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基于核酸适配体及胶体金可视化检测水中孔雀石绿
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孔雀石绿"

;a

#是一种有毒的三苯甲烷类物质!由于其价格低廉!抑菌效果好!曾在水产养殖中被

作为抑菌剂广泛使用%但是长期大量的使用孔雀石绿将会对人体产生致癌$致畸$致突变的危害%传统检测

水中孔雀石绿的方法需要复杂的前处理!花费大量时间!且需要昂贵的仪器设备!技术难度高!因此发展一

种快速简便的
;a

检测方法十分必要%核酸适配体是一种能与靶标分子特异性结合的
Q(9

或
?(9

片段!

它具有高特异性$高亲和力$易于化学合成和修饰$稳定性高等特点!是比抗体更为有潜力的靶标识别元

素!目前被广泛应用于传感检测中%胶体金"

9M(R4

#具有高消光系数和表面等离子体共振现象!可用于可视

化检测体系中%研究了一种基于胶体金和
?(9

适配体的可视化快速检测孔雀石绿的方法%当有盐"

(6@&

#存

在时!

9M(R4

会受到盐的作用而发生团聚!其吸收光谱峰由
+."7C

处移到
*A"7C

处!溶液颜色由红色变

成蓝色%由于
?(9

适配体可以通过静电作用吸附在
9M(R4

表面!对
9M(R4

起到保护作用!可使
9M(R4

在

盐溶液中不发生聚集而呈红色&而当体系中有
;a

存在时!由于
;a

与
?(9

适配体的特异性结合!使得

?(9

适配体从
9M(R4

表面脱离!游离的
9M(R4

遇盐发生聚集呈蓝色%随着
;a

浓度的升高!

+."7C

处吸

光度值逐渐降低!

*A"7C

处吸光度值逐渐升高!且溶液颜色逐渐由红色变为蓝色%因此!目标物
;a

的含量

可通过肉眼观察溶液颜色或通过可见吸收光谱来确定!整个检测过程不超过
=

小时%以有或无
;a

时

9M(R4

于
+."

及
*A"7C

处吸光度比值的差值
'

"

=

*A"

+

=

+."

#作为检测信号!发现在
(6@&

浓度为
"'.C%&

'

D

E=

$

?(9

浓度为
="

!

C%&

'

D

E=及
9M(R4

的浓度为
-7C%&

'

D

E=时!

;a

浓度的线性范围为
"'*

#

=.'+

!

C%&

'

D

E=

)线性方程为
'

"

=

*A"

+

=

+."

#

V"'"*-E"'"=

!

9

. 为
"'AA#

*!检出限为
"'"!

!

C%&

'

D

E=

"

#

!

+

)

!

&V

A

#%该方法对
;a

检测具有良好的选择性!将此方法应用于养殖水样中孔雀石绿的检测!加标回收率为

A.U

#

="GU

!说明该方法能够准确$灵敏$快速检测水产养殖中的孔雀石绿%

关键词
!

可视化检测&孔雀石绿&胶体金&
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孔雀石绿"
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!

@

.#

T
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.

#是一种有毒的三苯甲烷类

染料!它可以杀死真菌$细菌和寄生虫)

=

*

%由于其价格低廉

以及高效的抑菌作用!孔雀石绿曾被广泛应用于水产养殖

中%然而!长期大量的使用孔雀石绿将会对人产生致癌$致

畸$致突变的危害%因此!欧盟$加拿大$美国和中国等国家

或地区已经禁止
;a

在动物性食品中使用%由于具有显著的

抑菌作用!

;a

仍然在水产养殖中被非法使用!需要发展一

种快速$灵敏$高效的
;a

检测方法%目前
;a

的检测方法

有以下两类!一类是基于大型仪器设备的检测方法!例如高

效液相色谱法"

TRD@

#

)

.

*

$液相色谱串联质谱法"

TRD@,

;/

#

)

#

*和气相色谱串联质谱法"

a@,;/

#!这些方法均需要相

对复杂的预处理!耗时长且依赖于昂贵的大型仪器!检测极

为不便%另一类是利用光谱检测法!例如酶联免疫法

"

SDY/9

#

)

!

*

!但是这种方法需要制备抗体!且检测条件苛刻&

荧光检测法)

+

*

!但荧光不稳定!耗时较长%因此!研究一种

能够简便快速的检测方法很有必要%

核酸适配体是通过指数富集配体系统进化"

/SDS_

#技

术筛选出来的一种能与靶标分子特异性结合的
Q(9

或

?(9

片段!具有高特异性$高亲和力$易于化学合成和修

饰$稳定性高等特点!是比抗体更为有潜力的靶标识别元

素!因此常被广泛应用于元素识别的生物传感检测体系



中)
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*

%近年来!通过荧光)

G,A

*

$化学发光)

="

*

$电化学)

==

*

$表

面等离子体共振)

=.

*和比色)

=#

*等方法构建了许多基于适配体

的生物传感器%其中比色法因其检测时间短$成本较低$不

需要复杂的操作技术等而得到了广泛的应用%胶体金

"

9M(R4

#由于其高消光系数和表面等离子体共振现象"

/R?

#

而被用于比色体系中%例如!应用无标记适配体和免修饰

9M(R4

的比色法检测蛋白质)

=!

*

$金属离子)

=+

*和小分子)

*

*

等%

b:6

等)

=*

*使用了具有
#G,

寡聚体序列的
;a,?(9

适配

体!研究发现!

;a,?(9

适配体可以剪裁成
.-

个碱基序列

"

+

0

,aa9I@@@a9@Iaa@a9a9a@@9aaI99@a99Ia,

a9I@@,#

0#

)

=-

*

!与
#G

序列具有相同的识别性能!本研究使

用具有
.-

个碱基序列的
;a,?(9

核酸适配体%

基于免修饰
9M(R4

和无标记
?(9

建立可视化检测
;a

的方法%

;a

的特异性
?(9

适配体可保护
9M(R4

免受盐诱

导的聚集作用!使
9M(R4

呈分散状态而显红色%当有
;a

存在时!

?(9

与
;a

特异结合!导致
9M(R4

失去保护而聚

集!肉眼可观察到溶液由红色变为蓝色%通过可见光度法可

检测出溶液在
+."

和
*A"7C

处吸光度值的变化%结果表明!

该方法灵敏度高!选择性强!可用于水产养殖水样中微量

;a

的检测%

=

!

实验部分

$%$

!

材料和试剂

孔雀 石 绿 "

;a

!天 津 福 晨 化 学 试 剂 厂#&氯 金 酸

"

T9M@&

!

!上海阿拉丁试剂有限公司#&焦碳酸二乙酯

"

QSR@

!上海阿拉丁试剂有限公司#&氯化钠$醋酸钠"上海

国药化学试剂有限公司#&冰醋酸"广东锡龙科技有限公司#&

;a

核酸适体"上海生工生物技术有限公司#%

A*

孔板"厦门

科展#%表
=

为本实验中所用
?(9

适配体序列!

?(9

用水

溶解后在零下
."m

储存%实验中所用到的水均为
QSR@

水

"

=sQSR@

高温高压处理#!所有材料包括离心管$枪头等

图
$

!

不同条件下胶体金
,HB

图
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均用
=s QSR@

浸泡过夜后再高压处理烘干后方使用%

$%?

!

仪器

紫外
,

可见吸收光谱的检测使用美国硅谷公司的
;%&01M,

&63Q0\:104

酶标仪&

9M(R4

的制备使用北京龙兴创实验仪器

有限公司的
;/-,T++",R?F

磁力搅拌器&

9M(R4

的电镜表

征使用日本电子光学实验室的
bS;,.=""

透射电子显微镜

"

OS;

#%

OS;

表征所用样品的制备使用德国
@<3:42

公司的

9&

)

<6=,.DQ

)

&M4

冷冻干燥机&

?(9

使用前离心处理采用

德国
S

))

078%3[

的
+!=-?

高速冷冻离心机%

?%C

!

D:IF/

的合成

9M(R4

合成方法参考文献)

=G

*的方法并稍作修改%首

先!将
="CD#G'GCC%&

'

D

E=的柠檬酸钠溶液快速加入沸

腾的
T9M@&

!

"

=""CD

!

=CC%&

'

D

E=

#溶液中%溶液由黄色

变为酒红色后!继续加热搅拌
."C:7

!待溶液冷却至室温后

于
!m

保存备用%制得的
9M(R4

的浓度约为
=!7C%&

'

D

E=

!

其消光系数为
.'"=k="

G

C%&

E=

'

1C

E=

!直径约为
=#7C

!吸

收峰在
+."7C

处)

=A

*

%

?%L

!

;a

检测

用醋酸钠缓冲液"

)

T*'+

#配制不同浓度的
;a

溶液%将

#"

!

D="

!

C%&

'

D

E=的
?(9

适配体的与
+"

!

D

的
;a

溶液

混合于
A*

孔板中!充分振荡
="C:7

%然后加入
-"

!

D-7C%&

'

D

E=的
9M(R4

溶液!反应
+C:7

后!加入
+"

!

D"'.C%&

'

D

E=的
(6@&

溶液!振荡
."C:7

后用酶标仪扫描
!+"

#

-+"7C

波长下吸收光谱图!根据吸光度计算
;a

溶液的浓度%所有

实验操作均在室温下进行%

?%P

!

加标回收及
>FJR

操作条件

水样取自当地市场的养殖水%将水样用尼龙膜过滤!分

别取
=CD

加入不同浓度
;a

"

='.

!

.'+

和
+'"

!

C%&

'

D

E=

#%

从中取
+"

!

D

加入到检测体系中!分别测定
+."

和
*A"7C

处的吸光度值%用
TRD@

验证
;a

检测结果的准确性!

TRD@

操作条件为(色谱柱采用了
@

=G

柱"

=""CCk!'*CC

!

#'*

!

C

#!流动相为乙酸铵溶液"

+"CC%&

'

D

E=

!

)

T!'+

#和

乙腈等度洗脱"

!"d*"

!

A

+

A

#流速为
"'+CD

'

C:7

E=

!检测

波长为
*=G7C

%

.

!

结果与讨论

?%$

!

实验原理

图
=

"

6

!

X

!

1

#为不同条件下胶体金溶液的透射电子显微

镜"

OS;

#图!图
=

"

8

#为不同条件下溶液的吸收光谱图%图
.

的实验原理表明(在
9M(R4

溶液中加入
(6@&

!由于柠檬酸

负电荷的中和作用使得
9M(R4

发生聚集)

=+

*

!溶液的颜色由

红色变为蓝色!可见吸收峰从
+."7C

移到
*A"7C

处%当在

该溶液中加入
?(9

适配体时!

?(9

适配体与
9M(R4

通过

静电结合!同时溶液中的
(6@&

还可以稳定
?(9

链的结构$

减小链之间以及
9M(R4

之间的斥力!使
?(9

更容易吸附到

9M(R4

上!保护
9M(R4

不发生聚集)

."

*

%然而!当有
;a

存

在时!由于
;a

与
?(9

适配体结合具有特异性!而
?(9

适

配体与
9M(R4

表面的静电作用较弱!

;a

与
?(9

适配体优

先结合!游离的
9M(R4

失去
?(9

适配体的保护作用遇盐发

生聚集%肉眼可以观察到溶液颜色由红色变为蓝色%此时!

用酶标仪测出溶液在
+."7C

处的吸光度值有所降低!

*A"

7C

处的吸光度值有所增加%在此基础上!建立了一种基于

核酸适配体检测
;a

的可视化检测方法%

图
?

!

实验原理图

)*

+

%?

!

G(539&2*(*;;:/28&2*.1.425*//2:7

6

图
C

!

分别在不同
I&R;

#

&

$%

<ID

#

'

$和
D:IF/

#

(

$浓度下溶液

中有或无
B]

#

$?%P

!

9.;

*

J

[$

$时吸光度比值的变化

)

#

9

QZU

"

9

P?U

$

)*

+

%C

!)

"

9

QZU

+

9

P?U

#

&27*4438312(.1(3128&2*.1/.4I&R;

"
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#!
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?%?

!

条件优化

实验以体系中添加与不添加
;a

时!溶液在
*A"7C

处

与
+."7C

处吸光度比值的差值
'

"

=

*A"

+

=

+."

#为检测信号!

对
(6@&

浓度$

?(9

适配体浓度和
9M(R4

的浓度进行了优

化!如图
#

所示%结果显示!

(6@&

最佳浓度为
"'.C%&

'

D

E=

!

?(9

最佳浓度为
="

!

C%&

'

D

E=

!

9M(R4

最佳浓度为
-

7C%&

'

D

E=

%

?%C

!

B]

分析性能

在最优条件下!用一系列浓度的
;a

建立工作曲线%如

图
!

"

X

#所示!在
"'*

#

=.'+

!

C%&

'

D

E=浓度范围内!

'

"

=

*A"

+

=

+."

#与
;a

呈良好的线性关系!线性回归方程为
NV"'"*B

E"'"=

"

9

.

V"'AA#

#%用
#

!

+

)

"

!

为
A

次检测
;a
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方法不需要对检测材料进行任何的化学修饰!从而简化了实

验步骤!并降低了检测成本&第三!以
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作为
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的特

异识别核酸适配体!提高了检测的特异性%因此!该方法可

用于检测水产养殖水体中的微量
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