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摘"要!目的"结合不同标准和规范方法!对罗氏 E=A.TZ=̂! g=T诺如病毒检测试剂盒#以下简称罗氏方法$进行
评价" 方法"通过对 #!4 份门诊腹泻病人粪便标本和 !’3 份市场零售贝类样品中诺如病毒核酸平行检测!对比罗
氏方法与我国 VK6R#%#%(#&!&)国境口岸诺如病毒检测方法*中逆转录2聚合酶链反应检测诺如病毒核酸方法#以
下简称 VK6R方法$对粪便标本与贝类样品中诺如病毒核酸检测结果的差异" 结果"粪便标本的罗氏方法检测阳
性率为 #4)#*#’56#!4$!而 VK6R方法检测阳性率为 !4)’*#-36#!4$!两方法结果一致率为 3’)4*!检出率差异有
统计学意义#!+&)&’$" 贝类样品的罗氏方法检测阳性率为 -#)5* #’#6!’3$!VK6R方法检测阳性率为 -&)1*
#136!’3$!两方法对诺如病毒检测结果的一致率为 34)-*!检出率差异无统计学意义#!,&)&’$" 结论"市场零
售贝类样品中诺如病毒污染率较高!罗氏方法以其快速’简便’灵敏’可靠的优点值得在食品微生物检测行业推广"
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""诺如病毒#B)-)C2-+,"K?j$是全球范围内主要的 腹泻病原体之一"每年感染病例数远超沙门菌(弯曲
菌等常见致病细菌"在学校(饭店(医院等人员密集场
所时有感染暴发的报道)!2#* + 诺如病毒属于杯状病毒
科中诺如病毒属的原型代表株"依据病毒衣壳蛋白
ja! 序列的差异"诺如病毒可分为 B;fBj五个基因
群"其中引起人类感染的主要是 B;和 B;;群)-* +

目前诺如病毒的检测方法主要有分子生物学和免
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疫学方法两大类"其中分子生物学方法中的逆转录2聚
合酶链式扩增反应#US[SUPSQ TU>@P8U=]T]?NOWSU>PS8.>=@
US>8T=?@"/R2aH/$方法相对较特异(灵敏"在食品污染
物检测中应用广泛)1* + 国内和国际诺如病毒检验规范
中"均有以 /R2aH/原理为基础的标准检验方法)’23* +
鉴于诺如病毒在食品安全中的重要地位"不同检测试
剂公司也开发了一系列针对诺如病毒的检测试剂盒+

本试验主要参考欧盟 ;VD6RV !’#!%,Z=8U?Y=?N?AO
?99??Q >@Q >@=W>N9SSQ2.?U=_?@T>NWST.?Q 9?UQSTSUW=2
@>T=?@ ?9.S]>T=T=P0[=UMP>@Q B)-)C2-+,=@ 9??Q MP=@AUS>N2
T=WSaH/-)4*方法中的前处理方法"比较罗氏E=A.TZ=̂!
g=T#以下简称罗氏方法$与 VK6R#%#%!#&!&,国境口
岸诺如病毒检测方法-)’*中 /R2aH/检测诺如病毒核
酸方法#以下简称 VK6R方法$对门诊腹泻病人粪便标
本和零售贝类样品中诺如病毒检测结果的异同+

!"材料与方法
!)!"材料
!)!)!"样品来源

#&!1 年 !& 月!#&!’ 年 # 月"从中国人民解放
军总医院腹泻门诊收集腹泻病人粪便标本 #!4 份&
#&!’ 年 !& 月!#&!% 年 # 月"从北京市市场采集贝
类样品 !’3 份"其中%生蚝 ’4 份(牡蛎 -- 份(海虹 -1
份(扇贝 !’ 份(蛤蜊 !5 份"均用于本方法验证研究+
!)!)#"主要仪器与试剂

E=A.T8O8NSU! 13& 荧光定量 aH/仪 #罗氏公
司$(普通 aH/仪#美国伯乐$(碎花制冰机(高速冷
冻离心机(恒温混匀器(电子天平(生物安全柜+

蛋白酶 g(US8?WY=@>@T(aH/BU>QS(J=A. ]MUS
[=U>N/K0g=T(E=A.T8O8NSU! 13& /K0Z>PTSUJOQU2
?NOP=PaU?YSP和 E=A.TZ=̂! g=TB)-)C2-+,均购自罗氏
公司"磷酸盐缓冲液"本研究所使用的 a0BG级 aH/
引物由上海英俊公司合成"诺如病毒阳性质控样品
#中国食品药品检定研究院$"D@S2PTS] /R2aH/试
剂盒#大连宝生物公司$+
!)#"方法
!)#)!"样品前处理

粪便标本中病毒 /K0提取%取约 &)! A软便或
&)! WN稀便标本"加入 ! WN磷酸盐溶液#]Jo4)1$"
涡旋振荡混匀"’ &&& n6 离心 ’ W=@"取上清 #&& !N"
用 J=A. ]MUS[=U>N/K0提取试剂盒"按使用说明提取
病毒 /K0"将提取物 l3& (保存备用+

贝类样品病毒 /K0提取%参照 ;VD6RV !’#!%
方法"取 ’ 个贝类样品解剖"将分离的消化腺和肠道
组织混合均质"称取均质液##)& r&)!$ A"加入 # WN
磷酸盐溶液和 &)# WA蛋白酶 g"-4 (振荡 ! . 后"

%& (水浴 !’ W=@"- &&& n6 离心 ’ W=@"取上清
#&& !N"用 J=A. ]MUS[=U>N/K0提取试剂盒提取
/K0"将提取物 l3& (保存备用+

!)#)#"诺如病毒 /R2aH/检测
VK6R方法%采用常规 /R2aH/方法"上游引物

bj!#% 0R0HH0HR0RB0RBH0B0RR0" 下 游 引 物
bj!-%RH0RH0RH0HH0R0B000B0B"其扩增的区域
为诺如病毒 /K0聚合酶区域"目的片段大小为
-#% Y]+ 用上述标本和样品中提取的 /K0进行诺
如病毒检测"如电泳后出现标准中指定的诺如病毒
预期产物"且阴性对照未检出"阳性对照检出则判
断诺如病毒检测结果为阳性+ 然后对扩增产物进
行序列测定"使用 ZSA>’ 软件"将测得的序列与
BS@e>@X 中权威参考诺如病毒序列进行比对分析"
判断诺如病毒的具体型别+

罗氏方法%采用荧光定量 /R2aH/方法"可以检
测 B;和B;;&扩增的区域为D/L! 和D/L# 链接区域"
扩增产物大小为 51 Y]"使用荧光 :K0水解探针"检
测阳性则在 ’-& @W通道检测有信号增强&使用 ZV#
噬菌体 /K0片段作为内控"对该片段进行扩增"在
%!& @W通道检测&使用特异性探针与扩增产物片段
杂交"在 %4& @W通道检测"如果有溶解曲线信号出
现"则认为是 B;;型诺如病毒检出"如没有溶解曲线
的出现则是 B;型诺如病毒检出+ 由于涉及该公司的
技术保密问题"具体的引物和探针的序列没有详细的
公开+ 参照该试剂盒的说明书"对从上述标本和样品
中提取的 /K0进行诺如病毒检测"如检出诺如病毒"
则使用 E=A.T8O8NSU! 13&VF!)’)! 软件对扩增产物进
行分析"判断诺如病毒的具体型别"具体判断标准见
表 !+ 同时还使用了诺如病毒质控对病毒 /K0的提
取过程进行监测"如外部质控没有检出"可能在 /K0
提取过程存在问题+
!)-"统计学分析

使用 VaVV !5)& 软件中卡方检验程序"对诺如
病毒检验结果的差异进行分析+ 按如下公式"对检
验结果一致性进行分析%

检验结果一致率 o)#两种方法均确证为阳性
样品数量 k两种方法均确证为阴性样品数量$6样
品检测总数$* n!&&*

#"结果
#)!"粪便标本和贝类样品诺如病毒扩增序列的系
统发育分析

使用 ZSA>’ 软件对粪便标本和贝类样品 VK6R
方法成功测序的序列与 BS@e>@X 中已有的诺如病
毒序列进行比对分析"结果见图 !+ """"
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表 !"E=A.T8O8NSU! 13&VF!)’)! 检测结果的判定标准
R>YNS!"HU=TSU=>9?UQSTSUW=@>T=?@ ?9TSPTUSPMNTPYOE=A.T8O8NSU! 13&VF!)’)!

检测结果
水解探针

#1%’ f’!& @W$L0Z
内对照

#’-- f%!& @W$
杂交探针分型 B;B;;EH%4&

#153 f%%& @W$ 阴性对照 结果判读

B; 有扩增 有无扩增均可 无信号 无扩增 B"
B;; 有扩增 有无扩增均可 溶解峰在 ’& f%& ( 无扩增 B#
阴性 无扩增 有扩增 无信号 无扩增 阴性
aH/抑制 无扩增 无扩增 无信号 无扩增 aH/抑制

注%L0Z为 ’2羧基荧光素

注%(表示粪便标本共 !5 份"均为 B;;型&)表示贝类样品共 -1 份"均为 B;;型

图 !"粪便标本和贝类样品诺如病毒扩增序列的系统发育分析结果
L=AMUS!"a.ON?AS@ST=8>@>NOP=P?9B)-)C2-+,>W]N=9=8>T=?@ PS‘MS@8SP9U?W9S8>NP]S8=WS@P>@Q P.SNN9=P. P>W]NSP

#)#"门诊腹泻病人粪便标本中诺如病毒检测
#!4 份粪便标本中"用罗氏方法检测"诺如病毒

阳性率为 #4)#*#’56#!4$"而用 VK6R方法检测"诺
如病毒阳性率为 !4)’*#-36#!4$"两方法结果一致
率为 3’)4*"罗氏方法对诺如病毒的检出率高于
VK6R方法"差异有统计学意义#!+&)&’$"详见表 #+

表 #"两种方法对粪便标本中诺如病毒的检测结果#份$

R>YNS#"/SPMNTP?9T\?WST.?QP9?UQSTS8T=?@ ?9

B)-)C2-+,=@ 9S8>NP>W]NSP

VK6R方法
罗氏方法

阴性 阳性
合计

阴性 !’- #% !45

阳性 ’ -- -3

合计 !’3 ’5 #!4

""通过对扩增产物溶解曲线分析发现"罗氏方

法检出的 ’5 份阳性粪便标本中"’4 份为 B;;型"#
份为 B;型&对 VK6R方法检测出的 -3 份阳性标本
扩增产物进行测序分析"其中 !5 份标本 aH/产物
测序成功"经与 BS@e>@X 中已有病毒序列比对发
现均为 B;;型"用 VK6R方法未检出 B;型诺如
病毒+
#)-"贝类样品中诺如病毒检测

对 !’3 份贝类样品采用罗氏方法和 VK6R方
法进行检验"具体种类及详细检测结果见表 -+
!’3 份贝类样品中"用罗氏方法进行检测"诺如病
毒检出率为 -#)5* #’# 6!’3 $ "而用 VK6R方法的
检出率为 -&)1*#13 6!’3$ "两方法对诺如病毒检
测结果的一致率为 34)-*"检出率差异无统计学
意义#!,&)&’$"详见表 1+



! ’&""" !
中国食品卫生杂志

HJ;KGVGbDC/K0EDLLDD:JdB;GKG #&!4 年第 #5 卷第 ! 期

表 -"!’3 份贝类样品中诺如病毒检测结果#份$

R>YNS-"/SPMNTP?9B)-)C2-+,QSTS8T=?@ =@ !’3 P>W]NSP

?9P.SNN9=P.

样品种类
检测
样品数

罗氏方法
阳性样品

VK6R方法
阳性样品

两方法同为
阳性样品数

生蚝 ’4 #& #& !1

牡蛎 -- 4 4 %

海虹 -1 #! #& !5

扇贝 !’ # ! !

蛤蜊 !5 # & &

合计 !’3 ’# 13 1&

表 1"贝类样品中诺如病毒检测结果#份$

R>YNS1"/SPMNTP?9B)-)C2-+,QSTS8T=?@ =@ P.SNN9=P.

VK6R方法
罗氏方法

阴性 阳性
合计

阴性 53 !# !!&

阳性 3 1& 13

合计 !&% ’# !’3

""通过对扩增产物溶解曲线分析发现"罗氏方法
检出的 ’# 份阳性样品中"15 份为 B;;型"- 份为 B;
型&对 VK6R方法检测出的 13 份阳性样品扩增产物
进行测序分析"其中 -1 份样品测序成功"经与
BS@e>@X 中已有序列进行比对"发现均为 B;;型"用
VK6R方法未检出 B;型诺如病毒+

-"讨论
本研究平行使用罗氏和 VK6R方法"对 #!4 份

门诊腹泻病人粪便标本和 !’3 份市场采集的贝类样
品中诺如病毒检测进行了对比测试分析"结果显示
罗氏方法对粪便标本中诺如病毒的检出率高于
VK6R方法"差异有统计学意义 #!+&)&’$"而对贝
类样 品" 两方法的 检出率 差异 无统计 学 意 义
#!,&)&’$+ 此结果提示"罗氏方法使用的引物和
探针对腹泻病人粪便标本和贝类样品中的诺如病
毒均有较好的覆盖性"可分别适用于两类样本的检
测"此结果为今后食品病毒检测用分子试剂盒的比
对分析提供了参考数据+

本研究结果显示"针对粪便标本"两方法诺如病
毒的检出率存在明显差异"而对贝类样品"两方法的
检出率差异较小+ 根据对粪便和贝类诺如病毒阳性
分型结果"粪便标本中的诺如病毒型别较多"而贝类
样品中诺如病毒型别较单一"这可能是两方法所使用
引物对不同病毒种类的覆盖性不同造成的+ 首先"罗
氏方法的扩增位点为 B;和 B;;诺如病毒 D/L! 和
D/L# 链接区域)52!&* "结合溶解曲线分析可区分;和;;

型诺如病毒"而 VK6R方法扩增的区域为 D/L! 区域
中的 /K0依赖的聚合酶片段)!!* "这一检测靶点的差
异可能对检测结果造成一定影响+ 另外"本研究使用
的粪便标本来自门诊腹泻病人"阳性标本中病毒序列

的多样性可能高于来源相对集中的近海养殖的贝类
样品+ 罗氏方法为增强覆盖性"引物和探针使用了简
并序列"这可能也是造成与 VK6R方法检出阳性率差
异的原因之一+

在方法设计上"罗氏方法存在一定的优越性+
该方法使用噬菌体 ZV# /K0作为 /R2aH/扩增反
应的内部阳性质控"而 VK6R方法是采用传统的
aH/扩增和电泳方法"未设置内部质控"不能识别
/K0提取物中是否存在对 /R2aH/扩增过程的抑
制剂+ 其次"罗氏方法结合溶解曲线分析"可直接
区分 ;和 ;;型诺如病毒"而 VK6R方法则需要对扩
增产物进行测序"才能区分诺如病毒的具体型别"
鉴于 aH/扩增产物的浓度时常较低"如本研究结果
显示"较容易出现测序失败+

综上"本研究显示"北京冬季市场采集的贝类
样品中"诺如病毒污染率较高"VK6R方法和罗氏方
法均可用于贝类样品中诺如病毒的检测"而罗氏方
法以其快速(方便"且准确性与 VK6R方法相当的特
点值得在食品微生物检测行业推广+
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研究报告
e>=UQ2a>UXSU琼脂上被抑制的金黄色葡萄球菌的筛选与特征研究

于海瑶!!#!骆海朋#!任秀#!张庆生#!丁宏#!孟庆群!!王玉杰!!雷晓利!!崔生辉#

!!$吉林省长春市食品药品检测中心"吉林 长春"!-&&!##
#$中国食品药品检定研究院"北京"!&&&’&$

摘"要!目的"对在 e>=UQ2a>UXSU琼脂平板上被抑制的金黄色葡萄球菌#以下简称金葡菌$的遗传特征进行深入研

究!并提出针对性检验措施" 方法"通过对 !#4 株不同来源的金葡菌和 3 株金葡菌标准菌株在 e>=UQ2a>UXSU琼脂平

板上进行测试!筛选在 e>=UQ2a>UXSU琼脂平板上被抑制的金葡菌!并对菌株的遗传特征进行分析!同时检测

e>=UQ2a>UXSU琼 脂平板中的抑菌成分对金葡菌的抑制作用" 结果"- 株分离自北京猪肉馅中的菌株和金葡菌标准

菌株#HZHH#%!!#$在 e>=UQ2a>UXSU琼脂上生长率低于万分之一!e>=UQ2a>UXSU琼脂基础培养基中添加甘氨酸

#!#)& A6E$可明显抑制这 1 株金葡菌的生长!而六水合氯化锂#’)& A6E$’丙酮酸钠#!&)& A6E$和卵黄亚碲酸钾

#’& WN$的添加对这 1 株金葡菌的生长没有明显影响%这 1 株菌在高盐甘露醇琼脂和科马嘉显色平板上的生长率

均高于 %&*%脉冲场电泳#aLBG$分析发现!北京来源的 - 株金葡菌为同一 aLBG型别!与标准菌株#HZHH#%!!#$

存在明显差异" 结论"为保证食品安全国家标准检验方法 Be1435)!&(#&!& 对不同金葡菌计数的覆盖性!计数

检验过程中应使用两种或两种以上金葡菌选择性平板"

关键词!金黄色葡萄球菌% e>=UQ2a>UXSU琼脂% 计数% 生长抑制% 筛选% 特征% 检验方法
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