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３９０～４５０、５００～５５０ｎｍ之间，此结果可作为利用紫外 －可见
吸收光谱检测农药的定性分析。由图２可以看出，把血清样
本按同比例配成血清水溶液后检测的吸收光谱，得出正常、高

血糖、高血脂、高血糖高血脂的吸收光谱图基本相同，峰位也

相同，都为２７８ｎｍ，只是具体的峰值不同。由图３可以看出，
同一浓度的戊唑醇加入不同生化指标血清中，２７８ｎｍ处的吸
收峰都产生显著的衰减现象，但是衰减的程度不同，高血脂血

清的衰减程度大于正常血清、高血糖血清和高血糖高血脂血

清。通过利用 Ｍａｔｌａｂ对血样中戊唑醇药液浓度值与 ３２６、
５６６ｎｍ处吸光度的关系建立了线性回归模型，发现５６６ｎｍ
处的函数模型比３２６ｎｍ处的函数模型拟合效果更好。该结
果可为吸收光谱检测不同生化指标中农药残留作参考。为进

一步研究农药与血清样本相互作用吸收光谱检测作理论依

据，并且在医学上农药中毒急救有重要的参考价值。
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免标记法快速检测啶虫脒的研究

王承克，陈　丹，张俊俊，陆　峰
（江苏大学食品与生物工程学院，江苏镇江２１２０３２）

　　摘要：发展了一种利用纳米金探针，免标记法检测啶虫脒的方法。本方法基于适配体能够使纳米金在 ＮａＣｌ溶液
中保持一定的稳定性，当啶虫脒存在时，由于啶虫脒与适配体特异性的相互作用，使纳米金稳定性降低，在 ＮａＣｌ存在
时发生聚集的原理，根据溶液吸收光谱６３０ｎｍ波长处吸光度值的改变，利用酶标仪实现了啶虫脒的快速定量检测。
检测线性范围为２～２０ｎｍｏｌ／Ｌ，检测限为２ｎｍｏｌ／Ｌ，检测过程在５ｍｉｎ内即可完成。本方法还成功用于实际水样（校
园湖水）中啶虫脒的检测。结果表明此方法具有较好的选择性和较高的灵敏度，对解决农产品和食品中农药残留等

食品安全问题具有重要意义。
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　　啶虫脒（ａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ）是一种被广泛使用的烟碱类高效杀
虫剂，具有很强的触杀、胃毒和内吸杀虫作用，主要作用于昆

虫神经突触后膜的乙酰胆碱受体，起到杀虫作用［１－２］。由于

其对于哺乳动物具有较低的毒性，同时与目前常见的有机磷

类、氨基甲酸酯类农药不存在交叉抗性，啶虫脒在现代农业中

被广泛使用。然而，由于过量使用或不当操作，在农产品或食

品中有时会存在一定程度的农药残留，特别是在谷物、蔬菜和

水中累积的啶虫脒会对人体健康带来隐患，对人体外周血淋

巴细胞具有一定的毒性，还会诱发 ＤＮＡ损伤；啶虫脒在水体
中的残留对于水生生物，如鱼、虾、藻类等具有高致毒性，对于

家蚕、鸟类、蜜蜂等也有较高的毒性，给环境安全带来隐患，也

给农业带来较大的损失［３－６］。因此，农产品、食品和水体中啶

虫脒的检测对于保障食品安全具有重要意义。

目前，常见的检测啶虫脒的方法包括高效液相色谱、气相

色谱和酶联免疫吸附测定法等［７－１１］，尽管这些方法可以用于

灵敏检测实际样品中的啶虫脒，但是由于所用仪器昂贵，耗时

较长，且操作繁琐，限制了其在食品安全快速检测中的应用。

建立一种快速、灵敏、便捷地检测食品中啶虫脒的方法对于保

障食品安全很有必要。

适配体是一种经指数富集的配体系统进化技术筛选出的

能与待测分子发生特异性相互作用的 ＤＮＡ／ＲＮＡ片段，由于
其合成便利、成本低、易于设计、亲和力强、特异性好的优点，

被广泛用于小分子的检测［１２－１５］。另一方面，功能化的纳米金
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探针作为一种新型的传感器，具有易于制备、易于功能化，且

具有很好的光学性质等优点，在金属离子、蛋白质、小分子

的检测中受到人们的日益关注［１６－１９］。近年来，也有一些报

道以适配体功能化纳米金为探针对生物分子进行检测，例

如，Ｌｕｏ等利用半胱胺功能化纳米金在适配体存在时，加入
四环素前后溶液吸收光谱的改变，对四环素进行灵敏检

测［２０］；Ｃｈｅｎ等利用纳米金和荧光分子修饰的适配体的相互
作用，通过测定溶液荧光光谱的改变实现了对卡那霉素的

灵敏检测［２１］；Ｐｅｉｎｅｔｔｉ等通过测定纳米金和适配体相互作用
后加入磷酸腺苷时阻抗的变化，实现了磷酸腺苷的灵敏检

测［２２］。以上研究都显示出较好的选择性和较高的灵敏度，

然而，由于实验中需要用到荧光光谱仪、电化学工作站等仪

器，在快速简便检测小分子方面存在一定不足，利用实验室

常见的固定波长酶标仪对实际样品中的啶虫脒进行快速灵

敏检测具有一定的创新性。

基于啶虫脒与适配体特异性的相互作用和纳米金在分散

和聚集状态时吸收光谱的改变，本研究拟发展一种免标记的

新方法，以实现缓冲溶液和实际水样中啶虫脒的高选择性和

快速灵敏检测。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
啶虫脒、异稻瘟净、硫酸卡那霉素购于 Ａｌａｄｄｉｎ化学试剂

有限公司，赭曲霉毒素Ａ购于新加坡Ｐｒｉｂｏｌａｂ公司，二水合氯
金酸购于美国Ｓｉｇｍａ公司，根据文献［２３］选取能与啶虫脒发
生相互作用的适配体（５′－ＴＧＴＡＡＴＴＴＧＴＣＴＧＣＡＧＣＧＧＴＴＣＴＴ
ＧＡＴＣＧＣＴＧＡＣＡＣＣＡＴＡＴＴＡＴＧＡＡＧＡ－３′），并由上海生工生
物工程股份有限公司合成纯化，使用前溶于去离子水中，试验

用水为去离子水，其他试剂均为分析纯。

溶液紫外－可见光谱扫描使用ＶａｒｉａｎＣａｒｙ１００紫外可见
光谱仪（美国），溶液６３０ｎｍ处波长记录使用 ＭｕｌｔｉｓｃａｎＭＫ３
酶标仪（美国）。

１．２　缓冲溶液中啶虫脒的检测
粒径为１３ｎｍ的纳米金，利用文献［２４－２５］方法，使用

柠檬酸钠还原氯金酸溶液法制备。向１００μＬ纳米金溶液中
加入终浓度为４０ｎｍｏｌ／Ｌ的适配体和不同浓度的啶虫脒后，
再加入ＮａＣｌ溶液，使其终浓度为１５０ｍｍｏｌ／Ｌ，反应１０ｍｉｎ，利
用酶标仪记录溶液６３０ｎｍ处吸光度值。

２　结果与讨论

２．１　传感器的设计原理
表面包覆有柠檬酸根离子的纳米金由于表面所带的负电

荷，相互排斥，在溶液中保持分散状态，当加入 ＮａＣｌ时，由于
ＮａＣｌ破坏了纳米金表面的双电层，使纳米金的稳定性大大降
低，从分散状态转变为聚集状态，溶液颜色由红色转变为蓝紫

色，相应的溶液光谱会发生红移，６３０ｎｍ处吸光度值也会明
显增加［２６］，如图１所示。当适配体单链ＤＮＡ存在时，纳米金
表面的柠檬酸根被适配体取代，由于ＤＮＡ侧链磷酸基团与纳
米金非特异性相互作用，使纳米金带负电，当加入一定浓度的

ＮａＣｌ时，纳米金可以保持一定的稳定性而不发生聚集，溶液
颜色仍为红色。而当待测物质啶虫脒存在时，由于啶虫脒与

适配体特异性亲和作用，适配体构型发生改变，从纳米金表面

脱落，再加入ＮａＣｌ时，纳米金会发生明显聚集，溶液颜色由红
色变为蓝紫色。随待测溶液中啶虫脒浓度的改变，纳米金溶

液光谱也逐渐改变［２７］，基于此可以方便快捷地检测溶液中的

啶虫脒。

２．２　可行性论证
为验证试验的可行性，在纳米金探针溶液中加入适配体

和不同浓度的啶虫脒，最后加入不同浓度的 ＮａＣｌ溶液，如图
２所示，当溶液中不含有啶虫脒时，溶液光谱最大吸收峰位于
５２０ｎｍ处，而当溶液中存在５０ｎｍｏｌ／Ｌ啶虫脒时，溶液光谱明
显红移，５２０ｎｍ处吸光度降低，而６３０ｎｍ处吸光度值明显增
大，此现象说明啶虫脒与适配体的结合使纳米金的稳定性降

低。基于该性质可用于啶虫脒的检测。后续试验为了减少光

谱测定时间，简化操作步骤，选取６３０ｎｍ作为溶液特征吸收
波长，同时使用了能快速（１～２ｓ）、高通量测定溶液６３０ｎｍ
处吸光度值的酶标仪。

２．３　试验条件的优化
使用免标记法测定啶虫脒，溶液光谱变化与试验反应条

件密切相关，包括适配体浓度、ＮａＣｌ浓度、加入 ＮａＣｌ后反应
时间、反应体系的 ｐＨ值等。为使该传感器获得最佳的检测
性能，分别对上述试验条件进行优化。
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试验结果表明，适配体浓度在４０ｎｍｏｌ／Ｌ时，如图３Ａ所
示，随着所加入的 ＮａＣｌ浓度逐渐增加，加入５０ｎｍｏｌ／Ｌ啶虫
脒前后，纳米金溶液在６３０ｎｍ处吸光度值逐渐产生差异，当
ＮａＣｌ浓度达到１５０ｍｍｏｌ／Ｌ时，加入啶虫脒前后溶液６３０ｎｍ
处吸光度值存在最大差异，继续增加 ＮａＣｌ浓度，吸光度值差
值逐渐减小。这是由于当ＮａＣｌ浓度较低时，纳米金溶液始终
保持较为稳定状态，纳米金呈分散状态，溶液光谱差异较小，

而当ＮａＣｌ浓度较高时，即使不存在啶虫脒的竞争性作用，吸
附在纳米金表面的适配体也不足以维持纳米金溶液的分散状

态，即溶液中的纳米金已经完全聚集，造成溶液６３０ｎｍ处吸
光度值差异减小；只有在 ＮａＣｌ浓度适中时，由于啶虫脒的竞
争性作用，吸附在纳米金表面的适配体脱落，使其稳定性降

低，而不存在啶虫脒的溶液，由于纳米金表面的适配体的保护

作用，使纳米金在加入ＮａＣｌ后保持分散状态，溶液６３０ｎｍ处
吸光度值差异最大。同时试验结果表明，在加入 ＮａＣｌ５ｍｉｎ
后，吸光度值即保持稳定。因此，本试验选择４０ｎｍｏｌ／Ｌ为适
配体最佳浓度，１５０ｍｍｏｌ／Ｌ为最适 ＮａＣｌ浓度，在加毕 ＮａＣｌ
后反应５ｍｉｎ，使用酶标仪测定溶液在６３０ｎｍ处吸光度值。

试验还对体系ｐＨ值进行优化，如图３Ｂ所示，当ｐＨ值在
５．５～８．５间，溶液在６３０ｎｍ处吸光度值均比不含有啶虫脒
的溶液吸光度值大，在ｐＨ值为７．５时存在最大差异，这可能
是由于不同ｐＨ值时，纳米金与适配体亲和力存在差异，同时
不同ｐＨ值对纳米金稳定性也存在一定影响。后续试验中，
采用ｐＨ值为７．５作为最佳试验条件。

２．４　啶虫脒的检测曲线
在最优试验条件下，考察该传感器对啶虫脒的检测能力。

图４为纳米金溶液中含有不同浓度啶虫脒时６３０ｎｍ处吸光
度值的变化。从图 ４可以看出，在 ０～５０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度范围
内，溶液６３０ｎｍ处吸光度值随啶虫脒浓度的增加而增加，说
明随着啶虫脒的增加，结合在纳米金表面的适配体量逐渐减

少，纳米金在ＮａＣｌ存在时的稳定性也逐渐降低。图４插图显

示在２～２０ｎｍｏｌ／Ｌ范围内，溶液在６３０ｎｍ处吸光度值与啶
虫脒浓度线性相关。线性方程为 Ｄ６３０ｎｍ ＝０．２７２７＋０．００１３
Ｃａｃｅｔａｍｉｐｒｉｄ，相关系数（Ｒ２＝０．９４），传感器对啶虫脒检出限
为２ｎｍｏｌ／Ｌ。

２．５　方法的选择性
试验还考察了该传感器对啶虫脒的选择性，结果如图５

所示，在相同试验条件下，当溶液中存在５０ｎｍｏｌ／Ｌ赭曲霉毒
素Ａ（真菌毒素）、异稻瘟净（农药）或卡那霉素（兽药）时，溶
液在６３０ｎｍ处吸光度值远远低于其对于目标分子啶虫脒的
响应，表明该传感器对啶虫脒有着较高的选择性，该方法有很

好的特异性。

２．６　实际样品的检测
为了验证该免标记传感器的实用性，本研究对实际水样

（取自校园湖水）加标，进行啶虫脒的回收率试验。在测定

前，水样首先用０．４５μｍ孔径的滤芯过滤以去除其中的固体
杂质，再利用本研究所建立的方法，在最优化条件下对啶虫脒

进行定量分析，表 １结果表明，当加入的啶虫脒在 ５～
２０ｎｍｏｌ／Ｌ时，回收率为９０％ ～１０９％，ＲＳＤ低于９％，说明该
传感器能够用于实际样品中啶虫脒的检测。

表１　湖水中啶虫脒加标回收率测定

样品
加入量

（ｎｍｏｌ／Ｌ）
测出量

（ｎｍｏｌ／Ｌ）
回收率

（％）
相对标准偏差

（％）

１ ５ ４．５±０．４ ９０ ８．７
２ １０ １０．９±０．９ １０９ ８．３
３ ２０ ２１．８±１．６ １０９ ７．３

３　结论

本研究利用啶虫脒［２８］与其适配体特异性的相互作用以

及纳米金优异的光学性质，构建了一种快速、灵敏检测溶液中
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啶虫脒的方法，具有较好的灵敏度和特异性，操作简便，有望

用于农产品或食品安全的快速分析。
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