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摘 要：轮状病毒是世界范围内流行性胃肠炎暴发的重要病因。以患者粪便为样抽提轮状病毒 IJ(，在轮状病毒
KL6高保守基因区段上设计引物，运用核酸序列依赖的扩增（J(M-(）法进行检测，变性琼脂糖凝胶电泳和 JF*NO0*B
杂交验证。J(M-(预期的特异性产物为 %C#P)，并在仅以目标核酸为模板或在浓度高达 .!=1!Q的非特异性核酸存
在的混合模板中，均有清晰的目标带产生，表现出了很高的特异性。其灵敏度和 I/5LRI相同甚至更高，可检测到
H$)=的核酸，并且当反应时间为 %O时检测灵敏度最高。J(M-(法扩增效率高、灵敏度高、快速易操作，尤其适用在
基层单位推广应用。
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近年来病毒性胃肠炎在全世界非常流行，其中在过去的

.$年中，轮状病毒、诺瓦克病毒和甲型肝炎病毒是引起十大
非细菌性胃肠炎疾病的主要原因［.，#］。通常轮状病毒的检测

方法有电镜观察、细胞培养、核酸杂交、酶联免疫及聚合酶联

反应，但是这些方法的灵敏度都相对很低且操作繁琐，需时

较长，或者需要特殊的仪器［%］，不适合于基层检测单位的应

用。依赖核酸序列的扩增法（J:A,0+A 3A+> ?0;:0BA0 P3?0>
38),+T+A3N+FB，J(M-(）［!］作为一种新型研究方法，尤其适用于
IJ(的研究，已成功应用于 URK、UVK等病毒的研究中。本
研究运用此法进行轮状病毒检测，是轮状病毒 I/5LRI检测
法之外的一个很好的选择和补充，并可用于其它胃肠炎病

毒、临床病原体的检测、基因异常的筛选、肿瘤的诊断与监

控、疾病易发性检测等，具有广阔的应用前景。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 病毒样本和菌株：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 )U6G!的 L-M
稀释成 .$W的悬液，!X、.$$$$*18+B 离心，弃去残渣，用
$G##!8的无菌滤膜过滤除菌后，经兰州生物制品所生产的
轮状病毒 7QVM( 试剂盒检测，D #$X 保存。大肠杆菌
!"#$%&’#$’( #)*’（(/RR5#HC##）在营养肉汤培养基中培养。
%&%&’ 主要试剂：反转录聚合酶 (YK、IJ3?+B购于 L*F80=3
公司；/6 IJ( 聚合酶、>J/L、J/L 购于上海 M3B=FB 公司；
IJ3?05U、IJ( Y3*E0*购于大连 /3Z3I3公司；杂交液购自深
圳依诺金公司；正电荷尼龙膜、地高辛碱性磷酸酶 (BN+5

[+=F4+=0B+B5(L、发光底物 R[L5MN3*购于 IFAO0公司，/IV\F,试
剂盒购于 ]-VR^Q公司。

%&’ 核酸制备
用 /IV\F,试剂盒抽提病毒和 ! @ #)*’ 的总 IJ(，详细操作

过程见说明书。在分光光度计上测定所提取的 IJ(浓度和
纯度。! @ #)*’ 的总 IJ(用来评价 J(M-(反应的特异性。

%&( 引物和探针
以轮状病毒 KL6基因的高保守区段为靶序列设计各血

清型通用的引物，正义引物 L. ：H_5]]R///((((](](]((
///RR]/R/]]5%_，反 义 引 物 L#： H_5((//R/((/(R](
R/R(R/(/(]]](](](/R R/]//]]RR(/RR5%_，杂交探针 H_5
]/(/]]/(//]((/(/(RR(R5%_，所对应的碱基位置分别为

.5#&、%6"5%C#、H.56.，其中反义引物的 H_端下划线部分为 /6
启动子序列。引物及地高辛标记探针均由北京赛百胜公司

合成。

%&) !"#$"反应［*，+］

反应体系为 #H!Q。在 .GH8Q的 7))0B>F*T管中依次加入
轮状病毒 IJ(模板 #!Q，!$88F,1Q /*+?5UR,（)U&GH），H$88F,1Q
ZR,，.#88F,1Q Y=R,#，.88F,1Q >J/L，#88F,1Q J/L，引物各

H)8F,，在 "&X水浴中 H8+B，破坏病毒的二级结构，!#X下

H8+B使引物与模板退火；迅速加入 !$‘ /6 IJ3?0，&‘ (YK，

$G#‘ IJ3?0U，#$‘ IJ3?+B，小心混匀，置于 !#X水浴中孵育

#O。将反应管置于 D #$X下终止反应。

%&* 变性琼脂糖凝胶电泳和杂交验证
配制 .G#W的变性凝胶。取 .$!Q稀释 .$倍后的 J(M-(



产物和 !!" #$% &’()*(，用 +, - &./01甲醛 1甲酰胺以 21+ 12,
的比例配置上样缓冲液，与样品以 + 1 2的比例混合，在 3!4
水浴中 +,567，冰浴 !567，加入溴酚蓝 !!"和 ,8!!" 9:。先在
2+,;下预电泳 !567后，加入经处理的样品和 #$% &’()*(，在
<!;电压下电泳 2=，在紫外凝胶成像系统中观察结果。然后
转膜进行 $>(?=*(7杂交和斑点杂交［!］。杂交所用探针浓度
为 !,75>@A"，抗体浓度为 212,,,,。

! 结果

!"# $%&’%反应的特异性
如图 2B% 所示，同时进行以轮状病毒 #$% 和 ! C "#$%

#$%为混合模板、以轮状病毒 #$%为单一模板和以 ! C "#$%
#$%为单一模板进行 $%0:%扩增，通过变性凝胶电泳可以
看到，混合模板和仅以轮状病毒 #$%为模板的扩增产物在
与 &’()*(对应的位置出现了预期特异、大小为 DE+FG 的条
带，无任何杂带产生。但以 ! C "#$% #$% 为单一模板进行
$%0:%扩增没有条带出现。$%0:%的特异性通过 $>(?=*(7
杂交得到了进一步的证实，前两者的扩增产物出现了很强的

杂交信号，而以非目标核酸 ! C "#$% #$%为模板的扩增产物
没有任何杂交信号出现（图 2B:），并且在总共 D,份样品的检
测过程中证明，即使在非目标核酸浓度高达 2!HA!"的情况
下，$%0:%反应的特异性也丝毫没有受到影响。

!"! $%&’%反应的灵敏度
用紫外分光光度计测定抽提的病毒 #$%浓度，

将病毒 #$%做 2, 倍梯度稀释，各取 +!"为模板进
行 $%:0%扩增，将 $%0:%扩增产物进行 $>(?=*(7斑
点杂交，将可检测到杂交信号的最高核酸稀释浓度

作为 $%0:%检测法的最高检测灵敏度，则可检测信
号的最高稀释度为 2,I <，即可检测到的 #$%为 !,GH
左右（图 +）。

图 # $%&’%反应的特异性（%）和 $()*+,)-杂交验证（’）
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#$% ’L ?*5G@’?*；T8 ! C "#$% #$% ’L ?*5G@’?*C

图 ! $()*+,)-点杂交验证 $%&’%灵敏度

J6HC+ K=* L*7L6?6R6?N U’L ?*L?6O6*P FN $>(?=*(7 =NF(6P6V’?6>7C

!". $%&’%反应所需时间对产物积累的作用

$%0:%的标准反应时间是 28!=，用相同的模板和反应

体系，在试验中分别设立 28!=、+=、+8!=、D=、D8!= !个不同的

反应时间来验证 $%0:%反应产物积累的量和检测灵敏度是

否和反应时间有关系，试验表明，当反应时间更长时，变性凝

胶电泳的条带更亮，杂交信号为 D=时产生的检测信号更强，
但可检测的灵敏度水平没有再提高。图 +显示的是在反应
时间为 D=时的灵敏度。

!"/ $%&’%和 012340检测灵敏度的比较
在 $%0:%反应的同时，以相同的引物（反义引物不含 K<

启动子序列）和相同稀释梯度的轮状病毒核酸为模板，用

#KB/W#方法对轮状病毒进行检测。$%0:%检测的最高灵敏
度为 !,GH，#KB/W#检测的最高灵敏度为 2,,GH，半套式 #KB
/W#的检测最高灵敏度为 2,GH。

. 讨论

一直以来，#KB/W#是检测肠道病毒最为灵敏特异的分
子生物学方法，但本研究运用 $%0:%法检测轮状病毒相比
于 #KB/W#表现出非常大的优越性，非常适于检测和定量特
异 #$%。在试验中也表明当非目标核酸 ! C "#$% #$%存在
时，并且在大量增加非目标核酸浓度的情况下，都丝毫没有

影响到 $%0:%的特异性。而在 $%0:%检测中，除了 $%0:%
的反义引物加有 K< 启动子序列之外，本试验用的引物和

#KB/W#的引物相同。另外，一种检测方法的灵敏度水平是
用来评价该方法的重要指标，本试验表明，$%0:%的灵敏度
略高于或和 #KB/W#灵敏度水平相同［2,］。$%0:%能检测到
的最高核酸水平为 !,GH，#KB/W#能检测到的最高核酸水平
为 2,,GH。如果进行套式 #KB/W#，则可进一步提高检测灵敏
度，可检测到的最高核酸水平为 2,GH。但是进行半套式 #KB
/W#所需的时间远远大于 $%0:%反应所需的时间。试验中
也表明当反应时间为 D=时 $%0:%的灵敏度最高，而半套式

#KB/W# 所需的时间为 3= 左右。因此，从数量级水平上来
说，$%0:% 和 #KB/W# 的检测灵敏度基本相同。另外，#KB
/W#包括两个反应过程，每一个 /W#循环都要求不同的反
应温度。必须在有热循环仪的条件下才能进行；$%0:%的
操作简单，在水浴条件下即可完成，无须特殊仪器，无须温度

循环，全部试验过程只在一个温度下进行。$%0:%法已经
成功应用于李斯特菌（&%’()* +#,#"-(#.),)’）［X］、星状病毒［E］、丙
型肝炎病毒、人类免疫缺陷病毒［2,］等的检测和研究中。作

为一种新型研究方法，尤其适用于 #$%的研究，对于临床检
测和流行病学研究来说，$%0:%法是更好的选择。可以同
时处理大批量样品，尤其对于基层缺乏配备齐全的专业分子

实验室的检测部门非常适用。
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