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实时荧光定量RT-PCR法快速定量检测 
果蔬中星状病毒

马 丹，魏海燕，徐蕾蕊，魏咏新，汪 琦，张西萌，付溥博，刘 莉，赵晓娟，曾 静*
（北京出入境检验检疫局检验检疫技术中心，北京 100026）

摘  要：目的：针对不同果蔬表面建立星状病毒富集与RNA提取方法，结合已报道的实时荧光定量逆转录聚合酶

链式反应（reverse transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）引物和探针，实现果蔬中星状病毒的高灵敏快

速定量检测。方法：利用10 倍梯度稀释的星状病毒cRNA分子检测Ct值及其对应的初始浓度，构建标准曲线，为星

状病毒的定量检测提供参考。将ISO/TS 15216-2:2013针对果蔬中诺如病毒和甲肝病毒RNA的提取方法用于星状病

毒的检测，利用人工感染的大白菜和草莓样品，分析病毒回收率、灵敏度及检测重复性。最终通过60 份果蔬样品

的检测验证该方法的实用性。结果：所建立的实时荧光定量RT-PCR方法扩增效率达95.9%，检测低限为5.6 拷贝/反

应。人工感染的大白菜样品中病毒回收率在0.94%～9.63%之间，而人工感染草莓样品中病毒回收率最高达1.03%。

对同一感染浓度的样品在不同时间的检测结果变异系数均小于2%。最终检出1 份来自北京农贸市场的草莓样品为星

状病毒阳性，检测阳性率达1.67%。结论：建立的果蔬中星状病毒荧光RT-PCR定量检测方法快速、高效、灵敏，在

食源性病毒的日常筛查和风险评估工作中具有重要的应用价值。
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Development of a Real-Time Fluorescent RT-PCR Assay for Quantitative Detection of Astrovirus in Fruits and Vegetables

MA Dan, WEI Haiyan, XU Leirui, WEI Yongxin, WANG Qi, ZHANG Ximeng, FU Pubo, LIU Li, ZHAO Xiaojuan, ZENG Jing*
(Inspection and Quarantine Technical Center, Beijing Enter-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Beijing 100026, China)

Abstract: Objective: Different procures for viral concentration and RNA extraction from fruits and vegetables were 

proposed taking into account the difference in surface structure between both materials  and they were used to develop a 

sensitive and rapid real-time fluorescent reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) for the quantitative 

detection of astrovirus in fruits and vegetables using the primers and probes designed according to published sequences. 

Methods: A standard curve for quantitative detection of astrovirus was constructed by plotting the cycle threshold (Ct value) 

versus the starting concentration of 10-fold serially diluted cRNA. Then the method for norovirus and hepatitis A virus RNA 

extraction from fruits and vegetables described in the standard ISO/TS 15216-2:2013 was applied to detect astrovirus. The 

viral recovery rate, sensitivity and reproducibility of the assay were evaluated by using artificially contaminated cabbage and 

strawberry samples. Finally, 60 fruit and vegetable samples were tested to demonstrate the feasibility of this method. Results: 

The amplification efficiency of the real-time fluorescent RT-PCR was 95.9%, with a limit of detection (LOD) of 5.6 copies 

per reaction. The viral recovery rate of artificially contaminated cabbage samples was 0.94%‒9.63%, compared to only 1.03% 

for the strawberries. Analysis of the artificially contaminated samples containing the same viral levels demonstrated high 

reproducibility with a coefficient of variation (CV) of less than 2%. Additionally, one strawberry sample collected from a 

retail market in Beijing was shown to be astrovirus-positive, and the detection rate was 1.67%. Conclusion: The developed 

method is rapid, efficient and sensitive for quantitative detection of astrovirus in fruits and vegetables, and will be a useful 

tool for routine screening and risk assessment of foodborne viruses.
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星状病毒（human astrovirus，HAstV）是引起婴幼

儿、老年人及免疫功能低下者急性病毒性肠炎的重要病原

之一[1-2]，有较强的离体存活力和感染性，一般10～200 个

病毒粒子即可引发感染[3]，主要通过粪口途径传播[4-5]。

20世纪70年代在儿童的腹泻标本中使用电镜发现了星状

病毒，随着分子检测技术不断的发展，对该病毒的研究

逐渐增多。目前，确认HAstV是导致病毒性腹泻的重要病 

原体[6-7]，在一些国家的调查中发现HAstV的感染已相当普

遍，阳性检出率在2%～9%之间[8-9]，如肯尼亚为6.3%[10]，

美国和英国的检出率为4%，我国对1998—2005年来自7 个

地区的1 668 份腹泻患儿粪便标本进行检测，HAstV感染平

均阳性率为5.5%[11]，而据文献报道，2011年南昌市发生一

起HAstV暴发流行事件[12]。果蔬等生鲜农产品作为高风险

的食品，通常不经烹饪直接生食，且在供应链中的不同环

节都容易被污染，如人类粪便污染的灌溉用水、肥料、食

物处理用水、食物处理者的不卫生操作、交叉污染等[13]， 

因而也成为HAstV的常见传染源。目前国内对HAstV检测

的研究重点主要集中在临床粪便样品和水产品中，缺乏果

蔬中HAstV污染的相关报道，因此亟需建立果蔬中HAstV

快速定量检测方法，为下步的食品安全风险评估和流行病

学调查提供参考依据。

本实验将国际标准ISO/TS 15216-2:2013[14]中提取果

蔬表面诺如病毒和甲肝病毒RNA的技术应用到HAstV

中，并结合已报道的实时荧光定量逆转录聚合酶链式

反应（reverse transcription-polymerase chain reaction， 

RT-PCR）引物和探针[15]及通过体外转录构建的HAstV 

cRNA标准分子，建立起果蔬中HAstV的高灵敏快速定量

检测方法。利用人工感染的大白菜和草莓样品，分析了

不同果蔬中病毒回收率及检测重复性，最终通过60 份实

际样品的检测对该方法的实用性加以进一步验证。

1 材料与方法

1.1 病毒阳性样本

HAstV的阳性样本为本实验室收集的婴幼儿腹泻粪

便，并经过透射电镜、实时荧光定量RT-PCR等方法验

证含有HAstV。将含有病毒颗粒的粪便样品用磷酸盐缓

冲液（phosphate buffer solution，PBS）按1∶10稀释，混

匀，10 000 r/min离心2 min，收集上清液备用。

1.2 试剂

一 步 法 实 时 荧 光 定 量 R T - P C R 检 测 试 剂 盒

（SuperScript®Ⅲ Platinum® One-Step qRT-PCR System）   

美国Invitrogen公司。

R N A 提 取 试 剂 ： P B S ： K H 2 P O 4  0 . 2  g 、

Na2HPO4·12H2O 1.15 g、NaCl 8 g、KCl 0.2 g、无RNase

超纯水1 000 mL、pH 7.3、高压灭菌；Tris/甘氨酸/牛肉

膏缓冲液（Tris/glycine/beef extract buffer，TGBE）：Tris

基质12 g、甘氨酸 3.8 g、牛肉膏 10 g、无RNase超纯水

定容至1 000 mL、pH 7.3、高压灭菌；5×PEG/NaCl溶

液：聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）8000 500 g、

NaCl 87 g、无RNase超纯水定容至1 000 mL、高压灭菌； 

黑曲霉果胶酶  美国S i g m a公司；焦碳酸二乙酯

（diethy pyrocarbonate，DEPC） 北京天根生化科技

有限公司；TRIzol、Dynabeads®mRNA Purification Kit  

美国Invitrogen公司；乙醇、异丙醇、氯仿  北京化

学试剂公司；反转录试剂盒：Ribo MAXTM Large Scale 

RNA Production system-T7 美国Promega公司；RNeasy 

MiniElute Cleanup kit 德国Qiagen公司。

1.3 仪器与设备

MAHFIA型组织匀浆器 瑞士Consul A.R.公司； 

C e n t r i f u g e  5 8 1 0 R型低温冷冻高速离心机  德国

Eppendorf公司；7900HT Fast实时荧光PCR仪 美国ABI

公司；ROCHE LightCycler 480实时荧光PCR仪 瑞士罗

氏公司。

1.4 方法

1.4.1 引物和探针

选用G r i m m等根据H A s t V的衣壳蛋白编码基因

（ORF2）5’端高度保守基因序列设计的引物和探针[15]，

序列见表1。

表 1 普通RT-PCR和实时荧光定量RT-PCR检测所用引物和探针

Table 1 Primer and probe sequences for RT-PCR and real-time RT-PCR

引物/探针名称 序列（5’-3’） 位置a 作用
AstU1（＋） AAGCAGGTAACTGTTGAGGTC 4 346～4 366 上游引物
AstU2（＋） AAGCAAGTCACTGTTGAGGTC 4 346～4 366 上游引物
AstU3（＋） AAGCAAGTCACTGTTGAGGTTA 4 346～4 367 上游引物
AstU4（＋） AAGGAAGTCACTGTGGAGGT 4 346～4 365 上游引物
AstL1（－） GGTTTTGGTCCTGTGACAC 4 563～4 545 下游引物
AstL2（－） CTGGTTTAGGTCCTGTGACAC 4 565～4 545 下游引物
AstP1（－） FAM-TCAACGTGTCCGTAACATTGTCAATAA-TAMRA 4 501～4 527 探针
AstP2（－） FAM-TCAGCGTGTCCGTAAAATTGTCAATAA-TAMRA 4 501～4 527 探针
AstP3（－） FAM-TCAACGTGTCCGTAACATTGTCACTAA-TAMRA 4 501～4 527 探针
AstP4（－） FAM-AATCAACGTGTCCGTAAAATTGTCAATAA-TAMRA 4 499～4 527 探针

注：a.参照1型HAstV Oxford毒株序列（accession No. L23513）。
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1.4.2 实时荧光定量RT-PCR反应体系的构建

利用SuperScript® Ⅲ Platinum® One-Step qRT-PCR

试剂盒构建一步法实时荧光定量RT-PCR反应。25 μL
的反应体系包括：2×SuperScript® Ⅲ RT/Platinum® Taq 

Mix 12.5 μL、上游引物和下游引物（10 μmol/L）各

1 μL、探针（10 μmol/L）各0.1 μL以及RNA 模板5 μL。
于ABI 7900 PCR仪中按以下条件进行反应：50 ℃逆转

录15 min，95预变性2 min；95 ℃变性15 s，60 ℃退火

1 min，40 个循环。

1.4.3 HAstV cRNA的构建与荧光RT-PCR检测标准曲线

的绘制

以粪便样品中提取的HAstV RNA为模板，利用引

物AstU1（＋）和AstL1（－），扩增出约217 bp的特异

性片断，称之为Ast；T-A克隆构建重组质粒pCR2.1-Ast

（pCR2.1-T载体购自美国Invitrogen公司），于生工生物

工程（上海）股份有限公司进行序列测定，并将测序结

果与GenBank中HAstV的基因序列进行同源性分析，保证

其同源性达99%以上。提取并纯化质粒DNA，以其为模

板，用Ribo MAXTM Large Scale RNA Production system-T7

试剂盒进行体外转录（按试剂盒操作说明书进行），体

外转录产物用DNase消化，去除其中的DNA。利用RNeasy 

MiniElute Cleanup kit进一步纯化cRNA。紫外分光光度计

测定cRNA的浓度，并通过以下公式计算模板分子的拷贝

数。进而将cRNA进行10 倍梯度稀释至单拷贝，进行荧光

RT-PCR检测，分别以cRNA模板的拷贝数对数值和相对应

的检测Ct值为横坐标和纵坐标，绘制标准曲线。

cRNA /µL ＝ 6.023 1023
/ g/µL

340
 （1）

1.4.4 人工感染果蔬样品的检测

1.4.4.1 人工感染果蔬样品的制备

取已证实不含HAstV的白菜和草莓，分别作为食物

接触硬表面和软表面的样品代表。用PBS将含有HAstV

的粪便样品进行10 倍梯度稀释至10－3，分别取各稀释度

粪便样品200 μL均匀滴加到待测果蔬表面，白菜样品添

加表面积为40 cm2左右，草莓样品添加表面积为20 cm2左

右，静置1 h。

1.4.4.2 人工感染果蔬样品前处理

参照ISO/TS 15216-2:2013标准中针对果蔬中诺如病

毒和甲肝病毒RNA的提取方法，分别对人工感染的白菜

和草莓样品进行如下处理：

白菜样品的硬表面代表：将浸润500 μL PBS的无菌

棉用力擦拭硬表面（最大100 cm2）。迅速将无菌棉放入

干净的离心管中，按压无菌棉，尽量将液体全部挤出，

重复上述操作3～4 次，以确保病毒被最大程度的挤出无

菌棉。保留病毒富集液用于提取RNA。

草莓样品的软表面代表：称取样品约25 g，转移

至400 mL带滤网的均质袋中，加入40 mL TGBE缓冲

液、30 U的黑曲霉果胶酶，在室温、60 r/min振摇孵育

20 min。对于酸性样品，在孵育过程中，每10 min检测

洗脱液的pH值，如果pH值低于9.0，则用NaOH溶液调

节pH值至9.5。每调节一次pH值，则需要延长10 min的

孵育时间。透过滤网，将洗脱液倒入离心管中，4 ℃、 

10 319 r/min离心30 min，将上清液转入干净的离心管

中，并用1 mol/L盐酸溶液将pH值调节至7.0。加入0.25

倍体积的5×PEG/NaCl溶液（最终为10 g/100 mL PEG，

0.3 mol/L NaCl），振荡60 s以混匀，之后在5 ℃、 

60 r/min孵育60 min。在5 ℃、10 319 r/min离心30 min，

弃去上清液，然后在5 ℃、10 319 r/min离心5 min，以压

实沉淀物。弃上清液，加入500 μL PBS重悬沉淀。加入

500 μL的氯仿-正丁醇，涡旋混合，然后在室温条件下孵

育5 min。于5 ℃、10 319 r/min离心15 min，将上层水相

小心地转移到一个新的离心管中，保留病毒富集液用于

提取RNA。

1.4.4.3 人工感染果蔬样品病毒RNA的提取

将1.4.4.2节的病毒富集液加入5 mL Trizol-reagent，

剧烈涡旋混匀1 min，室温放置5 min。将溶液转移至

10 mL无RNase的离心管中，加入1.2 mL氯仿，剧烈涡

旋混匀1 min，室温放置5 min。4 ℃、10 319 r/min离心

5 min，小心吸取上清液至无RNase的10 mL离心管中。

加入0.5 倍体积的异丙醇，颠倒混匀后室温放置5 min。

4 ℃、10 319 r/min离心10 min，弃上清液，用预冷的75%

乙醇溶液洗涤沉淀。加入100 μL无RNase的水，60 ℃加

热5～10 min，使沉淀完全溶解，得到总RNA。继续按照

Dynabeads®mRNA Purification Kit使用说明从总RNA中纯

化得到病毒RNA。

1.4.4.4 病毒回收率的计算及检测低限分析

按照1.4.4.3节方法直接利用Trizol-reagent提取用于添

加的HAstV阳性粪便样本（原液至10－3）RNA，连同提

取的人工感染果蔬样品中病毒RNA一起进行实时荧光定

量RT-PCR检测，并根据病毒定量检测的标准曲线计算各

自所对应的RNA拷贝数，以此分别作为果蔬中添加的病

毒基因拷贝数和实际提取到的病毒基因拷贝数。按照式

（2）计算病毒回收率，并比较在不同果蔬中HAstV的检

测低限。

/% 100	 （2）

1.4.5 检测重复性分析

按照1.4.4.1节的方法制备15 份人工感染HAstV的草

莓样本，将其分成3 组，分别在3 d内进行检测，计算组

内与组间检测结果的变异系数（coefficient of variation，

CV），评价该方法的重复性和稳定性。
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1.4.6 实际果蔬样品的检测

选取出口冷冻草莓、冷冻树莓，以及购自北京农

贸市场和超市的新鲜草莓、苹果、大白菜、油麦菜、生

菜、圣女果、黄瓜9 种共计60 份果蔬样品，利用建立的

实时荧光定量RT-PCR法进行HAstV的检测，进一步验证

该方法的有效性。

2 结果与分析

2.1 HAstV荧光定量RT-PCR标准曲线的绘制

对 c R N A 进行 1 0  倍梯度稀释，使其浓度达

5.6×107～5.6 拷贝/μL，经荧光RT-PCR检测，获得扩增

曲线如图1所示，可见随cRNA稀释度的增加，其所对应

的Ct值逐渐增大，呈一定的梯度关系。分别以cRNA模

板的拷贝数对数值和相对应的检测Ct值为横坐标和纵坐

标，绘制得到标准曲线，方程为y=－3.424x＋39.696，其

相关系数R2达0.997，斜率为－3.424，扩增效率达95.9%。

因此后续检测中，将待测样本实时荧光定量RT-PCR的检

测Ct值代入标准曲线的回归公式，即可计算出其对应的病

毒RNA拷贝数，从而为HAstV的定量检测提供参考。

5 10 15 20 25 30 35 40
Ct值

0.43

3.43

6.43

9.43

12.43

1 2 3 4 5 6
7

8

15.43

1～8.浓度分别为5.6×107、5.6×106、5.6×105、5.6×104、

5.6×103、5.6×102、5.6×101、5.6×100 拷贝 /μL。

图 1 HAstV cRNA进行实时荧光定量RT-PCR检测的扩增图谱

Fig. 1 Amplification plots of HAstV cRNA

2.2 病毒回收率计算及检测低限分析

表 2 粪便及人工感染样本中HAstV实时荧光定量RT-PCR的 

定量检测结果 

Table 2 Quantitative test results of HAstV in artificially infected 

samples by real-time fluorescence RT-PCR 

添加的HAstV粪便
样本稀释度

HAstV检测Ct值（RNA拷贝数/μL）
粪便样本 人工感染大白菜 人工感染草莓

100 12.74（7.46×107） 16.15（6.14×106） 19.54（7.70×105）

10－1 19.03（1.08×106） 22.51（1.04×105） 27.64（3.32×103）

10－2 23.68（4.76×104） 30.62（4.48×102） 32.89（9.75×101）

10－3 27.39（3.92×103） 34.30（3.75×101） 未检出

对人工感染不同浓度HAstV的大白菜和草莓样品，

提取病毒RNA，经实时荧光定量RT-PCR检测，根据测

得的Ct值和标准曲线回归公式，可分别计算出添加的和

提取到的病毒RNA拷贝数（表2），由此测得人工感染的

大白菜样品中病毒回收率在0.94%～9.63%范围内，而人

工感染草莓样品中病毒回收率则明显降低，最高达1.03%

（图2）；此外，两种人工感染样品的病毒回收率均呈

现出随添加量降低而下降的趋势，在大白菜样品中，添

加粪便的稀释度由10－2降为10－3时，病毒回收率下降了

10 倍，而草莓中添加10－3稀释度粪便样本时，已检测不

到HAstV RNA的存在（图2）。
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图 2 不同添加粪便样本稀释倍数的大白菜和草莓样本中 

HAstV回收率比较

Fig. 2 Recovery of HAstV from spiked cabbage and strawberry samples

2.3 人工感染样品检测重复性分析

对人工感染的草莓样品进行检测，结果发现无

论是同一天内的5 次重复所得Ct值，还是3 d独立实验

所得的平均C t值都非常接近，经统计学计算同一天

内检测结果的CV（组内CV）分别为1.41%、1.67%和

1.39%，而3 d间检测结果的CV（组间CV）为1.06% 

（表3），说明本方法检测果蔬中HAstV的效果非常稳

定，具有良好的重复性。

表 3 一步法实时荧光定量RT-PCR检测HAstV重复性分析

Table 3 Repeatability analysis of real-time RT-PCR for detecting HAstV

重复次数
检测Ct值

第1天 第2天 第3天
1 24.36 24.26 25.68
2 24.56 24.98 25.55
3 24.94 24.10 25.18
4 25.16 25.14 24.91
5 25.27 24.43 24.77
±s 24.86±0.35 24.58±0.41 25.22±0.35

组内CV/% 1.41 1.67 1.39
组间CV/% 1.06

2.4 实际样品检测结果

表 4 实际样品的检测结果

Table 4 Results of HAstV detection of actual samples

样品 份数 检出情况 检测Ct值
草莓 6 检出1 份 32.82±0.06
苹果 5 未检出 /

冷冻草莓 9 未检出 /
圣女果 5 未检出 /
黄瓜 4 未检出 /

冷冻树莓 6 未检出 /
大白菜 10 未检出 /
油麦菜 6 未检出 /
生菜 9 未检出 /

总计：9 种 60 份 检出1 份 /
阳性率 1.67%

注：/.无阳性扩增。
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利用建立的实时荧光定量RT-PCR法对60 份果蔬样

品进行HAstV的检测，在购自北京农贸市场的1 份草莓样

品中检出HAstV，检测阳性率为1.67%（表4）。

3 讨 论

HAstV的衣壳蛋白编码基因（ORF2）5’端是一个核

酸序列高度保守区，多用于引物和探针的设计。Sakon等[16] 

设计的RT-PCR引物AC230、AC1’以及探针Acom-prob

就位于该区，然而这些引物和探针同HAstV的部分血清

型核酸序列间不是很匹配，因此也就影响了其检测的特

异性。Grimm[15]在Sakon[16]等研究基础上，综合分析了

HAstV 8 个血清型[17-19]间的序列差异，选取了217 bp的片

段作为扩增把序列，设计出一系列引物和探针，保证在

一个反应体系中可同时检测到HAstV的8 种血清型，大大

提高了检测效率。本实验将该系列引物和探针引入果蔬中

HAstV的检测，通过对10 倍梯度稀释的cRNA进行进行实

时荧光定量RT-PCR扩增分析，发现该系列引物和探针的

扩增效率达95%以上，最低检测限可达5.6 拷贝/反应，且

检测Ct值同模板拷贝数的对数值存在良好的线性关系，R2

达0.997，从而为实际样品的定量检测提供了技术参考。

虽然病毒是严格的细胞内寄生物，但在果蔬中不能

繁殖，果蔬作为病毒的携带者，病毒载量往往较低，再

加上其基质成分的复杂性[20-24]，使得病毒的有效富集和

病毒RNA的高纯度、完整提取成为决定食源性病毒检

测成败的关键，也是近年来研究的热点。我国已有针对

HAstV的检测标准SN/T 2519—2010《贝类中星状病毒检

测方法 普通PCR和实时荧光PCR方法》[25]、SN/T 2518—

2010《贝类食品中食源性病毒检测方法 纳米磁珠-基因

芯片法》[26]和SN/T 3841—2014《出口贝类中诺如病毒

和星状病毒的快速检测 反转录-环介导恒温核酸扩增 

（RT-LAMP）法》[27]均是针对贝类食品，由于贝类和果

蔬基质间的显著差异，其病毒RNA的提取方法并不适用

于果蔬类食品。ISO在2013年发布的“食品和动物饲料

微生物学——食品中甲肝病毒和诺如病毒的实时荧光定

量RT-PCR检测水平方法（ISO/TS 15216-2:2013）”中

给出了针对不同果蔬表面的病毒富集、洗脱与RNA的提

取方法，但却未涉及HAstV。鉴于HAstV同诺如和甲肝

病毒存在相似的结构特点，即均为球形、无包膜病毒颗

粒，内含单股正链RNA，并在基因结构3´端含有polyA

尾[28-30]，因此，本研究将ISO/TS 15216-2:2013中诺如病

毒和甲肝病毒的RNA提取技术应用到HAstV中，通过对

人工感染的大白菜和草莓样品检测发现HAstV的回收率

最高分别可达9.63%和1.03%（图2），满足国际标准ISO/

TS 15216-2:2013检测要求。同时，研究结果表明HAstV自

食品硬表面（如大白菜）中的回收率普遍高于软表面（如

草莓），这可能是由于软表面对病毒的吸附性更强，病毒

不易洗脱，操作步骤更加繁杂，增加病毒损失的机率，且

草莓中果胶等核酸扩增抑制成分的释放，均会导致病毒回

收率的降低。此外，研究还发现果蔬中病毒回收率会随着

污染水平的降低而急剧下降，特别是在大白菜样品中这一

趋势更加明显，其添加粪便的稀释度由10－2降为10－3时，

病毒回收率下降了10 倍（图2），表明低污染水平的样品

检测难度更大，需要开发更为高效灵敏的病毒富集提取技

术，以期进一步提高病毒的检出率。

实验最终通过15 份人工感染和60 份实际果蔬样品的

检测，证明该方法具有良好的重复性和稳定性，病毒检

出率达1.67%，其检测时间约3～5 h，无需昂贵的试剂和

特大型仪器设备，并可实现定量检测，可作为食品安全

检测实验室的常规方法，在食源性病毒筛查与风险评估

中具有重要的应用价值。
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