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基于核酸适配体调控噻菁染料聚集体构建

铅离子检测方法
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摘要!基于调控噻菁染料!

F

@

'!

"的超分子自组装性质及

其与核酸适配体!

:&".%A

"特异性结合的能力#构建了

7X

!V的特异性识别模块'结果表明#当体系中加入
7X

!V

时#

:&".%A

单链形成
T/

四链体#并将二聚体形式存在的

噻菁染料诱导解聚为单体#引起
;!!

#

;;A4?

处紫外吸收

峰变化#仅需通过
UM/C56

光谱仪便可实现对
7X

!V的高选

择性*高灵敏度识别'该体系在
7X

!V 浓度为
"N!A

(

#"N""

9

?)2

%

L

时具有线性关系!

L

!

a"N%%!$

"#其检出限

为
"N##A

9

?)2

%

L

'

关键词!核酸适配体)噻菁染料)铅离子!

++

")

T/

四链体)

检测
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7X

%在自然环境中稳定性强且不易降解!长期接

触会在人体内累积1

#

2

!对中枢神经系统1

!b;

2

"肾脏1

A

2

"生

殖系统1

.

2

"骨骼1

$

2等造成损害#因此!开发一种快速"高

效且特异性强的铅离子检测方法对人体健康和环境保护

具有重要意义#

目前!关于重金属检测比较成熟的方法主要有原子

吸收法1

9

2

"原子荧光法1

%

2

"电感耦合等离子体质谱法1

#"

2

"

双硫腙比色法1

##

2等!这些方法具有准确度高"选择性好"

抗干扰能力强等优点!但存在前处理复杂"需要大型仪器

支持"检测速度慢等缺点#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重金属检测!

主要包括电化学分析法1

#!

2

"荧光法1

#&

2

"化学发光法1

#;

2

"

比色分析法1

#A

2等#核酸适配体是一段具有三维空间结构

的单链
F-0

或
J-0

!其可以与靶标发生特异性结合1

#.

2

#

因此!构建检测方法时!适配体可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

任何靶标都可以有其对应的适配体!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!因此应用适配

体技术的检测方法往往具有更高的灵敏度#

近年来!菁染料以其良好的物理化学性质在生物检

#'
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第
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卷第
#

期 总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



测领域受到广泛的关注1

#$b#9

2

#菁染料是一类非常重要

的有机功能染料!具有摩尔吸收系数高"光谱范围广"荧

光量子产率高等优点1

#%

2

#相比于传统单分子探针!菁染

料超分子聚集体的优越性主要体现在,

!

菁染料在溶液

体系中可以自组装形成高级聚集体&

"

菁染料的聚集体

对环境敏感!超分子聚集体可以被调控!自身的浓度"结

构"体系中所带的电荷和环境温度可以调控菁染料聚集

体&

#

菁染料的聚集体识别信号可以级联放大1

!"

2

#研究

拟利用
7X

!V适配体和噻菁染料结合生成特异识别模块!

使其与
7X

!V发生高特异性结合形成
T/

四链体结构!此
T/

四链体可将体系中以二聚体形式存在的噻菁染料$

F

@

'!

%

诱导解聚为单体!比较其吸光度差异!以实现对
7X

!V 简

便"快速"高效的检测!旨在构建一种快速高效检测水中

7X

!V的方法#

#

!

试验部分
#N#

!

试剂与仪器

铅离子适配体,序列为
:&".%A

$
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,分析纯!北京化工集团有限公司&

7X

!V

"

('

&V

"

I

R

!V

"

H4

!V

"

DP

!V

"

D*

!V 标 准 溶 液,

#"""

9

R

.

?L

!中国计量学院&

!/

甲基苯并1

#

!

!/*

2噻唑,萨恩化学技术$上海%有限

公司&

!/

$甲硫基%苯并噻唑"

#

!

&/

丙磺酸内酯,梯希爱$上

海%化成工业发展有限公司&

集热式恒温加热磁力搅拌器,

F(/#"#[

型!郑州恒岩

仪器有限公司&

旋转蒸发器,

JB/!"#F

型!巩义市河洛德正仪器厂&

紫外可见分光光度计,

UM&.""72P6

型!日本岛津

公司&

手提式紫外分析仪,

f(I/!";9

型!杭州齐威仪器有

限公司#

#N!

!

重金属
7X

!V检测原理

:&".%A

1

!#

2作为
7X

!V适配体!可以在
7X

!V存在的情

况下形成
T/

四链体#试验研究在
7X

!V存在下通过寡核

苷酸序列
:&".%A

对噻菁染料的二聚体和单体进行组装

和拆卸的物理过程#该噻菁染料$

F

@

'!

%在甲醇中主要以

单体形式存在!在水溶液中主要以二聚体形式存在!以

:&".%A

为模板可将
F

@

'!

的二聚体诱导成单体#基于噻

菁染料在二聚体和单体之间的组装转化特性!通过
UC/

C56

光谱变化在
:&".%A

的存在下构建一种简单的
7X

!V检

测方法$见图
#

%#在体系中缺乏
7X

!V的情况下!

F

@

'!

的

二聚体不能被
:&".%A

解聚&加入
7X

!V后!二聚体可被诱

导成单体与
T/

四链体相互作用#

矩形代表
F

@

'!

单体!菱形代表
T/

四分体

图
#

!

重金属
7X

!V检测机制示意图
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#N&

!

试验方法

#N&N#

!

噻菁染料$

F

@

'!

%的合成
!

采用阎文鹏等1

!!

2的方

法!将
!/

甲基
/&/

$

&

0

/

磺酸丙基%

/X'13/

萘并噻唑季铵盐与

!/

甲硫基
/&/

$

&

0

/

磺酸丙基%

/

苯并噻唑季铵盐通过缩合反

应得到噻菁$

F

@

'!

%!并通过质谱和核磁共振$

-HJ

%进行
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$
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$
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$N&.

(

9N.%

$

#"I
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#N&N!

!

F

@

'!

在 溶 液 中 的 聚 集 状 态
!

将
&NA

9

L

A""

9

?)2

.

L

的
F

@

'!

储备液分别加入到
&;.NA

9

L

不同比

例的甲醇'超纯水混合液中$

V

甲醇
V̀

超纯水分别为
"̀ #"

!

#̀ %

!

!̀ 9

!

&̀ $

!

;̀ .

!

À A

!

.̀ ;

!

$̀ &

!

9̀ !

!

%̀ #

!

#"̀

"

%!室温下避光反应
!>

!测定紫外吸收光谱#

#N&N&

!

体系中适配体
:&".%A

浓度优化
!

将
&NA

9

L

A""

9

?)2

.

L

的
F

@

'!

储备液分别加入到不同体积的超纯

水中!再加入不同体积的
#""

9

?)2

.

L

的
:&".%A

和
!#

9

L

A""

9

?)2

.

L

的铅离子溶液!室温下避光反应
!>

!测定紫

外吸收光谱#

#N&N;

!

体系反应时间优化
!

向超纯水中加入
A""

9

?)2

.

L

的
F

@

'!

储备液
&NA

9

L

和
#""

9

?)2

.

L

适配体
:&".%A

!.N!A

9

L

!再加入
A""

9

?)2

.

L

铅离子溶液
!#

9

L

!涡旋后

立即检测紫外吸收光谱!并每隔
!?54

检测一次!直至混

合液的紫外吸收光谱无变化#

#N&NA

!

铅离子紫外光谱检测
!

将
F

@

'!

溶解于甲醇中!制

成
A""

9

?)2

.

L

的储备液#先向
B7

管中加入不同体积的

超纯水!再加入
A""

9

?)2

.

L

的
F

@

'!

储备液
&NA

9

L

!涡旋并

避光保存
#"?54

#然后加入
#""

9

?)2

.

L

的核酸适配体

$'

安全与检测
,0(B:K G+-,7BD:+E-

总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



:&".%A!.N!A

9

L

和不同体积的铅离子溶液
A""

9

?)2

.

L

!

涡旋!最终混合液总体积为
&A"

9

L

#将混合液于室温下

避光反应
!>

!同时配制空白样品作为比对#将混合液转

移至比色皿中!检测
&""

(

.""4?

的紫外吸收光谱#

#N&N.

!

离子特异性
!

向每个
B7

管中依次加入超纯水!

A""

9

?)2

.

L

的
F

@

'!

储备液
&NA

9

L

和
#""

9

?)2

.

L

适配体

:&".%A!.N!A

9

L

!分别向每个
B7

管中加入不同的金属离

子溶液$

H

R

!V

"

g4

!V

"

-5

!V

"

D)

!V

"

D8

&V

"

-3

V

"

7X

!V

"

('

&V

"

I

R

!V

"

H4

!V

"

DP

!V

"

D*

!V

%!最终混合液总体积为
&A"

9

L

#

溶液充分振荡!避光反应
!>

!测定紫外吸收光谱#

#N&N$

!

回收率试验
!

向每个
B7

管中加入稀释
#"""

倍

后的自来水$稀释是为了减少自来水中其他离子对试验

的干 扰%"

A""

9

?)2

.

L

的
F

@

'!

储 备 液
&NA

9

L

和

#""

9

?)2

.

L

适配体
:&".%A!.N!A

9

L

!再加入不同浓度的

铅离子储备液!涡旋!最终混合液总体积为
&A"

9

L

#将混

合液于室温下避光反应
"NA>

!检测
&""

(

.""4?

的紫外

吸收光谱#

#N&N9

!

数据处理
!

采用
E85

R

549NA

软件对试验数据进行

处理分析#

!

!

结果与讨论
!N#

!

噻菁染料
F

@

'!

的聚集状态

由图
!

可知!超纯水中!

F

@

'!

在
;!!4?

处有主要吸

收峰!

;;A4?

处有一个小肩峰!与文献1

!&b!A

2报道相

似#

;!!4?

处的吸收峰为二聚体峰!

;;A4?

处为单体

峰!二聚体的形成主要归因于染料与水分子之间的氢键

作用形成面对面的堆积模式#

!!

由图
&

可知!随着溶剂中甲醇比例的增加!

F

@

'!

紫外

吸收峰由
;!!4?

$二聚体%向
;;A4?

$单体%转化!即二聚

体转变为单体&当
V

$甲醇%

`V

$超纯水%

%

$`&

时!

H

;!!4?

.

H

;;A4?

几乎不变!表明此时体系中反应已达平衡#

!!

D>5X56)C

等1

!.

2研究发现!

F

@

'!

的类似物即芳环上修

饰甲氧基和氯原子的化合物!单体和二聚体之间的转

化受体系温度的影响#由图
;

可知!当体系温度为
;

(

图
!

!

F

@

'!

在不同比例的甲醇和超纯水中的聚集状态
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315)46131')YF

@

'!54*5YY'8'41

V

H'EI

%

V
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!

E

图
&

!

不同比例的甲醇和超纯水对
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结论
研究建立了一种基于噻菁染料
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适配体
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快速"高灵敏度"高特异性检测重金属铅离子的方法!此

方法的检出限为
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!加入铅离子后仅用
.?54

即可使反应达到平衡!从而实现快速高效的检测水中

铅离子#由于自来水中含有一定的钾离子且适配体对其
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响应!因此需对自来水进行倍比稀释以降低背景干扰#

试验所建立的方法在实际样品检测过程中可满足高浓度

铅离子$

$

!&N9?

R

.

L

%的检测需求!后续可通过构建双链

体系来降低钾离子的干扰!同时提高其检测限#
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