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［摘　要］　目的　构建诺如病毒ＧⅡ（ＮｏｒｏｖｉｒｕｓＧｅｎｏｇｒｏｕｐⅡ，ＮｏＶＧⅡ）拷贝数标准质粒及其检测体系。方法　

将合成高度保守的 ＮｏＶＧⅡ基因序列片段克隆至ｐＵＣ５７载体上，构建 ＮｏＶＧⅡ标准质粒，采用聚合酶链反应

（ＰＣＲ）进行验证。通过实时荧光定量ＰＣＲ扩增曲线结果绘制Ｃ狋值与病毒拷贝数的标准曲线，求得其相应的标准

曲线方程。采用建立的标准质粒及其检测体系对２０１８年１２月昆明市儿童医院４份临床粪便标本进行检测。

结果　经ＰＣＲ验证，ＮｏＶＧⅡ拷贝数的标准质粒构建正确。采用实时荧光定量ＰＣＲ的扩增曲线获得Ｃ狋值与病毒

拷贝数相对应的标准曲线方程为Ｙ＝－３．９７２Ｘ＋３９．０３，犚２＝０．９９１，４份粪便标本原液ＮｏＶＧⅡ病毒拷贝数分别

为３０４４３．４５、９４６８．４０、５３１７６．６９、４４９３．１２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。结论　成功建立用于检测粪便标本中ＮｏＶＧⅡ病毒拷贝

数的标准质粒及其检测体系，可为疾病的预防控制和相关试验研究提供有效的定量检测方法。
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［中图分类号］　Ｒ３７３

犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱犪狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犱犲狋犲犮狋犻狅狀犿犲狋犺狅犱犳狅狉犖狅狉狅狏犻狉狌狊

犌Ⅱ犮狅狆狔狀狌犿犫犲狉犻狀犳犲犮犪犾狊狆犲犮犻犿犲狀狊

犣犎犃犗犢狌犲犾犻１
，２，３，犚犃犗犙犻狀犵

２，３，犛犝犖犙犻犪狀犵犿犻狀犵
２，３，犣犎犃犖犌犔犪狀狊犺犲狀犵

１（１．犛犮犺狅狅犾狅犳犘犺犪狉

犿犪犮狔犪狀犱犆犺犲犿犻狊狋狉狔，犇犪犾犻犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犇犪犾犻６７１０００，犆犺犻狀犪；２．犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犕犲犱犻犮犪犾犅犻狅犾狅犵狔，

犆犺犻狀犲狊犲犃犮犪犱犲犿狔狅犳犕犲犱犻犮犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊犪狀犱犘犲犽犻狀犵犝狀犻狅狀犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犓狌狀犿犻狀犵６５０１１８，

犆犺犻狀犪；３．犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犞犪犮犮犻狀犲犚犲狊犲犪狉犮犺犪狀犱犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅狀犛犲狏犲狉犲犐狀犳犲犮狋犻狅狌狊犇犻狊犲犪狊犲狊

狅犳犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲，犓狌狀犿犻狀犵６５０１１８，犆犺犻狀犪）

［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆＮｏｒｏｖｉｒｕｓＧⅡ

（ＮｏＶＧⅡ）．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄＮｏＶＧⅡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＵＣ５７ｖｅｃｔｏｒｆｏｒ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇＮｏＶＧⅡ ｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄ，ｔｈｅｎｐｌａｓｍｉｄｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）．Ｔｈｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＣ狋ｖａｌｕｅａｎｄｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆＮｏＶＧⅡ ｗａｓｄｒａｗｎａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ，ａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｅｑｕａｔｉｏｎｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄ．Ｆｏｕｒｃｌｉｎｉｃａｌｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｂ

ｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅＣｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＫｕｎｍｉｎｇｉｎＤｅｃｅｍｂｅｒ２０１８ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄＮｏＶＧⅡ

ｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ．犚犲狊狌犾狋狊　ＰＣＲｐｒｏｖｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆ

ＮｏＶＧⅡ ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｃｏｒｒｅｃｔｌｙ．ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｅｑｕａｔｉｏｎｏｆＣ狋ｖａｌｕｅａｎｄｖｉｒａｌｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｂａｓｅｄｏｎａｍｐｌｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄａｓｆｏｌｌｏｗｓ：Ｙ＝－３．９７２Ｘ＋３９．０３，犚
２＝０．９９１．

Ｖｉｒａｌｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓｉｎ４ｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅ３０４４３．４５，９４６８．４０，５３１７６．６９，ａｎｄ４４９３．１２ｃｏｐｉｅｓ／μＬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄａｎｄｉｔｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｔｈｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆＮｏＶＧⅡｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃａｌ

ｓｐｅｃｉｍｅｎｓａｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｉｓｅａｓｅｐｒｅ

ｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｒｅｌａｔｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｅａｒｃｈ．

·４６８· 中国感染控制杂志２０２０年１０月第１９卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１９Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０２０



［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ＮｏｒｏｖｉｒｕｓＧⅡ；ｖｉｒａｌｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ；ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ；ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

　　诺如病毒（Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ，ＮｏＶ）是一种ＲＮＡ病毒，

该病毒无包膜、单链、正向，其基因组长度为７．５～

７．７ｋｂ，病毒颗粒直径长２７～４０ｎｍ，属于杯状病毒

（Ｃａｌｉｃｉｖｉｒｉｄａｅ），其基因（小鼠 ＮｏＶ除外）包含３个

编码不同功能蛋白的开放阅读框（ＯＲＦ１，２，３）
［１］。

ＯＲＦ１主要编码６个非结构蛋白，从Ｎ端依次到Ｃ

端编码的蛋白质分别为ｐ４８、ＮＴＰａｓｅ、ｐ２２、ＶＰｇ、

３ＣＬｐｒｏ、ＲｄＲｐ
［２］；该病毒的主要结构蛋白ＶＰ１和次

要结构蛋白 ＶＰ２分别由 ＯＲＦ２和 ＯＲＦ３编码
［３］。

根据其主要结构蛋白ＶＰ１的氨基酸同源性的不同，

ＮｏＶ主要划分为７个基因型（ＧⅠ～ＶⅡ），其中以

ＧⅡ基因型最常见
［４］。５岁以下儿童中绝大部分胃

肠炎的暴发均与ＮｏＶＧⅡ有关，流行范围和其易感

性仅次于轮状病毒，疫情又常在幼托机构和小学低

年级中发生［５］。由于ＮｏＶＧⅡ传染性强，其新变种

每２～４年出现一次，且极易引起全球性的暴发流

行，给全球公共卫生事业带来了沉重的疾病负担。通

过感染患者粪便或呕吐物产生的气溶胶，或间接接触

被感染患者排泄物污染的环境均可使ＮｏＶＧⅡ发生

二次传播，甚至在不同物种间ＮｏＶＧⅡ也有发生传

播的可能［６７］，因此，研究和开发敏感、可靠、标准化

的实验室病毒定量检测方法，对有效防治ＮｏＶＧⅡ

具有重要意义。

为建立一种快速的 ＮｏＶＧⅡ拷贝数标准质粒

及其检测体系，本试验通过ＢｉｏＥｄｉｔ对ＮＣＢＩ数据库

中下载的所有ＮｏＶＧⅡ株全基因序列进行比对，选

取同源性好且高度保守的片段构建标准对照质粒，

根据构建的ＮｏＶＧⅡ标准品基因序列设计其特异

性检测引物，优化反应体系，最终建立一种用于检测

ＮｏＶＧⅡ拷贝数的逆转录实时定量聚合酶链反应

（ＲＴｑＰＣＲ）检测体系，准确快速地定量检测临床粪

便标本的病毒拷贝数，为临床诊断及治疗提供重要

参考依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料　病毒ＲＮＡ提取试剂盒购

于Ｑｉａｇｅｎ公司，逆转录试剂盒和质粒小量提取试剂

盒购于天根（ＴＩＡＮＧＥＮ）生化科技（北京）有限公

司，荧光定量试剂ＡＬＬｉｎＯｎｅＴＭｑＰＣＲＭｉｘ试剂

盒购于复能基因有限公司（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ），ｌｏａｄｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ、ＰＣＲＭＩＸ购于日本ＴａＫａＲａ公司。４份儿

童腹泻粪便标本来自于２０１８年１２月昆明市儿童

医院。

１．２　ＮｏＶＧⅡ标准质粒与特异性引物　在 ＮＣＢＩ

数据库中下载所有 ＮｏＶＧⅡ株全基因序列，用Ｂｉ

ｏＥｄｉｔ进行全基因序列比对，选取同源性好、高度保

守、大小为５００ｂｐ的片段为标准品并克隆到载体

ｐＵＣ５７上，且根据该片段设计特异性引物。普通

ＰＣＲ上游引物 ＣｏＧ２Ｆ：５’ＣＡＲＧＡＲＢＣＮＡＴＧＴ

ＴＹＡＧＲＴＧＧＡＴＧＡＧ３’，普通ＰＣＲ下游引物Ｇ２

ＳＫＲ：５’ＣＣＲＣＣＮＧＣＡＴＲＨＣＣＲＴＴＲＴＡＣＡＴ３’；

ｑＰＣＲ上游引物Ｇ２Ｆ：５’ＧＡＡＴＧＡＡＧＡＴＧＧＣＧＴ

ＣＧＡＧＴＧ３’，ｑＰＣＲ下游引物Ｇ２Ｒ：５’ＣＣＡＡＡＴ

ＧＧＧＡＡＡＧＧＴＡＧＧＧＡＴ３’，标准品片段与引物由

昆明硕擎生物科技公司合成。

１．３　腹泻粪便标本病毒核酸（ＲＮＡ）提取　依据

ＱＩＡａｍｐ公司病毒 ＲＮＡ提取试剂盒的说明书，按

操作流程处理分装的粪便标本，最后用 ５０μＬ

ＤＥＰＣＨ２Ｏ溶解所提取的ＲＮＡ，静置２ｍｉｎ后离心

收集提取的ＲＮＡ。

１．４　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　使用天根

公司的逆转录试剂盒，参考试剂盒说明书采用

２０μＬ体系。反应体系分为两步，首先取２μＬ５×

ｇＤＮＡＢｕｆｆｅｒ（５×ｇＤＮＡＢｕｆｆｅｒ含有高效去除基因

组ＤＮＡ的ｇＤＮａｓｅ，可以去除ｇＤＮＡ，有效避免Ｔｏ

ｔａｌＲＮＡ中基因组的干扰），加８μＬＲＮＡ至反应管

中，充分混匀，短暂离心４２℃孵育３ｍｉｎ后置于冰

上；其次取２μＬ１０×ＫｉｎｇＲＴＢｕｆｆｅｒ、１μＬＦａｓｔＫｉｎｇ

ＲＴＥｎａｙｍｅＭｉｘ、２μＬＦＱＲＴＰｒｉｍｅｒＭｉｘ、５μＬ

ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ加入第一步反应液中，充分混

匀，短暂离心后４２℃孵育１５ｍｉｎ，９５℃孵育３ｍｉｎ，

置于４℃终止反应。

１．５　标准质粒的扩增　合成的标准品片段连接至

载体ＰＵＣ５７上，连接产物转化感受态Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ

５α，挑单个独立菌落接种至５ｍＬ液体培养基中，加

入氨苄西林（１００μｇ／ｍＬ）５μＬ，置于摇床震摇１４ｈ，

使用天根生化科技（北京）有限公司的质粒小量提取

试剂盒进行质粒提取，采用紫外分光光度计检测提

取质粒的浓度（ｎｇ／μＬ），并按下式计算标准质粒的

拷贝数。

拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）＝
标准质粒浓度×６．０２２×１０２３

模版ＤＮＡ长度×１０９×６５０

１．６　标准质粒与粪便标本的验证　将扩增的质粒
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稀释１００倍和粪便标本ｃＤＮＡ同时进行普通ＰＣＲ

验证，采用２５μＬ反应体系，包括上、下游引物各

１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．５μＬ，Ｍｉｘ１２．５μＬ，稀释的质粒和

标本ｃＤＮＡ原液２μＬ，充分混匀，短暂离心，放入

ＰＣＲ仪中。扩增程序如下：９８℃预变性２ｍｉｎ，９８℃

１０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，进行３５个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物５μＬ加入１％的琼脂糖凝

胶的上样孔中，采用１２０Ｖ的电压进行电泳。将出

现目的条带的ＰＣＲ产物送至昆明硕擎生物科技公

司进行测序。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ　将扩增的ＮｏＶＧⅡ标准

质粒用ｄｄＨ２Ｏ按梯度从１０
－１稀释至１０－７浓度，采

用实时荧光定量ＰＣＲ检测，反应体系选择１０μＬ，

包括 ｑＰＣＲ Ｍｉｘ５μＬ（ｑＰＣＲ Ｍｉｘ是含有 ＳＹＢＲ
○Ｒ

Ｇｒｅｅｎ染料的即用型预混液），ｄｄＨ２Ｏ３μＬ，ｑＰＣＲ

上、下游引物各０．５μＬ，标准质粒１μＬ，同时设３个

阴性对照孔，以ｄｄＨ２Ｏ作为阴性对照。扩增程序为

９５℃５ｍｉｎ，９５℃１０ｓ，５６℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，进行４０

个循环；６５℃５ｓ，９５℃５０ｓ。以获得的ＮｏＶＧⅡ标

准质粒的溶解峰与扩增曲线，绘制ＮｏＶＧⅡ标准质

粒的标准曲线，标准曲线Ｙ轴是ＲＴｑＰＣＲ检测所

获得的标准质粒Ｃ狋值，Ｘ轴为计算求得的标准质粒

拷贝数ｌｏｇ１０，ＮｏＶＧⅡ标准质粒的标准曲线方程

根据标准曲线求得。

１．８　病毒拷贝数　对上述１．６获得的并且与

ＢＬＡＳＴ对比确定为ＧⅡ阳性的粪便标本，随机抽取

４份粪便标本的ＲＴＰＣＲ产物进行定量ＰＣＲ，获得

Ｃ狋值，再根据ＮｏＶＧⅡ标准质粒获得的标准曲线和

求得的标准曲线方程计算获得粪便上清标本中

ＮｏＶＧⅡ的拷贝数。定量ＰＣＲ以标准质粒作为阳

性对照组，ｄｄＨ２Ｏ作为阴性对照组。

２　结果

２．１　普通ＰＣＲ验证结果　将４份粪便标本普通

ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳图和序列进行比对，结果

确定标本中含 ＧⅡ组 ＮｏＶ。粪便标本 ＮｏＶＧⅡ

ＰＣＲ产物电泳及序列比对结果见图１、２。
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Ｍａｋｅｒ为分子量标准；标本１、２、３、４为粪便标本。

图１　粪便标本ＮｏＶＧⅡＰＣＲ产物电泳图
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图２　粪便标本ＮｏＶＧⅡ序列对比图

犉犻犵狌狉犲２　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＮｏＶＧⅡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

２．２　标准质粒的扩增与验证结果　采用质粒小量

提取试剂盒按说明书操作步骤提取扩增的ＮｏＶＧⅡ

标准品质粒，使用紫外分光光度计测其浓度为

３２１．２５ｎｇ／μＬ，再将ＮｏＶＧⅡ标准质粒稀释１００倍

后进行普通ＰＣＲ取其扩增产物采用１％的琼脂糖

凝胶电泳。见图３Ａ。将扩增的 ＮｏＶＧⅡ标准品

质粒取４μＬ与其普通ＰＣＲ产物送至昆明硕擎生物

科技公司进行测序，测序结果在ＢＬＡＳＴ上进行比

对，比对结果表明质粒嵌合序列与设计序列１００％

吻合。见图３Ｂ。

２．３　标准曲线图　根据荧光定量ＰＣＲ的扩增曲

线，可直接获得各个标准质粒相应的Ｃ狋值，并按照

公式计算标准质粒的拷贝数。ＮｏＶＧⅡ标准质粒

的荧光定量ＰＣＲ的扩增曲线与溶解曲线见图４。
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Ａ：标准质粒的电泳图；Ｂ：标准质粒测序峰。

图３　ＮｏＶＧⅡ标准质粒ＰＣＲ产物电泳及测序结果

犉犻犵狌狉犲３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＮｏＶＧⅡｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄ

使用紫外分光光度计测得 ＮｏＶＧⅡ标准质粒浓度

为３２１．２５ｎｇ／μＬ，ＤＮＡ长度为３６５３ｂｐ，按照公式

计算获得其拷贝数为８．１５×１０１０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，ＮｏＶＧ

Ⅱ标准质粒拷贝数的ｌｏｇ１０值见表１。以ＲＴｑＰＣＲ

检测所获得的ＮｏＶＧⅡ标准质粒拷贝数ｌｏｇ１０作

为Ｘ轴，其Ｃ狋值作为Ｙ轴，绘制ＮｏＶＧⅡ标准质

粒的标准曲线，其标准曲线方程根据标准曲线可

求得为Ｙ＝－３．９７２Ｘ＋３９．０３，犚２＝０．９９１，标准

曲线见图５。
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图４　ＮｏＶＧⅡ标准质粒荧光定量ＰＣＲ的扩增曲线与溶解曲线

犉犻犵狌狉犲４　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅａｎｄｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＮｏＶＧⅡｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

表１　ＮｏＶＧⅡ标准质粒检测结果

犜犪犫犾犲１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮｏＶＧⅡｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄ

稀释度 Ｃ狋平均值 拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ） 拷贝数对数值

０．１ ４．０７ ８１５０００００００ ９．９１

０．０１ ６．９８ ８１５００００００ ８．９１

０．００１ １０．５８ ８１５０００００ ７．９１

０．０００１ １６．０３ ８１５００００ ６．９１

０．００００１ １９．６２ ８１５０００ ５．９１

０．０００００１ ２２．６４ ８１５００ ４．９１

０．００００００１ ２７．６５ ８１５０ ３．９１
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图５　ＮｏＶＧⅡ标准质粒标准曲线

犉犻犵狌狉犲５　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＮｏＶＧⅡｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍｉｄ
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２．４　粪便标本测序分型及其拷贝数　４份粪便标

本进行荧光定量ＰＣＲ检测获得相应的Ｃ狋值，且各

Ｃ狋分布在标准曲线范围内，将荧光定量ＰＣＲ产物

送至昆明硕擎生物科技公司进行测序，测序结果通

过ＮＣＢＩ网站上的ＢＬＡＳＴ进行比对，比对结果及

序列见表２，与普通ＰＣＲ结果一致。４份粪便标本

ＮｏＶＧⅡ检测结果曲线为，标本１：Ｙ＝－３．１５２Ｘ＋

２３．４５，犚２＝０．９５；标本２：Ｙ＝－２．７３０Ｘ＋２６．３３，犚２＝

０．９６；标本３：Ｙ＝－３．０７５Ｘ＋２３．６３，犚２＝０．９６；标

本４：Ｙ＝－２．１６６Ｘ＋２９．１４，犚２＝０．８９。见图６、７。

４份粪便标本原液病毒拷贝数分别为３０４４３．４５、

９４６８．４０、５３１７６．６９、４４９３．１２ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，标本原液

及稀释液ＮｏＶＧⅡ拷贝数检测结果见表３。对标本

稀释后进行ＮｏＶＧⅡ拷贝数检测，最低可以检测的

拷贝数为２４．６６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ。

表２　４份粪便标本的分型及其序列

犜犪犫犾犲２　Ｔｙｐｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ４ｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

序号 分型 序列

标本１ ＧⅡ．４ ＧＧＴＧＣＴＧＡＴＡＡＧＴＡＧＧＧＡＴＴＴＡＧＡＴＣＣＡＧＧＧＣＣＣＡＡＧＧＧＣＧＣＧＣＴＣＣＡＴＡＧＴＡＴＴＴＣＡＣＣＴＧＧＡＧＣＧＴＴ

ＴＣＴＡＧＧＧＧＡＴＡＣＴＧＴＡＡＡＣＴＣＴＣＣＡＣＣＡＧＧＧＧＣＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＴＴＧＴＴＴＣＴＡＡＴＣＣＡＧＧＧＧＴＣＡＡＴＴＡＣ

ＡＴＴＴＴＧＴＴＧＧＣＣＣＧＣＴＡＣＧＧＧＴＧＣＣＧＣＡＡＴＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＡＣＡＡＣＧＧＧＣＴＣＣＡＧＡＧＣＣＡＴＡＡＣＣＴＣＡＴＴ

ＧＴＴＧＡＣＣＴＣＴＧＧＧＡＣＧＡＧＧＴＴＧＧＣＴＧＣＧＧＡＣＣＣＡＴＣＡＧＡＴＧＧＧＴＴＧＡＣＧＴＣＡＣＴＣＧＡＣＧＣＣＡＴＣＴＴＣＡＴＴ

ＣＡＣＡＡＡＡＣＴＧＧＧＡＧＣＣＡＧＡＴＴＧＣＧＡＴＣＧＣＣＣＴＣＣＣＡＣＧＴＧＣＴＣＡＧＡＴＣＴＧＡＧＡＡＴＣＴＣＡＴＣＣＡＣＣＴＡＡＡＡ

ＴＴＴＧＧＧＣＣＴＣＣＴＧ

标本２ ＧⅡ．Ｐｅ－ＧⅡ．４ ＧＧＴＧＣＴＧＡＡＴＡＡＧＴＡＧＧＧＡＴＴＴＡＧＡＴＣＣＡＧＧＧＣＣＣＡＡＧＧＧＣＧＣＧＣＴＣＣＡＴＡＧＴＡＴＴＴＣＡＣＣＴＧＧＡＧＣＧＴ

ＴＴＣＴＡＧＧＧＧＡＴＡＣＴＧＴＡＡＡＣＴＣＴＣＣＡＣＣＡＧＧＧＧＣＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＴＴＡＴＴＴＣＴＡＡＴＣＣＡＧＧＧＧＴＣＡＡＴＴＡ
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图６　粪便标本３荧光定量ＰＣＲ扩增曲线
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图７　４份粪便标本荧光定量ＰＣＲ检测结果曲线图

犉犻犵狌狉犲７　ＣｕｒｖｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４ｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

·８６８· 中国感染控制杂志２０２０年１０月第１９卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１９Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０２０



表３　粪便标本原液及各稀释度中 ＮｏＶＧⅡ拷贝数检测结果

犜犪犫犾犲３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆｓｔｏｃｋｓｏｌｕｔｉｏｎ

ａｎｄｄｉｌｕｔｉｏｎｏｆＮｏＶＧⅡｉｎｆｅｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

标本号 稀释梯度 Ｃ狋平均值 病毒拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）

标本１ 原液 ２５．０６ ３０４４３．４５

１０－１ ２５．６６ ２１５２２．１８

１０－２ ２８．７２ ３６１６．１０

１０－３ ３２．３６ ４２４．９６

１０－４ ３６．１３ ５３．２０

１０－５ － －

标本２ 原液 ２７．０６ ９４６８．４０

１０－１ ２８．２１ ４８２４．０６

１０－２ ３１．９７ ９６４．８６

１０－３ ３５．８６ ５７．０７

１０－４ ３６．０５ ４８．９０

１０－５ － －

标本３ 原液 ２４．１２ ５３１７６．６９

１０－１ ２７．０８ １３０７７．２７

１０－２ ２８．９０ ３４５９．１９

１０－３ ３２．４１ ４１０．３６

１０－４ ３５．９５ ６６．７８

１０－５ ３７．５４ ３８．０４

标本４ 原液 ２８．３４ ４４９３．１２

１０－１ ３１．２１ １６７２．７９

１０－２ ３５．３６ ７３．５１

１０－３ ３６．０３ ６１．７３

１０－４ ３５．２０ ９１．６０

１０－５ ３７．３８ ２４．６６

３　讨论

ＮｏＶＧⅡ感染性腹泻在全世界范围内均有流

行，可以感染所有人群，甚至威胁５岁以下儿童、６０

岁以上老人和有潜在疾病患者的生命，因此接种疫

苗对这一人群非常有益。目前，还没有获得被批准

的可以预防和治疗 ＮｏＶ感染的疫苗，其中 ＮｏＶ基

因型的多样性、抗原漂移突变、不能在体外细胞培养

中生长和缺乏合适的动物模型等是阻碍疫苗研究的

主要因素［８１２］。近年来，我国北京、上海、香港等多地

发生多起 ＮｏＶ感染暴发，暴发程度仅次于轮状病

毒，绝大多数暴发主要是由 ＮｏＶＧⅡ基因型引起，

并且随着时间的推移 ＮｏＶ疫情不断上升、加重，给

我国的医疗卫生事业造成了严重的疾病负担［１３１６］。

因此，寻找早期诊断 ＮｏＶＧⅡ感染的方法，对于其

感染控制和临床治疗具有十分重要的意义。目前，

虽然ＲＴＰＣＲ是 ＮｏＶＧⅡ主要的诊断方法，但是

ＲＴＰＣＲ在操作过程中易发生交叉污染，导致假阳

性，需要测序才能确定病毒类型，并且对于检测病毒

含量低的标本灵敏度低，不能进行定量测定无法获

得病毒的拷贝数，不利于对患者感染程度进行

判断［１７］。因此，研究开发敏感、可靠、标准化的实验

室ＮｏＶＧⅡ定量检测方法对有效防治ＮｏＶＧⅡ具

有重要意义。本试验在扩增曲线中设定了荧光阈

值，只有荧光ＲＦＵ值高于阈值才有相应的拷贝数结

果，在扩增结束后设定了溶解曲线程序，只有扩增产

物是目的片段时，扩增曲线的溶解曲线才单一且与

溶解值一致，通过以上方法排除假阳性。本试验方

法能在感染早期 ＮｏＶ含量低的标本中，快速、准确

地检测出ＮｏＶ，并通过定量测定获得病毒的拷贝数，

从而对患者感染程度作出准确判断，指导用药剂量

及其用药疗程，还可以对重病患者的病程发展情况

进行实时监控，为患者的临床治疗及预后判断提供

了一种有效的检验方法。

本研究通过对ＮｏＶＧⅡ基因组序列进行分析，

针对ＶＰ１衣壳蛋白高度保守序列片段设计扩增特

异性引物，此引物在试验中显示出较高的敏感性。

选取ＶＰ１衣壳蛋白高度保守序列片段引物区序列

５００ｂｐ，构建ＮｏＶＧⅡ标准质粒。得到标准曲线方

程：Ｙ＝－３．９７２Ｘ＋３９．０３，犚２＝０．９９１。试验中相应

浓度的Ｃ狋值差异较小，且在误差范围内，证明该方

法的稳定性和准确性都较好，可根据标准曲线对试

验标本中的 ＮｏＶＧⅡ进行绝对定量。对４份２０１８

年１２月来自于云南省昆明市儿童医院的ＮｏＶＧⅡ

感染患者的粪便标本分别进行荧光定量ＰＣＲ检测，

参照标准曲线方程获得相应的粪便标本拷贝数。通

过试验验证，该标准质粒具有较高的敏感性，并且可

对标本中ＮｏＶＧⅡ进行定量测定，为疾病的预防控

制和相关试验研究提供了有效的定量检测方法。
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