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摘要：食物中存在毒性和致癌性较强的黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１），目前常规的检测
方法有薄层色谱法、高效液相色谱法、液相色谱－串联质谱法和免疫分析法，但
都存在一定局限性．基于核酸适体传感器的ＡＦＢ１检测研究取得了一定成果，基
于电化学核酸适体传感器、光学核酸适体传感器和ＰＣＲ核酸适体传感器的３种
新型检测技术各有利弊，将血糖仪作为检测仪器、与核酸适体传感器相结合检

测ＡＦＢ１的思路有待实验验证．未来基于生物识别元件和磁性材料的磁亲和固
相萃取法与核酸适体传感器相结合进行ＡＦＢ１检测，有望获得突破．
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０　引言

１９９３年，黄曲霉毒素 ＡＦＴ（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ）被世

界卫生组织的癌症研究机构划定为一类致癌

物．目前已鉴定分离出 ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，

ＡＦＧ２，ＡＦＭ１，ＡＦＭ２，ＡＦＰ１，ＡＦＱ１和 ＡＦＨ１等

１０多种黄曲霉毒素，它们都是二氢呋喃氧杂萘

邻酮的衍生物，但具体结构不同，毒性大小也有

差异，其中黄曲霉毒素Ｂ１（ＡｆｌａｔｏｘｉｎＢ１，ＡＦＢ１）

的毒性和致癌性最强［１－３］．ＡＦＢ１主要对肝脏产

生毒害，可导致肝癌、食道癌等严重疾病．ＡＦＢ１

的强毒性、高致癌性和存在的广泛性，对人类健

康和牲畜安全造成了严重的威胁．包括我国在

内的许多国家和组织对其在食物中的检出限制

定了控制标准和检测方法［４］．如我国现行标准

中对小麦、大麦等谷物的ＡＦＢ１限量为５μｇ／ｋｇ，

而欧盟更加严格地限定为２μｇ／ｋｇ．为达到对

ＡＦＢ１检测的低检出限和高选择性要求，在实际

检测中往往需要注意样品预处理问题［５］和检测

方法的合理选择．

随着科学技术的进步，尤其是核酸适

体［６－８］的发现，核酸适体传感器这一新型检测

技术吸引了越来越多的科研人员关注．

核酸适体是一段寡聚核苷酸，能够特异性

结合蛋白质或其他小分子物质，具有低成本、高

稳定性、易修饰、易合成、不需要活体动物或细

胞、可重复利用等许多优点．因此，利用核酸适

体与靶物质的高效特异性结合来代替免疫分析

方法中抗原－抗体的特异性结合，进而制备核

酸适体传感器来检测靶物质，具有重要的研究

价值与广阔的研究前景．起初，核酸适体传感器

主要集中于对赭曲霉素 Ａ（ＯＴＡ）和伏马菌素

Ｂ１（ＦＢ１）的检测，这是由于针对其他毒素的可

利用适体有限．２０１０年加拿大的Ｎｅｏｖｅｎｔｕｒｅｓ生

物科技有限公司取得了针对 ＡＦＢ１和玉米烯酮

的核酸适体专利［９］，开启了 ＡＦＢ１核酸适体传

感器的研究热潮．本文拟对不同核酸适体传感

器检测ＡＦＢ１的原理和检测结果进行探讨，以

期为进一步研究提供参考．

１　ＡＦＢ１的常规检测方法

研究人员基于ＡＦＢ１的物理、化学、光学和

生物等特性，利用色谱、质谱、荧光分析、免疫分

析等检测分析技术研究出不同的 ＡＦＢ１检测分

析方法．可分离定量检测 ＡＦＢ１的方法主要有

薄层色谱法 ＴＬＣ［１０－１２］（ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｙ）、高 效 液 相 色 谱 法 ＨＰＬＣ［１３－１５］（ｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）、液相色谱－

串联质谱法ＬＣＭＳ［１６－１８］（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）和免疫分析方法．

薄层色谱法是将 ＡＦＢ１从样品中提取、净

化后，在薄层板上展开，用紫外灯照射，根据

ＡＦＢ１发出的荧光强度检测其含量．该方法设备

成本低、操作简单、易于推广，但是样品的预处

理较繁琐，且在薄层板上展开时容易受到杂质

干扰，测量精确度较低，耗费时间较长．
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高效液相色谱法采用高压系统将 ＡＦＢ１缓

冲液等液体流动相泵入装有固定相的色谱柱，

在柱内分离出待测组分，然后使用荧光检测器

进行检测与分析．由于采用色谱柱分离，该方法

具有较高的精确度，而且可以实现对多种黄曲

霉毒素的同时检测，有利于提高检测效率．但该

方法需使用高压系统等设备，对操作人员的技

术水平要求较高．

液相色谱－串联质谱法综合了液相色谱的

高效分离和质谱的精确测量的优点，可进行更

为可靠的 ＡＦＢ１定性和定量测量．与高效液相

色谱法相比，液相色谱 －串联质谱法同样具有

同时对多个目标进行定性和定量检测的功能，

精确度和灵敏度更高，并且不需要进行衍生等

复杂处理．但是该方法设备昂贵，需要专业的操

作技能，不易推广．

免 疫 分 析 方 法 包 括 酶 联 免 疫 法

（ＥＬＩＳＡ）［１９－２１］、免疫层析法（ＩＣＡ）［２２－２３］、放射

免疫法（ＲＩＡ）［２４－２５］、免疫荧光法［２６］．这类检测

方法检测 ＡＦＢ１普遍具有特异性强、样品预处

理简单、检测周期短等优点．近年来一些用于

ＡＦＢ１检测的商用试剂盒和试剂纸的出现，使得

检测更加方便快捷．但是 ＡＦＢ１的抗体制备比

较繁琐且成本高，抗体的运输与贮存也有较苛

刻的条件要求，因而一定程度上限制了该类免

疫分析方法的应用与发展．

２　基于核酸适体传感器的ＡＦＢ１检测

核酸适体传感器主要由识别元件和换能器

组成，其传感原理如图１所示．传感器以核酸适

体作为识别元件，分析物被核酸适体识别并发

生高特异性和强亲和力结合，引起核酸适体空

间构象的变化，进而产生一系列物理、化学、光

学等变化，相应的换能器将变化信息转变成可

定量处理的标准电信号，再经过放大并输出，最

终检测出待测物浓度．

根据换能器的不同转换原理，目前检测

ＡＦＢ１的核酸适体传感器主要分为３种，即电化

学核酸适体传感器、光学核酸适体传感器和

ＰＣＲ核酸适体传感器．

２．１　电化学核酸适体传感器
电化学核酸适体传感器的构造与检测过程

主要包括 ４步，即适体固定→适体与目标结

合→将电化学信息变化转为可测信号→可测信

号的放大显示．研究者针对这４步提出了各种

策略和方法来构建新型的电化学适体传感器［２７］，

图１　核酸适体传感器的传感示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｓｅｎｓｏｒｐｒｉｎｃｉｐｌｅｂａｓｅｄｏｎｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄａｐｔａｓｅｎｓｏｒ
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以提高检测的灵敏度和特异性．Ｇ．Ｅｖｔｕｇｙｎ

等［２８］针对适体固定过程，用电聚合的中性红和

环芳烃修饰玻碳电极，ＤＮＡ适体通过共价作用

力固定在环芳烃上，构造出一种新型电化学适

体传感器来检测ＡＦＢ１．针对适体识别目标后导

致的电化学信号变化，一方面采用循环伏安法

（ＣＶ）测量阴极探针峰值电流的减少，另一方面

采用电化学阻抗谱法（ＥＩＳ）测量电子转移电阻

的增加．两种检测方法的线性范围分别为０．１～

１００ｎｍｏｌ／Ｌ与０．０５～１００ｎｍｏｌ／Ｌ，检出限分别

为０．１ｎｍｏｌ／Ｌ与 ０．０５ｎｍｏｌ／Ｌ．Ｙ．Ｓｅｏｋ等［２９］针

对适体的固定，构建了一种新型的采用比色法

检测ＡＦＢ１的核酸适体传感器．其中ＤＮＡ适体

与ＤＮＡ型酶裂开的两条 ＤＮＡ单链结合，构成

Ｇ四联体．该四联体在氯化铁血红素存在的条

件下可以起到过氧物酶的催化作用，并且催化

作用有显色反应．当 ＡＦＢ１出现并与适体竞争

结合时，该Ｇ四联体裂开，失去催化作用，无显

色反应．此传感器的检测范围为 ０．１～

１０４ｎｇ／ｍＬ，肉眼的检出限为０．１ｎｇ／ｍＬ，吸收光

谱法的检出限为０．０５４ｎｇ／ｍＬ．通过肉眼便可

观察到颜色变化，使该传感器的使用更加简单

和方便．Ｇ．Ｃａｓｔｉｌｌｏ等［３０］针对适体与目标的结

合过程，将树枝状聚酰胺高分子（ＰＡＭＡＭ）固

定在修饰有半胱氨酸（Ｃｙｓ）的金电极上来构造

新型传感器．ＣｙｓＰＡＭＡＭ层与 Ｃｙｓ层、巯基十

一酸（ＭＵＡ）层和 ＭＵＡＰＡＭＡＭ层等其他固定

层相比，更适合用来产生灵敏的可再生信号．采

用ＣＶ法和 ＥＩＳ法测试的线性范围为 ０．４～

１０ｎｍｏｌ／Ｌ，检出限为 ０．４ｎｍｏｌ／Ｌ．Ｗ．Ｌ．Ｚｈｅｎｇ

等［３１］针对电化学信号的放大过程，采用了两重

信号放大策略来提高检测的灵敏度，达到对痕

量ＡＦＢ１的检测：一重放大用端粒酶来延长固

定在纳米金表面的ｓｓＤＮＡ探针，使信号响应范

围相应扩大；二重放大用核酸外切酶Ⅲ来水解

适体识别ＡＦＢ１后形成的 ｄｓＤＮＡ末端，使结合

的ＡＦＢ１分离，重新进入识别 －敏感系统，进行

信号放大．用ＣＶ法进行检测，该传感器的线性

范围为 ０．６×１０－４ ～１００ｐｇ／ｍＬ，检出限为

０．６×１０－４ｐｇ／ｍＬ．

电化学核酸适体传感器使用的电化学换能

器具有诸多优点，如快速和可靠的响应，与常规

测量装置有较好的兼容性，小型化现场应用和

低测量成本等，近年来吸引了越来越多的关注．

研究人员针对其检测过程的４个主要步骤，不

断进行结构和方法创新来构建新型电化学适体

传感器，成为当前研究的热点．

笔者课题组针对一般检测设备较昂贵这一

现象，构思了一种利用血糖仪检测 ＡＦＢ１的电

化学核酸适体传感器，并将在下一步进行实验

验证．血糖仪的使用不仅可以大幅降低检测成

本，而且便于进行现场检测．该传感器的设计与

检测原理如图２所示：待检测的 ＡＦＢ１加入９６

微孔板后，被固定在微孔板上的 ＡＦＢ１抗体为

抗原－抗体的特异性结合所捕获，再加入修饰

有蔗糖酶的ＡＦＢ１适体；适体与ＡＦＢ１通过适体

与靶物质间的强亲和力结合，充分反应后，冲洗

图２　利用血糖仪检测ＡＦＢ１的电化学

核酸适体传感器设计

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｄｅｓｇｉｎｏｆＡＦＢ１ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｎｕｃｌｅｉｃ

ａｃｉｄａｐｔａｓｅｎｓｏｒｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｍｅｔｅｒ
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掉未结合的适体，再加入适量蔗糖；蔗糖被适体

上修饰的蔗糖酶水解为葡萄糖，建立起葡萄糖

与待测ＡＦＢ１浓度之间的线性关系，并通过血

糖仪检测葡萄糖浓度来间接检测ＡＦＢ１浓度．

２．２　光学核酸适体传感器
光学核酸适体传感器通过换能器先将适体

与目标物的特异性结合转换为荧光信号的变

化，再通过荧光信号的变化强度来计算 ＡＦＢ１

的浓度．光学核酸适体传感器中较常见的是构

建荧光淬灭系统来进行荧光变化测量，从而测

量ＡＦＢ１的浓度．Ｂ．Ｗａｎｇ等［３２］基于纳米金和

荧光掺氮碳量子点（Ｎ．Ｃｄｏｔｓ）的荧光淬灭系

统，构建了一种新型的光学核酸适体传感器：带

电的 Ｎ．Ｃｄｏｔｓ通过静电作用力组装在核酸适

体与纳米金的耦合物上，量子点的荧光被纳米

金高效淬灭；当ＡＦＢ１加入分析溶液时，其与适

体的竞争性结合将导致量子点脱离纳米金，荧

光恢复，荧光增加的强度与加入的 ＡＦＢ１浓度

呈正相关．此传感器检测的线性范围为

５ｐｇ／ｍＬ～２ｎｇ／ｍＬ，检出限为５ｐｇ／ｍＬ．Ｚ．Ｓ．Ｌｕ

等［３３］则采用基于氧化石墨烯和ＣｄＴｅ量子点的

荧光淬灭系统来检测ＡＦＢ１：将ＡＦＢ１核酸适体

通过配体变换反应连接到ＣｄＴｅ量子点表面，量

子点的荧光可以被氧化石墨烯高效淬灭，加入

ＡＦＢ１后其荧光恢复，而荧光强度反映ＡＦＢ１的

浓度．在磷酸盐缓冲液和花生油中做实验评估，

结果表明该传感器具有很好的选择性和较宽的

动态响应，在缓冲液体系中检测范围为

３．２ｎｍｏｌ／Ｌ～３２０μｍｏｌ／Ｌ，检出限为１ｎｍｏｌ／Ｌ；

在 油 溶 液 中 检 测 范 围 为 １．６ｎｍｏｌ／Ｌ～

１６０μｍｏｌ／Ｌ，检出限为１．４ｎｍｏｌ／Ｌ．

采用荧光淬灭系统的光学核酸适体传感器

在检测中往往需要使用荧光光谱仪等较昂贵的

设备，且需要专业人员操作．Ｗ．Ｂ．Ｓｈｉｍａ等［３４］

针对在人类疾病诊断、环境危害和食物样品中

对霉菌毒素的现场检测要求，研究了一种简单、

快速、便捷的量油尺分析方法，用来现场检测

ＡＦＢ１的浓度，全部检测过程可在３０ｍｉｎ内完

成．该分析方法基于修饰有生物素的 ＡＦＢ１适

体对目标物和修饰有 ｃｙ５的互补 ＤＮＡ探针的

竞争结合作用，将亲和素和ｃｙ５的抗体作为捕

获剂固定在硝酸纤维素膜的检测线和对照线上

来构造分析平台：没有 ＡＦＢ１加入时，对照线和

检测线都发光；加入ＡＦＢ１后，对照线仍发光但

检测线不发光，以此达到快速检测 ＡＦＢ１的目

的．在最优条件下，此方法对缓冲液中 ＡＦＢ１的

检测范围为 ０．１～１０ｎｇ／ｍＬ，检出限为

０．１ｎｇ／ｍＬ；对玉米样品中 ＡＦＢ１的检测范围为

０．３～１０ｎｇ／ｍＬ，检出限为０．３ｎｇ／ｍＬ．对已知

ＡＦＢ１浓度的样品进行验证实验，结果表明：该

方法获得的结果与 ＥＬＩＳＡ测得的结果具有很

好的一致性．

光学核酸适体传感器凭借操作简单和高灵

敏度等特点，在化学和生物医学研究领域得到

广泛应用．近年来，石墨烯因其优良的化学惰

性、便于修饰和抗光漂白等特性被广泛关

注［３５］，表明研究基于石墨烯及其衍生物的荧光

适体传感器具有巨大的潜力．

２．３　ＰＣＲ核酸适体传感器
实时荧光定量核酸扩增技术（ＲＴｑＰＣＲ）是

在聚合酶链式反应（ＰＣＲ）体系中加入 Ｔａｑｍａｎ

和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ等荧光基团，利用荧光信号累积

实时监测整个 ＰＣＲ扩增反应中每个循环扩增

产物量的变化，通过扩增产物的荧光信号达到

设定的阈值时所经过的扩增循环次数（Ｃｔ值）

和标准曲线的分析对起始模板进行定量检测，

起始模板数量的对数值与 Ｃｔ值呈线性关系．

ＲＴｑＰＣＲ技术的应用使得传感器的灵敏度明

显提高，并以其操作简单和检测时间短而得到

研究人员的关注．研究人员最初应用该技术对

代谢产生 ＡＦＴ的菌落数量进行检测．Ａ．

Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ等［３６］采用 ＲＴｑＰＣＲ技术，分别利用
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Ｔａｑｍａｎ荧光探针和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料作为

荧光定量试剂来跟踪与ＡＦＢ１合成有关的Ｏ甲

基转移酶基因．两种方法中该基因的复制数量

与Ｃｔ值都呈现良好的线性关系，在花生、调味

品和腊肠中的检测范围为１～４ｌｏｇＣＦＵ／ｇ，检

出限为 １ｌｏｇＣＦＵ／ｇ．Ｒ．Ｅ．Ｌｅｖｉｎ［３７］对 使 用

ＲＴｑＰＣＲ技术检测代谢产生ＡＦＢ１霉菌的多种

方法进行了综述．为了进一步直接检测食物中

ＡＦＢ１的含量，Ｄ．Ｂａｂｕ等［３８］结合免疫磁珠和

ＲＴｑＰＣＲ技术构造了新型传感器检测 ＡＦＢ１，

并使得样品的检出限由 １０ｎｇ／ｍＬ降低到

０．１ｎｇ／ｍＬ．为进一步提高传感器灵敏度，Ｘ．Ｄ．

Ｇｕｏ等［３９］利用ＲＴｑＰＣＲ技术，用适体作识别探

针，其互补单链 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ扩增的模板来

产生信号，对被测信号进行有效放大．在没有

ＡＦＢ１出现时，ＡＦＢ１适体的互补单链ＤＮＡ通过

碱基互补配对结合在固定于 ＰＣＲ管中的适体

上；加入ＡＦＢ１后，ＡＦＢ１与适体的竞争性结合

使得互补的单链ＤＮＡ脱离并进行扩增，进而使

阈值循环数增加，变化量与加入的 ＡＦＢ１浓度

呈正相关．在最优条件下，其检测范围为 ５×

１０－５～５ｎｇ／ｍＬ，检出限为２５ｆｇ／ｍＬ．该超灵敏

的检测技术在对霉菌毒素进行高通量筛选和定

量检测方面具有良好的应用前景．

ＲＴｑＰＣＲ技术的使用使得核酸适体传感

器的灵敏度得到很大提高，受到人们越来越多

的青睐．它不仅可以实现多通道检测，而且随着

检测速度和便携式发展潜力的提高，在疾病诊

断和环境监测等领域的现场检测方面也将发挥

更大的作用．

３　结论与展望

近年来，食品安全问题一直都是人们关注

的焦点，而核酸适体传感器凭借其诸多优点在

生物、医疗、环境与食品检测中的应用越来越广

泛，本文对用于检测严重威胁人类健康安全的

ＡＦＢ１的３类核酸适体传感器进行了综述．目

前，核酸适体传感器检测 ＡＦＢ１的研究工作取

得了一定的成果，但还有诸多问题有待解决，如

免疫亲和柱等经典的样品预处理方法操作繁

琐、费时、重现性差，已成为分析检测的瓶颈之

一．针对该问题，研究人员建立了基于生物识别

元件和磁性材料的磁亲和固相萃取法［４０－４１］，使

用表面修饰有抗体或核酸适体的磁亲和固相萃

取吸附剂来提高样品预处理精度．采用该萃取

法进行样品预处理，并结合核酸适体传感器进

行ＡＦＢ１检测，有望成为ＡＦＢ１样品预处理方法

的一种新突破．
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