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多重 !"#$%! 用于临床检测三种胃肠炎病毒的研究#
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摘要：轮状病毒、诺瓦克病毒和星状病毒是引起病毒性胃肠炎的主要病原因子。研究采用 )*!"+)*!#、,!+," 和

-./#’%+-./#’0 三对引物，建立了同时检测这 # 种病毒的多重 123,41 技术，并应用于 !"0 份临床粪便样本的检测，

检出轮状病毒 5" 份（’06’’7），诺瓦克病毒 0 份（56"$7），星状病毒 !! 份（06$(7）。在灵敏度试验中，轮状病毒的

检测灵敏度为 $89+:;、诺瓦克病毒和星状病毒的检测灵敏度均为 $%89+:;。该研究所建立 # 种常见胃肠炎病毒的

多重 123,41 方法具有特异性强、灵敏度高的特点，可用于临床病原诊断和溯源。
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胃肠炎是人类最常见的一种疾病，在全球范围

内被认为是一个严重的公众健康问题，也是引起婴

幼儿发病和死亡的一个主要原因，除了细菌和寄生

虫病原外，大多数胃肠炎由病毒引起。这类病毒主

要包括诺瓦克病毒（E.LOCPQ KBLMN，E*N）、轮状病毒

（1.JCKBLMN，1*N）和星状病毒（=NJL.KBLMN，=KN）等。目

前，这 # 种病毒也是世界范围内最为流行的病毒性

胃肠炎疾病的主要病因［!］，它们所致的胃肠炎临床

表现相似，主要为腹泻与呕吐。这类病毒的感染剂

量非常低，!% ‘ !%% 个病毒粒子即可引发感染。在

离体条件下存活力很强。

目前，胃肠炎病毒的诊断方法主要有电镜观

察、细胞培养、核酸杂交、酶联免疫及聚合酶链反

应。电镜观察一直是病毒诊断的金标准，具有直
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接、可靠的优点，但由于一些病毒在电镜下缺乏显

著的形态学特征，且敏感性低、价格昂贵、技术条件

要求高，因此无法应用于大规模的流行病学调查；

核酸杂交及酶联免疫检测法的灵敏度相对都很低；

细胞培养法的操作繁琐，需时较长，一般需要一周

才能观察到细胞病理反应，更重要的是许多人肠道

病毒不能进行细胞培养，或者可以培养但不出现细

胞病理效应。如 !"# 目前没有合适的细胞体系和

动物模型进行培养。近年来将 $%& 方法应用于胃

肠炎病毒的检测大大促进了检测方法的发展，但是

常规的 $%& 都是单一地扩增，即每个反应只能扩增

一个模板，在实际应用中很难在短时间内处理大量

的样品。多重 $%& 技术（’($%& ）的建立和应用提

高了 $%& 的能力，解决了这一难题。)($%& 是指在

同一个反应体系中，加入多对特异性引物，如果存

在与各引物对特异性互补的模板，即可同时在同一

反应管中扩增出一条以上的目的 *!+ 片段，实现了

一次性检测多个模板的目的。

本文建立了在临床粪便样本中同时检测 , 种

胃肠炎病毒的多重 $%& 检测技术，相比于传统方

法，多重 $%& 检测法节省时间，效率高，更灵敏特

异，可以应用于临床病例的诊断和流行病学调查等

研究。

! 材料与方法

!"! 粪便样本

总共 -./ 份腹泻样本，自 .001 年 2 月至 .003 年

, 月，收集于临床上诊断为非细菌性胃肠炎的患者。

病人有水样便至少 .45，伴有恶心、呕吐和发热等症

状，临床上初步诊断为病毒性感染。粪样收集后在

.45 内运回实验室，用 67894 的 $:; 稀释成 -0<的

悬液，4=、-0000>?’@A 离心取上清，09..!’ 的无菌滤

膜过滤除菌后，B .0=保存待用。

!"# 试剂

C&DEFG 试剂盒购自 HI@JFG 公司；)K" 反转录酶、

CLM *!+ 聚合酶购自 $>F’NOL 公司；&!L#@A、P!C$ 购

自上海 ;LAOFA 公司；引物由北京赛百盛公司合成。

!"$ 样本初筛

采用酶联免疫法对轮状病毒（兰州生物制品所

生产的轮状病毒 QKD;+ 试剂盒）、星状病毒（星状病

毒 QKD;+ 试剂盒，D*Q)+C) +#R>FS@>T#，*+UV 公司）

检测粪便标本中的病毒抗原，依据试剂盒说明操

作。-./ 份粪便样本中，轮状病毒阳性 1/（419,-<）

份、星状病毒阳性 --（/912<）份。用电镜初步检测

样本中的诺瓦克病毒，方法参照V’!N@GG［,］，观察所得

诺瓦克病毒阳性 8（1948<）份。

!"% &’( 抽提

用 HI@JFG 公司生产的 C&DEFG 试剂盒抽提病毒

&!+，详细操作过程见说明书。在分光光度计上测

定所提取的 &!+ 浓度和纯度。

!") 引物设计

以轮状病毒的高保守区段 "$8 基因设计各血

清型通用的引物 $-?$.［4］；以诺瓦克病毒 &!+ 多聚

酶高保守区为靶序列，采用对 H"和 H#型通用的

引物 W"-.?W"-,、$./2?$.20 和 !@?Q, , 对引物同时进

行样本筛选［1，3］；以星状病毒的 V&X- 为靶序列，采

用引物 )FA,40?)FA,4/［8］。引物序列、位置及产物

长度等见表 -。

!"* &+,-.& 检测

!"*"! 单一 &C($%&：建立轮状病毒、诺瓦克病毒和

星状病毒各自的 &C($%& 检测方法。&C 和 $%& 一

步 完 成。 反 应 体 系 为 .91!K -0 Y $%& ITZZN>、
,00!’FG?K P!C$、.0[ &!L#@A、引物各 09,!’FG?K、)K"
.00[、CLMQ -91[、)O%G. ,91 ’’FG?K、&!+ 模板 -!K，

加水至 .1!K，4.= ,0’@A 合成第一链 J*!+；24=变

性 1’@A 后，轮状病毒、诺瓦克病毒和星状病毒的扩

增条件紧接着为 24= 40#，11= 10#（轮 状 病 毒）?
10= 10#（诺瓦克病毒）?1.= 10#（星状病毒），8.=
40#，循环 ,0 次；8.=延伸 -0’@A。三者的反应体系

相同。

!"*"# 多重 &C($%&：建立同时检测轮状病毒、诺瓦

克病毒和星状病毒的多重 $%& 反应体系。&C 和

$%& 一步完成。反应体系为 .91!K -0 Y $%& :TZZN>、
.0[ &!L#@A、)K" .00[，P!C$ ,00!’FG?K，轮状病毒引

物 $-?$. 各 09.!’FG?K，诺瓦克病毒引物 W"-.?"-, 各

091!’FG?K，星 状 病 毒 引 物 )FA,40?)FA,4/ 各

094!’FG?K，CLMQ .91[，)O%G. ,91 ’’FG?K，模板 ,!K，

加水至 .1!K。采用降落 $%& 进行扩增，条件为：变

性 24= 1’@A，24= 40#，11= -’@A，8.= 40#，退火温

度每 1 个循环 降低 -=，-1 个循环后退火温度降至

1.=时再进行 .1 个循环共 40 个循环后，8.=延伸

-0’@A。
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表 ! 诺瓦克、轮状和星状病毒的引物序列

病毒 基因 引物 极性 序列（!" # $"） 位置 产物大小（%&）

’() *+*& ,(-. / 010220210130132030110 4!!. # 4!5. $.5

*+*& ,(-$ # 120120120220103000303 46!6 # 4656

*+*& 7.68 / 302001310012012022010 469! # 4669 $-8

*+*& 7.8: # 30110212200313330212202 4!96 # 4!8:

*+*& ’; / 300112201232220213321 45!9 # 4559 --$

*+*& <$ # 01212012012022010 4698 # 46!$

*() (75 7- / 3321110000303030011122312133 - # .6 $8.

(75 7. # 30122131133220122 $59 # $8.

0() =*>-? @AB$4: / 2312011311131131201021 --6. # -.:$ .66

=*>-? @AB$46 # 020131321321311021013 -4!: # -45:

!"# 单一 $%&’($ 和多重 $%&’($ 的灵敏度测定

将轮状病毒、诺瓦克病毒及星状病毒的 *’0 进

行 -: 倍梯度系列稀释，分别按上述反应体系和条件

进行单一和多重 72* 扩增，确定和比较单一 72* 和

多重 72* 的灵敏度。

!") 诺瓦克病毒引物的选择

针对诺瓦克病毒序列变异性较大，在单一和多

重 72* 扩增中分别以 ’;C<$，,(-.C,(-$，7.68C7.8: $
对不同的引物对分别进行扩增，以所检出的阳性样

本数决定引物的适用性。

!"* 电泳和测序

-D.E琼脂糖凝胶电泳分析扩增产物，以 3AF+
G;HI 染料替代 :D!!JCKL <M，凝胶成像分析系统 N("
观察结果。72* 产物序列测定由上海博亚公司完

成。所得的产物序列输入 3HBM?BO，用 MF?)P 进行同

源性比对。

+ 结果

+"! 单一 $%&’($ 及多重 $%&’($ 产物分析

将轮状病毒、诺瓦克病毒的扩增产物在 -D.E
的琼脂糖凝胶电泳上分离，紫外成像系统观察扩增

结果，均得到了清晰特异的预期扩增条带，轮状病

毒的预期条带为 $8.%&，诺瓦克病毒的预期条带为

$.5%&，星状病毒的预期条带为 .66%&。阴性对照无

任何条带出现。如图 - 所示。

+"+ 灵敏度

检测灵敏度通过检测 *’0 的系列稀释度确立。

实验中设立 -:# - Q -:# 9共 9 个稀释度，经过换算，所

对应 的 核 酸 量 依 次 为 !:BJ、!BJ、:D!BJ、!:&J、!&J、

:D!&J，对六个稀释度同时进行 *1R72* 检测，并进

行点杂交验证其灵敏度。将可检测到杂交信号的

最高核酸稀释浓度作为最高的检测灵敏度，所在的

实验环境和方法完全相同，每个稀释度同时做 $ 个

重复。并在多次实验后，轮状、诺瓦克、星状病毒得

到的 可 重 现 性 稳 定 的 最 高 检 测 限 依 次 是 -:# 9、

-:# !，-:# !，即可检测到 的 *’0 依 次 为 !&J、!:&J、
!:&J。如图 . 所示。

图 - 轮状病毒、诺瓦克病毒和星状病毒单一及多重 *1R
72* 特异性产物图

@ -::%& S’0 @?TOHT，’ 阴性对照，- $ 种病毒多重 *1R72*，. 轮状

病毒产物（$8.%&），$ 诺瓦克病毒（$.5%&），4 星状病毒（.66%&）

+", 多重 ’($ 的优化

多重 72* 要求不同引物能在同一反应体系中

进行特异性扩增，影响其扩增效果的因素较多，因

此，本试验中对反应体系和条件分别进行了优化，

以确保在最少的成本和时间下，扩增的效率最高。

在多重 72* 体系的优化过程中，首先对最佳引物浓

度进 行 了 大 量 摸 索，实 验 设 置 了 从 :D.!KAFCL 至

-!KAFCL，每 :D-!KAFCL 为一个浓度扩增，利用正交试

验，最 终 确 定 最 优 化 的 引 物 浓 度 为 轮 状 病 毒 为

:D.!KAFCL、诺 瓦 克 为 :D!!KAFCL、星 状 病 毒 为

·$:4·.::5 年 $4（$） 微 生 物 学 通 报



!"#!$%&’(；对 )*+ , 浓度分别 采 用 了 -".$$%&’( 至

#"!$$%&’(，每 !".$$%&’( 为 一 个 梯 度，结 果 发 现

/".$$%&’( 为最优 )*+ , 浓度。对扩增条件的优化

中，主要针对退火温度进行。由于 / 种病毒各自引

图 + 轮状病毒、诺瓦克病毒和星状多重 012340 灵敏度

)-!! 56 789 ):;<=;，8 阴性对照，- > ? 轮状病毒、诺瓦克病毒和

星状病毒的核酸总量为 .!@*、.@*、!".@*、.!6*、.6*、!".6* 依次扩

增所得的产物，每条泳道，从上往下依次为轮状病毒、诺瓦克病毒

和星状病毒

物的最佳反应温度有差异，因此在最初采用单一退

火温度进行多重 340 时，得到的扩增结果从亮度及

扩增结果的稳定性方面都不是很理想。最终在不

断摸索条件的基础上，在 / 种病毒单一 012340 条

件的 基 础 上，采 用 降 落 340，退 火 温 度 从 ..A 到

.+A，每 . 个循环降低 -A，退火温度到 .+A时进行

+. 个循环，操作过程结合热启动 340，得到了均一、

稳定的预期特异性扩增产物。

!"# 检出率

实验所用 -+B 份腹泻样本，针对每种病毒，分别

采用了传统的 C(DE9、电镜检测法及多重 012340 方

法同时对所有的样本进行检测，/ 种检测方法的检

出率如表 + 所示。在诺瓦克病毒检测中，对 / 对引

物的效率也进行了比对。

表 ! 多重 $%&’($ 与 )*+,-、电镜对临床样本的检出率比较

样品 轮状病毒 诺瓦克病毒 星状病毒

单一 012340 -+B ?+（#B"##F） B（?"+.F GH-+’GH-/）’I（."#IF 8J’C/）’?（#"?KF 3+BK’3+K!） --（-+".F）

多重 012340 -+B ?+（#B"##F） B（?"+.F GH-+’GH-/）’I（."#IF 8J’C/）’?（#"?KF 3+BK’3+K!） --（-+".F）

C(DE9 -+B .B（#."/-F） L --（-+".F）

电镜 -+B L I（."#IF） L

!". 同源性比对

将序列输入 M=@N:@< 中用 N&:OP 软件比对，轮状

病毒的序列和 已 知 序 列 Q!+!//、R-BIB?、7-?/+?、

7B?+??、9G#K--?. 和 9S#/B++B 的同源性达 K.F >
-!!F；诺瓦克病毒序列和 (!I#-B（-），)BI??-（-），

TB?..I（+）和 U!I?--（+）的同源性达 K/F > KKF；星

状病毒序列和 (+/.-/ 的同源性可达 K?F > -!!F。

/ 讨论

轮状病毒、诺瓦克病毒和星状病毒是世界范围

内重 要 的 胃 肠 炎 病 毒 因 子。自 从 澳 大 利 亚 学 者

NJOV%6 和他的同事 -KI/ 年利用电镜法发现轮状病

毒以来，至今已经 /! 年了，人类轮状病毒已被确认

为引起全世界婴幼儿急性胃肠炎最常见的原因，每

年由轮状病毒引起的腹泻在世界范围内有 -# 亿之

多。星状病毒是引起急性病毒性胃肠炎仅次于轮

状病毒的主要病原之一，可散发或暴发流行，有明

显季节性。另外，据美国 474 统计，在美国 K?F的

严重非细菌性胃肠炎由诺瓦克引起。-KK? 年 # 月

至 -KKI 年 / 月，我国首都儿科研究所北京市感染与

免疫中心实验室对 --!K 例来自首都儿科研究所附

属儿童医院门诊及体检血清进行检测，发现诺瓦克

病毒的阳性检出率高达 BB"BF，这说明诺瓦克病毒

的感染非常普遍。近年来各个省份及地区有关诺

瓦克病毒引起的腹泻时有报道。

由于这类病毒粒子在患者或无症状的携带者

的粪便中被大量排放，常导致胃肠炎疾病的暴发流

行。并且这些病毒既可通过粪口途径传播，也可通

过食源性或水体途径传播。迄今为止，由于高特异

性和灵敏性，012340 是检测食源性病毒最为高效

的方法。有很多的研究表明传统的 340 灵敏度高

于电镜和酶联免疫法，经改造的套式 340 的灵敏度

更高。通过本实验的结果也充分证明了这一点。

但是常规的 012340 都是一个反应扩增一个模板，

这在处理大量样本时非常浪费时间和成本。多重

340 方法的建立解决了这一难题，并已在很多方面

得以应用。本研究建立的灵敏、特异、快速地在粪

便样本中同时检测轮状病毒、诺瓦克病毒和星状病

毒的多重 012340 检测方法，既保留了常规 340 的

特异性、敏感性，又减少了操作。
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本实验所用的轮状病毒引物 !"#!$ 和星状病毒

引物 %&’()*#%&’()+ 已经在很多的文献中得到证

实，并且在 ,-’./’0 中查找了不同株的轮状病毒和

星状病毒序列，根据 1234&)5* 和 !637-685* 软件程序

对引物进行设计和理论分析，并利用 .2/9: 进行了同

源性比对，表明了所选用的引物对不同的毒株高度

特异。经 ;<=>? 试剂盒检测的轮状病毒和星状病

毒的阳性样本，在多重 @AB!C@ 体系中，仍然表现为

阳性，并且 ;<=>? 未能检出的 ) 个样本，在多重 @AB
!C@ 中得以检出。充分证明了所建立的反应方法

的特异性和灵敏性。选用的诺瓦克病毒引物是目

前欧盟 8 个国家的 8 个实验室经过证明的能同时扩

增诺瓦克 ,!、,"两个型别的引物对，在单一 !C@
和多重 !C@ 反应中，以相同的反应体系，分别以 D3#
;(，EF"$#EF"(，!$+G#!$G* ( 对不同的诺瓦克病毒引

物对检测样本，在多次反复的灵敏度试验中表明

EF"$#EF"( 引物对的扩增效果比其它两对的扩增效

果好、检出率高。用 D3#;( 和 !$+G#!$G* 引物对检测

的诺瓦克病毒阳性个数分别为 H 个和 I 个，而 EF"$#
EF"( 引物对检测的阳性个数为 + 个，比电镜的检出

个数（H 个）更高，并且测序结果证实了其正确性。

因此本研究的所有结果均是以 EF"$#EF"( 为引物得

出。

本研究建立的诺瓦克病毒、轮状病毒和星状病

毒多重 @AB!C@ 检测技术，其灵敏度和检出率高于

传统检测法，这为进行细致而深入的流行病学调查

研究，大规模突发性疾病暴发时病因的溯源打下了

良好的技术基础。
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