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摘要!以聚
B

单链
OV)

为模板合成的铜纳米簇作为荧光

探针"建立了一种快速!非标记型的荧光生物传感检测新

方法"并用于实际样品中四环素的检测#结果表明"该方

法用于检测四环素残留的检出限为
"?"%

#

4E7

)

-

"用于实

际样品四环素残留的测定低限为
&$

#

8

)

a

8

"而且无需要

任何荧光染料标记或复杂的
OV)

序列设计"所有过程均

在室温下
%"46<

内完成#将该方法应用于牛奶!鸡肉样

品中四环素含量的测定"相对标准偏差
*

&?"%P

"加标回

收率为
1#?2#P

"
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关键词!铜纳米簇$无标记$四环素类抗生素$检测
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四环素类抗生素!
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#是一类重要的

抗生素%因其具有抗菌谱广+药性稳定+低毒+价格低廉等

特点%在治疗革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌引起的人畜

感染中得到了广泛的应用)

%Y!

*

&目前%四环素在家畜和

水产养殖中常被使用)

'Y&

*

%导致日常食品中存在四环素

残留%特别多见于肉类+鱼+牛奶和蜂蜜等动物产品中)

*Y#

*

&

人通过食物长期低剂量摄入四环素并在体内蓄积%易引起

人体内耐药菌株的产生和增加%导致胃肠道疾病+过敏+肾

毒性%以及血液或中枢神经系统等疾病)

$

*

&因此%应该

控制四环素等抗生素的使用%中国国家标准)

1

*规定鸡蛋中

四环素残留限量应
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&其他国家也制定

了动物产品中四环素类药物的最大残留限量标准&例

如%欧盟)
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*规定%鸡蛋中四环素残留的最大限量应
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目前%四环素的检测已成功建立了多种分析方法%包

括高效液相色谱法)

%%

*

+液相色谱'串联质谱法)

%!

*

+微生

物分析法)

%'

*

+毛细管电泳法)

%&Y%*

*

+酶免疫分析)

%2

*以及电

化学免疫传感器)

%#Y%1

*等&尽管其中一些方法)

%%Y%!

*具有

较高的选择性和足够的灵敏度%但大多数方法都或多或

少地存在一些缺点%如仪器相对昂贵+样品制备过程复

杂+预处理耗时等&

荧光金属纳米分析方法具有操作简单+速度快+灵敏

度高+选择性好等优点%已经引起了研究人员的广泛关

注&铜纳米簇作为一种新型的功能性纳米颗粒%由于合

成简单+光稳定性好以及在水溶液中具有良好的分散性%

使其作为荧光探针在生物传感领域具有广阔的应用前

景&近年来%基于双链
OV)

和单链
OV)

模板合成的铜

纳米簇的报道很多&例如%
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*基于聚
B

模板合

成铜纳米簇%建立了一种曲酸的无标记检测方法&
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*以聚
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为模板的铜纳米粒子作为荧光探针灵敏测

定胰蛋白酶&

+E<

8

等)
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*利用双链
OV)

模板合成铜纳米

离子%结合核酸外切酶催化的目标循环扩增能力%建立了

一种检测赭曲霉毒素
)

的荧光方法&

0;5<

8

等)
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*运用双

链
OV)

模板铜纳米粒子作为荧光指示剂%建立了一种无

标记荧光方法检测多核苷酸激酶活性&
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等)
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*基于双

链
OV)

模板合成铜纳米粒子%用于核酸酶的检测&

+E<

8

等)
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*利用杂交链式反应和双链
OV)

模板合成的铜纳米

粒子%建立了一种无标记+非酶促扩增的
OV)

检测方法&

据以上文献报道%以聚
B

为模板合成的铜纳米簇%具有荧

光强度高的特点%尺寸和荧光强度可以通过聚
B

单链

OV)

的长度来调节$另外%相比
AIOV)/

铜纳米簇的合

成%为了保证
AIOV)

模板的有效杂交%通常需要耗时
%;

以上%而聚
B

铜纳米簇的合成只需要几分钟即可完成&

在上述基础上%试验拟以聚
B

模板合成的铜纳米簇

作为荧光探针%构建一种新的荧光生物传感方法用于检

测实际样品中的四环素类抗生素%以期为食品中四环素

类抗生素的快速检测提供技术支撑&
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材料与方法
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试剂与仪器

含
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个碱基的聚胸腺嘧啶寡聚核苷酸链!
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#"生

工生物工程!上海#股份有限公司$

盐酸四环素+盐酸土霉素+盐酸金霉素+青霉素+氨苄

西林+头孢氨苄+盐酸林可霉素+链霉素+卡那霉素+氯霉

素"

d+[

级%生工生物工程!上海#股份有限公司$
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+抗坏血酸+甘氨酸+精氨酸+葡萄糖+

麦芽糖+蔗糖+氯化钙+氯化镁"分析纯%国药集团化学试

剂有限公司$

'/

!

#/

吗啉基#丙磺酸!

QN[+

#"分子生物学级%

((U

生命科学有限公司$

缓冲 体 系"
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吗 啉 基#丙 磺 酸
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#缓冲溶液!

J
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试验用水"超纯水!电阻率
#

%$?!Q

+

.

=4

#%超纯水

系统
+Q)WB[-d+/V

$

荧光分光光度计"

-+/**

型%珀金埃尔默股份有限

公司$

电子天平"

Q3!"&

型%瑞士
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荧光铜纳米簇的制备

荧光铜纳米簇的合成是以
B'"/OV)

链为模板在文

献)

!2

*的合成方法上稍作修改&将
*44E7

(

-

抗坏血酸

溶液
%"

#

-

加入到
#"

#

-

含有
!

#

4E7

(

-B'"/OV)

的

QN[I

缓冲溶液!

!"44E7
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#中混合均匀%再加入
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&

溶液%室温下避光孵育
*46<

%得到荧光铜纳米簇&

%?'

!

检测条件的优化

由于
S>

!_浓度+抗坏血酸浓度+铜纳米簇合成时间+

加入四环素的孵育时间是影响四环素检测的重要参数%

采用单一变量的原则%对
&

个参数进行优化&

%?'?%

!

S>

!_浓度的优化
!

在
B'"/OV)

浓度
!

#
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%

抗坏血酸浓度
*44E7

(

-

%铜纳米簇合成时间
*46<

%考察

S>

!_浓度!
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4E7
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#对体系荧

光强度的影响&

%?'?!

!

抗坏血酸浓度的优化
!

在
B'"/OV)

浓度
!

#
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!_浓度
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%铜纳米簇合成时间
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%考察抗

坏血酸浓度!

%
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#44E7
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#对体系荧光强度的

影响&

%?'?'

!

铜纳米簇合成时间的优化
!

在
B'"/OV)

浓度

!

#

4E7

(

-

%
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!_浓度
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%抗坏血酸浓度
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考察铜纳米簇合成时间!
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#对体系荧

光强度的影响&

%?'?&

!

加入四环素的孵育时间的优化
!

在
B'"/OV)

浓

度
!

#

4E7

(

-

%

S>

!_ 浓度
'""

#

4E7

(

-

%抗坏血酸 浓 度

*44E7

(

-

%铜纳米簇合成时间
*46<

%考察加入四环素的

孵育时间!

%

%

!

%

'

%

&

%

*

%

2
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#46<

#对体系荧光强度的影响&

%?&

!

四环素的检测

按照
%?'

的最优条件合成荧光铜纳米颗粒&将
%"

#

-

不同浓度的四环素溶液!浓度分别为
"?*

%

*?"

%

%"?"

%

!"?"

%

&"?"

%

2"?"

%

$"?"

%

%""?"

%

%*"?"

%

!""?"

%

'""?"

#

4E7

(

-

#与

1"

#

-

荧光铜纳米簇溶液混合均匀%保证总体系体积为

%""

#

-

%室温下避光孵育
*46<

%将溶液移入石英比色皿%

使用荧光分光光度计测量荧光%激发波长
'&"<4

%发射光

谱波长扫描范围
*""

"

22"<4

&

%?*

!

四环素检测的特异性

为了验证方法的特异性%将浓度为
%""

#

4E7

(

-

的盐

酸四环素!

BS

#+盐酸土霉素!

NBS

#+盐酸金霉素!

)Q

#+

青霉素!

[S

#+氨苄西林!

+)Q

#+头孢氨苄!

S-M

#+盐酸林

可霉素!

-Q

#+链霉素!

+Q

#+卡那霉素!

,)V

#+氯霉素

!

SQ

#以及浓度为
% 44E7

(

-

的甘氨酸!

Z7

G

#+精氨酸

!

)F

8

#+葡萄糖!

Z7=

#+麦芽糖+蔗糖+氯化钙+氯化镁等多

种目标物%按照
%?&

的步骤加入到荧光铜纳米簇溶液中混

合均匀%室温下避光孵育
*46<

%使用荧光分光光度计测

量荧光&

%?2

!

牛奶样品的准备

纯牛奶样品购于当地超市&吸取
*

8

牛奶样品用

*4-%P

的 三 氯 乙 酸 超 声 提 取
!" 46<

%然 后 在

%*"""F

(

46<

转速下离心
*46<

%取上清液用滤纸过滤%

将收集的滤液用水定容至
*4-

%最后将通过
"?!!

#

4

的

滤膜后的清液用于样品分析)

!#

*

&采用标准加入法进行牛

奶样品中四环素的分析&

%?#

!

鸡肉样品的准备

%?#?%

!

提取
!

鸡胸肉样品购于当地超市&样品中四环素

的提取步骤按照中国现行国家标准)

!$

*

'检测方法中的提

#%

"

\E7?'#

"

VE?!

杨丽霞等!基于单链
OV)

模板合成铜纳米簇的四环素无标记检测



取步骤进行&

%?#?!

!

净化
!

鸡肉样品中四环素的净化步骤参考中国现

行国家标准)

!$

*

'检测方法中的净化步骤并略有修改&准

确吸取
%"4-

提取液以
%

滴(
I

的速度过
T-(

固相萃取

柱%待样液完全流出后%依次用
*4-

水和
*4-

甲醇'水

!

S

甲醇
jS

水
]%j%1

#淋洗%弃去全部流出液&

!?"a[5

以

下减压抽干
* 46<

%最后用
%" 4-

甲醇'乙酸乙酯

!

S

甲醇
jS

乙酸乙酯
]%j1

#洗脱&将洗脱液氮吹浓缩至干

!温度低于
&" g

#%用
%?" 4-

超纯水溶解残渣%过

"?!!

#

4

滤膜%收集清液用于样品分析%采用标准加入法

进行实际样品中四环素的分析&

!

!

结果与分析
!?%

!

检测方法原理

试验方法的检测原理如图
%

所示&在不添加四环素

的条件下%制备了以
B'"/IIOV)

为模板的铜纳米簇%并

表现出了优异的性能&

B'"/IIOV)

模板铜纳米簇的形成

通常包括两个步骤"胸腺嘧啶和
S>

!_之间的结合作用%促

进了/胸腺嘧啶
/S>

!_

-复合物的形成$抗坏血酸沿
J

E7

G

/B

模板骨架将胸腺嘧啶络合的
S>

!_还原为
S>

"

%形成了铜

纳米簇%在
'&"<4

激发波长的激发条件下%具有较强的

荧光信号&当传感体系中存在目标物四环素时%铜纳米

簇的荧光强度显著降低&这可能是由于四环素与
J

E7

G

/B

模板铜纳米簇表面的基团发生相互作用%猝灭了铜纳米

颗粒的荧光%导致荧光信号的降低&试验通过研究四环

素存在与否对荧光响应的差异%设计了一种无标记+选择

性的四环素荧光生物传感器&

!?!

!

荧光传感检测方法的可行性

为了检验该荧光传感方法用于四环素检测的可行

性%即四环素的存在与否对铜纳米簇荧光强度的影响%测

定了四环素存在与不存在时铜纳米簇的荧光值&如图
!

所示%当铜纳米簇体系中加入
%"

#

-

超纯水时%检测到强

荧光值%当加入
%"

#

-

的
'""

#

4E7

(

-

的四环素时%荧光值

显著降低&以上结果表明该荧光传感检测方法用于四环

图
%

!

基于非标记聚
B

单链
OV)

模板铜纳米簇的

四环素传感检测原理
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!
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素的检测是可行的&

!?'

!

试验条件优化

!?'?%

!

S>

!_浓度的优化
!

根据检测原理%所开发传感器

的检测性能在很大程度上取决于铜纳米簇的荧光强度&

因此%考察了合成条件对反应的影响&如图
'

所示%铜纳

米簇的荧光强度随
S>

!_浓度的增加而迅速升高%当
S>

!_

浓度为
'""

#

4E7

(

-

时%荧光强度达到最高%当
S>

!_ 浓

度
#

'""

#

4E7

(

-

时%荧光强度随之降低&这可能是由于

较高浓度的
S>

!_经还原剂活化后%通过氧基自由基降解

聚
B

模板&结果表明%

S>

!_的最佳浓度为
'""

#

4E7

(

-

&

!?'?!

!

抗坏血酸浓度的优化
!

从图
&

可以看出%随着抗

坏血酸浓度的增加%荧光强度显著增加%当抗坏血酸浓度

为
*44E7

(

-

时荧光强度达到最高&因此%选择
*44E7

(

-

为抗坏血酸最佳浓度&

!?'?'

!

铜纳米簇合成时间优化
!

如图
*

所示%当
B'"/II/

OV)

中加入
S>

!_和抗坏血酸后%随着孵育时间的增加%

荧光强度迅速增加%当时间为
*46<

时荧光强度达到最高

并趋于平稳%因此%

*46<

被选为铜纳米簇的最佳合成

时间&

5?

不存在四环素
!

C?

存在
'""

#

4E7

(

-

四环素

图
!

!

不同条件下的
B'"/IIOV)

模板铜纳米簇的

荧光发射光谱图
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S>

!_浓度对铜纳米簇荧光强度的影响
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图
&

!

抗坏血酸浓度对铜纳米簇荧光强度的影响
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!

四环素孵育时间优化
!

如图
2

所示%四环素加入

后%随着孵育时间的延长荧光强度逐渐降低%孵育时间超

过
*46<

后荧光强度趋于平稳&在最初的
'46<

内%荧光

度迅速下降!下降了
$1P

#&因此%为了获得较短的反应

时间%选择
*46<

为四环素最佳孵育时间&荧光法对四环

素的定量分析性能%在优化的试验条件下

!?&

!

检测方法的性能

!!

为了进一步研究基于
B'"/IIOV)

模板的铜纳米簇

图
*

!

铜纳米簇合成时间对荧光强度的影响
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图
2

!

四环素孵育时间对铜纳米簇荧光强度的影响

.6

8

>F@2

!

B;@@KK@=DIEK6<=>C5D6E<D64@EKD@DF5=

G

=76<@E<

D;@K7>EF@I=@<=@6<D@<I6D

G

EKB'"/IIOV)D@4/

J

75D@AS>VSI

检测了加入不同浓度四环素的荧光强度&图
#

描绘了在

不同浓度的四环素存在下%

B'"/IIOV)

为模板的铜纳米

簇的典型荧光光谱&从图
#

可以看出%在
"

"

'""

#

4E7

(

-

的四环素浓度范围内%荧光强度随浓度的增加逐渐降低&

图
$

示出了四环素浓度与
2%"<4

处的荧光强度之间的

关系&在
"

"

$"

#

4E7

(

-

的浓度范围内%荧光强度和四环

素浓度之间获得了良好的线性关系%线性回归方程为

)

]Y"?2$#1I

BI

_12?%!!

%线性回归系数
Q

!

]"?112%

&

根据空白响应的
'

倍标准偏差%检测限为
"?"%

#

4E7

(

-

%

按式!

%

#进行换算后可得到"用于四环素残留量的检测范

围为
"

"

'$&#!"

#

8

(

a

8

%且测定低限为
&$

#

8

(

a

8

%略低于

国家标准)

!$

*

*检测方法!液相色谱质谱法#的检测限

*"

#

8

(

a

8

&根据中国现行判定标准)

1

*的规定%牛奶样品

中的四环素残留限量为
%""

#

8

(

a

8

%肌肉样品中的四环素

残留限量为
!""

#

8

(

a

8

%该标准中四环素残留限量均在试

验方法四环素残留量的检测范围内%这些结果进一步证

明%试验提出的无标记荧光生物传感器可以应用于目标

荧光曲线从上至下四环素浓度分别是
"?"

%

"?*

%

*?"

%

%"?"

%

!"?"

%

&"?"

%

2"?"

%

$"?"

%

%""?"

%

%*"?"

%

!""?"

%

'""?"

#
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(

-

图
#

!

不同浓度四环素的荧光发射光谱图
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浓度校准曲线
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杨丽霞等!基于单链
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模板合成铜纳米簇的四环素无标记检测



四环素的定量分析%性能良好%且该方法能对实际样品四

环素残留量是否合格进行判定&

%

U

A

V

F

V

*""

V

&$"P1

0

% !

%

#

式中"

%

'''样品中待测组分的含量%

#

8

(

a

8

$

A

'''测定液中待测组分的浓度%

#

4E7

(

-

$

!!

F

'''测定液的体积%

"?%4-

$

!!

0

'''待测样品的质量%

8

$

*""

'''稀释倍数$

!!

&$"?1

'''四环素的摩尔分子量&

!?*

!

检测方法的特异性

为了验证检测方法的特异性%测试了其他抗生素+金

属离子+氨基酸+糖类等对铜纳米簇的荧光影响%结果见

图
1

&由图
1

可知%只有四环素类抗生素!盐酸四环素+土

霉素+金霉素#能显著降低铜纳米簇的荧光强度%其他干

扰物对荧光强度无影响%以上结果表明四环素类抗生素

对铜纳米簇的荧光猝灭作用具有特异性&

!?2

!

实际样品分析

为探讨食品中四环素测定方法的可行性%分别在牛

奶和鸡肉样品中加入标准品进行分析%采用标准加入法

图
1

!

传感器的特异性考察
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评价了该方法的实用性&结果见表
%

&牛奶样品中%

'

个

加标水平的平均回收率在
1$?#!P

"

%"$?'"P

%相对标准

偏差!

W+O

%

']2

#为
!?'2P

"

&?"%P

%鸡肉样品中%

'

个加

标水平的平均回收率在
1#?2#P

"

%%"?!'P

%相对标准偏

差!

W+O

%

']2

#为
!?1$P

"

'?$&P

%表明该检测方法准确

性较好%能够被用于实际样品检测&

表
%

!

实际样品中四环素的加标回收率

B5C7@%

!

W@=EH@F

G

EKD@DF5=

G

=76<@6<F@57I54

J

7@I

样品 样品编号 加标水平(!

#

8

.

a

8

Y%

# 测定值(!

#

8

.

a

8

Y%

#

W+O

(

P

回收率(
P

% 12 %"'?12$ '?$2 %"$?'"

牛奶
! %1! %$1?*&! &?"% 1$?#!

' 12" %"%%?&*2 !?'2 %"*?'2

& 12 %"&?&!1 '?"& %"$?#$

鸡肉
* %1! !%%?2&% '?$& %%"?!'

2 12" 1'#?2'! !?1$ 1#?2#

'

!

结论
利用聚

B

单链为模板制备铜纳米簇作为荧光探针构

建了一种荧光生物传感方法用于四环素的检测&结果显

示%该方法对四环素具有灵敏度高+选择性强的检测能力%

检测限为
"?"%

#

4E7

(

-

&与其他方法相比%该检测方法具有

以下优点"

'

这种新型传感器无需共轭或标记过程%所有

的反应过程都在
%"46<

内室温避光下完成$

(

对四环素

类抗生素具有较高的特异性&此外该方法可用于牛奶+

鸡肉等实际样品中四环素的测定%因此作为一种无标记+

快速+高选择性+高灵敏度的四环素类的检测平台%在食

品分析等领域的小分子检测中具有广阔的应用前景&
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*中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局%中国国家标

准化管理委员会
?

动物源性食品中四环素类兽药残留量检

测方法 液相色谱'质谱(质谱法与高效液相色谱法"
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