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基于荧光分子开关和核酸适配体的镉离子
快速检测方法
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摘要!考查了不同
=

<

值"噻唑橙(适配体浓度比"噻唑橙
与适配体结合时间"适配体与镉离子结合时间对体系荧
光强度的影响%结果表明&荧光检测的最佳条件为

=

<

值
$

"噻唑橙(适配体浓度比
$`6

"噻唑橙与适配体结合时
间

!#'),

"适配体与镉离子结合时间
45'),

%该条件下!

荧光强度与镉离子浓度表现出良好的线性关系!线性范
围为

4155

"

D5155,

-

)

'\

!检测限为
5146,

-

)

'\

%该方法
不需要对适配体进行荧光标记!操作简单%

关键词!噻唑橙'核酸适配体'荧光检测'镉离子
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镉是一种有毒的重金属元素!长期暴露在镉污染的
环境中会对人的肾脏+肺+骨骼造成损伤!严重的还会致
癌)

!T6

*

"中国镉离子在环境+粮食乃至食品的污染情况
也不容乐观!

b2)

等)

8

*对北京人口密度高的交通区+居民
区的街道粉尘进行采样!测定结果表明镉的含量处于重
度污染"陆素芬等)

#

*研究了南丹县粮食作物玉米中重金
属离子的含量!结果表明镉离子的超标率为

D189

!在镉
的影响下玉米中蛋白质+淀粉+脂肪含量均会发生变化"

李颖等)

7

*对邯郸市某冶炼厂周边的小麦进行检测!结果
表明小麦中镉离子和铅离子的含量均有超标的情况"世
界卫生组织国际癌症研究机构#

FAXW

%已将镉离子分类

#&

U;;?VQAW<F:%XY

第
67

卷第
6

期总第
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期
#

4545

年
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月
#



为第一类致癌物质)

$

*

!中国生活饮用水卫生标准中规定
饮用水中镉的限量标准为

#,

-

'

E

-

!食品污染物限量标准
中大米中镉的限量标准为

514'

-

'

E

-

"综合以上原因!对
环境和食品中的镉离子进行监测和控制具有十分重要的
意义"

传统的镉离子检测方法有原子吸收光谱法)

D

*

+电感
耦合等离子体质谱法)

"

*

+电感耦合等离子体原子发射光
谱分析)

!5

*

+原子荧光光谱法)

!!

*

"这些检测方法是相对较
为成熟的方法!能够对环境中的镉离子进行有效的分析!

灵敏度+准确性+选择性都比较好!但这些方法一般都要
求有大型的仪器设备!专业的操作人员!检测成本高!检
测过程繁琐"

近些年!许多学者对环境和食品中重金属残留快速
检测技术进行了研究!其中主要有电化学法)

!4

*

+比色
法)

!6

*

+试纸条方法)

!8

*等"

>)

等)

!4

*研制了一种基于还原
氧化石墨烯#

LB;

%'金纳米颗粒#

A0:@.

%'四苯基卟啉
#

P@@

%#

LB;

'

A0:@.

'

P@@

%纳米共轭物的电化学传感
器!通过

P@@

对
W3

4a的选择性富集!以及
LB;

对
W3

4a与
卟啉衍生物配位作用的加强!对镉离子进行定量检测"

B0K

等)

!6

*利用
W3

4a与四分子的谷胱甘肽#

B><

%形成球
形复合物的原理!研制出了一种基于

B><

保护的纳米金
比色传感器!并对水样和消化后的大米样品中的

W3

4a进
行检测"

])(K

等)

!8

*研制了一种基于金纳米星和量子点
的集成免疫层析试纸条!对

W3

4a进行检测!检测线达到
51!D,

-

'

'\

!线性范围为
514#

"

D155,

-

'

'\

"这些方法
具有方便+简单+快捷等特点!但部分方法准确性和稳定
性较差!需要对其进行优化和改进"

核酸适配体是能够特异性识别靶标分子具有较高亲
和力的一类

X:A

或
?:A

分子!其识别靶分子的机理与
抗原抗体相似!具有稳定性好+易于合成和修饰等优
点)

!#

*

"近年发展起来的基于核酸适配体的检测方法食源
性致病菌+生物毒素+重金属+药物残留检测等领域显示
了良好的应用前景)

!7

*

"

S(

I

L('K

-

*0

等)

!$

*通过磁捕获和
基于适配体的亲和力对牛奶样品中沙门氏菌的病原体细
胞进行快速检测!在没有任何培养的情况下!在低至
!5

6

WÛ

'

'\

的牛奶样品中实现了沙门氏菌的检测"核
酸适配体能对一些小分子物质进行识别!如重金属等"

b0

等)

!D

*通过固定寡核苷酸链库!建立了一种新方法进
而筛选出了镉离子核酸适配体"目前!用该核酸适配体
对镉离子进行检测的研究比较少)

!"

*

"

噻唑橙#

P;

%是一种不对称的花菁类阳离子染料!用
作荧光检测时可消除染料自身的背景干扰!提高荧光检
测灵敏度!是一种流行的核酸荧光探针!广泛运用于检测
不同的

?:A

和
X:A

结构)

45

*

"

Z(,

-

等)

4!

*研制了一种基
于噻唑橙和

)&'KG)J?:A

构象改变的传感器!用于检
测

A

-

a

"

试验拟基于镉离子核酸适配体和噻唑橙染料构建一
种镉离子检测的荧光方法!以期为核酸适配体在镉离子
快速检测应用提供依据"

!

!

材料与方法

!1!

!

材料与仪器
!1!1!

!

材料与试剂
噻唑橙&

"59

!上海阿拉丁生化科技股份有限公司(

二甲基亚砜&顶空气相色谱级!上海安谱实验科技股
份有限公司(

乙醇+
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4

等&分析纯!国药集团化学试剂有限公司(
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&
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'

\

!北京索莱宝生物科技有限公司(

磷酸盐缓冲溶液&

!'K*

'

\

!上海阿拉丁生化科技股
份有限公司(

超纯水&

!D14'

2

!由
Q)**)

=

KL2

净水系统制备(

镉离子适配体&

#

0

&BBAWPBPPBPBBPAP&

PAPPPPPBBPPBPBW&><&6

0!上海生工生物工程技术
服务有限公司"

!1!14

!

主要仪器设备
电子天平&

>k@

型!赛多利斯科学仪器#北京%有限
公司(

涡旋振荡器&

Q>6M(.)/

型!厦门精艺兴业科技有限
公司(

=

<

计&

>P6!55

型!奥豪斯仪器#常州%有限公司(

超纯水机&

_̂48

型!厦门精艺兴业科技有限公司(

冷冻离心机&

:̂F_%X>A\645X

型!德国
<2GG)/H

科
学仪器公司(

超声波清洗机&

Zk#455%

型!昆山舒美超声仪器有
限公司(

荧光分光光度计&

XU&#65!@W

型!日本岛津公司(

石墨炉原子吸收分光光度计&

AA&7655W

型!日本岛
津公司"

!14

!

方法
!141!

!

镉离子荧光检测
!

在
%@

管中加入
6#

#

\

的
!55''K*

'

\<%@%>

溶液!同时加入
4#

#

\4

#

'K*

'

\

的
核酸适配体!再加入镉离子标准溶液!控制反应体系酸度
=

<h$15

!充分混合!室温下反应
D5'),

(在上一步的混合
溶液中加入

75

#

\8

#

'K*

'

\

噻唑橙溶液充分振荡!用超
纯水定容至

455

#

\

!继续在室温下反应
4#'),

!同时配制
空白"将混合的溶液转移至超微量荧光比色皿中!用分
光光度计记录

#55

"

765,'

内的荧光光谱!分别测定溶
液荧光强度

4

和空白值
4

5

"

!1414

!

体系
=

<

值优化
!

在
%@

管中加入核酸适配体和
噻唑橙溶液充分振荡!加入相同量的不同

=

<

的磷酸盐缓
冲溶液#

51!'K*

'

\

%!控制
=

<

为
6

"

"

!加超纯水至总体积

$&

安全与检测
>AU%PY VF:>@%WPF;:

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



为
455

#

\

!室温下反应
4#'),

!测定不同
=

<

下的荧光
强度"

!1416

!

噻唑橙$适配体浓度比的优化
!

固定噻唑橙与适
配体混合物的总体积!加入不同体积的噻唑橙与适配体!

使其摩尔比分别为
"`!

!

D`4

!

$`6

!

7`8

!

#`#

!

8`7

!

6̀ $

!

4̀ D

!

!̀ "

!加入
6#

#

\!55''K*

'

\

的
<%@%>

溶
液!定容!

=

<

值控制为
$

!室温下反应
4#'),

!测定体系荧
光强度"

!1418

!

噻唑橙与适配体结合时间的优化
!

在
%@

管中加
入相同核酸适配体!加入适当的噻唑橙溶液使其摩尔比
为

$̀ 6

!加入
6#

#

\!55''K*

'

\

的
<%@%>

溶液!控制
溶液

=

<

为
$

!加超纯水至总体积
455

#

\

!选择不同的时
间点测体系的荧光强度"

!141#

!

适配体与镉离子结合时间的优化
!

向一系列
%@

管中加入相同的核酸适配体和镉离子标准溶液!常温下
分别反应

5

!

!5

!

45

!

65

!

85

!

#5

!

75'),

!加入相同量的噻唑
橙溶液!使噻唑橙与适配体浓度比为

$`6

!加入
6#

#

\

!55''K*

'

\

的
<%@%>

溶液!定容!室温下反应
4#'),

!

测定体系荧光强度"

!1417

!

荧光检测的特异性
!

向不同的
%@

管中加入等量
的核酸适配体!加入

6#

#

\<%@%>

溶液使体系
=

<

为
$

!

分别加入
#5,

-

'

'\

的
D

种不同的金属离子#钾+钙+镁+

锌+铁+铜+铅+铬%和镉离子混合均匀!常温下反应
45'),

!再加入等量噻唑橙溶液使噻唑橙与适配体浓度
比为

$̀ 6

!继续反应
!#'),

!测定荧光强度!并与空白相
比较"

!141$

!

实际样品前处理
!

用试验建立的方法对水样
A

+

S

+

W

中的重金属镉离子含量进行检测分析"将水样用
514''

注射过滤器对水样品进行过滤!添加
4,

-

'

'\

浓
度的镉离子标品!用试验建立的方法检测!测得镉离子的
浓度值并计算回收率!与石墨炉原子吸收光谱进行比较"

!141D

!

石墨炉原子吸收光谱法检测
!

将水样放置于自动
进样器中!调整自动进样器与石墨管的距离!设置试验参
数分别为进样体积

!5

#

\

!波长
44D1D,'

!电流
8'A

等!

随后开始进行水样中镉的检测"

4

!

结果与分析

41!

!

镉离子荧光检测设计原理
如图

!

所示!当噻唑橙溶液在
8D#,'

的激发光下!

在
#!5

"

7!5,'

的范围内没有发射峰(当噻唑橙与适配
体结合后!荧光强度显著增强!在

#6#,'

处出现峰值(当
有镉离子存在时!体系荧光强度降低"噻唑橙在游离状
态下!荧光产率低!与适配体结合后!通过插入碱基对+与
带负电的磷酸骨架结合或与小沟槽结合而产生荧光效
应)

44

*

!当有
W3

4a存在时!适配体优先与
W3

4a结合!阻碍
噻唑橙与适配体的结合!荧光强度降低"

图
!

!

镉离子检测荧光光谱图
U)

-

0L2!

!

U*0KL2./2,/2.

=

2/GLK

-

L('KJ/(3')0')K,32&

G2/G)K,

414

!

体系
=

<

对荧光强度的影响
由图

4

可知!

=

<

在
6

"

8

时检测体系的荧光值随
=

<

的升高而升高!当
=

<

"

8

时!随着
=

<

的升高而降低!当
=

<h8

时荧光值最大"该结果与
Z(,

-

等)

4!

*的试验结果
一致!在酸性条件下噻唑橙与适配体结合产生的荧光较
中性及碱性条件下大"体系

=

<

"

$

时!荧光强度变化小!

比在酸性条件下更为稳定!因此检测镉离子的最佳
=

<

值
为

$

"

图
4

!

溶液
=

<

对荧光强度的影响
U)

-

0L24

!

%JJ2/GKJ.K*0G)K,

=

<K,J*0KL2./2,/2),G2,.)G

I

416

!

噻唑橙与适配体浓度比对荧光强度的影响
由图

6

可知!体系在最大发射波长的荧光强度随噻
唑橙与适配体的浓度比增加先升高后降低!当噻唑橙与
适配体的比值为

$`6

时荧光强度最大"噻唑橙与适配
体的浓度比对荧光强度起着重要作用!浓度比太低时!核
酸浓度低产生的噻唑橙$适配体复合物浓度低!荧光强
度弱(浓度比高时!适配体浓度大!影响荧光检测的灵敏
度"当噻唑橙与适配体处于

$̀ 6

的比值时!荧光强度最
强!适配体浓度约为

5187

#

'K*

'

\

!与
>0,

等)

46

*采用的适
配体浓度相近"因此试验中以

$`6

作为噻唑橙与适配
体的最佳摩尔比"

418

!

噻唑橙与适配体结合时间的优化
!!

如图
8

所示!体系的荧光强度在
!5'),

以内迅速增

%&

#

_K*167

#

:K16

涂东等!基于荧光分子开关和核酸适配体的镉离子快速检测方法



图
6

!

噻唑橙与适配体浓度比对荧光强度的影响
U)

-

0L26

!

%JJ2/GKJ/K,/2,GL(G)K,L(G)KKJP;(,3A

=

G(&

'2LK,J*0KL2./2,/2),G2,.)G

I

图
8

!

噻唑橙与适配体结合时间的优化
U)

-

0L28

!

;

=

G)')l(G)K,KJP;(,3A

=

G('2LM),3),

-

G)'2

加!在
!5

"

!#'),

时荧光增强速度变缓!

!#'),

后混合
液的荧光强度基本保持不变!此时适配体与噻唑橙充分
反应!荧光强度达最大值"噻唑橙与适配体结合的时间
对荧光产率的影响是很重要的因素)

48

*

!反应时间太短!噻
唑橙与适配体结合不够完全!荧光信号未达到稳定!所以
试验中以

!#'),

作为噻唑橙与适配体反应的最佳反应
时间"

41#

!

适配体与镉离子反应时间的优化
如图

#

所示!随着孵育时间的增加!荧光差值#

4T

4

5

%增大!当孵育时间
"

45'),

时!荧光差值保持稳定无
变化!此时溶液中镉离子与适配体反应充分!荧光强度不
再降低"若适配体与镉离子反应时间不足!体系未达到
平衡!将影响检测结果"为此!选择

45'),

为适配体与靶
标物质镉离子的最佳孵育时间"

417

!

检出限与线性范围
在最佳的试验条件下!用试验建立的方法对不同浓

度的镉离子标准液进行检测!发现镉离子浓度与体系的
荧光强度在

4155

"

D5155,

-

'

'\

的范围内呈良好的线性
#见图

7

%!校正曲线方程
9

hT416857Wa4D81$6

!检出限
为
5146,

-

'

'\

!与
iH0

等)

4#

*通过对适配体修饰检测的方

图
#

!

适配体与镉离子反应时间的优化
U)

-

0L2#

!

;

=

G)')l(G)K,KJL2(/G)K,G)'2M2GN22,A

=

G('2L

(,3/(3')0')K,.

图
7

!

荧光强度与镉离子的线性关系图
U)

-

0L27

!

\),2(LL2*(G)K,.H)

=

M2GN22,J*0KL2./2,/2),G2,&

.)G

I

(,3/(3')0')K,

图
$

!

选择性分析
U)

-

0L2$

!

>2*2/G)R)G

I

(,(*

I

.).KJGH2J*0KL2./2,/2.2,.KL.

法相比较!检出限接近!但试验建立的方法不需要对适配体
进行修饰!只需简单的混合!操作方便!而且线性范围较广"

41$

!

特异性
选择了

D

种不同的金属离子#钾+钙+镁+锌+铁铜+

铅+铬%与镉离子在最优试验条件下进行检测!结果如图
$

所示"与其他金属离子相比!加入镉离子的体系荧光差
值最大!荧光强度变化#

3

4

%明显!

Q

-

4a等对
W3

4a的检测

&&

安全与检测
>AU%PY VF:>@%WPF;:

总第
44!

期
#

4545

年
6

月
#



有一定的影响!加入
Q

-

4a和
@M

4a的检测体系也引起了
不可忽视的荧光强度变化!与

b0

等)

!D

*的研究结果相似"

除
Q

-

4a与
@M

4a外!试验建立的方法具有较好的特异性"

为了提高方法的选择性!

W(K

等)

47

*通过使用螯合剂的策
略掩盖部分离子!在后续的研究中可以利用螯合剂#如&

@?WA

和
:PA

等%降低
@M

4a

+

Q

-

4a对荧光检测的影响"

41D

!

实际样品检测
用试验建立的方法对

6

种不同的水样品进行加标回

收试验!将所得的结果与石墨炉原子吸收光谱法相比较
#

BS#55"1!#

$

45!8

%"经检测未加标的水样品中本底值
分别为

615D44

!

61#7D8

!

417878,

-

'

'\

!扣除本底值所得
的结果见表

!

"

由表
!

可知!试验建立的方法检测实际样品所得结
果与原子吸收光谱法相比较差异小!有较好的回收率!且
具有较好的准确性和稳定性!表明所建方法可用于镉离
子的实际样品检测"

表
!

!

镉离子加标回收率
P(M*2!

!

X2/KR2L

I

L2.0*G.JKLW3

4a

32G2/G)K,

样品本底值'#

,

-

2

'\

T!

% 添加浓度'#

,

-

2

'\

T!

%检测浓度'#

,

-

2

'\

T!

%

加标回收率'
9

原子吸收光谱法加标回收率'
9

A 615D44 4 #1!#85 !561#" !5515$

S 61#7D8 4 #16$8D "5164 "D1"$

W 417878 4 818$7" "!1#6 "#14!

6

!

结论
试验建立了一种基于镉离子核酸适配体无标记检测

镉离子的荧光方法!其最佳荧光检测条件为&

=

<

值
$

+噻
唑橙$适配体浓度比

$`6

+噻唑橙与适配体结合时间
!#'),

+适配体与镉离子结合时间
45'),

"在此条件下!

荧光强度与镉离子浓度表现出良好的线性关系!线性范
围为

4155

"

D5155,

-

'

'\

!检测限为
5146,

-

'

'\

!但对镉
离子检测的特异性还有待加强!后续研究可通过对干扰
离子进行屏蔽或者信号扩增等方法增强"
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