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荧光定量反转录聚合酶链反应用于 GⅠ型和 GⅡ型
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摘要院目的 探究荧光定量反转录聚合酶链反应渊RT-PCR冤对 G玉型尧G域型诺如病毒渊NV冤的检测效能遥 方法 以 2020 年 12 月-

2023 年 12 月南昌市湾里管理局疾病预防控制中心收治的 50 例疑似 NV 感染患者为研究对象袁采集其粪便样本袁依次应用常

规 RT-PCR 与荧光定量 RT-PCR 检测方式进行检验袁比较两种检验方式的阳性检出率及检测效能渊检测准确性尧敏感度尧特

异度冤遥 结果 荧光定量 RT-PCR 对 G玉型尧G域型诺如病毒的阳性检出率高于常规 RT-PCR 检测渊 约0.05冤遥 荧光定量 RT-

PCR 对 G玉型尧G域型诺如病毒的检测准确性尧敏感度尧特异度高于常规 RT-PCR 检测渊 约0.05冤遥 结论 荧光定量 RT-PCR

在 G玉型尧G域型诺如病毒诊断中具有较高检测效能遥
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XIAO Chaoguang
(Inspection Unit, Nanchang Wanli Administration Center for Disease Control and Prevention, Nanchang 330004, Jiangxi, China)

Abstract：Objective To explore the detection efficiency of fluorescence quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) for G
玉 and G域 norovirus (NV). Methods From December 2020 to December 2023, 50 patients with suspected NV infection admitted to the Nanchang
Wanli Administration Center for Disease Control and Prevention from December 2020 to December 2023 were selected as the research objects. Their
fecal samples were collected and tested by conventional RT-PCR and fluorescence quantitative RT-PCR in turn. The positive detection rate and
detection efficiency (detection accuracy, sensitivity, specificity) of the two test methods were compared. Results The positive detection rate of G玉
and G域 norovirus by fluorescence quantitative RT-PCR was higher than that by conventional RT-PCR ( <0.05). The detection accuracy, sensitivity
and specificity of G玉 and G域 norovirus by fluorescence quantitative RT -PCR were higher than those by conventional RT -PCR ( <0.05).
Conclusion Fluorescence quantitative RT-PCR has a high detection efficiency in the diagnosis of G玉 and G域 norovirus.
Key words：Norovirus; Fluorescence quantitative reverse transcription polymerase chain reaction; G玉 type; G域 type; Detection efficiency

诺如病毒（Norovirus, NV）是引发急性胃肠炎的

主要病原体之一，以 G玉型、G域型最为常见，其传

播途径广、感染剂量低、病毒变异快，易引发诺如病

毒感染聚集性疫情，对我国公共卫生安全构成了一

定威胁，病毒的准确检验及快速管控是降低其传播

风险的重要前提[1，2]。近年来，随着诺如病毒全基因

及部分序列的逐步测定，分子生物学技术被广泛应

用于该病毒的检验及临床研究中，其中，反转录聚合

酶链反应（reverse transcription-polymerase chain re原
action, RT-PCR）为当前常用病毒检测方式，该技术

可通过 RNA 提取、反转录及 PCR 扩增等过程，获取

目的基因序列及其表达水平[3，4]。在此基础上，荧光

定量 RT-PCR 可将荧光基团加入其 PCR 扩增反应

体系中，利用其荧光信号的实时表达，实现病毒

RNA 的定量检测[5，6]。为了进一步探究荧光定量 RT-
PCR 在 NV 检测中的应用价值，本研究结合 2020 年

12 月-2023 年 12 月南昌市湾里管理局疾病预防控

制中心收治的 50 例疑似 NV 感染患者，分析荧光定

量 RT-PCR 对 G玉型、G域型 NV 的检测效能，现报

道如下。

1资料与方法

1.1 一般资料 以 2020 年 12 月-2023 年 12 月南昌

市湾里管理局疾病预防控制中心收治的 50 例疑似

NV 感染患者为研究对象，男 29 例，女 21 例，年龄

18~68 岁，平均年龄（33.84依7.65）岁，以上受检者均
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以恶心、呕吐、腹痛、腹泻等消化道症状为主诉就诊，

所有研究对象均知情且自愿参与本次研究。

1.2 纳入和排除标准 纳入标准：淤经临床初步诊断

为疑似 NV 感染；于可按要求采集粪便样本；盂取样

前未服用抗病毒药物。排除标准：淤合并其他消化

道疾病者；于伴全身感染者；盂遗传代谢疾病史者；

榆粪便样本采集不合格者。

1.3 方法

1.3.1 RNA 提取 采用西安天隆 CqEx-DNA/RNA 病

毒（CDC）核酸提取试剂盒对粪便样本进行处理，按

试剂盒说明书提取 RNA，随后取 50 滋l DEPC 水溶

液用于 RNA 沉淀的溶解，静置 2 min 后，离心处理

（4000 r/min，20 min），随后取上清液分为两份，开始

以下检测。

1.3.2 常规 RT-PCR 取逆转录试剂盒（上海伯杰医

疗科技股份有限公司）进行逆转录操作，其过程严格

按说明书进行，PCR 反应体系共 25 滋l，包括 2.5 滋l
反应缓冲液（10伊PCR Buffer）、0.5 U 耐热 DNA 聚

合酶（Taq 酶）、3 滋l 脱氧核苷三磷酸底物（dNTP原
mix）、3 滋l 互补脱氧核糖核酸（cDNA）与 2.5 滋l 引
物混合物，剩余取灭菌蒸馏水补足。反应条件：94 益
预变性处理 3 min寅94 益变性处理 30 s寅54 益退火

处理 30 s寅72 益延伸 30 s，共 40 个循环。

1.3.3 荧光定量 RT-PCR 逆转录步骤同上，PCR 反

应体系为 20 滋l，包括 10 滋l 2伊Premix Ex Taq、0.4 滋l

50伊ROX Reference Dye 域、2 滋l cDNA、3.2 滋l 引

物混合物、0.8 滋l 探针，剩余取灭菌蒸馏水补足。反

应条件：50 益处理 2 min寅95 益预变性处理 30 s寅
95 益变性处理 5 s寅60 益退火处理 34 s，共 40 个循

环，于 60 益条件下收集其荧光信号，获取 CT 值，绘

制相应标准曲线。

1.4 观察指标 淤比较两种检验方式的阳性检出率；

于以最终诊断结果为金标准，比较两种检验方式的

检测效能，包括诊断准确性、敏感度与特异度。诊断

准确性=（真阳性+真阴性）/总例数伊100%；敏感度=
真阳性/（真阳性+假阴性）伊100%；特异度=真阴性/
（真阴性+假阳性）伊100%。

1.5 统计学方法 采用 SPSS 24.0 软件进行数据处

理，计量资料以（ 依 ）表示，组间行 检验对比，计数

资料以[（%）]表示，组间行 2 检验分析，约0.05 表

明差异有统计学意义。

2结果

2.1 两种检验方式的阳性检出率比较 荧光定量

RT-PCR 对 G玉型、G域型诺如病毒的阳性检出率高

于常规 RT-PCR 检测（ 2=4.105，=0.043），见表 1。
2.2 两种检验方式的检测效能比较 荧光定量 RT-
PCR 对 G玉型、G域型诺如病毒的检测准确性、敏

感度、特异度高于常规 RT-PCR 检测（ 约0.05），见
表 2、表 3。

表 1 常规 RT-PCR与荧光定量 RT-PCR的阳性检出率比较[ (%)]

检测方式

常规 RT-PCR
荧光定量 RT-PCR

50
50

G玉型

8（16.00）
12（24.00）

G域型

19（38.00）
22（44.00）

合计

27（54.00）
34（68.00）

表 2 常规 RT-PCR与荧光定量 RT-PCR的检测结果比较渊 冤

金标准

阳性

阴性

合计

阳性

32
1
33

阴性

4
13
17

阳性

34
0
34

阴性

2
14
16

合计

36
14
50

常规 RT-PCR 荧光定量 RT-PCR
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3讨论

诺如病毒是人类杯状病毒科诺如病毒属的原型

代表株，为单股正链 RNA 病毒，具有较高的传染性

及传播能力，易引起非细菌性腹泻爆发，导致公共卫

生安全问题，在此背景下，寻求特异、灵敏、快速的检

测方法对诺如病毒感染的防控具有重要意义[7，8]。目

前，病原学检查为诺如病毒诊断金标准，现以 RT-
PCR 等分子生物学检测方法最为常见，其中，常规

RT-PCR 检测技术可充分利用 RNA 逆转录与聚合

酶链式反应等步骤，完成特定 RNA 序列的复制与扩

增，实现病毒的定性、定量检验[9，10]。常规 RT-PCR 检

测方案成本较低、应用广泛，但其操作繁琐、敏感性

中等，存在一定污染风险及非特异性扩增问题，应用

局限性明显[11，12]。荧光定量 RT-PCR 则是基于 RT-
PCR 检测体系制定的精确化分析手段，可利用荧光

基团的加入，凭借其荧光信号的累积情况，反映

PCR 扩增体系中循环扩增产物的变化，以此实现

PCR 进程的实时监测，完成目标分子的定量检测[13，14]。

近年来，该技术已日益成熟，其操作简单、敏感性高，

可增加定量检测的精确性，在基因表达分析及病毒

载量检测中具有较高应用价值[15，16]。

本研究结果显示，荧光定量 RT-PCR 对 G玉型、

G域型诺如病毒的阳性检出率高于常规 RT-PCR 检

测（ 约0.05），提示荧光定量 RT-PCR 在 G玉型、G域
型诺如病毒的筛查中具有更高检测价值。分析认为，

常规 RT-PCR 检测为非特异性测定方式，仅可反映

病毒核酸的总载量，无法实现扩增反应的实时检测，

存在定量不准确等问题，易引发漏检、误检等情况[17]。

相较之下，荧光定量 PCR 加入了荧光信号采集系统

与计算机分析处理系统，可借助荧光信号监测扩增

循环产物的积累情况，实时掌握扩增进程的同时，通

过荧光曲线及 Cq 值等参数，完成目标病毒的定量

检测，其精确性更高，检出效果更佳[18，19]。本研究显

示，荧光定量 RT-PCR 对 G玉型、G域型诺如病毒的

检测准确性、敏感度、特异度高于常规 RT-PCR 检

测（ 约0.05），表明荧光定量 RT-PCR 对诺如病毒的

诊断效能优于常规 RT-PCR 检测。究其原因，常规

RT-PCR 检测技术仅可对 PCR 扩增反应的终点产

物进行分析，无法完成起始模板的准确定量，其对病

毒 RNA 质量的依赖性较高，易受到逆转录酶及

PCR 引物等因素的影响，随着循环次数的增多，其

产物的扩增偏离模板剂量较不可控，检测效能较为

有限[20，21]。荧光定量 RT-PCR 则可充分利用扩增循

环中的荧光表达，测定 PCR 的最终产物量，用于诺

如病毒的检测，其操作过程均于封闭体系下完成，大

大降低了污染概率，且解决了常规 RT-PCR 只能终

点检测的局限性问题，其荧光信号检测可覆盖每轮

循环，避免了扩增偏离引起的检测误差，有效降低了

反应的非特异性，具有更高的检测准确性、敏感度及

特异度[22，23]。

综上所述，荧光定量 RT-PCR 在 G玉型、G域型

诺如病毒诊断中具有较高检测效能，可为其病毒感

染的诊断提供可靠参考信息，值得临床应用。
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