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基于适配体-磁分离技术的电化学传感器的构建
及其在金黄色葡萄球菌测定中的研究

刘蔚玄,严 雯,贾丽丛,牛凌梅*
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  [摘要] 目的 设计并构建一种无需标记的电化学适配体传感器,实现对金黄色葡萄球菌的高敏感度识别与

检测。方法 基于适配体介导的靶标识别机制,结合磁性纳米粒子(magneticnanoparticles,MNPs)和电化学信号检

测技术,构建了一种无需标记的生物传感平台。以Fe3O4 磁性纳米颗粒为捕获探针,利用适配体与金黄色葡萄球

菌特异性结合引发单链DNA(single-strandedDNA,ssDNA)释放;释放的ssDNA随后与固定在电极表面的连续腺

嘌呤DNA(consecutiveadenine,CADNA)杂交形成双链结构,并嵌入亚甲基蓝(methyleneblue,MB)分子产生可检

测的电化学信号。结果 在10~107CFU/mL浓度范围内,所测得的电流响应值随金黄色葡萄球菌浓度的变化显示

出优良的线性拟合特征,检测限低至2.07CFU/mL。传感器表现出优异的特异性,即使在混合细菌样本中也能准

确识别金黄色葡萄球菌。传感器在牛奶样品中的加标回收率为94.59%~101.13%,相对标准偏差<3.46%,显示

其良好的稳定性和实际应用潜力。结论 本研究所构建的无标签电化学生物传感器结合了适配体的高度特异性、

MNPs的高效分离能力和 MB的无标记信号输出优势,实现了对金黄色葡萄球菌的高敏感度和高选择性检测。该

方法操作简便、响应快速,适用于复杂样品中病原菌的检测,具备广阔的应用潜力和推广价值。
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Constructionofanelectrochemicalsensorbasedonaptamer-mediatedmagneticseparation
anditsapplicationinthedetectionofStaphylococcusaureus
LIU Wei-xuan,YANWen,JIALi-cong,NIULing-mei*

(DepartmentofSanitaryInspection,SchoolofPublicHealth,HebeiMedicalUniversity,

Shijiazhuang050017,China)

[Abstract] Objective Todesignandconstructalabel-freeelectrochemicalaptasensorfor
highlysensitiveidentificationanddetectionofStaphylococcus(S.)aureus.Methods Basedon
theaptamer-mediatedtargetrecognition mechanism,alabel-freebiosensing platform was
constructedbycombiningmagneticnanoparticles(MNPs)andelectrochemicalsignaldetection
technology.UsingFe3O4magneticnanoparticlesascaptureprobes,thespecificbindingbetween
theaptamerandS.aureustriggeredthereleaseofsingle-strandedDNA(ssDNA).Thereleased
ssDNAthenhybridizedwithconsecutiveadenineDNA (CADNA)immobilizedontheelectrode
surfacetoformadouble-strandedstructure,whichincorporatedmethyleneblue(MB)molecules
togenerateadetectableelectrochemicalsignal.Results Withintheconcentrationrangeof10to
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107CFU/mL,themeasuredcurrentresponseexhibitedanexcellentlinearrelationshipwiththe
concentrationofS.aureus,withadetectionlimitaslow as2.07 CFU/mL.Thesensor
demonstratedoutstandingspecificityandcouldaccuratelyidentifyS.aureusevenin mixed
bacterialsamples.Thespikedrecoveryratesinmilksamplesrangedfrom94.59%to101.13%,

withrelativestandarddeviations<3.46%,indicatinggoodstabilityandpracticalapplication
potential.Conclusion Theconstructedlabel-freeelectrochemicalbiosensorcombinesthehigh
specificityofaptamers,theefficientseparationcapabilityofMNPs,andthelabel-freesignal
outputadvantageofMB,achievinghighlysensitiveandselectivedetectionofS.aureus.This
methodissimpletooperate,providesrapidresponses,andisapplicablefordetectingpathogenic
bacteriaincomplexsamples,demonstratingbroadapplicationpotentialandpromotionalvalue.

[Keywords] Staphylococcusaureus;biosensingtechniques;magnetitenanoparticles

  金黄色葡萄球菌,通常被称为“食肉细菌”,是一

种革兰阳性细菌,广泛存在于人类皮肤表面以及人

类和动物的黏膜部位。由于皮肤外伤或免疫反应受

损,这些细菌可侵入皮肤表面,导致皮肤及周围软组

织出现炎症和感染[1-2]。微生物培养法长期以来被

作为传统微生物检测的“金标准”,其常规操作流程

主要包括样品富集、选择性培养基分离及后续的生

化鉴定等多个步骤。尽管检测精度很高,但这种方

法存在敏感度低、程序复杂的问题,培养过程需要

24~72h,需要耗费大量的人力、物力和时间[3]。因

此,实现自动化的高通量检测具有一定的挑战性。
酶 联 免 疫 吸 附 测 定 法 (enzyme-linked
immunosorbentassay,ELISA)已被应用于微生物

检测,具有特异性、快速和便携性。然而,由于抗体

具有热不稳定性和高成本的特点,该方法面临着实

际的限制。适配体作为抗体的多功能替代品,具备

与多种目标分子高特异性结合的能力,具有优越的

热稳定性、低成本、易于合成、可编程等优点,更有利

于对靶标的反应。在过去的几年里,金纳米粒子

(goldnanoparticles,GNPs)[4]、石墨烯[5]、磁性纳

米粒子(magneticnanoparticles,MNPs)[6]以及各种

类型的量子点等纳米材料引发了生物传感技术领域

的研究热潮。因此,本研究合成了Fe3O4 磁性纳米

颗粒作为捕获探针,结合其他纳米材料提出了一种

新的基于适配体介导的靶识别的无标记电化学策

略,用于金黄色葡萄球菌的敏感检测。在金黄色葡

萄球菌存在的情况下,靶标特异性地与适体结合,导
致单链 DNA(single-strandedDNA,ssDNA)的释

放。磁分离后,将含有释放的ssDNA的上清液转

移到电极表面,ssDNA通过腺嘌呤-金的连续相互

作用 与 固 定 在 电 极 上 的 连 续 的 腺 嘌 呤 DNA
(consecutiveadenine,CADNA)杂交,形成ssDNA-
CADNA双链。当电极浸入亚甲基蓝溶液中时,亚

甲基蓝嵌入到ssDNA-CADNA双链中,产生电信

号。在没 有 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 情 况 下,适 体 与

ssDNA形成稳定的双链,通过链亲和素-生物素相

互作用牢固地附着在 MNPs上,导致电信号减少。
通过对关键实验参数的系统优化,成功实现了金黄

色葡萄球菌的敏感、特异检测。值得注意的是,基于

靶标与适体特异性结合的策略为检测其他靶标提供

了一种通用的手段。

1 材 料 与 方 法

1.1 试 剂 与 仪 器 六 水 合 三 氯 化 铁(FeCl3·

6H2O,分析纯,天津科密欧化学试剂有限公司有限

公司),乙二醇(HOCH2CH2OH,分析纯,天津益力

化 学 试 剂 有 限 公 司 有 限 公 司),1,6-己 二 胺

(C6H16N2,H103908-500mL,上海阿拉丁生化科

技有限公司有限公司),无水乙醇(C2H5OH,天津百

世化 学 有 限 公 司),磷 酸 盐 缓 冲 溶 液(phosphate
buffersaline,PBS)(0.10 mol/L,pH7.2~7.4,

500mL,北京索莱宝科技有限公司),无水乙酸钠

(CH3COONa,分析纯,国药化学试剂有限公司),戊
二醛[OHC(CH2)3CHO,50%,上海阿拉丁生化科

技有限公司有限公司],金黄色葡萄球菌 ATCC
29213(北 京 三 药 科 技 开 发 公 司),链 霉 亲 和 素

(streptavidin,1.00g/L,上海阿拉丁生化科技有限

公司有限公司),氯化钠(NaCl,分析纯,天津大茂化

学试剂厂),色氨酸(南京百得生物技术有限公司有

限公司),酵母浸膏(化学纯,上海麦克林生化科技有

限公司),琼脂粉(化学纯,国药集团化学试剂有限公

司),胰蛋白胨(BR,南京都莱生物技术有限公司),
丙酮(C3H6O,分析纯,国药集团化学试剂有限公

司),硝酸(HNO3,分析纯,国药集团化学试剂有限

公司),亚甲蓝(methyleneblue,MB)(分析纯,上海

阿拉丁生化科技股份有限公司)、Tris缓冲液(化学
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纯,上海生工生物技术有限公司),TE缓冲液(化学

纯,上 海 生 工 生 物 技 术 有 限 公 司),氯 金 酸

(HAuCl4,分析纯,国药集团化学试剂有限公司),
氧化石墨烯(grapheneoxide,GO)(分析纯,上海阿

拉丁生化科技股份有限公司)。所有定制的寡核苷

酸链均来自生工生物技术(上海),序列如下:
金 黄 色 葡 萄 球 菌 的 适 配 体:5'-bio-

TCCCTACGGCGCTAACCTCCCAACCGCTCCA-
CCCTGCCTCCGCCTCGCCACCGTGCTACAAC-
3';ssDNA:5'-TTGGCAGTCGCTCACTCGTA-
3';CA DNA:5'-AAATACGAGTGAGCGACT-
GCCAA-3'。

扫 描 电 镜 (Scanning Electron Microscope,

SEM,日立S-4800)、CHI440和CHI650D电化学

工作站(上海辰华仪器有限公司)、SmartPlus超纯

水净化系统(Mill-Q系统,上海力康仪器公司)。所

有电化学实验均采用传统的三电极系统进行,银/银

氯化银电极为参比电极,铂丝为反电极,玻碳电极

(GlassyCarbonElectrode,GCE)为工作电极。本

研究中所有电位均相对于银/银氯化银参比电极测

量。

1.2 细菌培养 通过平板划线接种技术,在Luria-
Bertani(LB)固体培养基上的培养实现了金黄色葡

萄球菌的分离并获得纯化的单一菌落。在进行细菌

肉汤培养时,首先从平板上挑选出单个细菌菌落,随
后将其接种至LB液体培养基中,并置于37℃的环

境中进行振荡培养,持续过夜。随后,将过夜培养后

的菌液以1∶1000的比例稀释于新鲜的LB培养基

中,继续在37℃下振荡培养3h,直到在600nm波

长处,它的光密度值(OD600)达到0.5。接着,将培

养好的均匀菌液按照1∶10的比例连续稀释4次。

LB琼脂平板上被均匀涂布100μL稀释后的菌液,
对其进行平板培养及菌落形态观察,以测定肉汤中

的细菌浓度。将平板置于37℃倒置培养约24h,次
日对菌落进行计数,并据此计算原始溶液中的细菌

浓度。

1.3 捕获探针的制备 按照 Wang等[7]的方法,以

FeCl3·6H2O为铁源,C6H16N2 为配体,成功制备

出粒径可以被调控的氨功能化空心磁性纳米球。首

先,将1.0gFeCl3·6H2O和2.0gCH3COONa通

过磁搅拌与30.0mL乙二醇充分混合。然后将

C6H16N2 加入反应混合物中,在油浴中保持,在

50℃ 下搅拌15min。形成清晰的暗红色溶液后,
将其转移到高压釜中加热6h,然后在室温下冷却

反应混合物。丢弃上清液,采用磁选法收集黑色产

物,即 MNPs。所得磁珠用乙醇和超纯水交替洗涤

3次,于真空干燥箱中50℃ 干燥12h,制得Fe3O4
MNPs。

Fe3O4MNPs按照常用的戊二醛法对其进行[8]

活化。简 单 地 说,5.0 mg MNPs 与 5.0 mL
0.01mol/LPBS 混 合,超 声 10 min。然 后 加 入

1.25mL戊二醛(25% w/v),室温下黑暗摇匀2h。
接着,利用磁铁对磁性纳米颗粒进行收集,并使用

0.01mol/LPBS进行3次洗涤,以彻底去除残留的

未反应戊二醛。所得沉淀物在4.5mL0.01mol/L
PBS中重悬。加入0.5mL链霉亲和素(1.0g/L)
后,在培养箱中37℃孵育12h。反应完成后,用

PBS洗涤MNPs3次,以去除未附着的链霉亲和素。
最后,将链霉亲和素修饰的Fe3O4MNPs在5.0mL
0.01mol/LPBS中重悬,4℃保存备用。

1.4 金黄色葡萄球菌电化学传感器的建立 使用

前,依 次 用 1.0、0.3、0.05μmol/L 三 氧 化 二 铝

(Al2O3)粉末对GCE进行物理清洗,然后在超纯中

超声波清洗5min,再在乙醇和超纯水中重复此步

骤。首先在电极表面加入5.0μL石墨烯悬浮液。
干燥后,将电极置于0.1mol/LPBS中,在-1.2V
的沉淀电位下电沉积800s,得到GO/GCE。通过

在中性水溶液中导电沉积 GO,可以精确控制 GO
膜的厚度和单层石墨烯的分散。然后,将GO/GCE
浸入含有0.1mol/LH2SO4 的1.0×10-4 mol/L
HAuCl4 溶液中,在-0.25V的沉淀电位下电沉积

30s,电极记为 GNPs/GO/GCE。随后,在 GNPs/

GO/GCE表面加入5.0μL的CADNA (10.0μL)
和5.0μL的Tris-HCl缓冲液,在4℃的条件下持

续孵育1h。在此过程中,需维持较高的环境湿度,
以确保DNA探针所处的缓冲液环境稳定。孵育完

成后,使用0.01mol/LPBS和超纯水缓慢冲洗电

极,去除未结合的探针DNA和其余杂质。最后,用
电极吹干装置(氮气)将电极吹干,以完成传感器的

制备,该 传 感 器 被 命 名 为 CA DNA/GNPs/GO/

GCE。
在实验过程中,首先将0.5mL修饰有链霉亲

和素的Fe3O4MNPs分散液与0.5mL金黄色葡萄

球菌适配体(浓度为10.0μmol/L)混合,在37℃条

件下孵育6h,以促进适配体与链霉亲和素的结合。
随后,用0.01mol/LPBS冲洗混合物,以去除未结

合的适配体。接着,向上述溶液中加入0.5mL单链

DNA(浓度为10.0μmol/L),并在4℃冰箱中孵育

2h,以实现ssDNA与适配体的结合。随后,向反应

体系中加入不同浓度的金黄色葡萄球菌,置于37℃
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下孵育120min,以促进金黄色葡萄球菌与适配体

的特异性结合。经过磁分离后,将含有ssDNA的

上清液滴加到电极表面,并在37℃下孵育1h,以使

ssDNA固定在电极上。最后,将电极浸泡在亚甲基

蓝溶液中5min,随后用 Tris-HCl缓冲溶液漂洗,
以去除未组装的亚甲基蓝分子,组装机制见图1。

图1 组装机制图:金黄色葡萄球菌适配体传感器的制备过程及传感原理

Figure1 Assemblyscheme:fabricationprocessandsensingprincipleofaptasensorforStaphylococcusaureus

1.5 实际样品中金黄色葡萄球菌的检测 菌液的

制备过程为是在平板上稀释10μL菌液,每次试验

稀释3个平行样品,37℃孵育18h。挑选菌落数量

介于30~300个的平板来进行计数操作。选择合适

浓度的菌液进行稀释,最终浓度分别为1000.0、

10000.0、100000.0CFU/mL。在样品处理中,将

900μL牛奶与100μL已知浓度的细菌混合,得到

混合物中最终细菌浓度分别为100.0、1000.0和

10000.0CFU/mL。

2 结  果

2.1 Fe3O4 MNPs的表征结果 用扫描电镜对合

成的Fe3O4MNPs进行了表征。图2A显示Fe3O4
MNPs均匀分散,粒径约为200nm。图2B显示适

配体修饰的Fe3O4 MNPs捕获金黄色葡萄球菌的

情况。

2.2 无标记电化学生物传感器的可行性 为了验

证该生物传感器的可行性,利用紫外-可见分光光

度计 对 Fe3O4 MNPs同 链 霉 亲 和 素、适 配 体 和

ssDNA结合前后的上清吸光度变化进行了表征。
如图2C所示,曲线a、b、c分别为链霉亲和素、适配

体和ssDNA的紫外吸收峰,图中a'表示Fe3O4 之

前与之后的上清,b'表示 MNPs和适配体结合之前

与之后的上清,而c'则表示Fe3O4MNPs与ssDNA
结合之前和之后的上清。图2D为生物传感器的循

环伏安曲线,曲线a为裸电极的氧化还原峰,在修饰

了GO和GNPs后,可分别观察到峰电流的下降(曲
线b)和复升(曲线c)。在电极表面修饰CADNA
后,可观察到一对可逆的氧化还原峰(曲线a),但在

杂交ssDNA后,峰值电流下降,见图2E,其中a表

示CADNA/GNPs/GO/GCE,b表示 ssDNA-CA
DNA/GNPs/GO/GCE。生物传感器的差分脉冲曲

线如图2F所示,其中a表示 GCE,b表示 GO/

GCE,c表 示 GNPs/GO/GCE,而 d则 表 示 CA
DNA/GNPs/GO/GCE,随着电极表面修饰材料的

逐渐增加,对金黄色葡萄球菌的响应电流也逐渐上

升。

2.3 核酸反应的可行性 为了验证核酸反应,在

TBE缓冲液中使用15%聚丙烯酰胺凝胶进行聚丙

烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (polyacrylamide gel
electrophoresis,PAGE)分析(图3)。泳道1、2、3和

6分别为标记物、适体、ssDNA和CADNA。泳道4
包含适配体和ssDNA,泳道5包含适配体、ssDNA
和金 黄 色 葡 萄 球 菌。泳 道7含 有 CA DNA 和

ssDNA,泳道8含有适体、ssDNA、CADNA和金黄

色葡萄球菌。与适体和ssDNA的条带相比,在第4
泳道出现了一条代表适体-ssDNA 复合物的新条

带。但在第5泳道,当金黄色葡萄球菌存在时,适
体-ssDNA复合物的条带消失,而在泳道7中则出

现了 一 个 新 的 条 带。在 含 有 适 体、ssDNA、CA
DNA和金黄色葡萄球菌的泳道8中,仍能观察到

ssDNA-CADNA复合物。
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图2 修饰电极的表征

A.Fe3O4 MNPs的SEM图像;B.适体修饰的Fe3O4 MNPs捕获的金黄色葡萄球菌的SEM 图像;C.紫外-可见吸收曲线:

MNPs和链霉亲和素的结合;D.生物传感器组装过程的cv值;E.DNA杂交过程的cv值;F.生物传感器修饰过程的DPVs
Figure2 Thecharacteristicsofthemodifiedelectrode

图3 PAGE分析

泳道1.Marker;泳道2.适配体;泳道3.ssDNA;泳道4.适配体和ssDNA;泳道5.适配体、ssDNA和金黄色葡萄球菌;泳道6.CA
DNA;泳道7.CADNA和ssDNA;泳道8.适体、ssDNA、CADNA和金黄色葡萄球菌;适配体、ssDNA和CADNA浓度为

1.0μmol/L,金黄色葡萄球菌浓度为2.0CFU/mL
Figure3 PAGEanalysis

2.4 实验条件的优化 为了实现无标记生物传感 策略的最佳分析性能,对多个关键实验条件进行了
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系统优化。这些条件包括GO的用量、GO的电沉

积电位和沉积时间、GNPs的沉积时间、MB的浓度

和组装时间,以及CADNA的浓度和组装时间。通

过精确调控这些参数,确保了生物传感器在敏感度、
特异度和稳定性方面的最优表现。如图4A所示,

GO浓度在2.0~6.0μL之间,电流响应逐渐增大。
图4B和图4C详细阐述了GO电沉积电位与沉积

时间对实验结果的影响。随着GO沉积电位的逐渐

降低,峰值电流呈现稳步上升的趋势,并在-1.2V
时达到最大值。对于GO的沉积时间的影响,如图

4C所示,沉积时间从180~600s,电流迅速增加,并
在600s时达到最大值。GNPs的沉积时间的影响,
如图4D所示。随着GNPs沉积时间的增加,电流

响应呈现出抛物线的形态,并且在第30s时达到最

大值。图4E中差分脉冲伏安法 (differentialpulse

voltammetry,DPV)结果显示,当 MB浓度增加到

1.0×10-4mol/L时,电流达到最大值,并随着 MB
浓度的进一步增加保持稳定。图4F显示了不同

MB组装时间的影响。结果表明,随着组装时间从

1min增加到5min,DPV 测量产生的电流增强。

CADNA浓度和组装时间的影响如图4G和4H所

示,电 流 随 着 CA DNA 浓 度 的 升 高 而 增 大,在

7.0μmol/L处达到峰值,随后下降。随着CADNA
组装时间从10min增加到60min,电流逐渐增强,
当时间达到60min时,电流响应达到峰值。本研究

得到的最佳实验条件为6.0μLGO,-1.2V,电沉

积GO600s,GNPs沉积30s,MB与 CADNA-
ssDNA 双 链 结 合 时 间 5 min,CA DNA 浓 度

7.0μmol/L和组装时间60min。

图4 实验条件的优化

A.GO添加量;B.GO的沉积电位;C.GO的沉积时间;D.GNPs的沉积时间;E.MB浓度;F.MB组装时间;G.CADNA浓度;H.
CADNA组装时间

Figure4 Optimizationofseveralexperimentalconditions

2.5 分析性能 在最佳实验条件下,对不同浓度的

金黄色葡萄球菌的响应性能进行了详细考察(图

5A,B),金黄色葡萄球菌浓度与电流值 在10~

107CFU/mL范围内呈良好的线性关系,回归方程

为I=0.8479logc+4.040,r=0.993(I:μA,c:CFU/

mL)。根据“3σ/b”规则(σ为线性回归线截距的标
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准 差,b 为 斜 率 )确 定 检 测 限 (LOD)为

2.07CFU/mL,见表1。
为了评估该方法的特异度,本研究选择大肠杆

菌、蜡样芽孢杆菌、单核增生李斯特菌以及包含所有

这些物种的混合物作为对照样本进行测试(图5C),
其他细菌显示出弱的电流响应,而在金黄色葡萄球

菌存在的混合溶液中观察到一个强烈的峰值,并且

电流非常接近金黄色葡萄球菌单独存在的电流。接

下来,对7种不同的金黄色葡萄球菌浓度进行了一

系 列 实 验。相 对 标 准 偏 差 (relativestandard
deviation,RSD)为2.23%~8.20%(n=5),表明生

物传感器具有较好的重复性。30d后对7种金黄色

葡萄球菌浓度进行检测,RSD 范围为3.49%~
7.32%(n=5),表明该生物传感器稳定性良好。

图5 修饰电极对不同浓度金黄色葡萄球菌的响应及特异性考察

A.生物传感器在0、10、102、103、104、105、106 和107CFU/mL金黄色葡萄球菌存在电流响应;B.金黄色葡萄球菌浓度与电流

强度的对应校准;C.该方法对金黄色葡萄球菌的特异性测定

Figure5 InvestigationoftheresponseandspecificityofmodifiedelectrodestowarddifferentconcentrationsofStaphylococcus
aureus

表1 本研究中传感器与其他不同方法的比较

Table1 Comparisonofthedevelopedbiosensor
withdifferentmethods

检测方法
线性范围

(CFU/mL)

检出限

(CFU/mL)
参考文献

表面增强拉曼光谱法 10~104 10 [9]

10~107 10 [10]
荧光法 1.05×103~1.05×107 12 [11]

103~109 2.9×102 [12]
比色法 7.8×102~2.0×105 2.3×102 [13]
电化学法 10~108 5 [14]
电化学法 10~107 2.07 本方法

2.6 真实样本中的金黄色葡萄球菌的测定 鉴于

该生物传感器的优良性能,将其用于食品中牛奶样

的金黄色葡萄球菌的检测,检测到的金黄色葡萄球

菌浓度为19.6CFU/mL。通过加标实验进一步评

估了所开发生物传感器的适用性。当金黄色葡萄球

菌 注 射 浓 度 分 别 为 100.0、1 000.0 和

10000.0CFU/mL时(n=3),RSD值≤3.465%,加
样回收率分别为101.13%、98.25%和94.59%,见表

2。本方法与标准检测方法对牛奶样品的检测结果

见表3。
表2 实际样品中金黄色葡萄球菌检测结果

Table2 DetectionresultsfortheStaphylococcusaureusinrealsamples

牛奶样品组别 初始值(CFU/mL) 加标量(CFU/mL) 检出量(CFU/mL) 回收率(%) RSD(n=3)(%)

组别一 19.6 100.0 101.13 101.13 3.465
组别二 19.6 1000.0 982.46 98.25 2.282
组别三 19.6 10000.0 9458.80 94.59 2.286

表3 本方法与标准方法的检测结果

Table3 Thetestresultsofthestandardmethod
andthismethod

(n=3,x-±s,CFU/mL)

组别
加标量

100.0 10000.0
标准方法 116.70±15.30 10266.70±305.50
本方法 101.13±3.50 9458.80±215.90

3 讨  论

3.1 Fe3O4 MNPs的表征 扫描电子显微镜作为

材料科学与生命科学领域的重要研究工具,能够通

过电子束与样品表面相互作用产生的二次电子信

号,实现对样品表面形貌的高分辨率观察,其分辨率

可达纳米级别,可清晰呈现微观结构的精细特征,为
探究纳米材料与生物分子的相互作用提供直观的图

像依据。金黄色葡萄球菌适配体对目标物具有高度

特异性亲和力。当金黄色葡萄球菌加入体系后,适
配体通过碱基堆积、氢键作用等分子间作用力,与细

菌表面的特定靶标位点精准结合,引发适配体的构

象从松散无序转变为紧密有序的三维结构。这种构
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象变化使适配体修饰的Fe3O4 MNPs表面活性位

点重新分布,暴露出更多利于结合的基团,从而显著

增强对金黄色葡萄球菌的捕获能力,可以清晰看到

Fe3O4 MNPs表面附着大量金黄色葡萄球菌,直观

呈现了纳米磁珠对目标物的捕获结果。这些图像不

仅证实了适配体-磁珠体系捕获金黄色葡萄球菌的

可行性,也为后续实验奠定了基础。

3.2 无标记电化学生物传感器的可行性 金黄色

葡萄球菌是人类化脓性感染的主要病原体,据美国

疾病预防与控制中心(centersfordiseasecontrol
andprevention,CDC)统计数据显示,金黄色葡萄球

菌是除大肠杆菌外最常见的感染性病原体之一。其

传播途径主要包括肉类、乳制品、禽类及其制品、蛋
类等食品媒介,感染严重时可能危及生命,已对公共

健康造成显著威胁。据统计,在美国,由金黄色葡萄

球菌引发的食物中毒就占细菌性食物中毒的33%,
而在加拿大则占45%[15-16]。适配体通常由20~
100个核苷酸组成的短链单链DNA或RNA构成,
可与病毒、小分子和金属离子特异性结合[17-18]。此

外,适配体可以在更广泛的pH 值和温度条件下发

挥作用,并且可重复使用,基于其在分析检测中的强

大识别能力,增强了传感器的竞争力[19]。其中,电
化学适配体传感器因其易于读取的信号输出、快速

响应和高敏感度的特点而被广泛使用。大多数传统

的电化学生物传感器都需要电活性分子的标记,其
涉及将二茂铁或亚甲基蓝等电活性标签固定在电极

表面。电化学分子标记的特点是操作时间长和成本

高,大大增加了生物传感器的制造费用[20-21]。因

此,构建一种新型的无标记电化学生物传感器,以实

现敏感、简便、低成本的靶标检测仍然是迫切需要

的[22-25]。
纳米材料是指尺寸从1~100nm不等的纳米

材料,由于其尺度接近原子或分子层级,因而表现出

明显的表面-界面效应、量子尺寸效应以及尺寸依

赖性等特殊性能。与不同的纳米材料相比,MNPs
具有显著的优势,包括可调节的尺寸、高敏感度、低
毒性和良好的生物相容性[26-27]等优势。这些显著

的特性使得 MNPs在传感器构建中成为一个强大

的捕获探针成为可能。而GO作为新兴的二维纳米

材料,凭借其物理化学性质和独特的层状结构,近年

来在材料科学领域备受关注[28-29]。从其微观形貌

分析,GO呈现由单层碳原子构成的蜂窝状晶格结

构,同时表面及边缘接枝大量富氧官能团,包括羧基

(-COOH)、羰基(-CO)、羟基(-OH)[30]等,这些

官能团赋予了材料显著的亲水性与化学反应活性,

可与金纳米颗粒等多种电极修饰材料相结合,从而

有效提升修饰电极的负载性能。其中,复合材料的

协同作用,有助于加快目标物质在电极界面的氧化

还原反应动力学过程,进而显著增强了传感器的检

测敏感度。正因如此,GO在电化学领域得到了广

泛的应用[31-33]。该无标记电化学生物传感器将无

需标记的快速、直接分析的优点与电化学检测的高

敏感度相结合。本研究将GO与纳米金修饰于电极

表面,利用生物素化适配体(Bio-apt)、与适配体部

分互补的ssDNA和CADNA构建对金黄色葡萄球

菌特异响应的生物传感器。为了验证该生物传感器

的可行性,利用紫外-可见分光光度计对Fe3O4
MNPs同链霉亲和素、适配体和ssDNA结合前后的

上清吸光度变化进行了表征。与Fe3O4 MNPs孵

育3h后,链霉亲和素的上清液的 UV吸收显著降

低,表明链霉亲和素成功地结合到 MNPs表面。同

样,与MNPs孵育3h后,适配体上清液的UV吸收

光谱下降,此结果是由于适配体通过链亲和素-生

物素作用 MNPs结合,上清液适配体浓度下降。对

于ssDNA,与适配体修饰的 MNPs孵育2h后,

ssDNA的吸光度在260nm 处有降低,则表明了

ssDNA与适配体成功杂交。
采用循环伏安法对生物传感器的构建过程进行

了分析。GCE显示出一对清晰且可逆性良好的氧

化还原峰。用GO修饰电极表面后,由于GO表面

的负电荷与[Fe(CN)6]3- 之间的排斥作用,峰值电

流下降。由于GNPs优异的导电性,峰值电流显著

增加。
电极组装后,在Tris缓冲溶液中使用循环伏安

法进一步评估电极表面DNA杂交过程的可行性。

CADNA/GNPs/GO/GCE表现出一对可逆的氧化

还原。然而,CADNA与ssDNA杂交后峰值电流

下降。这种减少是由于形成了更刚性的CADNA-
ssDNA双链结构,阻碍了电子转移,从而降低了电

流。并记录了生物传感器修饰过程的DPV曲线。
当金黄色葡萄球菌存在时,由于静电吸附作用,在

GCE上可以观察到一个明显的MB峰。在经过GO
修饰的GO/GCE上,亚甲基蓝的峰电流显著增强。
这是因为GO表面富含大量的活性基团,能够促进

亚甲基蓝分子的结合。在GO修饰的GCE基础上

进一步负载GNPs后,由于其优良的导电性能及较

大的比表面积,电化学响应信号明显增强。在经过

CADNA修饰后,电流强度进一步明显提升。这是

因为CADNA与ssDNA形成的双链结构为亚甲基

蓝提供了额外的结合位点,从而进一步增加了峰值
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电流。

3.3 核酸反应的可行性 PAGE是一种基于凝胶

介质的电泳技术,因其具有高分辨率、可精确控制孔

径大小等特点,被广泛应用于核酸、蛋白质等生物大

分子的分离与分析。根据用途不同,可分为非变性

PAGE和变性PAGE,前者能保持生物大分子的天

然结构和功能,后者则通过添加变性剂(如尿素、甲
酰胺)破坏分子内的氢键,使大分子解旋为单链状

态。在证明 DNA 链杂交解离的过程中,非变性

PAGE可用于分析 DNA 双链的形成。由于双链

DNA分子在凝胶中的迁移速率与其分子大小和构

象有关,当2条互补DNA链杂交形成双链后,相较

于单链DNA,其分子结构更为紧密,在电场作用下

通过凝胶孔隙的阻力更大,迁移速率较慢。通过对

比单链与双链DNA在凝胶中的条带位置,可直观

判断杂交是否发生。与适体和ssDNA 的条带相

比,在第4泳道出现了一条代表适体-ssDNA复合

物的新条带,表明形成了双链结构。相反,在第5泳

道,适体-ssDNA复合物的条带消失,说明适配体特

异性结合金黄色葡萄球菌。同时,在泳道7中出现

了一个新的条带表明ssDNA与CADNA结合。在

泳道8中,仍能观察到ssDNA-CADNA复合物,这
表明金黄色葡萄球菌可以与适体结合,而游离的

ssDNA则成功地与CADNA结合。

3.4 实验条件的优化 优化条件是确保实验科学

性与有效性的核心环节,通过对实验条件的精准调

控,可减少干扰因素,提升实验结果的准确性与重复

性,降低误差率。这些条件包括GO的用量、GO的

电沉积电位和沉积时间、GNPs的沉积时间、MB的

浓度和组装时间,以及CADNA的浓度和组装时

间。随着GO浓度逐渐增加,电流响应逐渐增大,这
是因为丰富的石墨烯为GNPs的修饰提供了更多的

结合位点,当GO用量为6.0μL时,结合位点达到

饱和。因此,GO的最佳添加量为6.0μL。GO沉

积电位越低,峰值电流则逐渐升高,这主要是因为三

个方面的原因:①低的沉积电位增强了GO与电极

表面的相互作用,促进其在电极表面吸附沉积,增加

活性位点数量;②低的电位利于形成更均匀致密的

薄膜,优化电子传递路径,降低电荷转移电阻,加快

电子转移速度;③低电位下沉积的GO结构缺陷更

少,π-π共轭体系能更好参与电子传递,从而使氧

化峰电流显著增加。基于这一结果,-1.2V被确

定为GO的最佳沉积电位。GO的沉积时间则是通

过影响电极表面的负电荷从而对响应电流产生了影

响,因此,GO 层的最佳沉积时间为600s。随着

GNPs沉积时间的增加,电流响应呈现出抛物线的

形态,这一结果与Zhang等[34]之前开展的类似实验

结论相符。电极表面修饰的GNPs数量与其体积以

及沉积时间呈正相关关系。反应时间较短导致

GNPs数量少,提供的反应位点不足。相反,过长的

沉积时间会导致GNPs数量的增加,从而降低电极

的比表面积,导致电流信号降低[35]。因此,GNPs
的最佳沉积时间为30s。随着 MB浓度的增加,电
流逐渐增加并趋于稳定,表明 MB与 CA DNA-
ssDNA双链的结合达到了平衡。随着 MB组装时

间的延长,电流逐渐增强,表明有更多的MB插入到

CADNA-ssDNA双链中。超过5min后,电流稳

定,表明该反应完成。CADNA浓度和组装时间的

影响,电流先升高随后下降。这一结果可以用较高

的CA DNA 浓 度 允 许 更 多 的ssDNA 结 合 形 成

CADNA-ssDNA双链,其携带更多的电化学分子

MB,从而增加电流响应。而CADNA组装时间也

具有相同的影响,这表明CADNA在电极表面的结

合已接近饱和状态。

3.5 分析性能 目前,金黄色葡萄球菌的常规检测

方法,如传统培养法、免疫分析法等,存在检测周期

长、敏感度不足、操作繁琐等问题,难以满足快速、精
准检测的需求。本研究构建的生物传感器,凭借独

特的设计与原理,实现了检测性能的突破。通过优

化适配体与信号传导机制,该传感器将检测范围拓

宽至更低浓度和更宽浓度区间,在极微量样本中也

能精准识别金黄色葡萄球菌,敏感度远超传统方法,
可实现超痕量目标物的快速检测[9-13]。

在特异性验证实验中,当将多种细菌混合置于

检测体系时,除金黄色葡萄球菌外,其他致病菌检测

产生的电流极小。这是因为这些细菌与金黄色葡萄

球菌适配体的结合力微弱,无法触发捕获探针的识

别机制,也就无法释放ssDNA引发显著的电信号

变化。实验结果充分证明,该配体传感器能够在复

杂混合细菌环境中,精准靶向金黄色葡萄球菌,展现

出卓越的特异性检测能力,为病原体快速筛查与精

准诊断提供了高效可靠的新方案。
综上所述,本研究开发了一种基于适配体介导

的目标识别的新型无标签电化学生物传感器。该策

略利用 MNPs作为捕获探针,有效降低了非特异性

识别对背景信号的干扰。此外,MB与DNA链的结

合所产生的信号传导机制和强烈的信号输出,提高

了生物传感器的敏感度。本方法结合了高亲和力适

配体的特异性、MNPs强大的分离能力、MB分子的

无标记性以及易于读取的电化学信号输出等优点。

·9121·河 北 医 科 大 学 学 报  第46卷 第10期



该生物传感器在金黄色葡萄球菌的检测中表现出优

异的 分 析 性 能,结 果 表 明,细 菌 浓 度 在 10 和

107CFU/mL之间与电流信号线性良好。对实际样

品进行了测定,回收率良在94.6%~101.1%之间。
本研究的方法能对复杂样品基质中的金黄色葡萄球

菌进行检测,具有高选择性和良好的准确性等优点。
由于采用了以适体作为相应靶标的识别元件的通用

信号转换策略,因此该检测方法可以适用于检测其

他小分子,使其具有广泛的通用性。
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