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基于纳米金与适配体的赭曲霉毒素
U

检测方法研究
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摘要!以赭曲霉毒素
U

适配体作为识别分子荧光素发射的荧

光作为检测信号"纳米金作为荧光信号淬灭剂!建立一种高

灵敏度的赭曲霉毒素
U

荧光检测方法#结果表明&该检测体

系检测限达到
#"2*/-

$

B

!在
!:

"

#"""2*/-

$

B

浓度范围具

有线性关系!相关系数为
"7''#

!具有较好的实用性#该荧光

检测法同传统方法相比!提高了检测效率!为更好地进行赭

曲霉毒素
U

检测控制提供了技术支持#

关键词!纳米金%适配体%赭曲霉毒素
U

%生物传感器

23-45674
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M
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(
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/-L2+2/

M

+HG,8-1
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+

M

G+*1H

%

/8EH+G/.,2U

%

F,/6126/H

赭曲霉毒素
U

!

_8EH+G/.,2U

$

_DU

#是赭曲霉属和青霉

属真菌产生的一种真菌毒素)

#Q!

*

%研究表明$

_DU

不仅具

有肝脏和肾脏毒性)

<

*

$而且具有致癌)

;

*

+致畸)

:

*

+致突变)

$

*和

免疫抑制作用)

9

*

%联合国癌症研究组织也将其列为
XBUPP

!̀

类致癌物质)

;

*

%

_DU

广泛存在于农作物+食品原料及食

品中$严重威胁人类健康)

5Q#"

*

%目前$中国
_DU

检测主要

以传统仪器法为主$包括色谱法)

#"Q##

*

+质谱法)

#!

*

+气相色谱

法
Q

质谱联用技术)

#<

*

+液相色谱
Q

质谱联用技术)

#;

*

+高效液

相色谱
Q

荧光)

#:

*等%这些传统的检测方法往往比较繁琐$

检测周期长$且需要专业的操作人员等$在一定程度上限制

了它们在
_DU

检测中的实际应用%因此$建立灵敏+高效+

简便的
_DU

检测控制方法$对保障食品安全及人类健康具

有重要意义%

适配体是一类在体外筛选的$能与目标物专一结合的单

链寡聚核苷酸序列)

#$Q#5

*

$在一定条件下能与靶物质高效地+

特异性地识别结合%因此$在分析检测领域中具有良好的应

用前景%与其他特异性识别元件特别是抗体相比$适配体具

有独特的优势$例如"易获得$合成快速$成本低(亲和力高$

特异性强(靶分子范围广(易修饰(性质稳定(分子量小$重复

性强等)

#'

*

%由于适配体本质上只是一段寡核苷酸片段$并

不具有信号转换的功能$将其用于检测各种靶物质时$与靶

物质特异性的识别过程本身并不能产生可检测的信号%因

此$需要经过合理设计和筛选后修饰$将核酸适配体对目标

物的识别$转换成为易于检测的物理化学信号%

纳米材料因其具有独特的光+电+磁及化学性质$并且具

有小尺寸效应+量子效应+表面效应%特别是纳米材料表面

富含各种官能团且生物相容性好$能保持生物分子活性$使

其在构建高灵敏+高通量+高稳定的生物传感器方面表现出

巨大潜力%近年来$纳米材料被越来越广泛地用于构建灵

$:



敏+高效的化学和生物分析工具)

!"Q!!

*

%纳米金!

U4%W6

#因

其易于合成以及其独特的性能$在催化)

!<

*

+传感)

!;

*

+电子)

!:

*

等领域得到广泛研究和应用%

U4%W6

可作为能量受体$通

过荧光共振能量转移效应有效淬灭荧光%因此利用
U4%W6

进行荧光淬灭被应用于各种传感器的构建)

!$Q!9

*

$但在
_DU

检测中以
U4%W6

作为淬灭剂鲜有报道%本研究拟利用荧光

素!

aUS

#修饰
_DU

适配体$通过
U4%W6

对
aUS

的淬灭作

用$将适配体对
_DU

的识别过程转换为荧光信号进行研究$

旨在为
_DU

检测提供简便+高效的新方法%

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与试剂

<

3端修饰羧基荧光素的
_DU

适配体!

:

3

)cUDXcc

cDc Dcc cDc cXc DUU Ucc cUcXUD Xcc UXU)

aUS)<

3#"上海生工生物工程股份有限公司(

赭曲霉毒素
U

+柠檬酸钠+氯金酸+三羟甲基氨基甲烷

!

DH,6

#"分析纯$美国
P,

A

*+

公司(

盐酸+氯化钙+氯化钾"分析纯$北京化工厂(

葡萄酒"烟台张裕集团有限公司%

#7!

!

仪器与设备

荧光光谱仪"

a-4/H/*+.);

型$美国
V/H,F+

公司(

紫外可见分光光度计"

C=)!$""

型$日本岛津公司(

透射电子显微镜"

V,G+8E,$""

型$日立公司(

电子天平"

UB!";

型$梅特勒
)

托利多仪器!上海#有限

公司%

#7<

!

方法

#7<7#

!

纳米金的制备
!

利用经典的柠檬酸钠还原氯金酸法

制备
U4%W6

)

!5Q!'

*

%在搅拌+沸腾条件下$向
:"*B

浓度为

#**/-

'

B

的氯金酸溶液中迅速注入
:*B

浓度为
#?

的柠

檬酸钠溶液$持续煮沸$搅拌
#:*,2

$溶液最终呈酒红色%移

除热源$搅拌冷却至室温$

#""""H

'

*,2

离心
!"*,2

$弃上清

液$将沉淀重悬于超纯水中$

;@

保存%

#7<7!

!

纳米金的表征
!

将离心重悬好的
U4%W6

超声
<*,2

$

用
C=)K,6

在
<:"

"

5""2*

处测其吸光度值$根据其最大吸

收峰位置可以表征
U4%W6

的粒径$并计算浓度%同时利用

VRD(S

对其粒径+均一性以及单分散性进行表征%

#7<7<

!

_DU

检测原理
!

经
aUS

标记的适配体在激发波长

为
;'!2*

的条件下$

aUS

会发射荧光$具体原理见图
#

%

当体系中不存在
_DU

时$

aUS

染料标记的适配体单链吸附

到
U4%W6

表面$

U4%W6

与荧光染料分子之间产生荧光共振

能量转移效应$使得适配体上标记的
aUS

荧光信号淬灭(反

之当体系中存在
_DU

时$荧光标记的适配体与赭曲霉毒素

U

识别结合并形成折叠结构$该折叠结构能抵抗
U4%W6

的

吸附$

U4%W6

与
aUS

染料分子之间不能产生荧光共振能量

转移效应$使得荧光信号得以保留%因此$可以通过检测到

的荧光信号强弱与体系中的
_DU

浓度的关系$实现
_DU

的定量检测%

#7<7;

!

纳米金浓度优化
!

U4%W6

浓度是影响检测效果的重

要因素$因此需要对其浓度进行优化%

U4%W6

浓度过低将

图
#

!

基于
U4%W6

淬灭
aUS)

适配体选择性检测

_DU

的原理图

a,

A

4H1#

!

U4%W6F+61L

^

4128E,2

A

/JJH11aUS)+

M

G+*1HJ/H

61-18G,K1L1G1H*,2+G,/2/J_DU

导致游离的适配体标记的
aUS

染料分子荧光信号未被完全

淬灭$使得背景过强影响检测效果%具体过程"取
#5

支

#7:*B

离心管$分别加入
;""

&

B

$

M

V57"

的
#" **/-

'

B

DH,6)VX-

缓冲溶液!含
!"**/-

'

BX+X-

!

$

:**/-

'

B&X-

#$

随后分别加入
!""

&

B

$

!""2*/-

'

B

适配体溶液$室温放置

<"*,2

$最后分别加入
!""

&

B

浓度为
"

$

!

$

;

$

$

$

5

$

#"2*/-

'

B

的
U4%W6

溶液!每个浓度做
<

个平行试验#$室温放置
#7:E

后进行荧光测定$所有过程均在避光条件下进行%

#7<7:

!

_DU

定量检测
!

利用
U4%W6

对
aUS

标记的适配

体荧光信号进行淬灭$通过检测其发射荧光信号的强弱可以

实现对
_DU

的定量检测%由
U4%W6

与适配体浓度优化可

知$最佳
U4%W6

浓度为
!2*/-

'

B

%因此在随后试验中$

U4%W6

浓度均为
!2*/-

'

B

%在本试验中$取
!9

支
#7:*B

离心管$每
<

支为一组平行样$共
'

组%分别向
'

组中加入

;""

&

B

浓 度 为
"

$

!"

$

:"

$

#""

$

!""

$

;""

$

#"""

$

!"""

$

#""""2*/-

'

B

的
_DU

溶液!均用上述
M

V57"

的
DH,6)VX-

配制#$随后分别向每管中加入
!""

&

B

$

!""2*/-

'

B

适配体

溶液$室温静置
<"*,2

$再分别向每管中加入
!2*/-

'

B

的

U4%W6

溶液
!""

&

B

$室温放置
#7:E

$操作在避光条件下进

行%最后进行荧光测试$荧光光谱仪条件为"激发波长

;'!2*

$发射波长范围
:""

"

$<"2*

$入射狭缝
#"2*

$出射

狭缝
#"2*

$根据
:!"2*

处的荧光信号强度检测
_DU

%

#7<7$

!

特异性检测
!

用荧光素标记的适配体检测
_DU

时$

_DU

的一些类似物如
_D̀

+

_DX

等也可能会对结果产生影

响%为验证该方法的特异性$设计如下试验"取
!;

支
#7:*B

离心管$每
<

个一组$共
5

组$分别标号
#

"

5

号$首先向
#

号

离心管中加入
;""

&

B

上述缓冲液$

!

"

5

号离心管中分别加

入
;""

&

B

均由上述缓冲溶液配置的
#"""2*/-

'

B

的
Uà

#

+

_D̀

+

_DX

+

%UW

+

O+HJ+H,2

+

h(%

+

_DU

$随后每支离心管中

都加入
!""2*/-

'

B

适配体溶液
!""

&

B

%室温静置
<"*,2

$

再向每支离心管加入
!2*/-

'

BU4%W6

溶液
!""

&

B

$静置

#7:E

$所有操作均需在避光条件下进行%最后进行荧光测

试$测试条件同
#7<7:

%

#7<79

!

实际样品检测
!

为了验证该方法的实用性$以红酒为

对象进行检测体系的实用性考查%具体步骤"将
#?

的红酒

加入到缓冲体系$用含
#?

红酒的缓冲体系将
_DU

标准溶

9:

安全与检测
!

!"#9

年第
9

期



液稀释成浓度为
"

$

:"

$

#""

$

!""

$

;""

$

#"""

$

!"""2*/-

'

B

的样

品溶液$然后取
!#

支
#7:*B

离心管$每
<

个一组$共
9

组$标

号为
#

"

9

%分别将上述不同标准浓度
_DU

的溶液分别取

;""

&

B

加入
#

"

9

号离心管中$然后加入
!""2*/-

'

B

适配体

溶液
!""

&

B

$室温放置
<"*,2

$再向每支离心管加入
!2*/-

'

B

U4%W6

溶液
!""

&

B

$静置
#7:E

$所有操作均需在避光条件下

进行%随后进行荧光测试$测试条件同
#7<7:

%

!

!

结果与讨论

!7#

!

纳米金的表征

采用柠檬酸钠还原氯金酸方法制备的
U4%W6

呈酒红

色%利用
C=)K,6

和
VRD(S

对其进行表征$结果见图
!

%

在
<:"

"

5""2*

波长范围用
C=)K,6

方法对其浓度进行表

征$其最大吸收值在
:!"2*

处)见图
!

!

+

#*%此方法合成的

U4%W6

粒子直径为
#<2*

左右$且其消光系数为
!79]

#"

5

B

'!

*/-

,

8*

#

)

<"

*

$根据消光系数计算其原始浓度为

##2*/-

'

B

%通过透射电镜表征$结果显示该方法制备的
U4%W6

图
!

!

U4%W6

的表征

a,

A

4H1!

!

XE+H+8G1H,N+G,/2/J

A

/-L2+2/

M

+HG,8-16

粒径均一$分散性好 )见图
!

!

F

#*%经过统计$其粒径集中分

布在!

#<7:e<7"

#

2*

$满足该试验的需要)见图
!

!

8

#*%

!7!

!

纳米金浓度的优化

U4%W6

与
aUS

标记的适配体浓度比例在很大程度上

影响到所构建检测体系的灵敏度$因此二者适当的浓度比非

常重要%由图
<

可知$在适配体浓度为
!""2*/-

'

B

的缓冲

溶液中$荧光强度随
U4%W6

浓度的增加逐渐降低$当加入的

U4%W6

浓度到达
!2*/-

'

B

时$

aUS

修饰的适配体的荧光

强度降低
5"?

$之后
U4%W6

浓度对适配体荧光的淬灭效果

没有显著影响$且过高的
U4%W6

浓度会降低传感器的灵敏

度$因此选用
!2*/-

'

B

作为在后续试验中
U4%W6

的浓度%

图
<

!

U4%W6

浓度对荧光强度的影响

a,

A

4H1<

!

b2J-412816/JGE18/2812GH+G,/2/JU4%W6/2GE1

8E+2

A

1/JJ-4/H1681281,2G126,G

I

!7<

!

定量检测
_DU

在
"

"

#""""2*/-

'

B

范围内取不同浓度的
_DU

做相关

性研究$利用
aUS

标记的
_DU

适配体在
:!"2*

处有最强荧

光发射峰$对其进行测试$结果见图
;

%以浓度对数为横坐标$

以
:!"2*

处相对荧光强度!

RQR

"

#'

R

"

为纵坐标绘制曲线见

图
:

!

+

#%由图
:

!

F

#可知$其线性范围是
!:

"

#"""2*/-

'

B

$线

性方程为"!

RQR

"

#'

R

"

["7<'#:$-

A

K

_DU

Q"7:":<:

$相关系

数为
"7''#

%其检测限为能够对空白荧光信号产生影响的最

低
_DU

浓度!

#"2*/-

'

B

#%

从下往上
_DU

浓度依次为
"

$

!"

$

:"

$

#""

$

!""

$

;""

$

#"""

$

!"""

$

#""""2*/-

'

B

图
;

!

不同浓度
_DU

的荧光光谱

a,

A

4H1;

!

a-4/H16812816

M

18GH+/FG+,21L0,GEL,JJ1H12G

8/2812GH+G,/2/J_DU

5:

第
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!



R7

在
:!"2*

处含有
_DU

的各个样品的荧光强度
!

R

"

7

空白在

:!"2*

处的荧光强度

图
:

!

_DU

浓度变化与相对荧光强度的关系

a,

A

4H1:

!

Z1

M

12L1281/JGE1K+H,+G,/2/J

'

RQR

"

($

R

"

/2GE18/2812GH+G,/2/J_DU

!7;

!

方法特异性考查

由图
$

可知$当加入
#"""2*/-

'

B

的
_DU

时$其相对荧光

强度增加非常明显$但是当用
#"""2*/-

'

B

的其他类似物代替

_DU

时$其相对荧光强度没有出现明显的增加%说明构建的适

配体
)U4%W6

传感器对
_DU

的检测具有高度的特异性%

图
$

!

方法特异性考查

a,

A

4H1$

!

P

M

18,J,8,G

I

/JGE1L1G18G,/2*1GE/L

!7:

!

方法实用性考查

由图
9

可知$相对荧光强度随
_DU

浓度增加而增强$以

:!"2*

处相对荧光强度为纵坐标$

_DU

浓度对数为横坐标

绘制的校正曲线%该曲线具有良好的线性关系$相关系数为

"7''<

$说明该传感器适用于实际样品检测%

<

!

结论
该研究利用标记有荧光素的核酸适配体与淬灭剂

U4%W6

R7

加入不同浓度的
_DU

标准后$各个样品在
:!"2*

处的荧光强度

R

"

7

未加入
_DU

标准溶液在
:!"2*

处的荧光强度

图
9

!

在
#?

红酒样品中
_DU

检测效果

a,

A

4H19

!

U

MM

-,8+G,/2/J+

M

G+6126/HJ/H_DUL1G1H*,2+G,/2

,2H1L0,216+*

M

-16

构建了一种通过荧光信号变化进行
_DU

检测的方法%该方

法具有操作简单+灵敏度高+选择性好等特点$在实际样品检

测中表现出了较高的灵敏度$说明其在食品安全检测中具有

较强的实用性%该试验建立的方法为真菌毒素检测提供了

一种新的思路$同时也可为构建简便+快捷的适用于食品其

他有害因子的检测方法提供参考%
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