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摘  要：诺如病毒(NoV)是引起食源性疾病的主要原因之一，它能够引起急性肠胃炎，导致严重的腹泻。目前常用的

几种 NoV 检测方法存在如灵敏度低、操作复杂、设备成本高以及检测时间长等缺陷。因此，亟需开发出一种快速、灵敏

且操作便捷的 NoV 检测方法。本研究采用特异性识别 NoV 衣壳蛋白 VP1 的适配体与金属有机骨架相结合的方法，构

建一种基于荧光检测的高灵敏度传感器，该传感器具备检测特异性、高灵敏度和良好的稳定性，最低检测限为

0.075 ng/mL。本研究检测方法快速、灵敏、便捷，为即时检测提供了可靠的技术支持。 
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Abstract：Norovirus(NoV)is the leading cause of foodborne illness that can induce acute gastroenteritis and severe diar-

rhea. Current methods for the diagnosis of NoV suffer from various limitations，such as low sensitivity，complex operations，

high equipment costs，and long detection times. Thus，there is an urgent need for a rapid，more sensitive，and user-friendly 

method for NoV diagnosis. This study developed a highly sensitive fluorescence-based sensor by combining aptamers，which 

can specifically recognize the NoV capsid protein VP1，with metal-organic frameworks. This sensor was specific，highly 

sensitive，stable，and had a detection limit as low as 0.075 ng/mL. In summary，this detection method is rapid，sensitive，and 

convenient，thus providing reliable technical support for point-of-care testing. 
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诺如病毒(norovirus，NoV)属于杯状病毒科，具

有遗传性和抗原多样性。诺如病毒可以分为 10 个主

要的基因组，每个基因组又分为许多基因型，其中

GII.4 是大多数人类感染的类型[1]。NoV 具有感染剂
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量低、发病时间快、传播能力强等特点，这给检测工

作带来了极大的困难[2-3]。随着各类检测技术与方法

的快速发展，多种 NoV 的检测方法应运而生[4]，可以

实现对 NoV 的定量或定性检测。目前，NoV 的检测

技术手段主要包括分子生物学方法、免疫学方法、生

物传感方法[5]。其中，逆转录-聚合酶链式反应(RT-

PCR)是一种被广泛应用的方法，可以快速、敏感、特

异地检测 NoV，因此被视为 NoV 检测的“金标准”。

但是，这种方法存在检测程序复杂、检测时间长、受

限于专业的实验室条件和设备昂贵等问题[6]。 

适配体是一种能够特异性识别靶标的核糖核酸

(RNA)、单链脱氧核糖核酸(single-stranded DNA，

ssDNA)或多肽分子(peptide，Pep)，具有特异的三维

结构，可以区分分子结构的细微差异，以显著的亲和

力和特异性结合靶标[7-8]。在过去的 30 年中，适配体

的使用已经从检测小分子[9]发展到检测复杂的生物

实体，包括病毒[10-11]和癌细胞[12]等。与抗体相比，核

酸适配体具有制备简单、重现性好、特异性高、性质

稳定等优点，因此在小分子的快速分析领域具有广阔

的应用前景。核酸适配体由于克服了抗体合成周 

期长、容易变性等弱点而被广泛认为是抗体的替代 

品[13]。这一技术的发展极大地促进了生物分析、生物

传感等领域的科技进步。在大多数情况下，为了获得

特异性和可靠的结合反应，适配体通常需要与生物传

感器结合[14-15]。一般而言，生物分子的固定化或修饰

过程包括多个孵育反应、封闭步骤和复杂的操作，固

定效率不高，可能会降低检测性能，因此研发一种简

便且无需适配体固定化的荧光传感方法对于检测分

析至关重要。 

金属有机骨架(metal-organic framework，MOF)

是一种由金属离子/团簇和有机配体自组装而成的多

孔材料，具有比表面积大、孔体积大、孔径均匀等优

点[16-17]。MOF 均一的晶体结构、较大的比表面积、可

变的孔径可以允许广泛的核酸适配体黏附在表面或

孔内[18-19]。此外，MOF 还可以通过光诱导电子转移

(PET)和荧光共振能量转移(FRET)机制实现荧光基

团的猝灭。近年来，基于 MOF 的适配体传感器已被

广泛应用，如气体存储[20]、气体吸附[21]、分离[22-23]和

环境污染监测[24]等。由于 MOF 具有成本低、操作简

便、制备条件温和、周期短等优点，在适配体传感器

构建中具有广阔的应用前景。 

因此，本研究将适配体与 MOF 材料结合，构建

新型荧光适配体传感器，进行 NoV衣壳蛋白(VP1蛋

白)的高灵敏度检测，旨在为食品中 NoV污染的快速

检测提供技术支持。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

九水硝酸铬(≥99.95%)、对苯二甲酸(≥99.9%)、

冰乙酸(分析纯)、乙醇(≥99.9%)，阿拉丁生化试剂

有限公司；N，N-二甲基甲酰胺(DMF)、Tris-HCl 缓冲

液，北京索莱宝科技有限公司；NoV 衣壳蛋白 VP1，

山东蓝都生物科技有限公司。所有材料按原样使用，

未进一步纯化。VP1 适配体序列参考 Escudero-

Abarca 等[25]的方法进行设计，由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成，序列为 5′-Cy3CCATGTTTT 

GTAGGTGTAATAGGTCATGTTAGGGTTTCTG-3′ 

(Cy3-aptamer)。超纯水通过 Millipore-Milli-Q 系统 

制备。 

50 mL 四氟乙烯反应釜内衬，上海化科实验器材

有限公司；F-7000 型荧光分光光度计，瑞士梅特勒-

托多利仪器有限公司；Sigma 500 型场发射扫描电子

显微镜(FESEM)，德国卡尔蔡司公司；TU-1901 型双

光束紫外-可见分光光度计，上海元析仪器有限公

司；Tecnai G2 F20 型场发射透射电镜(FETEM)，荷

兰皇家飞利浦公司；DH-101-0BY 型电热真空干燥

箱、SB25-12D 型超声波清洗机，广州晟龙实验仪器

有限公司。 

1.2 实验方法 

1.2.1 水热法合成 MIL-101(Cr) 

参考 Férey 等 [26]的方法并略有修改。首先取

2.1 g 九水硝酸铬和 0.82 g 对苯二甲酸溶解在超纯水

中，再加入 1.6 mL冰乙酸并充分搅拌，随后移入反应

釜，200 ℃持续反应 8 h。反应完毕后收集浅绿色的产

物，依次用 DMF 和热乙醇洗涤 3 次，随后在乙醇中

超声分散 1 h，直至离心后上清液呈透明，收集离心

后的沉淀，150 ℃干燥 12 h，最终得到浅绿色的固体

材料，即为 MIL-101(Cr)。 

1.2.2 适配体的选择 

目前已知的 NoV 蛋白适配体数量有限，在已知

的适配体中选择 3 种使用率较高的适配体序列[25]，

通过圆二色谱(CD)分析，选择构象变化最明显的适

配体用于后续实验。 

1.2.3 建立 VP1 蛋白的荧光传感方法 

制备 10 μmol/L Cy3-aptamer 溶液和 0.25 mg/mL 
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MIL-101(Cr)悬浮液，分别吸取 100 μL加入离心管中

混合，涡旋振荡混匀，37 ℃避光振荡反应 5 min；在离

心管中 分 别加入一系列质 量浓度梯度 (0.5～

100 ng/mL)的 VP1蛋白 100 μL，涡旋振荡混匀，37 ℃

避光振荡反应 40 min；最后，测定溶液的荧光强度。 

质量浓度(ng/mL)与拷贝/μL 的换算关系：相对分子

质量为 1 的蛋白质为 1 g/mol。 

1.2.4 优化检测条件 

激发波长的优化：取 200 μL 1 μmol/L 的 Cy3-

aptamer 溶液加入离心管中，共制备 5 组，每组 3 个

平行；分别在激发波长 510、515、520、525、530 nm处

测定溶液的荧光强度。 

猝灭时间的优化：取制备好的等量 Cy3-aptamer

溶液于 MIL-101(Cr)悬浮液中充分涡旋振荡混匀，置

于离心管中，共制备 8 组，每组 3 个平行；在 37 ℃条

件下避光振荡，分别反应 0、1、2、3、4、5、6、7 min；测

定溶液的荧光强度。 

反应时间的优化：取制备好的等量 Cy3-aptamer

溶液及 MIL-101(Cr)悬浮液，充分涡旋振荡混匀，置

于离心管中，共制备 7 组，每组 3 个平行，37 ℃避光

振荡反应 5 min。随后向各个离心管中加入 100 μL 

VP1 蛋白(0.2 μg/mL)，再次涡旋振荡混匀，37 ℃避光

振荡，分别反应 0、10、20、30、40、50、60 min；测定溶

液的荧光强度。 

反应温度的优化：取制备好的等量 Cy3-aptamer

溶液与 MIL-101(Cr)悬浮液，充分涡旋振荡混匀，置

于离心管中，共制备 7 组，每组 3 个平行，37 ℃避光

振荡反应 5 min。随后向各个离心管中加入 100 μL 

VP1 蛋白(0.2 μg/mL)，再次涡旋振荡混匀，分别在

25 、28 、31 、34 、37 、40 ℃条 件 下避光振荡反 应

40 min；测定溶液的荧光强度。 

缓冲液 pH 的 优 化：配 制 0.25 mg/mL MIL-

101(Cr)悬浮液，分别分散于不同 pH(6.1、6.7、7.3、

7.9、8.5、9.1)的 Tris-HCl 缓冲液中。取制备好的等量

Cy3-aptamer 溶液与不同 pH 的 MIL-101(Cr)悬浮液

充分涡旋振荡混匀，置于离心管中，共制备 6 组，每

组 3 个平行，37 ℃避光振荡反应 5 min。随后向各个

离心管中加入 100 μL VP1蛋白(0.2 μg/mL)并再次涡

旋振荡均匀，37 ℃避光振荡反应 40 min；测定溶液的

荧光强度。 

缓冲液种类的优化：分别在 Tris-HCl、TE、PBS、

HEPES缓冲液中配制 0.25 mg/mL MIL-101(Cr)悬浮

液。吸取 100 μL Cy3-aptamer(10 μmol/L)放入离心管

中，分别加入等体积不同缓冲液 MIL-101(Cr)悬浮液

(0.25 mg/mL)，共制备 4 组，每组 3 个平行，37 ℃避

光振荡反应 5 min。随后向各个离心管中加入 100 μL 

VP1 蛋白(0.2 μg/mL)并再次涡旋振荡均匀，37 ℃避

光振荡反应 40 min；测定溶液的荧光强度。 

1.2.5 特异性实验 

将 100 μL Cy3-aptamer(10 μmol/L)加入离心管

中，再加入等体积的 MIL-101(Cr)悬浮液(0.25 mg/mL)

并充分涡旋振荡混匀，共制备 9 组，37 ℃避光振荡反

应 5 min。随后向各个离心管中分别加入 VP1 蛋白、

新型冠状病毒蛋白、寨卡病毒蛋白、轮状病毒蛋白、

牛血清白蛋白、葡萄糖、蔗糖、Na
+、K

+，37 ℃避光振

荡反应 40 min；测定溶液的荧光强度。 

1.2.6 加标回收实验 

牡蛎从天津当地的超市购买。取消化腺 2.0 g，匀

浆，加入 2 mL PBS 溶液，加入 10 μL 蛋白酶 K 溶液

(20 mg/mL) ，混匀消化；37 ℃ 、320 r/min 振荡

60 min ，60 ℃恒温水浴 15 min；3 000 r/min 离心

5 min，转移上清液。用核酸提取试剂盒进行病毒裂

解、核酸提取等步骤。取阴性样本经上述步骤处理

后，添加终质量浓度为 5、20、50 ng/mL 的 VP1 蛋白

进行加标测试。 

1.3 数据处理 

采用 Origin 8.5 进行数据处理和分析。 

2 结果与分析 

2.1 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器的检测原理 

采用 Cy3-aptamer 作为生物识别元件，以 MIL-

101(Cr)为基底材料，构建 MIL-101(Cr)/荧光适配体

生物传感器。MIL-101(Cr)具有独特的荧光猝灭能

力，可以通过氢键、π-π 键以及静电相互作用吸附

Cy3-aptamer，导致 Cy3 荧光通过光诱导电子转移

(PET)和荧光共振能量转移(FRET)机制猝灭，这种

作用是可逆的 [27]。通过简单的预孵育形成 MIL-

101(Cr)/荧光适配体传感平台。在 VP1 靶标存在的

情况下，Cy3-aptamer 特异性结合 VP1，导致 Cy3-

aptamer-VP1 复合物从 MIL-101(Cr)表面释放出来。

Cy3-aptamer 和 MIL-101(Cr)之间距离的增加导致荧

光强度的恢复。此外，荧光强度恢复的程度与目标物

的含量相关，可以通过测量荧光强度实现 NoV 衣壳

蛋白 VP1 的定量分析。 
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图 1 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器的检测原理 

Fig. 1 Schematic diagram of detection principle for MIL-101(Cr)/fluorescent aptamer sensor 

2.2 MIL-101的表征 

MIL-101 的表征结果如图 2 所示。MIL-101(Cr)

呈八面体构型。能量色散 X 射线能谱分析(EDS)结

果与文献[26]一致。样品晶体颗粒大小均匀，平均粒

径为(0.27±0.03)μm，表明MIL-101(Cr)成功合成。 

 

     (a) 扫描电子显微镜图            (b) 透射电镜图              (c) EDS 图 

 

             (d) 粒径分析图                      (e) 傅里叶变换红外光谱图 

图 2 MIL-101(Cr)的表征 

Fig. 2 Characterization of MIL-101(Cr) 

  傅里叶变换红外光谱在 3 429 cm
-1处的宽峰归属

于 O—H 的伸缩振动；1 394 和 1 640 cm
-1处的吸收峰

为—(O—C—O)—的特征峰，749 cm
-1 和1 017 cm

-1处

的吸收峰是由骨架中苯环振动引起的 [26]，证实了

MIL-101(Cr)中存在对苯二甲酸配体，进一步表明材

料合成成功。 

2.3 适配体的选择 

选择 NoV 常见的 3 种 VP1 蛋白适配体进行与
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所用目标物的亲和力分析，圆二色谱分析适配体与

VP1 蛋白的结合如图 3 所示。圆二色谱(CD)常用于

探究蛋白质和核酸等分子的立体结构，利用 CD 光谱

分析适配体与目标物结合前后的偏振光吸收变化，可

以反映适配体与 VP1 蛋白的亲和力程度[28]。正负峰

的数量和强度代表了分子的二级结构特征。由图 3

可知，S19-aptamer 、S21-aptamer 、M6-2-aptamer 与

VP1 结合后的圆二色性在 200～300 nm 波长范围内

呈现出不同程度的变化，证明其构象发生了改变。考

虑到 M6-2 适配体在 240 nm 处的偏振光吸收几乎没

有变化，可能意味着其构象的不完全变化。因此，初

步选择整体偏振光吸收变化值较大的 S21 适配体用

于后续核酸序列分析实验。 

 

         (a) VP1+S19               (b) VP1+S21              (c) VP1+M6-2 

图 3 圆二色谱分析适配体与 VP1蛋白的结合 

Fig. 3 Circular dichroism analysis of aptamer binding with VP1 protein  

2.4 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器的可行性分析 

MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器的可行性分析

结果如图 4所示。 

 
(a) MIL-101(Cr)的荧光激发和发射光谱 

 

(b) VP1 与 Cy3-aptamer/MIL-101(Cr)竞争反应 

图 4 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器的可行性分析 

Fig. 4  Feasibility analysis of MIL-101(Cr)/fluorescent

aptamer sensor 

  Cy3-aptamer 的荧光发射光谱与 MIL-101(Cr)的

吸收光谱部分重叠，表明两者在一定条件下存在

FRET 现象。研究[29-30]表明，MIL-101 中 Cr(Ⅲ)金属

离子与 Cy3 染料之间存在 PET 过程。由图 4(b)可

知，单独的 Cy3-aptamer 显示出最强的荧光信号。当

MIL-101(Cr)与 Cy3-aptamer 一起孵育时，两者间氢

键、静电作 用 、π-π 堆叠等 相互作 用 ，导致 Cy3-

aptamer 被吸附和限制在 MIL-101(Cr)上，从而引起

荧光猝灭。这种荧光猝灭是通过 FRET 和 PET 联合

产生的，导致相对荧光强度迅速下降。然而，当在该

孵育体系中加入 VP1 时，原本被猝灭的荧光信号出

现明显的恢复。这是 Cy3-aptamer 与 VP1 竞争性结

合，导致它从 MIL-101(Cr)材料上释放出来，进而阻

碍 PET 和 FRET 过程的发生。此外，对照组的结果表

明 Cy3-aptamer 与 VP1 结合对于荧光的影响可以忽

略不计。VP1 能够竞争结合 S21 适配体，表明两者具

有良好的亲和力。 

2.5 检测条件的优化 

为了构建 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感平台，

对可能影响检测结果的条件进行优化，以实现对 VP1

蛋白的高灵敏检测，结果如图 5所示。 

由图 5(a)可知，在 510～530 nm 范围内，随着激

发波长的增大，相对荧光强度呈现出先上升后下降的

趋势，在 525 nm 激发波长处达到最大值。因此，选择

525 nm 作为后续实验荧光检测的最佳激发波长。由

图 5(b)可知，随着 Cy3-aptamer 与 MIL-101(Cr)结合

反应的进行，体系内相对荧光强度逐渐减弱，反应时

间为 5 min 时，相对荧光强度降至最低，并且再未发

生明显变化。因此，选择 5 min 作为后续实验的猝灭

时间。由图 5(c)可知，随着 Cy3-aptamer/MOF 与

VP1蛋白结合反应的进行，体系的相对荧光强度逐渐

升高，在反应时间为 40 min 时，相对荧光强度最大，
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并且不再发生明显改变。因此，选择 40 min 作为后续

实验的反应时间。由图 5(d)可知，在 25～37 ℃范围

内相对荧光强度随着反应体系温度的升高而增大，

37 ℃时达到最大值；随着温度继续升高，相对荧光强

度有所下降。因此，反应温度设置为 37 ℃。由图

5(e)可知，随着 pH 从 6.1 增大至 9.1，相对荧光强度

出现先上升后下降的趋势，在缓冲液体系 pH＝7.3

时，相对荧光强度达到最大值。因此，后续实验选择

7.3 作为检测缓冲液体系的最适 pH。由图 5(f)可知，

缓冲液的种类对传感器性能的影响并不显著，但使用

Tris-HCl缓冲液时得到了最佳的结果，因此选择 Tris-

HCl缓冲液用于后续实验。 

 
        (a) 激发波长优化           (b) 荧光猝灭时间优化           (c) 竞争反应时间优化 

 

        (d) 反应温度优化              (e) pH 优化              (f) 缓冲液的选择 

图 5 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器检测条件优化 

Fig. 5 Optimization of detection conditions for MIL-101(Cr)/fluorescent aptamer sensor 

2.6 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器检测性能评

价及方法学对比 

  在最优实验条件下，采用 MIL-101(Cr)荧光适配 

体传感器对 VP1 蛋白进行检测，评估该传感器的检

测性能，结果如图 6所示。相对荧光强度随着 VP1蛋

白质量浓度的增加呈现逐渐增加的趋势，表明 VP1 

 

              (a) 荧光光谱                        (b) 标准曲线 

 

                     (c) 基于 RT-qPCR 的 NoV 检测 

图 6 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器检测性能评价及方法学对比 

Fig. 6 Evaluation of detection performance and methodological comparison for MIL-101(Cr)/fluorescent aptamer sensor 
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蛋白质量浓度与相对荧光强度之间存在良好的线性

相关性。因此，可以通过确定荧光信号的恢复情况和

所添加 VP1 蛋白的质量浓度之间的关联，实现对

VP1 蛋白的定量检测。以拷贝数的常用对数值为横

坐标(x)，相对荧光强度为纵坐标(y)，则线性方程为

y＝ 2 364.101 6x+2 753.651 4〔图 6(b)〕，检 测 限

(LOD)为 7.5×10
-2

ng/mL(6×10
2 拷贝/μL)。该结果

略高于 RT-qPCR 方法得到的 10 拷贝/μL，具有较好

的灵敏度。图 6(c)的线性 方 程 为 y＝ 3.222 2＋

36.791 6x，R2＝0.996 5。与现有传感方法相比，本研究

方法用时更短，操作更简单，过程中的干扰因素少，

不需要复杂的设备仪器且灵敏度高(表 1)。 

表 1 本研究方法与现有 NoV检测方法的比较 

Tab. 1 Comparison of the proposed method with recently established assays for NoV detection 

方法 检测时间/min 检测目标 检测限 参考文献

PEC 生物传感器 30  GⅡ.12 衣壳蛋白 VP1 4.9 pmol/L [31] 
生物传感器技术 

亲和肽、引导等离子体生物传感器 10  衣壳蛋白 VP1 9.9 拷贝/mL [32] 

常规 RT-PCR 120  GⅠ、GⅡ型 NoV 1×103 拷贝/µL [33] 
分子生物学技术 

环介导等温扩增(LAMP) 12～30  GⅡ型 NoV 10 拷贝/µL [34] 

免疫学技术 胶体金免疫层析 10  GⅡ.4 型 NoV 5.9×105 拷贝/µL [35] 

本研究方法 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器 45 衣壳蛋白 VP1 6×102 拷贝/µL  

 

2.7 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器特异性评价 

实验中还选择了比较常见的其他 4 种致病病毒

的抗原蛋白，如新型冠状病毒(SARS-CoV-2)、轮状

病毒(rotavirus，RV)、寨卡病毒(Zika)，以及 5 种常见

的干扰物，如牛血清白蛋白(BSA)、蔗糖(Suc)、葡萄

糖(Glc)、Na
+、K

+，验证用于检测 VP1 蛋白的荧光传

感器的特异性，结果如图 7 所示。由图 7 可知，只有

添加了 VP1 蛋白，荧光强度才能明显恢复，添加其他

物质后，仅发生了少量的荧光恢复，表明该荧光传感

器具有良好的特异性。 

 

图 7 MIL-101(Cr)/荧光适配体传感器特异性评价 

Fig. 7  Specificity evaluation of MIL-101(Cr)/fluorescent

aptamer sensor 

2.8 加标回收实验 

  以当地市场采购的牡蛎为实际样品，检验该检测

方法在实际样品中的应用效果。通过对实际样品的

检测，进一步验证了该方法的适用性和准确性，为该

检测方法的实际应用提供数据支撑。牡蛎样品中的

NoV衣壳蛋白的加标回收实验结果见表 2。牡蛎的回

收率为 94.48%～104.62% ，相对标准偏差(RSD)范围

为 0.9%～2.8% 。因此，本研究方法检测真实样品中

VP1蛋白的灵敏度和准确性较高。 

表 2 牡蛎样品中的 NoV衣壳蛋白的加标回收实验 

Tab. 2 Spiked recovery experiments for norovirus capsid 

proteins in oyster samples  

样品
加标量/ 

(ng/mL) 

回收量/ 

(ng/mL) 
回收率/%  

相对标准

偏差/%  

5 5.231 104.62 0.9 

20 19.578 97.89 2.8 牡蛎

50 47.239 94.48 1.6 

3 结 论 

本研究以 VP1 适配体为靶标识别元件，利用

MIL-101(Cr)的高效吸附和猝灭荧光能力，建立一种

MIL-101(Cr)/荧光适配体生物传感方法。该方法可以

灵敏地检测 0.5～100 ng/mL 的 VP1 蛋白，检测限低

至 0.075 ng/mL，并在牡蛎实际样品中 NoV 衣壳蛋白

VP1 的检测分析中展现了良好的性能，有望应用于实

际样品的现场检测。未来将研究利用核酸适配体工

程进一步提高灵敏度，通过不同修饰策略构建多通道

荧光适配体传感芯片，结合机器学习模式化的交互实

现多重识别。 
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