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大肠杆菌 O157:H7（Escherichia coli O157:H7，E.
coli O157:H7）是频繁引起食物中毒的食源性致病菌，

严重威胁食品安全，因此需要构建高效、简便、经济的

检测方法[1-3]。聚合酶链式反应（polymerase chain reac⁃
tion，PCR）、DNA微阵列和等温扩增技术等传统检测方

法需要昂贵的仪器以及专业的技术人员[4-6]，而荧光传

感器具有灵敏度高、简便、成本低、反应迅速等特

点[7-8]，因而在大肠杆菌检测上具有良好应用潜力[9-12]。

在荧光传感器中，基于纳米荧光淬灭剂和荧光基团之

间的“开”“关”转换是最常用的传感策略[13-14]。层状双

氢氧化物（layered double hydroxide，LDH）合成步骤简

单、原料易得、制备成本低，且对核酸上修饰的荧光染

料具有快速淬灭能力[15-17]，故能被用作荧光淬灭材料。

然而，为避免LDH干扰荧光信号测定，需要通过离心将

常规LDH淬灭剂从溶液中分离出来，因此会增加检测

工作的繁琐度。

基于磁性层状双氢氧化物和核酸外切酶 Ⅰ的新型大肠
杆菌荧光传感器构建

何佳璘，吴源益，刘 天，肖玉梅，何 苗，王开勇，杨 懿
西南医科大学 公共卫生学院（泸州 646000）

【摘 要】目的 基于磁性层状双氢氧化物（magnetic layered double hydroxide，MLDH）对修饰在单链和双链DNA上的羧基荧光素（6-car⁃
boxyfluorescein，FAM）的高效淬灭，以及核酸外切酶Ⅰ（exonuclease Ⅰ，Exo Ⅰ）对单链DNA的选择性降解作用，建立测定大肠杆菌的荧光传感

器。方法 将不同浓度的大肠杆菌特征DNA与FAM标记的互补DNA探针杂交，形成FAM-双链DNA，加入Exo I选择性降解剩余探针，再加入

MLDH吸附并淬灭FAM-双链DNA。通过磁铁分离上清液与MLDH，测量上清液的荧光强度。 结果 在最优实验条件下，本法检测大肠杆菌特

征DNA的线性范围为 0.05 ~ 30 nmol/L，相关系数（R2）为0.997，检测限（3σσ）为 0.025 nmol/L，对江水、自来水和茶饮料中大肠杆菌DNA的回收率

为 85.4% ~ 118%，相对标准偏差小于 5%。 结论 利用MLDH的荧光淬灭能力和Exo I对单链DNA的选择性水解能力成功构建了测定大肠杆

菌的新型荧光传感器，与传统大肠杆菌检测法相比，所建新型传感器灵敏度高、选择性好、准确度高，能实现对大肠杆菌的快速检测。
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【Abstract】 Objective A fluorescent sensor for the determination of Escherichia coli was established，based on the efficient
quenching of 6-carboxyfluorescein（FAM）modified on both single-stranded DNA and double-stranded DNA by magnetic layered
double hydroxide（MLDH）quenchers，and the selective degradation of single-stranded DNA by exonuclease I（Exo I）. Methods Dif⁃
ferent concentrations of Escherichia coli characteristic DNA were hybridized with FAM-labeled DNA probes. The remaining single-
stranded DNA probes were selectively hydrolyzed by Exo I. Then，MLDH quenchers were added to adsorb and quench the formed FAM-
labeled double-stranded DNA. Finally，the supernatant was separated from MLDH quenchers with the help of an external magnet and
its fluorescence intensity was measured. Results Under optimal experimental conditions，the linear range of Escherichia coli characteris⁃
tic DNA was 0.05-30 nmol/L，the correlation coefficient（R2）was 0.997，and the detection limit（3σ）was 0.025 nmol/L. The recoveries
for Escherichia coli characteristic DNA in river water，tap water and tea ranged from 85.4% to 118% with the relative standard devia⁃
tions less than 5%. Conclusion A novel fluorescent sensor for Escherichia coli detection was successfully established. Compared to tra⁃
ditional Escherichia coli detection methods，the proposed sensor exhibited high sensitivity，good selectivity，and high accuracy，which re⁃
alized rapid detection of Escherichia coli.
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本研究以羧基荧光素（6-carboxyfluorescein，FAM）
修饰的单链DNA（single-stranded DNA，ssDNA）为探针

（P），以 Zn/Ni/Al-磁性层状双氢氧化物（magnetic lay⁃
ered double hydroxide，MLDH）为荧光淬灭剂，以核酸外

切酶Ⅰ（exonucleaseⅠ，ExoⅠ）为靶标分辨元件，利用

探针和靶标ssDNA的高特异性碱基互补配对，以及ExoⅠ
对 ssDNA的选择性降解作用，创新性地构建测定E. coli
特征DNA（T）的荧光传感器。如图 1所示，在靶标 ss⁃
DNA存在的情况下，靶标 ssDNA与其互补 5′-FAM-
ssDNA探针结合成双链DNA（double-stranded DNA，ds⁃
DNA），此时FAM-dsDNA不被Exo I降解而被MLDH吸

附发生荧光淬灭，表现为荧光值很低；当体系中不含靶

标 ssDNA时，5′-FAM-ssDNA探针被ExoⅠ酶切释放出

FAM荧光基团，游离的 FAM不被MLDH淬灭，表现为

荧光值很高。利用这一传感机制，实现对E. coli的检

测分析。

图1 荧光传感原理示意图
Figure 1 The detection principle of the fluorescent sensor

1 材料与试验方法

1.1 仪器与试剂

1.1.1 仪器 Synergy H1多功能荧光酶标仪（美国伯腾

仪器有限公司），J-HH-6A恒温水浴锅（上海LNB仪器

有限公司），96孔黑色酶标板（美国康宁公司），无菌水

样取样袋（广东环凯生物科技有限公司），纯水仪Milli-
Q系统（美国 Millipore公司），SCIENTZ-10N冷冻干燥

机（宁波新芝生物科技有限公司），天平（瑞士梅特勒-
托利多国际有限公司），GL-88B旋涡混合器（海门区其

林贝尔仪器制造有限公司），SB-5200DTD超声波清洗

机（宁波新芝生物科技股份有限公司）。

1.1.2 试剂 ExoⅠ和 10 × ExoⅠ缓冲液购自上海生工

生物工程股份有限公司。分析纯的氯化锌、氯化铝六

水合物、氯化镍六水合物、四氧化三铁、氯化钠、氯化

镁、氢氧化钠和碳酸钠均购自上海麦克林生化科技有

限公司。Tris-HCl溶液（1 mol/L，pH = 7.6）购自上海阿

拉丁生化科技股份有限公司。实验用水为Milli-Q系

统（美国 Millipore公司）制备的超纯水。反应缓冲液为

Tris-HCl缓冲液（10 nmol/L，pH = 7.4，含 100 mmol/L

NaCl和 4 mmol/L MgCl2）。实验所用DNA均由上海生

工生物工程股份有限公司合成和纯化，序列见表1。其

中 P为 FAM标记的探针序列，T为大肠杆菌特征DNA
序列，MT1为T的单碱基错配序列，MT2为T的三碱基

错配序列，MT为T的碱基完全错配序列。
表1 本研究所用DNA序列

Table 1 The DNA sequences used in this work
序列名称

P

T

MT1

MT2

MT

碱基序列

5'-FAM-CAG TTG GCG GCG TAG ATT AT-3'

5'-ATA ATC TAC GCC GCC AAC TG-3'

5'-ATA ATC TAC ACC GCC AAC TG-3'

5'-ATA AAC TAC ACC GCA AAC TG-3'

5'-TGC AGT GAC AAA TGT GCC GCC A-3'

1.2 实验方法

1.2.1 磁性层状双氢氧化物的制备 称取 0.3 g四氧化

三铁，分散于150 mL水中，使其均匀悬浮20 min。称取

0.32 g碳酸钠和 0.48 g氢氧化钠溶于 100 mL水中配制

为碱性溶液，加入到悬浮液中使 pH 为 10，保持

5 min[18-19]。称取氯化锌 0.5 g、氯化镍 0.3 g、氯化铝

0.26 g，溶于 100 mL水中制成盐溶液，将盐溶液加入到

悬浮液中，再加入碱性溶液，使 pH范围在 9.5 ~ 10之
间，搅拌 5 min，用磁铁分离。用水和乙醇清洗制得的

磁性材料，真空冷冻干燥即得到锌镍铝物质的量浓度

比为3∶1∶1的磁性层状双氢氧化物。

1.2.2 荧光检测方法 室温下将 160 μL Tris-HCl缓冲

液加至EP管中，加入8 μL浓度为1 μmol/L的P溶液使

其终浓度为 40 nmol/L，再加入 8 μL不同浓度（0.05 ~
30 nmol/L）的 T溶液，混匀后杂交 10 min。加入 30 U
ExoⅠ和 20 μL ExoⅠ缓冲液，混匀后于 37 ℃孵育

30 min，加入 4 μL浓度为 10 mg/mL的MLDH使其终浓

度为 0.2 mg/mL，配置成总体积为 200 μL的反应体系。

反应10 min后用磁铁分离上清液，将上清液加在96孔
黑色酶标板中，用酶标仪测定其荧光强度。激发波长

为 480 nm，扫描 510 ~ 600 nm 的发射光谱并记录

520 nm的荧光强度值，步幅为1，增益为110。
2 结果

2.1 荧光传感条件优化

2.1.1 ExoⅠ用量 在 40 nmol/L P溶液中分别加入 0、
1、5、10、20、30和 50 U ExoⅠ，于 37 ℃水浴 60 min后加

入 0.2 mg/mL MLDH，反应 10 min后用磁铁分离，测定

上清液的荧光强度。如图2A所示，上清液的荧光强度

随着酶用量增加而升高，并在酶用量为 30 U时趋于稳

定，故Exo I的用量选定为30 U。
2.1.2 酶切反应时间 在 40 nmol/L P溶液中加入 30 U
ExoⅠ，于 37 ℃分别水浴 5、10、20、30、45和 60 min，然
后加入 0.2 mg/mL MLDH，反应 10 min后用磁铁分离，
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测定上清液的荧光强度。如图2B所示，上清液的荧光

强度随着酶切时间的增加而升高，并在酶切时间为

30 min时趋于稳定，故选定酶切时间为30 min。
2.1.3 MLDH 用量 在 40 nmol/L P溶液中加入 30 U
ExoⅠ，于 37 ℃水浴 30 min，分别加入 0.05、0.1、0.2、0.3
和 0.5 mg/mL MLDH，反应 10 min后用磁铁分离，测定

上清液的荧光强度。如图2C所示，上清液的荧光强度

随着 MLDH 用量增加而降低，并在 MLDH 用量为

0.2 mg/mL时趋于稳定，故 0.2 mg/mL MLDH足够淬灭

所用探针的荧光信号。

2.1.4 淬灭反应时间 在 40 nmol/L P溶液中加入 30 U
ExoⅠ，于 37 ℃水浴 30 min，加入 0.2 mg/mL MLDH，分
别反应 1、3、5、7和 10 min后用磁铁分离，测定上清液

的荧光强度。如图2D所示，上清液的荧光强度随着淬

灭时间的增加而降低，反应 3 min后趋于稳定，故

MLDH吸附反应3 min即可完成对探针的荧光淬灭。

2.2 所建传感器的检测范围和灵敏度

在优化条件下，将所建荧光传感器用于E. coli特
征DNA的定量分析。图 3A显示了该传感器在不同浓

度 T 存在下的荧光发射光谱。由图可见，在 0 ~
50 nmol/L浓度范围内，随着T浓度的增加，荧光强度显

著降低。如图3B所示，在（0.05 ~ 30）nmol/L范围内，荧

光强度与T的浓度呈线性关系，相关线性方程为F = -
1 703.2 CT + 54 760（R2 = 0.997 8），其中 F为 520 nm处

的荧光强度，CT为T浓度（nmol/L）。检出限（limit of de⁃
tection，LOD）是指不含T的空白溶液在3倍标准差处的

荧光信号对应的浓度，根据3σ/S（σ为空白溶液测量值

的标准差，S为线性方程的斜率）计算得到本法对 E.
coli特征DNA的LOD为0.025 nmol/L。

图3 所建传感器的检测范围及灵敏度
Figure 3 Detection range and sensitivity of the proposed sensor
注：A：所建传感器测定不同浓度T的荧光发射光谱；B：所建传

感器的荧光检测信号与T浓度的关系及线性曲线。

2.3 所建传感器的特异性

通过比较所建传感器检测靶标序列和错配序列的

荧光信号来评估所建传感器的特异性。在相同条件

下，用所建传感器检测靶标DNA（T）、单碱基错配靶标

（MT1）、三碱基错配靶标（MT2）、完全错配靶标（MT）和

空白溶液。结果如图4所示，MT1、MT2和MT荧光响应

值明显高于 T，MT2、MT和空白溶液的荧光响应值相

近，故所建传感器具有良好的特异性。

图4 所建传感器对靶标DNA及其错配序列的荧光响应
Figure 4 Specificity of the proposed sensor for target DNA and its mis⁃

matched sequences
2.4 所建传感器的实际样品分析

为了验证所建荧光传感器在实际样品检测中的应

用效果，采集沱江水、长江水、自来水和茶饮料样品并

进行回收试验。分别向不同样品中加入 0.50、5.00和
20.0 nmol/L T，用所建荧光传感器检测T含量。结果如

表2所示，回收率为85.4% ~ 118%，相对标准偏差（rela⁃
tive standard deviation，RSD）均小于 5%，表明该传感器

检测实际水样中E. coli的准确度高，精确度好，适用于

实际样品中E. coli分析。

3 讨论

即时监测大肠杆菌等食源性致病微生物是保障公

众健康的必要措施，对食源性致病微生物特异性核酸

片段的高效分析是实现其快速检测的有效手段。传统

图2 传感条件对上清液荧光强度的影响
Figure 2 Effect of sensing conditions on the fluorescence intensity of the supernatant

注：A：ExoⅠ用量（0~50 U）；B：酶切时间（5~60 min）；C：MLDH用量（0.05~0.5 mg/mL）；D：淬灭反应时间（1~10 min）。

A B C D
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的核酸检测技术多以PCR为基础，存在步骤繁琐、成本

高、对操作人员要求高等缺点。近年来，荧光传感器因

其灵敏度高、操作简单、成本低、反应迅速等特点而在

核酸检测领域受到广泛关注。其中，基于纳米荧光淬

灭剂和荧光基团之间的“开”“关”转换是最常用的传感

策略[13]。多种不同类型的纳米材料已被应用为荧光淬

灭剂，例如金纳米颗粒[20]、碳纳米管[21]和石墨烯[22]等。

但是这些材料往往造价昂贵、合成步骤复杂，使其实际

应用受到限制。LDH是一种合成步骤简单、原料易得、

制 备 成 本 低 、比 表 面 积 大 的 二 维 层 状 纳 米 材

料[15-16，23-24]，在催化、吸附、农业和电子领域有众多应

用[25-27]。LDH的表层由带正电荷的二价或三价金属氢

氧化物构成，层间由水分子和阴离子来平衡电荷，其通

式为[M2+
（1 - x）M3+

x（OH）2]X+An-x/n·mH2O，式中M2+指二价金

属阳离子，M3+指三价金属阳离子，An−指电荷平衡阴离

子。近年来，LDH被发现对人体无毒副作用，对核酸上

修饰的荧光染料具有快速淬灭能力[16，28]，故能被用作

高效、便宜、安全的荧光淬灭材料。目前，已有利用

LDH来构建荧光传感器的相关报道[13，29-30]。然而，为

避免 LDH干扰荧光信号测定，需要通过离心将常规

LDH淬灭剂从溶液中分离出来，此步骤增加了检测工

作的繁琐度。若能为LDH淬灭剂引入磁性内核，制备

具有磁性的MLDH，将便于快速分离上清液以供检测。

本研究以MLDH为荧光淬灭剂，结合ExoⅠ对 ss⁃
DNA的选择性降解作用，构建测定目标DNA的新型荧

光传感器。在外磁场辅助下，MLDH可与上清液快速

分离，从而显著提升检测过程的便捷度。此外，MLDH
的合成过程简单，热稳定性和化学稳定性高，在大肠杆

菌检测中的应用尚未见报道。然而，MLDH无法分辨

单双链DNA。由于ExoⅠ可以从 3′到 5′方向特异性降

解 ssDNA，而对 dsDNA无活性[16，29，31]。因此，可将 Exo
Ⅰ用于单双链DNA的传感分辨元件。与传统荧光检

测法相比，本研究所建传感器更加具有高效、经济、便

捷的特点。

通过实验探索，本研究确定使用 30 U ExoⅠ酶切

30 min，并采用 0.2 mg/mL MLDH吸附 3 min，可完成对

目标DNA的检测。所建传感器对E. coli特征DNA的

检 测 范 围 为 0.05 nmol/L ~ 30 nmol/L，检 出 限 为

0.025 nmol/L，对实际样品的回收率为 85.4% ~ 118%。

上述结果表明，本法具有灵敏、准确、特异性高等优点。

同时，本法具有普适性，通过更换探针序列即可实现对

其他目标DNA的测定，为核酸快速检测提供了一种新

策略。

4 结论

本研究所用 Zn/Ni/Al-MLDH新型荧光淬灭剂对

FAM标记的核酸序列具有高效淬灭作用，以MLDH为

淬灭剂显著简化了检测步骤，缩短了分析时间。本研

究利用MLDH的荧光淬灭能力和ExoⅠ对单链DNA的

选择性水解能力建立的新型荧光传感器具有特异、快

捷、灵敏、高效、经济等特点，可实现对大肠杆菌的快速

检测。该传感体系无需繁琐的材料合成与交联步骤，

有望突破常见荧光纳米传感器分析步骤繁琐、耗时长、

成本高、灵敏度不足等难题，为核酸检测提供了一种新

技术、新方法。
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