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应用自组装方式$构建了金纳米粒子0核酸适体0氨基碳量子点荧光传感赭曲霉毒素
*

高灵敏检测

方法%在
7

.0C"

酒石酸
4.U&

缓冲溶液中$巯基修饰的赭曲霉毒素
*

核酸适体在金纳米粒子表面自组装$形

成金纳米粒子0核酸适体复合物$再在
7

./C"

的磷酸盐缓冲溶液中$氨基碳量子点在金纳米粒子0核酸适体

复合物上自组装$形成金纳米粒子0核酸适体0氨基碳量子点复合物荧光传感检测体系%金纳米粒子的摩尔

吸光系数大*能带宽使其具有强烈的荧光猝灭功能$氨基碳量子点形成金纳米粒子0核酸适体0氨基碳量子

点后发生荧光猝灭$此时体系的荧光为背景荧光$其强度记为
#

"

(由于金纳米粒子0核酸适体0氨基碳量子

点复合物荧光传感检测体系中核酸适体对赭曲霉毒素
*

具有特异性识别与结合功能$向金纳米粒子0核酸

适体0氨基碳量子点复合物荧光传感检测体系溶液中加入赭曲霉毒素
*

后$赭曲霉毒素
*

则与复合物中核

酸适体立即发生特异性结合并释放出氨基碳量子点$体系荧光恢复$其荧光强度记为
#

%依据体系荧光强度

的变化"

#(#

"

#与赭曲霉毒素
*

浓度之间的关系$建立赭曲霉毒素
*

核酸适体荧光传感检测方法%研究了

金纳米粒子和核酸适体摩尔比*孵化时间*

7

.

等因素对传感器性能的影响$确定了最优条件为金纳米粒

子
3

核酸适体
T

为
!3!Q"

*孵化时间为
:$I;

*

7

./C"

时(在最优条件下$赭曲霉毒素
*

浓度在
"C""<

"

!C"";

2

!

$#

(!范围与体系荧光强度变化呈良好线性关系$线性回归方程为)

#(#

"

9:C1QQkD!!C:(

"

(

为

赭曲霉毒素
*

的浓度$单位)

;

2

!

$#

(!

#$相关系数
*

为
"CQQ<<

$按
0

倍标准差与工作曲线的斜率的比值

"

0

(

0

=

#计算$得检测限为
0

72

!

$#

(!

%在实际样品中的回收率在
Q0C0j

"

!"BCQj

$相对标准偏差小于
<j

$

能满足啤酒样品中赭曲霉毒素
*

快速检测要求%对
!0

个市售啤酒样品进行检测$其中
:

个样品检出赭曲霉

毒素
*

$污染率为
1:C!<j

%受污染样品的赭曲霉毒素
*

含量在
"C""B

"

"C:0;

2

!

$#

(!范围%该荧光传感

法检测赭曲霉毒素
*

具有灵敏性好*特异性高*常见真菌毒素无干扰*方法简单*快速$便于大众化推广应

用的优点%

关键词
!
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(痕量检测
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量子点具有优异的荧光特性$常见的如
U@5G

和
U@-G

等镉系量子点&

!

'

%镉系量子点具有半峰宽窄*荧光量子效率

高$最大发射峰可调控等突出优点$在环境科学*分析化学*

化学生物传感*成像等诸多领域得到广泛应用&

D

'

(但该类量

子点制备成本高*前体原料来源有限*具有生物和环境毒

性*应用时存在二次污染的风险&

0

'

$因此开发和应用新型量

子点一直是研究的热点%碳量子点是近年来开发应用的新型

量子点之一%碳量子点具有制备方法简单*成本低廉*环境

友好*生物兼容性好*碳源丰富等的优点$其应用研究引起

人们的广泛关注&

1

'

%由于碳量子点的表面电荷改变或发生能

量转移等可引起其荧光强度变化(碳量子点的这一特性$已

被成功地应用于构建荧光传感器&

<4/

'

$其优良性能在环境毒

害物质检测*食品药品安全监测等领域具有应用潜力%

核酸适体具有高特异性%与酶*抗原0抗体相比$核酸适

体具有稳定性好*制备简单*成本低廉等特点$广泛应用于

环境监测*疾病诊断和食品药品安全监测&

B

'

%核酸适体本身

光电信号弱$在实际应用中$需要通过适当方法进行信号放



大%目前主要有聚合酶链式反应"

7

%&

8

$G6='G?K=I;6G=?HI%;

$

PUT

#扩增法*荧光材料标记法等&

Q

'建立的荧光传感等检测

方法%

PUT

扩增法通常嵌入荧光染料或探针实现信号放大$

荧光染料嵌入法伴随非特异性嵌入$影响方法的正确性$而

探针法价格昂贵%荧光材料标记法通常采用荧光素或发光纳

米粒子对核酸适体进行标记$而对其互补链修饰猝灭物质

"如金纳米粒子等#$两者结合形成发夹型$发光荧光物质与

荧光猝灭物质靠近$荧光猝灭$当待分析组分存在时$待分

析组分选择性地与核酸适体作用$发夹打开而恢复荧光%该

法存在核酸适体修饰价格高昂*分析程序较为复杂*技术要

求高*检测成本高等不足$不易大众化推广应用%

啤酒通常用麦芽等发酵制备%生产麦芽的原料大麦等通

常易受赭曲霉*纯绿青霉等真菌污染$它们的代谢产物赭曲

霉毒素
*

"

)5*

#具有致癌致畸和强的肝肾毒性(这些真菌毒

素在麦芽生产*发酵过程中还可继续生长造成进一步污染%

啤酒中广泛存在
)5*

污染问题$李楠等&

!"

'调查了国产
!!

个品牌
/Q

个啤酒样品$其中
0B

个啤酒样品受到
)5*

污染$

污染率为
1BC!j

%

)5*

很稳定$在人体中半衰期为
0<C<@

%

人们通过饮用啤酒$使
)5*

进入人体$并产生累积效应$对

人体造成持续毒害作用%啤酒是一种大众喜爱饮料%尤其在

夏天$一些人每天要喝数升啤酒$

)5*

对人体产生的影响不

可忽视%然而$我国有关啤酒中
)5*

检测的文献很少%目前

食品药品中痕量
)5*

检测方法主要有色谱法和酶联免疫

法&

!!4!D

'等%酶联免疫法价格高(色
4

质联用法仪器设备昂贵*

技术要求高*需专门技术人员才能胜任%因此$建立简单*

快速*灵敏的啤酒中
)5*

测定方法对食品安全和保障人们

身体健康具有重要意义%本工作拟结合核酸适体的高特异性

和碳量子点的优异荧光特性$在金纳米粒子表面进行自组

装$建立简单*快速*灵敏度高的啤酒中
)5*

传感检测新方

法%

!

!

实验部分

I(I

!

仪器和试剂

巯基
4)5*

核 酸 适 体 "

*

7

H

#序 列&

B

'

)

.-4******4

[*5U[[[5[5[[[5[[ U[5***[[[*[U*5U[[*U*

"生工生物工程"上海#股份有限公司#(赭曲霉毒素
*

"

)5*

#*赭曲霉毒素
,

"

)5,

#*黄曲霉毒素
,!

"

*J,!

#*脱

氧雪腐镰刀菌烯醇"

N)e

#*玉米赤霉烯酮"

dXe

#"北京华安

麦科生物技术有限公司#(葡萄糖*乙二胺*磷酸二氢钠*磷

酸氢二钾*三"

D4

羧基乙基#膦盐酸盐"

5UXP

#"上海阿拉丁生

化科技股份有限公司#(其他试剂均为分析纯%实验用水为

二次蒸馏水%

金纳米粒子按文献&

B

'制备$其浓度浓度按文献&

!0

'方

法测定为
DC/;$%&

!

#

(!

%

TJ4<0"!PU

荧光分光光度计"日本岛津公司#%

I(:

!

方法

!CDC!

!

e4UZN'

制备

氨基碳量子点按文献&

:

'方法并略做适当修改合成$即

取
"CD<$%&

!

#

(!柠檬酸
D<$#

置于水热反应釜中$在
D""

A

下反应
<K

$离心*取离心液
!<$#

置于
<"$#

圆底烧瓶

中$再加入
!CD$#

乙二胺$超声
<$I;

$然后在
D""A

下恒

温反应
<K

$冷却至室温$过滤$即得到氨基修饰的碳量子点

"

e4UZN'

#$按柠檬酸"碳源#计$浓度为
!B$

2

!

$#

(!

%

!CDCD

!

核酸适体传感体系构建

巯基修饰的核酸适体在金纳米粒子进行表面自组装按文

献&

!1

'方法进行%取
"C<D

&

$%&

!

#

(!巯基修饰的
*

7

H

与

DC:"

&

$%&

!

#

(!

5UXP

混合均匀$反应
!K

后$加入
DC:

;$%&

!

#

(!

*FeP'

$混匀$再加入
7

.<C"

的
<""$$%&

!

#

(!

酒石酸
4.U&

缓冲溶液$孵化
0"$I;

$转至
!D"""6

!

$I;

(!

离心
D"$I;

$弃去离心液$再用
7

./C<

的
!"$$%&

!

#

(!

P,-

溶 液 冲 洗$离 心 并 弃 去 离 心 液$如 此 三 次$制 得

*FeP'

0

*

7

H

$将其分散于水中$

1A

下储存备用%

将
*FeP'

0

*

7

H

与一定比例
e4UZN'

在磷酸缓冲溶液

"

7

K%'

7

K=HG>FLLG6'@FHI%;

$

P,-

#"

7

./C<

$

!"$$%&

!

#

(!

#溶

液中混匀$

e4UZN'

在
*FeP'

0

*

7

H

表面组装$即得核酸适体

传感敏感体系%

!CDC0

!

)5*

分析程序

取核酸适体传感体系溶液
D""

&

#

$加入不同浓度的

)5*

"

"

"

DC";

2

!

$#

(!

#标准溶液
!"

&

#

$加入
P,-

溶液

DQ"

&

#

调节至孵化
:$I;

$测其溶液的荧光强度$记为
#

%以

#(#

"

对
)5*

浓度作图$得到
#(#

"

与
)5*

浓度的关系$

进而进行
)5*

测定%取传感体系溶液$分别依次真菌毒素

"

)5*

$

*J,!

$

N)e

$

)5,

和
dXe

#$用
P,-

溶液稀释$孵

化$进行特异性试验%光谱测定均在室温下
7

./C<P,-

溶

液中进行%

!CDC1

!

啤酒中
)5*

分析

取啤酒样品
<"$#

$超声
!"$I;

去除气泡$准确量取

DC"$#

啤酒置于
<C"$#

容量瓶中$用
P,-

溶液"

7

./C<

#

稀释至刻度$摇匀$即得啤酒试样溶液备用%

取啤酒试样溶液
!"

&

#

$核酸适体传感体系溶液
D""

&

#

$

P,-

溶液
DQ"

&

#

摇匀$孵化
:$I;

后$测定其荧光强

度$确定啤酒中
)5*

含量%

D

!

结果与讨论

:(I

!

方法原理

*FeP'

具有强烈的荧光猝灭功能&

!<

'

%在传感体系中$

*FeP'

0

*

7

H

0

e4UZN'

荧光猝灭(向传感体系溶液中加入

)5*

时$复合物中
*

7

H

与
)5*

反应特异性生成
*

7

H4)5*

复合物并释放出
e4UZN'

$体系荧光恢复%根据
)5*

的浓度

与体系的荧光恢复程度之间的关系$测定啤酒中
)5*

残留

量$其原理如图
!

所示%

:(:

!

核酸适体用量的影响

研究了
*

7

H

与
*FeP'

的摩尔比对
e4UZN'

荧光猝灭的

影响$结果见图
D

%

*

7

H

为
*FeP'

的
!""

"

DD"

倍时$荧光猝

灭随
*

7

H

的增大而增强$

D""

倍时荧光最强$然后随
*

7

H

用

量增大而减弱%向荧光猝灭了的体系中加入
)5*

$体系荧光

恢复变化情况与猝灭情况类似$

!""

"

D""

倍范围$随
*

7

H

的

增大$荧光恢复程度增强$

D""

倍时达到最大值$随后又降

1BDD
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低%基于
*

7

H

用量是
*FeP'D""

倍时$体系的荧光猝灭和恢

复都达到最大$故在后续试验中$控制
*

7

H

的用量为
*FeP'

D""

倍%

图
I

!

!

6

"

YJ

碳量子点的荧光激发和发射

光谱和!

7

"核酸适体荧光传感原理

%&

'

(I

!

"

6

#

VM&5&*

'

6*93@&00&.*12/.-30+3*+30

4

3+5-6.1YJL6-J

7.*

U

/6*5/@9.506*9

"

7

#

5,3@3+,6*&+62.112/.-30J

+3*+3

U

/3*+,396*9-3+.O3-39.15,36

4

5603*0.-0

图
:

!

核酸适体与金纳米粒子摩尔用量比

对体系荧光猝灭的影响

%&

'

(:

!

B*12/3*+3.15,3@.26--65&.735833*6

4

56@3-6*9$/

*6*.

4

6-5&+230.*12/.-30+3*+3

U

/3*+,39.15,30

)

053@

:(;

!

4

"

的影响

图
0

是体系荧光强度随
7

.

影响曲线%

7

.<C"

"

/C"

时$

荧光强度随
7

.

升高而显著增强$到
7

./C<

时达到最大值$

之后随
7

.

的增大而逐渐降低$当大于
7

.QC"

时显著下降%

这主要是
e4UZN'

对
.

k离子敏感%在酸性条件下$量子点

表面氨基接受质子$引起荧光猝灭(碱性条件下$量子点表

面氨基形成氢键团聚$也引起荧光猝灭%

7

./C"

时有最大荧

光恢复$故后续试验在
7

./C<

缓冲溶液中进行%

图
;

!

4

"

对体系荧光强度的影响

%&

'

(;

!

B*12/3*+3.1

4

".*12/.-30+3*+3&*53*0&5

)

.15,30

)

053@

:(Q

!

孵化时间的影响

在室温下$考察了孵化时间对荧光恢复的影响%结果如

图
1

所示%

图
Q

!

孵化时间对体系荧光的影响

%&

'

(Q

!

B*12/3*+3.1&*+/765&.*5&@3.*12/.-30+3*+3

&*53*0&5

)

.15,30

)

053@

!!

从图
1

可见$孵化时间
<$I;
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$故选孵

化时间为
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%说明
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迅速与复合物中
*
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结合并释放

出
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%因此$可以实现样品中
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的快速测定%
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<"$$%&

!

#

(!时$对
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传感方法的特异性

图
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是传感体系特异性试验结果%该核酸适体传感对
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测定无明显干

扰%

:(<

!

工作曲线

取
*FeP'

0

*

7

H

0

e4UZN'

分散液适量$用
P,-

溶液稀释

至
D$#

$测定体系的荧光强度$记为
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$测定其荧光$记为
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(体系荧光

恢复程度为
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%试验结果如图
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所示$体系的荧光强度
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与
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结合释放出
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而荧光恢复的特性$建立了核酸适体荧光传感快速

检测啤酒中赭曲霉毒素
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的新方法%与传统方法比较$该法
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