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［摘　 要］ 　 建立纳米金 －核酸适配体可视化检测蜂蜜中恩诺沙星的方法。 首先利用还原法合成纳

米金（ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ＡｕＮＰｓ）颗粒，利用紫外分光光度计对实验原理进行验证，优化了实验条件，
建立了恩诺沙星浓度和特定波长下吸光度值之间的关系式。 同时也验证了该方法的特异性。 所得

线性回归方程在低浓度时为 ｙ ＝ ０． ６３７７ｘ ＋ ０． ８９４９５，Ｒ２ ＝ ０． ９９０２６，方法检出限为 ０． ０１８ μｇ ／ ｍＬ；所得

线性回归方程在高浓度时为 ｙ ＝ ０． ０４４２８ｘ ＋ ０． ９５５７８，Ｒ２ ＝ ０． ９９８１２，方法检出限为 ０． ２６５ μｇ ／ ｍＬ。 方

法具有一定的特异性。 对恩诺沙星实际样品测定的回收率为 ９５． ５％ ～ ９７． ８％ ，相对标准偏差小于

１０％ 。 方法操作方便简便，成本低，检测时间短，可用于畜产品中恩诺沙星快速定量检测。
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０ ９９８１２，ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ０． ２６５ μｇ ／ ｍＬ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ
ｈａｓ ｃｅｒｔａｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｗａｓ ９５． ５％ － ９７． ８％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ （ＲＳＤ） ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０％ ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ ａｎｄ ｓｉｍｐｌｅ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ， ｌｏｗ ｃｏｓｔ， ｓｈｏｒｔ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎ ｈｏｎｅｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ； ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｐｔａｍｅｒ； ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 恩诺沙星是第三代喹诺酮类的抗菌药物，因其

抗菌谱广、抗菌活性强、毒性弱，价格低廉等原因，
被广泛应用于治疗畜禽疾病［１］。 然而，由于长期不

规范或滥用药物等原因，造成动物性食品中恩诺沙

星残留问题频繁出现，也会产生细菌耐药性问

题［２］。 恩诺沙星和它的代谢产物环丙沙星（ＣＩＰ）
的代谢是非常缓慢的［３］，其在畜产品中的残留通过

食物链对人类健康和生态环境造成一定的危害［４］。
由于恩诺沙星残留具有一定的潜在危害。 为满足

市场监管需要，保障食品安全，保护人类身体健康，
开发研究一些快速、准确、便捷的检测畜产品中恩

诺沙星残留的新方法很有必要。
近年来，食品中恩诺沙星检测方法主要有免疫

分析法［５］、微生物检测法［６，７］、大型仪器设备分析方

法等。 免疫分析法、微生物检测法等方法存在周期

长、易受环境因素影响、易出现假阳性、标记修饰复

杂难以定向标记等不足。 大型仪器分析法主要有

高效液相色谱法［８，９］、液相色谱 － 质谱联用法［１０］

等，这些方法灵敏、准确，但有一定的局限性，如需

要昂贵的仪器设备，操作专业度高，前处理过程复

杂，耗时长，后期设备维修成本大等，在市场现场快

速检测、市场监管中难以广泛推广。
电化学生物传感器法［１１，１２］具有灵敏度高、检测

范围广、携带方便，不需要昂贵的仪器设备以及复

杂的前处理过程等特点广泛应用于畜产品兽药残

留检测。 为提高传感器的灵敏度，常常在电极表面

负载一些二维纳米材料，如铂、金等纳米粒子，纳米

金粒子（ＡｕＮＰｓ）具有独特的光学和化学性能，在催

化、传感、检测、生物标记等方面有广泛的应用。 核

酸适配体（ ａｐｔａｍｅｒ，Ａｐｔ） 是一种新型生物识别元

件，与靶标具有高亲和力及选择性结合，具有稳定

性好、合成简单、易修饰、受环境因素影响较小等优

势，在食品检测分析、药物检测等领域发展十分迅

速［１３ － １５］。 基于适配体纳米金比色传感器可通过肉

眼直接观察溶液体系颜色变化来进行目标物的含

量检测，紫外分光光度计和酶标仪的使用可提高方

法检测的灵敏度、准确度，可以开发成本低，耗时

短，灵敏度高、选择性强的畜产品中恩诺沙星检测

方法。
研究采用还原法制备纳米金（ＡｕＮＰｓ）颗粒，利

用纳米金（ＡｕＮＰｓ）催化 Ｈ２ Ｏ２ 氧化四甲基联苯胺

（ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ）显色，结合核酸适配体

特异性高，亲和力强的特点，优化影响实验的各项

因素，建立了恩诺沙星的可视化快速检测方法，并
将建立的方法体系应用于实际样品检测中，方法具

有显著的特异性。 本研究旨在为恩诺沙星的快速

检测提供一种新的思路，同时为以后快速检测恩诺

沙星试剂盒的研发提供理论基础。
１　 材料与方法

１． １　 试剂与材料 　 四氯金酸、柠檬酸钠、氯化钠

（均为分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；恩诺

沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星标准品（购自

中国兽医药品监察所）；沙拉沙星（德国 Ｄｒ 公司）；
盐酸恩诺沙星（购自广州佳途科技股份有限公司）；
实验用水为二级蒸馏水。 通过查阅文献，获得 ６ 条

能够特异性识别恩诺沙星的适配体，如表 １ 所示。
１． ２　 主要仪器与设备　 ＵＶ１８００ＰＣ 紫外 － 可见分

光光度计（上海菁华科技仪器有限公司）；ＨＭ －
ＳＹ９６Ｓ 酶标仪 （山东恒美电子科技有限公司）；
ＷＫＢ －１００ － ４ 酶标板恒温振荡器（上海拓赫机电

科技有限公司）；ＮＢ － １ Ｐｒｏ 恒温加热磁力搅拌器

（上海仪昕科学仪器有限公司）；ＵＰ ＰＬＵＳ － １００ 超

纯水仪（上海邦亿精密量仪有限公司）。
１． ３　 纳米金的合成　 实验采用还原法：柠檬酸钠
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还原四氯金酸来进行合成 ＡｕＮＰｓ［１６］。 如图 １ 所示， 按照文献方法来进行合成［１７］。

表 １　 实验所用适配体序列

Ｔａｂ １　 Ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
名称 序列

Ａｐｔ１ ５′ － ＧＡＡＡＣＧＡＧＧＴＧＣＴＴＧＡＣＧＧＴＡＣＧＡＴＧＴＴＡＴＡＣＣＧＧＧＴＴＡＣ － ３′

Ａｐｔ２ ５′ － ＣＣＣＡＴＣＡＧＧＧＧＧＣＴＡＧＧＣＴＡＡＣＡＣＧＧＴＴＣＧＧＣ － ３′

Ａｐｔ３ ５′ － ＴＣＴＣＴＧＡＧＣＣＣＧＧＧＴＴＡＴＴＴＣＡＧＧＧＧＧＡ －３′

Ａｐｔ４ ５′ － ＣＣＣＡＴＣＡＧＧＧＧＧＣＴＡＧＧＣＴＡＡＣＡＣＧＧＴＴＣＧＧＣＴＣＴＣＴＧＡＧＣＣＣＧＧＧＴＴＡＴＴＴＣＡＧＧＧＧＧＡ －３′

Ａｐｔ５ ５′ － ＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＣＴＧＣＡＡＧＴＣＣＧＡＣＡＴＡＣＣＴＴＡＧＴＧＣＣＣＴＧＡＴＡＴＡＡＴＧＴＡＡＣＡＣＴＡＴＴＧＡＧＣＡＧＣＴＧＴＡＴＣＴＴＧＴＣＴＣＣ － ３′

Ａｐｔ６ ５′ － ＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＣＴＧＣＡＡＴＴＧＡＡＴＴＧＧＴＣＴＡＧＣＡＡＡＣＧＡＧＡＣＴＣＡＧＧＣＴＡＧＧＡＴＡＧＧＴＣＧＧＣＡＧＣＴＧＴＡＴＣＴＴＧＴＣＴＣＣ － ３′

图 １　 纳米金合成图

Ｆｉｇ １　 Ｎａｎｏ ｇｏｌｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｍａｐ

１． ４　 恩诺沙星的检测流程 　 按照所构建体系，准
备酶标板，每个酶标板中加入 ＡｕＮＰｓ 溶液 ５０ μＬ 和

０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 的适配体 ２０ μＬ，在酶标板恒温振荡器

中混合振荡 １０ ｍｉｎ 后，加入 １０ μｇ ／ ｍＬ 的恩诺沙星

溶液 ３０ μＬ，混合振荡 １０ ｍｉｎ 后加入 ０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮａＣｌ 溶液 １０ μＬ 继续振荡 １０ ｍｉｎ。 分别加入具有

还原性的 ＴＭＢ５０ μＬ 和 ３０％的 Ｈ２Ｏ２溶液 ２０ μＬ，在
振荡器中振荡反应显色 １５ ｍｉｎ 后测定溶液在 ６５０
ｎｍ 处的吸光度值。 再计算不同恩诺沙星浓度下的

吸光度值差△Ａ６５０（△Ａ６５０ ＝ Ａ０ － Ａ恩诺沙星，Ａ恩诺沙星

为溶液中添加恩诺沙星目标物时的吸光度值，Ａ０为

不添加目标物时的吸光度值）。

１． ５　 特异性实验　 按操作步骤 １． ４ 分别对盐酸恩

诺沙星、沙拉沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星

进行检测。
１． ６　 实际样品的测定　 为了验证所构建检测方法

在实际畜产品检测应用中的可行性，以蜂蜜为实际

样品，分别称取 ３ 份，每份 １ ｇ，制成含恩诺沙星分

别为５ μｇ ／ ｍＬ、８ μｇ ／ ｍＬ、１０ μｇ ／ ｍＬ 的样品，根据所

构建的检测方法进行检测。 随后测定蜂蜜实际样

品检测中的回收率。
２　 结果与分析

２． １　 可视化检测恩诺沙星的实验原理　 如图 ２ 所

示，ＡｕＮＰｓ 颗粒在溶液中呈分散状态，溶液颜色为

·６５·



中国兽药杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ５８ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

酒红色，而加入 ＴＭＢ 和 Ｈ２ Ｏ２ 以后显色为深蓝色。
在带正电的 ＮａＣｌ 的影响下，带负电的 ＡｕＮＰｓ 会由

于静电作用被诱导聚集，此时加入 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２以

后，因 ＡｕＮＰｓ 发生聚集导致催化底物能力减弱，此

时溶液显色为浅蓝色。 适配体与 ＡｕＮＰｓ 混合后吸

附在纳米金颗粒表面，起到保护 ＡｕＮＰｓ 的作用，使
其在加入 ＮａＣｌ 后不聚集，再加入 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２后溶

液仍显色为深蓝色。

图 ２　 纳米金 －核酸适配体可视化检测恩诺沙星的原理图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｖｉｓｕａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｂｙ ｎａｎｏ － ｇｏｌｄ － ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｐｔａｍｅｒ

　 　 由于适配体与 ＡｕＮＰｓ 颗粒混合后，二者产生

吸附作用相结合，适配体对于 ＡｕＮＰｓ 有保护作

用。 此时加入目标物，若目标物中含有恩诺沙星，
那么目标物中的恩诺沙星会和适配体产生特异性

结合，使适配体与 ＡｕＮＰｓ 颗粒表面解离吸附，此
时 ＡｕＮＰｓ 失去适配体的保护作用，在 ＮａＣｌ 的条件

下会发生聚集，若样品中含有的恩诺沙星量少，那
么适配体与 ＡｕＮＰｓ 颗粒表面解除吸附的就少，加
入 ＮａＣｌ 的条件下 ＡｕＮＰｓ 发生的聚集就少，此时加

入 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２显色。 恩诺沙星的存在多少将会

导致溶液颜色变化的程度不同，溶液颜色将会随

目标物中恩诺沙星含量的增加而由深蓝变为浅

蓝。 随后进行测定溶液在 ６５０ ｎｍ 处的的吸光度，
建立两者相关的线性关系，实现对恩诺沙星的快

速检测。
２． ２　 适配体的选择 　 对六条适配体 Ａｐｔ１ － Ａｐｔ６
分别用无菌水稀释至 ０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ，各取 ２０ μＬ 加入

到含有 ５０ μＬ 纳米金溶液的微孔板中，同时做一组

对应的空白。 在酶标板恒温振荡器中振荡反应

１０ ｍｉｎ，然后每孔分别加入 １０ μｇ ／ ｍＬ 的恩诺沙星溶

液 ３０ μＬ，３７ ℃振荡孵育１０ ｍｉｎ 后加入０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮａＣｌ 溶液 １０ μＬ 反应 ５ ｍｉｎ。 空白将目标物替换为

同体积超纯水。 再用酶标仪分别测量溶液在

５２０ ｎｍ和 ６５０ ｎｍ 处的吸光度值。 ＡｕＮＰｓ 在溶液中

正常显色为酒红色，当 ＡｕＮＰｓ 团聚时颜色就由酒红

色转变为蓝色，吸收峰发生偏移，由 ５２０ ｎｍ 处至

６５０ ｎｍ 处；由于静电吸附作用，适配体在加入后会

吸附在 ＡｕＮＰｓ 表面对其起到保护，此时加入 ＮａＣｌ
也不会使纳米金发生团聚。 而当先于 ＮａＣｌ 加入目

标物恩诺沙星后，恩诺沙星会先与适配体发生特异

性结合，ＡｕＮＰｓ 失去适配体在其表面的保护，适配

体脱落导致 ＡｕＮＰｓ 在加入 ＮａＣｌ 后会发生团聚。 结

果如图 ３ 所示，取其比值变量的差值为纵坐标建立

柱状图。 可知 Ａｐｔ３ 在 ＡｕＮＰｓ 的显色过程中更为明

显，Ａｐｔ３ 与恩诺沙星的结合能力更强。 故选择

Ａｐｔ３ 为实验所用最优适配体。

·７５·



中国兽药杂志 ２０２４ 年 ３ 月第 ５８ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ３　 不同适配体对吸光度值得影响，插图为对应颜色变化图

Ｆｉｇ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｐｔａｍｅｒｓ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ， ｔｈｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｇｒａｐｈ

２． ３　 紫外吸收光谱表征　 利用分光光度计对所构建

的方法来进行可视化检测恩诺沙星的可行性进行进

一步检验。 由图 ４ 中曲线 ａ 和曲线 ｃ 可知，当溶液中

没有 ＮａＣｌ 时，ＡｕＮＰｓ 颗粒在溶液中呈现为分散状态，
溶液为红色，吸收峰在 ５２０ ｎｍ 处，说明恩诺沙星的存

在并不影响溶液状态的变化。 从曲线 ｂ 可知当加入

ＮａＣｌ于溶液中后，溶液的颜色呈现为浅蓝色，并且吸

收峰发生了改变，峰值由从 ５２０ ｎｍ 移至 ７００ ｎｍ 处，可
以说明此时 ＡｕＮＰｓ 颗粒由于静电吸附作用发生团聚。
从曲线 ｄ 可知，溶液在加入适配体后呈现颜色为红色，
吸收峰在 ５２０ ｎｍ 处，可以说明此时 ＡｕＮＰｓ 颗粒在溶

液中为分散状态。 由曲线 ｅ 可知，溶液中加入恩诺沙

星后，溶液颜色为浅蓝色，吸收峰又出现在了 ７００ ｎｍ
处，说明此时 ＡｕＮＰｓ 颗粒发生了聚集。

图 ４　 反应体系中不添加 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２时，不同的条件下反应溶液得吸收光谱图，插图为对应颜色变化图

Ｆｉｇ ４　 Ｗｈｅｎ ＴＭＢ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ａｒｅ ｎｏｔ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｗｉｌｌ ｂｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｇｒａｐｈ
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　 　 为了进一步验证所建检测方法的准确性和可

行性，在反应体系中加入 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２。 Ｈ２Ｏ２可以

氧化 ＴＭＢ，ＡｕＮＰｓ 催化 Ｈ２ Ｏ２ 氧化 ＴＭＢ，ＴＭＢ 变为

氧化态为蓝色，通过溶液发生的颜色变化以及所测

定的吸光度值进行可视化快速检测恩诺沙星，实验

结果如图 ５ 所示，由曲线 ａ 可知，ＡｕＮＰｓ 催化 Ｈ２Ｏ２

氧化 ＴＭＢ，溶液颜色为蓝色，吸收峰出现在 ６５０ ｎｍ
处。 对比曲线 ａ 和曲线 ｂ，说明核酸适配体加入后

会吸附在 ＡｕＮＰｓ 颗粒表面，起到保护作用使其减少

聚合作用力，颜色显色为深蓝色。 对比曲线 ａ 和曲

线 ｃ 可以发现，当溶液中存在 ＮａＣｌ 时，溶液颜色呈

现浅蓝色，吸光度值也要低于曲线 ａ，这是因为

ＮａＣｌ 的存在使 ＡｕＮＰｓ 颗粒发生了聚集。 对比曲线

ｄ 和曲线 ｅ，当溶液中存在恩诺沙星时，溶液颜色变

浅，吸光度值下降，这是因为恩诺沙星与适配体发

生特异性结合，导致 ＮａＣｌ 使 ＡｕＮＰｓ 颗粒发生聚集。
此外，由曲线 ｆ 和曲线 ｇ 可知在仅有 ＡｕＮＰｓ 和 Ｈ２Ｏ２

和仅有 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２ 的情况时，溶液颜色为无色，
这是因为并未发生催化反应。 实验测量结果与上

述结论相同。

图 ５　 反应体系中添加 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２时，不同条件下反应溶液的吸收光图谱，插图为对应颜色变化图

Ｆｉｇ ５　 Ｗｈｅｎ ＴＭＢ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２ ａｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｄｉａｇｒａｍ

２． ４　 实验条件优化　 为了提高实验检测的准确度

和灵敏度。 在恩诺沙星浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ，对适配

体浓度，ＮａＣｌ 浓度以及 ＴＭＢ 体积进行优化，讨论在

不同条件下所测吸光度值的变化，并通过吸光度值

变化来进行分析，寻求最佳的实验条件。
２． ４． １　 适配体浓度的优化　 首先优化适配体的浓

度，用超纯水取代目标物，实验中 ＡｕＮＰｓ 的固定用量

为 ５０ μＬ，随后加入 ２０ μＬ 不同浓度的适配体，酶标板

恒温振荡器反应 １０ ｍｉｎ 后加入 ３０ μＬ 的超纯水，振荡

反应 １０ ｍｉｎ 后添加１０ μＬ 的０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的ＮａＣｌ，５ ｍｉｎ
后加入 ６０ μＬ 的 ＴＭＢ 与 ２０ μＬ 的 Ｈ２Ｏ２，待 ＴＭＢ 显色

１５ ｍｉｎ 后测定适配体在 ０． ５、０． ６、０． ７、０． ８、０． ９ μｍｏｌ ／ Ｌ
不同浓度时对溶液在 ６５０ ｎｍ 处的吸光度的影响。 结

果表明：当适配体的浓度为０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，△Ａ６５０ ｎｍ
处的值最小，这是因为如果适配体浓度过低，适配体不

会完全阻断 ＮａＣｌ 对于纳米金的团聚作用。 当适配体

浓度较大时，除去吸附在 ＡｕＮＰｓ 表面的适配体，会有

多余的适配体以游离态分散于溶液中，当加入恩诺沙

星后会优先与溶液中游离状态下的适配体发生特异性

结合，导致 ＮａＣｌ 对于 ＡｕＮＰｓ 的团聚作用减小。 故适

配体的最佳浓度为 ０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ。
２． ４． ２　 ＮａＣｌ 浓度的优化　 按照纳米金 －核酸适配

·９５·
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体可视化检测的操作流程，固定 ＡｕＮＰｓ 用量为

５０ μＬ，使用超纯水代替适配体与目标物，加入代替

适配体的超纯水 ２０ μＬ，振荡反应 １０ ｍｉｎ 后再加入

３０ μＬ 的超纯水代替恩诺沙星，反应 １０ ｍｉｎ 后加入

１０ μＬ 的 Ｎａｃｌ，５ ｍｉｎ 后加入 ６０ μＬ 的 ＴＭＢ 与 ２０ μＬ
的 Ｈ２Ｏ２，待 ＴＭＢ 显色 １５ ｍｉｎ 后测定 ＮａＣｌ 浓度分

别为 ０． ０５、０． １、０． ２、０． ３、０． ４、０． ５、０． ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 时溶

液在 ６５０ ｎｍ 处吸光度值的变化。 结果显示：当
ＮａＣｌ 的浓度为 ０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 时，△Ａ６５０ ｎｍ 最小。 这

是因为低浓度的 ＮａＣｌ 对于 ＡｕＮＰｓ 团聚的作用力较

小，而当 ＮａＣｌ 的浓度更高时，对△Ａ６５０ ｎｍ 影响不

大，故 ＮａＣｌ 最佳浓度为 ０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ。
２． ４． ３　 ＴＭＢ 用量的优化 　 实验固定 ＡｕＮＰｓ 的用

量为 ５０ μＬ，适配体用量为 ２０ μＬ，混合振荡反应 １０
ｍｉｎ 后用超纯水代替目标物加入 ３０ μＬ，振荡混匀

反应 １０ ｍｉｎ 后加入 １０ μＬ 的 ０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＣｌ，随
后加入 ＴＭＢ 和 ２０ μＬ 的 Ｈ２Ｏ２，考察 ＴＭＢ 的用量分

别为 ３０、４０、５０、６０、７０、８０ μＬ 时，对溶液在 ６５０ ｎｍ
处吸光度值变化的影响。 结果表明：当加入的 ＴＭＢ
体积为 ５０ μＬ 时，△Ａ６５０ ｎｍ 值较小。 原因是 ＴＭＢ
的加入量过多时，ＴＭＢ 氧化会不完全，导致吸光度

值减小，从而导致吸光度的差值较大。 而当加入量

ＴＭＢ 体积较少时，溶液中添加或者不添加恩诺沙星

时显色均比较明显，从而导致△Ａ６５０ ｎｍ 值小，故
选择 ＴＭＢ 体积为 ５０ μＬ 为实验所用量。
２． ５　 恩诺沙星标准曲线的建立　 参照方法 １． ４，绘
制不同浓度的恩诺沙星紫外光谱图，结果如图 ６ 所

示，由于恩诺沙星浓度的不断升高，所对应的吸光

度值在不断降低，溶液的颜色也在不断变浅；设最

大吸光度值为纵坐标，恩诺沙星的浓度为横坐标，
平行测定 ３ 次来绘制相关性曲线。 结果如图 ７ 所

示，在恩诺沙星低浓度时所得线性方程为 ｙ ＝
０ ６３７７ｘ ＋ ０． ８９４９５，Ｒ２ ＝ ０． ９９０２６，在高浓度时所得

线性方程为 ｙ ＝ ０． ０４２８８ｘ ＋ ０． ９５５７８，Ｒ２ ＝ ０． ９９８１２。

图 ６　 不同浓度的恩诺沙星的吸收光谱图，插图为相应的颜色变化图

（ａ→ｋ 浓度分别为：０． ０１、０． ０２、０． ０５、０． ０８、０． １、０． ５、１． ５、３、５、７、１０ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ６　 Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ， ｔｈｅ ｉｎｓｅｔ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅ ｄｉａｇｒａｍ

（Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａ→ｋ ａｒｅ ０． ０１、０． ０２、０． ０５、０． ０８、０． １、０． ５、１． ５、３、５、７、１０ μｇ ／ ｍＬ）

２． ６　 特异性实验　 根据 １． ５ 的特异性实验，进行

三次平行测定，所得结果如图 ８ 所示，当蜂蜜样品

中存在恩诺沙星时，适配体会和目标物发生特异性

结合，而盐酸恩诺沙星由于是其盐酸盐，故结果相

似，响应值类似，所测得的溶液吸光度值高于沙拉

沙星、氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星在反应体系溶

液中的吸光度值，说明所构建的检测方法特异性

好，可用于恩诺沙星的检测。
２． ７　 添加回收率实验　 根据 １． ６ 实际样品的测定

所述，讨论在实际样品检测中的可靠性和准确性，
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图 ７　 不同恩诺沙星浓度与吸光度差值的线性关系

Ｆｉｇ ７　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

进行三次平行测定，所得结果如表 ２ 所示，实测样

品的加标回收率在 ９５． ５％ ～９７． ８％之间，相对标准

偏差范围在１． ４７％ ～ ４． ７１％ 之间。结果表明，构建

的方法体系具有稳定性和准确性，可以实现对恩诺

沙星进行快速准确的测定。

图 ８　 可视化检测恩诺沙星的特异性分析

Ｆｉｇ ８　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖｉｓｕａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ
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表 ２　 蜂蜜样品中恩诺沙星的检测

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎ Ｈｏｎｅｙ Ｓａｍｐｌｅｓ
样品 加标浓度 测定浓度 加标回收率 相对标准偏差

样品 １ ５ μｇ ／ ｍＬ ４． ８３３０ μｇ ／ ｍＬ ９６． ７％ １． ４７％

样品 ２ ８ μｇ ／ ｍＬ ７． ６４２ μｇ ／ ｍＬ ９５． ５％ ２． ２４％

样品 ３ １０ μｇ ／ ｍＬ ９． ７８５ μｇ ／ ｍＬ ９７． ８％ ４． ７１％

３　 结　 论

本研究以纳米金作为信号传导元件，在溶液中

ＡｕＮＰｓ 颗粒在 ＴＭＢ 和 Ｈ２Ｏ２ 存在下显示深蓝色，在
ＮａＣｌ 的作用下发生团聚溶液颜色变浅，核酸适配

体可以吸附在 ＡｕＮＰｓ 表面对其起到一个保护作用

使其不发生团聚，而目标物恩诺沙星可以和适配体

产生特异性结合，使 ＡｕＮＰｓ 失去适配体的保护作

用，恩诺沙星含量越高，溶液颜色变得越浅，基于这

样的原理建立了一种灵敏度高，特异性强的可视化

检测恩诺沙星的方法。 试验检测的最佳优化条件

如表 ３ 所示。

表 ３　 实验优化条件

Ｔａｂ ３　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
体系中各成分 ＡｕＮＰｓ 适配体 ＮａＣｌ ＴＭＢ Ｈ２Ｏ２

浓度 ＼ ０． ８ μｍｏｌ ／ Ｌ ０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ １０ μｇ ／ ｍＬ ３０％

加入量 ５０ μＬ ２０ μＬ １０ μＬ ５０ μＬ ２０ μＬ

　 　 在最优条件下建立了恩诺沙星的快速定量曲线，
在低浓度时所测得线性回归方程是 ｙ ＝ ０． ６３７７ｘ ＋
０ ８９４９５，Ｒ２ ＝ ０． ９９０２６，检出限是 ０． ０１８ μｇ ／ ｍＬ；所
得线性方程在高浓度时为 ｙ ＝ ０． ０４２８８ｘ ＋ ０． ９５５７８，
Ｒ２ ＝ ０． ９９８１２，检出限是 ０． ２６５ μｇ ／ ｍＬ，同时也验证

了该方法的特异性。 对实际样品蜂蜜样品中恩诺

沙星检测具有可行性，实际测定的回收率是 ９５． ５％
～９７． ８％ ，相对标准偏差在 １． ４７％ ～ ４ ７１％ 之间。
本研究实际测定的样品数量较少，还需继续对收集

到的蜂蜜样品进行测定，进一步验证方法的可行

性，并逐步开展猪肉、鸡肉、鸡蛋等畜产品中恩诺沙

星的测定。 该方法操作简单，具有较高的灵敏性和

特异性，耗时短，可用于畜产品中恩诺沙星快速定

量检测，具有较好的应用价值，可为今后研发快速

检测恩诺沙星试剂盒提供一定的理论基础。
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