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伏马毒素 81 核酸适配体链置换探针的筛选及应用
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摘 要: f:犬马毒素也是串珠镰刀菌产生的毒性最强的真菌毒素 主要存在于受污染的玉米及其制品中。本研究采用基

于磁分离的固相表面篮置换策略和荧光分析法筛选到了 FBl 核酸适配体的活性链置换探针 在此基础上开发了玉米中 FBl 的

荧光偏振检测法并用于实际样品的检测，动态晌应范围 10 nM ~200nM。该方法为均相检测技术，成本低廉，重现性好，

操作简单方便且可实现太量样品的平行检测 。
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f犬马毒素( FUIl10nisin )主要是由串珠镰刀菌

产生的一类真菌毒素，其中{犬马毒素 Bl (Fumonisin 

Bl , FBl ) 是毒性最强的-种[口。 {犬马毒素除主要存

在于玉米及其制品中，在大米、 小麦、 啤酒、牛奶和

饲料等农产品及其加工品中也有-定浓度的存在[2J。

世界卫生组织国际肿瘤研究中 IL' (认RC)将其归

类为可能的人类致癌物;国际食品法典委员会

(CAC ) 的 JECFA 指出其具有肾脏毒性I习。 据调查，

世界上每年受 FBl 污染的玉米高达 60% 以上[4J 。 因

此 为了确保农产品质量安全 消除{犬马毒素对农

产品安全消费、 国际贸易和现代农业产业发展的限

制，降低对人类健康和畜牧业发展的危害，开发简

单便携 、 准确可靠的伏马毒素检测或监控技术显得

极为迫切和必要 。

由于伏马毒素本身没有紫外服收和荧光特性，

因此不能采用常规毒素的分析检测手段[匀。 关于{犬

马毒素的检测国内外己建立了多种方法 目前大多

数检测方法主要是针对 FBl 、 FB2 这两种组分[叫。 这

些大都是常规仪器法 需要较为昂贵的配套设备且

对操作人员的技能要求较高 不适合现场的快速筛

查分析。 基于抗体的免擅检测技术是真菌毒素的主

流检测技术，其中作为快速检测技术的荧光偏振检

测技术在国外已经比较成熟，但是其所用的 FBl 荧

光标记物如 6 一 (4 ， 6 一二氧三瞟基)氨基荧光素

(6-DTAF ) 相当昂贵，导致检测成本较高，不利

于该技术的大面积推广应用[lOJ 。 伴随新技术 、 新材

料的出现， 1:犬马毒素快速检测方法的开发成为-种

必然。

核酸适配体作为-类单链寡核苦酸，与靶分子

发生特异性相互作用前后空间构象会发生相应的变

化 与抗体相比具有可体外筛选获得[l川2J 、 热稳定

性好、 易于化学合成和修饰等优点，甚至能区分单

抗无法实现的单个取代基差剔的靶分子 [13J 0 2010 

年， Maureen 报道了 f犬马毒素矶的核酸适配体I14] ，

但是针对该核酸适配体的相关应用报道较少。

本文针对已经报道的 FBl 核酸适配体进行了进

-步的开发应用，筛选 FBl 核酸适配体链置换探

针，井在此基础上开发基于该链置换探针的 FBl 荧

光偏振检测技术，同时进行实际样品的检测。 该方

法具有成本低廉、 特异性高的特点，且该技术为均

相检测技术 重现性好 操作简单方便且可实现大

量样品的平行检测，有助于建立适合我国国情的农
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产品伏马毒素监控技术体系， 满足当前我国对农产
品伏马毒素污染监控关键技术的迫切需要， 应用前
景广阔。

一、 材料与方法

（一） 实验材料 伏马毒素 B1 （FB1）， 黄曲霉
毒素 B1 （AFB1）， 黄曲霉毒素 B2 （AFB2）， 赭曲霉
毒素 A （OTA） （美国 santa公司）； 亲和素标记的
MP－SA－10磁珠 （郑州英诺生物科技有限公司）；
其他所有分析纯化学试剂均购自国药集团化学试剂

有限公司。 实验中所用的其他溶液均由高压灭菌处
理过的超纯水 （电阻不小于 18.3 MΩ·cm） 配制而
成 。 FB1 核酸适配体序列为 5’－ATACCAGCT
TATTCAATTAATCGCATTACCTTATACCAGCTT

ATTCAATTACGTCTGCACATACCAGCTTATTCA
ATTAGATAGTAAGTGCAATCT－3’， 以及设计的
链置换探针见图 1， 均购自上海生工生物工程有限
公司和大连宝生物有限公司。 所用探针的热力学参
数和二级结构的计算借助于在线生物信息学软件

（http://mfold.rna.albany.edμ/）， 在 1×BB 条件下计
算 Tm 值， 温度参数设为 37℃， DNA 浓度设置为
0.1 μM。

（二 ） 仪器与设备 超纯水系统 （Milli－Q
Synthesis， 美国密理博公司 ）； 水浴恒温振荡器
（SHZ－22， 精达仪器制造厂）； 恒温金属浴 （Com-
fort， 德国艾本德公司）； 磁分离架 （NEP055－1，
北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司）； 荧光光谱
仪 （F－7000， 日本日立公司）； 荧光偏振读数仪
（Sentry 100， 美国 Diachemix 公司）。

（三） 试验方法
1. FB1核酸适配体与链置换探针的杂交。 FB1

核酸适配体储备液用之前经过 95℃ 5 min， 冰水浴
处理 5 min。 然后将生物素标记的 FB1核酸适配体

和 FB1 链置换探针按照终浓度 1∶1 的比例杂交：
10 μM FB1核酸适配体 2 μL， 10 μM FB1链置换探

针 2 μL， 20 μL 10×反应缓冲溶液 （200 mM Tris，
1MNaCl， 20 mM MgCl2， 50 mM KCl， 10 mM Ca-
Cl2， pH7.6）， 加去离子水调整反应体系的总反应
体积到 200 μL。 将反应混合物于 37℃温度下杂交
1 h。

2. 磁珠上的链置换反应及荧光强度的测定。
取 50 μLMP－SA－10 磁珠用 FB1 1×BB （20 mM
Tris， 0.1 M NaCl， 2 mM MgCl2， 5 mM KCl， 1
mM CaCl2， pH 7.6） 洗涤两次， 500 μL/ 次， 然后

将 200 μL上述杂交好的混合溶液于 1 ml 离心管中
与洗涤干净的磁珠于室温下孵育 15 min， 随后加入
FB1标准溶液， 终浓度为 50 nM， 于室温下进行竞
争反应 20 min。 磁分离收集上清液， 放入荧光光谱
仪进行荧光强度的测定。 FAM 荧光染料的最佳激
发光波长为 488 nm 左右 ， 最佳发射波长为 520
nm， 窗口扫描宽度为 510～610 nm, 激发和发射狭
缝宽度为 5 nm。 空白对照用同体积的 1×BB代替。

3. 溶液中的链置换反应及荧光偏振值的测定。
向 “试验方法 1.” 所述杂交混合溶液中加入一定浓
度的 FB1标准溶液， 混合均匀， 室温反应 20 min。
取 10 μL反应液到 990 μL1×BB 中， 混匀， 放入荧
光偏振读数仪， 静止 1 min， 测荧光偏振值。 空白
对照用同体积的 1×BB代替。

图 1 实验设计的链置换探针

CP4－2AATAAGCTGGTATGT

CP4－1AAGCTGGTATGTGCA

CP4CTGGTATGTGCAGAC

CP12CACTTACTATCTCP11GGTATGTGCAG
CP3GTAATTGAATAAGCTGG

CP8GTAATGCGATT
CP7AATTGAATAAGCT

CP6AATTGAATAAGCTGGTAT CP9GCTGGTATAAG

CP1AATTGAATAAGCTGGTA

CP2TATAAGGTAATGCGATT
CP10ACGTAATTGAATAA

CP10－2TGTGCAGACGTAATT

CP10－1GCAGACGTAATTGAA

CP10－3GTATGTGCAGACGTA

CP5ACTTACTATCTAATTGAATAAG

5'－ATACCAGCTTATTCAATTAATCGCATTACCTTATACCAGCTTATTCAATTACGTCTGCACATACCAGCTTATTCAATTAGATAGTAAGTGCAATCT－3'
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二、 结果与分析

（一） 链置换探针筛选 最佳链置换探针的判
断标准为， 室温条件下该链置换探针与 FB1核酸适

配体的杂交复合物不能解链； 室温条件下， FB1与

核酸适配体竞争结合时， 能将链置换探针竞争下
来。 因此， 首先要计算每一条链置换探针与 FB1核

酸适配体杂交复合物的解链温度 Tm， 要求 Tm≥
25℃， 从理论上满足第一个条件， 即室温条件下该
链置换探针与 FB1核酸适配体的杂交复合物不能解

链。 5’ 端均修饰有FAM荧光基团， 是为了方便后
续的荧光强度测定和荧光偏振值测定。
利用磁珠上的链置换反应， 在 FB1存在的情况

下， FB1 与链置换探针竞争与 FB1 核酸适配体结

合。 如果杂交复合物中的链置换探针的结合力小于
FB1与其适配体的结合力， 该链置换探针将被竞争
下来进入上清液。 随后， 通过测定磁分离之后上清
液的荧光强度即可了解链置换反应的情况， 结果如
图 2所示。

第一轮筛选结果如图 2A 所示， 发现探针CP－
4 和 CP－10 效果比较明显。 这就说明， 在 FB1 存

在的情况下， 荧光标记的 CP－4 和 CP－10 链置换
探针能够被 FB1竞争下来， 从而进入上清导致上清
溶液的荧光强度增强。 其他链置换探针， 有一部分
结合力太强， FB1无法将其竞争下来， 结果表现为
空白对照的上清与加了 FB1的上清荧光强度几乎相

等， 均很弱， 如链置换探针 CP1、 CP3、 CP6； 有

一部分结合力太弱， 杂交复合物不稳定， 在没有
FB1的情况， 自身解链引起上清的荧光强度增强，
结果表现为空白对照的上清与加了 FB1的上清荧光

强度几乎相等， 荧光强度均较强， 如链置换探针
CP2、 CP5、 CP7、 CP8、 CP9、 CP11、 CP12。 链置
换探针 CP4 和 CP10 均具有一定的链置换活性， 但
是为了获取最佳链置换探针， 分别对 CP4 和 CP10
链置换探针进行了进一步优化。 研究表明， DNA
杂交双链中 G－C 碱基对的作用力较 T－A 碱基对
的作用力要强[15]， 所以通过改变原有序列中的部分
碱基序列可以调整杂交复合物的稳定性。 据此， 重
新设计了两组探针， 实验结果如图 2B 所示， 探针
CP4－2效果最佳。 FB1反应前后， 上清溶液的荧光
强度变化非常明显， 信背比由原来的 1.8 提高到
7.0， 探针活性明显增强， 为后续的链置换探针开
发利用提供了依据。

（二） 链置换探针活性表征 为了进一步验证
链置换探针 CP4－2 的活性， 同时探索开发基于该
探针的 FB1荧光偏振检测法， 选择荧光偏振法对该
探针的活性深入的验证。

1920 年 ， 荧光偏振分析技术由 Perrin 建立 。
荧光偏振光强度 （P） 定义为：

P= （I⊥－I∥）/ （I⊥＋I∥）
其中， I⊥和 I∥分别为荧光子被激发后， 发射光在
垂直和水平方向上的强度。 当溶液的温度和粘度都
固定时， P值主要取决于荧光子的分子体积。 由于
荧光偏振光强度与荧光物质受激发时分子转动速度

成反比， 所以分子量较小的荧光物质在溶液中旋转
速度快， P值较小； 与相应的配体结合后， 分子量
变大， 该荧光物质在溶液中旋转速度较慢， P 值增
大。 如图 3 所示， CP4－2 链置换探针一端标记上
FAM 荧光基团并与 FB1核酸适配体杂交， 分子量
较大， 荧光基团在溶液中的旋转速度较慢， 因此体
系的荧光偏振值较大； 当 FB1 与核酸适配体结合

后， CP4－2 链置换探针被置换下来， 分子量减小，
此时荧光基团在溶液中的旋转速度较快， 因此体系
的荧光偏振值较小。 据此可实现 FB1的荧光偏振测

量， 实验结果如图 4所示。 FB1不存在的情况下， 反
应前后， 体系的荧光偏振值变化比较小或者没有变
化， 证明 CP4－2 与核酸适配体形成的杂交复合物
没有解离； FB1存在的情况下， 反应前后， 体系的荧
光偏振值变化比较大， 证明 FB1的出现导致 CP4－2
从杂交复合物中解离出来， 分子量变小， 此时荧光
基团在溶液中的旋转速度较快， 体系的荧光偏振值
变小， 因此产生较大的荧光偏振值变化。
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图 5 荧光偏振法特异性考察 （FB1、 FB2的浓度为 200 nM，
其他 AFB1、 AFB2和 OTA 毒素的浓度为 1 μM）

图 4 荧光偏振法评价 CP4－2 链置换探针的活性

（三） 荧光偏振分析体系中 CP4－2探针浓度优
化 为选择荧光偏振反应体系的最佳 CP4－2 探针
浓度 ， 即体系的荧光偏振值变化范围最大时的
CP4－2 浓度， 此时方法的灵敏度也最高。 因为荧
光偏振强度变化范围关系到测定结果的准确性， 荧
光偏振强度变化范围越大， 测定误差相对越小。 将
CP4－2 链置换探针在反应体系中的终浓度分别设
定为 100 nM、 10 nM、 1 nM， 分别用于测定 FB1，
监测反应前后体系的荧光偏振强度变化范围 （ΔP）
的变化， 试验结果见表 1。 随着 CP4－2 探针浓度
的降低， ΔP（FB1浓度为 0和 200 nM时的荧光偏振
强度的差值） 逐渐增大随后又开始变小。 高浓度
CP4－2 探针 （100 nM） 的荧光强度 （平行方向，
～2×106 a.u.） 远远超过荧光偏振读数仪检测器的检
测上限 （～2×105 a.u.）， 此时仪器的检测结果并不
能如实反应体系的真实情况， 故反应体系的 ΔP 值
变化较小。 随着 CP4－2 探针浓度的稀释， 体系的
荧光强度逐渐减弱， 直到满足实验仪器的检测要
求， 相应的 ΔP 值变化越来越大。 随着 CP4－2 探
针浓度的进一步稀释， 体系的荧光强度进一步减
弱， 与背景荧光强度逐渐接近， 故体系的 ΔP 值变

化越来越小。 综合考虑检测准确度和灵敏度， 选择
CP4－2探针浓度为 1 nM时作为最佳检测浓度。

（四） 分析方法的特异性考察 为了进一步验
证该方法的特异性， 选择污染玉米中常见的共生毒
素 AFB1、 AFB2、 OTA 和 FB2作为对比， 结果如图
5所示， 该方法对所选的 AFB1、 AFB2、 OTA 3 种
干扰毒素几乎没有响应。 FB2有明显的响应， 因为
FB2与 FB1结构极其接近， 且二者经常共同存在于
受污染的玉米中。 本文所选的 FB1核酸适配体在筛

选的过程中没有用 FB2做负筛选[14]， 所以存在明显
的 FB2交叉反应。 但是， 目前针对玉米制品的限量
标准通常指的是总的伏马毒素含量， 所以该方法依
然可以用来检测伏马毒素。

（五） FB1的定量分析 图 6 描述了该荧光偏
振检测方法针对 FB1的动态浓度响应范围， 10 nM
~ 200 nM。 由此可见， 基质加标结果和缓冲溶液中
的结果略有差异， 基质加标反应体系的终点荧光偏
振值稍微偏高， 特别是高浓度的样品， 有可能是高
浓度基质样品中含有的蛋白、 脂肪、 糖类等杂质能
够与 CP4－2 DNA探针结合， 导致解离后的荧光标
记 CP4－2 探针的分子量略微增加， 从而引起游离
状态的 CP4－2 的荧光偏振值增加， 最终导致基质
加标反应体系的终点荧光偏振值稍微偏高。

图 3 荧光偏振法检测 FB1的实验原理示意图

表 1 不同浓度链置换探针浓度优化

CP4－2 最终浓度 100 nM 10nM 1 nM 0.1 nM
空白对照荧光强度

（a.u.）（平行）
3 460 3 433 3 466 3 453

反应体系荧光强度

（a.u.）（平行）
2 043649 198 245 17 828 5 828

体系荧光偏振变化

范围 （ΔP）
10.3 38.4 49.1 18.4
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三、 结论

本研究采用基于磁分离的固相表面链置换策略

和荧光分析法筛选到了 FB1核酸适配体的活性链置

换探针， 利用荧光偏振法评价了该探针的活性， 并
在此基础上开发了 FB1荧光偏振检测方法。 该方法
对 FB1的动态响应范围为 10 nM ~ 200 nM， 经玉米
加标测试， 高浓度的样品结果略微偏高。 另外， 该
方法对玉米中常见共生毒素 AFB1、 AFB2 和 OTA
具有很高的选择性， 对 FB2具有一定的响应。 目前
针对玉米制品的限量标准通常指的是总的伏马毒素

含量， 所以该方法依然可以用来检测伏马毒素。 同
时， 该方法为均相检测技术， 成本低廉， 重现性
好， 操作简单方便且可实现大量样品的平行检测。

本文引用格式： 王红旗， 王俊艳， 洪慧杰， 等.伏
马毒素 B1 核酸适配体链置换探针的筛选及应用
［J］.农产品质量与安全， 2017 （1）： 44－48.
WANG Hongqi， WANG Junyan， HONG Huijie， et
al. Selection and application of strand displacement
probe for fumonisin B1 aptamer ［J］. Quality and Safe-
ty of Agro-products， 2017 （1）： 44－48.
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图 6 荧光偏振分析法的标准曲线
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