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Abstract： This work set up a new naked eye detection method for FB1 abased on the high
identification function of DNA aptamer and the color changing effect of AuNPs.This assay method
taked AuNPs as carrier and firstly linked to DNA1 and then assembled FB1-aptamer-DNA1-AuNPs
complex throuth the hybridzation process between FB1-aptamer and DNA1-AuNPs . When added
different concentrations of FB1，FB1 -aptamer prefered to connect to FB1 and then subsequently
additional DNA2 chain that matched with DNA 1 chain can hybrid with exposed DNA1 resulting in
AuNPs aggregation.Thus the color changes from red to purple and blue could be observed by the
naked eye. Optimal conditions avoided to much salt induced AuNPs aggregation caused error
effectively.Furthermore，we added SDS in DNA1 or DNA2 chain connected to AuNPs to maintain

摘要： 基于核酸适配体识别和纳米金变色效应构建了伏马菌素 B1（FB1）的可视化检测新方法。
实验以纳米金为载体，首先在纳米金表面组装巯基化的适配体互补短链 DNA1/FB1-适配体复合
物；当加入目标物时，适配体链与目标物结合，与互补短链 DNA1 发生解离；此时再加入纳米金
标记的与适配体互补短链 1互补的短链 DNA2， 二者杂交可导致纳米金粒子的聚集而使溶液颜
色发生变化，进而实现目标物的可视化检测。 通过条件优化，有效避免了由于盐浓度过高使纳米
金发生聚集所产生的误差。 同时在纳米金与短链 DNA 孵化时加入表面活性剂十二烷基硫酸钠
（SDS），使 NaCl 浓度达到了 500 mmol/L 而纳米金颜色仍不发生改变，打破了以往熟化 NaCl 浓
度 100 mmol/L 就使纳米金颜色发生变化的界限，使附着在纳米金上的 DNA量扩大了 3倍。方法
检测线性范围为 125~1 500 ng/L，检测限为 125 ng/L。 该方法已成功应用于啤酒中 FB1的检测。
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the color of AuNPs and improved the concentration of NaCl to 500 mmol/L and DNA loading
enlarge 3 times.This breaks the traditional boundary of 100 mmol/L NaCl can caused the color
change of AuNPs.The linear range of the colorimetric aptasensor covers a large variation of FB1

concentration from 125 ng/L to 1500 ng/L and the detection limit of 125 ng/L is obtained.
Keywords： aptamer recognition，AuNPs color changes，naked eye detection

伏马菌素 Fumonisins 是由南非的 Gelderblom
等于 1988 年首次发现 [1]， 它主要包括串珠镰刀菌
Fusarium moniliforme 产生的一组结构相关的 6 种
水溶性真菌毒素（FB1、FB2、FB3、FB4、FA1、FA2）如图 1
所示[2]。其中 FB是天然污染玉米样品或真菌培养物
中伏马素的主要组成成分。 伏马素的结构与神经鞘
氨醇十分相近，因而能特异性地干扰神经鞘氨醇的
生物合成。 伏马菌素的毒性存在种属特异性和靶器
官特异性，现有资料表明，FB 能引起马脑白质软化
症（ELEM）、猪肺水肿（PPE）、大鼠原发性肝癌，对家
禽的免疫系统有免疫抑制作用，此外，FB 还被怀疑
是人食道癌的致病因子[3]。 FB中的 FB1，相对分子质
量 721， 是污染玉米或串珠镰刀菌培养物中伏马菌
素的主要组分，也是导致伏马菌素毒性作用的主要
原因。 世界卫生组织联合专家委员会规定了其临时
的每天摄入量最大值[4]。 欧盟在 98/53/EC指令中规
定人类直接食用的花生中 AFs （B1+B2+G1+G2）应
小于 4 μg/kg[5]。

图 1 伏马菌素的化学结构
Fig. 1 Structure Chart of Fumonisins

FB1高温不能使其失去活性， 鉴于 FB1的剧毒

性和广泛的流行性，以及它所带来的危害，建立一
定的 FB1检测方法尤为必要。 目前已经建立起的检
测方法包括薄层层析法 TLC、 气谱质谱联用法 GC/
MS、高效液相色谱法 HPLC、毛细管电泳法、酶联免

疫吸附法（ELISA），日本 Kikkoman 公司用 KLH 和
OVA作为 FB1的载体蛋白，制备了抗 FB1 的单克隆
抗体 mAb， 建立了以 mAb 为基础的 ELISA 检测方
法，并制成试剂盒 [6]，但价格昂贵。 这些方法虽具较
高的灵敏度和特异性，但成本较高而且需要精密的
仪器和专门的从业人员， 需要稳定的抗体来源，耗
时耗力。
因此，有必要发展一种低成本，不使用复杂仪

器，方便快捷而又灵敏的检测方法。 比色法因易于
观察而成为受欢迎的技术。 由于纳米金粒子的高触
灭系数、光特性的距离依赖性，近来在 DNA 相关的
比色分析中常被用作比色的介质 [7]。 纳米金的聚集
最早是由 Mirkin 等发现 [8]，他们报道了一种新的利
用纳米金光学特性的距离依赖性来检测多核苷酸。
这为纳米金的应用开辟了一个新的途径。

Aptamer 是通过 SELEX 技术从随机寡核苷酸
库中筛选得到的单链寡核苷酸 [9]。 在某种理化条件
下，Aptamer 可以折叠形成发夹，颈环等结构与目标
物质特异性结合。 相对于传统的抗原抗体等技术，
Aptamer 具有更高的选择行、特异性、亲和性 [10-11]，而
且能够区分结构及其相似的物质[12-13]如 FB1﹑FB2等，因
此受到一些专家学者的极大关注。 FB1的 Aptamer是
由Maureen Mc Keague等在 2010年筛选得到的[14]。这
为FB1的高灵敏度检测提供了一种有效的工具。
本实验中用纳米金作为介质，FB1-aptamer 作为

识别元素来检测 FB1。 以前报道纳米金的聚集大都
是由盐诱导引起的， 作者采用 DNA 杂交互补的方
式来达到聚集的目的， 当 FB1-aptamer 与目标物质
FB1特异性结合后， 两条互补的 DNA 就会杂交，导
致纳米金的聚集，实现快速可视化的检测。

1.1 试剂
短 连 DNA1 序 列 5′ SH—3′ AAT TGA ATA

AGC TGG TA； 短连 DNA2 序列 5′—3′SH TAC

材料与方法1
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CAG CTT ATT CAA TT； 伏马菌素适配体序列 5′-
ATA CCA GCT TAT TCA ATT —AAT CGC ATT
ACC TTA TAC CAG CTT ATT CAA TTA CGT CTG
CAC ATA CCA GCT TAT TCA ATT—AGA TAG
TAA GTG CAA TCT-3。 上述 DNA都在“上海生工”
合成，用含有质量分数 1% SDS 的 10 mmol/L 的 PB
（pH 7.4） 溶液来稀释。 DNA 浓度通过紫外在波长
260 nm处的吸收值来获得。 伏马菌素购买于 Sigma
公司，氯金酸（HAuCl4）购买于上海久岳化工有限责
任公司，柠檬酸钠购买于中国医药上海化学试剂公
司，其它试剂均为分析纯。
1.2 仪器

UV-Vis （-NIR）UVProbe 2.33 版分光光度计，
日本岛津公司产品；JEM-2100HR透射电镜（TEM），
日本 JEOL 公司产品；DF-101S 型集热式磁力加热
搅拌器， 河南巩义市予华仪器厂产品；Centrifuge
5804R台式高速冷冻离心机器， 上海安亭科学仪器
厂产品；Biorad 电泳仪， 美国 Bio-rad 伯乐公司产
品；Biorad 凝胶成像仪， 美国 Bio-rad 伯乐公司产
品 ；MOS-450 AF-CD 圆二色光谱仪 ，France，Bio-
Logic公司产品。
1.3 纳米金的制备
采用对 Grabar 等 [15]的方法略加改进来制备纳

米金溶液，在三口圆底烧瓶中加入 95.8 mL 超纯水，
再加入 4.2 mL质量分数 1%氯金酸溶液，磁力、回流加
热搅拌，持续煮沸 10 min，然后迅速加入 10 mL质量
分数 1%柠檬酸三钠溶液，煮沸 10 min。 最后将热源除
去，继续搅拌 15 min，将圆底烧瓶取下，冷却至室温，
得到的棕红色液体，即为纳米金。 主要通过紫外、可见
吸收图谱、透射电子显微镜对其进行了表征。
1.4 FB1的检测

取 1000 μL的纳米金于 2.5 mL的离心管中（事
先用缓冲液清洗干净， 避免使纳米金颜色发生改
变），12 000 r/min 离心 20 min，取上清 500 μL，然后
分别取短连 DNA 1﹑DNA 2 各 15 μL 每管中，37 ℃
摇床孵化 12 h，然后逐步加入 NaCl（1 mol/L），加之
前进行超声，每次增加 50 mmol/L，直至 DNA1 中的
NaCl 浓度达到 500 mmol/L，DNA2 中的 NaCl 浓度
达到 300 mmol/L，再孵化过夜。 离心去上清液，再用
1×PCR扩增缓冲液进行溶解。 得到短链修饰的纳米
金。 取 DNA 1修饰的纳米金 500 μL，加入 FB1适配

体并保证其过量进行杂交，得到适配体修饰的纳米

金，然后加入不同浓度的 FB1，孵化 30 min，离心去
上清液再加入 DNA2 链修饰的纳米金 ，PCR 仪
95 ℃ 5 min 后关闭电源，让其自然降温，观察颜色
变化并在 400~800 nm 进行 UV-vis扫描。
1.5 啤酒中 FB1的加标回收

按照 2.3 FB1的检测中的方法制备适配体修饰

的纳米金和短链 DNA2 修饰的纳米金，在购买来的
啤酒中加入 FB1， 使 FB1 的质量浓度分别为 190、
450、600、800、1 250 ng/L，过膜脱气后采用甲醇-水
提取法，加入体积分数 75%的甲醇水溶液，振荡提
取 30 min，静置后取上清分装，-20 ℃保存待测。 再
按照上述方法进行孵化杂交， 最后在 UV-vis 分光
光度计上测波长为 520 nm和 630 nm处的吸收值。

2.1 FB1检测的原理

纳米金本身在柠檬酸钠的缓冲溶液中，由于斥
力大于万德华力，相对稳定而呈现红色。 当在纳米
金的表面连接上 DNA1 链和 FB1-aptamer 之后 （见
图 2），加入目标物质 FB1，这时 FB1-aptamer 就会优
先与目标物质 FB1结合，DNA1 链暴露出来，再加入
与 DNA1 链互补的 DNA2 链，通过杂交互补的方式
使纳米金的距离靠近。 由于纳米金的颜色具有光距
离依赖特性， 距离拉近就会引起纳米金颜色的变
化，加入的目标物质浓度不同，纳米金聚集的程度
不同，导致纳米金呈现不同颜色的变化，从而实现
可视化的检测。

图 2 用纳米金和 FB1-aptamer 检测 FB1的原理

Fig. 2 Schematic representation of detection FB1 using
nanoparticles linked FB1-aptamer

结果与讨论2
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2.2 NaCl浓度的优化及杂交条件的选择
纳米金与 DNA 的连接主要是在 DNA 上修饰

SH，通过 S-Au键将 DNA修饰在纳米金的表面[16-17]，
而纳米金上 DNA 的附着量和孵化时 NaCl 的浓度
相关 ， 以往研究中采用的大都是 100 mmol/L 的
NaCl浓度，冰箱 4 ℃，48 h以上的孵化条件[18-19]。 但

当采用这个方法加入 NaCl 为 100 mmol/L 时， 纳米
金的颜色就发生了变化。 本实验成功的一个前提就
是在最后一步 DNA2 链与 DNA1 链杂交之前的任
何一步都应保持纳米金的颜色不发生改变，为此作
者对实验条件进行了探索。 见表 1、表 2和图 3。

表 1 DNA1 链即 5′端与纳米金孵化条件的选择
Table 1 Incubation conditions choice of DNA1（5′end）chain and AuNPs

NaCl
mmol/L

总 DNA
260 T/℃

余 DNA
260

有效 DNA
260 T/℃

余 DNA
260

有效 DNA
260

100 0.390 8 37 0.291 4 0.099 4 4 0.312 1 0.078 7

200 0.390 8 37 0.275 2 0.115 6 4 0.285 3 0.105 5

300 0.390 8 37 0.212 8 0.178 4 0.231 4 0.159 4

400 0.390 8 37 0.184 5 0.206 3 4 0.200 9 0.189 9

500 0.390 8 37 0.143 2 0.247 6 4 0.189 5 0.201 3

600 0.390 8 37 0.120 7 0.270 1 4 0.164 6 0.226 2

表 2 DNA2 链即 3′端与纳米金孵化条件的选择
Table 2 Incubation conditions choice of DNA2（3′end）chain and AuNPs

NaCl
mmol/L

总 DNA
260 T/℃

余 DNA
260

有效 DNA
260 T/℃

余 DNA
260

有效 DNA
260

100 0.372 9 37 0.320 3 0.052 6 4 0.341 5 0.031 4

200 0.372 9 37 0.281 4 0.091 5 4 0.320 4 0.052 5

300 0.372 9 37 0.240 6 0.132 3 4 0.305 7 0.067 2

400 0.372 9 37 0.210 7 0.162 2 4 0.274 6 0.098 3

500 0.372 9 37 0.180 9 0.192 4 0.233 8 0.139 1

图 3 不同 NaCl浓度条件下 DNA1﹑DNA2 链与纳米金孵化后的扫描光谱和颜色比较
Fig. 3 UV-vis absorption spectra and chart of AuNPs linked DNA1 or DNA2 at Different conditions of NaCl concentration
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图 3 中的 100~600 mmol/L 代表的是 NaCl 浓
度，其中 a 图是 DNA2 链（左上角是没有加入 SDS，
NaCl 浓度为 100 mmol/L 时的纳米金颜色， 其余都
为加了 SDS纳米金的颜色），b图是 DNA1链。
从表 1 和表 2 可以推算出，无论是 DNA1 还是

DNA2 链，无论是 37 ℃还是 4 ℃，附着在纳米金表
面的有效 DNA 量都是随着 NaCl 浓度的增加而增
大的，37 ℃的孵化要好于 4 ℃的孵化。从表 1和表 2
还可以算出，NaCl 为 100 mmol/L 时，DNA1 链的孵
化率只有 20.3%，DNA2链的孵化率只有 14.1%。 为
了保持纳米金的颜色在连上 DNA 之后不发生变
化，提高 DNA 在纳米金表面的附着量，本实验中加
入了表面活性剂 SDS，从图 3（b）可以看出当加入
SDS 后，DNA1 链的 NaCl 浓度可以达到 500 mmol/L
时颜色仍不发生改变， 而当加到 600 mmol/L 时，颜
色开始变紫，400~800 nm的紫外扫描光谱也显示了
NaCl 浓度为 500 mmol/L 时， 峰的位置没有发生红
移，而当 NaCl浓度为 600 mmol/L 时，峰宽几乎没有
变化，但却发生了红移。 同样，如图 3（a）所示，当
DNA2 链的 NaCl 浓度达到 300 mmol/时 L， 纳米金
颜色不发生改变，峰位也没有出现红移；而当 NaCl
浓度达到 400 mmol/L 时，颜色开始变化，峰位也发
生了红移；NaCl 浓度为 500 mmol/L 时，峰位红移得
更多，而且峰开始变宽。所以作者最后选择了 DNA1
链熟化的 NaCl 浓度为 500 mmol/L， 此时的孵化率
为 63.3%，是之前的 3 倍。 DNA2 链的 NaCl 浓度为
300 mmol/L，此时的孵化率为 30.6%。 本实验中加入
SDS的主要作用一是增加纳米金的稳定性， 降低其
对管壁的吸附性；二是缩短了实验时间，以前的孵
化一般都要在 48 h以上，本实验只需 10 多个小时；
三是在维持纳米金颜色不变的同时增加了 NaCl 的
浓度，进而增加了纳米金表面 DNA 的附着量，这对
于以纳米金和 DNA 链为基础的其他实验都是至关
重要的环节， 因为 DNA 附着量的增加可以大大地
提高实验的灵敏度。
得到 DNA1 链和 DNA2 链修饰的纳米金之后，

选择了 4种常见的缓冲液分别作 37 ℃ 2 h 和 95 ℃
5 min 然后让其自然降温的方式对杂交条件进行了
筛选。 从图 4 可以看出，95 ℃ 5 min 然后让其自然
降温的方式得到的扫描图更稳定，1×PCR 扩增缓冲
液纳米金颜色开始变紫，峰位红移得多而且峰也变
得较宽，这对实验极其有利，因此最后选择的杂交

温度为 95 ℃，杂交缓冲液为 1×PCR扩增缓冲液。

注 ： ①0.001 mol/L EDTA，0.05 mol/L NaCl，0.02 mol/L Tris-
HCl；②超纯水；③20 mmol/L NaCl+10 mmol/L PB；④1×PCR
扩增缓冲液

图 4 4 种缓冲液杂交光谱及颜色比较
Fig. 4 UV -vis absorption spectra and chart of AuNPs

after DNA1 and DNA2 hybridzation at different
experimental conditions of temperature and buffer

2.3 FB1的定量检测

保持连有适配体的纳米金在加入 DNA2 链后
颜色不发生改变是本实验成功的另一个关键因素，
如图 5（a），因此在 DNA1 链与 Aptamer 杂交时，要
使 Aptamer 的量足够的大， 直至加入 DNA2 链颜色
不发生变化为止，然后再进行后续的实验。 而当加
入与目标物质结构相似的物质 FB2 时，纳米金的颜
色也几乎没有发生变化，这充分证明了适配体的高
特异性，能够区分结构相似的物质。 图 5（b）显示的
是 DNA1﹑DNA2以及 DNA1连接上 Aptamer 后的电
泳图，DNA1 链连接上 FB1-aptamer 之后，相对分子
质量变大，同样条件下跑得较慢，这也证明了作者
在纳米金表面成功连接上了 FB1-aptamer。
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图 5 纳 米 金 连 接 上 DNA1﹑DNA2 及 DNA1 连 接 上
Aptamer 后的电泳图以及加入不同浓度的 FB1 与

630/520 比值之间的线性关系
Fig. 5 Electrophorogram of AuNPs linked DNA1 or

DNA2 or DNA1-aptamer and Calibration curve
of the ratio of 630/520 and different FB1

concentrations

当加入不同质量浓度的目标物质 FB1 时 ，
Aptamer 优先与目标物质结合， 暴露的 DNA1 链就
会与 DNA2 链杂交互补， 使纳米金颗粒发生聚集，
如图 6 所示，FB1质量浓度逐渐增大，纳米金聚集程
度也越大，导致了纳米金颜色由红色到紫色再到蓝
色的逐渐变化。 从图 6 紫外扫描光谱上也可以看
出，当纳米金上连接了 DNA 链之后，它的峰位发生
微弱的红移，但峰宽仍保持不变，而且纳米金的颜
色也没有发生改变。 当加入的目标物质质量浓度逐
渐增大之后，它的峰红移越来越多，而且峰变得很
宽，520 nm处纳米金的特征峰值逐渐减小， 而接近
630 nm 处的吸收值逐渐增大，630/520 的比值也规
律性地变化。 以加入的目标物质质量浓度为横坐
标，630/520 的比值为纵坐标，在目标物质质量浓度
125 ~1 500 ng/L 范围内其线性回归方程为 y =

0.000 8x+0.313 1，R2=0.999 3，线性关系良好（图 5
（c）），对加入目标物质质量浓度 125、250、500、750、
1 000、1 250、1 500 ng/L重复 3次， 测得其在 520 nm
和 630 nm 处的吸收值 ，630/520 的相对标准偏差
（RSD）分别为 2.53%、2.46%、2.53%、2.52%、3.10%、
2.72%、2.53%，重复性较好，检测限为 125 ng/L。 透
射电镜也显示了纳米金逐渐聚集的过程，见图 7。但
当目标物质质量浓度进一步增大即大于 1 500 ng/L，
峰位红移得更多而且峰值减小，630/520 的比值不
再在这个线性范围之内。 CD 图是检测 DNA 二、三
级结构的有效工具，本实验中对加入不同质量浓度
的目标物质之后的混合物进行了 CD 190~350 nm
的扫描，结果如图 8 所示，波长在 270 nm 附近，峰
值随着 FB1质量浓度的增加而加大， 证明 Aptamer
形成了发卡、颈环等结构并与目标物质发生了特异
性结合。

图 6 不同 FB1浓度条件下的扫描光谱及纳米金颜色比较

Fig. 6 UV-vis absorption spectra and chart of AuNPs at
different FB1 concentrations
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图 7 纳米金的 TEM 电镜图
Fig. 7 TEM image of AuNPs

另外，本实验中还发现稀释 DNA 粉末时 PB 要
好于 Tris-buffer，这可能是因为 DNA 的骨架是电负
性的，而 Tris 中含有氨基带正电，二者之间存在的
静电作用占有了 DNA 在纳米金表面的大部分有效
空间，从而降低了 DNA的附着量。 超声也可以增加
DNA的附着量，可能是因为超声打破了纳米金表面
DNA分子间的相互作用， 创造了更多的剩余空间，
导致了 DNA 附着量的增加。 而纳米金粒径增大也
会增加 DNA的附着量。

图 8 不同浓度下的 CD 图
Fig. 8 CD spectra of different concentrations of FB1

2.4 啤酒中伏马菌素 FB1的加标回收

因谷物和水果受到伏马菌素的污染，以它们为
原料生产的啤酒、黄酒等发酵酒及以感染了黑曲霉
的葡萄等水果为原料制成的果汁、果（葡萄）酒中都
极易含有对人体有害的伏马菌素，但目前对于伏马
菌素的限量标准都集中在消费量较大的玉米谷物

及制品，对于酒类产品中伏马菌素的限量及检测方
法报道很少。 很多研究者都在致力于酒中伏马菌素
的脱毒研究，因此将作者新建立的方法应用于啤酒
（以大麦为主要原料，玉米、小麦等为辅助原料发酵
而成）中伏马菌素 FB1 的检测，其加标回收率见表
3，重复测定 3 次，在 190、450、600、800、1 250 ng/L
的 RSD值分别为 6.38、8.70、10.67、6.38、6.38。

表 3 啤酒中伏马菌素 FB1的加标回收率

Table 3 Recovery of FB1 in spiked beer samples

本实验中以纳米金为介质，以适配体为识别元
素， 实现了对 FB1的可视化检测。 当加入 SDS 时，
DNA 链与纳米金的孵化过程中，NaCl 浓度可以达
到 500 mmol/L 而纳米金仍不变色，打破了以前报道
中只加入 100 mmol/L 的界限 [20]， 进而增加了 DNA
的附着量，提高了实验的灵敏度。 当加入不同质量
浓度的 FB1 时，纳米金颜色发生改变，630/520 的值
也发生规律性变化， 进而实现定量检测的目的，最
低检测限为 125 ng/L。CD光谱显示了 Aptamer与目
标物质特异结合后发卡、 颈环、G-四聚体等结构的
存在。 在啤酒中的加标回收率良好。 这种简单快速
低成本的可视化检测方法越来越受到科学工作者

的重视，它将为分析检测提供一种全新的而且可行
的途径。

结 语3

添加量/(ng/L) 测得量/(ng/L) 回收率/%

190 181.0 95.3

450 438.1 97.4

600 562.2 93.7

800 732.8 91.6

1 250 1 186.2 94.8
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