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摘 要：以食物和水作为传播基质的诺如病毒（NoV）能够在全球范围内引发急性肠胃炎，但目前没有特效的抗病

毒药物，只能通过快速检测在早期筛查识别 NoV，从而预防 NoV 的传播并及时做出干预措施。传统的检测方法耗

时耗力，操作繁琐，不利于 NoV 的即时检测，因此 NoV 快速检测技术的建立成为研究者不断探究的问题。目前已

有一些快速检测方法的报道，但由于 NoV 体外不可培养的特性，很难进行方法间的试验比较。因此，本文针对目前

报道较多的快速检测技术进行了梳理，综述了分子生物学、免疫学、生物传感器等技术在 NoV 快速检测中的应用及

发展趋势，从方法的检出限、检测时间以及优缺点等进行了整理比较，以期为将来 NoV 的现场快速检测及后续相关

新型检测技术的研究提供参考。
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Abstract： Norovirus （NoV）， which transmits through food and water， can cause acute gastroenteritis worldwide.  
However， there is no specific antiviral drug.  To prevent the spread of NoV outbreaks and intervene in time， only rapid 
detection and screening can identify NoV at the early stage.  Traditional detection methods are time-consuming， labor-
intensive， and the operation is cumbersome， which is not suitable for the real-time detection of NoV.  Therefore， the 
establishment of NoV rapid detection technology has become an ongoing issue for researchers.  Though many rapid 
detection methods have been reported， it is difficult to compare these methods because of the unculturable nature of NoV 
in vitro.  Therefore， the currently reported rapid detection technologies are sorted out， and the research status at home and 
abroad is briefly introduced.  The application and development trend of molecular biology， immunology， biosensor and 
other technologies in the rapid detection of NoV is reviewed.  The detection limit， detection time， advantages and 
disadvantages of the methods are compared.  It is expected to provide a reference for the on-site rapid detection of NoV and 
subsequent research of relevant novel detection technologies.
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1986 年，研究人员从美国诺瓦克镇一位急性

胃肠炎患者的腹泻粪便中分离出一种病毒病原，并

以其发现地命名，称为诺瓦克病毒（Norwalk virus，
NV）。随后，世界各地陆续分离出多种与之形态相

似但抗原略有差异的病毒样颗粒，均以其发现地命

名。后来研究者为方便统计，将这些病毒统称为诺

瓦克样病毒（Norwalk-like viruses，NLVs），2002 年

8 月，第 8 届国际病毒命名委员会批准该病毒统一

更名为诺如病毒（Norovirus，NoV）。作为 RNA 病毒

之一的 NoV 具有感染剂量低、发病时间快、传播能

力强等特点，且由于自身的遗传特性，使得 NoV 极

易发生变异与重组，这给 NoV 的检测工作带来了很

大困难［1-2］。目前，GⅠ、GⅡ以及 GⅣ型 NoV 是感染人

类的主要基因型［3］，GⅡ型 NoV 更是被称为继轮状病

毒与肠聚合性大肠杆菌后的第三大常见病原体。

NoV 爆发主要出现在人口密集的环境中，如医院、

养老院、学校以及餐厅等，在受到污染的食物和水

以及人与人之间进行传播。

据我国疾控中心报道，NoV 在全球范围内每年

可导致 7 亿人感染，20 万人死亡。但 NoV 感染属

于自限性疾病，目前既没有特效药物也没有预防疫

苗，只能通过前期快速检测来进行风险筛查。但传

统的检测方法需要进行洗脱与富集，不仅检测周期

长且不适用于现场检测，食品中所含的各种基质也

会影响检测结果［4］。随着生物技术的不断发展，许

多高效快速的检测方法陆续被开发［5］，为早期预防

NoV 打下基础。本文对目前最新的 NoV 快速检测

技术研究进展及成果进行了总结概述，以期为将来

NoV 快检方法的研发及应用提供参考。

1　分子生物学技术

1. 1　反转录-聚合酶链式反应（Reverse transcription-

polymerase chain reaction，RT-PCR）
RT-PCR 是 一 种 将 RNA 的 反 转 录（Reverse 

transcription，RT）和 cDNA 的 聚 合 酶 链 式 扩 增

（Polymerase chain reaction，PCR）相结合的技术。首

先将病毒 RNA 反转录为 cDNA，再以 cDNA 为模板

扩增合成目的片段。荧光定量 RT-PCR 技术是目前

临床检测 NoV 的主要方式，该技术在 PCR 体系中

加入了荧光染料，通过检测荧光信号强度实现对反

应体系中的模板进行实时定量的目的。 SUMMA
等［6］采用该技术建立了快速检测树莓中 NoV 的方

法 ，最 低 可 在 每 25 g 样 品 中 检 出 100 copies 的

NoV。郭艳飞［7］使用荧光定量 RT-PCR 对 18 份腹

泻患者粪便样本中的 GⅠ、GⅡ型 NoV 进行定量检测，

测序结果证实检测符合率为 100％，且荧光定量

RT-PCR 的最低检出限为 100 copies/μL，相比于常

规 RT-PCR 检测方法，不仅检测效率远超过后者，检

测时间也大大减少。荧光定量 RT-PCR 作为目前检

测病原微生物的“金标准”，应用范围十分广泛［8］，目

前已经在临床检测中占据了重要位置。

1. 2　环介导等温扩增技术（Loop-mediated isothermal 
amplification，LAMP）

LAMP 是一种新型的体外恒温核酸扩增技术，

它利用 4 种针对靶基因不同区域设计的特异性引

物，通过链置换 DNA 聚合酶的作用，可在 60 ℃ ~
65 ℃恒温条件下完成核酸快速扩增［9］。董青［10］将

LAMP 与杂交链式反应（Hybridization chain reaction，
HCR）联合使用，借助便携式血糖仪，开创了一种新

型 NoV 检测技术，该技术将 LAMP 与带有蔗糖酶的

HCR 产物在磁球表面进行偶联，并将扩增产物接到

磁球上，当磁球与等体积的蔗糖接触时，蔗糖就会

被水解成葡萄糖，再取一定体积的混合物使用血糖

仪测定葡萄糖含量，最终达到检测 NoV 的目的。该

技术具有成本低和易于操作等优点，并可实现 NoV
的现场快速检测，最低可在 2％的粪便样品中检测

到 30 copies 的 NoV 模板。罗剑鸣等［11］建立了一种

可以基于颜色变化特异检测 GⅡ型 NoV 的逆转录环

介导等温扩增（Reverse transcription-LAMP，RT-LAMP）
方法，在扩增前加入染料羟基萘酚蓝作为反应指示

剂，反应结束后肉眼可直接判定阳性结果，整个反

应过程只需 60 min，最低可检测出 1000 copies/μL 
NoV RNA，与 RT-PCR 灵敏度水平相当。该技术具

有简单、快速、特异性强、灵敏度高等特点，为未来

NoV 现场快速检测提供了一种新思路［12］。但 LAMP
技术对引物的要求比 PCR 方法高很多，设计符合要

求的特异性引物比较困难，而反应过程中还需加入

多条引物，又可能造成因碱基互补产生二聚体而导

致假阳性的结果［13］。

1. 3　重组酶聚合酶扩增技术（Recombinase polymerase 
amplification，RPA）

RPA 是一种被称为可以替代 PCR 的核酸检测

技术，该技术依靠从大肠杆菌中提取的重组酶对引

物进行退火，并辅以金黄色葡萄球菌的 Sau DNA 聚

合酶从而实现短时间内对目标区域指数级扩增的

目的［14］，整个过程仅需 10 min 左右。 JIA 等［15］将

RPA 与横向流动（Lateral fow，LF）试纸条相结合，开

发 了 1 种 一 步 法 快 速 检 测 NoV 的 方 法 ——RT-

RPA-LF 法，整个检测过程在 20 min 内完成，并可现

场检测人类粪便中的 GⅡ型 NoV，最低可检测 50 
copies 的 NoV。RPA 方法［16］可摆脱常规仪器的束

缚，在 25 ℃~42 ℃下就可以完成扩增反应，且可以
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达到定量的要求。但该方法也存在一些缺点，如在

RPA 反应结束后，往往需要增加纯化步骤，否则在

进行琼脂糖凝胶电泳检测时会出现严重的拖尾现

象。另外，由于 RPA 反应是在恒温下完成［17-18］，这

就导致反应过程中缺少 PCR 热循环反应来避免引

物之间的结合，难以避免部分非特异性扩增，从而

影响最终的结果判断。

1. 4　重组酶介导等温核酸扩增技术（Recombinase 
aided amplification，RAA）

RAA 是我国近年来研发的一种用于病原体检

测的新型等温核酸扩增技术，其原理是由重组酶、

单链结合蛋白与引物形成复合体扫描双链 DNA，在

与引物同源的序列处使双链 DNA 解旋，在能量和

dNTP 存在的情况下，由 DNA 聚合酶完成链的延

伸。一般在 30 ℃~42 ℃的条件下，5~20 min 就可以

完成核酸的快速扩增［19］。而利用荧光标记的探针，

还可以进行荧光检测，实现定量分析。QIN 等［20］建

立了一种逆转录重组酶介导等温核酸扩增（Reverse 
transcription-RAA，RT-RAA）方法，可快速特异性检

测 GII. 4 型 NoV，最低可在 30 min 内检出 3. 425 lg 
copies 的 GII 型 NoV 模板。RAA 技术具有灵敏度

高、特异性强、检测过程方便快捷等优点，但也有一

定的不足。这是由于 RAA 引物要比普通 PCR 引物

长，通常需要达到 28~35 nt［21］，引物过短会降低重组

率，影响扩增速度和检测灵敏度；而引物过长，又可

能会产生引物二聚体或者发卡结构等二级结构，从

而影响核酸扩增。

2　免疫学技术

2. 1　胶体金免疫层析技术（Gold immunochromatography 
assay，GICA）

GICA 是将胶体金颗粒与免疫层析法相结合的

一种新型免疫标记技术，其原理是胶体金颗粒之间

受到静电的作用会维持一种稳定的胶体状态，在碱

性状态下，胶体金会携带负电荷，与蛋白质分子携

带的正电荷发生吸引作用而结合，从而成为免疫反

应的标记物，通过这种胶体金标记物可以直接观察

到检测结果。高珺珊等［22］将抗 NoV 的衣壳蛋白单

克隆抗体 1B10、1D6 与羊抗鼠抗体组装成一种可以

检测 GII. 2 型、GII. 4 型、GII. 17 型 NoV 的胶体金试

纸条，该方法简单快速、特异性强、重复性好，并且

摆脱了仪器束缚，最低可以 10 min 内检测出 5. 9×
105 copies/μL 的 NoV。李亚伟［23］通过提取 NoV 多

表位抗原表达菌株生产的融合蛋白免疫小鼠的单

抗和多抗，研制出用于检测 NoV 的胶体金试纸条，

结果显示，由单抗构建的试纸条对 rHuNoV 蛋白样

品检测的灵敏度为 1 μg/mL，检测时间为 5~15 min。
GICA 虽然特异性强，稳定性好且利于保存，但是通

常批次间差异较大，灵敏度较差，如果选择的抗体

特异性不强则容易引起交叉反应，因此其实际应用

受到了一些限制。

2. 2　 近 红 外 免 疫 层 析 技 术（Near-infrared 
immunochromatographic assay，NICA）

NICA 是一种使用近红外荧光染料标记抗体以

检测特定抗原的免疫检测技术，近红外荧光是荧光

光谱学领域的一个新兴分支［24］，当抗原与被标记的

抗体产生特异性结合时，就会产生荧光峰值，并以

此来判断检测结果。张捷等［25］基于低噪声激发式

荧光标记 NoV 抗体，研制出一种靶向于 NoV 衣壳

蛋白的免疫层析试纸条，由于该技术的发射光谱位

于 650~1 100 nm 的低噪声区域，使得这种新型试纸

条具有高灵敏度及免受背景荧光干扰等特点，且低

噪声激发式荧光扫描仪体积小，便于携带，可以在

45 min 内完成对 NoV 的定性检测。该技术具有快

速高效、方便携带等优点，但结果判定时需要专业

人员操作，与其他方法相比较繁琐。

2. 3　纳米酶（Nanozymes）
纳米酶是一种既具有纳米尺寸（1~100 nm）又

具备酶的催化性能的一种纳米材料［26］，与常规的生

物酶相比，它不仅耐久性更好，稳定性更强，而且成

本更低，还可以循环再利用，目前被应用于生物工

程、医学、化工等众多领域，已展现出越来越广阔的

应用前景。许多研究学者基于纳米酶的这些特性，

相继开发出免疫试纸条法、免疫比色测定法、荧光

测定法、酶联免疫吸附法、适配体探针显色法等一

系列技术用以体外病毒检测［27］。刘键等［28］将纳米

酶与试纸条联合使用，利用纳米酶的催化特性，建

立了高灵敏度 NoV 快速检测方法。该技术将纳米

酶与 NoV 抗体偶联制备 NoV 纳米酶 -抗体探针，然

后将其组装成新型纳米酶试纸条，对 NoV 最低检出

限可达 10 ng/μL，检测过程仅需 5~15 min，肉眼可

直接观察检测结果，为将来 NoV 现场检测提供了一

种新思路。但还有一些问题需要改进，首先是该技

术不能对 NoV 模板进行量化，其次，在检测过程中

加入显色液会增加试验本身的复杂性以及多变性，

从而影响最终的结果判定，因此该技术还需进一步

改进。

3　生物传感器技术

生物传感器是一种同时具有接收器与转换器

功能的用于分析特定物质的检测仪器，通常由生物

识别元件、换能器和信号放大装置构成。其工作原

——133



中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2023 年第  35 卷第  1 期

理是利用生物识别元件识别目标分析物并产生感

应信号，然后换能器将这些感应信号转换成等效的

电子信号，最后通过信号放大装置将信号进行处理

和分析，从而对结果进行分析［29］。根据生物传感器

中分子识别元件可将其分为酶传感器、微生物传感

器、细胞传感器、组织传感器和免疫传感器［30］。而

根据生物传感器的换能器一般可将其分为电化学

生物传感器、半导体生物传感器、光生物传感器、热

生物传感器、压电晶体生物传感器等。目前报道的

应用于 NoV 快速检测中有纸基微流控生物传感器、

F0F1-ATP 酶分子马达生物传感器等。

3. 1　 纸 基 微 流 控 生 物 传 感 器（Paper-based 
microfluidic biosensor）

纸基微流控是一种在微米尺度空间的纸基设

备上对微流体进行精确操控的技术［31］。通过在亲

水纤维素或其他纤维素纸基设备上控制导向液体

从 入 口 到 出 口 流 动 ，从 而 形 成 固 定 生 物 传 感 。

WENG 等［32］利用纳米材料与 NoV 探针功能化荧光

基团之间的荧光共振能量转移对测定样品的浓度

进行定量，通过核酸适配体的构象变化与荧光基团

和猝灭剂之间的距离变化相关而产生可测量的荧

光 强 度 ，研 究 发 现 被 6- 羧 基 荧 光 素（6-carboxyl 
fluorescein，6-FAM）标记的适配体的荧光在多壁碳

纳米管和氧化石墨烯荧光共振能量转移时会发生

猝灭现象，而在 NoV 存在的情况下，这种荧光将会

恢复。基于这种现象，WENG 等［32］开发出一种快速

检测 NoV 的生物传感器，并与由硝化纤维素膜制成

的纸基微流控平台联合使用，成功对 NoV 样品颗粒

进行了定量分析，最低可在 5 min 内检测 30 pmol/L
的 NoV 样品颗粒。该方法具有装置简单、成本低廉

等特点，并具备检测结果可视化的潜力，但在实际

应用中还有一定的限制，仍需进一步探索。

3. 2　F0F1-ATP 酶分子马达生物传感器（F0F1-ATPase 
molecular motor biosensor）

F0F1-ATP 酶是一种纳米级分子旋转马达，一些

研究学者将其应用于病原微生物及化学污染物的

检测中。ZHAO 等［33］通过“ε-亚单位抗体-链霉素-生

物素探针”系统在 NoV 的高度保守区构建了特异性

探针，并基于此建立了 F0F1 ATP 酶分子马达生物传

感器新型检测技术，该方法对 NoV 病毒 RNA 的定

量限为 0. 005 ng/mL，仅需 60 min 即可完成全部定

量检测。生物传感器虽然具有耗时短、操作简单等

优点，但仍有一些问题需进一步探索，目前最主要

的是解决大部分生物传感器生物识别元件稳定性

的问题，其次在检测一些基质比较复杂的样品时，

其中所含的生物大分子会影响传感器的检测，对其

灵敏性和特异性产生限制作用。

本文将涉及的检出限、检测时间、优缺点等信

息汇总于表 1。

4　展望

近年来，NoV 的快速检测方法不断被开发，为

其早期快速检测提供了不同的思路。但由于 NoV
在体外无法培养的特性，导致许多检测方法只能用

表  1　诺如病毒快速检测技术

Table 1　Rapid detection technologies of norovirus
类别

分子生物学技术

免疫学技术

生物传感器技术

检测方法

荧光定量 RT-RCR
环介导等温扩增

RPA
RAA

胶体金免疫层析

近红外免疫层析

纳米酶

纸基微流控生物传感器

分子马达生物传感器

检出限

100 copies/25 g
100 copies/μL
30 copies/反应

1 000 copies/μL
50 copies/反应

3.425log10 copies/反应

5.9×105 copies/μL
1 μg/mL

—

10 ng/μL

30 pmol/L

0.005 ng/mL

检测时间/
min
—

—

—

60
20
30
10
—

45

5~15

5

60

引用
文献

[6]
[7]

[10]
[11]
[15]
[20]
[22]
[23]
[25]

[28]

[32]

[33]

优缺点

检测灵敏度较高，结果准确，可以进行定量检测，但与
其他方法相比检测时间较长，且需要专业仪器辅助

简单快速，特异性强，灵敏度高，但容易造成气溶胶污
染，影响检测结果

可在常温下进行反应，摆脱常规仪器束缚，高效快速，
但需要对产物进行纯化，且引物较长，容易发生非特

异性结合，影响检测结果

检测时间短，特异性好，稳定性强，制成的试纸条利于
保存，但批间差异较大，灵敏度较差，抗体特异性较弱

时容易引起交叉反应

快速高效，便于携带，可以适用于现场检测，但结果判
定时需要专业人员操作

高效快速，灵敏度高，特异性强，且成本较低，但检测
过程中加入的显色液会增加试验的复杂性与多变性，

影响最终结果判定

装置简单，成本低廉，且具备可视化检测的潜力，但实
际应用还有一定限制

检测快速，自动化程度高，操作简单，但检测基质较复
杂的样品时，其中的生物大分子会影响传感器检测，

限制其灵敏性与特异性

注：“—”表示该信息文献未说明
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模拟材料代替真实样本，增加了方法在实际应用中

的不可控因素。但随着生物技术的不断革新，多种

检测技术的联合使用，所开发的方法无论是检测时

间还是灵敏度、特异性方面都有了很大的提升，但

实际应用到 NoV 现场快速检测时，或多或少都存在

一些不足，需要研究学者去不断完善。

在分子生物学领域，等温扩增被称为可以替代

PCR 的检测技术。该技术具有高效快速、无须专用

设备等优点，且反应对扩增抑制剂的耐受作用，降

低了对 DNA 模板的纯化要求，使得该技术在分子

领域迅速发展。但由于等温扩增技术无法对样品

进行高通量检测，所以并不能完全取代 qPCR。在

免疫学领域，免疫层析技术与试纸条的结合，无疑

将 NoV 现场快速检测标准的建立推进了一大步，该

技术的核心是通过各种物质标记抗体特异结合抗

原来达到检测目标物质的目的，但一些物质与抗体

之间容易存在非特异性结合，会对检测结果造成一

定的影响。在生物传感器领域，随着材料学、生物

学、信息学的不断发展，生物传感器技术也得到了

跨越式的提升，但仍有一些问题限制了其在 NoV 现

场快速检测中的应用，如一些生物传感器的建立比

较复杂，使用寿命较短，且识别元件的活性与选择

性还有待提高等。

未来的 NoV 现场快速检测，一方面要继续寻找

适合病毒增殖的模板；另一方面，还可以尝试多种

检测技术的联合使用，发挥各种技术的优势，实现

优势互补，争取达到缩短检测时间、提高检测灵敏

度、优化检测反应条件的目的。目前，等温扩增与

基因编辑技术是病原体快速检测发展的重要趋势，

两种技术的相继开发都大大提高了病原体检测的

效率与准确性，已有研究学者将新的 CRISPR/Cas
系统，如 Cas12b 和 Cas13d 陆续开发为核酸检测或

基因分型工具［34］。未来，我们可以尝试首先使用等

温扩增技术将目的片段扩增至可检测水平，再加入

特定的 Cas 蛋白与荧光显色剂，与横向流动试纸条

共同使用，根据荧光强度与试纸条检测线达到对

NoV 定性乃至于定量的目的，基于此开发出新的

NoV 现场快速检测方法。希望通过更多研究学者

的不断努力，陆续开发出适用于 NoV 现场快速检测

的方法和标准操作规程以限制 NoV 的感染与传播，

也希望其他前沿学科加入到 NoV 快速检测技术的

开发中，在丰富现有检测方法的同时，从源头上解

决 NoV 感染事件的发生。
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