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实验技术与方法
不同水源中 \"型诺如病毒实时荧光逆转录聚合酶链式反应

检测方法建立及应用
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摘#要!目的#建立不同水源中 \"型诺如病毒 (D?d\")实时荧光逆转录聚合酶链式反应 (&U)]C&)检测方

法!对某市疾病预防控制中心送检的 "$ 份疑似引起诺如病毒中毒的水样进行 D?d\"检测# 方法#以瓶装水"河

水和生活污水为研究对象!采用硝酸纤维素膜)聚乙二醇(]V\)沉淀法富集病毒!对取样体积"病毒洗脱条件"]V\

终浓度及 ]V\沉淀条件等进行了优化!提取病毒 &D’"建立实时荧光 &U)]C&检测方法&通过外加 R6% 计算方法的

回收率!评价所建方法对水样中诺如病毒的回收效果# 结果#建立的方法对瓶装水"河水和生活污水中 D?d\"的

平均回收率分别为 (+$-" n*-$ )‘" (%%-$ n+-! )‘和 ( .!-, n*-" )‘!"$ 份送检水样中 . 份检出 D?d\"#

结论#建立的实时荧光 &U)]C&方法适用于瓶装水"河水和生活污水中 D?d\"的检测!饮用水被 D?d\"是引发

某市人员中毒的原因之一#
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##诺如病毒 #Q%8%B>87C"D?d$是引起我国秋冬季
学校和托幼机构等人群聚集场所急性胃肠炎暴发
的主要病原体之一"具有高度感染性* D?d根据基
因特征至少可分为 + 个基因组 \# m\%和 ($ 多个
基因型"最常见引发人类感染的为 \" #多数为
\"2($"其次为 \#"\&的感染则非常有限 (") * 水
是 D?d的主要传播媒介之一"多次在世界范围内引
发急性胃肠炎暴发"涉及运河水’洗澡水’矿泉水’
污水等多种水源 (%)() * %$"+ 年西班牙加泰罗尼地区
( "(+ 人饮用了被人粪便污染的瓶装水后"出现了恶
心’呕吐与发烧等症状* 我国报道的水源性 D?d暴
发多集中在井水’池塘水’自来水及桶装水"据浙江
省突发公共卫生事件报告管理信息系统"%$$.!
%$". 年间共暴发 "( 起桶装水导致的疫情* 其中较
大规模暴发出现在 %$"( 年 % 月"浙江省嘉兴市多所
学校暴发 D?d感染疫情"累计报告发病 /%( 人 (!)"$) *
由此可见"水源性传播 D?d可能引发人群大规模疫
情暴发"严重危害公众健康* 建立不同水源中 D?d
的检测方法"提高基层单位的检测能力"是适应我
国水源污染 D?d安全防控需要的当务之急*

国际标准化组织 #86Y$规定了瓶装水中 D?d
实时荧光逆转录聚合酶链式反应 #&U)]C&$的定
量和定性检测方法 ("")"%) "该方法采用正电膜吸附’
超滤浓缩管富集瓶装水中的 D?d"不适用于污水’
自来水’地下水’养殖水等基质复杂的水体* 我国
%$", 年 + 月正式实施的 \O(,*/-(%!%$"+ -食品
安全国家标准 食品微生物学检验 诺如病毒检
验. (".)中"也未涉及水中 D?d检测* 本试验采用
硝酸纤维素膜吸附)聚乙二醇#]V\$沉淀法对瓶装

水’河水及生活污水中 D?d进行富集并优化其条
件"建立了适用于不同基质水中 D?d实时荧光
&U)]C&检测方法"并将其应用于疑似中毒样品的
检测"为水源性 D?d胃肠炎监测预警提供技术支
持"具有较强的应用价值*

"#材料与方法
"-"#材料
"-"-"#样品

在北京地区采集市售瓶装水’护城河水"在某
生活污水处理厂采集排放口污水"用于方法的建
立* 疑似 D?d中毒水样 "$ 份"由某市疾病预防控
制中心送检* 所有样品 ( k保存"" 周内检测*
"-"-%#主要仪器与试剂

实时荧光 ]C&仪#美国 O;?)&:J$’小型高速离
心机’高速冷冻离心机’@9计’真空抽滤装置’低温
摇床*

_8’:N@ d;H:F&D’R;A;a;E#上海凯杰企业管理
有限公司$"R6% 过程控制试剂盒 #&U)]C&探针
法$’一步法 &U)̂]C&R;<#L?MN:A$’D?d\"外加
扩增控制 &D’均购自北京良润生物科技有限公司"
YAG)6EG@UR ]C&8A5;Q;E?H&GN?S:Fa;E#美国 >[RY$"
]V\*$$$#上海拜力生物公司$"硝酸纤维素膜 #孔
径 $-(! !N"直径 (, NN"德国默克密理博$"牛肉膏
#英国 YjY8Z$"ZD:LG0&D:LG)IHGGJJ9%Y#北京天
根生化科技有限公司$"D?d\"引物及探针由上海
英骏生物技术有限公司合成* U\OV#UH;L’甘氨酸’
牛肉膏 $’ ! l]V\*$$$0D:CF和 %-! l]V\*$$$0
D:CF的配制方法见表 "*

表 "#试剂配制
U:QFG"#&G:BGAEL@HG@:H:E;?A

洗脱缓冲液 成分及制备方法
U\OV UH;LQ:LG"%-" B"甘氨酸 .-* B"牛肉膏 "$ B"超纯水 " ="@9调节至 /-!"高压灭菌
! l]V\*$$$ 0D:CF ]V\*$$$ !$$ B"D:CF*, B"加 " $$$ NF水#加热$溶解"高压灭菌
%-! l]V\*$$$ 0D:CF ]V\*$$$ %!$ B"D:CF(.-! B"加 " $$$ NF水#加热$溶解"高压灭菌

"-%#方法
"-%-"#单因素优化

对水中 D?d富集’&D’提取和纯化等关键步骤
进行单因素优化试验"因素条件见表 %* 在其他因

素固定的条件下#各因素优化前均默认按水平 " 操
作$"每份样品加入 "$ !FR6%"依次按照 ’’O’C’Z’
V的顺序进行试验"每个因素水平进行 ! 份平行样
品检测"优化出回收率最高的因素水平*

表 %#水中 D?d富集优化因素和水平#& t!$

U:QFG%#Y@E;NPN4:3E?HL:AJ FGSGFL?4D?dGAH;35NGAE;A T:EGH
因素 水平 " 水平 % 水平 . 水平 (
’%洗脱条件 超声 "$ N;A 涡旋剧烈振荡 % N;A (!$ H0N;A 振荡 %$ N;A !
O%]V\终浓度 *‘ "$‘ ".‘ "!‘
C%]V\沉淀条件 振荡均质 +$ L"( k下 "!$ H0N;A 孵育 +$ N;A ( k下静置 . 5 ! !
Z%取样体积 $-! = "-$ = "-! = %-$ =
V%]C&抑制剂 未去除 去除 ! !

注%!表示未设置
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"-%-%#R6% 及病毒的浓缩富集
硝酸纤维素膜吸附%河水’生活污水用中速滤

纸过滤#瓶装水无需过滤$"量取一定体积水样#因
素 Z$置于三角瓶中"加入 "$ !FR6% 过程控制"振
荡混匀* 将样品 @9调节至 .-$"加入 !-$* BRBCF%0
+9%Y使其终浓度为 $-$! NN?F0=* 用干净镊子夹
取硝酸纤维素膜"置于过滤瓶上"用正压泵在正压
下将所有水样缓慢通过硝酸纤维素膜* 用干净剪
刀将滤膜剪碎"转入 !$ NF离心管*

]V\沉淀%向离心管中加入 %$ NFU\OV缓冲
液"用 + N?F0=9CF将洗脱液 @9值调节至 ,-$"采用
不同方式洗脱病毒#因素 ’$* 液体转入 !$ NF高速
离心管"按不同终浓度#因素 O$加入 ! l]V\*$$$0
D:CF或 %-! l]V\*$$$0D:CF溶液* 不同条件下沉
淀病毒#因素C$""$ $$$ l@ 离心 .$ N;A"弃上清"再
离心 ! N;A 使沉淀紧凑* 用 " $$$ !F磷酸盐缓冲液
#]O6$重悬沉淀"待提取病毒 &D’*
"-%-.#病毒 &D’的提取及 ]C&抑制剂的去除#因
素 V$

从 _8’:N@ d;H:F&D’R;A;a;E中吸取 !+$ !F已
加入 C:HH;GH&D’的 OP44GH’d=到 "-! NF离心管
中"加入 %$$ !F"-%-% 中病毒富集液"并按照试剂盒
说明书操作"共得到 "$$ !F&D’洗脱液*

&D’抑 制 剂 的 去 除 按 照 YAG)6EG@UR ]C&
8A5;Q;E?H&GN?S:Fa;E说明书操作* 将上述收集的
&D’洗脱液加入 >KN?)6@;AUR 8d)9&C离心柱"
+ $$$ l@ 离心 " N;A* 收集液体用于实时荧光 &U)
]C&检测*
"-%-(#回收率的计算

以水样中添加的 R6% 回收率作为病毒提取的
过程控制"用于计算病毒回收率* 按照 R6% 过程控

制试剂盒说明书提取 &D’""$ 倍稀释配制成为 "$$’
"$ w"’"$ w%’"$ w. 标准系列"分别取 ! !F检测"以
&D’浓度 FB值为 5轴"以其循环阈值#CE$为 K轴"
建立标准曲线* 每份水样中添加 "$ !FR6% 过程控
制"得到 " $$$ !F病毒富集浓缩液"取 %$$ !F提取
&D’"最终得到 "$$ !F洗脱液"取 ! !F检测* 则回
收率#‘$为 O;?)&:J CIjR:A:BGH.-$ 软件计算浓
度乘以 ! $$$*
"-%-!#实时荧光 &U)]C&反应及质量控制

D?d\"的引物’探针序列参照 86Y0U6 "!%"+)%("%)

技 术 规 范 合 成" 上 游 引 物 _D8I%% ’U\UUC’
\&U\\’U\’\&UUCUCb\’& 下 游 引 物 CY\%&%
UC\’C\CC’UCUUC’UUC’C’&探针 _8D8I6% I’R)
’\C’C\U\\\’\\\C\’UC\)U’R&’" 均 配 制 为
"$ !N?F0=* D?d的实时荧光 &U)]C&反应采用一
步法 &U)̂]C&R;<进行"R6% 的检测参照 R6% 过程
控制试剂盒#&U)]C&探针法$说明书进行* 反应体
系见表 ."反应参数为%!$ k逆转录 .$ N;A&/! k预
热 ! N;A&/! k变性"! L"+$ k退火’延伸 .$ L"+! k
延伸 .$ L"(! 个循环"+$ k采集荧光信号* 每份样
品检测的反应孔见表 (*

表 .#反应体系#%! !F$

U:QFG.#R:LEGHN;<

组分
加样量0#!F0反应$

D?d\" R6%

% l&UOP44GH "%-! "%-!

&U)]C&VAcKNGR;< " "

引物’探针 R;< (-"%!: "-!Q

JJ9%Y %-.,! !-$

&D’模板 ! !

注%:上’下游引物及探针取样量分别为 "-%!’%-%! 和 $-+%! !F&Q 由
R6% 过程控制试剂盒提供

表 (#反应孔设置
U:QFG(#&G:3E;?A N:EH;<

反应孔 描述
空白对照
阴性对照

提取过程
控制

扩增控制

样品检测

’孔 ! !F无 &D:LG超纯水 o%$ !FD?d\"引物探针反应体系
O:孔 ! !F阴性提取对照 &D’o%$ !FD?d\"反应体系
C孔 ! !F含 R6% 过程控制水样 &D’o%$ !FR6% 过程控制反应体系
Z孔 ! !F"$$ R6% 过程控制 &D’o%$ !FR6% 过程控制反应体系
V孔 ! !F"$ w" R6% 过程控制 &D’o%$ !FR6% 过程控制反应体系
I孔 ! !F"$ w% R6% 过程控制 &D’o%$ !FR6% 过程控制反应体系
\孔 ! !F"$ w. R6% 过程控制 &D’o%$ !FR6% 过程控制反应体系
9孔 ! !F含 R6% 过程控制水样 &D’o" !F外加扩增控制 &D’o"/ !FD?d\"反应体系
8孔 ! !F"$ 倍稀释的含 R6% 过程控制水样 &D’o" !FD?d\"外加扩增控制 &D’o"/ !FD?d\"反应体系
XQ 孔 ! !F无 &D:LG超纯水 o" !F外加扩增控制 &D’o"/ !FD?d\"反应体系
a孔 ! !F含 R6% 过程控制水样 &D’o%$ !FD?d\"反应体系
=孔 ! !F"$ 倍稀释的含 R6% 过程控制水样 &D’o%$ !FD?d\"反应体系

注%:为 O孔以无 &D:LG超纯水提取 &D’作为模板&Q 为 X孔同时作为阳性对照

"-%-+#实时荧光 &U)]C&质量控制
空白对照’阴性对照无荧光信号检出或 CE值#($"

阳性对照有荧光信号检出且出现典型的扩增曲线"
检测有效* R6% 过程控制回收率#"‘&若回收率
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v"‘"需重新检测* 扩增控制需满足样品原液抑制
指数#9孔 CE值)X孔 CE值$ v%-$$"如抑制指数#
%-$$"需比较 "$ 倍稀释水样的抑制指数#8孔 CE值)
X孔 CE值$ &如 "$ 倍稀释水样扩增的抑制指数 v
%-$$"则扩增有效"采用 "$ 倍稀释水样 &D’的 CE
值作为结果* 上述条件需同时满足"否则检测
无效*
"-%-,#送检样品的检测

为了验证建立方法的适用性"对北京地区采集
的 "* 份水样进行检测* 样品检测孔的 CE值#.$
则判定为 D?d\"阴性"CE值 v.$ 则判定为 D?d\"
阳性*

%#结果
%-"#单因素水平优化及方法回收率

不同因素水平下 R6% 的回收率见表 !* 因素

水平 ’. 即+(!$ H0N;A 振荡 %$ N;A,对病毒的洗脱
效果最好"回收率在 ,/-+‘ m"$"-%‘* 随着 ]V\
终浓度的增加回收率提高"在因素水平 O% 即
+]V\终 浓 度 "$‘, 时 达 到 最 高 为 *$-*‘ m
//-"‘"随后逐步降低* 因素水平 C" 即 +振荡均
质 +$ L"( k下"!$ H0N;A孵育 +$ N;A,的 ]V\沉淀
条件下"回收率最优* 在优化得到的 ’.O%C" 条件
下"对不同种类水样进行因素 Z取样体积的优化*
瓶装水中 R6% 的回收率在 %$-.‘ m.(-.‘"( 个
水平未显示出较大差异* 河水在取样体积达到水
平 ( 即 %-$ =时" R6% 的 回 收 率 从 "/-.‘ m
.(-.‘下降至 /-+‘ m"/-*‘&生活污水在取样体
积达 到 水 平 . 即 "-! =起"R6% 的 回 收 率 从
",-.‘ m%+-*‘下降至 *-!‘ m"/-(‘&因此"瓶
装水’河水’生活污水分别按照 "-!’"-$ 和 $-! =
取样进行因素 V的优化*

表 !#因素 ’mZ不同水平下 R6% 的回收率#& t!$

U:QFG!#&G3?SGHK?4R6% :E4:3E?H’E?Z

因素 样品种类
回收率0‘

水平 " 水平 % 水平 . 水平 (
’%洗脱条件 瓶装水 %*-+ m+"-" +"-/ m++-* ,/-+ m"$"-% !
O%]V\终浓度 瓶装水 +,-+ m,*-$ *$-* m//-" (.-( m!+-* %/-/ m.,-!
C%]V\沉淀条件 瓶装水 %+-% m(,-! "+-( m%,-* ! !
Z%取样体积 瓶装水 %+-+ m%/-$ %$-. m%,-+ %/-! m.(-. %/-% m%/-/

河水 %(-. m.(-. %(-/ m."-/ "/-. m.$-+ /-+ m"/-*

生活污水 %.-% m%+-* ",-. m%!-/ *-! m"/-( *-* m"*-$

注%!表示未设置

##不同种类水样中因素 V#]C&反应抑制剂$对
检测的影响见表 +* 瓶装水中 ]C&抑制剂去除前后
原液抑制指数分别为 $-!! 和 $-%*"均小于 %&河水
中 ]C&抑制剂去除前原液抑制指数和 "$ 倍稀释液
抑制指数分别为 %-,$ 和 "-$+"去除后分别为 %-(%
和 $-%/"抑制剂的去除使 "$ 倍稀释液抑制指数明
显下降&生活污水中也得到了相同结果&因此"对河
水’生活污水进行 ]C&抑制剂的去除* 用建立的方
法对不同种类水样中 R6% 的回收率进行检测"瓶装
水’河水和生活污水的平均回收率分别为 #+$-" n
*-$$‘’#%%-$ n+-!$‘和#.!-, n*-"$‘"见表 ,*

表 +#因素 V抑制剂的影响

U:QFG+#8N@:3E?4]C&4:3E?HV;A5;Q;E?H
样品种类 水平 原液抑制指数 "$ 倍稀释抑制指数

瓶装水

河水

生活污水

水平 " $-!! $-.$

水平 % $-%* $-$%

水平 " %-,$ "-$+

水平 % %-(% $-%/

水平 " $-,( $-.(

水平 % $-%+ w$-%.

%-%#样品检测
用所建立的方法对 "$ 份送检样品进行D?d\"

表 ,#不同水源中 R6% 的回收率#& t!"‘$

U:QFG,#&G3?SGHK?4R6% ;A J;44GHGAET:EGH

样品种类
回收率0‘

" % . ( ! $5nC

瓶装水 (+-, +!-" ++-+ !*-/ +.-$ +$-" n*-$

河水 "!-" ",-+ %$-/ ."-+ %(-/ %%-$ n+-!

生活污水 .!-( (.-! %(-/ ."-" (.-* .!-, n*-"

检测* 结果显示"检测有效的条件下"" 号’! 号和 *
号样品出现典型的扩增曲线"CE值均 v.$#分别为
%,-%(’%*-!/’ %,-$/ $"判定为 D?d\"阳性"见
表 **

表 *#送检样品 D?d\"检测结果

U:QFG*#UGLEHGLPFEL?4LPQN;EEGJ L:N@FGL
样品编号 样品名称 CE值 结果判定
" 饮水机水 %,-%( o
% 桶装水 ..-!( w
. 自来水 ..-+% w
( 饮水机水 ."-!! w
! 饮水机水 %*-!/ o
+ 自备井水 ."-+% w
, 矿泉水 ..-"" w
* 地下污水 %,-$/ o
/ 饮用水 .%-*+ w
"$ 洗菜水 .%-"" w

注% o为 D?d\"阳性" w为 D?d\"阴性



不同水源中 \"型诺如病毒实时荧光逆转录聚合酶链式反应检测方法建立及应用!!!李楠"等 !+$"## !

.#讨论
水中病毒浓度一般很低"需取大体积水样富集

后才能检测"86Y0U6 "!%"+)% 采用正电膜吸附)超滤
离心从 $-. m! =瓶装水中富集 D?d* 本试验前期
曾参照该法开展了相关研究"发现受样品基质成分
的差异及病毒浓度的影响"不同样品超滤离心后获
得的浓缩液体积相差较大"需要根据实际情况调节
转速’时间等参数"且存在堵膜的情况"难以建立一
个标准化的适用于多种水样的标准化操作* 此外"

国内外学者对水中 D?d富集方法的研究多集中在
终端超滤)]V\沉淀病毒* ZV\8\=8Y等 ("() 采用
R’j8I=Vj %! VCY 过 滤 系 统 和 7=U&’D)
R8D8I=Vj过滤系统对井水中 D?d进行两步法连
续富集"该过滤系统采用分子截留量 "$ MZ的聚丙
烯膜"将 %$ =井水最终浓缩到 ($ NF* _8D等 (/)采
用离心’滤纸过滤’硝酸纤维膜吸附’]V\沉淀法
对 %$"( 年河北省一家宾馆暴发 D?d急性胃肠炎
的饮水井水进行检测"将 ! =样品浓缩到 " NF* 然
而"有学者认为大体积样品同时也将水中的 ]C&
抑制剂浓缩"从而干扰 ]C&检测造成假阴性结果&

因此"本试验在现有硝酸纤维素膜吸附)]V\沉淀
法基础上"对病毒洗脱条件’]V\终浓度’]V\沉
淀条件’]C&反应抑制剂以及不同水样的取样体
积进行了优化*

试验结果显示"随着 ]V\终浓度在 *‘ m"!‘

范围内的增加"R6% 回收率呈现先增长后下降的趋
势"在 "$‘时达到最高回收率* 此外"本试验结果
也证实了取样体积并非越大越好"应因水质而异*
瓶装水由于生产中经过了精滤’灭菌等工艺处理"

去除了杂质和细菌"R6% 回收率受取样体积影响不
大"且 ]C&抑制剂去除前后原液抑制指数均小于 %&
而河水在取样量达到 "-! m%-$ =时 R6% 回收率呈
现降低趋势"且抑制剂去除前原液抑制指数均大于
%"去除后 "$ 倍稀释液抑制指数率降低明显&因此在
实际工作中"应根据水样种类在一定范围内选取不
同初始体积检测"并进行抑制剂的去除*

本试验采用二次浓缩方法富集病毒"引用
86Y0U6 "!%"+)% 技术规范中公布的 D?d\"引物’
探针检测体系* 对 . 种水样 R6% 添加回收试验结
果显示"抑制指数’回收率均达到了 \O(,*/-(%!
%$"+ 及 86Y0U6 "!%"+)% 关于检测有效性的要求"对
某市疾病预防控制中心送检的 "$ 份疑似 D?d中毒
水样进行的检测进一步验证方法的适用性"为中毒
事件的病原调查提供了佐证* 所建方法与国内外
同类研究 ("!)",)相比具有适用水样范围广’结果可信
度高’方法易推广等特点"但同时也存在一些局限

性问题有待进一步分析研究"例如对大体积水样处
理上能力不足以及对更广泛来源水样检测适用性
的验证*
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(",)#叶晓艳2饮用水中病毒浓缩及检测方法的研究和应用(Z)2
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实验技术与方法
超高效液相色谱)串联质谱法测定纯牛奶中喹乙醇及其代谢物

马晓年!张秀清!张瑞雨!赵丽!陈俊秀
!昆明市疾病预防控制中心" 云南 昆明#+!$%%*#

摘#要!目的#建立可靠的前处理方法!采用超高效液相色谱)串联质谱法检测纯牛奶中喹乙醇及其代谢物 .)甲

基)喹噁啉)%)羧酸(R_C’)# 方法#样品经盐酸水解!乙腈)乙酸乙酯("u"!#"#)提取!分析了直接浓缩及分别经
]’j"]V]固相萃取小柱净化"富集的结果&以乙腈)$-$!‘氨水为流动相!经 8AGHEL;FYZ6). 色谱柱 (%-" NNl"$$

NN!. !N)分离!采用多反应监测正离子模式进行定性及定量分析# 结果#直接浓缩具有较好的回收率!喹乙醇的

方法检出限为 $-$+ !B0MB!方法定量限为 $-%$ !B0MB!在 $-%$""-$$"!-$$ !B0MB. 个加标水平下回收率分别为
+/-*‘""""‘"/,-(‘&R_C’的方法检出限为 $-$% !B0MB!方法定量限为 $-"$ !B0MB!在 $-"$""-$$".-$$ !B0MB.

个加标水平下回收率分别为 ,!-*‘"""%‘""",‘# 结论#该检测方法适用于纯牛奶中喹乙醇及其代谢物残留的

检测#

关键词!喹乙醇& .)甲基)喹噁啉)%)羧酸& 超高效液相色谱)串联质谱& 纯牛奶& 兽药残留
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##喹乙醇#?F:̂P;AJ?<$ 又称喹酰胺醇"属喹噁啉
类化合物 (") "商品名为倍育诺’快育灵"该类药物具
有明显的促进动物生长的作用"且具有较强的抑菌
作用 (%) "广泛用于促进猪’牛’鸡’羊生长和抗菌治
病* 喹乙醇在动物体内代谢后会生成 .)甲基)喹噁
啉)%)羧酸 #R_C’$"它能抑制脱氧核糖核酸的合


