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Ａ组轮状病毒Ｇ１和Ｇ９亚型的二重ｑＰＣＲ检测

徐　篧，曹以诚△，李　晖，方　苓，祖冬梅

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州５１０００６）

　　摘　要：目的　建立快速检测Ａ组轮状病毒Ｇ１和Ｇ９亚型的二重实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测法。方法　针对Ａ组轮状

病毒Ｇ１和Ｇ９亚型ＶＰ７基因的保守区域与高变区域，设计特异的引物、探针。构建含Ａ组轮状病毒Ｇ１和Ｇ９亚型ＶＰ７基因的

质粒，将其作为该检测系统的阳性标准品，优化Ａ组轮状病毒Ｇ１和Ｇ９亚型的ｑＰＣＲ检测系统。结果　该方法检测Ａ组轮状病

毒Ｇ１和Ｇ９亚型阳性样本的灵敏度为１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，对其他亚型的标准质粒检测呈阴性。结论　本实验建立的 Ａ组轮状病毒

Ｇ１和Ｇ９亚型的二重ｑＰＣＲ检测方法具有良好的特异度、敏感度和重复性，该方法的应用有助于Ａ组轮状病毒Ｇ１与Ｇ９亚型感

染的早期快速诊断。
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　　轮状病毒是导致婴幼儿腹泻的重要病原体之一，６～２４月

龄的婴幼儿是轮状病毒感染的高危人群［１］。全世界每年因轮

状病毒感染导致的婴幼儿死亡大约为９０００００例，大多发生在

发展中国家。轮状病毒有很多亚型，目前的检验设备与方法只

能检出是否感染了该病毒，而不能检测出病毒的亚型。有文献

报道，婴幼儿在接种轮状病毒疫苗后仍有感染该病毒的可能，

且疫苗对轮状病毒不同亚型的交叉预防性差［２］。为了使预防

和治疗更具有靶向性，对轮状病毒进行分型具有重要意义。轮

状病毒基因是由１１个不连续的双链 ＲＮＡ节段组成，分别编

码６种结构蛋白（ＶＰ１～ＶＰ４，ＶＰ６和ＶＰ７）和５个非结构蛋白

（ＮＳＰ１～ＮＳＰ５）
［３］。根据轮状病毒内壳蛋白 ＶＰ６抗原性的不

同和病毒基因组ＲＮＡ片段电泳条带排列的差异，轮状病毒被

分为Ａ～Ｇ７组。Ａ组主要感染婴幼儿
［４］，轮状病毒疫苗也是

针对Ａ组开发的。根据ＶＰ７基因保守序列与高变序列，将 Ａ

组轮状病毒分为不同的亚型，不同亚型间 ＶＰ７基因的差异存

在于ＶＰ７基因的高变区。在中国，Ａ组轮状病毒中的Ｇ１、Ｇ２、

Ｇ３、Ｇ４、Ｇ９这５种亚型较为常见
［５］。本研究选取感染率较高

的Ｇ１和Ｇ９亚型，参照相关文献设计了用于扩增ＶＰ７基因的

全长的引物［６］，以及对 Ｇ１和 Ｇ９亚型特异的引物和探针
［７８］，

建立了Ａ组轮状病毒 Ｇ１和 Ｇ９亚型的二重实时荧光定量

ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）快速检测法。

１　材料与方法

１．１　病毒样品来源　Ａ组轮状病毒 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ９亚型的

ＲＮＡ来自广东省疾病预防控制中心，于－８０℃冻存。

１．２　仪器与试剂　ＴａＫａＲａＲＮＡＰＣＲｋｉｔ（ＡＭＶ）Ｖｅｒ．３．０反

转录试剂盒、ＰＭＤ１８Ｔ载体试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购

自大连宝生物公司；ＨｏｔＭａｓｔｅｒＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ热启动

酶购自ＴＩＡＮＧＥＮ公司；质粒小提试剂盒ｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｋｉｔＩ为

ＯＭＥＧＡ公司产品，ＡＢＩ７５００型多通道荧光 ＰＣＲ 仪由ｌｉｆｅ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司生产，ＴＣｐｌｕｓ梯度ＰＣＲ由ＢｉｂｂｙＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

公司生产，ｍｉｎｉｓｐａｎｐｌｕｓｍｉｎｉ１４Ｋ微型离心机购自杭州奥盛

仪器有限公司，ＵＶ１８００紫外分光光度计由岛津公司生产。

１．３　方法

１．３．１　引物与ＴａｑＭａｎ探针的设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ数据库

中Ａ组轮状病毒Ｇ１和Ｇ９亚型 ＶＰ７基因的保守序列与高变

区，用ＤＮＡＭＡＮ与ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行分析比对，参照文献

［６］设计用于扩增 ＶＰ７基因的全长的引物（ＶＰ７Ｆ、ＶＰ７Ｒ），参

考文献［８］设计针对Ｇ１和Ｇ９亚型的特异性引物各１对（Ｇ１Ｆ、

Ｇ１Ｒ与Ｇ９Ｆ、Ｇ９Ｒ），ＴａｑＭａｎ探针各１条（Ｇ１探针与 Ｇ９探

针）。引物、探针均由ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。ＶＰ７基因全长扩

增片段大小为１０６２ｂｐ，Ｇ１、Ｇ９特异性扩增片大小分别为

１１４、１３２ｂｐ。

１．３．２　二重ｑＰＣＲ检测阳性样品的构建　以 Ａ组轮状病毒

Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ９亚型的ＲＮＡ为模板进行反转录，反应体系为

１０μＬ（含５０ｎｍｏｌＭｇＣｌ２、１μＬ１０×反转录缓冲液、３．７５μＬ无

ＲＮＡ酶的去离子水、１０ｎｍｏｌｄＮＴＰ混合物、１０ＵＲＮＡ酶抑
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制剂、２．５Ｕ的ＡＭＶ反转录酶、５ｐｍｏｌＶＰ７Ｒ引物、１μＬ样品

ＲＮＡ），试剂盒反应条件为３０℃ １０ｍｉｎ，４２℃ ３０ｍｉｎ，９９℃

５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ。然后，将反转录产物（１０μＬ）进行ＰＣＲ扩

增，反应体系为５０μＬ（含１０μＬ５×ＰＣＲ缓冲液、２８．７５μＬ去

离子水、１．２５ＵＴａＫａＲａＥｘＴａｑＨＳ、５ｐｍｏｌＶＰ７Ｆ）。ＰＣＲ参

数设置为：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１

ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经０．９％的琼

脂糖凝胶电泳后，用试剂盒对其进行ＤＮＡ凝胶回收。将得到

的ＤＮＡ片段克隆至ｐＭＤ１８Ｔ载体中。质粒ｐＭＤ１８ＴＧ１、

ｐＭＤ１８ＴＧ２、ｐＭＤ１８ＴＧ３、ｐＭＤ１８ＴＧ９质粒转化得到的阳

性克隆菌送ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进行测序。用紫外分光光度仪测

定质粒ＤＮＡ浓度，按照以下公式计算拷贝数：拷贝数（ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ）＝
ＮＡ（ｃｏｐｉｅｓ／ｍｏｌ）×ＤＮＡ浓度（ｇ／μＬ）

相对分子质量×３４０（ｇ／ｍｏｌ）
，ＮＡ为阿伏伽德

罗常数。

１．３．３　引物和探针浓度的筛选　用质粒浓度为１０
６ｃｏｐｉｅｓ／

ｍＬ的ｐＭＤ１８ＴＧ１与ｐＭＤ１８ＴＧ９进行ｑＰＣＲ检测，将 Ｇ１

与Ｇ９特异性引物和探针终浓度在０．１～０．６μｍｍｏｌ／Ｌ之间进

行不同浓度配比，选择引物和探针的最佳浓度。优化后的反应

体系：总体积为２５μＬ，其中Ｇ１Ｆ与Ｇ１Ｒ为１０ｐｍｏｌ，Ｇ１探针

为１２．５ｐｍｏｌ，Ｇ９Ｆ与Ｇ９Ｒ为１２．５ｐｍｏｌ，Ｇ９探针为７．５ｐｍｏｌ，

Ｍｇ
２＋为２４．７５ｎｍｏｌ，甜菜碱１．８７５μｍｏｌ，２．５Ｕ的 ＨｏｔＭａｓｔｅｒ

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，２．５μＬ 的１０×ＨｏｔＭａｓｔｅｒＴａｑＢｕｆｆｅｒ，

ｄＮＴＰ为６．２５ｎｍｏｌ，余下的用去离子水补齐。ｑＰＣＲ参数设

置：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，进行

３５个循环。

１．３．４　灵敏度的测定与标准曲线的建立　以１０倍浓度梯度

分别倍比稀释质粒ｐＭＤ１８ＴＧ１、ｐＭＤ１８ＴＧ９，得到从１×

１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ至１×１０
３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ系列浓度的质粒，将上述浓

度梯度的质粒ＤＮＡ作为ｑＰＣＲ反应模板，实验重复３次。

１．３．５　二重ｑＰＣＲ的特异性与抗干扰试验　将质粒ｐＭＤ１８

ＴＧ１、ｐＭＤ１８ＴＧ２、ｐＭＤ１８ＴＧ３、ｐＭＤ１８ＴＧ９稀释到１０
６

ｃｏｐｉｅｓ／μＬ后按照１．３．３中优化后的反应体系进行二重ｑＰＣＲ

检测，对仪器中的每个检测孔同时收集ＦＡＭ与ＪＯＥ的荧光信

号，验证体系对Ｇ１与Ｇ９亚型的特异性，Ｇ２、Ｇ３亚型作为对照

亚型。另外将Ｇ１亚型和Ｇ９亚型的质粒按照不同的浓度组合

（５×１０８、５×１０４ｃｏｐｉｅｓ／μＬ；５×１０
４、５×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ）分别进

行二重ｑＰＣＲ和单重ｑＰＣＲ检测，确定浓度相差较大时Ｇ１亚

型与Ｇ９亚型之间的检测是否存在干扰。

１．３．６　二重ｑＰＣＲ的重复性试验　用５×１０
６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ和５

×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的Ａ组轮状病毒 Ｇ１与 Ｇ９亚型的混合阳性

样品，分２个标本进行同时检测，来验证荧光定量ＰＣＲ的批内

重复性。３ｄ后重复检测保存于－２０℃的模板质粒，同时计算

Ｃｔ值的标准差（ｓ）与变异系数（ＣＶ）来验证荧光定量ＰＣＲ的批

间重复性。

２　结　　果

２．１　引物和探针浓度的确定　用于Ａ组轮状病毒Ｇ１亚型检

测的引物（Ｇ１Ｆ、Ｇ１Ｒ）浓度为０．４μｍｏｌ／Ｌ，Ｇ１探针浓度为０．５

μｍｏｌ／Ｌ；用于 Ｇ９亚型检测的引物（Ｇ９Ｆ、Ｇ９Ｒ）浓度为０．５

μｍｏｌ／Ｌ，Ｇ９探针浓度为０．３μｍｏｌ／Ｌ，对两种亚型的检测可以

获得典型的Ｓ型曲线，Ｃｔ值稳定在２０左右。

２．２　灵敏度的测定与标准曲线的建立　Ｇ１、Ｇ９亚型的扩增

效率分别为９８．２１％与９７．０２％。对Ｇ１亚型与 Ｇ９亚型的检

测在１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ就能有很明显的荧光曲线，该检测方法对

Ａ组轮状病毒的 Ｇ１和 Ｇ９亚型的检测灵敏度为１０３ｃｏｐｉｅｓ／

μＬ，重复试验结果一致。

２．３　二重ｑＰＣＲ的特异性与干扰试验　在反应体系中，加入

Ｇ１或者Ｇ９亚型的质粒作为模板，以构建好的二重体系进行

ｑＰＣＲ检测，结果只得到相应亚型的特异性荧光曲线，对照亚

型（Ｇ２、Ｇ３）没有特异的扩增曲线。将 Ａ组轮状病毒 Ｇ１亚型

与Ｇ９亚型按不同的浓度进行组合，发现一个模板浓度与另一

个模板浓度相差１０４ 数量级之内时，所建立的方法可以同时检

测出Ｇ１与Ｇ９亚型，与Ｇ１亚型单重ｑＰＣＲ以及Ｇ９亚型单重

ｑＰＣＲ比较，检测的Ｃｔ值犆犞＜２％。

２．４　重复性试验　用５×１０
６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的 Ｇ１、Ｇ９亚型混合

阳性样品和５×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的Ｇ１、Ｇ９亚型混合阳性样品分

别分为３个标本同时检测，批内重复性较好，见图１、２。３ｄ后

重复检测保存于－２０℃的模板质粒，犆犞批间＜２％，见表１。

表２　　二重荧光定量ＰＣＲ的批间重复性

模版
不同检测时间的Ｃｔ值

１ｄ ４ｄ ７ｄ 狊 犆犞（％）

Ｇ１亚型质粒

　５×１０６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ ２０．２５ ２０．３８ ２０．０２ ０．１８２ ０．９１

　５×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ １０．３５ １０．１１ １０．３２ ０．１３１ １．２７

Ｇ９亚型质粒

　５×１０６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ ２０．３３ １９．９９ ２０．６６ ０．３３５ ０．８４

　５×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ １０．８６ １０．７５ １０．９３ ０．０９１ １．１１

　　１～３：５×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的混合质粒样品；４～６：５×１０
６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ

的混合质粒样品；７：空白对照。

图１　　二重ｑＰＣＲ检测Ｇ１亚型的批内重复性试验

　　１～３：５×１０８ｃｏｐｉｅｓ／μＬ的混合质粒样品；４～６：５×１０
６ｃｏｐｉｅｓ／μＬ

的混合质粒样品；７：空白对照。

图２　　二重ｑＰＣＲ检测Ｇ９亚型的批内重复性试验
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３　讨　　论

轮状病毒感染的治疗无特效药，疫苗是控制疾病最重要的

措施，能极大地降低轮状病毒在世界范围内，尤其是发展中国

家与低收入国家导致的死亡［９］。快速诊断出某一时间某一地

区轮状病毒感染的亚型，再配合相应疫苗进行防控，对抑制疫

情的爆发具有重要意义。

现有的轮状病毒检测方法存在诸多不足，例如：电镜法价

格昂贵，技术要求高；病毒分离培养法操作繁琐，周期较长；核

酸杂交法和酶联免疫法的灵敏度较低；常规的ＰＣＲ方法只能

扩增一种模板，扩增产物需电泳鉴定，不仅不能在短时间内完

成大批量的检测，还容易造成交叉污染而出现假阳性。光谱学

的方法，虽然灵敏有效，但不能同时处理大批量样品［１０］。目

前，除常规的 ＲＴＰＣＲ外，反转录巢式和半巢式 ＰＣＲ，免疫

ＰＣＲ以及ｑＰＣＲ已被用于轮状病毒的检测
［１１１４］。ｑＰＣＲ具有

灵敏度高，特异性强，实时性好的优点，早已用于分子诊断的开

发［１５］，并且采用探针法可做多重检测［１６］。多重ｑＰＣＲ以单重

ｑＰＣＲ为基础，在体系中加入多对引物和多条探针，通过探针

上不同的发光基团对病毒亚型进行区分，在样品处理量较大

时，可以节省成本与时间，能够做到快速、灵敏、高通量。但是，

多重荧光定量体系较为复杂，对引物试剂的要求较高，同时还

要保证不同探针的荧光基团之间没有互相干扰。

本研究使用的２条探针５′端分别标记荧光基团ＦＡＭ 和

ＪＯＥ，３′端都标记同样的淬灭基团ＢＨＱ１，大大降低了背景值。

在Ｓ型曲线中，平台期的出现主要靠引物和探针的用量来控

制。且二重反应中各组分的量都比单重荧光多，某一引物过

量，则会夺取反应体系，使另一个反应受到抑制，通过反复筛

选，本研究得出了优化后的反应体系。

本研究建立的方法可以通过对标准品绘制标准曲线，采用

绝对定量的方法估算出样品中病毒的含量［１７］。轮状病毒感染

的患者往往会出现混合感染的情况，且在混合感染中一种亚型

的量与另一种亚型的量可能相差较大。本研究所构建的检测

体系中，当混合模板浓度相差１０４ 倍时依然可以检测到２种亚

型，说明此方法适用于Ｇ１与Ｇ９亚型的临床检测。同时，此方

法的检测限为１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，结果稳定可靠，有助于Ａ组轮状

病毒Ｇ１与Ｇ９亚型的早期诊断。该方法容易掌握，且所需的

时间短，在２ｈ以内即可完成检测过程；特异度高，可准确诊断

出Ｇ１与Ｇ９亚型的感染情况，适合基层单位使用，同时也为轮

状病毒不同亚型展开细致而深入的流行病学调查研究打下了

基础。
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