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AFM1劈裂适配体的识别能力研究
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摘　要：本研究以黄曲霉毒素M1为研究对象，采用劈裂适配体的方式，克服适配体构象不稳定造成的灵敏度不高

的问题，利用电化学方法研究劈裂适配体的识别能力及特异性，并通过圆二色谱初步探究结合机制。结果表明，

将适配体核苷酸链按照 1:1进行劈裂得到的识别效果最佳，并且对黄曲霉毒素 M1具有较高的特异性。劈裂适配

体后单独两个片段与 AFM1作用后圆二色谱图没有改变，正峰强度明显增大，负峰移动并且强度增大，证明适配

体构象发生改变。基于劈裂适配体可以改善方法的灵敏度，通过对完整适配体进行劈裂，得到了构建传感器的更

佳识别元件。本研究为提高适配体快速检测方法的灵敏度提供了一种新思路。
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Abstract： In  this  work,  AFM1  was  chosen  as  the  target,  and  the  aptamer  was  split  to  solve  the  low  sensitivity  due  to
unstable  structure  of  the  aptamer.  The  recognition  ability  and  specificity  of  the  split  aptamer  were  evaluated  using
electrochemical methods, and the binding mechanism was explored through the circular dichroism. The results showed that
the split aptamer employing a 1:1 split mode exhibited the best performance in the recognition and specificity for AFM1.
The  circular  dichroism  spectrum  remained  unchanged.  The  positive  peak  intensity  of  the  circular  dichroism  spectrum
increased significantly and the negative peak moved and the intensity increased, which demonstrated that the conformation
of the aptamer changed. The sensitivity was enhanced by employing split aptamers. Superior recognition elements for the
construction  of  sensors  was  obtained  by  the  fragmentation  of  intact  aptamers.  The  investigation  provides  a  new  idea  to
enhance the sensitivity of the detection mehtods based on the apatamer.
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随着人们生活水平的提高，乳及乳制品已成为

重要的消费品之一，其安全性受到社会广泛关注，而

黄曲霉毒素 M1（Aflatoxin M1，AFM1）是影响乳及

乳制品安全的主要因素。AFM1具有致畸、致癌、致

突变的作用，被国际癌症机构列为 I类致癌物，严重

危害人类健康。另外，AFM1热稳定性很强，不能通

过巴氏灭菌、超高温杀菌等加工方式将其降解[1−3]。

因此，构建快速、灵敏的 AFM1检测方法对于保障人

体健康具有重要意义。

由于适配体的高灵敏、高稳定性及低成本等特  
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点，基于适配体的快速检测技术发展迅速。自发现

AFM1适配体可通过 SELEX法成功筛选后[4−6]，科研

人员已成功构建了多种基于 AFM1适配体的快速检

测传感器[7−10]。Sameiyan等[11] 基于二价适配体-适
配体互补链（Bivalent binding aptamer-cDNA，BBA-
cDNA）结构及二硫化钼（MoS2）构建一种新型荧光

适配体传感器检测 AFM1。与之前研究不同[12−13]，

实验中 BBA-cDNA结构未破坏，cDNA吸附在二价

适配体上，然而此传感器仍然能实现对 AFM1的快

速响应。Ge等 [14] 开发了一种基于自组装双交叉

DNA纳米机器，由于能量共振转移，荧光强度降低。

加入 AFM1和 AFB1后，适配体识别黄曲霉毒素，双

交叉 DNA纳米结构被破坏，猝灭基团远离荧光染

料，荧光强度恢复。Yadav等[15] 构建了基于金属硫化

物的适配体荧光传感器同时检测 AFB1和 AFM1，
并比较了基于聚乙二醇改性前后的金属硫化物构建

传感器的灵敏度，结果表明，与为改性材料相比，利用

聚乙二醇改性后的纳米材料所构建传感器的检出限

低 248倍。Yang等[16] 建立了基于分子印迹聚合物

（Molecular imprinting，MIP）和适配体的双识别电化

学传感器检测牛奶中 AFM1。
尽管小分子的适配体筛选技术及应用研究不断

发展[17−18]，但由于小分子尺度较小，结合位点少[19−20]，

引起传感信号的变化也非常有限，开发的适配体存

在灵敏度低、特异性差的问题[21−22]。另外，适配体因

其柔性结构的问题，在环境中变现出结构不稳定的

现象，而发生非特异性识别，造成假阳性信号的产

生[23−25]，进一步限制了适配体快速检测技术的发展。

有研究发现将一段完整的适配体劈裂成两段或两段

以上，当添加目标物后，劈裂的适配体仍然可以重新

结合共同识别目标物[26−29]。与单适配体相比，具有合

作识别的分裂适配体可能会增强靶标结合的亲和

力[30−32]。基于劈裂适配体构建的检测方法可以有效

减少假阳性结果，提高方法的准确性[33−35]。目前，基

于劈裂适配体已成功用于 ATP[36−38]、多巴胺[39]、凝

血酶[40] 等的检测。

因此，本文以 AFM1为研究对象，利用电化学方

法。原理如图 1所示，将 AFM1适配体劈裂成两段，

一段修饰巯基（SH-S1）通过 Au-S固定在电极表面，

另一段修饰二茂铁（Fc-S2）作为响应信号。将 S1固

定到电极表面后，采用 6-巯基乙醇（MCH）封闭未结

合位点，减小非特异性结合。在体系中添加 AFM1，
S1与 S2形成一定构象共同识别 AFM1，S2一端的

响应信号 Fc靠近工作电极，与电极进行电子传递，

产生 Fc信号。本文通过研究劈裂适配体的亲和力、

特异性以及对 AFM1的检测效果，利用圆二色谱法

初步探究的结合机制，为后续建立传感检测方法打下

基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

铁氰化钾、过氧化氢、亚铁氰化钾、三羟甲基氨

基甲烷（Tris）　分析纯，上海麦克林生化科技有限公

司；氯化钾、磷酸三氯乙酯（TCEP）、氯化钠、三氯化

六铵合钌、98% 6-巯基乙醇（MCH）　分析纯，上海阿

 

电化学工作站
SH-S1 MCH AFM1 Fc-S2

eT

图 1    生物传感器的传感机理

Fig.1    Sensing mechanism of biosensors
 

表 1    适配体序列

Table 1    Aptamer sequence

适配体 序列

AFM1适配体 5´-SH-ACTGCTAGAGATTTTCCACAT-Fc-3´[38]

mode 1（3:1） 5´-SH-ACTGCTAGAGATTTTC-3 5´-CACAT-Fc-3´
mode 2（2:1） 5´-SH-ACTGCTAGAGATTT-3´ 5´-TCCACAT-Fc-3´
mode 3（1:1） 5´-SH-ACTGCTAGAGA-3´ 5´-TTTCCACAT-Fc-3´
mode 4（1:2） 5´-SH-ACTGCTA-3´ 5´-GAGATTTTCCACAT-Fc-3´
mode 5（1:3） 5´-SH-ACTGC-3´ 5´-TAGAGATTTTCCACAT-Fc-3´
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拉丁生化科技有限公司；盐酸　分析纯，成都科龙化

工试剂公司；98%硫酸、无水乙醇　分析纯，重庆市

钛新化工有限公司；劈裂适配体　由生物工程（上海）

股份有限公司合成，适配体序列见表 1。
电化学工作站 CHI660E、CHI111银/氯化银、

CHI115铂丝电极、CHI101金电极　上海辰华仪器

有限公司；HH-4J型磁力搅拌恒温水浴锅　江苏金

坛白塔新宝仪器厂；KQ3200DB超声波清洗器　昆

山市超声仪器有限公司；NK200-1B氮吹仪　常州朗

越仪器制造有限公司；Multifuge X3R离心机　赛默

飞世尔科技公司；Milli-Q超纯水仪　美国 Millipore
公司；J-81010400圆二色谱仪　日本分光株式会社。 

1.2　实验方法 

1.2.1   劈裂适配体识别效果　电极的预处理[41]：依次

取直径为 0.3、0.05 µm的抛光粉（氧化铝）按照“8”
字手法将金电极打磨至表面光滑，然后将电极分别置

于无水乙醇和超纯水中超声清洗。随后将电极置于

食人鱼溶液（H2SO4/H2O2，3/1）中浸泡，10 min后超

纯水清洗表面，氮吹至干燥。最后，在 0.5  mol/L
H2SO4 溶液中，设置扫描速度和扫描点位分别为

0.1  V/s和−0.2~+1.6  V，采用循环伏安法 （Cyclic
voltammetry，CV）进行扫描，待扫描曲线稳定后对电

极进行电化学抛光处理。抛光完成后用超纯水洗净，

氮吹干燥备用。

AFM1原始序列按照比例 3:1、2:1、1:1、1:2、
1:3进行劈裂（表 1）。采用相同浓度（0.5  μg/L）
AFM1，探究五种劈裂模式的适配体识别 AFM1的

效果。 

1.2.2   劈裂适配体固定环境的研究　S1在电极表面

的实际修饰密度可以准确反映适配体在电极表面的

状态。本文基于 Cottrell方程[42] 来计算适配体的实

际修饰密度见公式（1）：

Q =
(2nFAD0

1/2C0t1/2)
π1/2

+Qdl +nFAΓ0 式（1）

式中，Q代表 [Ru（NH3）6]
3+扩散到电极表面产

生的电荷（C）；n为每摩尔中用于还原的电子数量；

F代表法拉第常量，即每摩尔电子所携带的电荷量，

其值为 96485 C/mol；A为电极面积（cm2）；D0 为扩

散系数（cm2/s）；C0 为体积浓度（mol/cm2）；t代表时

间（s）；Qdl 表示电层电容（F），可根据计时库伦法

（Chronocoulometry，CC）测试曲线的截距差计算得

出；nFAΓ0 表示吸附 [Ru（NH3）6]
3+产生的电荷（mol/

cm2）；Γ0 表示吸附到 S1骨架上的 [Ru（NH3）6]
3+的密

度，可以通过两条 CC测试曲线的截距差计算得出。

S1在电极表面的密度 Γ0 可根据公式（1）、（2）[43]

计算得出：

ΓDNA = Γ0 ×
z
m
×NA 式（2）

式中 ，ΓDNA 表示 S1的电极表面修饰密度

（mol/cm2）；m表示 S1的碱基数目；z表示氧化还原

分子的电荷量；NA 表示 Avogadro常数 6.02×1023。 

1.2.2.1   离子强度对劈裂适配体固定电极的影响　

将 10  µmol/L的 SH-S1溶液和 1  mmol/L的 TCEP
溶液各取 10 μL混合并孵育 1 h，分别加入 Na+浓度

为 50、100、150、200、250 mmol/L的 Tris-HCl溶液

（pH7.4），至溶液的终体积为 200 μL，SH-S1溶液终

浓度为 0.5 µmol/L。金电极与该溶液孵育 16 h，通
过 Au-S键将 SH-S1在电极表面固定，氮吹干燥。

最后置于 MCH（1 mmol/L）溶液中孵育 1 h，用缓冲

溶液洗涤，氮气吹干，传感器平台构建完成。随后将

其与含 0.5 µmol/L的 Fc-S2及 0.5 μg/L靶标物AFM1
的混合溶液孵育 1 h。置于电解支持液（5 mmol/L铁

氰化钾、5 mmol/L亚铁氰化钾混合溶液与 0.1 mol/L
氯化钾水溶液等体积混合）中，根据 CC计时测试结

果按照公式计算电极表面 S1的密度，再通过 CV及

电化学阻抗法（Electrochemical  impedance  spectro-
scopy，EIS），以电流峰值和奎斯特曲线半径来研究固

定情况[44]。 

1.2.2.2   pH对劈裂适配体固定电极的影响　将

10  µmol/L的 SH-S1溶液和 1  mmol/L的 TCEP溶

液各取 10 μL混合并孵育 1 h，分别用不同 pH（5.4、
6.4、7.4、8.4、9.4）的 Tris-HCl（150 mmol/L）溶液稀

释至溶液的终体积为 200 μL，SH-S1溶液终浓度为

0.5 µmol/L。金电极与该溶液孵育 16 h后，氮吹干

燥。最后置于 MCH（1 mmol/L）溶液中孵育 1 h，用
缓冲溶液洗涤，氮气吹干，传感器平台构建完成。检

测内容同 1.2.2.1。 

1.2.3   劈裂适配体构建传感器检测条件的研究　 

1.2.3.1   SH-S1孵育浓度对检测的影响　将 10 µmol/
L的 SH-S1溶液和 1 mmol/L TCEP溶液各取 10 μL
混合并孵育 1 h，用 Tris-HCl溶液（pH7.4，200 µmol/L
Na+）将溶液分别稀释至 SH-S1终浓度分别为 0.1、
0.3、0.5、0.7、0.9 µmol/L。按上述步骤构建传感器

平台。然后将其与含 0.5 µmol/L的 Fc-S2及 0.5 μg/L
靶标物 AFM1的混合溶液孵育 1 h。通过方波伏安

法（Square wave voltammetry，SWV），以 IFc 信号值

为指标，研究不同浓度适配体的检测效果[45]。 

1.2.3.2   孵育时间对检测效果的影响　将 10 µmol/L
的 SH-S1溶液和 1 mmol/L的 TCEP溶液各取 10 μL
混合孵育 1 h后，用 Tris-HCl溶液（pH7.4，200 µmol/L
Na+）稀释至 SH-S1终浓度为 0.5 µmol/L。按上述步

骤构建传感器平台。然后与含 0.5  µmol/L的 Fc-
S2及 0.5 μg/L靶标物 AFM1的混合溶液分别孵育

30、60、90、120 min。通过 SWV探究适配体在不同

孵育时间下的检测效果。 

1.2.3.3   离子强度对识别效果的影响　缓冲溶液

Tris-HCl（pH7.4）中分别添加 0、50、100、200、300、
400、500、600 µmol/L的 Na+，将 SH-S1稀释至终浓

度为 0.5 µmol/L，按上述步骤构建传感器平台。然后
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与含 0.5 µmol/L的 Fc-S2及 0.5 μg/L靶标物 AFM1
的混合溶液孵育 1 h。通过 SWV研究不同离子强度

对适配体识别性能的影响。 

1.2.3.4   pH对识别效果的影响　将缓冲溶液 Tris-
HCl（200  µmol/L  Na+）pH分别调至 5.4、6.4、7.4、
8.4、9.4，将 SH-S1稀释至终浓度为 0.5 µmol/L，按
上述步骤构建传感器平台。然后与含 0.5 µmol/L
的 Fc-S2及 0.5  μg/L靶标物 AFM1的混合溶液孵

育 1 h。通过 SWV研究 pH对适配体识别性能的

影响。 

1.2.4   劈裂适配体识别能力和亲和力研究　将

10  µmol/L的 SH-S1溶液和 1  mmol/L的 TCEP溶

液各取 10 μL混合，孵育时间 1 h，用 Tris-HCl溶液

（pH7.4）稀释至 SH-S1终浓度为 0.5 µmol/L。加入

离心管内，将金电极浸入其中 16 h，氮气吹干后。置

于 MCH（1 mmol/L）溶液中孵育 1 h，将未结合的位

点除掉。用缓冲溶液洗涤，氮气吹干，传感器平台构

建完成。将电极完全沉浸在含有 Fc-S2（0.5 µmol/L）
与不同浓度 AFM1溶液中孵育。利用 CV和 EIS研

究电极修饰过程，并利用 SWV研究劈裂适配体的识

别效果和亲和力。

通过电化学方法研究劈裂适配体的亲和力。在

一定浓度范围内，随着 AFM1浓度的增加，电响应信

号逐渐增加。基于电信号数据利用公式（3）[46−47] 计
算解离常数 Kd，Kd值表征五种劈裂适配体的亲和

力，Kd值越小，代表适配体和靶标物的结合能力

越强。

log
1

[DNA]
= logKd+ log

∆I
(∆Imax −∆I)

式（3）

式中， [DNA]代表适配体的浓度 （nmol/L），
Imax 代表产生的最大电流信号值（nA），I代表不同

AFM1浓度下产生的电流信号值（nA）。

线性范围和检测限：将亚甲基蓝（MB）-S2和 Fc-
S1与一定浓度的 AFM1溶液混合，将建立的传感器

平台浸入上述溶液中孵育一段时间，用 SWV进行检

测。以 AFM1标准品浓度为横坐标，IMB/IFc 为纵坐

标，建立标准曲线，确定线性范围并计算检测限。 

1.2.5   劈裂适配体特异性研究　配制与 AFM1相同

浓度（0.5  μg/L）的 AFM2、AFB1、AFG1、AFG2作

为干扰毒素研究劈裂适配体的特异性。将建立的传

感器平台置于含有 Fc-S2（0.5 µmol/L）和不同种类毒

素的溶液中孵育 1 h。用 SWV进行检测。 

1.2.6   利用圆二色谱研究劈裂适配体构象　将完整

的 AFM1适配体（10 mmol/L）和劈裂后的两段适配

体 S1（10 mmol/L）、S2（10 mmol/L）在 95 ℃ 下变性

处理 10  min。取等量的 S1和 S2进行混合得到

S1+S2，将完整 AFM1适配体、S1、S2、S1+S2静置

30 min，使其形成稳定空间构象。另取等量 S1和

S2与 AFM1孵育 60 min，使 S1、S2共同识别 AFM1，
将上述溶液均进行圆二色谱测定[48]。 

1.3　数据处理

亲和力数据处理：采用电化学方法得到相关数

据，以适配体浓度的对数为横坐标，电信号变化量的

对数为纵坐标，使用线性回归分析绘制曲线，得到劈

裂适配体的解离常数。 

2　结果与分析 

2.1　劈裂适配体识别效果

研究五种劈裂模式下的适配体对 AFM1的识别

效果，结果如图 2，加入 0.5 μg/L AFM1后，以 mode
3（1:1）为识别元件时，Fc信号最大，为 546±24 nA，

表明在五种劈裂方式中，以 mode 3（1:1）模式劈裂的

适配体具有最好的识别效果。
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图 2    不同劈裂适配体的识别效果（0.5 μg/L AFM1）
Fig.2    Signal of Fc at different modes under the same con

AFM1 (0.5 μg/L)
  

2.2　劈裂适配体固定环境的研究

适配体构象可能会受到体系中离子强度和 pH
的影响，从而影响其在电极表面的固定。因此，本文

以识别效果最好的 mode 3（1:1）模式的劈裂适配体

为研究对象，选择 0.5 μmol/L SH-S1固定电极，采用

CC研究电极表面 S1的密度，利用 CV和 EIS研究

S1在电极表面的固定情况。

基于式（1）、式（2）和计时库伦测试结果（图 3A）

计算电极表面 S1的密度。如图 3B所示，随着 Na+

浓度增加，电极表面 S1的密度逐渐增加，当 Na+为
150 mmol/L时，密度达到最大且不再随 Na+浓度的

增加而变化，说明 0.5 μmol/L S1几乎都修饰在电极

表面。

图 3C和 D显示不同 Na+浓度固定劈裂适配体

S1的 CV图及 EIS图。如图所示，随着 Na+浓度的

增加，氧化还原的电流峰值逐渐增大后几乎不变，奈

奎斯特曲线半径逐渐减小后几乎不变。说明随着

Na+浓度增加，修饰 S1后电极表面电子传递速度逐

渐增加。结合电极表面 S1密度及 CV和 EIS图发

现，在低 Na+浓度环境中，电极表面 S1密度较小，而

且电子传递速度较慢，这种现象的原因可能是 S1的

柔性结构，在电极表面呈平铺覆盖状，阻碍了电子传

递速度。在高浓度 Na+环境下，由于 S1与足够 Na+

之间的静电相互作用，S1保持刚性结构，在电极表面

可以固定更多的 S1，S1密度逐渐增大（图 3B）。因

此，150 mmol/L为固定劈裂适配体的最佳 Na+浓度。
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图 4为 pH对 S1固定电极密度和固定情况的

影响。如图 4A所示，pH对电极表面 S1的固定密度

无明显影响。同时图 4B和 C的 CV和 EIS结果显

示，不同 pH下氧化还原电流峰和奈奎斯特曲线半径

均无明显差异。说明在一定范围内 pH对 S1在电极

表面的固定及 S1的结构无明显影响，选择 7.4为后

续固定电极时溶液 pH。 

2.3　劈裂适配体构建传感器检测条件的研究

本文以二茂铁产生的信号值（IFc）研究 S1浓度、

孵育时间及识别环境对识别效果的影响（图 5）。

图 5A显示 S1浓度对识别效果的影响。从图可知，

传感信号值（IFc）随着 S1浓度的增加呈现快速增加

后减小的趋势。因为 S1浓度低时，固定在电极表面

的 S1数量较少，检测的灵敏度不高。而高浓度的

S1固定在电极表面后，会产生空间位阻，灵敏度也会

受到影响[49]。S1浓度到 0.5 μmol/L时，传感电信号

达到最大，说明此时识别效果最好。

图 5B显示了劈裂适配体与靶标物 AFM1的孵

育时间对识别效果的影响。传感电信号（IFc）会随孵
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图 3    离子强度对适配体固定的影响

Fig.3    Influence of ionic strength on aptamer immobilization
注：A：计时库伦曲线，B：不同 Na+浓度下电极表面适配体密
度图，C：不同 Na+浓度下循环伏安图，D：不同 Na+浓度下阻抗
图；图 A中 a~d表示：a：MCH修饰电极在不含 [Ru（NH3）6]

3+，
b：MCH修饰电极在含 [Ru（NH3）6]

3+，c：MCH/S1修饰电极在
不含 [Ru（NH3）6]

3+，d：MCH/S1修饰电极在含 [Ru（NH3）6]
3+；

图 C、 D中 a~e表 示 ： a： 250  mmol/L， b： 200  mmol/L， c：
150 mmol/L，d：100 mmol/L，e：50 mmol/L。
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Fig.4    Aptamer density change (A), cyclic voltammetry (B) and
impedance (C) at different pH

注：图 A中相同小写字母表示差异不显著，P>0.05；图 B、C中
a~e分别表示 pH5.4、6.4、7.4、8.4、9.4。
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育时间增加而增大，因为孵育时间较短，劈裂适配体

不能形成构象完全识别 AFM1，影响响应电信号。

当孵育 60 min后，信号值（IFc）达到最高且趋于平

衡。说明此时劈裂适配体已完成目标物 AFM1的识

别。因此最佳孵育时间确定为 60 min。

识别环境的离子强度和 pH对适配体构象的形

成和稳定有一定的影响，进而影响适配体对目标物的

识别。在一定范围内，IFc 响应信号随着 Na+浓度增

加先增加后减小。因为离子浓度过低，劈裂适配体

S1和 S2自身发生卷曲，影响对目标物 AFM1的识

别效果。当检测环境中离子浓度过高时，S1和 S2呈

刚性结构，同样影响对目标物的识别。当 Na+浓度

为 300 μmol/L时，IFc 信号值最大。因此识别环境中

的最适离子强度为 300 μmol/L Na+。如图 5D可知，

在 pH 为 5.4 到 7.4 范围内，随着 pH 增加 IFc 信号值

逐渐增加，当 pH大于 7.4时，IFc 信号值随着 pH 的

增加而逐渐减小。表明中性环境下（pH7.4）劈裂适配

体结合靶标物的效果最佳。 

2.4　劈裂适配体识别能力的研究

为了分析劈裂后的适配体识别能力，构建基于

五种劈裂适配体的电化学传感器。根据传感器对目

标物检测的线性范围和检出限，评价电化学传感器的

传感性能。结果显示（图 6）， 随着 AFM1浓度增加，

基于不同劈裂适配体的传感器响应信号均逐渐增

加。由于 AFM1的加入，S1与游离 S2形成一定构

象共同识别 AFM1，导致 Fc响应电信号增加。通过

实验考察了五种电化学传感器的线性范围和检出

限。结果表明，mode 1~5的电化学传感器线性范围

分别为 0.06~0.4、0.06~0.4、0.08~0.5、0.08~0.5、0.1~

0.4 μg/L。以 mode 1、mode 2和 mode 3构建的传

感器检出限为 0.02 μg/L，以 mode 4和 mode 5构建

的传感器检出限为 0.03 μg/L。与另外四种传感器相
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图 5    不同识别条件下的劈裂适配体识别效果

Fig.5    Recognition efficiency of split aptamers under different identification conditions
注：图中不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
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图 6    基于不同劈裂适配体的传感器与一定浓度 AFM1作用后的 SWV图和线性图

Fig.6    SWV and linear plots of sensors based on different splitting adaptors interacting with a certain concentration of AFM1
注：A~E：mode 1~5；a~e对应浓度：0.06、0.1、0.2、0.3、0.4 μg/L（A）；0.06、0.1、0.2、0.3、0.4 μg/L（B）；0.08、0.2、0.3、0.4、0.5 μg/L
（C）；0.08、0.1、0.2、0.4、0.5 μg/L（D）；0.1、0.15、0.2、0.3、0.4 μg/L（E）。
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比，基于 mode 3建立的传感器明显拥有更宽的线性

范围和更高的灵敏度。证明了以 mode 3（1:1）劈裂

适配体得到劈裂适配体识别效果最好。 

2.5　劈裂适配体亲和力的研究

如图 7所示，五种劈裂适配体电信号结果拟合

效果好，拟合的函数可靠度高，计算得到的 Kd值分

别是：128.77±41、262.80±53、87.12±29、339.78±101、
454.19±112 nmol/L。由结果可知，以 mode 3（1:1）
得到的劈裂适配体与目标物的亲和力最强，解释了

以 mode 3模式劈裂适配体为识别元件的传感器灵

敏度更高。 

2.6　劈裂适配体特异性的研究

为了进一步说明劈裂适配体对目标物的识别能

力，研究劈裂适配体对目标物结构类似物质的响应，

分析劈裂适配体的特异性。以 mode 3为例，选择相

同浓度（0.5 μg/L）结构类似物 AFM2、AFB1、AFG1
和 AFG2，以及包含 AFM1（0.5 μg/L）的混合毒素研

究劈裂适配体的特异性。如图 8可知，与其他对照

组毒素相比，AFM1引起的的 IFc 电信号值最大。而

包含 AFM1的混合毒素引起的 IFc 电信号与 AFM1

引起的信号无明显差异。说明劈裂适配体对 AFM1

的特异性较好。 

2.7　劈裂适配体构象研究

圆二色谱法（CD）是研究适配体构象变化的常见

方法，通过适配体与目标物结合前后的构象变化来研

究适配体和目标物之间的相互作用。图 9分别表示

完整的适配体、mode  3模式下单独的 S1、S2及

S1与 S2协同识别目标物前后的圆二色谱图。从

图 9A可以看出，AFM1适配体的圆二色谱图（曲线

a）在 248 nm呈现负峰，在 275 nm存在正峰，说明

AFM1适配体是一种典型的 B型 DNA[50]。适配体

与 AFM1作用后（曲线 b），圆二色谱图显示出 275 nm
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图 7    劈裂适配体的电化学方法拟合曲线不同适配体的解离常数

Fig.7    Electrochemical method fitting curves for the dissociation constants of different aptamers in split aptamer assays
注：A：mode 1；B：mode 2；C：mode 3；D：mode 4；E：mode 5。
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图 8    不同毒素的电化学响应情况对比

Fig.8    Comparison of electrochemical responses
of different toxins
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处正峰强度明显增加，此正峰代表碱基堆叠作用，负

峰由 248 nm移至 249 nm且强度增加，此处负峰代

表 DNA的螺旋性，说明 AFM1与适配体结合会诱

导适配体碱基堆积效应增强，同时螺旋增加，适配体

构象发生变化。从图 9B和 9C可知，S1和 S2分别

与 AFM1作用前后圆二色谱图并未发生变化，说明

S1和 S2与 AFM1作用后构象没有发生变化，间接

说明 S1和 S2不能识别 AFM1。从图 9D可知，S1、

S2与 AFM1作用后，275 nm处的正峰和 248 nm的

负峰强度均增加，且负峰发生红移，说明 S1和

S2与 AFM1作用后构象发生变化。此现象与完整

适配体结合 AFM1后的圆二色谱图相一致，说明

S1和 S2可以共同识别 AFM1。 

3　结论
适配体的构象不稳定会造成适配体传感器的低

灵敏度及假阳性问题。本文按照不同比例将适配体

进行劈裂，通过电化学方法研究劈裂适配体对目标

物 AFM1的识别能力及特异性。首先研究了适配体

固定环境及识别环境的影响，结果表明，高浓度 Na+

有利于劈裂适配体在电极表面的固定，150 mmol/L

Na+时固定效果最佳且趋于稳定，pH则对固定效果

影响不大。识别环境中 Na+为 300 μmol/L，pH7.4条

件下，劈裂适配体与 AFM1孵育 60 min，识别效果最

佳。在此最佳条件下，基于五种劈裂适配体构建的电

化学传感器中 mode 3的线性范围为 0.08~0.5 μg/L，
检出限为 0.02 μg/L，优于其他四种模式。通过计算

五种模式的解离常数可以得知，与其他四种劈裂方式

相比，按照 1:1方式得到劈裂适配体的亲和力最

强。另外，圆二色谱结果也证明了 S1和 S2可以共

同识别 AFM1。本研究旨在推动适配体传感器发

展，可以对解决适配体传感器灵敏度不高和假阳性问

题起到参考作用。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

参考文献 

 ［1］  CAMPAGNOLLO,  FERNANDA  BOVO,  et  al.  The  occur-
rence and effect of unit operations for dairy products processing on
the fate of aflatoxin M1：A review[J]. Food Control，2016，68：310−
329.

 ［2］  LIU  S  G,  ZHANG  D,  HE  Y,  et  al.  A  split  aptamer  sensing
platform for highly sensitive detection of theophylline based on du-
al-color fluorescence  colocalization  and  single  molecule   photo-
bleaching[J]. Biosensors & Bioelectronics，2020，166：112461.

 ［3］ AISSA S B, MARS A, CATANANTE G, et al. Design of a re-
dox-active surface for ultrasensitive redox capacitive aptasensing of
aflatoxin M1 in milk[J]. Talanta，2019，195：525−532.

 ［4］ WEI X, MA P, IMRAN MAHMOOD K, et al. Screening of a
high-affinity aptamer for aflatoxin M1 and development of its colori-
metric  aptasensor[J].  Journal  of  Agricultural  and  Food  Chemistry，
2023，71（19）：7546−7556.

 ［5］ LIU R, ZHANG F, SANG Y, et al. Selection and characteriza-
tion of DNA aptamers for constructing aptamer-AuNPs colorimetric
method for detection of AFM1[J]. Foods，2022，11（12）：1802.

 ［6］ PANDEY A K, RAJPUT Y S, SINGH D, et al. Prediction of
shorter  oligonucleotide  sequences  recognizing  aflatoxin  M1[J].
Biotechnology and Applied Biochemistry，2018，65（3）：397−406.

 ［7］  AHMADI  S  F,  HOJIATOLESLAMY  M,  KIANI  H,  et  al.
Monitoring  of  aflatoxin  M1  in  milk  using  a  novel  electrochemical
aptasensor based on reduced graphene oxide and gold nanoparticles
[J]. Food Chemistry，2022，373：131321.

 ［8］ PANG Y H, GUO L L, SHEN X F, et al. Rolling circle ampli-
fied  DNAzyme  followed  with  covalent  organic  frameworks：Cas-
cade signal amplification of electrochemical ELISA for alfatoxin M1
sensing[J]. Electrochimica Acta，2020，341：136055.

 ［9］  HE  L,  SHEN  Z,  WANG  J,  et  al.  Simultaneously  responsive
microfluidic chip  aptasensor  for  determination  of  kanamycin,   afla-
toxin  M1,  and  17β-estradiol based  on  magnetic  tripartite  DNA   as-
sembly  nanostructure  probes[J]. Microchimica  Acta，2020，187：1−
11.

 ［10］  JALALIAN S H,  RAMEZANI M,  DANESH N M,  et  al. A
novel electrochemical aptasensor for detection of aflatoxin M1 based
on  target-induced immobilization  of  gold  nanoparticles  on  the   sur-
face of electrode[J]. Biosensors and Bioelectronics，2018，117：487−
492.

 ［11］ SAMEIYAN E,  KHOSHBIN Z,  LAVAEE P,  et  al. A biva-
lent  binding aptamer-cDNA on MoS2 nanosheets  based fluorescent
aptasensor  for  detection  of  aflatoxin  M1[J].  Talanta，2021，235：
122779.

 

−15

−10

−5

5

10

15

−8
−6
−4
−2

10
12
14

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
−8
−6
−4
−2

0

2

4

6

8

10
12
14

C
D

C

f

e

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

−10

−5

0

5

10

15

C
D

D

h
g

波长

波长

波长 (nm)

波长 (nm)

图 9    适配体与 AFM1作用前后的圆二色光谱

Fig.9    Circular dichroic spectra before and after the interaction
between the adapter and AFM1

注：图 A中，a：完整 AFM1适配体；b：完整适配体与 AFM1作
用后；图 B中，c：model 3下 S1；d：S1与 AFM1作用后；图 C
中，e：model 3下 S2；f：S2与 AFM1作用后；图 D中，g：model
3下 S1/S2；h：S1/S2与 AFM1作用后。
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