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摘  要：【背景】人星状病毒(human Astrovirus, HAstV)和人札幌病毒(human Sapovirus, HuSaV)是引

起人类急性胃肠炎的重要病原体，尤其对婴幼儿、老年人和免疫力低下等人群造成严重的威胁。目

前尚无疫苗和特异性手段防控病毒的感染与传播，因此加强检测对防控病毒的传播具有重要的意

义。【目的】建立能同时检测 HAstV 和 HuSaV 的双重荧光定量 RT-PCR 方法，为 HAstV 和 HuSaV
的快速检测和流行病学调查提供技术支持。【方法】针对 HAstV 和 HuSaV 保守区域基因序列，设

计特异性检测引物和探针并优化反应体系，建立 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法，

并分析其特异性、敏感性和重复性。【结果】HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法针

对 HAstV 和 HuSaV 最低检测线分别为 15 copies/μL 和 2.1 copies/μL；与其他常见的食源性病毒、

致病菌和乳酸菌无交叉反应；批内和批间重复性试验变异系数均小于 3.5%。采用人工模拟不同浓

度的病毒污染牡蛎样品，结果显示 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法能检测出所有

受污染的牡蛎样品，与阳性对照组检测结果差异不显著(P>0.05)；利用所建立的 HAstV 和 HuSaV
双重荧光定量 RT-PCR 检测方法检测不同食品样品的 HAstV 和 HuSaV，其阳性率分别为 10.83%和
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0%。【结论】本研究建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法具有较好的敏感性、

特异性和重复性，适用于食品样品中 HAstV 和 HuSaV 的快速检测及大规模流行病学调查。 
关键词：人星状病毒；人札幌病毒；双重荧光定量 RT-PCR 检测方法 
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Abstract: [Background] Human Astrovirus (HAstV) and human Sapovirus (HuSaV) are 
currently the main pathogen of human acute gastroenteritis worldwide, posing a serious threat to 
human health, especially to infants, the elderly, and immunocompromised people. There is no 
vaccine or specific means that can prevent the infections and transmission of HAstV and 
HuSaV. Therefore, developing a rapid and accurate detection method is of great significance for 
the prevention of HAstV and HuSaV. [Objective] To establish a duplex fluorescence 
quantitative RT-PCR method for simultaneous detection of HAstV and HuSaV and thus 
facilitate rapid detection and epidemiological investigations. [Methods] Specific primers and 
probes were designed according to the conserved sequences of HAstV and HuSaV. The reaction 
system was optimized, and detection system was established under the optimal reaction 
conditions. The sensitivity, specificity, and repeatability of the duplex fluorescence quantitative 
RT-PCR method were evaluated. [Results] The established method had high sensitivity, with the 
limits of detection being 15 copies/μL and 2.1 copies/μL for HAstV and HuSaV, respectively. 
The method was able to specifically detect the targets from HAstV and HuSaV and had no 
cross-reaction with other foodborne viruses, pathogens, or lactic acid bacteria. The coefficients 
of variation of inner and intra-assay were both less than 3.5%, indicating high repeatability and 
stability. Furthermore, the established method was employed to detect oysters artificially 
contaminated with different concentrations of HAstV and HuSaV. The results showed that the 
method detected all the contaminated samples, with the detection result showcasing no 
significant difference compared with that in the positive control group (P>0.05). The positive 
rates of HAstV and HuSaV in the food samples detected by the established method were 10.83% 
and 0%, respectively. [Conclusion] The duplex fluorescence quantitative RT-PCR method was 
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highly sensitive, specific, and repetitive for the rapid detection of HAstV and HuSaV in food 
samples and large-scale epidemiological investigations. 
Keywords: human Astrovirus; human Sapovirus; duplex fluorescence quantitative RT-PCR method 
 
 

食品安全关系人民群众身体健康和生命安

全，关系中华民族未来。目前，我国水产品和

果蔬等食品总产量位于世界前列；然而，人星

状病毒(human Astrovirus, HAstV)和人札幌病毒

(human Sapovirus, HuSaV)等食源性病毒给人民

群众的生命和健康构成严重威胁[1-2]。HAstV 和

HuSaV 是仅次于诺如病毒(Norovirus, NoV)和轮

状病毒(Rotavirus, RV)造成非细菌性胃肠炎的

重要原因，主要通过“粪-口”途径传播[3]。尽管

大多数感染者出现轻微的临床表现，甚至无临

床症状；但对婴幼儿和免疫力偏低等人群会造

成较为明显的临床表现，如腹泻、呕吐、腹痛、

低热等临床表现，甚至可能出现脑膜炎等[4-7]。

目前，由于缺乏成熟有效的 HAstV 和 HuSaV
细胞培养系统，严重限制了对其致病机制、疫

苗研发和特异性药物的研究。因此，及时发现

对防控病毒的感染、流行和保障人民群众健康

具有重要意义。 
HAstV 隶属于星状病毒科(Astroviridae)哺

乳动物星状病毒属(Mamastrovirus)，其颗粒呈

现二十面体对称结构且表面有 5 个或 6 个星状

突起[8]。HAstV 为无包膜单股正链 RNA 病毒，

包含 3 个开放阅读框(open reading frame, ORF)，
即 ORF1a、ORF1b 和 ORF2；ORF1a 和 ORF1b
主要编码调控病毒复制、转录等相关的非结构蛋

白，ORF2 编码病毒结构蛋白 [9]。近年来，在

HAstV 中发现了一个之前未被识别的蛋白，即 X
蛋白；该蛋白几乎在所有的 HAstV 中存在，并

且在病毒复制中后期起重要作用，与甲型流感

病毒 M2 蛋白、人类免疫缺陷病毒Ⅰ型 Vpu 蛋白

等病毒膜孔蛋白有相似功能[10]。目前，将 HAstV 

ORF2 基因序列作为判定 HAstV 基因型的主要依

据。ORF2 基因序列将 HAstV 分为 8 个经典基因

型(HAstV 1−8 型)，分别对应 8 种血清型，以及

新型 HAstV (HAstV-MLB 和 HAstV-VA/HMO)[11]。

当前 HAstV-1 是全世界主要的流行基因型[12-14]；

但在个别地区和年限可能出现其他类型基因型

流行毒株，并且 HAstV-5 基因型有取代 HAstV-1
基因型流行毒株的趋势[15]。目前，2%−9%非细

菌性胃肠炎由经典型 HAstV 造成[16]。随着新型

HAstV 不断地在全世界不同国家地区被发现，

未来是否会成为主流毒株需时刻监测。 
HuSaV 属于杯状病毒科(Caliciviridae)札幌

病毒属 (Sapovirus)成员。HuSaV 为单股正链

RNA 病毒，其基因组包含 2 个或 3 个 ORF；
ORF1 编码一个多聚蛋白，包括 7 个非结构蛋白

和一个主要结构蛋白 VP1；ORF2 编码一个次要

结构蛋白 VP2[17]。研究发现，某些 HuSaV 或蝙蝠

札幌病毒序列还存在另外一个 ORF (即 ORF3)，
ORF3 位于 ORF1 的 N 端，编码蛋白的功能未

知[18]。HuSaV 作为 RNA 病毒，其基因组具有

较高的突变率和基因重组，导致其基因组出现

复杂的遗传多样性[19]。SaV 至少可以分为 19 个

基因群(GI−GXIX)，其中 GI、GII、GIV 和 GV
基因群已经被报道可以感染人类[18]。HuSaV 基

因组进化速率较高，可能随着时间的推移病毒

流行毒株发生一定的改变[18,20]。由 HuSaV 造成

胃肠炎的病例占全世界非细菌性胃肠炎病例的

1%−5% (检出率 1%−22%)；在不同地区、不同

环境和卫生条件下，导致 HuSaV 主要流行毒株

和病毒感染频率出现较大的差异[21-24]。 
由于 HAstV 和 HuSaV 对外界具有较高的



 
林鹏 等 | 人星状病毒和人札幌病毒双重荧光定量 RT-PCR 检测方法的建立与应用 1813 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

抵抗力，可以长期存在食品中且不失去感染性，

少量病毒颗粒就可以造成人类感染。当前，

HAstV 和 HuSaV 主要以混合感染出现，导致感

染者临床症状更加严重 [25]；并且 HAstV 和

HuSaV 感染人类造成临床症状与其他食源性病

毒临床表现相似(如 NoV 和 RV)。鉴于此，亟须

建立一种操作简便、敏感度高和特异性强且适

用于推广检测 HAstV 和 HuSaV 的诊断方法，

对防控病毒的流行和保障人民群众食品健康具

有重要的技术保障。本研究旨在建立具有敏感

度高、特异性强等特点的 HAstV 和 HuSaV 双

重荧光定量 RT-PCR 检测方法，为监控病毒流

行传播和大规模筛查提供技术保障。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

强阳性 HAstV、弱阳性 HAstV、强阳性

HuSaV、NoV GI 基因群、NoV GII 基因群、RV、

甲型肝炎病毒(hepatitis A virus, HAV)、戊型肝

炎病毒(hepatitis E virus, HEV)，广东省科学院

微生物研究所华南应用微生物国家重点实验

室。142 株致病菌[含大肠埃希氏菌(Escherichia 

coli)、副溶血性弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)等]和7株

乳杆菌[植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)、戊

糖乳植杆菌(Lactiplantibacillus pentosus)、长双歧

杆菌(Bifidobacterium longum)等]，广东环凯微生

物科技有限公司。 

120 份贝类水产品(牡蛎、扇贝、文蛤)、蔬菜

(生菜、菠菜)和水果(草莓、蓝莓)采自广州市、佛

山市、肇庆市的农贸市场和超市，详细信息见表 1。 

1.2  主要试剂和仪器 
NovoScript® Multiplex Probe One Step 

qRT-PCR Kit，苏州近岸蛋白质科技股份有限公

司；E. coli DH5α 感受态细胞，北京索莱宝科技

有限公司；DNA 2000 marker，宝日医生物技术

(北京)有限公司；Trizol 试剂，英杰生命技术有

限公司 (Invitrogen 公司 )； EasyPure® HiPure 
Plasmid MiniPrep Kit，北京全式金生物技术股

份有限公司；pMD-18T 克隆载体，宝日医生物

技术 (北京 )有限公司。超微量分光光度计，

Implen 公司；实时荧光定量 PCR 仪，赛默飞世

尔科技公司。 

1.3  引物、探针的设计与合成 
本研究针对主要流行毒株 HAstV-1 基因型

和 HuSaV GI、GII、GIV 和 GV 基因型为检测

目标，从 NCBI GenBank 数据库中下载检索获

得 HAstV-1，以及 HuSaV GI、GII、GIV 和 GV
基因型全基因组序列(表 2)。利用 MEGA 7.0 软

件分别对病毒进行序列比对分析，并结合文献

报道 HAstV 和 HuSaV 保守区域设计特异性引

物和探针[12-13]。针对靶基因序列，HAstV-1 基

因型设计引物 HAstV F 和 HAstV R 以及探针

HAstV P；由于 HuSaV 存在 4 个流行基因型(GI、
GII、GIV 和 GV)，设计 3 条上游引物(HuSaV 1F、
HuSaV 5F、HuSaV 124F)、1 条下游引物序列

(HuSaV 1245R)以及 2 条探针序列(HuSaV 124TP
和 HuSaV 5TP)，检测 HAstV 和 HuSaV 引物和探

针信息见表 3。检测 HAstV 和 HuSaV 的引物及

探针由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 

1.4  制备质粒标准品 
针对目的片段(HAstV-1，GenBank 登录号为

AB000285.1，30–247；HuSaV GI，GenBank 登

录号为 AB614356.1，5 077–5 177；HuSaV GII，
GenBank 登录号为 LC504415.1，5 066–5 169；
HuSaV GIV，GenBank 登录号为 MN102395.1，
5 078–5 181；HuSaV GV，GenBank 登录号为

MG012434.1，5 112–5 218)基因序列进行基因

合成，连接到 pMD-18T 载体上构建重组质粒

pMD-18T-HAstV 和 pMD-18T-HuSaV。分别将 
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表 1  检测 HAstV 和 HuSaV 食品样品信息 
Table 1  Food sample information of HAstV and HuSaV detection 
样品名称 
Sample name 

采集数量 
Sample number 

采集地区 
Collecting place 

采样地点类型 
The type of sampling site 

牡蛎 
Oyster 

34 广州(12)，佛山(8)，肇庆(14) 
Guangzhou (12), Foshan (8), Zhaoqing (14) 

农贸市场(25)、超市(9) 
Farmers’ market (25), Supermarket (9) 

扇贝 
Scallop 

21 广州(6)，佛山(5)，肇庆(10) 
Guangzhou (6), Foshan (5), Zhaoqing (10) 

农贸市场(16)、超市(5) 
Farmers’ market (16), Supermarket (5) 

文蛤 
Clam 

20 广州(7)，佛山(6)，肇庆(7) 
Guangzhou (7), Foshan (6), Zhaoqing (7) 

农贸市场(13)、超市(7) 
Farmers’ market (13), Supermarket (7) 

生菜 
Lettuce 

10 广州(4)，佛山(2)，肇庆(4) 
Guangzhou (4), Foshan (2), Zhaoqing (4) 

农贸市场(7)、超市(3) 
Farmers’ market (7), Supermarket (3) 

菠菜 
Spinach 

10 广州(4)，佛山(2)，肇庆(4) 
Guangzhou (4), Foshan (2), Zhaoqing (4) 

农贸市场(7)、超市(3) 
Farmers’ market (7), Supermarket (3) 

草莓 
Strawberry 

10 广州(5)，佛山(3)，肇庆(2) 
Guangzhou (5), Foshan (3), Zhaoqing (2) 

农贸市场(2)、超市(8) 
Farmers’ market (2), Supermarket (8) 

蓝莓 
Blueberry 

15 广州(7)，佛山(3)，肇庆(5) 
Guangzhou (7), Foshan (3), Zhaoqing (5) 

农贸市场(3)、超市(12) 
Farmers’ market (3), Supermarket (12) 

 
表 2  HAstV 和 HuSaV 参考毒株信息 
Table 2  The strain information of the HAstV and HuSaV used in this study 
病毒 
Viruses 

基因型 
Genotype 

登录号 
Accession No. 

病毒 
Viruses 

基因型 
Genotype 

登录号 
Accession No. 

病毒 
Viruses 

基因型 
Genotype 

登录号 
Accession No. 

HAstV HAstV-1 NC001943.1 HAstV HAstV-5 DQ028633.1 HAstV AstV-VA3 JX857868.1 

HAstV-1 JN887820.1 HAstV-5 MK059953.1 HuSaV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GI MK250988.1 

HAstV-1 MK059949.1 HAstV-5 ON571595.1 GI MK250985.1 

HAstV-1 FJ375759.1 HAstV-6 MK059954.1 GI LC504367.1 

HAstV-1 HQ398856.2 HAstV-6 HM237363.1 GI LC504342.1 

HAstV-1 MT832893.1 HAstV-6 GQ495608.1 GI MG012401.2 

HAstV-1 AY720892.1 HAstV-7 MK059955.1 GII LC504404.1 

HAstV-2 MN433705.1 HAstV-8 AF260508.1 GII LC715150.1 

HAstV-2 MW485042.1 HAstV-8 MK059956.1 GII KX274477.1 

HAstV-2 MK059950.1 HAstV-MLB1 MK089434.1 GII MK599471.1 

HAstV-3 MK059951.1 HAstV-MLB2 MK089435.1 GII MH922773.1 

HAstV-3 OR792802.1 HAstV-MLB2 OP594725.1 GII MH922772.1 

HAstV-3 MN444721.1 AstV-MLB3 NC019028.1 GIV MG012463.1 

HAstV-4 OR371570.1 HAstV-MLB3 LC732125.1 GIV MG012455.1 

HAstV-4 DQ344027.1 AstV-VA1 MT432184.1 GV PP555252.1 

HAstV-4 AY720891.1 AstV-VA1 FJ973620.1 GV MN161594.1 

HAstV-4 DQ070852.1 AstV-VA2 GQ502193.2 GV MK296751.1 

HAstV-4 MK059952.1 AstV-VA3 NC019026.1 GV LC504439.1 
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表 3  HAstV 和 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测引物和探针序列 
Table 3  Primers and probes sequences of the duplex fluorescence quantitative RT-PCR method for detecting 
HAstV and HuSaV 
病毒 
名称 
Virus 
name 

引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5′→3′) 

荧光/淬灭 
基团

Fluorophore/ 
quencher 

激发波长 
Excitation 
wavelength 
(nm) 

目的基因 
Target 
gene 

扩增长度 
Amplification 
length (bp) 

HAstV HAstV F TCTYATAGACCGYATTATTGG   ORF1a 114 
HAstV R TCAAATTCTACATCATCACCAA   
HAstV P CCCCADCCATCATCATCTTCATCA FAM/BHQ1 492/517 

 HuSaV HuSaV 124F GAYCASGCTCTCGCYACCTAC  ORF1 101 
HuSaV 1F TTGGCCCTCGCCACCTAC   104 
HuSaV 5F TTTGAACAAGCTGTGGCATGCTAC  107 
HuSaV 1245R CCCTCCATYTCAAACACTA  
HuSaV 124TP CCRCCTATRAACCA VIC/BHQ1 538/554 
HuSaV 5TP TGCCACCAATGTACCA VIC/BHQ1 538/554 

 
pMD-18T-HAstV 和 pMD-18T-HuSaV 重组质粒转

化到 E. coli DH5α 感受态细胞，随机挑取 3 个

单菌落，37 ℃摇菌过夜培养，对所得菌液进

行提取重组质粒；最后将提取的重组质粒送至

生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序鉴

定。经鉴定正确的重组质粒超微量分光光度计

测定其浓度并计算拷贝数[拷贝数(copies/μL)=
质粒浓度 (ng/μL)×10−9×6.02×1023/(660×质粒长

度)]；分装重组质粒于−80 ℃保存备用。 

1.5  建立HAstV荧光定量RT-PCR检测

方法 
1.5.1  初步建立 HAstV 荧光定量 RT-PCR
检测方法 

HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方法反应体

系(20 μL)：5×Multiplex qRT-PCR buffer 4 μL，Multi 
RT Enzyme Mix II 1 μL，引物 HAstV F 和 HAstV R 
(10 μmol/L)各 1 μL，探针 HAstV P (10 μmol/L) 
0.4 μL，pMD-18T-HAstV 阳性质粒(3.0×105 copies/μL) 
1 μL，ddH2O 补足 20 μL。同时以去离子水作为

阴性对照。反应条件：50 ℃反转录 10 min；95 ℃ 
1 min；94 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，40 个循环；在

每个循环退火阶段收集荧光信号。 

1.5.2  优化 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测

方法 
根据初步建立的 HAstV 荧光定量 RT-PCR

检测方法反应体系，分别加入引物 HAstV F/R 
(10 μmol/L) 0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 μL，测定

HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方法最佳引物含

量；进一步根据优化后的引物含量确定最佳探

针含量，分别加入探针 HAstV P (10 μmol/L) 
0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 和 0.6 μL，测定 HAstV
荧光定量 RT-PCR 检测方法最佳探针含量。根

据初步建立的 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方

法反应程序进行测定。 

1.6  建立HuSaV荧光定量RT-PCR检测

方法 
1.6.1  初步建立 HuSaV 荧光定量 RT-PCR
检测方法 

HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测方法反应体

系(20 μL)：5×Multiplex qRT-PCR buffer 4 μL，
Multi RT Enzyme Mix II 1 μL，引物 HuSaV 124F 
(10 μmol/L)、HuSaV 1F (10 μmol/L)、HuSaV 5F 
(10 μmol/L)和 HuSaV 1245R (10 μmol/L)各 1 μL，
探针 HuSaV 124TP (10 μmol/L)和 HuSaV 5TP 
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(10 μmol/L)各 0.4 μL，pMD-18T-HuSaV 阳性质

粒(4.2×105 copies/μL) 1 μL，ddH2O 补足 20 μL。

同时以去离子水为作为阴性对照。反应条件：

50 ℃反转录 10 min；95 ℃ 1 min；94 ℃ 10 s，60 ℃ 
20 s，40 个循环；在每个循环退火阶段收集荧光

信号。 

1.6.2  优化 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测

方法 
根据初步建立的 HuSaV 荧光定量 RT-PCR

检测方法反应体系，分别加入引物 HuSaV 
1F/5F/124F/1245R (10 μmol/L) 0.2、0.4、0.6、
0.8 和 1.0 μL，测定 HuSaV 荧光定量 RT-PCR
检测方法最佳引物含量；进一步根据优化后的

引物含量确定最佳探针含量，分别加入探针

HuSaV 5TP/124TP (10 μmol/L) 0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5 和 0.6 μL，测定 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检

测方法最佳探针含量。根据初步建立的 HuSaV
荧光定量 RT-PCR 检测方法反应程序进行测定，

每个反应重复 3 次。 

1.7  建立HAstV和HuSaV双重荧光定量

RT-PCR 标准曲线 
为建立HAstV和HuSaV双重荧光定量RT-PCR

检测方法标准曲线，将浓度为 3.0×106 copies/μL
的pMD-18T-HAstV重组质粒与4.2×106 copies/μL
的 pMD-18T-HuSaV 重组质粒等体积混合后以

10 倍比例稀释作为模板，利用优化的各反应体

系经 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检

测方法扩增，试验结果以实时荧光定量 PCR 仪

匹配软件进行分析并绘制标准曲线。 

1.8  HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量

RT-PCR 灵敏度试验 
为确定HAstV和HuSaV双重荧光定量RT-PCR

检测方法的灵敏度，分别将 pMD-18T-HAstV 和

pMD-18T-HuSaV 重组质粒标准品进行 10 倍倍比

稀释，同时以去离子水作为阴性对照；采用上述

所优化后的反应体系和程序对不同浓度的标准

品进行荧光定量 RT-PCR 检测。 

1.9  HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量

RT-PCR 特异性试验 
以 NoV GI、NoV GII、HAV、HEV、RV，

以及 142 株致病菌(含 E. coli、V. parahaemolyticus、
S. aureus 等)和7 株乳杆菌(L. plantarum、L. pentosus、
B. longum 等)核酸作为模板，同时用去离子水

作为阴性对照，进行 HAstV 和 HuSaV 双重荧

光定量 RT-PCR 检测，分析所建立荧光定量

RT-PCR 检测方法的特异性。 

1.10  重复性试验 
取 HAstV 和 HuSaV 3 个不同浓度的阳性质

粒为模板，利用所建立的 HAstV 和 HuSaV 双

重荧光定量 RT-PCR 检测方法进行 3 次批内和

批间重复性试验。统计分析批内和批间重复性

试验的平均值、标准差(standard deviation, SD)
以及变异系数(coefficient variation, CV)，评价

所建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量

RT-PCR 检测方法的重复性。 

1.11  人工模拟病毒污染食品试验 
HAstV 和 HuSaV 不能在食品中复制繁殖，

但能长期存在食品中并保持良好的感染性。因

此，本研究采用模拟病毒污染食品，分别将强

阳性 HAstV 和 HuSaV 溶液进行 10 倍比例稀释，

设计 3 个浓度梯度；向每 10 g 不含病毒的牡蛎

体内注射 50 μL 病毒稀释液，室温孵育 1 h，同

时设未被污染的牡蛎样品作为阴性对照，病毒

稀释液作为阳性对照。随后采用 Trizol 方法分

别提取组织和病毒稀释液中的总 RNA[14]；再利

用所建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量

RT-PCR 检测方法进行检测分析。 

1.12  食品样品检测 
在本地区所购买的 120 份食品样品，包含

牡蛎 34 份、扇贝 21 份、文蛤 20 份、生菜 10 份、
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菠菜 10 份、草莓 10 份和蓝莓 15 份。采用 Trizol
方法提取不同食品样品总 RNA，利用所建立的

HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方

法对每份食品样品的 HAstV 和 HuSaV 进行检

测分析，同时用去离子水作为阴性对照，每份

样品做 3 次重复试验。 

2  结果与分析 
2.1  检测引物和探针序列及质粒标准

品的制备 
分别采用 MEGA 7.0 软件对 HAstV 和

HuSaV 不同基因型全基因组序列进行比对分

析。结果如图 1 所示，HAstV-1 基因型 ORF1a
基因和不同基因型 HuSaV ORF1 基因各含有一

段相对保守基因序列并符合设计实时荧光定量

PCR 引物探针设计原理。 
针对 HAstV-1 基因型和 HuSaV GI、GII、

GIV 与 GV 基因型保守基因序列构建重组质粒

pMD-18T-HAstV 和 pMD-18T-HuSaV，经测序

无误后测定重组质粒浓度并换算成拷贝数。所

制备的重组质粒 pMD-18T-HAstV 和 pMD-18T- 
HuSaV 拷贝数分别为 3.0×1010 copies/μL 和

4.2×1010 copies/μL，重组质粒作为检测 HAstV
和 HuSaV 的阳性质粒对照。 

 

 
 
图 1  HAstV (A)和 HuSaV (B)参考毒株序列比对及其设计检测引物和探针    
Figure 1  Multiple sequence alignments of HAstV (A) and HuSaV (B) reference strain sequences used to 
design of primers and probes for detection. 
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2.2  优化 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定

量 RT-PCR 检测方法反应体系 
2.2.1  优化 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测

方法引物含量 
为了分析 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方

法引物最佳含量，将 3.0×105 copies/μL 的

pMD-18T-HAstV 重组质粒作为模板，分别添加

不同体积的引物 HAstV F/R (10 μmol/L)，测定

HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方法最佳引物含

量。结果如图 2，随着引物浓度不断地提高，

检测 HAstV 的 Ct 值没有明显的变化，并且考虑

后续检测敏感性和成本，因此选择 HAstV F/R 
0.6 μL 为最佳引物含量。 

2.2.2  优化 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测

方法探针含量 
分析 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方法探

针最佳含量，将 3.0×105 copies/μL 的 pMD-18T- 
HAstV 重组质粒作为模板，分别添加不同体积

的探针 HAstV P (10 μmol/L)，测定 HAstV 荧光定

量 RT-PCR 检测方法最佳探针含量。结果见图 3，

随着探针浓度不断地提高，检测 HAstV 的 Ct

值没有明显的变化，然而荧光值不断地提高。

因此根据扩增曲线中荧光值高低，选择 HAstV P 
0.4 μL 为最佳探针含量。 

2.2.3  优化 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测

方法引物含量 
为了分析 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测

方法引物最佳含量，将 4.2×105 copies/μL 的

pMD-18T-HuSaV 重组质粒作为模板，分别添加

不 同 体 积 的 引 物 HuSaV 124F/1F/5F/1245R  
(10 μmol/L)，测定 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检

测方法最佳引物含量。结果见图 4，随着引物浓

度不断地提高，检测 HuSaV 的 Ct 值没有明显的

变化，并且考虑后续检测敏感性和成本，因此

选择 HuSaV 124F/1F/5F/1245R (10 μmol/L)引物

添加量 0.6 μL 为最佳引物添加量。 

2.2.4  优化 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测

方法探针含量 
分析HuSaV荧光定量RT-PCR检测方法探针

最佳含量，将 4.2×105 copies/μL 的 pMD-18T-HuSaV 
 

 
 
图 2  优化 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方法最佳引物含量 
Figure 2  Optimization of primer concentration for fluorescence quantitative RT-PCR detection of HAstV. 
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图 3  优化 HAstV 荧光定量 RT-PCR 检测方法最佳探针含量 
Figure 3  Optimization of probe concentration for fluorescence quantitative RT-PCR detection of HAstV. 
 

 
 

图 4  优化 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测方法最佳引物含量 
Figure 4  Optimization of primer concentration for fluorescence quantitative RT-PCR detection of HuSaV. 
 

重组质粒作为模板，分别添加不同体积的探针

HuSaV 124TP/5TP (10 μmol/L)，测定 HuSaV 荧

光定量 RT-PCR 检测方法最佳探针含量。结果见

图 5，随着探针浓度不断地提高，检测 HuSaV
的 Ct 值没有明显的变化，然而荧光值不断地提

高。因此根据扩增曲线中荧光值高低，选择 
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图 5  优化 HuSaV 荧光定量 RT-PCR 检测方法最佳探针含量 
Figure 5  Optimization of probe concentration for fluorescence quantitative RT-PCR detection of HuSaV. 
 
HuSaV 124TP/5TP (10 μmol/L)探针添加量为 0.4 μL
为最佳探针添加量。 

2.3  建立 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定

量 RT-PCR 检测方法 
根据已优化的检测 HAstV 和 HuSaV 的引

物和探针浓度建立 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定

量 RT-PCR 检测方法。分别以 3.0×105 copies/μL
的 pMD-18T-HAstV 和 4.2×105 copies/μL 的

pMD-18T-HuSaV 重组质粒作为模板，分析

HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方

法。结果显示，双重荧光定量 RT-PCR 检测方

法检测 HAstV 和 HuSaV 的 Ct 值与单重荧光定

量 RT-PCR 检测方法 Ct 值无显著差异(图 6)，初

步建成 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR
检测方法。 

2.4  标准曲线的建立及敏感性试验结果 
将 所 制 备 的 重 组 质 粒 pMD-18T-HAstV 

(3.0×105 copies/μL) 和 pMD-18T-HuSaV  

(4.2×105 copies/μL)等体积混合后 10 倍比例稀

释 5 个梯度为模板，建立 HAstV 和 HuSaV 双

重荧光定量 RT-PCR 检测方法标准曲线。由建

立标准曲线的扩增曲线可知(图 7A)，随着病毒

重组质粒拷贝数降低，其检测病毒 Ct 值逐渐增

加且两者之间呈现良好线性关系(图 7B)。HAstV
的直线方程：Y=–3.55X+5.12，相关系数 R2=0.99，
HuSaV 的直线方程：Y=–3.63X+5.25，相关系数

R2=0.99，其中 Y 代表检测 Ct 值，X 代表样品浓

度，表明建立 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量

RT-PCR 检测方法具有良好的线性关系。 
进一步选取浓度为 3.0×105、3.0×104、3.0×103、

3.0×102、3.0×101、3.0×100 copies/μL 的 HAstV 重

组质粒和 4.2×105、4.2×104、4.2×103、4.2×102、

4.2×101、4.2×100 copies/μL 的 HuSaV 重组质粒

作为模板，采用已优化后的反应条件和体系进

行灵敏度试验。本试验建立的 HAstV 和 HuSaV
双重荧光定量 RT-PCR 检测方法结果显示，当 
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图 6  建立 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法 
Figure 6  Establishment of a duplex fluorescence quantitative RT-PCR method for detecting HAstV and 
HuSaV. 
 
HAstV 重组质粒标准样品向反应孔加入浓度为

3.0×102 copies/μL 时，达到检测 HAstV 最低检测

限，即 HAstV 样品浓度为 15 copies/μL (图 8A)；
当 HuSaV重组质粒标准样品向反应孔加入浓度

为 4.2×101 copies/μL 时，达到检测 HuSaV 最低检

测限，即 HuSaV 浓度为 2.1 copies/μL (图 8B)；
结果表明，本研究建立的 HAstV 和 HuSaV 双

重荧光定量 RT-PCR 检测方法敏感性较高。 

2.5  特异性试验结果 
以实验室保存的食源性病毒 HAstV (强阳、

弱阳)和 HuSaV (弱阳)、NoV GI、NoV GII、
HAV、HEV、RV，以及 142 株致病菌(含 E. coli、
V. parahaemolyticus、S. aureus 等)和 7 株乳杆菌

(L. plantarum、L. pentosus、B. longum 等)的核

酸作为模板，进行特异性分析。结果显示，本检

测方法仅有 HAstV 和 HuSaV 有扩增曲线，其他

食源性病毒、致病菌和乳杆菌无扩增曲线(图 9)。
表明所建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量

RT-PCR 方法具有良好的特异性。 

2.6  重复性试验结果 
选择 HAstV 和 HuSaV 标准品的 3 个稀释

度进行重复性试验分析。结果显示，批内重复性

试验变异系数为 0.46%−1.50%，批间重复性试验

变异系数为 0.53%−3.04%，均小于 3.5% (表 4)。
结果表明，本研究建立的 HAstV 和 HuSaV 双

重荧光定量 RT-PCR 检测方法的重复性较好。 

2.7  人工模拟病毒污染食品试验结果 
利用本研究建立的 HAstV 和 HuSaV 双重

荧光定量 RT-PCR 检测方法对人工病毒污染牡

蛎样品进行检测分析。采用不同浓度的单一

病毒和混合病毒人工污染牡蛎，通过 Trizol 方
法提取样品总 RNA。结果显示，利用 HAstV
和HuSaV双重荧光定量RT-PCR检测方法能特异

性检测经人工污染食品中的 HAstV 和 HuSaV，

与阳性对照组相比差异不显著(P>0.05)；单一

病毒与混合病毒污染牡蛎样品检测病毒 Ct 值 
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图 7  HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 方法标准扩增曲线和标准曲线   A：扩增曲线；B：标

准曲线。 
Figure 7  The duplex fluorescence quantitative RT-PCR amplification curve and standard curve for the 
standard of HAstV and HuSaV. A: Amplification curve of HAstV and HuSaV; B: Standard curve of HAstV 
and HuSaV. 
 
无显著性差异(P>0.05) (表 5)。试验结果表明，

本研究建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量

RT-PCR 检测方法适用于食品中 HAstV 和 HuSaV
的检测。 
2.8  实际食品样品的检测结果 

采集 120 份不同种类食品样品常规处理

后，经 Trizol 方法提取样品总 RNA 作为模板，

采用本研究建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光

定量 RT-PCR 检测方法进行病毒检测。结果显示，

有 13 份为 HAstV 阳性(10.83%)；0 份 HuSaV 阳

性(0%)，其中没有发现共感染情况(表 6)。结果

表明，所建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定

量 RT-PCR 检测方法可用于检测食品中的

HAstV 和 HuSaV。 

3  讨论 
HAstV 和 HuSaV 是仅次于 NoV 和 RV 造成

人类急性胃肠炎的食源性病毒，具有流行广泛、 
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图 8  HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法敏感性试验   A：HAstV 敏感性扩增曲线。1−5：
3.0×105−3.0×101 copies/μL 的 HAstV 重组质粒。B：HuSaV 敏感性扩增曲线。a−f：4.2×105−4.2×100 copies/μL
的 HuSaV 重组质粒。 
Figure 8  Sensitivity test for duplex fluorescence quantitative RT-PCR for detection of HAstV and HuSaV. A: 
Sensibility amplification curve of HAstV. 1−5: 3.0×105−3.0×101 copies/μL recombinant plasmid of HAstV. B: 
Sensibility amplification curve of HuSaV. a−f: 4.2×105−4.2×100 copies/μL recombinant plasmid of HuSaV. 
 
感染性强、感染剂量低(10−200 个病毒颗粒)、传

播速度快等特点，以聚集性和散发性流行[26-27]。

HAstV 和 HuSaV 广泛存在于水产品、水果与蔬

菜等食品中，对人们食品安全和健康带来巨大

的威胁，尤其对卫生环境较差、经济水平较低

地区流行范围广和危害程度高[28]。因此，及时

发现和诊断对防控 HAstV 和 HuSaV 的流行及

传播具有重要指导意义。 
当前，针对 HAstV 和 HuSaV 的检测方法

主要包括电子显微镜方法、分子生物学和免疫 



 
1824 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 



 
林鹏 等 | 人星状病毒和人札幌病毒双重荧光定量 RT-PCR 检测方法的建立与应用 1825 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 9  HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法特异性检测   A−D：检测实验室保存的食源

性病毒、致病菌和乳杆菌所有样品。a：HAstV 强阳性毒株；b：HAstV 弱阳性毒株；c：HuSaV 强阳性

毒株。 
Figure 9  Specificity test for duplex fluorescence quantitative RT-PCR for detection of HAstV and HuSaV. 
A−D: Detection all samples of foodborne viruses, pathogenic bacteria and lactobacilli preserved in the 
laboratory. a: Strong strain of HAstV; b: Weak strain of HAstV; c: Strong strain of HuSaV. 
 
表 4  HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法重复性试验结果 
Table 4  The repeatability of the result of duplex fluorescence quantitative RT-PCR method for detecting 
HAstV and HuSaV 
病毒名称 
Virus name 

浓度 
Concentration 
(copies/μL) 

批内重复性 
Intra-repeatability 

 
 

批间重复性 
Inter-repeatability 

平均值±标准差 
Mean±SD  

变异系数 
Coefficient variation (%) 

 
 

平均值±标准差 
Mean±SD  

变异系数 
Coefficient variation (%) 

HAstV 3.0×106 18.41±0.09 0.46  18.33±0.15 0.82 
3.0×105 20.88±0.12 0.57  20.86±0.11 0.53 
3.0×104 23.96±0.26 1.08  23.91±0.18 0.75 

HuSaV 4.2×106 17.79±0.27 1.50  17.93±0.55 3.04 
4.2×105 20.68±0.18 0.88  20.95±0.48 2.27 
4.2×104 24.13±0.34 1.41  24.34±0.58 2.38 

 
学方法等[29]。早在 20 世纪 70 年代，科学家通

过电子显微镜观察到 HAstV 和 HuSaV 颗粒形

态；然而由于其灵敏度较低(最低 107 个/g)、操

作相对烦琐且仪器设备昂贵，并且无法明确病

毒种类，因此没有得到广泛使用[30]。免疫学方

法利用抗原-抗体结合对病毒特异性进行检测，

由于免疫学方法敏感性偏低、HAstV 和 HuSaV
存在较多基因型且在食品含量偏低，不能准确

地检测食品中的 HAstV 和 HuSaV[31]。RT-PCR
方法通过扩增目标病毒基因，从而确定样品中

是否含有目标病毒，由于其检测方法敏感性偏

低，无法准确检测食品中含量极低的 HAstV 和 
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表 5  HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测人工感染样品 
Table 5  Detection of HAstV and HuSaV in artificially infected samples by the duplex fluorescence quantitative 
RT-PCR method 
组别 
Group 

病毒名称 
Virus 
name 

稀释倍数 
Dilution 
factor 

检测对象 
Detecting 
target 

HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法 
Method of duplex fluorescence quantitative RT-PCR for detection of HAstV 
and HuSaV 
Ct 值 
Ct value 

平均值±标准差 
Mean±SD 

变异系数 
Coefficient variation (%) 

阳性对照 
Positive 
control 

HAstV 100 HAstV 21.26 21.32 21.45 21.34±0.10 0.46 
101 HAstV 25.17 25.14 25.57 25.29±0.24 0.95 
102 HAstV 28.48 28.45 28.68 28.54±0.13 0.44 

HuSaV 100 HuSaV 22.91 22.49 22.84 22.75±0.23 0.99 
101 HuSaV 26.12 25.87 26.04 26.01±0.13 0.49 
102 HuSaV 29.57 29.38 29.64 29.53±0.13 0.46 

HAstV+ 
HuSaV 

100 HAstV 21.80 21.85 21.48 21.71±0.20 0.93 
HuSaV 22.73 22.62 22.48 22.61±0.13 0.55 

101 HAstV 25.00 25.20 24.70 24.97±0.25 1.01 
HuSaV 26.03 26.04 25.93 26.00±0.06 0.23 

102 HAstV 28.41 28.55 28.55 28.50±0.08 0.28 
HuSaV 29.56 29.81 29.33 29.57±0.24 0.81 

人工模拟
实验
Artificial 
simulated 
infection 
samples 

HAstV 100 HAstV 21.36 21.85 21.55 21.59±0.25 1.14 
101 HAstV 25.48 25.14 24.78 25.13±0.35 1.39 
102 HAstV 28.25 28.55 28.52 28.44±0.17 0.58 

HuSaV 100 HuSaV 22.82 23.06 23.08 22.99±0.14 0.63 
101 HuSaV 26.18 26.58 26.51 26.42±0.21 0.81 
102 HuSaV 29.46 29.71 29.80 29.66±0.18 0.59 

HAstV+ 
HuSaV 

100 HAstV 21.57 21.55 21.91 21.68±0.20 0.93 
HuSaV 22.77 22.67 23.15 22.86±0.25 1.11 

101 HAstV 25.07 25.41 25.20 25.23±0.17 0.68 
HuSaV 26.45 26.65 26.53 26.54±0.10 0.38 

102 HAstV 28.56 28.05 28.09 28.23±0.28 1.01 
HuSaV 29.49 29.27 29.20 29.32±0.15 0.52 

 
表 6  食品样品检测结果 
Table 6  The results of food sample test 
样品名称 
Sample name 

HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR 检测方法 
Method of duplex fluorescence quantitative RT-PCR for detection of HAstV and HuSaV 
HAstV  HuSaV 
数量 Number 阳性率 Positive rate (%)  数量 Number 阳性率 Positive rate (%) 

牡蛎 Oyster 4 3.33  – – 
扇贝 Scallop 2 1.67  – – 
文蛤 Clam 2 1.67  – – 
生菜 Lettuce 1 0.83  – – 
菠菜 Spinach 1 0.83  – – 
草莓 Strawberry 2 1.67  – – 
蓝莓 Blueberry 1 0.83  – – 
–: No data. 
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HuSaV，导致出现漏检情况[32-33]。微滴式数字

PCR 检测方法具有特异性强、敏感性高等优点，

对样品中极低浓度的病毒也能准确检测，然而

其仪器设备和耗材比较昂贵，不适用于批量食

品样品检测分析[34]。近年来，微流控芯片技术

作为一种新兴的检测方法，具有体积小、集成

化、敏感性高、高通量等特点，已经在多种病

毒检测中得到广泛的应用，而微流控芯片成本

较高且属于一次性耗材，导致检测成本增加，

同时仪器操作难度较大，导致该技术没有在食

品大规模病毒筛查中得到应用[35]。 

实时荧光定量 PCR (quantitative real-time 

PCR, qPCR)是一种广泛应用于检测各种病原体

检测方法，具有较高的敏感性和特异性、操作

简便、检测时间短，并且可大批量样品分析检

测。多重 qPCR 检测方法具有更高的应用推广

价值，在一个反应体系中可以同时扩增多种病

毒核酸片段，从而容易对多种病原体同时检测

分析，缩短了检测时间[36]。目前，双重实时荧

光定量 RT-PCR 检测方法已经被应用检测各种

病原体中，如鹅星状病毒基因Ⅰ型与Ⅱ型、禽流

感病毒与传染性支气管炎病毒、马泰勒虫与驽

巴贝斯虫等[37-39]；该检测方法为病原体的检测

和防控提供了可靠的检测技术。本研究针对

HAstV 流行毒株 HAstV-1 血清型和 HuSaV 流行

毒株 HuSaV GI/GII/GIV/GV 基因型保守序列

建立 HAstV 和 HuSaV 双重荧光定量 RT-PCR

检测方法；所构建的检测方法标准曲线具有

良好的线性关系，HAstV 和 HuSaV 最低检测

限分别为 15 copies/μL 和 2.1 copies/μL；并且

不与其他食源性病毒、致病菌和乳杆菌发生

特异性反应；在对人工污染的牡蛎样品进行

检测时，检测结果与阳性对照结果一致且差异

不显著。 

4  结论 
本研究建立的 HAstV 和 HuSaV 双重荧光

定量 RT-PCR 检测方法具有敏感性高、特异性

强、稳定性好和操作简便等优点，可以检测水

产品、果蔬等不同种类食品中低载量 HAstV 和

HuSaV 样品。该方法的建立为 HAstV 和 HuSaV
的流行性调查、控制病毒的传播及保障人类食

品安全提供了技术保障。 
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