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摘  要：玉米赤霉烯酮（Zearalenone，ZEA）具有较强的生殖毒性、致突变和致畸作用。以 ZEA 适

体为识别元件，构建了基于纳米金诱导聚集和银染放大的 ZEA 适体比色可视化检测方法。结果表明，

在优化条件下，ZEA 浓度在 5~200 ng/mL 范围内与体系的吸光度值呈良好的线性关系，其线性回归方

程为 y= 0.248 6+0.000 461 56x (R2=0.990 2)，最低检测限为 5 ng/mL，且方法特异性良好。进一步通过

银染作用将该方法的灵敏度提高了 50 倍。经对比，该方法对实际样品的检测结果与酶联免疫法基本

一致，为食品中 ZEA 的快速检测提供了简便有效的新策略。 
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A Colorimetric Aptasensor for the Fast Detection of Zearalenone Based on AuNPs  
Combined with Argentation Amplification 
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and Control, Henan University of Technology, Zhengzhou, Henan 450001, China) 

Abstract: Zearalenone (ZEA) has strong reproductive toxicity, mutagenicity and teratogenicity. A rapid 

visual aptasensor for sensitive and specific detection of zearalenone (ZEA) was developed in this study based 

on gold nanoparticle (AuNP) aggregation induced by the competitive absorption of aptamer between gold 

nanoparticle and zearalenone. The results showed that a good linear correlation between the concentration of 

ZEA and the absorbance of AuNPs was found within the range of 5-200 ng·mL-1, the linear regression 

equation is y= 0.248 6+0.000 461 56x (R2=0.990 2). And the detection limit was 5 ng / ml with a good 

specificity. Furthermore, the sensitivity of the assay was further enhanced 50 times by combining with 

argentation amplification strategy. The reliability of the developed assay for detecting the actual corn and 

corn oil samples were verified by comparing with those detected by commercial ELISA kit. These results 

demonstrated that the developed assay has great potential in the rapid and specific detection of ZEA in 

foodstuffs.  

Key words: zearalenone; aptamer; colorimetric assay; AuNP aggregation; argentation amplification 

                      
收稿日期：2020-07-05 

基金项目：河南省高校科技创新团队计划资助（20IRTSTHN023）；河南省科技攻关项目（202102310469） 

作者简介：孙淑敏，女，1984 年出生，博士，讲师，研究方向为食品安全检测与控制。Email：xianyun730@163.com. 

通讯作者：谢岩黎，女，1971 年出生，博士研究生导师，教授，研究方向为加工过程中营养与安全控制。Email：ylxie@haut.edu.cn. 



特约专栏  第 28 卷 2020 年 第 5 期 

 

 12  

玉米赤霉烯酮（Zearalenone，ZEA）是一种

由镰刀菌产生的雌激素类毒素[1]，主要污染小麦、

玉米等农作物原料及其制品，具有较强的生殖毒

性、致突变和致畸作用，还能引起雌性激素中毒

症及诱发肿瘤[2]。因此亟需寻求简便高效的食品

中 ZEA 检测方法，保障食品安全和消费者健康。 

常规的玉米赤霉烯酮快速检测方法主要包括

酶联免疫法和试纸条法[3-4]。但是这些依赖于抗体

的免疫学方法存在抗体制备周期长，成本高，不

易保存等缺陷[5]。核酸适体作为一种新型的识别

分子，具有特异性强，可人工大量合成，成本低，

稳定性好等优势[6]。尤其是对缺乏抗原的小分子

污染物，其比抗体更具有优势。目前，在真菌毒

素领域，主要针对赭曲霉毒素和黄曲霉毒素，构

建了一系列基于适配体的电化学方法、荧光法及

比色法[7-9]。其中比色法具有操作简便、显色快速、

结果可视化，具有良好的应用前景。纳米金因具

有高消光系数、距离依赖效应和易合成等特点，

是比色法中最常用的显色探针[10]。近几年，围绕

纳米金（AuNPs）开发了各种各样的比色检测方

法，用于食品中农药残留[11]、抗生素[12]、真菌毒

素[13]及病原微生物[14]的快速检测。目前，纳米金

比色法的原理主要有双链 DNA 保护法、单链

DNA 保护法、正电荷聚合物法、交联法以及解交

联法[15]。其中单链 DNA 保护法直接利用单双链

DNA 与未修饰的纳米金之间的静电吸附能力差

异实现显色反应[16-18]，无需进行修饰和辅助仪器，

简单易行。但是，比色法的灵敏度通常低于荧光

法和电化学等传感方法，因此需要通过信号放大

体系进一步提高比色方法的灵敏度。 

本研究以未修饰的纳米金（AuNPs）为传感

指示剂，玉米赤霉烯酮适配体为信号识别元件，

银染技术为信号放大策略，开发了一种新型快速、

高灵敏度的玉米赤霉烯酮比色传感器。该方法可

应用于谷物和食用油中 ZEA 的快速检测，为食品

中 ZEA 的污染控制提供了新的检测途径。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料 

玉米赤霉烯酮适体（5'-GAT GGG GAA AGG 

GTC CCC CTG GGT TGG AGC ATC GGA 

CA-3'）：生工生物工程（上海）股份有限公司合

成；玉米赤霉烯酮标准品（ZEA）、黄曲霉毒素

B1 标准品（AFB1）、赭曲霉 A 标准品（OTA）： 

Sigma 公司；ZEA 酶联免疫试剂盒：上海快灵生

物科技有限公司；福临门玉米油、玉米糁、玉米

粒：超市购买；实验所使用水均为超纯水。实验

中有机溶剂均为色谱纯，其他实验材料为分析纯。 

RT-6000 型酶标分析仪：深圳雷杜生命科学

股份有限公司；Epoch 型微孔板扫描分光光度计：

美国伯腾仪器有限公司；HT7700 型透射电镜：日

本日立高新有限公司；PHS-3C 型酸度计：上海仪

电科学仪器股份有限公司；XMTD-8222 型电热恒

温水浴锅：上海精宏实验设备有限公司；UV-6100S

型紫外分光光度计：上海美谱达仪器有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  纳米金和银染液的制备 

柠檬酸三钠还原法制备 13 nm 粒径纳米金[19]：

将 HAuCl4 配制成 1 mmol/L 水溶液，取 100 mL

加热至沸，搅动下准确加入 10 mL 38.8 mmol/L

柠檬酸三钠溶液，加热煮沸 15 min。此时可观察

到溶液由淡黄色很快变为灰色，转而变为黑色，

逐渐稳定成红色。冷却至室温后，用超纯水恢复

至原体积。将所制备的 AuNPs 经透射电镜和紫外–

可见光谱分析进行表征。 

参考李向丽等[20]的方法分别配置银染增强实

验中的引发液和增强液。引发液的配制如下：准确

称量对苯二酚 1.7 g，加入超纯水 30 mL 溶解，与

60 mL 1%明胶、10 mL 柠檬酸缓冲液（pH 3.5）

充分混匀。增强液配制时准确称量硝酸银 0.5 g，

加入超纯水 2 mL 溶解。 

1.2.2  检测原理 

ZEA 适配体可以通过静电作用吸附在 AuNPs

颗粒表面上，使得纳米金在高盐浓度下仍保持分

散稳定，显色呈红色，且由于适配体的保护作用，

纳米金无法催化 Ag+还原成单质银，银染后不会

出现黑色的银染信号；而加入 ZEA 后，ZEA 适体

与 ZEA 发生特异性结合而从纳米金表面解吸，在

高盐环境中 AuNPs 发生诱导聚集，颜色由红色变

为紫色或蓝色，而裸露的纳米金表面可以催化

Ag+还原成单质银而在纳米金周围形成银染放大

信号，因此反应体系颜色和吸光度值大小与 ZEA

的浓度有关。见图 1。 



第 28 卷 2020 年 第 5 期  特约专栏 

 

 13  

 
 

图 1  纳米金比色法检测 ZEA 的原理图 

 

1.2.3  纳米金比色法的可行性研究 

为考察纳米金比色法的可行性，分别设置 3

组实验，第一组实验仅在酶标板孔中加入 100 μL

纳米金和 10 μL NaCl 溶液，加入 PBS 缓冲液使总

体积为 210 μL；第二组实验在酶标板孔中依次加

入 100 μL 纳米金液体和 50 μL 适体，孵育 5 min

后加入 10 μL NaCl 溶液，加入 PBS 缓冲液使总体

积为 210 μL；第三组实验在酶标板孔中依次加入

100 μL 纳米金液体和 50 μL 适体，孵育 5 min 后

加入 50 μL 浓度 50 ng/mL 玉米赤霉烯酮标准品，

继续孵育 5 min，最后加入 10 μL NaCl 溶液。分

别测定三组溶液在波长 520 nm 和 650 nm 处的吸

光度值。 

1.2.4  NaCl 浓度的优化 

在酶标板孔中加入 50 μL 1 μmol/L 适体和

100 μL AuNPs，孵育 5 min 后，加入 50 μL 浓度

50 ng/mL 玉米赤霉烯酮标准品，继续孵育 5 min，

分别加入浓度为 0.1、0.5、1、2、3、4、5 mol/L

的 NaCl 溶液，反应 5 min 后测定 520 nm 和 650 nm

波长处的吸光度值。 

1.2.5  适体浓度的优化 

在酶标板孔中分别加入 50 μL 浓度梯度为

0.05、0.1、0.3、0.5、1、3、5 μmol/L 适体和 100 μL 

AuNPs，孵育 5 min 后加入 50 μL 50 ng/mL 玉米

赤霉烯酮标准品，孵育 5 min 后加入 5 mol/L 的

NaCl 溶液，反应 5 min 后测定 520 nm 和 650 nm

波长处的吸光度值。 

1.2.6  纳米金与适体反应时间的优化 

在酶标板孔中分别加入 50 μL 1 μmol/L 适体

和 100 μL AuNPs，孵育 5 min 加入 50 μL 50 ng/mL

玉米赤霉烯酮标准品，继续孵育 5 min 后加入浓

度为 5 mol/L 的 NaCl 溶液，分别反应 5、10、20、

30、40、50、60 min 后测定 520 nm 和 650 nm 波

长处的吸光度值。 

1.2.7  玉米赤霉烯酮的检测 

在酶标板孔中加入 50 μL 1 μmol/L ZEA 适体

和 100 μL AuNPs，孵育 5 min 后分别加入 50 μL 

浓度为 5、10、50、100、200 ng/mL ZEA 标准品，

继续孵育 5 min 后加入 10μL 5 mol/L NaCl 溶液，

孵育 5 min 后测定 520 nm 和 650 nm 波长处的吸

光度值。平行实验 3 次。以 A650/A520 值为纵坐标，

ZEA 浓度为横坐标，绘制标准曲线。 

1.2.8  方法的特异性分析 

在酶标板孔中加入 50 μL 1 μmol/L 适体和

100 μL AuNPs，孵育 5 min 后分别加入 50 μL 的

50 ng/mL OTA 标准品、50 ng/mL AFB1 标准品、

50 ng/mL ZEA 标准品、10 mmol/L 金属离子

（Ca2+，K+，Cu2+，Fe3+），继续孵育 5 min 后加

入 5 mol/L 的 NaCl 溶液，孵育 5min 后测定 520 nm

和 650 nm 处的吸光度值。 

1.2.9  银染增强实验 

将银染增强液和引发液在银染前 30 min 置

于 4 ℃储存，银染时取 20 μL 增强液加入 1 mL

引发液中，迅速混匀后立即每孔加入 100 μL 反

应，记录 630 nm 波长处的吸光度值。银染增强过

程在避光或弱光下进行。实验中考察银染时间对

显色结果的影响。 

1.2.10  样品检测验证 

根据国标 GB/T 23504—2009 中粮食及粮食

制品的处理方法，对市售玉米处理，得到滤液为

实际样品液；根据孟卫芹 [21]对玉米油的处理方

法，得到滤液为实际样品液。在最优检测条件下，

分别对加标浓度为 10、50 和 100 ng/mL 的玉米油

和玉米样品进行检测。记录吸光度值，根据标准

曲线的理论值计算回收率，检验纳米金比色法对

实际样品检测的可行性。 

2  结果与分析 

2.1  纳米金的表征 

从图 2a 可知，制备出的纳米金粒子的粒径大

小较为一致，粒径大小约为 13 nm，成均匀分散

的球形，其在波长 520 nm 处产生了最高吸收峰，
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溶液呈红色。而在加入高浓度盐溶液后（图 2b），

AuNPs 变成了团聚状态，溶液颜色为紫蓝色。其

最大吸收波长红移至 650 nm 左右。 

 

 
 

图 2   不同状态下纳米金粒子的 TEM 图. 

（a）纳米金；（b）高盐环境下的纳米金 
 

2.2  纳米金比色法的可行性分析 

由图 3 可发现，在高盐环境中，纳米金在 ZEA

适体的保护下免于聚集，体系的吸光度和颜色均

未发生明显变化，而在加入 ZEA 后，ZEA 适体与

ZEA 的特异性结合使纳米金暴露在高盐溶液下，

发生聚集反应，体系吸收波长发生红移，颜色变

为紫色，初步验证了纳米金比色法对 ZEA 检测的

可行性。 

 

 
 

图 3  不同反应体系的紫外吸收光谱图及可视化结果 

2.3  比色反应条件优化 

在纳米金盐聚诱导比色反应中，主要优化了

NaCl 的浓度、ZEA 适体的浓度以及比色反应时

间。NaCl 浓度的大小与该反应中纳米金聚集变色

有着直接的作用。如图 4a 所示，当 NaCl 的浓度

在 0~1 mol/L 时，反应体系的出峰位置和峰强度

没有改变。当 NaCl 的浓度 2 mol/L，特征峰右移，

且反应体系变为紫色，随着浓度的增加，反应体

系的出峰位置在 600~650 nm，体系颜色由紫色变

为蓝色。可见，当 NaCl 浓度较小时，不足以使

未被保护的纳米金聚集，当 NaCl 浓度为 2 mol/L

时，体系颜色由红色变为紫色，说明部分纳米

金开始发生团聚，随着其浓度的增加，团聚现

象越为显著，NaCl 浓度为 5 mol/L 时，说明聚

集反应已完全，较高的浓度范围已经超出了适

体对纳米金的保护能力，所以 NaCl 的最优浓度

为 2 mol/L。  

适体的浓度是此实验的关键因素，适体浓度

要保证高于靶物浓度以达到完全与靶物反应的目

的，剩余的适体可保护纳米金在高盐溶液下部分

聚集。因此适体浓度不能较低，否则不能完全特

异性结合靶物，纳米金则在体系中完全聚集；也

不能完全过量，否则在与靶物结合的基础上，剩

余的适体足够保护纳米金，使反应体系无颜色变

化。如图 4b 所示，当反应体系中未加靶物时，适

体浓度较小则不足以保护纳米金，使大部分纳米

金在高盐溶液下聚集，当适体浓度为 3、5 μmol/L

时，其出峰位置在 520 nm 处，峰强度相近，且体

系颜色为红色；适体浓度为 1 μmol/L 时，特征峰

位置仍在 520 nm 处，峰强度相对降低；当适体浓

度小于 1 μmol/L 时，特征峰右移，适体浓度为

0.1 μmol/L 时，520 nm 处峰消失且在 650 nm 处出

现新的特征峰。所以，适体浓度不应小于 1 μmol/L。

当反应体系加入靶物后，反应体系按照实验原理

应发生颜色的变化，即适体浓度不宜完全过量。

根据图 4c 结果可知，当适体浓度为 3、5 μmol/L

时，其出峰位置在 520 nm 处，峰强度相近，且体

系颜色为红色，说明适体已完全过量；适体浓度

为 1 μmol/L 时，其特征峰右移，体系颜色为紫色。

所以适体最优浓度为 1 μmol/L。 

如图 4d 所示，当反应时间为 5 min 时，
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A650/A520 的比值最大，当时间小于 5 min 时，体

系反应还未完成，随着反应时间的增加，反应体

系处于降解状态，反应体系颜色逐渐变浅。所以，

最佳反应时间为 5 min。 

 

 
 

图 4  纳米金比色反应条件优化.（a）NaCl 浓度；（b）反应时间；（c）和（d）ZEA 适体浓度. 

 
2.4  纳米金比色法测定 ZEA 

在前述优化条件下，用纳米金比色法测定不

同浓度的 ZEA，得到了  ZEA 标准液浓度与

A650/A520 比值的线性关系。如图 5a 所示，在线性

范围 5~200 ng/mL 内，得到线性回归方程 y=  

0.249 3+0.000 4CZEA （R2=0.982 1），其最低检测

限为 5 ng/mL。由图 5b 可知，在最优实验条件下

分别检测 ZEA 和其他干扰物，仅有加入 ZEA 的

体系溶液由红色变为紫色，其 A650/A520 显著高于

其他干扰物，表明该检测方法特异性良好。 

 

 
 

图 5  不同浓度 ZEA 与 A650/A520 比值的线性关系（a）及特异性分析（b） 
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2.5  银染时间优化 

如图 6 所示，当时间小于 6 min 时，ΔG（A630 样- 

A630 空白）急剧增加，在此时 Ag+在纳米金表面被

大量还原成 Ag 单质；当反应时间为 6 min 时，ΔG

的值最大，此时反应速率达到最大；随着反应时

间的增加，AgNO3 自身氧化成核，反应体系处于

降解状态，颜色逐渐变浅。所以，最佳银染时间

为 6 min。 

 

 
 

图 6  银染时间优化 

 

2.6  银染增强性能 

在最优银染条件下，获得不同 ZEA 浓度与银

染后溶液吸光度值的线性关系。如图 7 所示，当

ZEA 浓度为 0.1~20 ng /mL 时，其浓度–吸光度线

性回归方程为 y=0.054 3x+0.869 5（R2=0.981 9），回

归线性较好，最低检测限为 0.1 ng/mL。与银染之前

的最低检出限 5 ng/mL 相比，灵敏度提高了 50 倍。 

 

 
 

图 7  不同浓度 ZEA 与银染吸光度值的线性关系 
 

2.7  样品检测验证 

分别利用本实验建立的方法和酶联免疫法对

加标浓度为 10、50 和 100 ng/mL 的玉米油和玉米

样品进行检测。结果如表 1 所示，利用建立的方

法测定实际样品的回收率为 81.23%~116.16%，相

对标准偏差（RSD）为 4.72%~7.65%，与酶联免

疫法测定的结果基本一致，表明该方法对实际样

品检测是可行的。 
 

表 1  实际样品中 ZEA 的加标回收率（n=3） 

纳米金比色法 ELISA 
样品

ZEA 加标量
/(ng·mL–1) 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%

10 81.23 7.65 95.75 2.92

50 116.16 4.72 101.26 3.17

玉米油

100 89.50 5.21 112.34 2.07

10 82.61 5.96 92.36 5.76

50 91.26 6.12 88.92 4.35

玉米

100 98.25 5.33 83.31 8.76
 

3  结论 

探究基于核酸适体技术–纳米金比色建立

ZEA 可视化的快速检测方法。在最优实验条件下，

ZEA 浓度在 5~200 ng/mL 范围内与体系的吸光度

值呈良好的线性关系，最低检测限为 5 ng/mL，

且方法特异性良好。进一步通过银染作用将该方

法的灵敏度提高了 50 倍。通过对实际样品进行检

测，其加标回收率较好，成功的建立了一种简便、

经济、结果可视化的 ZEA 检测新方法。 
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