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基于核酸适配体的镉离子可视化检测方法
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摘要!利用适配体对镉离子的特异性识别作用!以镉离子适

配体及互补链为生物识别单元!建立基于核酸适配体的镉离

子可视化检测方法!实现对自来水中镉离子痕量检测"该方

法将镉离子适配体固定在微孔板上!再与适配体互补链及
&

辣根过氧化物酶&

Y=M

'复合物进行竞争性结合!通过
Y=M

对底物的催化水解反应引起
7U$-'

处特征峰的变化来定量

检测镉离子"结果表明$该检测体系在
$/!

"

U/$-

.

*

'X

时

具有线性关系&

N

4

j$/""U5

'!检测限低至
$/U-

.

*

'X

"该方

法选择性良好%操作简单%灵敏度高!并且具有较好的实用

性!可用于食品安全分析和环境监测中金属离子镉的检测"

关键词!适配体#辣根过氧化物酶#镉#可视化检测
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镉#

]1

%元素是一种生物蓄积性强+毒性持久+具有,三

致-作用的剧毒元素!摄入过量的镉对生物体的危害极其严

重!会导致肾脏+肝脏+肺部+骨骼+生殖器官损伤!对免疫系

统+心血管系统等具有毒性效应!进而引发多种疾病)

!

*

"镉

移动性强!难以生物降解!极易通过食物链进入人体!引起人

体机能衰退!长期接触会引起癌症"目前!中国镉污染形势

严峻!镉污染事件频发!严重影响了居民的正常生活和身体

健康)

4V6

*

"做好食品中镉的分析检测工作!对保护人体健康

具有重要意义"

目前!比较成熟的重金属离子检测方法主要有原子吸收

法#

NNL

%

)

7

*

+双硫腙分光光度法)

U

*

+催化示波极谱法)

8V#

*

+原

子荧光法#

NQL

%+电感耦合等离子体原子发射法#

S]M&

N%L

%

)

5

*

+电感耦合等离子体质谱法#

S]M&?L

%

)

"

*等"这些方

法都能够提供较高的检测灵敏度+较好的选择性以及准确的

检测结果!但是普遍缺点是仪器价格昂贵+体积大!检测时间

长!并且样品预处理步骤复杂+时间长+易受污染"近年来!

一些依赖于纳米材料或核酸适配体的新型检测技术也常被

用于简单+快速地定量检测重金属离子!主要包括电化学分

析法)

!$V!!

*

+荧 光 法)

!4V!6

*

+化 学 发 光 法)

!7

*

+比 色 分 析

法)

!UV!8

*等"

核酸适配体是一段具有三维空间结构的单链
>:N

或

=:N

!它可以与靶标发生特异性结合"因此!在构建检测方

法时!适配体可以被用作一种优良的分子识别元件)

!#

*

"由

于适配体是在体外设计和筛选的!原则上任何靶标都可以有

它对应的适配体!而且适配体在信号传导和化学修饰方面具

有更加优良的特性)

!5V!"

*

!因此应用了适配体技术的检测方

法往往具有更高的灵敏度"

U6



到目前为止相较于其他重金属!有关重金属镉基于适配

体识别的检测方法的研究报道很少!仅有
6

篇)

!7

!

4$V4!

*

!但这

些检查方法对现场快速检测的实际应用价值不高"本研究

拟利用适配体与目标物结合的高特异性!建立一种基于酶联

适配体的镉离子可视化检测方法!以实现对镉离子的快速灵

敏检测!提高方法的实用性"

!

!

材料与方法
!/!

!

材料与仪器

!/!/!

!

材料与试剂

氯化钠+牛血清白蛋白#

\LN

%+磷酸氢二钠+磷酸氢二钾

等&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(

>:N

&上海生工生物工程技术服务有限公司(

亲和素&化学纯!美国
L)

.

'(&N*1G)3I

公司(

链 霉 亲 和 素 标 记 的 辣 根 过 氧 化 物 酶 #

Y=M&

L@G0

H

@(R)1)-

%&

4U$[

'

'

.

!美国
L)

.

'(&N*1G)3I

公司(

6

!

6f

!

U

!

Uf&

四甲基联苯胺溶液#

J?\

%&上海生工生物工程

有限公司(

$/4''

注射器过滤器&天津东康科技有限公司(

镉离子标准液&

!$$

%

.

'

'X

!

!T Y:W

6

!上海阿拉丁生

化科技股份有限公司(

透明
"8

孔微孔板&每孔
6$$

%

X

!美国
]+G-)-

.

公司(

超纯水&

!5/4'

0

!由美国
?)**)

H

+G0

净水系统制备"

!/!/4

!

主要仪器设备

紫外
&

可见光#

[9&R)B

%分光光度计&

LI)'(1K2[9&46$$

型!日本岛津公司(

酶标仪&

\)+J0EL

D

-0G

.D

I!

型!美国
\)+J0E

公司(

电热鼓风干燥箱&

>YO&"!7UN

型!上海一恒科学仪器有

限公司(

微量分析天平&

N=447]:

型!奥豪斯仪器中国有限

公司(

实验室
H

Y

计&

L@(G@0G6]

型!奥豪斯仪器中国有限

公司(

超纯水仪&

>)G03@&n6

型!密理博中国有限公司(

超声波清洗仪&

_n&5$$>%

型!无锡科洁仪器设备公司"

!/4

!

试验方法

!/4/!

!

微孔板包被亲和素
!

将亲和素用碳酸盐缓冲液

#

H

Y"/$

%稀释!每孔包被
4$$

%

X

!

7^

反应
!4I

后!用
H

Y#/7

的洗涤缓冲液)

!d

磷酸盐缓冲液#

M\L

%

e$/$U'X

'

!$$'X

吐温
4$

*清洗
6

次!拍干"加入
4$$

%

X

的
4

.

'

!$$

.

\LN

溶

液以封闭未完全被亲和素包被的微孔板!

6# ^

下放置

6$')-

!拍干!用洗涤缓冲液洗涤
6

次!拍干"

!/4/4

!

Y=M&

互补链复合物的制备
!

将稀释
!$$$

倍的

Y=M&L@G0

H

@(R)1)-

与
4$-'+*

'

X

的生物素化互补链)

U

/

&

C)+@)-&]O] NN] O]J ]O] J]N JN] JO] N]N N]]

NNN&6

/#

>:N4

%*混合!

6#^

孵育
6$')-

!然后置于
V4$^

冷冻保存!备用"

!/4/6

!

镉离子标准样品的定量检测
!

在微孔板中加入
!$

%

X

的生物素化适配体)

4$

*

)

U

/

&C)+@)-&N]]ON]]OJO]JOON

]J]JOO N]J OJJ OJO OJN JJN JJJ JJO OJJ

OJO]NO JNJ ONO]ON O]O JJO ]O&6

/#

>:N!

%*!

6#^

孵育
6$')-

后!用
H

Y#/7

的洗涤缓冲液清洗
6

次!拍

干"将
!$$

%

X

镉离子样品加到微孔板中!

6#^

孵育
6$')-

!

用洗涤缓冲液清洗
6

次!拍干"然后将
Y=M&

互补链复合物

加到微孔板中!

6#^

孵育
6$')-

!用洗涤缓冲液清洗
6

次!

拍干"最后在每孔中加入
!$$

%

XJ?\

显色试剂!室温放置

4$')-

!加入
!$$

%

X

的
4'X

'

!$$'X

硫酸溶液!用酶标仪在

7U$-'

波长处测定其吸光度值"

!/4/7

!

实际样品的检测
!

利用本方法对自来水中重金属镉

离子含量进行检测"用
$/4''

注射过滤器对实际样品进行

过滤!随后在样品中添加
!

!

6-

.

'

'X

浓度的镉离子标品!用

本试验中设计的方法对其进行检测!得到镉离子的浓度值并

计算回收率!与石墨炉原子吸收光谱法进行比较"

4

!

结果与分析
4/!

!

重金属镉离子可视化检测设计原理

如图
!

所示&生物素标记的镉离子适配体能够特异性地

识别和结合镉离子!从而实现对靶标的捕获"检测体系中的

目标物镉离子通过亲和素与生物素的结合从而被固定到包

被有亲和素的微孔板的底部!然后再向孔内加入生物素标记

的适配体互补链和链霉亲和素
&Y=M

的复合物"此时!由于

适配体与目标物质镉离子结合时构象会发生变化!导致适配

体互补链不能与其杂交结合!

Y=M&

互补链复合物只能通过

结合未捕获靶标的适配体固定到板底"随后再加入
J?\

显

色剂!在
Y=M

的作用下!

J?\

会被氧化!并且会产生蓝色的

产物(加入酸后!产物的颜色会变为黄色可被肉眼观测!并且

在
7U$-'

处有最大吸收峰!从而实现镉离子的可视化检测"

图
!

!

镉离子可视化检测原理图
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.

2G0!

!

L3I0'(@)3)**2B@G(@)+-P+G3+*+G)'0@G)3

10@03@)+-+P]1

4e

4/4

!

微孔板包被亲和素浓度优化

适配体是通过生物素和亲和素的连接作用固定于微孔

板上的!微孔板上的亲和素包被量会直接影响适配体在板底

的结合量!因此合适的亲和素包被浓度是试验成功的基础!

于是对亲和素的包被浓度进行了优化!结果见图
4

"由图
4

可知!当亲和素浓度达到
4$

"

44

%

.

'

'X

时!

-

7U$

差值基本达

到饱和!此时检测效果最佳!为了节省亲和素用量!本试验中

亲和素包被浓度采用
4$

%

.

'

'X

"

4/6

!

生物素化镉离子适配体浓度优化

生物素标记的适配体浓度将直接影响板底连接的适配

86
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图
4

!

亲和素浓度的优化

Q)

.

2G04

!

W

H

@)')K(@)+-P+G@I03+-30-@G(@)+-+PB@G0

H

@(R)1)-

体量!为了探究适配体浓度对试验结果产生的影响!对适配

体浓度进行了优化!得到试验结果见图
6

"由图
6

可知!随着

适配体浓度增大!固定到酶标板底部的互补链和引入检测体

系中的
Y=M

量也会不断增加!从而使
-

7U$

值也不断增加"

但是当适配体浓度达到
4$$-'+*

'

X

时!

-

7U$

值基本达到饱

和!证明此时适配体的量已经达到饱和!因此试验中选取

4$$-'+*

'

X

为适配体加入浓度"

图
6

!

生物素标记的镉离子适配体浓度优化
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.

2G06

!

W

H

@)')K(@)+-P+G@I03+-30-@G(@)+-+P(

H

@('0G

4/7

!

Y=M

修饰互补链序列浓度优化

互补链浓度会影响最终连接到板底的
Y=M

酶的量!为

了探究适配体互补链浓度对试验结果产生的影响!对互补链

浓度进行了优化!得到试验结果见图
7

"由图
7

可知!随着互

补链浓度的增加!

-

7U$

值也随之逐渐增大!当互补链浓度达

图
7

!

互补链浓度优化
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2G07
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W

H

@)')K(@)+-P+G@I03+-30-@G(@)+-+P

3+'

H

*0'0-@(G

D

>:N

到
4$-'+*

'

X

时!

-

7U$

值基本达到饱和!证明此时互补链刚

好饱和!因此选取互补链浓度为
4$-'+*

'

X

"

4/U

!

线性范围与检测限

在最佳的试验条件下!用本研究的检测方法检测不同浓

度+同体积的镉离子标准液!结果发现镉离子浓度与
-

7U$

在

$/!

"

U/$-

.

'

'X

时呈良好线性!校正曲线方程为
:

j

V$/$756Ee$/76"8

!检出限为
$/$U-

.

'

'X

#

F

'

4j6

%"对

浓度为
4/$-

.

'

'X

的镉离子样品液平行测定
6

次!最后求得

相对标准差为
U/4T

"

图
U

!

镉离子浓度与
-

7U$

的关系曲线
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特异性

为了验证此检测方法的特异性!选择了
!$

种金属离子

#

Y

.

4e

!

MC

4e

!

Q0

6e

!

?-

4e

!

?

.

4e

!

_

e

!

N

.

e

!

]2

4e

!

N*

6e

!

c-

4e

%与镉离子在最优条件下进行试验"镉离子与其他对照

组样品浓度均为
U-

.

'

'X

"将空白孔与各个金属离子检测

后所得到的
-

7U$

差值进行比较!结果见图
8

"由图
8

可知!镉

离子与其他金属离子的差值差距明显!且试验现象可用肉眼

观测到!表明本方法具有良好的特异性"

图
8

!

检测方法特异性考察

Q)

.

2G08

!

L0*03@)R)@

D

+P@I010@03@)+-'0@I+1

4/#

!

实际样品加标回收试验

为了对试验结果的准确性进行验证!用试验中构建的方

法对自来水样品进行加标回收试验!并将试验结果与国标方

法$$$石墨炉原子吸收光谱法进行对比"测得未加标自来

水样品中含有镉离子!本底值为
!/6!8-

.

'

'X

!将检测结果

扣除本底值后得到结果见表
!

"从表
!

可以看出!综合本方
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法检测实际样品所得结果与原子吸收光谱法相比差异小!获

得了良好的回收率!表明本方法具有较好的准确性和稳定

性!可用于镉离子的实际样品检测"

表
!

!

镉离子加标回收率

J(C*0!

!

=03+R0G

D

G0B2*@BP+G]1

4e

10@03@)+-

样品
添加浓度'

#

-

.

.

'X

V!

%

检测浓度
lL>

#

&j6

%'

#

-

.

.

'X

V!

%

加标回

收率'
T

原子吸收光谱法

加标回收率'
T

自来水
! ! $/"Ul$/$78 "U ""/U

自来水
4 6 6/!4l$/$U4 !$7 !$$/5

6

!

结论
本研究成功建立了一种基于单链

BB>:N

适配体检测重金

属镉离子的可视化方法"方法的最低检测限为
$/$U-

.

'

'X

!且

在自来水实际样品的检测中所得结果与传统的原子吸收光

谱法高度一致!表明本方法可以用于实际样品检测"本方法

具有操作简便+灵敏度高+特异性好的优点!可为重金属分析

检测研究提供一种全新的可行途径"
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