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生物技术与方法                                                              

SYBR Green I 荧光 RT-PCR 法检测贝类中的诺如病毒 
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1 暨南大学药学院基因组药物研究所，广州 510632 
2 广东出入境检验检疫局检验检疫技术中心，广州 510623 

摘  要: 针对诺如病毒 II 型的保守区域设计引物，建立了 SYBR Green I 实时荧光 RT-PCR 检测诺如病毒 II 型的反应体

系。此方法的病毒检测下限达到 102 拷贝，标准曲线的线形范围为 102~106 拷贝，相关系数为 0.9952，斜率为−2.982，
截距为 35.84。对诺如病毒 II 型检测特异，与轮状病毒、腺病毒、甲肝病毒、星状病毒无交叉反应。针对质粒标准品检

测的批内试验变异系数 (CV) 为 0.95％~1.69％ (n=5)，批间试验 CV 为 0.87％~1.24％ (n=3)。运用此方法随机检测 30
份贝类水产品，检测出 2 份阳性样品。结果表明，SYBR Green I 荧光 RT-PCR 检测诺如病毒 II 型的方法灵敏、特异、

重复性好，可应用于贝类水产品的快速检测。 
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SYBR Green I real-time polymerase chain reaction for  
detection of Norovirus II in the shellfish 
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Abstract:  We set up an SYBR Green I real-time RT-PCR method for the detection of genogroup II Norovirus, and this method’s 
primers were encompassed the conservative region of Norovirus II. The limit of the detection was 102 copies. The standard curve’s 
linear range was 102–106 copies, correlation coefficient was 0.9952, the slope was −2.982, and the intercept was 35.84. This method 
possessed specificity for genogroup II Norovirus, without any cross-reaction with rotavirus, adenovirus, hepatitis A virus or 
astrovirus. The coefficients of variation (CV) of the Ct values of the standard plasmid were 0.95%–1.69% (n=5) in intra-assay and 
0.87%–1.24% (n=3) in inter-assay. We used this method to detect 30 shellfish samples, and found 3 samples were positive. This 
method is sensitive, specific and reliable for Norovirus II. It can be used to detect the Norovirus II in the shellfish rapidly. 

Keywords:  Norovirus II, SYBR Green I real-time RT-PCR, detection 

诺如病毒(Norovirus，NVs) 是人类急性非菌性

胃肠炎的最主要病原。近年来，诺如病毒引发的大

规模肠胃炎事件在世界范围内频繁爆发[1-3]，已成为

威胁公共卫生安全的重要因素之一。由于水环境的
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污染，作为滤食性水生动物的贝类，很容易从污染

的水中富集大量食源性病毒。当人们生食含有诺如

病毒的贝类时，极有可能因感染病毒而诱发急性肠

胃炎。因此，建立贝类水产品中诺如病毒的快速检

测方法，对于保障食品安全非常重要。 

诺如病毒根据其 RNA 多聚酶区 (RDRP) 和衣

壳蛋白编码区核苷酸和氨基酸序列特征，可被分为

5 个遗传组 (GG I~V)，其中 GG I、GG II 和 GG IV

型可以感染人类[4-5]。流行病学调查结果表明，GG II

是世界范围内最常见的基因型。我国病人感染的诺

如病毒也以 GG II 为主，GG I 及 GG IV 型较为罕见。 

由于诺如病毒迄今尚未能在细胞内培养，在早

期研究中，电镜是其唯一的检测手段，导致食品中

相对微量的病毒检测十分困难。近年来，随着分子

生物学技术的发展，RT-PCR 技术已广泛应用于食品

中诺如病毒的检测[6-8]。但是，RT-PCR 技术仍存在

灵敏度不高以及易发生交叉污染等不足。 

实时荧光定量 PCR 是近年新兴的分子生物学技

术，具有直观、敏感性高、重复性好、可定量、速

度快、操作简便和污染少等优点，已经在病毒、微

生物、肿瘤基因检测等方面取得许多成果 [9-11]。

Real-time PCR 技术主要有 TagMan 探针法和 SYBR 

green I 染料法[12-13]。SYBR Green I 染料法主要是利

用 SYBR Green I 荧光染料与双链 DNA 分子结合发

光的特性来指示扩增产物增加，其荧光信号的增强

与 PCR 产物的增加完全同步。SYBR Green I 染料法

的优势是无需另外设计荧光探针，设计的程序通用

性好，且价格相对较低。因此，为了提高我国对水

产品中诺如病毒的检测水平，加强对诺如病毒疫情

的预防和控制，本实验建立了可用于贝类水产品快

速检测 GGII 型诺如病毒的 SYBR green I Real-time 

PCR 方法。 

1  材料和方法 

1.1  酶和试剂 
Viral RNA MiNi Kit 购自美国 QIAamp 公司。逆

转录酶 AMV、ddH2O、RNA 酶抑制剂、DNA 聚合

酶、10×PCR 缓冲液购自大连宝生物工程有限公司。

小量质粒抽提试剂盒和 DNA 提取试剂盒均购自北

京天根生化科技有限公司。20×SYBR Green I 购自

美国 Invitrogen 公司。引物由上海英骏生物技术有

限公司合成。Agarose Gel DNA Purification Kit 和

pMD18-T 载体购自 TaKaRa 公司。其余试剂均为国

产或进口分析纯。 

1.2  材料 
诺如病毒 II 型的质粒标准品由广州市儿童医

院检验科馈赠。甲型肝炎减毒活疫苗由暨南大学社

区医疗服务中心提供。轮状病毒、腺病毒、星状病

毒阳性粪便标本由广东省妇幼保健院提供。抽查

的 30 份贝类水产品样品于广州市多个农贸市场随

机采集。 

1.3  标准品的制备 
将诺如病毒 II 型质粒转化大肠杆菌 Escherichia 

coli Top 10 菌株，扩增后用小量质粒抽提试剂盒提

取，用紫外分光光度计测 A260 值定量，用 ddH2O 调

整至 1×1010 拷贝/µL，−20℃保存备用。 

1.4  SYBR Green I 荧光 RT-PCR 法的建立 
1.4.1  引物的设计 

根据目前 GenBank 中所有的诺如病毒 cDNA 序

列，用 DNAStar 软件进行同源性比对，选择高度保

守区域。用 Primer Premier 5.0 软件，选择比较保守

的诺如病毒 II 型的 RNA 依赖的 RNA 多聚酶区与衣

壳蛋白区的连接区域作为靶向扩增区域，设计出荧

光定量 PCR 引物。上游引物：5′-TCTATGTATGGA 

TCGCACTCG-3′；下游引物：5′-GTAGGCAAGTCC 

ATCAAAGTC-3′。 

1.4.2  SYBR Green I 荧光 RT-PCR 的反应体系 

PCR 反应体系 (20 µL)：10× PCR 缓冲液 2 µL，

25 mmol/L MgCl2 2.4 µL，5 mmol/L dNTPs 1.2 µL，

20× SYBR Green I 1 µL，上、下游引物 (20 µmol/L)

各 0.5 µL，DNA 聚合酶 0.5 µL，逆转录酶 AMV 

0.25 µL，RNAse 抑制剂 0.4 µL，待测模板 8 µL，超

纯水 3.75 µL。 

RT-PCR 反应条件：42  30 min ℃ 逆转录。95℃

预变性 2 min；95℃变性 15 s，52℃退火 20 s，72℃

延伸 20 s，40 个循环。于 52  20 s℃ 退火阶段采集荧
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光信号。 

熔解曲线的分析条件：在荧光实时 PCR 检测仪

Chromo 4 (美国 MJ 公司) 的系统上，将 SYBR Green I

荧光实时 PCR 的产物，设定为从 50℃以 0.2 /s℃ 的

速度缓慢上升至 95℃，连续收集荧光信号，系统自

动绘制熔解曲线。 

1.4.3  标准曲线的建立 

用 10 倍系列稀释法处理诺如病毒 II 型质粒标

准品。取 6 个浓度梯度 (106、105、104、103、102、

101 拷贝) 诺如病毒 II 型质粒标准品作为模板，以

ddH2O 作为阴性对照，分别进行 SYBR Green I 荧光

PCR 反应。根据诺如病毒荧光实时 PCR 的动力学曲

线，检测仪系统自动生成标准曲线以及回归方程。 

1.4.4  SYBR Green I 荧光 RT-PCR 的特异性研究 

为了检验所建立方法的特异性，我们分别用病

毒 RNA 提取试剂盒提取了轮状病毒、星状病毒阳性

粪便标本以及甲型肝炎减毒活疫苗的 RNA，用 DNA

提取试剂盒提取了腺病毒的 DNA，并运用 SYBR 

Green I 荧光 RT-PCR 体系进行检测。 

1.4.5  SYBR Green I 荧光 RT-PCR 重复性和准确性

的验证 

为了确定该反应体系的重复性，分别用 4 个不

同浓度 (103、104、105、106 拷贝) 的质粒标准品进

行了批内 (5 孔重复试验) 以及批间 (3 批重复试验) 

实验。为了验证此反应体系的准确性，随机抽取 3

个荧光 PCR 阳性样品的产物，将纯化后的 PCR 产

物连接到 pMD18-T 载体上，委托上海英骏生物技术

有限公司进行测序。 

1.5  SYBR Green I荧光 RT-PCR法检测贝类的诺

如病毒 
1.5.1  贝类样品的处理  

随机采集 30 份贝类水产品样品，种类包括花

蛤 (菲律宾帘蛤 Ruditapes philippinarum)、生蚝 (牡

蛎 Oyster)、扇贝 Placopecta magellanicus、贻贝

Mytilus edulis、河蚬 Corbicula fluminea。其中，花

蛤、贻贝的规格约为 20 g/个；生蚝、扇贝、河蚬的

规格约为 100~200 g/个。解剖取下贝类中的肠道

组织，取 1.5 g 样品加入 15 mL Tris-HCl 缓冲液  

(0.05 mol/L，pH 7.4)，冰上匀浆。将匀浆液置于 50 mL

离心管中，37℃温育 30 min。4℃、5 000× g 离心

20 min，收上清液至一新管。按上清液量的 10％浓

度添加 PEG-8000，添加 NaCl 至终浓度为 0.4 mol/L，

4℃过夜。次日，离心取沉淀  (10 000× g，5 min，

4℃)，向沉淀中加入 10 mL Tris-HCl 缓冲液，充分溶

解后加等量氯仿，室温振荡 30 min，离心 (2 000×g，

30 min，4℃)，取上层水相，−20℃保存待检。 

1.5.2  贝类样品病毒 RNA 的提取 

将以上处理后的样品液，用病毒 RNA 提取试剂

盒进行常规 RNA 提取，提取的 RNA 立即进行 SYBR 

Green I 荧光 RT-PCR 反应。 

1.5.3  运用 SYBR Green I 荧光定量 RT-PCR 方法检

测样品 

以提取的病毒 RNA 作为待测模板，按照以上建

立的方法进行检测。通过样品在荧光实时 PCR 检测

仪上生成扩增曲线的 Ct 值，判断样品阴性或阳性。 

2  结果 

2.1  SYBR Green I荧光 RT-PCR反应体系的建立 
不同浓度的诺如病毒 II 型质粒标准品的动力学

曲线见图 1。结果显示，浓度在 102 拷贝以上的标准

品有明显的荧光增长，而 101 拷贝和阴性对照均无

荧光增长，因此该荧光 RT-PCR 检测体系的病毒检

测下限为 102 拷贝。 

在 Chromo 4 荧光实时 PCR 检测仪上结束扩增

后，用系统上 Opticon Monitor (version 3.1) 软件进

行分析，以起始模板的对数为 x 轴，以 Ct 值为 y 轴

作回归曲线，即得诺如病毒检测的标准曲线 (图 2)。

该标准曲线的相关系数为 0.9952，斜率为−2.982，

截距为 35.84。标准曲线在 102~106 拷贝范围内呈现

良好的线形关系。 

2.2  SYBR Green I 荧光 RT-PCR 的特异性  
从图 3 中质粒标准品的荧光 RT-PCR 熔解曲线

分析，浓度在 102~106 拷贝的质粒的 PCR 产物熔解

峰特异，Tm 值为 85℃±0.1℃，没有其他明显的杂峰

出现；浓度为 101 拷贝的质粒以及阴性对照均没有

出现溶解峰。说明没有产生由引物二聚体引起的假

阳性扩增信号，反应体系的特异性高。 
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图 1  SYBR Green I 荧光定量 PCR 法的动力学曲线 
Fig. 1  Dynamic curve of the real-time RT-PCR for Norovirus. 
1–6: GII Norovirus plasmid standards containing from 106 to 
101 copies per reaction; 7: negative control. 

 

图 2  SYBR Green I 荧光定量 PCR 法的标准曲线 
Fig. 2  Standard curve of the real-time RT-PCR for Norovirus. 

 
从图 4 中不同病毒的扩增曲线可以看到，只有

诺如病毒 II 型质粒标准品有明显的荧光增长，其他

病毒 (包括轮状病毒、腺病毒、星状病毒、甲型肝

炎病毒 ) 均无荧光增长，说明该方法能特异扩增

GG II 诺如病毒。 

2.3  SYBR Green I 荧光 PCR 检测的重复性和准

确性 
表 1 中的数据显示，4 个不同浓度的质粒标准品 

(106、105、104、103 拷贝) 所进行的批内试验 (n=5) 的 

 
图 3  SYBR Green I 荧光定量 PCR 法的熔解曲线 
Fig. 3  Melting curve of the real-time RT-PCR for Norovirus. 
1–6: GII Norovirus plasmid standards containing from 106 to 
101 copies per reaction; 7: negative control.  

 
图 4  SYBR Green I 荧光定量 RT-PCR 体系对不同病毒

的扩增曲线 
Fig. 4  Amplification curves of the real-time RT-PCR system 
for different viruses. 1: GII Norovirus plasmid standard; 2: 
rotavirus; 3: hepatitis A virus; 4: adenovirus; 5: astrovirus. 

 
Ct 值变异系数 (CV) 分别为 1.02％、1.69％、0.95％、

1.13％，批间试验 (n=3) 的 Ct 值变异系数 (CV) 分

别为 0.90％、1.18％、1.24％、0.87％。上述结果表

明，在相同实验条件下，SYBR Green I 荧光 PCR 检

测体系的重复性好。随机抽取 3 个阳性 PCR 产物进

行委托测序，测序结果显示全部为 GG II 型诺如病

毒，说明所建立的荧光 PCR 检测体系准确可靠。

 
表 1  Real-time PCR 检测的批内和批间试验的 Ct 值及其变异系数 
Table 1  Ct values and coefficients of variation (CV) of intra-assay and inter-assay of the real-time PCR 

 Intra-assay (Ct value) Inter-assay (Ct value) 

 1 2 3 4 5 Avg Ct

CV (%)
1 2 3 Avg Ct 

CV (%)

a 19.91 19.85 19.42 19.51 19.66 19.67 1.02 19.74 19.48 19.98 19.73 0.90 

b 22.34 22.51 22.80 22.74 22.49 22.58 1.69 22.95 22.86 22.51 22.78 1.18 

c 25.08 25.43 25.16 25.37 25.24 25.26 0.95 25.63 25.49 25.87 25.67 1.24 

d 28.16 28.31 28.46 28.21 28.35 28.30 1.13 28.49 28.56 28.35 28.47 0.87 

a–d: GII Norovirus plasmid standards containing from 106 to 103 copies per reaction; Avg Ct: average Ct value; CV: coefficient of 
variation. 
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2.4  SYBR Green I荧光定量 RT-PCR法检测贝类

抽样样品 
为了评价所建立的荧光 RT-PCR 法的实用性，

我们运用此方法检测了 30 份于广州市多个农贸市

场随机采集的贝类水产品。检测结果显示，30 份样

品中有 2 份呈阳性 (7％)，均为牡蛎，其 Ct 值分别

为 26.95、27.32；其余 28 份抽样样品呈阴性 (图 5)。 

 

图 5  SYBR Green I 荧光定量 RT-PCR 法检测 30 份抽样

水产品的扩增曲线 
Fig. 5  Amplification curves of the real-time RT-PCR system 
for 30 shellfish samples. 1: positive sample (Oyster); 2: positive 
sample (Oyster); 3: negative samples. 

3  讨论 

近年来，诺如病毒感染日益成为一个全球范围

内重要的公共卫生问题。受污染的贝类是诺如病毒

一个重要传染源。因此，建立贝类中诺如病毒灵敏

的检测方法，对于保障人们的健康和预防疫情的爆

发具有重要意义。本实验采用 SYBR green I 染料法

建立了诺如病毒的荧光 RT-PCR 检测体系。 

SYBR Green I 浓度是影响实验的关键因素之

一，如果浓度过低会导致荧光信号强度不够；而过

高浓度则会抑制 PCR 反应[14]。本实验所用的 SYBR 

Green I 染料为美国 Invitrogen 公司产品，生产商建

议 SYBR Green I 终浓度为 1×。此外，本文所建立的

反应体系中，Mg2+ 浓度达到 3 mmol/L，高于常规

RT-PCR 体系中 Mg2+ 浓度 (0.5~2.0 mmol/L)，适当

提高 Mg2+浓度可以有效降低 SYBR Green I 对 PCR

反应的抑制作用。 

引物二聚体引起的荧光信号会对结果产生较大

影响，必须尽量消除引物二聚体的干扰。提高退火

温度可消减二聚体产生，但同时也会导致扩增效率

下降[15]。本实验在查阅文献[16]以及预实验的基础上，

最终将退火温度设定为 52℃。SYBR green I 荧光定

量 PCR 理想扩增产物应在 100 bp 以下[17]，本实验

所设计的引物选择了诺如病毒 II 型保守区域，扩增

片段长度为 95 bp，符合此要求。 

本实验所建立的 SYBR green I 荧光定量

RT-PCR 法，GG II NVs 病毒检测下限达到 102 拷贝，

比常规 RT-PCR 的灵敏度 (检测下限约 103 拷贝)[18-19]

提高 10 倍左右。为了实现病毒的富集，水产品需要

经过预处理的过程，预处理过程需在 4℃过夜的条件

下进行。在完成水产品的预处理后，如果采用常规

RT-PCR 法，从病毒核酸提取到 RT-PCR 及电泳检测

约需要 6 h，而采用该方法从病毒核酸提取到完成检

测仅需要约 3 h。该方法实行闭管式操作，PCR 产物

不会污染环境。熔解曲线分析表明，反应体系的 PCR

产物熔解峰特异，没有明显的杂峰出现，基本消除

引物二聚体的干扰。特异性实验表明，该方法对诺

如病毒 II 型检测特异，与轮状病毒、腺病毒、甲肝

病毒、星状病毒无交叉反应。针对质粒标准品检测

的批内试验和批间试验表明，所建立的检测体系重

复性好。运用此 SYBR green I 荧光定量 RT-PCR 检

测每份样品的成本约为 25 元 (人民币)，比 TagMan

探针法价格更适宜。因此，本实验所建立的 SYBR 

green I 荧光定量 RT-PCR 法具有灵敏、快速、特异、

稳定、经济的优点，可适用于大规模水产品中诺如

病毒 II 型的检测。 
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