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近红外免疫层析技术快速检测贝类食品中 
食源性 A群轮状病毒 

高  静* 
(厦门市产品质量监督检验院, 厦门  361004) 

摘  要: 目的  建立近红外免疫层析技术快速、灵敏的检测贝类食品中食源性 A 群轮状病毒的方法。方法  采

用近红外荧光标记轮状病毒单克隆抗体 4E1, 研制 A 群轮状病毒的近红外免疫层析试纸条及配套标准物质, 

用近红外荧光扫描仪检测。结果  本方法对 A 群轮状病毒近红外免疫荧光法最低检测限为 0.5 µg/mL, 在   

45 min 内即可完成检测, 与肠道 EV71 病毒、腺病毒、诺如病毒、甲肝病毒均无交叉反应。通过效果评价试

验发现, 与传统检测方法、普通聚合酶链式反应及胶体金法相比较, 本文所建立贝类食品中轮状病毒的近红外

荧光法检测时间最短, 检测限最低。结论  本方法对检测贝类食品中食源性 A 群轮状病毒具有良好的特异性

和较高的灵敏度。 
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Rapid detection of foodborne group A rotavirus in shellfish foods based on 
near-infrared immunochromatography 

GAO Jing* 
(Xiamen Products Quality Supervision & Inspection Institute, Xiamen 361004, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a fast and sensitive method for detecting foodborne group A rotavirus in 

shellfish by near infrared immunochromatography. Methods  The monoclonal antibody 4E1 of rotavirus was labeled 

with near-infrared fluorescence. Near-infrared immunochromatographic strips and related standard substances of group 

A rotavirus were developed and detected by near-infrared fluorescence scanner. Results  Near infrared fluorescence 

was completed in 45 min, the detection limit was 0.5 μg/mL, and no cross reaction with EV71 virus, adenovirus, nor 

virus and hepatitis A virus. Evaluation by the test found, the detection time of near-infrared fluorescence of rotavirus was 

the shortest and the detection limit was the lowest compared with conventional methods, PCR and colloidal gold. 

Conclusion  NIR immunoassay for the detection of rotavirus in shellfish foods has good specificity and high 

sensitivity. 
KEY WORDS: shellfish; group A rotavirus; rapid detection; near-infrared immunochromatography; specificity; 

sensitivity 
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1  引  言 

轮状病毒(rotavirus)属于呼肠孤病毒科 , 无包膜, 具
有 3 层衣壳结构, 由 11 段双链 RNA(dsRNA)组成的基因组

将其围绕。6 个结构蛋白(VP1~VP4, VP6~VP7)和 6 个非结

构蛋白(non-structural protein, NSP1~6)各由 1 个独特的基

因组片段编码(NSP5 和 NSP6 除外)[1]。轮状病毒有 7 个主

要群体(A~G), 虽然 B 和 C 群与人类疾病也相关, 但大多

数人感染的毒株属于 A 群(RV-A)。轮状病毒每年在夏秋冬

季流行, 是传染性病毒, 可引起胃和肠道炎症。A 群轮状病

毒最易感染 5 岁以下的儿童, 尤其是婴幼儿[2,3]。它广泛存

在于自然界中, 食品中存在的轮状病毒威胁着人类的安全, 
该菌在低温仍可生长繁殖, 是冷藏食品威胁人类健康的主

要病原菌之一。 
目前轮状病毒的检测方法较多, 主要包括电镜法、放

免法、酶标法、荧光法、乳胶凝集实验、协同凝集试验等。

逆转录聚合酶链反应(reverse transcription PCR, RT-PCR)技
术与酶联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA)相比易出现假阳性结果, 据研究 14%的健康人可能

检测出假阳性[3]。综合考虑方法的灵敏度、特异性、成本

等, 胶体金免疫层析法在临床上使用较多, 但其无法精确

定量, 因此急需开发新型免疫层析技术进行快速检测。 
近年来, 近红外荧光探针已成为各国研究热点, 在环

境监测、医学诊断、生物分析中显示出巨大的潜力[4,5]。本

研究通过研制 1 种基于低噪声荧光标记的 A 类轮状病毒免

疫层析试纸条, 建立快速定量检测贝类食品中的 A 类轮状

病毒的近红外免疫层析法, 以期为贝类等水产品的监管提

供技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

A 群轮状病毒 Wa、SALL(中国疾控中心病毒病预防

控制所); 羊抗鸡免疫球蛋白 IgY(北京百奥莱博科技有限

公司); 轮状病毒单克隆抗体 3E3、4E1, 多克隆抗体(上海

启泰公司); 甘氨酸缓冲液(0.1 mol/L 甘氨酸, 0.3 mol/L 氯

化钠)、稀释液 PBS(5% BSA, 0.1% Tween 20)、荧光染料

dylight 800(上海合星生物科技有限公司); DNA 提取试剂

盒(上海莱枫生物科技有限公司); Premix Ex Taq TM(Probe 
qPCR)试剂盒［宝生物工程(大连)有限公司］。 

PCR 扩增引物, 引物序列 P1: 5’-ACC ATC TAC ACA 
TGA CCC TC-3’, P2: 5’-GGT CAC ATA ACG CCC C-3’、探

针序列 5’-FAM-ATG AGC ACA ATA GTT AAA AGC TAA 
CAC TGT -TAMRA-3’(用灭菌去离子水配制 , 浓度为   
10 mmol/L)(上海生工合成)。 

21 种贝类样品购自农贸市场。 

2.2  仪器与设备 

Sigma 3-18K 高速低温离心机(德国西格玛集团有限

公 司 ); Milli-Q 超 纯 水 仪 ( 美 国 赛 默 飞 世 尔 公 司 ); 
XC-CD2500 型超声波细胞破碎仪(宁波市先倡电子科技有

限公司); SANYOO 电热恒温培养箱(上海博迅实业有限公

司); 便携式高灵敏度近红外点荧光扫描仪(北京博润福得

科技发展有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  近红外荧光染料标记轮状病毒 
划膜抗体的制备: 用配制好的划膜液将 3E3 轮状病毒

单抗稀释为 1.5 mg/mL。 
标记抗体制备: 用 PBS 将 4E1 轮状病毒单抗稀释为  

1 mg/mL, 取 100 µL 4E1轮状病毒单抗稀释液加入 7 µL 荧
光染料 dylight 800, 涡旋混匀避光静置 1 h, 用移液器加

PBS 稀释混匀至终浓度为 0.5 mg/mL。将标记抗体放入透

析袋, 于 PBS 中 4 ℃过夜透析, 待用。 
2.3.2  轮状病毒近红外免疫层析试纸条的制备 

质控线(C 线)即羊抗鸡 IgY(质量浓度 1 mg/mL), 检测

线(T 线)即划膜抗体 3E3(质量浓度 1.5 mg/mL), 两者分别

用划膜仪划于硝酸纤维质膜(NP 膜)上, 间距 0.5 cm, 放置

3 h 后, 按照试纸条制备的次序依次将样品垫、金标垫、NP
膜、吸水纸及试纸板搭接, 而后以切割机切成试纸条, 试
纸条制备完成 (如图 1 所示)。 

 

 
 

注: 1 吸水纸; 2 硝酸纤维素膜; 3 抗体结合垫; 4 支持背板; 
5 检测线; 6 质控线。 

图 1  免疫层析试纸条示意图 
Fig.1  Immunochromatography assay strip 

 
2.3.3  定性检测 

用配制好的层析缓冲液稀释标记抗体轮状病毒单克

隆抗体 4E1, 稀释比 1:50, 羊抗鸡抗体 IgY 按 1:2000 稀释

至终浓度为 0.5 mg/mL, 稀释后 4E1 与 IgY 按 1:1 混匀制成

MIX。取轮状病毒(TCID50 为 10-6.5/100 µL)100 µL 加入   
4 µL MIX, 吹吸混匀, 滴加至试纸条, 反应 15 min 后, 用
近红外荧光扫描仪检测。 
2.3.4  定量检测 

取 A 群轮状病毒衣壳蛋白抗原配制成一系列标准品, 
浓度分别为 0.5、1.0、2.5、5.0、10.0、20.0 µg/mL; 将不

同浓度标准品分别滴加在试纸条上, 荧光扫描分别测定检

测线和质控线区域的荧光强度, 每个稀释度样本平行测量

3 次, 取平均值作为测量值, 制作抗原浓度与荧光强度比
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之间关系的标准曲线, 并拟合方程。 
2.3.5  特异性实验 

在无菌条件下, 将已分离好的甲肝病毒、诺如病毒、

肠道病毒 EV71、腺病毒原液分别稀释, 按体积比 3:7 与

MIX 混合滴加到试纸条上, 反应 15 min 后检测。 

2.4  评价方法 

2.4.1  PCR 检测方法 
根据 SN/T 2520-2010《贝类中 A 群轮状病毒检测方法 

普通 PCR 和实时荧光 PCR 方法》[6]对 21 份贝类样品进行

检测。 
2.4.2  贝类样品染毒实验组的处理 

称取未检出轮状病毒的贝类样品消化腺 0.8 g, 加  
5.6 mL 甘氨酸缓冲液(pH 为 9.6)研磨, 然后在 2.5 mL 研磨

液中加入 25 µL 病毒上清液, 另取 2.5 mL 研磨液不加病毒

加至 EP 管, 对照组为 1 mg/mL BSA 溶液。采用高速离心

机离心, 转速为 12500 r/min, 离心 30 min, 然后用 0.45 µm
过滤膜过滤。取 800 µL 过滤液, 用浓缩管浓缩至 60 µL。

取浓缩液按体积比 3:7 比例加 4 µL MIX, 滴入制备好的试

纸条进行检测。 
2.4.3  近红外荧光免疫层析试纸条检测实际样品 

(1)贝类样品轮状病毒的富集 
21 份贝类样品各取消化腺 0.8 g 分别加入甘氨酸缓冲

液 5.6 mL 研磨。所有研磨液按照 2.4.2 处理, 均采用高速

离心机室温离心后, 用 0.45 µm 过滤膜过滤, 取 1 mL 样品

采用超滤浓缩管浓缩至 100 µL。 
(2)检测 

按照体积比 3:7 加入层析液, 再加 6 µL MIX 滴入制

备好的试纸条上, 采用近红外荧光扫描仪检测 21 份贝类

样品。 

3  结果与分析 

3.1  贝类样品中轮状病毒定性检测结果 

经过检测发现若贝类样品中含有 A 类轮状病毒, 病
毒将与结合垫中的荧光标记单抗形成轮状病毒抗原-抗体

复合物。抗原抗体复合物继续向试纸条前端迁移。当抗原

抗体复合物迁移至检测线时, 被固定于检测线上的轮状病

毒多克隆抗体捕获。而游离的单抗分子/抗原抗体复合物则

随溶液继续迁移, 到达质控线时被交联于质控线上的参照

物抗体所捕获。 
见图 2, 轮状病毒稀释比分别是 1:30、1:60、1:120、

1:240、1:480、1:960, 阴性对照。分别测定检测线和质控

线区域的荧光强度, 质控线区域出现荧光发射峰, 表明该

试纸条有效; 质控线、检测线区域同时出现荧光发射峰, 
表明该检测为阳性结果。结果证实该轮状病毒免疫层析试

纸条是可用的, 具有有效性。 

3.2  轮状病毒近红外定量检测结果 

将 2.3.4 系列标准品分别滴加在试纸条上, 用近红外

荧光扫描仪扫描, 同时出现检测区域荧光峰和质控区域荧

光峰即表明反应正常, 记录检测线和质控线的荧光值, 每
个稀释度样本平行测量 3 次, 取平均值作为测量值, 检测

结果见表 1。 
 

 
 

图 2  A 群轮状病毒低噪声激发式荧光检测图 
Fig.2  Low noise excitation fluorescence detection of group A rotavirus 
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表 1  不同浓度 A 群轮状病毒菌标准品荧光定量检测结果 
Table 1  Results of fluorescent quantitative detection of 

rotavirus group A in different concentration 

浓度/(µg/mL) 平均值 

0.5 0.25 

1.0 0.34 

2.5 0.56 

5.0 0.87 

10.0 1.25 

20.0 1..98 

 
 
以检测峰值对相应的样品浓度为横坐标, 制作标准

工作曲线见图 3。结果显示, 轮状病毒浓度在 0.5~20 µg/mL
时 , 荧光比值与浓度线性关系良好 , 即线性范围 0.5~    
20 µg/mL。该近红外荧光免疫层析法对 A 类轮状病毒的灵

敏度提高约 10 倍(与轮状病毒胶体金免疫层析试纸条相比), 
最低检出限为 0.5 µg/mL。 

3.3  特异性试验结果 

将轮状病毒、诺如病毒、腺病毒、肠道 EV71 病毒、

甲肝病毒等原液稀释后, 分别滴加在近红外荧光免疫层析

试纸条上进行检测, 结果见图 4。仅轮状病毒检测线区域

和质控线区域出现荧光峰值, 其余 4 种病毒均未出现检测

线发射峰。说明该试纸条与肠道 EV71 病毒、腺病毒、诺

如病毒、甲肝病毒等均无交叉反应。 

3.4  贝类样品的染毒实验组实验 

采用超滤浓缩法浓缩病毒, 添加病毒原液 25 µL检测, 
结果见图 5, 添加了轮状病毒后的贝类样品, 该近红外荧

光免疫层析试纸条的质控线与检测线区域均出现荧光峰, 
表明为阳性结果; 检测荧光值较高, 达到 5000 左右, 说明

该轮状病毒浓度较高。图 6 为未添加轮状病毒时阴性对照

组的检测图, 该荧光免疫层析试纸条检测线区域未出现荧

光峰, 即没有轮状病毒。因此发现轮状病毒荧光免疫层析

试纸条定性检测结果较为准确, 可用于日常贝类等实际样

品的轮状病毒检测。 

 

 
 
 

图 3  A 群轮状病毒的荧光定量检测标准曲线图 
Fig.3  Standard curve of fluorescent quantitative detection for 

Group A rotavirus 
 
 
 

 
 
 
 

图 4  轮状病毒试纸条特异性试验结果 
Fig.4  Results of rotavirus test strip specificity test 
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图 5  添加轮状病毒贝类样品荧光免疫层析试纸条试验结果 
Fig.5  Results of fluorescent immunochromatographic strip test of adding rotavirus shellfish sample 

 

 
 

图 6  阴性对照组荧光免疫层析试纸条试验结果 
Fig.6  Results of fluorescent immunochromatographic strip test in negative control group 

 
3.5  贝类样品的检测结果 

根据 SN/T 2520-2010[6], 分别采用 PCR 法和荧光免疫

层析试纸条法检测 21份贝类样品(样品编号: B1~B21), 2种

方法检测结果见表 2。实际样品检测结果显示, 荧光免疫

层析试纸条法和 PCR 2 种方法检测 21 份贝类样品(编号

B1~B21)结果相符。由此可见, 轮状病毒荧光免疫层析试纸

条法与传统检测法、普通 PCR 方法的符合率达到 100%, 轮
状病毒近红外免疫层析试纸条定性检测结果较为准确, 可
应用于贝类样品的检测。 

4  结论与讨论 

食源性病毒是引起世界范围内流行性胃肠炎暴发的

主要因素, 严重威胁人类健康的危险因子, 尤其是婴幼儿

极易感染轮状病毒、诺如病毒等[7‒9]。为探求快速、准确、

高灵敏度、易操作且能够定量的检测方法, 世界各国学者

进行了大量研究。滕峥等[10]采用琼脂糖电泳法和乳胶凝集

法(latex agglutination test, LAT)检测轮状病毒。Ana 等[11]

开发了 1 种快速、灵敏的轮状病毒 A 群乳胶凝集法, 将多

克隆血清结合于乳胶支撑系统检测粪便标本轮状病毒。

Fujiko 等[12]研发人类轮状病毒快速抗原检测试剂盒, 采用

RT-PCR 和 新 一 代 DNA 测 序 (next generation DNA 
sequencing, NGS)法检测牛 A 群轮状病毒。Lee 等[13]研制了

首个快速检测水中 A 群轮状病毒的免疫层析试剂盒。常见

的 ELISA 可应用于食品中轮状病毒抗原或抗体的直接检

测, 通过单克隆抗体大大降低了假阳性率, 但该法的灵敏
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度较低, 必须经过增菌筛选纯培养步骤, 因此难以在短时

间内得到检测结果。罗明等[14]发现 real-time PCR、ELISA、

胶体金、RT-PCR 的灵敏度分别为 95.45%、96.97%、93.94%
和 62.12%, 特异性分别为 82.2%、 86.44%、 82.2%和

94.07%。 
 

表 2   荧光免疫层析试纸条法与传统检测法、PCR 方法检测 A
群轮状病毒结果比较 

Table 2  Comparison of fluorescent immunochromatographic 
strip method and PCR method for detection of group A rotavirus 

序号 
 检测结果 

传统检测法 普通 PCR 法 荧光免疫层析试纸条法

B1 阴性 阴性 阴性 

B2 阴性 阴性 阴性 

B3 阴性 阴性 阴性 

B4 阴性 阴性 阴性 

B5 阴性 阴性 阳性 

B6 阴性 阴性 阴性 

B7 阴性 阴性 阴性 

B8 阴性 阴性 阴性 

B9 阴性 阴性 阴性 

B10 阴性 阴性 阴性 

B11 阴性 阴性 阴性 

B12 阴性 阴性 阴性 

B13 阴性 阴性 阴性 

B14 阴性 阴性 阴性 

B15 阴性 阴性 阴性 

B16 阳性 阳性 阳性 

B17 阴性 阴性 阴性 

B18 阳性 阳性 阳性 

B19 阴性 阴性 阴性 

B20 阴性 阴性 阴性 

B21 阳性 阳性 阳性 

 
 
近年来, 近红外荧光免疫技术在生物医学、环境、化

学、临床诊断等各领域备受关注[15‒17]。在病原体检测方面, 
胶体金免疫层析技术虽然敏感性、特异性较好, 但其标记

物的稳定性较差, 颜色单一, 灵敏度较低, 只能定性检测, 
无法进行精确定量检测, 例如严寒秋等[18]报道胶体金的检

测限优于 ELISA; 但曾静等[19]采用 3 种方法检测婴幼儿 A

群轮状病毒发现 ELISA 优于胶体金。说明胶体金技术标记

物的稳定性不均一, 检测结果有差别。国内很多学者采用

胶体金法检测轮状病毒。孔京慧等[20‒23]采用胶体金法对小

儿腹泻 A 群轮状病毒进行检测; 王文洁等[24]采用金标免疫

斑点法, 利用对人类轮状病毒敏感、特异性较好的单克隆

抗体(抗 HRV 的外壳蛋白 VP4)结合金标免疫的技术, 检测

粪便中轮状病毒抗原。2015 年开始本团队采用近红外荧光

染料 dyllight 800 作为标记, 研制出一系列近红外荧光免疫

层析试纸条检测食源性致病微生物, 检测对象包括沙门氏

菌、霍乱弧菌、副溶血弧菌、诺如病毒等[25‒30]。本研究是

基于近红外荧光标记技术与免疫层析技术相结合产生的, 
只要获得相应的具有高亲和力、特异性的病原体抗体, 甚
至于某些金属元素、化学物质, 在经过分子修饰以后, 同
样可以成为一种抗原, 从而制备相应的抗体, 就可以迅速

建立起相应的高灵敏度检测方法。另外近红外荧光还具有

穿透力强的特点, 对于一些价值较高不能毁损的样品, 可
以利用其特点, 将近红外荧光染料与待检物结合, 在物体

外表直接进行荧光检测。在经过方法改进以后, 反应过程

也可以脱离硝纤薄膜进行, 可以在毛细管液体环境中进行

充分反应, 更有利于抗原抗体的结合反应, 这些都有待于

进一步的研究。  
本研究将近红外荧光探针与免疫层析技术结合制备

了轮状病毒近红外免疫层析试纸条 , 最低检测限为    
0.5 µg/mL, 与肠道 EV71 病毒、腺病毒、诺如病毒、甲肝

病毒均无交叉反应, 适用于贝类食品中轮状病毒的快速检

测, 具有灵敏、高效及便携的优点, 可以为食品安全监管

提供有效的技术支撑。 
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