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基于核酸适配体的牛奶和鸡蛋中雌二醇纳米金比色检测
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摘要：雌二醇是一种典型的雌激素，易通过食物链影响人体健康。因此，探索简单、快速、灵敏的雌二醇检测技术及

方法很有必要。以纳米金比色分析为基础，以雌二醇特异性适配体（长度为 ７６ｍｅｒ）为传感探针，在优化试验条件

的基础上，提出一种基于核酸适配体的雌二醇纳米金比色传感检测方法，并分析了对牛奶和鸡蛋中雌二醇检测的

可行性。结果表明，当纳米金粒子与核酸适配体浓度比为 １∶１１０００、在室温孵育 ３０ｍｉｎ后，在 ＮａＣｌ浓度为

２４ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下，水体系的 Ａ６５０／Ａ５３０与雌二醇浓度间呈良好的线性关系（Ｒ
２ ＝０９１５），线性区间为 ０２５～

０６０ｎｍｏｌ／Ｌ，检测限为 ０２３３ｎｍｏｌ／Ｌ，具有良好的特异性。该方法可实现对牛奶和鸡蛋样品中雌二醇的检测，对牛

奶和鸡蛋样品的线性检测区间分别为 ０５～０８ｎｍｏｌ／Ｌ和 ０３～０９ｎｍｏｌ／Ｌ，检测限分别为 ０１８３ｎｍｏｌ／Ｌ和

０１８５ｎｍｏｌ／Ｌ，加标回收率分别为 １０１６％ ～１０５４％和 ９７９７％ ～１１５３０％，相对标准偏差小于 ６％。该方法具有

较高的检测灵敏度和特异性，且简单可行，为牛奶、鸡蛋样品中雌二醇的快速检测提供了新思路。
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０　引言

雌二醇（１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２）是一种具有较强生物

活性的雌激素。近年来，一些养殖户为了加快畜、禽

的生长和繁殖而频繁使用雌激素。雌二醇化学性质

稳定，在动物体内没有特定的代谢系统，极易在畜、

禽体内滞留，进而通过食物链扰乱人体及动物的正

常生理功能，影响人体健康。因此，加强对可食性

畜、禽产品中的 Ｅ２残留水平的监测是保障食品安全

的重要措施之一
［１］
。

传统的色谱技术可对雌二醇进行检测，如高效

液相色谱法
［２－３］

、液相色谱串联质谱法
［４－５］

、气相色

谱 质谱联用方法
［６］
等。但这些方法存在操作复

杂、成本高、检测结果易受干扰等问题。因此，有必

要探索一种简单、快速、灵敏的雌激素靶向检测技术

和方法，以便对可食性畜、禽产品中的 Ｅ２残留水平
进行现场快速检测。

核酸适配体能与靶标发生类似抗原 抗体反应，

且比抗体和酶具有更好的选择性、亲和力及稳定性，

故而在各类高效、快速生物传感器的构建中发挥了

重要作用
［７］
。其中，核酸适配体与纳米金（ＡｕＮＰｓ）

粒子相结合形成的比色分析技术具有结果稳定可

靠、操作简单快速、灵敏度高、靶向性强的特点。目

前，基于核酸适配体的纳米金比色传感分析技术可

用于检测食品中的金属离子
［８］
、生物毒素

［９］
和小分

子
［１０］
等污染因子。目前研究大多基于文献［１１］首

次筛选得到的长度为 ７６ｍｅｒ的 Ｅ２的核酸适配体进
行。文献［１２］设计了 Ｅ２的核酸适配体比色传感器，
可对河水中的 Ｅ２进行快速分析，但检测限较高，为
３６７ｎｍｏｌ／Ｌ。文献［１３］基于相同的适配体设计了
针对尿液和唾液中 Ｅ２检测的核酸适配体纳米金比
色传感器，其灵敏度较高，检测限为０２ｎｍｏｌ／Ｌ。文
献［１０］比较了３种长度的适配体（７５、３５、２２ｍｅｒ）对
比色传感器检测 Ｅ２效果的影响，认为长度为 ３５ｍｅｒ
的适配体对牛乳中 Ｅ２的检测具有较好效果。文
献［１４］应用３５ｍｅｒ的适配体设计了比色传感器，可
对尿液中 Ｅ２进行有效检测，检测限为 ０２ｎｍｏｌ／Ｌ。
针对食品体系中 Ｅ２的基于核酸适配体的纳米金比
色检测技术仍需进一步研究，以明确该方法适宜的

检测条件和对不同食品的适用性及稳定性。

本文以牛奶和鸡蛋作为典型的研究对象，以建

立简单、灵敏的雌二醇快速分析技术为目标，以纳米

金比色分析为基础，以雌二醇特异性适配体为传感

探针，对各试验条件进行优化，提出基于核酸适配体

的雌二醇纳米金比色传感分析技术和方法，并分析

对牛奶和鸡蛋中雌二醇检测的可行性，以期为动物

食品样品中雌二醇的快速检测提供参考。

１　材料与方法

１１　仪器与试剂
ＵＶ ９１００Ｄ型紫外可见分光光度计（北京莱

伯泰科仪器股份有限公司）；ＪＥＯＬ２１００Ｆ型透射电
镜（日本电子株式会社）；１７３ｐｌｕｓ型动态光散射仪
（美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公司）；ＰＷＣ２５４型分析天平（武
汉艾德姆衡器有限公司）；ＳｙｎｅｒｇｙＨ４型多功能酶标
仪（美国 ｂｉｏｔｅｋ公司）；ＫＱ ５０ＤＥ型超声波清洗机
（昆山市超声仪器有限公司）；涡旋混合器（德国

ＩＫＡ 公 司）。雌 二 醇 适 配 体 （５′ＧＣＴＴＣＣＡＧＣ
ＴＴＡＴＴＧＡＡＴＴＡＣＡＣＧＣＡＧＡＧＧＧＴＡＧＣＧＧＣＴＣＴＧＣＧ
ＣＡＴＴＣＡＡＴＴＧＣＴＧＣＧＣＧＣＴＧＡＡＧＣＧＣＧＧＡＡＧＣ３′）
由上海生工公司合成

［１１］
。柠檬酸（９９５％）、氯金酸

（４８％ ～５０％）、二水合柠檬酸钠等（９９％）、雌二醇
（９８％）、双酚 Ａ（＞９９％）、甲基睾酮（９８％）、己烯雌
分（９９％）、黄体酮（９９％）、甲醇，购自麦克林试剂有
限公司（上海）。纯牛奶、鸡蛋样品购于本地超市。

１２　试验方法
１２１　纳米金粒子的合成与表征

在文献［１５］的基础上修改，在烧杯中准确加入
２５ｍＬ去离子水，１１０℃恒温水浴搅拌条件下准确加
入 ３５０μＬ２０ｍｍｏｌ／Ｌ的氯金酸溶液及 ３００μＬ
１００ｍｍｏｌ／Ｌ二水合柠檬酸钠，继续搅拌 １５ｍｉｎ直至
溶液变红，表明生成纳米金粒子（ＡｕＮＰｓ），冷却至室
温（２０℃），４℃避光保存备用。

利用透射电子显微镜观察 ＡｕＮＰｓ的形貌。具
体步骤如下：将 ＡｕＮＰｓ分散液滴在覆有碳膜的铜网
上，自然干燥后观察样品的微观形貌，测试加速电压

为２００ｋＶ，选取代表性部位进行拍照分析。
采用动态光散射仪测量 ＡｕＮＰｓ的平均水合动

力学直径及多分散系数。具体步骤如下：将 ＡｕＮＰｓ
分散于去离子水中，超声分散 ３ｍｉｎ后，进行 ２倍稀
释，在 １００μＬ样品皿中准确加入 ６５μＬ分散液样
品，在２５℃、折光率为０３３１、ｐＨ值为 ７的条件下进
行检测。以水在２５℃的粘度和折射系数为参照，散
射光以 ９０°的固定角度进行采集，扫描 １５次，直接
读取并记录仪器测得的平均水合动力学直径和多分

散系数，导出散射光强度原始数据进行归一化处理，

绘制粒径分布曲线。

用紫外可见分光光度计测量 ＡｕＮＰｓ溶液在
４００～７００ｎｍ的吸收光谱。将 ＡｕＮＰｓ分散于离子水
中，超声分散３ｍｉｎ后，进行 １倍稀释，在 １００μＬ光
程为１ｃｍ的比色皿中准确加入 ６５μＬ分散液样品，
在波长 ４００～７００ｎｍ范围内进行紫外吸收曲线扫
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描，根据朗伯比尔定律计算 ＡｕＮＰｓ的浓度，公式为
Ａ＝εｂｃ （１）

式中　Ａ———吸光度　　ε———摩尔吸光系数
ｂ———光程，取１ｃｍ
ｃ———ＡｕＮＰｓ的浓度

１２２　反应条件的优化
（１）适配体和 ＮａＣｌ浓度
适配 体 原 液：开 盖 前 先 将 Ｅ２适 配 体 离 心

（４０００ｒ／ｍｉｎ，３０～６０ｓ），再开盖加入１００μＬ去离子
水，充分振荡混匀，得到１００μｍｏｌ／Ｌ的适配体原液，
－２０℃储存备用。
适配体溶液：以适配体原液进行一定程度的稀

释，使 适 配 体 浓 度 分 别 为 ０８２５、１２４、１６５、
２０６μｍｏｌ／Ｌ。

反应过 程：向 含 有 １００μＬ０１５ｎｍｏｌ／Ｌ的
ＡｕＮＰｓ溶液的离心管中准确移加 １００μＬ不同浓度
的适配体溶液，使检测体系中 ＡｕＮＰｓ与适配体的浓
度比分别为１∶５５００、１∶８２５０、１∶１１０００、１∶１３７５０，涡
旋振荡１５ｓ，室温孵育３０ｍｉｎ后，再向体系中分别加
入 １２５、２５、３７５、５、６２５、７５μＬ１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ
溶液，使体系中 ＮａＣｌ浓度分别为 ６、１２、１８、２４、３０、
３６ｍｍｏｌ／Ｌ，涡旋振荡 １５ｓ，孵育 ５ｍｉｎ，观察体系的
颜色变化，并用酶标仪测量其在 ４００～８００ｎｍ的吸
收光谱，计算 Ａ６５０／Ａ５３０（Ａ６５０、Ａ５３０分别表示 ６５０、
５３０ｎｍ处的吸光度）及其变化量。分别以 ＡｕＮＰｓ溶
液和不添加 ＮａＣｌ的体系为对照。

（２）适配体与 ＡｕＮＰｓ孵育时间
向含有１００μＬ１６５μｍｏｌ／Ｌ适配体原液的离心

管中准确加入 １００μＬ０１５ｎｍｏｌ／ＬＡｕＮＰｓ溶液，使
体系中 ＡｕＮＰｓ与适配体浓度比为 １∶１１０００，涡旋振
荡１５ｓ，室温下分别孵育 ０、１５、３０、４５、６０ｍｉｎ后，加
入５μＬ１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ溶液，使体系中 ＮａＣｌ浓度
为２４ｍｍｏｌ／Ｌ。涡旋振荡１５ｓ后，孵育 ５ｍｉｎ。观察
体系的颜色变化，并用酶标仪测量其在４００～８００ｎｍ的
吸收光谱，计算 Ａ６５０／Ａ５３０。
１２３　检测方法的性能分析

（１）工作曲线
Ｅ２标准溶液的配制：准确称取 ０６ｇＥ２，置于烧

杯中，加入 ２０ｍＬ体积分数 ９９９９％的甲醇，２５℃水
浴超声处理３０ｍｉｎ，使其充分溶解至澄清，再定容至
１００ｍＬ，即得 ００２２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｅ２标准溶液，现配现
用。

Ｅ２工作溶液：将 Ｅ２标准溶液倍比稀释配制浓度
为５４、６５、７６、８７、９７、１０８、１２、１５２ｎｍｏｌ／Ｌ的
Ｅ２工作溶液。

向含有１００μＬ１６５μｍｏｌ／Ｌ适配体原液的离心

管中准确加入 １００μＬ０１５ｎｍｏｌ／ＬＡｕＮＰｓ溶液，使
体系中 ＡｕＮＰｓ与适配体浓度比为 １∶１１０００，涡旋振
荡１５ｓ，室温孵育３０ｍｉｎ后，再加入５μＬ１ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＣｌ溶液，使体系中 ＮａＣｌ浓度为 ２４ｍｍｏｌ／Ｌ，涡旋
振荡１５ｓ，孵育５ｍｉｎ后，向反应体系中分别移加１０μＬ
不同浓度的 Ｅ２溶液，使体系中 Ｅ２浓度分别为 ０２５、
０３、０３５、０４、０４５、０５、０５５、０６ｎｍｏｌ／Ｌ。室温下
反应５ｍｉｎ，观察体系的颜色变化，并用酶标仪测量
其在４００～８００ｎｍ的吸收光谱，计算 Ａ６５０／Ａ５３０，以 Ｅ２
浓度为横坐标，以 Ａ６５０／Ａ５３０为纵坐标，绘制工作
曲线。

（２）方法的灵敏度
在确定检测方法的基础上，向检测体系中加入

１０μＬ去离子水作为空白样品进行分析，用酶标仪
分别测定２０个空白样品在 ４００～８００ｎｍ的吸收光
谱，计 算 Ａ６５０／Ａ５３０及 其 标 准 偏 差，方 法 检 出 限

（Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）［１６］计算公式为

ＬＯＤ＝ＳＮＳＤ／ＳＬ （２）
式中　ＳＮ———信噪比，取３

ＳＤ———标准偏差
ＳＬ———线性斜率

（３）方法的特异性
参照上述 Ｅ２工作溶液的配制方法，配制浓度分

别为０、０２、０４、０６、０８、１ｎｍｏｌ／Ｌ的甲基睾酮、己
烯雌酚、双酚 Ａ和黄体酮溶液。用建立的方法对其
进行分析，用酶标仪测量其在 ４００～８００ｎｍ的吸收
光谱，计算 Ａ６５０／Ａ５３０。
１３　样品的检测

以牛奶、鸡蛋为实际检测样品，参照文献［１７－
１８］的方法对样品进行前处理。先将蛋清与水以体
积比为 ２∶１进行稀释，获得蛋清溶液，使牛奶体系中
Ｅ２的浓度为 ０５～０９ｎｍｏｌ／Ｌ，蛋清溶液体系中 Ｅ２
的浓度为０３～１０ｎｍｏｌ／Ｌ。取４ｍＬ牛奶或蛋清溶
液于烧杯中，再加入 ２ｍＬ１０％三氯乙酸和 ２ｍＬ氯
仿，涡旋振荡１ｍｉｎ，超声 １５ｍｉｎ后，以 １３０００ｒ／ｍｉｎ
离心 １０ｍｉｎ，取上清液，再以 １００００ｒ／ｍｉｎ离心
３ｍｉｎ，取上清液，按照 １２３节的方法进行检测，测
量其在４００～８００ｎｍ的吸收光谱，计算 Ａ６５０／Ａ５３０，绘
制工作曲线，计算 ＬＯＤ。

加标回收率和精密度试验：在牛奶和鸡蛋样液

中分别加入一定体积的 Ｅ２标准溶液，使牛奶体系中
Ｅ２的浓度分别为 ０５、０６、０７ｎｍｏｌ／Ｌ，鸡蛋样液中
Ｅ２的浓度分别为 ０３、０６、０９ｎｍｏｌ／Ｌ，每个添加水
平平行检测５次，计算回收浓度、相对标准偏差和
回收率。
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１４　数据分析方法
试验 均 设 置 ３次 平 行，３次 重 复。采 用

ＳＰＳＳ１７０软件进行统计分析。采用单因素方差分
析（ＡＮＯＶＡ）比较不同影响因素对 Ａ６５０／Ａ５３０的影响。
ｐ＜００５被认为具有统计学意义。用 Ｏｒｉｇｉｎ８软件
进行绘图。

２　结果与讨论

２１　检测原理
比色传感器由于其简单、高灵敏度而受到广泛

关注。ＡｕＮＰｓ由于具有极高的消光系数和很强的粒
子间光距效应，是一种非常敏感的比色指示剂

［１９］
，

因此可利用 ＡｕＮＰｓ这种光学性质进行靶分子的定
量分析

［２０］
。基于核酸适配体的纳米金比色法检测

Ｅ２的原理如图１所示。

图 １　基于核酸适配体的纳米金比色法检测 Ｅ２的

原理示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙａｓｓａｙ

ｆｏｒｒａｐｉｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ１７βｅｓｔｒａｄｉｏｌｂａｓｅｄｏｎａｐｔａｍｅｒ
　
一般情况下，ＡｕＮＰｓ粒子表面呈负电性的柠檬

酸盐离子通过静电斥力使体系稳定分散，当溶液中

　　

存在 ＮａＣｌ时，ＡｕＮＰｓ表面的负电荷被溶液中的阳离
子中和，导致 ＡｕＮＰｓ之间的静电作用力减小而引起
聚集，溶液颜色相应地发生改变

［１３］
。当核酸适配体

通过静电作用吸附在 ＡｕＮＰｓ的表面时，可以增强
ＡｕＮＰｓ在 ＮａＣｌ中的稳定性，使 ＡｕＮＰｓ粒子在高盐
浓度下呈游离状态

［２１－２２］
。加入目标物后，由于目标

物与核酸适配体之间具有更强的亲和力，故核酸适

配体从 ＡｕＮＰｓ表面脱落，导致 ＡｕＮＰｓ在 ＮａＣｌ的作
用下发生聚集，溶液颜色发生变化。ＡｕＮＰｓ的颜色
变化与其最大吸收峰也紧密相关，随粒径增大，其最

大吸收峰波长增大，一般可用 ５３０ｎｍ和 ６５０ｎｍ处
的吸收峰代表游离和聚集的 ＡｕＮＰｓ的相对数量，基
于此，可通过分析 Ａ６５０／Ａ５３０随目标物浓度的变化规
律，建立标准曲线，实现对体系中目标物（Ｅ２）的
检测。

２２　ＡｕＮＰｓ粒子的制备与表征

由图２ａ的透射电镜结果可知，所合成的 ＡｕＮＰｓ
颗粒的直径约为 ４０ｎｍ，分散状态较好。紫光吸收
光谱结果（图 ２ｂ）表明，ＡｕＮＰｓ体系在波长 ５３０ｎｍ
左右处有明显的金的吸收峰，吸光度为 ０５１，已知
ＡｕＮＰｓ摩尔吸光系数 ε＝６７×１０９Ｌ／（ｃｍ·ｍｏｌ）［２３］，
应用朗伯比尔定律计算可知 ＡｕＮＰｓ的浓度为
０１５ｎｍｏｌ／Ｌ。动态光散射可以测量 ＡｕＮＰｓ的水合粒
径（图２ｃ），反映 ＡｕＮＰｓ的聚集情况［２４］

。ＡｕＮＰｓ的
平均粒径为 ４４４４ｎｍ，大部分粒子处于分散状态，
说明 ＡｕＮＰｓ粒子的分散性良好，ＡｕＮＰｓ的粒径分布
较均匀，可用于比色传感器的构建。

图 ２　ＡｕＮＰｓ的表征

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｕＮＰｓ
　

２３　反应条件的优化
２３１　适配体浓度和 ＮａＣｌ浓度

由于本方法是基于 Ｅ２和 ＡｕＮＰｓ竞争结合适配
体的原理来实现对 Ｅ２的检测，因此，适配体浓度、
ＮａＣｌ浓度与方法的稳定性、灵敏度及检测结果的重
现性密切相关

［２５］
。

一般 情 况 下，当 ＡｕＮＰｓ发生聚集时，其 在
５３０ｎｍ左右处的吸收峰强度将相对降低，而由于聚

集体表面等离子体共振峰发生了红移，将在 ６５０ｎｍ
左右处出现新的吸收峰

［２６］
。图３ａ对 ＡｕＮＰｓ、ＡｕＮＰｓ＋

ＮａＣｌ（２４ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＡｕＮＰｓ＋Ａｐｔ（１∶１１０００）及
ＡｕＮＰｓ＋Ａｐｔ（１∶１１０００） ＋ＮａＣｌ（２４ｍｍｏｌ／Ｌ）４种
体系的吸收光谱进行了对比。

图 ３ａ表明，当在 ＡｕＮＰｓ体系中加 入 ＮａＣｌ
（２４ｍｍｏｌ／Ｌ）时，体系在 ５３０ｎｍ处的吸收峰显著下
降，且在６５０ｎｍ左右出现了明显的吸收峰。溶液颜
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图 ３　适配体及 ＮａＣｌ对体系的紫外可见吸收光谱、

颜色及 ΔＡ６５０／Ａ５３０的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｐｔａｍｅｒａｎｄＮａＣｌｏｎＵＶ ｖｉｓｉｂｌｅ

ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ，ｃｏｌｏｒｓａｎｄΔＡ６５０／Ａ５３０ｏｆｓｙｓｔｅｍ
　
色由酒红色变为蓝灰色，说明 ＡｕＮＰｓ发生了明显的
聚集。与 ＡｕＮＰｓ＋Ａｐｔ组（Ａｐｔ是指雌二醇的适配
体）相比，ＡｕＮＰｓ＋Ａｐｔ＋ＮａＣｌ试验组在 ５３０ｎｍ处的
吸光度变化不明显，溶液颜色仍为酒红色，这说明通

过静电作用吸附于 ＡｕＮＰｓ表面的适配体增强了粒
子的稳定性，阻止盐诱导的 ＡｕＮＰｓ聚集，使 ＡｕＮＰｓ
维持了游离状态。

将不同适配体浓度及离子强度下 ＡｕＮＰｓ体系
的 Ａ６５０／Ａ５３０结果列于表 １。由表 １可知，当体系中
ＮａＣｌ浓度为零时，在 ＡｕＮＰｓ与适配体浓度比为 １∶０、
　　

１∶５５００、１∶８２５０和 １∶１１０００时，体系的 Ａ６５０／Ａ５３０无
显著区分，表明 ＡｕＮＰｓ呈良好的分散状态；而当
ＡｕＮＰｓ与适配体浓度比为 １∶１３７５０时，体系的
Ａ６５０／Ａ５３０显著高于其他系列，说明此时体系中的
ＡｕＮＰｓ发生了一定程度的团聚。总体来看，随体系
中 ＮａＣｌ浓度的增加，各体系的 Ａ６５０／Ａ５３０均相对增
大，其中未加以适配体保护的系列，即 ＡｕＮＰｓ与适
配体浓度比为 １∶０时，体系的 Ａ６５０／Ａ５３０变化最为显
著，在 ＮａＣｌ浓度为 ６ｍｍｏｌ／Ｌ时，体系的 Ａ６５０／Ａ５３０已
显著增大 至 ０８７８±００１３，且在 ＮａＣｌ浓度为
２４ｍｍｏｌ／Ｌ时，体系的 Ａ６５０／Ａ５３０则进一步增大至
１０００±００１５。比较 ＡｕＮＰｓ与适配体浓度比为
１∶５５００、１∶８２５０及 １∶１１０００的 ３个体系的 Ａ６５０／
Ａ５３０，可以发现１∶１１０００系列对 ＡｕＮＰｓ有较好的保
护作用，在 ＮａＣｌ浓度为２４ｍｍｏｌ／Ｌ时，其Ａ６５０／Ａ５３０为
０８０４±０００２，显著低于其他适配体浓度的系列，说
明此体系条件下，有利于保持ＡｕＮＰｓ相对稳定的状态。

ＡｕＮＰｓ与加入不同比例适配体和不同浓度
ＮａＣｌ体系的 Ａ６５０／Ａ５３０差值记为体系的 ΔＡ６５０／Ａ５３０。
ΔＡ６５０／Ａ５３０越大，说明 ＡｕＮＰｓ的聚集程度越大。反
之，则 ＡｕＮＰｓ的聚集程度越小。图 ３ｃ为不同适配
体及 ＮａＣｌ浓度下体系的 ΔＡ６５０／Ａ５３０变化情况。

由图 ３ｃ可知，不同的适配体浓度下，体系的
ΔＡ６５０／Ａ５３０有所区别。例如，当 ＡｕＮＰｓ与适配体浓度
比为 １∶１３７５０，ＮａＣｌ浓度为零时，ΔＡ６５０／Ａ５３０为
００９８，说明此时 ＡｕＮＰｓ已发生了一定程度的聚集，
这与表 １中 Ａ６５０／Ａ５３０的变化相符。相比之下，在体
系含有一定浓度的 ＮａＣｌ时，各 ＡｕＮＰｓ Ａｐｔ体系的
ΔＡ６５０／Ａ５３０均为负值，证明适配体的引入有效增强了
ＡｕＮＰｓ体系的稳定性。其中，当 ＡｕＮＰｓ与适配体浓
度比为１∶１１０００时，在不同的 ＮａＣｌ浓度下体系的
ΔＡ６５０／Ａ５３０均相对较小，当 ＮａＣｌ浓度为 ２４ｍｍｏｌ／Ｌ
时，ΔＡ６５０／Ａ５３０为 －０１９６，说明体系整体具有较好的
稳定性，ＡｕＮＰｓ Ａｐｔ粒子呈良好的分散状态。综上
分析，可选择 ＡｕＮＰｓ与适配体浓度比为 １∶１１０００、
ＮａＣｌ浓度为２４ｍｍｏｌ／Ｌ进行后续检测条件的优化。

表 １　不同适配体浓度及离子强度下 ＡｕＮＰｓ体系的 Ａ６５０／Ａ５３０
Ｔａｂ．１　Ａ６５０／Ａ５３０ｏｆＡｕＮＰｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｐｔａｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈ

ＮａＣｌ浓度／

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＡｕＰＮｓ与 Ａｐｔ浓度比

１∶０ １∶５５００ １∶８２５０ １∶１１０００ １∶１３７５０

０ （０７７８±００１５）ｂＡ （０７５９±００１２）ａｂＡ （０７３５±００３５）ａｂＡ （０７３７±０００８）ａＡ （０８７６±００４７）ｃＡ

６ （０８７８±００１３）ｃＢ （０７７８±００２２）ｂＡ （０７６０±００２７）ａｂＡ （０７４５±００１２）ａＡ （０８７７±００１３）ｃＡ

１２ （０９２２±０００６）ｄＣ （０８３９±００１７）ｂＢ （０８０２±０００５）ａＢ （０７８８±００１５）ａＢ （０８７０±００２０）ｃＡ

１８ （０９５８±０００８）ｄＣ （０９０２±００１２）ｃＣ （０８２７±００１４）ａＢ （０８０４±００１３）ａＢ （０８６４±００２１）ｂＡ

２４ （１０００±００１５）ｄＤ （０９５６±００１９）ｃＤ （０８７８±００１０）ｂＣ （０８０４±０００２）ａＢ （０８９８±００１６）ｂＡ

３０ （１０７０±００４４）ｃＤ （０９６２±００２２）ｂＤ （０９７７±００１２）ｂＤ （０９００±００１３）ａＣ （０９６２±００１６）ｂＢ

３６ （１０８０±００３１）ｃＥ （０９７７±００１６）ｂＤ （０９８３±００１３）ｂＤ （０９００±００２１）ａＣ （０９７８±００１３）ｂＢ

　　注：同一行中不同小写字母表示数据有显著性差异（ｐ＜００５）；同一列中不同大写字母表示数据有显著性差异（ｐ＜００５）。
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２３２　孵育时间
ＡｕＮＰｓ与适配体孵育时间会影响 ＡｕＮＰｓ Ａｐｔ

聚合物的形成程度
［２７］
。将 ＡｕＮＰｓ与适配体孵育室

温孵育０～６０ｍｉｎ后，在 ＮａＣｌ浓度为 ２４ｍｍｏｌ／Ｌ的
条件下检测各体系的吸收光谱（图 ４ａ）并分析
Ａ６５０／Ａ５３０的变化（图 ４ｂ，图中不同字母表示差异显
著）。由图 ４ａ可知，当孵育 ０ｍｉｎ时，ＡｕＮＰｓ在
５３０ｎｍ处的原始吸光度降低，而在 ６５０ｎｍ处出现
明显的吸收峰，相应地，图 ４ｂ中该体系的 Ａ６５０／Ａ５３０
最高，为 １０６，说明不经孵育，适配体难以通过静电
作用有效吸附于 ＡｕＮＰｓ表面，无法维持 ＡｕＮＰｓ粒子的
稳定性，造成 ＡｕＮＰｓ在 ＮａＣｌ的作用下发生粒子的聚
集。随着ＡｕＮＰｓ与适配体孵育时间延长至１５ｍｉｎ，体
系的Ａ６５０显著降低，Ａ６５０／Ａ５３０相对减小，表明随着适配体
在ＡｕＮＰｓ表面的吸附，其对 ＡｕＮＰｓ的保护作用增强，
使ＡｕＮＰｓ呈良好分散状态。其中，孵育３０ｍｉｎ，体系的
Ａ６５０／Ａ５３０较小，为０８０，说明孵育３０ｍｉｎ可使适配体充
分吸附于 ＡｕＮＰｓ表面，从而起到保护 ＡｕＮＰｓ的作用。
因此，选择ＡｕＮＰｓ与适配体孵育时间为３０ｍｉｎ。

图 ４　ＡｕＮＰｓ与适配体孵育时间对体系的紫外可见

吸收光谱及 Ａ６５０／Ａ５３０的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＡｕＮＰｓａｎｄａｐｔａｍｅｒｏｎ

ＵＶ ｖｉｓｉｂｌｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａａｎｄＡ６５０／Ａ５３０ｏｆｓｙｓｔｅｍ
　

２４　灵敏度及标准曲线

为评价该检测方法对目标物（Ｅ２）的响应度，在

以上确定的检测条件下，对浓度 ０２５～０６０ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｅ２体系进行分析，各体系的吸收光谱及 Ａ６５０／Ａ５３０的
变化如图５所示。

图 ５　Ｅ２浓度对 ＡｕＮＰｓ Ａｐｔ体系紫外可见吸收光谱及

Ａ６５０／Ａ５３０的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎＵＶ ｖｉｓｉｂｌｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｓｐｅｃｔｒｕｍａｎｄＡ６５０／Ａ５３０ｏｆｓｙｓｔｅｍ
　
由图５ａ可知，随着体系中 Ｅ２浓度的增大，其在

６５０ｎｍ出现吸收峰，肉眼观察可见溶液颜色逐渐加
深，由 红 色 变 为 紫 色 后 变 蓝，当 Ｅ２浓 度 大 于
０５０ｎｍｏｌ／Ｌ时，溶液颜色变化肉眼可见。图 ５ｂ中的
Ａ６５０／Ａ５３０相应增大，当Ｅ２浓度为０２５～０６０ｎｍｏｌ／Ｌ时，

体系的 Ａ６５０／Ａ５３０与 Ｅ２浓度间呈良好线性相关 （Ｒ
２＝

０９１５）。进而计算可得到该方法的检测限（ＬＯＤ）
为０２３３ｎｍｏｌ／Ｌ。
２５　方法的特异性

检验方法的特异性是反映其性能的重要指标。

采用本方法对 Ｅ２及 ４种内分泌干扰物（甲基睾酮、
己烯雌酚、双酚 Ａ、黄体酮）进行分析，结果如图 ６ａ
所示，图中不同颜色柱间不同大写字母表示数据有

显著性差异（ｐ＜００５）；相同颜色柱间不同小写字
母表示数据有显著性差异（ｐ＜００５）。

图６ａ表明，当检测浓度（０２ｎｍｏｌ／Ｌ）低于检出
限（０２３３ｎｍｏｌ／Ｌ）时，Ｅ２及 ４种内分泌干扰物的
Ａ６５０／Ａ５３０无显著差异，而当检测浓度高于 ＬＯＤ时，如
０４～０８ｎｍｏｌ／Ｌ时，总体而言，目标物（Ｅ２）体系的
Ａ６５０／Ａ５３０显著高于其他４种内分泌干扰物，己烯雌酚
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图 ６　不同干扰物对 ＮａＣｌ聚集纳米金比色适配体传感器检测 Ｅ２的特异性分析

Ｆｉｇ．６　ＳｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃａｐｔａｓｅｎｓｏｒｆｏｒＥ２ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｏｒｅｉｇｎｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
　

和双酚 Ａ体系的 Ａ６５０／Ａ５３０均相对较低，而甲基睾酮
和黄体酮体系的 Ａ６５０／Ａ５３０相对增大。这可能是由于

适配体与靶标是基于构象进行识别的
［１２］
，如图 ６ｂ

所示，甲基睾酮、黄体酮和 Ｅ２均具有环戊烷及多氢
菲环结构，这使其与 Ｅ２具有类似的结构特征，故甲
基睾酮和黄体酮与 Ｅ２适配体间存在一定的亲和

度
［１９］
。而双酚 Ａ、己烯雌酚与 Ｅ２的分子结构区别较

大，故与 Ｅ２的适配体的亲和度较小。该方法虽然对
　　

浓度为０８ｎｍｏｌ／Ｌ的目标物也有较好的特异性，但
因为超出了线性检测范围，故 Ｅ２的检测结果与
０６ｎｍｏｌ／Ｌ时的结果间无显著差异。因此，本方法
在线性检测范围内可以实现对 Ｅ２的特异性识别和
检测。

２６　加标样品的检测
以本方法对牛奶和鸡蛋的加标样品进行分析，

结果如图７所示。

图 ７　不同检测体系 Ｅ２的标准曲线及紫外可见吸收光谱

Ｆｉｇ．７　ＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｆｏｒＥ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｙｓｔｅｍｓａｎｄＵＶ ｖｉｓｉｂｌｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａ
　

　　图７ａ表明，当对牛奶体系中的 Ｅ２进行检测时，
当 Ｅ２浓度为 ０５～０８ｎｍｏｌ／Ｌ时，体系的 Ａ６５０／Ａ５３０

与 Ｅ２浓度呈良好的线性关系（Ｒ
２＝０９００），计算可

得方法的检出限为０１８３ｎｍｏｌ／Ｌ。由图 ７ｃ可知，对
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鸡蛋中的 Ｅ２检测而言，在 Ｅ２浓度为０３～０９ｎｍｏｌ／Ｌ
时，体系的 Ａ６５０／Ａ５３０与 Ｅ２浓度呈良好的线性关系

（Ｒ２＝０９２０），方法的检出限为 ０１８５ｎｍｏｌ／Ｌ。此
外，当牛奶体系中的 Ｅ２浓度高于 ０８ｎｍｏｌ／Ｌ，鸡蛋
中的 Ｅ２浓度高于０６ｎｍｏｌ／Ｌ时，通过肉眼即可观察
到颜色变化。牛奶、鸡蛋体系中 Ｅ２的加标回收率结
果如表２所示。由表２可知，Ｅ２在牛奶、鸡蛋体系中
的加标回收率分别为１０１６％ ～１０５４％和 ９７９７％ ～
１１５３０％，相对标准偏差小于 ６％，表明本方法精密
度较高，准确性较好，可用于实际牛奶、鸡蛋样品中

Ｅ２的检测。

表 ２　牛奶和蛋清样品中 Ｅ２的加标回收结果

Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆＥ２ｉｎｍｉｌｋａｎｄａｌｂｕｍｅｎｓａｍｐｌｅｓ

样本
实际浓度／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

平均回收浓

度／（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

回收率／

％

相对标准

偏差／％

０５ ０５２７ １０５４ ５８７

牛奶 ０６ ０６１０ １０１７ １３７

０７ ０７１１ １０１６ ３４２

０３ ０３４６ １１５３ ４０

蛋清 ０６ ０６４０ １０６７ ４３

０９ ０８８２ ９７９７ ３６

２７　Ｅ２常用检测方法对比

表３［２，４，１０，１２－１４，２８－３４］列出了目前部分 Ｅ２的检测

方法。包括检出限、检测线性范围、检测对象、回收

率和相对标准偏差等信息。由表 ３可知，在对水体
系的雌二醇进行检测时，与传统的高效液相色谱法

相比，本方法的 ＬＯＤ为 ０２３３ｎｍｏｌ／Ｌ，这虽然比文
献［２８］高，但明显优于文献［２］的 ＬＯＤ。而在检测
牛奶中的雌二醇时，本方法较液质联用方法更为灵

敏，回收率更高。与基于７６ｍｅｒ核酸适配体的雌二
醇检测方法相比，虽然文献［３４］所采用的电化学法
对 Ｅ２进行检测时，ＬＯＤ为 ６×１０

－５ｎｍｏｌ／Ｌ，比本方
法的 ＬＯＤ更低，灵敏度更高，但该方法的检测对象
为尿液。在对河水及废水体系中的 Ｅ２进行检测时，
本方法的 ＬＯＤ则小于荧光法、三联体传感体系及文
献［２９］（比色法），具有较高的灵敏度。虽然有研究
认为使用长度较短的适配体有助于提高纳米金比色

检测的灵敏度
［１５，２１］

，但目前研究中应用广泛，识别

效果优良的仍是长度为 ７６ｍｅｒ的 Ｅ２核酸适配体。
本方法中应用长度为 ７６ｍｅｒ的适配体也得到了与
文献［１３］相当的 ＬＯＤ，也证明了该适配体具有较好
的 Ｅ２识别能力。总体而言，本方法可以作为一种有
效的 Ｅ２快速分析方法。结果可靠，且具有较高的检
测灵敏度。尤其是当前利用核酸适配体检测畜、禽

食品中的Ｅ２的报道还较少，而本研究所建立的方法对
于牛奶和鸡蛋中Ｅ２的快速检测有很好的应用前景。

表 ３　Ｅ２常用检测方法性能对比

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＥ２

方法
适配体长

度／ｍｅｒ

检出限／

（ｎｍｏｌ·Ｌ－１）
线性范围 样品

回收率／

％

相对标准

偏差／％
来源

高效液相色谱法
００８４

１４７

００３７～３７０

１８４～３６７

不同河水

自来水、河水、湖水

９６８～１１１３

８６～９４

５７３

＜５３

文献［２８］

文献［２］

液质联用法
５５１

３３×１０－５
３６７～１８３６

１５×１０－６～５０×１０－５
鲜牛乳

医用废水、湖水、自来水

７６１～９９８

９００～１０２８

＜９７

＜５４５

文献［４］

文献［３３］

电化学法 ７６ ６×１０－５ ５×１０－４～５ 尿液 ９６３～１０４３ 文献［３４］

荧光法
７６

３５

２１

３７ ８０～４００

废水

牛胎血清

９５～１０５

９６５～１０４８

文献［３１］

文献［３２］

三联体传感体系 １８４ ３６８～５５２ 河水 ８６１～１０７４ ＜６２ 文献［３０］

比色法

３５

　

３５

７６

７６

７６

７６

　

　

０１７

００５

０２

１５７

０２

３６７

０２３３

０１８３

０１８５

０～０２

　

５０～８００

１５７～３５０

　

３６７～３６７００

０２５～０６

０５～０８

０３～０９

水

牛乳

尿液

环境水

尿液、唾液

河水

去离子水

牛奶

鸡蛋

　

　

１０４５～１１４５

　

　

９９～１１２

　

１０１６～１０５４

９７９７～１１５３

　

　

２７９～４３４

　

　

５８～８４

　

１３７～５８７

３６～４３

文献［１３］

文献［１３］

文献［１４］

文献［２９］

文献［１０］

文献［１２］

本文

本文

本文

３　结束语

作为一种典型的雌激素，雌二醇易通过食物

链影响人体健康。探索简单、快速、灵敏的雌二醇

检测技术对保障食品安全具有重要意义。本文提

出一种基于核酸适配体的雌二醇纳米金比色检测
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方法。当 纳 米 金 粒 子 与 核 酸 适 配 体 浓 度 比

１∶１１０００、室温孵育 ３０ｍｉｎ后，可使核酸适配体与
纳米金粒子充分结合。检测 Ｅ２时，在 ＮａＣｌ浓度为
２４ｍｍｏｌ／Ｌ的条件下，水体系的 Ａ６５０／Ａ５３０与雌二醇

浓度间呈良好的线性关系（Ｒ２＝０９１５），检测的线
性区间为 ０２５～０６０ｎｍｏｌ／Ｌ，检测限（ＬＯＤ）为
０２３３ｎｍｏｌ／Ｌ，具有良好的特异性。在对牛奶和鸡
蛋样品中的雌二醇进行检测时，该方法的线性检

测区间分别为０５～０８ｎｍｏｌ／Ｌ和 ０３～０９ｎｍｏｌ／Ｌ，
检 测 限 （ＬＯＤ）分 别 为 ０１８３ ｎｍｏｌ／Ｌ 和
０１８５ｎｍｏｌ／Ｌ，加 标 回 收 率 分 别 为 １０１６％ ～
１０５４％和 ９７９７％ ～１１５３０％，相对标准偏差小
于 ６％。基于核酸适配体的雌二醇纳米金比色分
析检测方法具有较高的灵敏度和特异性，简单、快

速，具有良好的应用价值，可推广应用于实际畜、

禽食品中的 Ｅ２检测。
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［１７］　孙春燕，张民，李宏坤，等．金纳米粒子比色探针检测牛奶及鸡蛋中的三聚氰胺［Ｊ］．分析化学，２０１２，４０（３）：３８６－３９０．
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