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摘  要 : 通过分子马达生物传感器技术建立一种特异、便捷、快速的食源性轮状病毒检测方法。以 F0F1-ATPase

为核心构建分子马达，以轮状病毒保守片段 VP7 设计各血清型通用探针，通过生物素-亲和素系统将探针与分

子马达连接构建 F0F1-ATPase 分子马达检测装置。提取病毒 RNA 并将其与生物传感器结合的同时启动 ATP 合

成，比较其荧光强度的差别，可以对样品中的 RNA 进行检测。此方法的病毒 RNA 检测灵敏度为 0.005 ng/mL，

对轮状病毒检测特异，与甲肝病毒、诺如病毒无交叉反应，在 1 h 内即可完成检测。运用此方法随机检测 15

份样品，检测结果与 RT-PCR 一致。结果表明，分子马达生物传感器检测轮状病毒的方法灵敏、特异，可用于

食源性轮状病毒的快速检测。 
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Detection of food-borne rotavirus by molecular motor  
biosensor 

Jie Zhang1*, Meiling Xu2*, Xuan Wang6, Yu Wang4, Xiaojin Wang5, Yan Liu1, Dezhou Gu1, 
Guangquan Chen1, Peirong Wang3, and Jiachang Yue3 

1 Beijing Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Beijing 100026, China 
2 Linyi Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Linyi 276034, China 
3 Institute of Biophysics Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China 
4 China National Accredtitation Service for Conformity Assessment, Bejing 100062, China 
5 Huai’an Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Huai’an 276034, China 
6 Wangjing Hospital of China Academy of Chinese Medical Sciences, Beijing 100102, China 

Abstract:  To develop a specific, rapid and convenient method based on molecular motor biosensor to detect food-borne 
rotavirus. A specific probe was encompassed the conservative region of rotavirus’s VP7 segment, and a molecular motor 
detect device was constructed by connecting probes to F0F1-ATPase molecular motor through biotin-streptavidin system. 
This biosensor’s sensitivity was 0.005 ng/mL for rotavirus RNA. Extracted virus RNA was conjugated with the biosensor 
separately, at the same time ATP was synthesized. By comparing fluorescence intensity, we can detect rotavirus RNA in 
samples. This method possessed specificity for rotavirus, without any cross-reaction with Hepatitis A virus and noroviris, 
and it could be accomplished within 1 h. We detected 15 samples using this method and the results were compared with 
RT-PCR results. This method is sensitive and specific for rotavirus, and it can be used to detect food-borne rotavirus. 

Keywords:  rotavirus, molecular motor biosensor, detect 

轮状病毒 (Rotavirus，RV) 是全世界范围内

人和动物急性腹泻的主要致病微生物之一，是引

起婴幼儿急性肠胃炎的主要原因[1-2]。近年的研

究资料表明，我国秋冬季节 50％~60％的婴幼儿

腹泻是由轮状病毒引起的，轮状病毒感染已经成

为威胁公共卫生安全的重要因素之一[3-4]。轮状

病毒主要通过粪-口途径传播，对人类健康构成

了严重威胁。因此，建立食源性轮状病毒的快

速检测方法，对保障食品安全和人类健康非常

重要。 

轮状病毒为呼肠病毒科轮状病毒属病毒，由

11 个基因组片段组成。内壳具有 4 个结构蛋白 

(VP1、VP2、VP3 和 VP6)，外壳具有 2 个结构蛋

白 (VP4 和 VP7)。其中 VP4 和 VP7 是 2 个主要

的轮状病毒结构蛋白，它们决定了轮状病毒的血

清型和病毒中和作用。根据 VP4 和 VP7 基因抗

原性的差异，将轮状病毒分为不同的血清型，分

别为 P 和 G 血清型[5-7]。 

检测轮状病毒的方法主要有电镜技术、分离

培养、免疫检测技术和基因检测技术等方法[8-12]。

但是电镜技术的主要缺点在于它要求每毫升样

本中包含约 106 个病毒颗粒。而且病毒颗粒易于

降解，常常对其正确诊断产生影响。分离培养检

测技术的检测灵敏度较低，需要特殊的培养条

件，所以对于轮状病毒的基础研究和临床诊断有

限。以抗原检测为基础的检测方法的缺点是特异

性和灵敏度相对较低，而且不能有效地进行定量

检测。基因检测技术特异性和灵敏度较好，但是
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需要较长时间和专业技术人员操作，不利于临床

快速检测。 

分子马达生物传感技术是近年发展起来的

新兴技术，具有直观、敏感性高、速度快、操作

简便和污染少等优点。ATP 合酶 (F0F1-ATPase) 

是一个旋转的生物分子马达，负责生物体内的能

量转化。F0F1-ATPase 既能利用跨膜质子梯度合

成 ATP，又能水解 ATP 而转运质子。若能在细

胞外实现由化学能到机械能的转化，将分子马达

设计成一个纳米装置，实现对病原微生物快速检

测，这将搭建一个检测病原微生物的新平台。通

过构建基于 F0F1-ATPase 的旋转生物传感器，已

经在一些病毒如禽流感病毒、鼠肝炎病毒、小分

子盐酸克伦特罗、沙门氏菌、霍乱弧菌检测等方

面取得许多成果[13-17]。但是在食源性病毒检测方

面尚属空白，因此，我们进一步研究了基于载色

体内 F0F1-ATPase 的分子马达技术来检测轮状病

毒。为了提高对食源性轮状病毒的检测水平，加

强对轮状病毒疫情的预防和控制，本实验室建立

了轮状病毒 F0F1-ATPase 分子马达生物传感器检

测方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  病毒及样品 

冻干型甲型肝炎减毒活疫苗来源于浙江普

康生物技术股份有限公司；诺如病毒和轮状病毒

由中国疾病预防控制中心病毒所提供。样品来自

于日常检测所留存的样品。 

1.1.2  仪器 

超速冷冻离心机 CP100MX、F4500 荧光光

谱仪购自日本 HITACHI 公司；恒温摇床购自江

苏太仓实验仪器设备厂；超纯水仪购自美国

Thermo 公司；化学发光检测仪购自美国 Promega

公司；高压灭菌锅购自上海博迅实业有限公司

医疗设备厂；PCR 仪 PTC-200 购自美国伯乐公

司；凝胶成像系统 BIO-PRINT购自法国 VILBER

公司。 

1.1.3  主要试剂 

生物素  (Biotin-AC5-Sulfo-Osu) 购自日本

Dojindo 公司；链球菌抗生物蛋白 (Streptavidin)、

二磷酸腺苷  (ADP) 购自美国 Sigma 公司；

F-DHPE 荧光探针购自美国 Invitrogen 公司；

荧光素酶购自美国 Promega 公司；QIAGEN 病

毒 RNA 提取试剂盒：购自天根生化科技有限

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  RNA 提取 

使用 QIAGEN 公司病毒 RNA 提取试剂盒提

取待测物病毒 RNA，详细操作步骤见试剂盒说

明书。获得的病毒 RNA 用作分子马达传感器的

目标检测物。提取后的基因组用分光光度计确定

所提取基因组 RNA 溶液的浓度和纯度。该 RNA

提取液置于冰箱中−20 ℃保存，使用时置于室温

自然解冻，用振荡器振荡混匀。 

1.2.2  探针合成及标记 

以轮状病毒 VP7 基因的高度保守区段设计

探针，探针序列为 5′-AAGCGGATTATGCAGAA 

GCACTG-3′。探针合成及探针 5′端生物素标记由

大连宝生物公司完成。 

1.2.3  载色体 (Chromatophore) 的制备 
载色体的制备参照 Suzuki 等[18]及 Cui 等[19]

的方法进行。将玫瑰嗜热菌 Thermomicrobium 
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roseum 菌种按比例 1∶100 接种到液体培养基，

60 ℃、150 r/min 振荡培养 24 h。然后 4 ℃、

4 000 r/min 离心 30 min 收集菌体。用提取缓冲液 

(20 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L NaCl，2 mmol/L 

MgCl2，1 mmol/L DTT，pH 8.0) 重悬菌体。4 ℃、

6 000 r/min 离心 10 min 去上清。加入提取缓冲液

重悬菌体 (10 mL 缓冲液/g)，再加入 PMSF 至终

浓度 1 mmol/L，置于冰上超声破碎 30 min (超声

5 s，停 8 s)。将破碎菌体于 4 ℃、25 000 r/min

离心 30 min，取上清于一新的离心管中，4 ℃、

145 000 r/min 超速离心 1 h，取沉淀即为载色体。

最后用提取缓冲液重悬沉淀并加入终浓度 50％

的甘油，−80 ℃保存备用。 

1.2.4  F-DHPE 标记载色体 

按照 Su等[20]的方法用 F-DHPE标记载色体。

取 200 μL 载色体于一离心管中，加入 10 μL 

F-DHPE (200 mg/mL，溶于乙醇)，混匀，室温避

光轻微振荡孵育 15 min。加入 PBS (10 mmol/L，

pH 7.4) 至总体积 1.3 mL后，于 4 ℃、30 000 r/min

离心 15 min，去上清，沉淀用 PBS 在 4 ℃、

10 000 r/min 离心 15 min 条件下清洗 3 次，以除

去游离的F-DHPE。最后沉淀用 200 μL PBS悬浮，

备用。 

1.2.5  生物素标记 ε 亚基抗体 

将 2 μL 2 μmol/L 的生物素 (biotin-AC5- 

Sulfo-Os) 加入到 20 μL ε 亚基抗体中，室温孵育

30 min，抗体 N 端即被标记。 

1.2.6  F0F1-ATPase 分子马达生物传感器的构建 

吸取 200 μL F-DHPE 标记的载色体于离心

管中，加入 40 μg N-生物素标记 ε 亚基抗体，用

PBS 补加至 1 mL，37 ℃孵育 1 h；用 PBS 补加

至 1.4 mL，4 ℃、30 000 r/min 超速离心 10 min；

弃上清，沉淀用 500 μL PBS 重悬；加入 Avidin 

(2 mg/mL) 2 μL，用 PBS 补加至 1 mL，室温，

50~100 r/min 摇床振荡反应 10 min；用 PBS 补加

至 1.4 mL，4 ℃、30 000 r/min 超速离心 10 min，

弃上清，沉淀用 500 μL PBS 重悬；最后，每管

各加入 N-生物素标记核酸探针 (2 μmol/L) 2 μL，

用 PBS 补加至 1 mL，室温，50~100 r/min 振荡

反应 10 min；每管用 PBS 补加至 1.4 mL，4 ℃、

30 000 r/min 超速离心 10 min，弃上清，用 150 μL 

含 30％甘油的 PBS 重悬载色体，放入−20 ℃冰

箱备用。所构建的分子马达生物传感器命名为

chro RV。 

1.2.7  分子马达检测方法的构建 

基本步骤：取 1.5 mL EP 管，加入待测样本

10 μL。取 2 μL chro RV，用合成缓冲液稀释到一

定的倍数。取 10 μL 稀释后的 chro RV 加入上述

EP 管。另取 1 个 EP 管加入 10 μL 无菌水，再加

入 10 μL 合成缓冲液作为本底对照，短暂振荡使

反应体系混匀。再向 2 个 EP 管中分别加入 30 μL

启动缓冲液 (启动缓冲液由 ADP (1.6 mol/L) 和

合成缓冲液按体积比 1∶3 配制，每次实验按需

要取一定的量配制，现用现配)，振荡使反应体

系混匀，然后立即短暂离心以除去管盖内壁上的

水珠。将上述反应体系置于室温中温育 10 min。

将 EP 管从摇床中取出，分别加入 200 μL PBS 缓

冲液，振荡使体系混匀。取一块干净的 96 孔板，

将 2 管中的最终反应体系加入其中，每个体系加

3 孔，每孔加样 50 μL。将 96 孔板上机检测，处

理数据，对各组数据取平均值，然后用样本数值

减去本底数值即为样本的实际荧光值。百分荧光

差值计算公式见公式 (1)。将样本荧光值绝对值

与 H2O 的阴性对照荧光值绝对值进行单因素方差
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分析，若差异显著 (P＜0.05) 表示检出该病毒。 

百分荧光差值 (％) = 2H O

0

B B
100

B B
−

×
−

   (1)  

式中，B 表示样本荧光值；B0 表示本底的荧

光值；
2H OB 表示 H2O 的荧光值。 

反应条件的优化：经过试验摸索，轮状病毒

RNA 浓度 1 ng/mL，chro RV 进行 10、20、30、

40、50、60、70、80、90、100 倍稀释，测定反

应的百分荧光差值，百分荧光差值最大即为方法

的最佳 chro RV 浓度；在最佳 chro RV 浓度下，

轮状病毒 RNA 分别稀释至 0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 ng/mL，反应的百分

荧光差值最大即为最佳轮状病毒 RNA 检测浓度。 

特异性试验：为了检验所建立方法的特异

性，分别提取轮状病毒、甲肝病毒、诺如病毒

RNA，进行分子马达检测。 

灵敏度试验：轮状病毒 RNA 分别稀释至

0.001、0.005、0.01、0.1、1、10、100 ng/mL，

以无菌水为阴性对照，在最佳检测条件下读取荧

光值，与阴性对照差异显著即为最低检测浓度。 

1.2.8  样本的检测及与分子马达检测结果的比较 

样品处理：将日常检测留存 15 份经 RT-PCR

检测已知阴性/阳性贝类样品，提取 RNA 进行分

子马达检测，读取荧光值，判断是否检出轮状病

毒，检测结果与 RT-PCR 方法[21]作比较。 

2  结果 

2.1  F0F1-ATPase 分子马达生物传感器的构建 
F-DHPE 是一种脂染料探针，可以嵌入到磷

脂分子层中。同时 F-DHPE 也是一种 pH 指示剂，

将其嵌入磷脂双分子层可以用来测量磷脂层外

面的 pH 变化。在 pH 7.0~9.0 范围内，F-DHPE

的荧光强度与 pH 值呈正相关 [19]。本研究将

F-DHPE 标记到分子马达载色体磷脂分子层中用

以指示 F0F1-ATPase 合成 ATP 的效率。 

F0F1-ATPase (E. coli) 由 8 个亚基组成，分别

为 α3β3γδεab2cn，是一种可旋转分子马达。ATP

的合成与水解发生在 β 亚基的 3 个催化位点上，

而质子流动则发生在 F0部分的 a 亚基和 c 亚基之

间。在 ATP 合成过程中，质子由载色体内泵出，

载色体外 H+浓度增大，从而导致载色体外 pH 值

降低，F-DHPE 荧光值随之降低。因此通过检测

F-DHPE 荧光值即可判断 ATP 合成情况。本研究

通过“ε 亚基抗体-链霉素-生物素-探针”系统连

接 F0F1-ATPase 构建 F0F1-ATPase 生物传感器，

结构示意图见图 1[16]。当传感器捕获到目标分子

时，F0F1-ATPase 由于负载导致旋转速度下降，

ATP 合成速度下降，因此质子由载色体泵出速度

下降，导致载色体外 pH 值下降速度较空载时慢，

对应荧光强度下降速度也比空载时慢，因此相比

空载，捕获目标分子的荧光强度相对较高。 

 

图 1  分子马达传感器模式图 
Fig. 1  Schematic diagram of the F0F1-ATPase molecular 
motor biosensor. 1: ε-subunit antibody; 2: strptavidin; 3: 
N-biotin; 4: probe; 5: single strand target RNA. 
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2.2  分子马达生物传感器反应体系的建立 
2.2.1  反应条件的优化 

不同 chro RV 浓度条件下，H2O、轮状病毒

检测荧光值及百分荧光差值见表 1。从表 1 可以

看出，chro RV 稀释倍数越小，最终体系的荧光

值强度越大，原因是 chro RV 浓度越高，体系中

ATPase 也就越多，作用于它的荧光物质也就越

多，最终荧光值也越大。chro RV 在 80 倍稀释下

差值百分比最大，检测结果较为理想，原因为目

标物与 ATPase 上的 ε 亚基结合后，ε 亚基转速变

慢，ATPase 的合成速率下降，对反应体系起到

抑制作用，使得最终的荧光值降低；而 H2O 作

为阴性对照，最终反应体系的荧光值比目标检

测物的荧光值要低，符合理论检测效果。所以

我们选定 chro RV 在 80 倍稀释下的浓度作为检

测浓度。 

由图 2 可以看出，不同轮状病毒 RNA 稀释

浓度的荧光值均显著高于阴性对照 (P＜0.05)，

轮状病毒 RNA 浓度为 0.6 ng/mL，反应体系的荧

光值最大，百分荧光差值最大，检测效果最佳。

因此，所建立的生物传感器对轮状病毒 RNA 最

佳检测浓度是 0.6 ng/mL。  

2.2.2  特异性试验 

所建立的分子马达生物传感器检测体系与

甲肝病毒 (HAV)、诺如病毒 (NV)、H2O 没有交

叉反应 (图 3)，生物传感器对轮状病毒的荧光值明

显高于对 H2O 的荧光值，有显著差异 (P＜0.05)，

而甲肝病毒和诺如病毒的荧光值远低于 RV 的荧

光值，甲肝病毒、诺如病毒和 H2O 荧光值无显著

差异 (P＞0.05)。这表明“ε 亚基抗体-链霉素-生

物素-探针”系统连接 F0F1-ATPase 上，所构建的

F0F1-ATPase 生物传感器对轮状病毒检测特异性

良好。重复此实验，均能得到相似结果，方法具

有良好的重复性。 

表 1  chro RV 不同稀释倍数下 H2O、轮状病毒 RNA 的荧光值 
Table 1  Fluorescence values of H2O and RV RNA under different concentrations of chro RV 

chro RV  
dilution fold 

chro RV concentration 
(mg/mL)  

Fluorescence values 
of H2O  

Fluorescence values 
of RV 

Fluorescence 
diferentials (%)  

100 0.0156 89 618 117 857 23.96 

90 0.0173 98 967 125 598 21.20 

80 0.0195 119 545 159 469 25.04 

70 0.0223 181 465 222 697 18.51 

60 0.0260 222 981 273 709 18.53 

50 0.0312 324 969 420 453 22.71 

40 0.0390 447 383 543 429 17.67 

30 0.0519 777 111 860 815 9.72 

20 0.0779 1 465 107 1 688 476 13.23 

10 0.1558 3 319 982 3 722 957 10.82 
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图 2  H2O 和不同浓度轮状病毒 RNA 的荧光值 (*P＜0.05)  
Fig. 2  Fluorescence values of H2O and different concentrations of RV RNA. *P<0.05. 

 

 

图 3  chro RV 对轮状病毒 RNA 检测的特异性  
(*P＜0.05)  
Fig. 3  Detection specificities of chro RV for RV RNA. 
Fluorescence values of samples are significant 
difference compared with H2O (*P<0.05). 

2.2.3  灵敏度试验 

轮状病毒 RNA 浓度为 0.001 ng/mL 时，其

荧光值与阴性对照相比无显著差异  (P＞0.05) 

(图 4)，不能检测出轮状病毒。轮状病毒 RNA 浓

度在 0.005~100 ng/mL 时，其荧光值显著高于阴

性对照的荧光值 (P＜0.05)，能够检测轮状病毒。

因此，所构建的生物传感器对轮状病毒 RNA 的

检测灵敏度为 0.005 ng/mL。 

2.3  分子马达生物传感器对贝类样品的检测 
通过对样品检测荧光值 (图 5) 发现，4 号样

品和 5 号样品与 H2O 荧光值差值较小，没有显著

差异 (P＞0.05)，而其余样品荧光值与 H2O 相比

较差异显著 (P＜0.05)，因此，可以判断 4 号样

品和 5 号样品未检出轮状病毒，而其余样品检出

轮状病毒。与 RT-PCR 结果相比较 (表 2)，检测

结果为：所采用的 RT-PCR 方法的检测限核酸水

平为 10 pg 左右，本方法的检测限为轮状病毒

RNA 浓度 0.005 ng/mL，本实验室所建立的分子

马达生物传感器对轮状病毒检测方法与 RT-PCR

检测方法检测结果完全一致，说明所建立的检测

体系准确可靠。 
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图 4  chro RV 对轮状病毒 RNA 检测灵敏度 (*表示样本荧光值与 H2O 对照相比较差异显著，P＜0.05)  
Fig. 4  Detection sensitivities of chro RV for RV RNA. *Fluorescence values of samples are significant difference 
compared with H2O (P<0.05). 

 

图 5  15 份样品检测的荧光值 (*表示样本荧光值与 H2O 对照相比较差异显著，P＜0.05)  
Fig. 5  Fluorescence values of 15 samples. * Fluorescence values of samples are significant difference compared with 
H2O (P<0.05). 

表 2  不同检测方法检测结果 (+表示检出；−表示未检出)  
Table 2  Results of different detect method (+: detected; −: not detected) 

Samples No. 
Methods 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

RT-PCR + + + − − + + + + + + + + + + 

Molecular motor + + + − − + + + + + + + + + + 
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3  讨论 

近年来，轮状病毒感染日益成为一个全球范

围内重要的公共卫生问题。受污染的食品是轮状

病毒重要传染源之一。因此，建立食源性轮状病

毒灵敏快速的检测方法，对于保障人类健康和预

防疫情爆发具有重要意义。本实验室采用以嗜热

菌中提取的载色体为材料，构建生物传感器，并

将其应用于食源性轮状病毒的检测。 

ATP 合酶 (F0F1-ATPase) 又称 H+-ATP 酶或

F0F1-ATP 酶，是负责细胞内 ATP 合成的关键酶，

广泛地存在于动物和真菌的线粒体内膜、植物叶

绿体类囊体膜及细菌质膜中。它既能利用跨膜质

子梯度合成 ATP，又能水解 ATP 同时反向转运

质子。利用 F0F1-ATPase 的质子转运和旋转特性，

本实验室研制了基于 F0F1-ATPase 的纳米旋转式

生物传感器，它属于一种光学生物传感器，根据

纳米生物及其旋转的特性，将探针连接到分子马

达上，旋转的马达在溶液体系中运动，利用化学

发光检测法通过检测产生 ATP 量的差别来达到

检测的目的，具有成本低、灵敏度高、检测时间

短、容易构建和操作方便等优点。 

通过生物素-亲和素系统将轮状病毒特异性

分子探针连接在 F0F1-ATPase 的 ε 亚基上构建生

物传感器，并对检测体系做了进一步的优化。选

取轮状病毒高度保守的 VP7 片段设计轮状病毒

各型通用探针，实现对轮状病毒的快速检测。本

实验室所建立的方法对轮状病毒 RNA 检测灵敏

度达到 0.005 ng/mL，且不需酶切及电泳等繁琐

操作，检测时间缩短到 1 h 内。特异性实验表明，

该方法对轮状病毒检测特异，与甲肝病毒、诺如

病毒无交叉反应。通过对 15 份样品的检测，其

检测结果与 RT-PCR 检测结果一致，说明所构建

的分子马达生物传感器适用于轮状病毒的检测。

分子马达生物传感器检测装置可大量预制备多

次使用，成本较低。因此，本实验室所建立的方

法具有灵敏、快速、特异、经济的优点，可用于

轮状病毒临床诊断、食物中毒的预警和溯源及食

品中轮状病毒快速检测。 

但仍然存在的问题是本试验参与反应的试

剂和样本都是在液相体系中进行，所以当样品不

纯或含有其他杂质时，会影响结果的判定。因此，

还可将分子马达生物传感器固定在膜上，当样本

流过此膜时，目标物就会与传感器结合而固定在

膜上，其他杂质则不与膜结合而被洗脱掉，减少

了干扰[13]。目前，本研究只做了食源性轮状病毒

的检测，而常见的食源性病毒除了轮状病毒外，

还包括诺如病毒、甲肝病毒、腺病毒等，因此以

本研究为基础，应扩大检测范围，利用分子马达

生物传感器实现对多种食源性病毒的同时检测。 
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