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装甲 RNA 在牡蛎中诺如病毒 4 种 RNA 

提取方法比较研究中的应用* 

曲  梦  江艳华  李风铃  姚  琳①  逄凤娇  王联珠  翟毓秀 
(中国水产科学研究院黄海水产研究所 农业农村部水产品质量安全检测与评价重点实验室  青岛  266071) 

摘要    RNA 提取是诺如病毒检测的关键步骤，而目前贝类中诺如病毒 RNA 提取、检测方法的比

较与评价常囿于缺乏量值明确、无生物安全隐患的标准样品作为参考依据。本研究将前期制备的  

GⅡ型诺如病毒装甲 RNA (3.0×1010 拷贝)作为标准样品，人工污染牡蛎(Ostrea gigas tnunb)消化腺匀

浆物，用 4 种常见 RNA 提取方法：TRIzol 试剂、Viral RNA Kit、High Pure Viral Nucleic Acid Kit、

柱式病毒 RNAOUT 试剂盒，分别提取 RNA，经实时荧光 RT-PCR 检测后，利用标准曲线进行定量分

析，分别计算 4 种方法对装甲 RNA 的回收率。结果显示，对于匀浆样本，TRIzol 法对装甲 RNA

的回收率最高(6.80±0.89)%，显著高于 Viral RNA Kit (4.51±2.28)%，二者的回收率又显著高于 High 

Pure Viral Nucleic Acid Kit (0.24±0.05)%与柱式病毒 RNAOUT试剂盒(0.11±0.02)% (P˂0.05)；对于冻干样

本，Viral RNA Kit 对装甲 RNA 的回收率最高(8.71±0.17)%，显著高于 TRIzol 试剂(7.12±0.64)%，二

者的回收率又显著高于 High Pure Viral Nucleic Acid Kit (0.33±0.12)%与柱式病毒 RNAOUT 试剂盒

(0.06±0.01)% (P˂0.05)。研究表明，TRIzol 试剂与 Viral RNA Kit 对牡蛎消化腺样本中人工添加的装

甲 RNA 均有良好的回收效果，同时也提示装甲 RNA 可作为一种良好的标准样品用于不同 RNA 提

取试剂盒方法的评价与比较研究。 
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中图分类号 Q33   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2019)06-0180-06 

人类各年龄段的非菌性胃肠炎中约有 95%是由

诺如病毒(Norovirus, NoVs)引起的(Ma et al, 2014)。我

国是全球 15 个腹泻病高负担国家之一，NoVs 在我国

腹泻病例中的检出率在 11.6%~59.52%之间(阎岩等, 

2013; 余建兴等, 2015; 陈莉莉等, 2018)，食物污染是

NoVs 传播的最主要途径，NoVs 成为影响我国食品安

全与公共卫生的重要病原。研究表明，多数 NoVs 疫

情的暴发都与生食受污染牡蛎等贝类有关(Westrell  

et al, 2010)。牡蛎属于双壳滤食性生物，其内脏中存

在 NoVs 受体及其合成酶(Le et al, 2006; 姜薇等 , 
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2014; 姚琳等, 2016)，牡蛎滤食海水中有机碎屑、微

藻(任黎华等, 2013)，极易将水体中污染的 NoVs 特异

性富集于体内，因此被认为是引起 NoVs 食源性感染

的高风险食品之一(Persson et al, 2018)。 

实时荧光 RT-PCR 目前是 NoVs 检测的主要方法，

而 RNA 提取是 NoVs 检测的基础，RNA 的纯度、浓 

度及 RT-PCR 抑制物的多少对检测结果影响很大，如

何提取高质量的 RNA 是检测的关键(Tan et al, 2009)。

不同方法在 RNA 提取效率及对抑制物的去除效果方

面有所差别，并最终影响检测结果(江涛等, 2017)。

选 择 合 适 的 提 取 方 法 ， 可 从 源 头 上 最 大 程 度 避 免

NoVs 检测结果的假阴性，确保检测结果的科学性和

可靠性。由于 NoVs 无法按照传统方法进行体外培养，

因此在比较或评价不同提取方法时，多数研究者用阳

性 NoVs 腹泻样本或替代病毒—鼠诺如病毒添加到空

白样本中(Uhrbrand et al, 2017; Kanwar et al, 2018)模

拟实际样本，前者病毒含量不一且存在严重生物安全

隐患，后者要经过繁琐的细胞培养与病毒含量测定。

针对上述问题，近年来有研究开发出装甲 RNA 技术，

即将检测靶标 RNA 包装在噬菌体病毒样颗粒内，一

方面利用噬菌体衣壳蛋白保护易降解的 RNA，另一

方面病毒样颗粒高度模拟了病毒粒子结构，在提取、

裂解等环节展示出与天然病毒的相似性(Pan et al, 

2012)，成为目前广泛应用的 RNA 病毒检测质控品。 

本 课 题 组 前 期 建 立 了 基 于 Qβ 噬 菌 体 的 装 甲

RNA 制备平台(张奇等, 2017)，制备了多批内含 NoVs

检测靶标的装甲 RNA。本研究将上述装甲 RNA 作为

量值明确的标准样品添加到牡蛎内脏匀浆物中，以此

模拟污染样本来比较 TRIzol 试剂等 4 种主要 RNA 提

取方法对内脏匀浆物中装甲 RNA 的回收率，旨在筛

选一种适合牡蛎中 NoVs RNA 提取的方法，同时探讨

装甲 RNA 作为量值明确的标准样品用于方法比较研

究的可行性。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

RNA 提取试剂 TRIzol®购自 Life 公司；RNA 提

取试剂盒 Viral RNA Kit 购自 OMEGA 公司，High 

Pure Viral Nucleic Acid Kit 购自 Roche 公司，柱式病

毒 RNAOUT 购自北京 TIANDZ 基因科技有限公司；

One Step PrimeScriptTM RT-PCR Kit 购自宝生物工程

(大连)有限公司；无水乙醇、异丙醇、氯仿等试剂均

为分析纯。GⅡ型诺如病毒装甲 RNA 由本实验室制

备、定量(3.0×108 拷贝/μl)。参照 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》，由生工生物工程(上海)股份有限公司合成检测 G

Ⅱ型 NoVs 所需的引物、探针，名称及序列见表 1。实

时荧光定量 PCR 仪为美国 Roche 公司 LightCycler 2.0。 

 
表 1  引物、探针信息 

Tab.1  Information of primers and probe 

引物与探针 
Primers and probe

序列 
Sequence(5′~3′) 

QNIF2 ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA

COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA 

QNIFs(Probe) FAM-AGCACGTGGGAGGGCGATCG-T
AMARA 

注：R=A/G；W=A/T；FAM=羧基荧光素；TAMARA=

羧基四甲基罗丹明 
Note: R=A/G; W=A/T; FAM=Carboxyfluorescein; 

TAMARA= Carboxytetramethylrhodamine 
 

1.2  样品制备 

将实验室收集的、经实时荧光 RT-PCR 检测 GⅡ

型诺如病毒呈阴性的牡蛎消化腺样品混合并匀浆，分

装至 48 支 15 ml 无酶离心管中，每管 2.0 g，分别添

加 3.0×1010 拷贝的装甲 RNA，充分混匀，室温放置

1 h，制成牡蛎消化腺人工污染匀浆样品；从中随机

取 24 管样品逐一称重后真空冷冻干燥，制成消化腺

人工污染冻干样品，冻干后再次逐一称重，检测前根

据每管失水的量加入相应重量的 RNase-free H2O 复

水，涡旋混匀。 

1.3  病毒 RNA 提取 

按照说明书分别用 TRIzol 试剂、High Pure Viral 

Nucleic Acid Kit、柱式病毒 RNAOUT、Viral RNA Kit

提取 1.2 中制备的人工污染样品。每种样品提取 5 次。 

1.4  实时荧光 RT-PCR 

用 TaKaRa One Step PrimescriptTM RT-PCR kit 对

提取的 RNA 进行实时荧光 RT-PCR 检测，反应体系

和循环参数如下：2×one step RT-PCR Buffer Ⅲ 10 µl，

TaKaRa Ex Taq HS(5 U/µl) 0.4 µl，PrimeScript RT Enzyme 

Mix Ⅱ 0.4 µl， QNIF2(10 µmol/L)、COG2R(10 µmol/L)

各 0.3 µl， QNIFs(10 µmol/L)0.4 µl，RNA 2.0 µl，RNase- 

free H2O 6.2 µl；以 RNase-free H2O 为模板设置空白

对照，以诺如病毒检测阴性且未添加装甲 RNA 的牡

蛎内脏作为阴性对照。循环参数为 42℃ 5 min，95℃ 

10 sec；95℃ 5 sec，60℃ 20 sec，40 个循环。每份

样品的 RNA 平行测 3 次，记录 Ct 值。 
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1.5  回收率计算 

利用本实验室前期建立的 GⅡ型诺如病毒装甲

RNA 定量用标准曲线 y=3.562x+37.938 (张奇等 , 

2017)，计算各样品中装甲 RNA 的拷贝数。根据不同

的提取方法与样本类型，分别计算装甲 RNA 的回收

率。计算公式：装甲 RNA 回收率＝提取出的装甲 RNA

拷贝数／添加到样品中的装甲 RNA 拷贝数×100%。 

1.6  统计学分析 

将匀浆样品与冻干样品经 4 种不同提取方法提

取 RNA 检测得到的 Ct 值和装甲 RNA 回收率采用

SPSS 20.0 进行单因素方差分析(One-way ANOVA)，

P<0.05 为差异显著。Ct 值和回收率的分布用 GraphPad 

Prism 6.0 分析与绘图。 

2  结果 

2.1  4 种提取方法所得 RNA 的 Ct 值分析 

在牡蛎内脏匀浆物中添加 3.0×1010 拷贝 GⅡ型诺

如病毒装甲 RNA，经 4 种方法提取后的 RNA 进行实

时荧光 RT-PCR 检测，所得 Ct 值统计后见表 2，Ct

值分布经 GraphPad Prism 6.0 处理，见图 1。对于匀 

浆样品，TRIzol 法所提取的 RNA 得到的 Ct 值最小，

其次是 Viral RNA Kit，二者差异性显著(P˂0.05)，High 

Pure Viral Nucleic Acid Kit 与柱式病毒 RNAOUT 试剂

盒的 Ct 值较大，二者之间差异不显著，但与 TRIzol

法与 Viral RNA Kit 相比，差异显著(P˂0.05)。对于冻

干样品，TRIzol 法与 Viral RNA Kit 的 Ct 值均很小，

二者差异性不显著(P˃0.05)，High Pure Viral Nucleic 

Acid Kit 与柱式病毒 RNAOUT 试剂盒的 Ct 值仍较大， 
 

表 2  实时荧光 RT-PCR 分析 4 种提取方法 
所得 RNA 的 Ct 值(X±SD) 

Tab.2  Ct values of RNA obtained from 4 extraction  
methods analyzed with realtime RT-PCR (X±SD) 

Ct 值 
Ct values 

提取方法 
Extraction methods 匀浆样品 

Homogenate 
sample 

冻干样品
Freeze-dried 

sample 

TRIzol 法 24.12±0.20 a 24.04±0.14a

Viral RNA Kit 25.33±0.70 b 24.17±0.03a

High Pure Viral Nucleic Acid Kit 30.03±0.28 c 29.66±0.72b

柱式病毒 RNAOUT 30.46±0.21 c 31.54±0.38b

注：同列数据中相同上标字母表示差异不显著 (P> 

0.05)，下同 
Note: Values in the same column with same superscrips 

are not significantly different (P>0.05), the same as below 

 
 

图 1  4 种 RNA 提取方法对应 Ct 值的分布 
Fig.1  Scatter diagram for Ct values of RNA obtained  

from 4 extraction methods 
 

二者之间差异不显著，但与 TRIzol 法与 Viral RNA Kit

相比，差异显著(P˂0.05)。 

2.2  4 种 RNA 提取方法对装甲 RNA 回收率分析 

将 4 种 RNA 提取方法所得 Ct 值代入标准曲线计

算出 2.0 μl RNA 所含的装甲 RNA 拷贝数，再根据不

同试剂盒的提取流程，最终计算出 4 种提取方法对添

加的装甲 RNA 的回收率，结果见表 3。所得装甲 RNA

的回收率经 GraphPad Prism 6.0 分析后，结果见图 2。

对于匀浆样品，TRIzol 法的回收率最高，其次是 Viral 

RNA Kit，二者差异性显著(P˂0.05)，但均能达到 GB 

4789.42-2016 中关于回收率应大于 1%的要求，High 

Pure Viral Nucleic Acid Kit 与柱式病毒 RNAOUT 试剂

盒 的 回 收 率 均 很 低 ， 二 者 之 间 差 异 不 显 著 ， 但 与

TRIzol 法与 Viral RNA Kit 相比，差异显著(P˂0.05)。

对于冻干样品，Viral RNA Kit 的回收率最高，其次是

TRIzol 法均超过 2%，二者差异性不显著(P˃0.05)，

High Pure Viral Nucleic Acid Kit 与柱式病毒 RNAOUT  
 

表 3  4 种 RNA 提取方法对装甲 RNA 的 
回收率(X±SD, n=5, %) 

Tab.3  Recovery of 4 RNA extraction methods  
for armored RNA (X±SD, n=5, %) 

回收率 
Recovery efficiencies

提取方法 
Extraction methods 匀浆样品 

Homogenate
sample 

冻干样品
Freeze-dried

sample 

TRIzol 法 6.80±0.89 a 7.12±0.64a

Viral RNA Kit 4.51±2.28 b 8.71±0.17b

High Pure Viral Nucleic Acid Kit 0.24±0.05 c 0.33±0.12c

柱式病毒 RNAOUT 0.11±0.02 c 0.06±0.01c
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图 2  4 种 RNA 提取方法对装甲 RNA 的回收率 
Fig.2  Recovery of 4 RNA extraction methods for armored RNA 

 

试剂盒的回收率很低，二者之间差异不显著，但与

Viral RNA Kit 与 TRIzol 法相比，差异显著(P˂0.05)。 

3  讨论 

NoVs 是世界范围内的一种重要食源性病毒，是

引起人类急性胃肠炎的主要病原。牡蛎因其自身生物

学特性成为 NoVs 传播的重要载体之一，实时荧光 RT- 

PCR 目前是检测 NoVs 的“金标准”，然而受污染牡

蛎自身存在大量 RT-PCR 抑制物、NoVs 含量低、基

因分型多等因素影响，其检测难度高于常见 RNA 病

毒，提高检测方法的灵敏度和病毒回收率是各国学者

一直关注的问题(Francoise et al, 2009)。部分提取方法

对目标 RNA 的提取效率低、对样本中存在的 RT-PCR

抑制物去除效果不好、扩增前 RNA 出现降解等问题

往往造成检测结果的假阴性(Das et al, 2011)。因此，

比较病毒 RNA 提取方法成为优化、筛选 NoVs 检测

方法的重点之一。虽然 NoVs 目前已可以基于干细胞

转化出的肠上皮细胞进行人工培养 (Ettayebi et al, 

2016)，但对实验条件与经验有严格的要求，短期内

很难在大多从事应用性基础研究的实验室开展，因此

在提取方法比较研究中，多数学者仍使用含病毒的临

床腹泻样本和鼠诺如病毒等作为质控品添加到阴性

样品中，但存在难以获得、量值不均一、生物安全隐

患等不足。 

本实验室前期基于 Qβ 噬菌体制备平台，成功制

备了内含 GⅡ型 NoVs 检测靶标的装甲 RNA，证实其

均匀性和稳定性良好，拷贝数高，可实现对 NoVs 核

酸检测中的 RNA 提取、反转录、扩增等过程的定性、

定量质量控制和评估 (Villanova et al, 2007; 张奇 , 

2017)。由于牡蛎中的 NoVs 主要集中在消化腺，因此，

本研究将牡蛎消化腺匀浆物与 NoVs 装甲 RNA 混匀

后室温孵育，该人工污染的方法与用活牡蛎自然富集

诺如病毒相比，简单有效，并且具有量值明确便于定

量评估、可批量制备重复实验等多种优点。将人工污

染后的样品分别以 TRIzol 法、High Pure Viral Nucleic 

Acid Kit、柱式病毒 RNAOUT、Viral RNA Kit 4 种提取

方法提取病毒 RNA，依据本实验室建立的 GⅡ型诺

如病毒标准曲线分析了不同提取方法对不同状态样

品中装甲 RNA 的回收率，研究结果表明，无论是匀

浆样品还是冻干样品，本研究涉及的 4 种 RNA 提取

方法的回收效率相差较大。 

有研究分别用磁珠法和 TRIzol 法提取血清样品

中丙型肝炎病毒 RNA，发现磁珠法提取的 RNA 更适

合 于 血 清 样 品 中 丙 型 肝 炎 病 毒 的 检 测 (范 公 忍 等 , 

2015)。Zhang 等(2015)比较了 TRIzol、异硫氰酸胍和

二氧化硅纳米颗粒对丙型肝炎病毒 RNA 的提取效

率，发现二氧化硅纳米颗粒的提取效率最高。上述研

究结果中，TRIzol 法并没有显示出明显的优势，可能

是这些研究中的血清样品与本研究中的消化腺样品

基质的差异，导致了本研究与上述研究结果的不同。 

以二氧化硅或其衍生材料为基础的固相吸附技

术是目前大多柱式提取试剂盒的核心技术，可以特异

性地吸附 RNA，样本中的蛋白质、脂质等其他组分

可通过高盐缓冲液去除，然后用低盐缓冲液从二氧化

硅材料中洗脱 RNA，能较为有效地去除抑制物(Zhang 

et al, 2015;  Xu et al, 2017)，但在提取 RNA 的总量

上与传统的 TRIzol 法、异硫氰酸胍方法相比，相差

较大。不同试剂盒离心柱的二氧化硅材料及尺寸(小

体积或大体积)等因素的差异或许是导致试剂盒提取

效率不同的原因之一。此外，High Pure Viral Nucleic 

Acid Kit 与柱式病毒 RNAOUT 试剂盒可以破坏较为分

散的细胞并高效地暴露 RNA，可能更适合血液、血

浆、细胞培养物等样品；另外，High Pure Viral Nucleic 

Acid Kit 使用过程中需要添加 Poly(A)，可特异性结

合病毒基因组 RNA，以增强后期纯化柱对病毒基因

组的吸附作用，然而牡蛎样品盐分高，多糖等抑制物

较多，很可能弱化了这一步骤的实际效果，从而最终

导致该试剂盒对牡蛎消化腺样本中添加的装甲 RNA

回收率较低。与这 2 种试剂盒相比，Viral RNA Kit

的裂解液等避免使用抑制 RT-PCR 的试剂，在操作上

要求不高，处理步骤少，减少过度操作，RNA 降解

程度低，RT-PCR 抑制物残留量少，该试剂盒较适用

于牡蛎组织样品。 

此外，考虑到保存期等因素，目前生物基质标准

样品大多数为冻干样品，为了探讨样品冷冻干燥后，

是否会影响 RNA 的提取，本研究还分析了 4 种方法
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对冻干样品的提取效果，TRIzol 法与 Viral RNA Kit

的回收率与匀浆样品相比无明显差异，一方面表明这

2 种方法对样本状态适用性的多样化，另一方面，与

新鲜样品相比，冻干样品脱水彻底，可在常温条件下

长时间保存，已有研究表明，冻干可延长单纯装甲

RNA 稳定性(Stevenson et al, 2008)，本研究进一步表

明，在牡蛎内脏这样高盐、富含多糖的复杂基质样本

中，冻干对装甲 RNA 的回收、检测等没有影响，从

而为今后研制诺如病毒装甲 RNA 牡蛎内脏基质冻干

标准样品提供了研究基础。  
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Application of Armored RNA to Compare Four Norovirus  
RNA Extraction Methods in Oysters 

QU Meng, JIANG Yanhua, LI Fengling, YAO Lin①
, PANG Fengjiao, WANG Lianzhu, ZHAI Yuxiu 

(Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Key Laboratory of Testing and Evaluation for 
Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Qingdao  266071) 

Abstract    Norovirus (NoVs) is the most prevalent worldwide foodborne pathogen and causes acute 
viral gastroenteritis. NoVs are transmitted mainly via the fecal–oral route and by person-to-person contact. 
It is thought that the majority of NoVs infections are caused by the consumption of contaminated food; 
the ingestion of contaminated oysters is the primary cause of foodborne NoVs infection since oyster 
digestive diverticula accumulate viral particles from seawater via filter feeding. Real time RT-PCR is 
commonly used to detect NoVs RNA in oysters; however, these assays are often hampered by the low 
viral titer in oysters and PCR inhibition due to matrix carryover during RNA extraction. Extraction is a 
critical step for obtaining sufficient high-quality viral RNA for amplification; however, studies comparing 
and evaluating NoVs RNA extraction and detection methods in shellfish are often limited by the lack of 
standard samples with clear quantitative values and a lack of biosafety hazards. In this study, four RNA 
extraction methods (TRIzol reagent, Viral RNA Kit, High Pure Viral Nucleic Acid Kit, and Column Virus 
RNAOUT Kit) were used on oyster digestive gland homogenate samples and artificial freeze-dried samples 
contaminated with NoVs armored RNA (3.01010 copies/sample) as a reference material. RNA extracted 
by the four methods was analyzed by real time RT-PCR and quantified using previously established 
standard curves. For the homogenized samples, the TRIzol method had the highest recovery rate (6.8± 
0.89)% and was significantly higher than that by the Viral RNA Kit (4.51±2.28)%. The recovery rates of 
these two methods were both significantly higher than those by the High Pure Viral Nucleic Acid Kit 
(0.24±0.05)% and Column Virus RNAOUT kit [(0.11±0.02)%, P˂0.05]. For the freeze-dried samples, the 
Viral RNA Kit had the highest recovery rate (8.71±0.17)% and was significantly higher than that by the 
TRIzol method (7.12±0.64)%. The recovery rates of these two methods were both significantly higher 
than those of the High Pure Viral Nucleic Acid Kit (0.33±0.12)% and Column Virus RNAOUT kit [(0.06± 
0.01)%, P˂0.05]. This study indicated that the TRIzol method and Viral RNA Kit could extract target 
RNA from oyster digestive gland homogenate samples with an ideal recovery rate; moreover, armored 
RNA could serve as a good reference material for comparing RNA extraction methods. 
Key words    Norovirus; Armored RNA; Oyster; RNA extraction method; Comparison 
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