应的所需试剂一次性加

入反应管内，& 次反应在一个反应管内完成，整个实

验过程无须开盖。而第二次扩增所需的引物和试剂

置于反应管管帽内，利用表面张力的作用悬浮在反

应管上方，1! 和第一次扩增完成后，以离心的方法

使“悬滴”和下面的反应液混合，再次扩增，即可完成

半套式反应。

具体的过程如下：第一步 1!%($1 的反应体系

（0)!7）：08)!7 /9 : ($1 ;<==>?，099!@.AB7 CD!(，09E
1D+FG,，(/、(0 各 98&!@.AB7， H7I 099E， !"#J
/8)E，1D# 模板 08)!7，用石蜡油覆盖。第二步 ($1
反应液加在反应管盖内，包括 08)!7 /9 : ($1 ;<==>?，
099!@.AB7 的 CD!(，(0、(& 各 98)!@.AB7，!"#J /8)E。

第一步 1!%($1 扩增条件：)9K &9@G, 合成第一

链 LMD#；紧接着 6NK变性 )@G,；6NK N9*，))K )9*，

40K N9*，循环 &9 次；40K 4@G,，以确保扩增产物充

分延伸。以大于 3999- 的转速离心 /)*，使悬浮于反

应管盖内的第二次 ($1 反应混合液同前面的扩增

反应物混匀，再次扩增，条件同上。

取两次扩增产物 )!7，/8NO的琼脂糖凝胶电泳

检测，在紫外成像系统中观察结果，与 /99;P 标准分

子量对照，两次 ($1 分别出现 &60;P 和 &N0;P 的条

带即为阳性结果。($1 产物测序由上海博亚生物公

司完成。

!"# 贝类样本的检测

!"#"! 病毒的生物富集：从本地的水产市场购买贝

类，将其放养于一个盛有海水的容器中，然后将 /@7
病毒悬液投放于容器中，模拟自然水体的环境，使贝

类自然富集。同时，以同样的条件（不投毒）设立阴

性对照。每隔 3Q 换水及重新投毒一次，整个生物富

集时间为 0NQ［N，)］。

!"#"$ 贝类中病毒的活化和浓缩：将上面经过生物

富集的贝类，) 只贝为一个样，剥壳，取其胃和消化

道 /8)-，然后转入 )9@7 的 R+AL., 管中，加入 /)@7
冷的经灭菌的 989)@.AB7 甘氨酸%98/N@.AB7 氯化钠

（PS48)），然后用 T+?G,- ;A>,C>? 在冰上高速匀浆。

为了 防 止 交 叉 污 染，应 用 49O 的 酒 精 对 T+?G,-
;A>,C>?消毒，并在每个样品匀浆后用 U<?F>, ;><,>?
加热 /@G,。具 体 的 过 程 同 $+?.A *QG>Q 的 处 理 方

法［5］。

$ 结果

$"! 单管法半套式 %&’()% 和 %&’()% 检测结果

的比较

将轮状病毒 1D# 模板进行梯度稀释后，分别做

1!%($1 和单管半套式 1!%($1 扩增（图 /）。如图 /
所示，&60;P 的条带为传统的 1!%($1 扩增结果，即

只进行了 / 次扩增反应，1! 和 ($1 所用引物均为

(/、(0，可见条带的最高稀释度为 /9V )，通过核酸浓

度测定可知，可检测到的核酸水平为 /99P-；&N0;P
的条带为半套式 1!%($1 扩增结果，在 1! 和第一次

($1 过程中所用引物为 (/、(0，半套式扩增引物为

(0、(&，可见条带的最高稀释度为 /9V 4，即核酸水平

为 /9P- 左右。从实验结果可知，半套式 1!%($1 的

灵敏度是传统 1!%($1 的 /9 倍，提高了常规 1!%($1
的检测灵敏度。另外，当模板量较大时，在半套式

1!%($1 扩增后，外部和内部两对引物分别扩增的产

物均有出现；而当稀释度比较高，即将近终点稀释度

时，模板量很少，则只看到半套式，即第二次扩增的

产物。而且为了得到更多的半套式 ($1 产物，第二

次扩增的引物浓度应高于第一次扩增的引物浓度。

图 ! 单管法半套式 %&’()% 和 %&’()% 检测灵敏度的比较

RG-W/ !Q> C>X>LXG., F>,FGXGYGXZ .= X?+CGXG.,+A 1!%($1 L.@P+?>C [GXQ XQ> FG,-A>%X<;> F>@G,>FX>C 1!%($1

HW/99;P H+?\>?；/ 2 48!ZPGL+A +@PAGL+XG., P+XX>?,F =.? /9%=.AC F>?G+AAZ 1D# >]X?+LX ;Z <FG,- 1!%($1，/8(.FXGY> L.,X?.A；0 2 48MGA<XG.,F =?.@ /9 V / X.

/9 V )，P?.C<L> + &60;P P?.C<LX W 3 2 /68*G,-A>%X<;> F>@G,>FX>C +@PAGL+XG., P+XX>?,F =.? /9%=.AC F>?G+AAZ 1D# >]X?+LX，38(.FXGY> L.,X?.A；6 2 /98

!Q> <,CGA<X>C X>@PA+X>，// 2 /68MGA<XG.,F =?.@ /9 V / X./9 V 6，P?.C<L> + &N0;P P?.C<LX W
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!"! 单管法 #$%&’# 和两管法 #$%&’# 检测结果

的比较

相比较单管法半套式 !"#$%!，两管法半套式

!"#$%! 虽然具有很高的外源污染风险，但在相同的

实验条件下，将 !&’ 模板做 () 倍梯度稀释，并经过

多次反复对照实验表明，两种方法在灵敏度水平上

是相同的。但是单管半套式 !"#$%! 具有更多的优

点和实用性。从检测时间的角度，两管法检测需 *+
才能完成，而单管法仅需 ,-.+。因此，从传统的 !"#
$%! 到灵敏度较高的半套式 !"#$%!，以及在此基础

上发展的单管一步法 !"#$%! 病毒检测法，每一步

的改进和发展都在很大程度上解决了病毒检测中存

在的困难和问题。

!"( 样品检测

!"(") 单管半套式 !"#$%! 检测结果：众多研究者

对于贝类取样位置的差别对病毒检出率及检测灵敏

度的影响做了很多的描述，众说不一。本实验分别

设立了以整只贝和其消化道两组为样，对 ,) 份贝类

样本进行检测，在两份样品中检出含有轮状病毒的

贝类样品分别为 /, 和 /0 个，病毒的检出率为 0.1
和 2.1。以消化道为样时的检测结果及灵敏度如

图 3 和图 / 所示（图 3 为部分样品的检测结果）。两

组样品的实验条件完全相同，并经多次反复实验表

明，以整只贝为样时的检测灵敏度略低于仅以消化

道为样时的灵敏度。推测可能由于病毒的污染剂量

很低，且大多聚集在腮、胃和肠道等部位，如果以整

只贝为样进行病毒的活化和浓缩，可能因含有更多

的 $%! 抑制物而影响了检出率和 $%! 灵敏度。

图 ! 以消化道为样的的检测结果

45673 "+8 98:8;:5<= >8?@A: <B :+8 9568?:5C8 :5??@8?

!"("! 单管半套式 !"#$%! 与 DEFG’ 检测结果的比

较：以 . 只贝为一个样，共 ,) 份贝类样本经人工播

毒后，取其胃和消化道 (-.6，运用和前面相同的处

理方法对样本中的病毒活化浓缩，分别将每份样品

梯度稀释至 ()H I，并将各稀释度样本进行 DEFG’ 检

测及抽提病毒 !&’ 后进行 !"#$%! 检测。检测结果

为：DEFG’ 和 !"#$%! 的病毒检出个数为 /I 和 /0
个；检 出 率 为 23-.1 和 2.1，最 高 检 测 灵 敏 度 为

()H /和 ()H *（表 (，图 /），即 !"#$%! 比 DEFG’ 的灵敏

度高 / 个数量级。用这两种方法对实际样品的检测

灵敏度均低于对阳性样本的检测灵敏度，但 !"#$%!
的检测灵敏度总体高于 DEFG’ 的检测灵敏度。

表 ) *+,-. 和 #$%&’# 检测灵敏度的比较

"JKA8 ( "+8 ;<LMJ>5?<= <B :+8 98:8;:5<= ?8=?5:5C5:N O5:+ DEFG’ J=9 !"#$%!

G8>5JA 95A@:5<=?
<B ?JLMA8 () H ( () H 3 () H / () H , () H . () H * () H I

DEFG’ P P P H H H H
!"#$%! P P P P P P H

() H ( Q () H I：G8>5JA 95A@:5<=? <B ?JLMA8；P ：$<?5:5C8；H ：&86J:5C87

图 ( 以消化道为样的检测灵敏度

4567/ "+8 98:8;:5<= ?8=?5:5C5:N <B :+8 9568?:5C8 :5??@8?

R7())KM RJ>S8>，( Q I- T5A@:5<=? B><L () H ( :<() H I 7

( 讨论

由于食用贝类而引起的传染性疾病首次记载于

(02, 年美国的伤寒热，此后很长的时期内，由于缺

乏合适的检测方法，致使有 (.))) 起由贝类引起的

传染性疾病事件中，有 .)1的病原不能被确定［I］。

在 (2 世纪 0) 年代 $%! 方法建立之前，人们对由贝

类引起的病原认识上只局限于鼠伤寒沙门氏菌和甲

型肝炎病毒。直至 (22) 年 &<>OJAS 病毒首次被克隆

并测序，以及后来建立的 !"#$%! 诊断方法，揭示了

轮状病毒、&<>OJAS 病毒、星状病毒、腺病毒和肠道病

毒是污染贝类的重要病原因子，大大减少了不明病

因的原发性病例。因此，建立一种灵敏，可靠，快速

的贝类中的病毒检测鉴定方法有其必要性。

本研究采用了半套式扩增，且两次扩增之间只

需要简单的离心操作，降低了中间操作环节所带来

的外源性污染及第一次扩增产物带来的内源性污

染，其灵敏度是 !"#$%! 的 () 倍，从核酸水平，即可

检到 ()M6 左右的核酸，有时甚至可以达到 (M6。并

且缩短了检测所需时间，节约了检测成本。在整个

实验过程中，除受到较强的震荡外，没有发现悬浮于

管盖内的试剂在开盖、闭盖或整个扩增过程中发生

掉落的情况。

目前国内对轮状病毒的检测大多采用 DEFG’ 检

测法，但本实验在对 ,) 份人工播毒的贝类样本进行

检测表明，单管半套式 !"#$%! 的检出率为 2.1及

/),/ 期 寇晓霞等：单管半套式 !"#$%! 法检测贝类中轮状病毒的研究



检测灵敏度为 !"# $，均高于 %&’() *+,-.的检出率

及 !"# / 的检测灵敏度，尤其在灵敏度方面，单管半

套式 012340 检测法明显高于 %&’() 检测法。近年

来，很多不明病因的病毒性疾病连续发生，不断地建

立和发展更为简便的病毒检测、鉴定方法具有重要

意义。本实验将单管半套式 012340 应用于食源性

轮状病毒的检测具有很大的实用性和优点，对食品、

临床样本、环境样品中其它病毒的检测具有很好的

实用性和应用前景，也为突发疾病的快速溯源打下

了良好的基础。

但仍然存在的问题是样品中存在很多的 340
抑制物，在实际样本的检测中，单管半套式 012340
的灵敏度低于以阳性样本的检测灵敏度，这说明样

品中存在 340 抑制物。另外，从实验结果来看，由

于病毒的污染剂量很低，且大多富集于腮和消化道

等部位，若以整只贝为样进行检测，可能含有更多的

340 抑制物，使得检出率低于仅以消化道为样时的

检出率。本实验虽然在很大程度上提高了 012340
的检测灵敏度，但并没有消除抑制物对检测灵敏度

的影响，建立有效的去除 340 抑制物的方法可以更

进一步提高检测灵敏度。另外，样品中的杂质对

%&’() 检测的灵敏度是否有影响尚不清楚。因此，

针对存在的问题，从样品的前处理入手，建立新的有

效的样品前处理方法，去除样品中的 340 抑制物，

可更进一步提高检测灵敏度外，也可部分解决假阴

性的问题。目前，本研究只做了贝类中轮状病毒的

检测，而常见的食源性病毒除了轮状病毒外，还有

56789:; 病毒、星状病毒、腺病毒、甲肝和肠道病毒

等，因此应在本研究的基础上，扩大检测范围，发展

多重定量单管半套式 012340，实现多种病毒的一次

性定量检测。
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