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基于二氧化锰纳米片和核酸外切酶
8

构建

荧光适配体传感器检测氯霉素
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摘要!为创建食品中氯霉素的新型快速检测方法"以二氧

化锰纳米片淬灭适配体的荧光"核酸外切酶
8

酶切放大荧

光信号"构建了检测氯霉素的适配体传感器#结果表明%在

适配体浓度
75-'3*

(

H

"二氧化锰质量浓度
5157'

.

(

'H

"核

酸外切酶用量
51$Z

(

&

H

"酶切时间
75')-

的最佳荧光检

测条件下"线性范围为
51!

"

6515-'3*

(

H

"检出限为

5156-'3*

(

H

#构建的检测方法具有操作简单"检测灵敏

度高的优点"并实现了在食品样品中的准确检测#

关键词!适配体$氯霉素$二氧化锰纳米片$核酸外切酶
8
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适配体传感器
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氯霉素!

R,*3:('

>

,;-)23*

$

RQM

#是一种广谱抗生素$对

革兰氏阳性和阴性菌均有抑制作用$曾被广泛地应用于感

染性疾病治疗)

!G0

*

%然而氯霉素对人体有很大的毒副作

用$可抑制人体骨髓造血功能从而引起再生性障碍性贫血

症等)

$G7

*

%根据中华人民共和国农业农村部第
475

号公

告$氯霉素禁止在食品和动物饲料中使用%由于氯霉素低

廉的成本和优异的抑菌效果$目前仍然有一些氯霉素在蜂

蜜(牛奶和水产品中违法使用的报道%因此$为了保障公

众健康$需要建立一种准确灵敏的氯霉素检测方法%目前

广泛使用的氯霉素检测方法有液相色谱"质谱法)

#

*

(酶联

免疫法)

J

*

(超高效液相色谱法)

6

*等$但是这些方法需要专

业和经验丰富的技术人员$仪器价格昂贵且检测耗时较

长%近年来$科研人员报道了一些基于纳米材料和核酸适

配体的新型氯霉素检测方法$包括电化学法)

"

*

(荧光法)

!5

*

和比色法)

!!

*等$为氯霉素的检测提供了新思路%

适配 体 !

Q

>

9(';:

#是 通 过 指 数 富 集 配 体 进 化

!

[%H%̂

#技术筛选得到$长度在
!5

"

!55

个核苷酸范围

内的单链
ISQ

或
TSQ

%适配体能够通过结构转换(氢

键和疏水相互作用等与生物小分子(金属离子(蛋白质(

细胞以及细菌等高效的结合)

!4G!$

*

%适配体与抗体相比$

具有制备简单$易于功能化修饰$稳定性好的优点)

!7G!6

*

%

适配体的这些优点为研制应用于食品安全检测与控制中

的传感器提供了基础%如赵旭等)

!"

*研制了一种基于核酸

适配体的镉离子可视化检测方法$检测的线性范围为

51!

"

715-

.

'

'H

$检测为
517-

.

'

'H

%许宙等)

45

*基于磁性

纳米材料$构建了一种酶联增敏适配体传感器检测双酚

Q

$检测限低至
517
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二氧 化 锰 纳 米 片 !
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P-E

4

S[

#是一种超薄的二维纳米材料$具有优良的荧光

淬灭能力$在生物传感$细胞成像和药物输送领域具有广

阔的应用前景)

4!G40

*

$如
W(-

.

等)

4$

*基于
P-E

4

S[

淬灭

有机染料荧光原理$构建了检测
')2:3TSQ

的传感平台$

检测限为
516-'3*

'

H

%核酸外切酶
8

!

%\3-C2*;(/;8

$

%\3&8

#能够以
0

末端到
7

末端方向降解单链
ISQ

$不依

赖于特异的核苷酸序列$能够有效地扩增信号进而实现

对靶标的检测%

研究拟利用
P-E

4

S[

对核酸适配体的荧光淬灭能

力$以及
%\3&8

的酶促靶标循环放大信号作用$构建一种

灵敏的氯霉素荧光检测新方法%

!

!

材料与方法
!1!

!

材料与仪器

!1!1!

!

材料与试剂

牛血清白蛋白!

c[Q

#(醋酸锰(氯化钠和氯化钾等&

分析纯$国药集团化学试剂有限公司+

NQP

标记的氯霉素适配体!

7

2

&NQP&QRXXRQYX&

YQYXXYXRRRQRYYXRYYRYQYXRYYXYYXQY

#(核

酸外切酶
8

!

%\3&8

$

45Z

'

&

H

#&生工生物工程!上海#股份

有限公司+

氯霉素(四环素(土霉素(卡那霉素和甲砜霉素&上海

阿拉丁生化科技股份有限公司+

全黑
"#

孔微孔板&美国康宁公司+

氯霉素酶联免疫检测试剂盒&百奥森食品安全科技

有限公司+

超纯水&

!614P

(

$由
P)**)

>

3:;

净水系统制备%

!1!14

!

主要仪器设备

酶标仪&

c)3X;B[

?

-;:

.?

K!

型$美国
c)3X;B

公司+

透射电镜&

b%P&4!55

型$日本电子株式会社+

原子力显微镜&

I)';-/)3-8RES

型$德国布鲁克科

技有限公司%

!14

!

试验方法

!141!

!

P-E

4

S[

的制备
!

二氧化锰的合成参照
K(-

等)

47

*的方法并作改进%取
!'H

质量浓度为
!'

.

'

'H

的
c[Q

和
!'H

质量浓度为
5157

.

'

'H

的醋酸锰置于

475'H

的烧杯中$并向烧杯中加入
"6'H

超纯水至烧杯

内溶液总体积为
!55'H

+将烧杯置于磁力搅拌器上$常

温搅拌均匀+

75')-

后$向溶液中加入浓度为
!'3*

'

H

的

氢氧化钠溶液$将溶液的
>

K

值调节到
615

+将溶液置于磁

力搅拌器上继续搅拌
#,

$得到浅黄色的溶液$溶液经离

心沉淀后$所得材料沉淀用超纯水清洗两次$在
$L

冰箱

中保存备用%

!1414

!

检测体系的构建
!

将适配体原液!

!

&

'3*

'

H

#在

"7L

加热
7')-

后$置于室温静置
05')-

$使适配体形

成稳定的空间构象%在
!17'H

的离心管中加入
!5

&

H

的

适配体原液和
!5

&

H

的
P-E

4

S[

原液!

!'

.

'

'H

#$加入

!65

&

H

氯 霉 素 结 合 缓 冲 液 !

!5 ''3*

'

H X:)/&KR*

$

!55''3*

'

H S(R*

$

7 ''3*

'

H VR*

$

7 ''3*

'

H P

.

R*

4

$

>

KJ1$

#使得溶液总体积为
455

&

H

%为了使适配体完全

被
P-E

4

S[

吸附$适配体与
P-E

4

S[

在室温避光条件

下$孵育
05')-

%将
7

&

H

的氯霉素标准品加入到离心管

中$同时加入
$

&

H

的
%\3&8

$

0JL

下避光孵育
75')-

%最

后将
!55

&

H

反应液体加入酶标板中$置于酶标仪中检测

荧光强度$激发波长
$67-'

$发射波长
746-'

%

!1410

!

P-E

4

S[

质量浓度的优化
!

P-E

4

S[

的质量浓

度与适配体是否被完全吸附有关$如果溶液中有游离的

适配体$会造成检测的荧光背景信号高$影响检测性能%

在
75-'3*

'

H

适配体浓度下$加入不同体积的
P-E

4

S[

$

使其终质量浓度分别为
515!

$

5154

$

5157

$

51!5

$

5145

$

5105'

.

'

'H

$测定体系荧光强度%

!141$

!

适配体浓度的优化
!

固定
%\3&8

的用量和酶切时

间不变$在
7-'3*

'

H

氯霉素浓度下$加入不同浓度的适

配 体$使 其 终 浓 度 分 别 为
7

$

!5

$

45

$

75

$

!55

$

!75

$

455-'3*

'

H

$测定体系荧光强度%

!1417

!

%\3&8

用量的优化
!

固定适配体浓度$

P-E

4

S[

质

量浓度和酶切时间不变$在
7-'3*

'

H

氯霉素浓度下$加

入不同体积的
%\3&8

$使其在检测体系中的用量分别为

51!

$

514

$

510

$

51$

$

517

$

51#

$

51JZ

'

&

H

$测定体系荧光强度%

!141#

!

酶切时间的优化
!

固定适配体浓度$

P-E

4

S[

质

量和
%\3&8

用量不变$在
7-'3*

'

H

氯霉素浓度下$酶切时

间分别为
!5

$

05

$

75

$

J5

$

"5

$

!!5')-

$测定荧光强度%

!141J

!

实际样品检测
!

从当地超市购买合格的蜂蜜$用

氯霉素适配体结合缓冲液稀释
45

倍之后$用
5144

&

'

滤

膜过滤稀释液体%将不同浓度的氯霉素标准品加入滤

液$用试验构建的检测方法进行检测$计算实际样品检测

加标回收率$并与商用酶联免疫法进行比较%

4

!

结果与讨论
41!

!

检测原理

如图
!

所示$荧光基团
NQP

标记的氯霉素适配体首

先被
P-E

4

S[

吸附$基于荧光能量共振转移效应$适配

体标记的荧光被淬灭%当溶液中无氯霉素时$即使加入

%\3&8

$由于
P-E

4

S[

会阻碍酶切$

%\3&8

无法剪切被二氧

化锰吸附的适配体$溶液无荧光恢复%当溶液中存在氯

霉素时$适配体特异性地与氯霉素结合后$从
P-E

4

S[

表

面解离$溶液荧光恢复+在有
%\3&8

存在的条件下$

%\3&8

剪

切溶液中与氯霉素结合而脱离
P-E

4

S[

的适配体%适

配体由于被剪切$失去了结构的完整性进而无法与氯霉

素结合$释放出来的氯霉素会再次与被
P-E

4

S[

吸附

的适配体结合$使适配体从
P-E

4

S[

表面解离$溶液进

$%

安全与检测
[QN%XU O8S[M%RX8ES

总第
40$

期
"
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年
$

月
"



图
!

!

氯霉素检测原理图

N)

.

C:;!

!

[2,;'(9)2@)(

.

:('3A2,*3:('

>

,;-)23*

@;9;29)3-

一步恢复荧光$从而实现对氯霉素的检测%

414

!

二氧化锰纳米片的表征

图
4

为
P-E

4

S[

的表征图%由图
4

!

(

#可知$制备的

P-E

4

S[

呈薄片状结构$具有较 大 的 比 表 面 积+由

图
4

!

D

#和图
4

!

2

#可知$制备的
P-E

4

S[

厚度大约为

!14-'

$是单层
P-E

4

S[

%

410

!

试验条件优化

4101!

!

P-E

4

S[

质量浓度的优化
!

由图
0

可知$随着

P-E

4

S[

质量浓度的增加$溶液的荧光值减小$当

图
4

!

二氧化锰纳米片表征图

N)

.

C:;4

!

R,(:(29;:)+(9)3-3AP-E

4

-(-3/,;;9

P-E

4

S[

质量浓度
&

5157'

.

'

'H

时$溶液中适配体的荧

光被完全淬灭$表明适配体完全被
P-E

4

S[

吸附$无游

离的$因此选择
5157'

.

'

'H

为
P-E

4

S[

的最佳质量

浓度%

41014

!

适配体浓度的优化
!

由图
$

可知$随着适配体浓度

的增加$溶液的荧光值增加$当适配体的浓度
&

75-'3*

'

H

时$溶液的荧光值基本达到饱和$说明此时适配体的量已

经达到饱和$同时为了节约适配体的使用量$增加检测的

经济性$选择
75-'3*

'

H

为适配体的最佳浓度%

41010

!

%\3&8

用量的优化
!

由图
7

可知$随着
%\3&8

用量

的增加$更多的适配体从
P-E

4

S[

解离$溶液荧光强度

增大$当酶在检测体系中的用量
&

51$Z

'

&

H

时$溶液荧光

图
0

!

二氧化锰纳米片质量浓度的优化

N)

.

C:;0

!

E

>

9)')+(9)3-3A9,;'(//23-2;-9:(9)3-3A

P-E

4

-(-3/,;;9

强度基本保持不变$说明体系中酶的用量达到饱和$选择

51$Z

'

&

H

作为
%\3&8

的最佳用量%

4101$

!

酶切时间的优化
!

由图
#

可知$随着酶切时间的

增加$溶液荧光强度迅速增大$当酶切时间
&

$5')-

时$

溶液的荧光值趋于平稳$说明酶切达到饱和+若酶切不充

分$体系荧光弱$将影响检测性能+而酶切时间过长$将影

响检测效率$因此选择
75')-

作为最佳酶切时间%

41$

!

线性范围与检测限

在最佳的试验条件下$利用构建的检测方法$对不同

浓度的氯霉素标准品进行检测$由图
J

可知$氯霉素的浓

度为
51!

"

6515-'3*

'

H

时$氯霉素浓度与荧光强度呈良

好的线性$校正曲线方程为
2

i67#*

.

Ma!$7"

!

N

4

i

51""7

#$检出限为
5156-'3*

'

H

!

1

'

$i0

#%

图
$

!

适配体浓度的优化

N)

.

C:;$

!

E

>

9)')+(9)3-3A(

>

9(';:23-2;-9:(9)3-

%%

"

3̀*10J

"
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图
7

!

核酸外切酶
8

用量的优化

N)

.

C:;7

!

E

>

9)')+(9)3-3A%\3&823-2;-9:(9)3-

图
#

!

酶切时间的优化

N)

.

C:;#

!

E

>

9)')+(9)3-3A;-+

?

';@)

.

;/9)3-9)';

417

!

特异性

为了验证检测方法的特异性$在最优试验条件下$选

择甲砜霉素(四环素(土霉素(卡那霉素进行分析检测$浓

度均为
!-'3*

'

H

%由图
6

可知$氯霉素与其他抗生素的

荧光强度差距明显$表明该适配体传感器具有良好的特

异性%

41#

!

实际样品加标回收试验

为了验证所构建的适配体传感器在实际样品检测中

的准确性$用蜂蜜样品进行加标回收试验$并将检测结果

与酶联免疫法进行对比$结果见表
!

%由表
!

可知$加标

图
J

!

荧光强度与氯霉素的线性关系

N)

.

C:;J

!

H)-;(::;*(9)3-/,)

>

D;9=;;-A*C3:;/2;-2;

)-9;-/)9

?

(-@2,*3:('

>

,;-)23*

图
6

!

特异性分析

N)

.

C:;6

!

[;*;29)<)9

?

(-(*

?

/)/3A9,;23-/9:C29;@

(

>

9(/;-/3:

表
!

!

氯霉素加标回收率

X(D*;!

!

T;23<;:

?

:;/C*9/3A2,*3:('

>

,;-)23*@;9;29)3-

样品
添加浓度'

!

-'3*

/

H

G!

#

检测浓度'

!

-'3*

/

H

G!

#

加标回

收率'
F

酶联免疫法

回收率'
F

蜂蜜
! 517 51$# "4 "!

蜂蜜
4 !15 51"" "" !50

蜂蜜
0 415 !1"0 "J "$

试验回收率为
"4F

"

""F

$酶联免疫法的回收率为

"!F

"

!50F

$表明方法具有良好的准确性$可用于实际

样品检测%

0

!

结论
研究构建了一种基于

P-E

4

S[

和
%\3&8

酶切扩增的

方法检测氯霉素$在最优条件下$检测限达
5156-'3*

'

H

%

检测方法操作简单$特异性好$灵敏度高$在实际样品检

测中加标回收率与商用酶联免疫试剂盒保持一致$具有

较强的实用性$但酶的活性会受到温度的影响$后续研究

可通过加入一定量的多糖等增强酶的稳定性%
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