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实时逆转录环介导等温扩增法快速检测 

GI型诺如病毒 

李  辉, 李雪梅, 刘  沙, 刘思宁, 钟晓男, 邹  瑜, 孙  沛, 杨  婷, 夏  雯, 李献刚* 

(东港海关综合技术服务中心, 国家级农兽药残留及海洋生物毒素检测重点实验室, 东港  118300) 

摘  要: 目的  建立实时逆转录环介导等温扩增法(reverse transcription loop-mediated isothermal amplification, 

RT-LAMP)快速检测 GI 型诺如病毒的分析方法。方法  通过反应引物的筛选、检测温度的优化、灵敏度和特

异性研究、样品检测应用等, 进行 GI 型诺如病毒实时 RT-LAPM 法检测关键技术的研究。结果  针对 GI 型

诺如病毒特异性基因, 通过设计筛选出最佳实时 RT-LAMP 引物组, 并使用该组引物特异、灵敏、快速地检测

到 GI 型诺如病毒。最佳检测温度为 65 ℃, 最小检测限为 22.6 拷贝/µL, 且只对 GI 型诺如病毒靶基因特异, 检

测应用结果可靠。结论  本研究建立了 GI 型诺如病毒的实时 RT-LAMP 检测方法, 可用于 GI 型诺如病毒的

样品检测。 
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Rapid determination of norovirus genogroup I by real-time reverse 
transcription loop-mediated isothermal amplification 
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Technical Service Center of Donggang Customs, Donggang 118300, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid determination of norovirus genogroup I by real-time 

reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) method. Methods  Through the selection 

of reaction primers, optimization of detection temperature, study of sensitivity and specificity, and application of 

sample detection, the key technology of real-time rt-lapm for detection of norovirus genogroup I was studied. Results  

Aiming at the specific gene of norovirus genogroup I, the best primer group was selected by LAMP method, and the 

primer group was used to detect norovirus genogroup I specifically, sensitively and quickly. The optimum detection 

temperature was 65 ℃, the minimum detection limit was 22.6 copies/μL, it was only specific to norovirus genogroup 

I, and the test results were reliable. Conclusion  A real-time RT-LAMP method for rapid detecting norovirus 

genogroup I is established, which can be used for clinical detection of norovirus genogroup I. 
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0  引  言 

诺如病毒(Norovirus, NV)是急性病毒性胃肠炎爆发的

主要病原之一, 主要通过粪-口途径传播, 具有发病急、传

播速度快、涉及范围广等特点, 可导致严重的公共卫生问

题[1‒2]。该疾病的传播与食品的污染密切相关, 尤其是贝类

和小浆果, 因此加强食品中诺如病毒检测方法的研究, 显

得尤为重要。 

目前, 国家检测标准(GB 4789.42—2016《食品安全

国家标准 食品微生物学检验 诺如病毒检验》)中用于食

品中诺如病毒检测的方法, 主要为实时荧光逆转录聚合

酶 链 反 应 (real-time quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction, RT-PCR)技术, 但 RT-PCR 技术

存在对硬件设备的要求高 , 检测程序复杂 , 检测时间相

对较长等问题[3]。实时逆转录环介导等温扩增法(reverse 

transcription loop-mediated isothermal amplification, 
RT-LAMP)利用链置换 DNA 聚合酶在等温条件下对靶序

列进行核酸扩增 , 整个检测反应过程只需 1~2 h, 且可

实时判定检测结果, 能够有效解决 RT-PCR 技术存在的

问题[4]。陈宗峰等[5]将该技术应用于粪便中诺如病毒的检

测, 阳性检测率与 RT-PCR 法无明显差异; 魏海燕等[6]针

对贝类中 GII 型诺如病毒进行了 RT-LAMP 技术研究, 灵

敏度为 10 拷贝/μL RNA 分子水平, 与常规检测 RT-PCR

方法相当。本研究针对食品中 GI 型诺如病毒, 采用实时

RT-LAMP技术, 选择 GI 型诺如病毒的特异性基因进行扩

增引物组筛选, 建立快速检测体系, 同时与 RT-PCR 检测

方法进行灵敏性比对, 旨在为食品中 GI 型诺如病毒的检

测工作提供更加有效的技术保障体系。 

1  材料与方法 

1.1  材  料 

1.1.1  材料与试剂 

本实验所用到的对照样本 GII 型诺如病毒(NV GII)、

轮状病毒(duovirus, RV)、星状病毒(astrovirus, AV)和札如病

毒(sapovirus, SV)的核酸模板均由沈阳市疾病控制中心保

存并提供, 材料收集后 24 h 内冷冻保存运到本中心; GI 型

诺如病毒靶基因核酸质粒采用人工合成的方式, 由宝生物

工程(大连)有限公司完成; 35 份贝类检测样本由本中心保

存并提供。 

RNA-LAMP 扩 增 反 应 试 剂 盒 (LAMP RNA 

Amplification Kit)、LAMP PCR反应管(LAMP PCR Reaction 

Tube)、荧光染料(fluorescent detection reagent, FD)(北京蓝

谱生物科技有限公司); 弱阳离子螯合树脂 Chelex-100、

1VL 甜菜碱(美国 Sigma 公司); 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐

[Tris-HCl, 赛默飞世尔科技(中国)有限公司]; 聚乙二醇辛

基苯基醚(Triton X-100, 北京美莱博医学科技有限公司); 

脱氧核糖核苷三磷酸 (deoxy-ribonucleoside triphosphate, 

dNTP, 美国 Pharmacia 公司); 2×Tap MIX 试剂盒[天根生化

科技(北京)有限公司]; RNA 提取试剂盒(SureFast PREP 

DNA/RNA Virus Art. No.F1051)( 德 国 R-Biopharm 公

司)[7‒10]。 

1.1.2  主要仪器 

La-500 实时 浊度仪 ( 日本 荣研化学株 式会社 ); 

HCM100 恒温振荡金属浴[大龙兴创实验仪器(北京)股份

公司]; Nano Drop one 微量核酸测定仪[赛默飞世尔科技

(中国 )有限公司 ]; UVP BioDoc-IT 凝胶成像系统 (美国

Bio-Rad 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  RNA 的提取 

取 1 g 贝类消化器官均质液, 提取 GI 型诺如病毒基因

组 RNA, 具体提取方法详见试剂盒使用说明书。病毒基因

组 RNA 提取试剂盒购自德国 R-Biopharm 公司。 

1.2.2  实时 RT-LAMP 反应引物的设计 

选择 GI 型诺如病毒编码结构蛋白的基因为特异靶基

因(GenBank: AY502016.1), 根据特异基因序列的 6 个独立

区域 , 在实时 RT-LAMP 引物专业设计网站 ( 网址 : 

http://primerexplorer.jp/e/)进行引物参数设置, 分别设计实

时 RT-LAMP 反应所需的 6 条特异性引物(内引物 BIP 和

FIP、外引物 B3 和 F3、环引物 LB 和 LF)[11‒16]。引物合成

由生工生物工程(上海)股份有限公司完成。 

1.2.3  实时 RT-LAMP 反应体系 

25 μL 反应混合物体系各组分为: 1 μL RNA 模板、  

20 mmol/L Tris-HCl(pH8.8)、1.4 mmol/L dNTP、10 mmol/L 

KCl、10 mmol/L(NH4)2SO4、8 mmol/L MgSO4、0.1% Triton 

X-100、0.8 mol/L 甜菜碱、40 pmol/L FIP 和 BIP、5 pmol/L 

F3 和 B3、20 pmol/L LB 和 LF、8 U Bst DNA 聚合酶和逆

转录酶。将混合物置于 65 ℃恒温反应 60 min 左右, 以双

蒸水为阴性对照[13‒14]。 

1.2.4  RT-PCR 反应体系 

25 μL PCR 反应混合物体系各组分为: 1 μL 模板、   

10 pmol/L B3 和 F3、12.5 μL 2×Taq MIX。扩增循环条件为: 

94 ℃预变性 5 min, 94 ℃变性 30 s; 55 ℃退火 30 s; 72 ℃延

伸 30 s, 共 40 个循环, 最后 72 ℃延伸 7 min。取 PCR 产

物 5 μL, 加在 1%含 GoldView 琼脂糖凝胶上, 120 V 电泳

35 min, 在凝胶成像系统下照相检测[17]。 

1.2.5  实时 RT-LAMP 反应结果检测 

实时浊度仪检测: 在 Bst DNA 聚合酶的作用下, 实时
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RT-LAMP 反应会产生焦磷酸根, 焦磷酸根与反应液中的

二价镁离子发生化学反应产生焦磷酸镁沉淀 , 为白色沉

淀。据此, 利用实时浊度仪 LA-500 测定反应管中焦磷酸镁

的浊度, 并绘制成曲线来判断检测反应结果[18]。 

基于颜色变化检测: 钙黄绿素是一种金属离子指示

剂, 根据反应液中镁离子含量的变化而表现出不同的颜色, 

从而判定检测结果阴阳性, 其中阴性时为橙色, 阳性时为

绿色。 

2  结果与分析 

2.1  最佳实时 RT-LAMP 引物的筛选 

按上述25 μL体系配制反应液, 以GI型诺如病毒靶基因

核酸作为模板, 使用设计的4组引物进行实时RT-LAMP扩增, 

比较其扩增效率, 找出最佳引物组合。由图 1 可知, GI2 引物

和 GI4 引物未发生扩增反应, 与 GI3 引物相比, GI1 引物的扩

增效率最高 , 说明 GI1 引物为扩增靶基因的最佳实时

RT-LAMP 引物[12]。由此设计得到最佳引物组合序列见表 1。 

 

 
 

注: 650 nm 表示实时浊度仪检测焦磷酸镁沉淀浊度的波长。 

图 1  最佳实时 RT-LAMP 引物的筛选结果 

Fig.1  Screening results of the best real-time RT-LAMP primers 
 

 
表 1  最佳引物组合序列 

Table 1  Optimal primer combination sequence 

引物 序列(5’-3’) 

GI1-F3 TGTGGACAGGAGATCGCA 

GI1-B3 TTTACTTGCCCAGCAGTCG 

GI1-FIP 
CACTGGCGCCATCCACGTTTATCTCCTGCCCGAAT

TCGTA 

GI1-BIP 
GCGCTGGTCAGTTGGTACCGCCGCTACAGGATCC

ATTGC 

GI1-LF CGTCCTTAGACGCCATCATCATT 

GI1-LB GAGGCTAACACTTCTGACCCC 

 

2.2  最佳实时 RT-LAMP 反应温度筛选实验 

使用筛选出来的最佳引物组合 GI1 引物, 进行最佳实

时 RT-LAMP反应温度筛选, 温度筛选范围从 60~67 ℃, 梯

度为 1 ℃[19], 结果表明 64~67 ℃时发生了 LAMP 反应, 且

65 ℃时扩增效率最高, 所以最佳温度定位为 65 ℃。 

2.3  特异性检测实验 

以 GI 型诺如病毒为阳性对照, 使用最佳引物组 GI1

对 GII 型诺如病毒(NV GII)、轮状病毒(RV)、星状病毒(AV)、

札如病毒(SV)等对照样本核酸进行实时 RT-LAMP 实验, 

由图 2 的实验结果发现: 除阳性对照外, 其他所有对照样

本均未发生实时 RT-LAMP 反应, 说明 GI1 引物具有较好

的特异性, 可以特异性的检测 GI 型诺如病毒。 

 

 
 

注: 650 nm 表示实时浊度仪检测焦磷酸镁沉淀浊度的波长。 

图 2  实时 RT-LAMP 特异性检测实验结果 

Fig.2  Specific detection of real-time RT-LAMP  
experimental results 

 

2.4  敏感性检测实验及与 RT-PCR 法的比较 

将质粒模板10倍梯度稀释, 用于实时RT-LAMP反应[20], 

结果见图 3, 检测结果表明, 实时 RT-LAMP 浊度法与染色

法实验结果(见图 4)一致, 对 GI 型诺如病毒的最低检测浓

度为 22.6 拷贝/µL。 

 

 
 

注: 650 nm 表示实时浊度仪检测焦磷酸镁沉淀浊度的波长。 

图 3  实时 RT-LAMP 浊度法敏感性检测实验结果 

Fig.3  Sensitivity test results of real-time RT-LAMP  
turbidimetric method 

 

将 10 倍梯度稀释的质粒用于 RT-PCR 反应, 检测结

果见图 5。引物为 GI1-F3、GI1-B3, RT-PCR 法中引物应

用的就是最佳实时 RT-LAMP 引物的 F3 和 B3, 这样才能

更准确的比较二者的敏感性。结果显示, RT-PCR 法最低

检测浓度为 2.26×10³拷贝/µL, 远低于实时 RT-LAMP法的

检测灵敏度。 
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注: 1: 2.26×107 拷贝/µL(+); 2: 2.26×106 拷贝/µL(+); 3: 2.26×105 拷

贝/µL(+); 4: 2.26×104 拷贝/µL(+); 5: 2.26×10³拷贝/µL(+); 6: 

2.26×10²拷贝/µL(+); 7: 2.26×10¹拷贝/µL(+); 8: 2.26 拷贝/µL(-)。 

图 4  实时 RT-LAMP 染色法敏感性检测实验结果 

Fig.4  Sensitivity test results of real-time RT-LAMP staining method 
 
 

 
 

注: M: D2000 DNA Marker; 1: 2.26×107 拷贝/µL; 2: 2.26×106 拷贝

/µL; 3: 2.26×105 拷贝/µL; 4: 2.26×104 拷贝/µL; 5: 2.26×10³拷贝/µL; 

6: 2.26×10²拷贝/µL; 7: 2.26×10¹拷贝/µL; 8: 2.26 拷贝/µL。 

图 5  RT-PCR 法敏感性检测实验结果 

Fig.5  Sensitivity test results of RT-PCR method 
 

2.5  实际样本检测实验 

分别对 35 份贝类样本的消化器官均质液提取 RNA模

板, 使用最佳引物组合 GI1 引物, 在 65 ℃条件下进行 GI

型诺如病毒的实时 RT-LAMP 检测实验, 检测结果如图 6, 

其中样本 7 的检测结果为 GI 型诺如病毒阳性, 同时使用外

引物 GI1-F3 和 GI1-B3 对病毒核酸样本进行扩增测序, 将

测序结果在 NCBI 网站上进行碱基局部对准检索(basic 

local alignment search tool, BLAST), 比对表明与 NCBI 基

因库中的 GI 型诺如病毒同源, 说明实时 RT-LAMP 技术能

够用于 GI 型诺如病毒的检测。 

 

 
 

注: 650 nm 表示实时浊度仪检测焦磷酸镁沉淀浊度的波长。 

图 6  样本检测实验结果 

Fig.6  Experimental results of sample detection 
 

3  结论与讨论 

本研究针对 GI 型诺如病毒特异基因, 设计筛选出最

佳引物组 GI1, 能够在 65 ℃条件下快速灵敏的检测 GI 型

诺如病毒 , 最小检测限量值为 22.6 拷贝 /µL, 远高于

RT-PCR 法的检测灵敏度, 且只对 GI 型诺如病毒靶基因

特异。 

本研究通过靶序列上的 6 个独立区域设计 4 条引物

GI1-FIP、GI1-BIP、GI1-F3、GI1-B3, 能特异性的检测 GI

型诺如病毒, 相对于 RT-PCR 引物只能识别靶序列的 2 个

独立区域而言, 实时RT-LAMP法的特异性大大提高, 假阴

性出现的概率也会随之降低 , 同时增加了 2 条环引物

GI1-LB 和 GI1-LF, 可以大大提高反应速率和检测灵敏度。 

相较于 RT-PCR 法来说, 实时 RT-LAMP 法最大的优

点是实现了在 65 ℃条件下恒温扩增, 使 GI 型诺如病毒的

检测摆脱了对热循环仪器的依赖, 同时实时 RT-LAMP 法

可通过肉眼观察钙黄绿素显色判定结果, 也可以用浊度仪

直接读取结果, 节省了凝胶电泳的结果判定时间, 所以实

时 RT-LAMP 方法虽然扩增原理复杂, 但是其操作简便、费

时少、灵敏度高、特异性强, 再加上其恒温条件下扩增的

优势, 比 RT-PCR 方法更适合于 GI 型诺如病毒样本的现场

快速检测, 并有望成为常规检测手段。 
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