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摘 要:以自组装方式制备了Au@Fe3O4/核酸适体/氨基-碳量子点磁性生物纳米复合物,并提出一种

磁分离荧光传感法用于黄曲霉毒素B1的检测.当样品中有黄曲霉毒素B1时,磁性生物纳米复合物中核

酸适体选择性地与黄曲霉毒素B1结合并释放出氨基-碳量子点,经磁性分离后,氨基-碳量子点留在溶

液中,体系溶液荧光强度随黄曲霉毒素B1浓度的增大而增强.黄曲霉毒素B1浓度在0.001~1.0ng/mL
范围与溶液荧光强度成良好线性关系,线性相关系数为0.9964,检测限为0.3pg/mL.该方法利用磁性

分离技术,有效地消除了背景荧光影响,改善了荧光传感性能.
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0 引言

碳量子点具有优异的光学特性和很好的生物相容性,同时还具有碳源来源广、制备方法简单、成本低廉、
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环境生物毒性低等突出优点,广泛应用于生命科学、环境科学、以及成像和化学生物传感领域[1-3].量子点荧

光受其表面特性和环境条件影响.量子点发生团聚、或其表面电荷发生改变、或其能量发生转移,都能使其荧

光强度发生改变(荧光猝灭与荧光恢复).量子点的这一特性已在化学生物传感领域中得到广泛应用[4-6].该
方法具有操作简单、快速、条件易于控制等优点,不足之处是荧光猝灭不够完全.体系的背景荧光高,严重影

响检测方法的灵敏性,限制了该方法的应用范围.因此希望荧光能完全猝灭,但在实际中,荧光猝灭程度通常

小于50%,很难达到理想的70%以上.Fe3O4纳米颗粒具有很好的顺磁性和大的表面积,广泛应用于环境痕

量物质的分离、富集与药物筛选和食品安全检测[7-9].同样,若将量子点与磁性纳米粒子结合,使其荧光猝灭

(或恢复),在荧光猝灭-恢复体系中,就能将处于不同状态(猝灭状态、恢复状态)的量子点分离,能有效地消

除背景荧光的干扰.
粮油作物在生长、收获和贮存中极易受真菌黄曲霉等污染霉变,并留下其代谢物黄曲霉毒素,尤其是黄

曲霉毒素B1(AflatoxinB1,AFB1).AFB1毒性强,是已知的最强致癌物之一,也是引起食品安全事故的重要

因素.AFB1残存量通常非常低,对其检测需要高灵敏、高选择性方法.目前AFB1的检测方法主要有色谱/质

谱法、高效液相色谱法、免疫法等[10-12].这些方法通常需要进行繁琐的试样制备,所用仪器设备昂贵,技术要

求高,试剂易失活,检测成本高,难于推广.核酸适体(Apt)具有高特异性识别与结合功能,使得试样处理大为

简化.与免疫试剂相比,核酸适体稳定性高、成本低廉,被广泛地用于食品药品分析、环境检测、药物筛选等领

域[13-15].本文综合利用核酸适体的高特异性、碳量子点优异的荧光特性、磁性Fe3O4颗粒易于分离等优势,提
出高灵敏磁分离荧光传感检测AFB1的方法.

1 实验

1.1 主要试剂和仪器

实验用的巯基修饰的AFB1核酸适体序列为 HS-AAAAAAGTTGGGCACGTGTTGTCTCTC
TGTGTCTCGTGCCCTTCGCTAGGCCCACA[16](生工生物工程(上海)股份有限公司).主要试剂有:
用于标准曲线和回收率实验的黄曲霉毒素B1(AFB1)、用于选择性实验的黄曲霉毒素B2(AFB2)、黄曲霉毒

素G1(AFG1)、赭曲霉毒素A(OchratoxinA,OTA)、伏马毒素B1(FumonisinB1,FB1)、脱氧雪腐镰刀菌烯

醇(Deoxynivalenol,DON)和玉米赤霉烯酮(Zearalenone,ZEN)(北京华安麦科生物技术有限公司);用于制

备金纳米粒子(AuNPs)的柠檬酸三钠和氯金酸、制备氨基碳量子点(N-CarbonQuantumDots,N-CQDs)用
的葡萄糖和乙二胺、配制缓冲溶液用的酒石酸、HCl、磷酸二氢钠和磷酸氢二钾、以及用于活化DNA的三(2-
羧基乙基)膦盐酸盐(TCEP)等均为分析纯 (上海阿拉丁生化科技股份有限公司);顺磁性Au@Fe3O4纳米

粒子(Au@Fe3O4NPs,d =100nm,西安瑞禧生物科技有限公司).金纳米粒子按文献[17]方法以柠檬酸还

原氯金酸制备,其浓度按文献[18]测得为2.4nmol/L;各种茶籽油均购自本市超市.实验用水为二次蒸馏水.
实验仪器为RF-5301PC荧光分光光度计(日本岛津公司).
1.2 氨基碳量子点的制备

氨基碳量子点按文献[19]方法合成:取葡萄 糖0.5g用20mL水 溶解,再加0.25mL乙二胺,搅拌

10min,然后置于水热反应釜中,在200℃恒温下反应8h,取出自然冷却至室温,过滤、离心除去大颗粒,得
到氨基修饰的碳量子点,按葡萄糖(碳)计,浓度为10mg/mL.
1.3 Au@Fe3O4NPs/Apt的制备

先将巯基AFB1核酸适体用10mmol/LTCEP(DNA:TCEP=1:5)活化1h,得到活化的DNA.然后将

活化了的DNA与Au@Fe3O4NPs混合,再加入0.50mol/L、pH为3.0的酒石酸-HCl缓冲溶液,在室温下

轻摇孵化30min,磁性分离,用pH 为7.0的10mmol/L磷酸盐缓冲溶液(PBS)在超声下清洗5次,再将沉

淀物分散至水中,即得到Au@Fe3O4NPs/Apt复合物分散液,4°C下避光保存备用.
1.4 AFB1分析程序

取Au@Fe3O4NPs/Apt分散溶液0.25mL置于2mL离心管中,加入5mg/mLN-CQDs、10mmol/L
PBS(pH7.0)溶液,混匀,轻摇5min,放置30min,磁性分离,用PBS溶液洗涤5次,再分散到pH为7.0的

PBS溶液中,即得到 Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs荧光传感体系分散液.然后依次向 Au@Fe3O4NPs/

Apt/N-CQDs分散液中加入不同浓度的AFB1混匀,孵育6min,磁性分离,取溶液测定荧光强度,在同样条
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件下做空白试验,依据荧光强度变化实现 AFB1定量检测.所有的光谱测定都在室温下10mmol/LPBS
(pH7.0)中进行,以氙灯为光源,在激发波长472nm下测定荧光发射光谱.所得数据均为3次测定平均值.
1.5 山茶籽油中AFB1分析

取中山茶籽油样品5mL,加入70%甲醇溶液50mL,搅拌10min,再超声30min,离心5min(离心

速度6000r/min),吸取上层清液10mL,用水稀释至20mL,摇匀,即得试样溶液.
取试样溶液适量置于Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs荧光传感体系分散液中,混匀,再加入PBS缓冲溶

液,摇匀,孵化6min,磁性分离,取溶液测定荧光强度,确定试样中AFB1含量.

2 结果与讨论

2.1 N-CQDs荧光特性

图1是 N-CQDs的最大荧光激发和发射光谱

曲线.从图1可知,在472nm激发下,最大发射波长

为543nm;荧光发射光谱的半峰宽为87nm,表明

碳量子点的粒径分布较窄;以罗丹明6G为标准物

(量子效率 QY=95%),按文献[20]方法测定和计

算,可得制备的N-CQDs荧光量子效率为19.3%.表
明所制备的碳量子点具有优异的荧光特性和高荧光

量子效率,可满足构建高灵敏荧光传感器应用的

要求.
2.2 磁性纳米金核酸适体传感体系条件优化

图1 N-CQDs的荧光激发和发射光谱

Fig.1 Fluorescenceexcitationandemissionspectra
ofN-CQDs

  研究了Apt用量对检测体系荧光强度的影响.在向40μg/mLAu@Fe3O4酒石酸-HCl(pH3.0)体系中,
加入Apt孵育30min,磁性分离,用pH为7.0的PBS溶液洗涤3次,去除未结合的Apt;然后加入过量N-
CQDs,自组装1h后磁性分离,去除过剩的N-CQDs,加入AFB1溶液孵育6min,磁性分离,测定溶液荧光

强度,结果见图2.试验表明,10μg/mLAu@Fe3O4体系中,AFB1核酸适体用量在30至60nmol/L范围,
荧光强度迅速增强,其用量达到60nmol/L时,荧光强度最强,随后下降.这可能是由于 Apt带负电荷、N-
CQDs带正电荷所致,当AFB1与复合物Au@Fe3O4/Apt/N-CQDs中的Apt反应生成Au@Fe3O4/Apt-
AFB1,释放出N-CQDs,使复合物带负电荷.这时,溶液中的N-CQDs受到带负电荷的复合物的静电吸引作

用、复合物表面上邻近Apt/N-CQDs的N-CQDs静电排斥作用和空间位阻效应的影响.Apt用量小,复合物

表面的Apt(Apt/N-CQDs)之间距离大,空间位阻可以忽略,N-CQDs受到的静电斥力小,主要呈现复合物

的静电吸引作用,被复合物吸附的 N-CQDs量较大,溶液荧光较弱;随着 Apt用量增大,复合物表面 Apt
(Apt/N-CQDs)之间的距离变小,静电排斥力增大,被复合物吸附的N-CQDs量降低,溶液荧光增强;当Apt
用量达到60nmol/L时,溶液的荧光强度最强.再继续增大Apt的用量,复合物表面上Apt(Apt/N-CQDs)

图2 核酸适体用量对溶液荧光强度的影响

Fig.2 Influenceoftheamountofaptameron
fluorescenceintensityinthesolution

图3 pH对体系荧光强度的影响

Fig.3 InfluenceofpHonfluorescenceintensity
ofthesystem

3-1008211



光 子 学 报

之间的距离越来越小,从而呈现明显的空间位阻效应,阻止N-CQDs进入溶液,空间位阻效应与静电力作用

的结果使荧光强度减弱.故在后续试验中,每10μg/mLAu@Fe3O4的Apt用量为60nmol/L.
在pH为3.0~11.0范围内,研究了pH对测试体系荧光强度的影响,结果如图3所示.在pH为3.0~7.0

时,体系荧光强度随pH升高而成线性增强,当溶液pH升至7.0时荧光强度达到最大值,之后随pH的增大

呈现逐渐降低趋势.测定体系荧光强度呈现这一现象是因为N-CQDs表面氨基对 H+ 敏感.在酸性环境中,

N-CQDs接受质子,引起荧光猝灭,其荧光强度降低;在酸性环境时,溶液pH值升高,酸度降低,溶液中 H+

浓度降低,N-CQDs荧光猝灭程度降低,荧光强度增强.当pH大于7.0时,荧光强度逐渐下降,这可能是在碱

性环境中,N-CQDs表面氨基间可以互相作用形成氢键团聚,发生荧光猝灭而使荧光强度降低.
由于pH为7.0时荧光强度最大,在后续试验中,以PBS溶液控制测试体系pH值为7.0.
在室温下,考察了孵育时间对测试体系荧光强度的影响,结果如图4所示.从图4可见,孵化开始后,体

系荧光强度迅速增强,孵化时间达到5min后,体系荧光强度已基本恒定,并能维持1h不变.试验表明,核酸

适体与AFB1毒素之间迅速发生特异性反应并释放出N-CQDs,可满足快速检测要求.同时考虑到检测试验

的可重现性,孵化时间确定为6min.试验了Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs传感体系对一些其它真菌毒素的

响应情况,其中AFB1浓度为1.0ng/mL,其余真菌毒素(AFB2,DON,FB1,OTA和ZEN等 )的浓度为

10ng/mL,结果见图5.从图5可知,所构建的AFB1核酸适体传感体系具有高特异性,对其它真菌毒素无明

显干扰.

图4 孵化时间对体系荧光的影响

Fig.4 Influenceofincubationtimeonfluorescence
intensityofthesystem

图5 核酸适体传感分析的选择性

Fig.5 Selectivityoftheaptasensorassay

2.3 工作曲线

金纳米粒子具有强烈的荧光猝灭作用[21].依次将 Apt、N-CQDs在 AuNPs表面自组装形成 AuNPs/

Apt/N-CQDs复合物体系.该体系中,N-CQDs受到 AuNPs作用,发生荧光猝灭现象,其荧光猝灭程度为

44.6%(见附录).本工作研究Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs体系和AuNPs/Apt/N-CQDs体系检测AFB1
的情况.

取Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs分散液适量,用pH 为7.0、浓度为10mmol/L的PBS溶液稀释至

2mL,然后向体系中加入不同浓度的AFB1标准溶液孵化5min,磁分离,测定溶液荧光强度,记为F;以
PBS缓冲溶液代替AFB1溶液(做空白试验)孵化5min,磁分离,测定溶液荧光强度,记为F0,试验结果如图

6(a)所示.经磁分离后的溶液荧光强度随着AFB1的浓度增大而迅速增强;浓度在0.001~1.0ng/mL范围

内呈现出良好的线性关系,其线性方程为

(F-F0)/F0=(11.39±0.19)C+(0.580±0.052)
式中,C 为AFB1的浓度,单位为ng/mL.线性相关系数R2为0.9964,方法检出限按3倍标准偏差与斜率

(3σ/k)的比值计算为0.0003ng/mL.
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图6 体系的荧光强度随AFB1浓度的变化情况以及(F-F0)/F0与AFB1浓度的线性关系

Fig.6 DependenceofFLintensityontheconcentrationofAFB1,insetsshowthelinearrelationshipbetween
(F-F0)/F0andAFB1concentration

作为对照,在AuNPs/Apt/N-CQDs体系优化分析条件下(见附录),研究了基于AuNPs/Apt/N-CQDs
体系检测AFB1的情况.取0.1mLAuNPs/Apt/N-CQDs分散液适量,用pH为7.0、浓度为10mM的PBS
溶液稀释至2mL,测定体系的荧光强度,记为F0;再加入不同浓度的AFB1标准溶液孵化5min,测定其荧

光,记为F;体系荧光恢复程度为F-F0.试验结果如图6(b)所示,体系的荧光强度随着AFB1的浓度增大

而增强;浓度在0.05~1.0ng/mL范围内呈现出良好的线性关系,其线性回归方程为

(F-F0)/F0=(0.3414±0.0055)C+(-0.00354±0.00032)
线性相关系数R2为0.9963,方法检出限(3σ/k)为0.04ng/mL.

Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs荧光传感体系中,没有AFB1时,复合物不能释放出N-CQDs,经磁性分

离后,溶液无荧光发射;溶液中有AFB1存在时,Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs复合物中Apt对AFB1呈现

高特异性识别并与之结合,同时释放出 N-CQDs,经磁性分离后,Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs被分离出

去,复合物所释放的N-CQDs留在溶液中,溶液在472nm波长的光激发下发射荧光.从图6可以观察到,

Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs体系的背景荧光很低(10.4a.u.),且为一直线,表明磁分离很完全,消除了背

景荧光;而AuNPs/Apt/N-CQDs体系有很强的背景荧光(261a.u.).
在AuNPs-Apt-N-CQDs体系中,AFB1的检测线性范围为0.05~1.0ng/mL,检测限为0.04ng/mL;在

Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs体系,AFB1的检测线性范围为0.001~1.0ng/mL,检测限为0.0003ng/mL.
由于Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs体系消除了背景荧光影响,线性检测范围显著扩大,检测限大大降低,可
适用于更低浓度样品的分析;同时,Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs体系的线性方程的斜率为11.39,是

AuNPs-Apt/N-CQDs体系的线性方程的斜率的33.36倍,检测灵敏性得到显著提高.因此,应用磁性分离方

法消除了背景荧光,提高了传感器性能,使荧光猝灭程度不高的体系也能满足荧光传感器设计的要求,大大

拓展了应用范围.
研究表明降低线性方程式荧光项(F-F0)/F0中的F0值,能有效提高方法的灵敏性,扩大线性检测范

围并减小检测限.在实际工作中,采用分离除去测试体系中的背景荧光物质,用试剂空白溶液进行仪器基线

校准等方法,可以有效地降低F0值.
2.4 食用油中AFB1测定

将所构建的核酸适体传感体系应用于12个冷榨茶油样品、15个物理压榨茶油样品中的AFB1测定.2
个冷榨茶油、5个物理压榨茶油中检出AFB1.检出AFB1的样品中黄曲霉毒素B1含量(3次测定的结果)见
表1.表中1号和2号山茶籽油为冷榨山茶籽油样品,其余为物理压榨山茶籽油样品.
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表1 山茶籽油中 AFB1的检测

Table1 DetectionofAFB1incamelliaseedoil

Camelliaseed
oilsamples

Fund/
(μg·kg-1)

Added/
(μg·kg-1)

Fund/
(μg·kg-1)

Recovery/%
Relativestandard
deviations/%

1 0.12 0.015 0.028 106.7 3.8
2 0.008 0.015 0.024 106.7 4.2
3 0.086 0.15 0.24 102.7 3.3
4 0.97 1.50 2.55 105.3 2.8
5 1.73 1.50 3.28 103.3 2.2
6 1.25 1.50 2.70 96.7 2.6
7 0.47 0.50 0.99 104.0 2.9

从表1可知,冷榨山茶籽油中AFB1残存量很低,分别为0.012和0.008mg/kg;物理压榨的山茶籽油

中,AFB1残存量要高一些,最高残存量为1.73mg/kg,仍然大大低于国家标准的其它油类AFB1允许含量

(10mg/kg).从表1还可知,该方法测定AFB1的回收率和相对标准偏差都较好,同时有低的检测限和高的

检测灵敏性,能满足AFB1检测的要求.

3 结论

以磁性纳米金核酸适体复合物构建了荧光传感器,实现山茶籽油中痕量AFB1的高特异性和高灵敏检

测.研究结果表明,将荧光猝灭程度不高的体系设计成磁分离荧光传感器,通过磁分离方法,可以方便地将磁

性纳米金核酸适体复合物与荧光量子点N-CQDs完全分离,即将荧光猝灭体系的复合物从与荧光恢复体系

荧光的量子点溶液中完全分离除去,有效地消除了背景荧光,显著提高了传感法检测灵敏性,扩展了可供荧

光传感器设计、研究与应用的荧光材料和体系,在环境检测、食品安全等领域具有应用潜力.
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附录

1 AuNPs/Apt/N-CQDs体系中,N-CQDs的荧光猝灭率为44.6%
N-CQDs的荧光发射光谱曲线和在复合物AuNPs/Apt/N-CQDs中荧光猝灭后的荧光发射光谱曲线.

由图S1可知,当 N-CQDs形成 AuNPs/Apt/N-CQDs复合物后,由于 AuNPs强烈的荧光猝灭作用,
AuNPs/Apt/N-CQDs体系荧光发生明显猝灭.从471.0降到260.9,猝灭率 (471.0-260.9)/471.0=44.6%.

图S1 N-CQDs和AuNPs/Apt/N-CQDs的荧光发射光谱曲线

Fig.S1 FluorescenceemissionspectraofN-CQDsandAuNPs/Apt/N-CQDs

2 AuNPs/Apt/N-CQDs荧光传感及检测条件优化

1)Apt的用量

研究了Apt与AuNPs摩尔用量比对荧光猝灭的影响,结果见图S2.由图可知,最大荧光猝灭发生在

Apt:AuNPs(摩尔比)180处,最大猝灭率为44.6%.同时,研究还显示荧光猝灭与荧光恢复非常类似,也即荧

光猝灭程度越大,荧光恢复程度也越高.Apt用量为 AuNPs的180倍最佳,后续试验选用 Apt:AuNPs为

180.
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图S2 Apt:AuNPs比(摩尔比)对荧光猝灭的影响

Fig.S2 InfluenceofthemolarratiobetweenAptandAuNPsonfluorescencequenched

2)最适宜pH值

在pH4.0~9.0范围内,AFB1浓度为0.8ng/mL,研究了pH对测试体系荧光恢复影响.结果见图S3.
由图可知,AuNPs/Apt/N-CQDs荧光传感体系检测AFB1最适宜的酸度为pH7.0,即在中性溶液中进行.
与Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs体系的一致.

图S3 pH对荧光强度的影响

Fig.S3 InfluenceofpHonfluorescenceintensityofthesystem

3)孵育时间

研究显示,AuNPs/Apt/N-CQDs与Au@Fe3O4NPs/Apt/N-CQDs体系的一致孵育时间一致,故孵育

时间选用6min.
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