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基于磁性氧化石墨烯核酸适配体分离材料构建 １７β⁃雌二醇传感器
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摘要：１７β⁃雌二醇（Ｅ２）是天然的甾体雌激素，在生物体的各项生理活动中发挥着至关重要的作用。 然而，外源性

Ｅ２ 也被归类为内分泌干扰物（ＥＤＣ），即使在 ｎｇ ／ Ｌ 水平上也会干扰内分泌系统功能，且在医疗、畜牧业废水中均能

检测到 Ｅ２ 污染。 目前，Ｅ２ 的检测方法主要以色谱⁃质谱联用方法为主，但受仪器等限制，难以应用于现场检测或

大量样品检测。 为了解决该难题，本工作用油包水微乳液法（Ｗ／ Ｏ ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ）合成了一种基于磁性氧化石墨

烯（ＭＧＯ）的核酸分离材料，并进行了系统的表征，以开发高灵敏度、快速检测、高通量的荧光恢复（“ ｔｕｒｎ⁃ｏｎ ”）型
生物传感器，用于检测环境样品中的 Ｅ２。 传感器基于荧光共振能量转移原理（ＦＲＥＴ），即 ＭＧＯ 通过吸附荧光基团

标记的 Ｅ２ 核酸适配体发生 ＦＲＥＴ 效应猝灭荧光信号，而在 Ｅ２ 存在时，核酸适配体与 Ｅ２ 结合，从 ＭＧＯ 上脱附，实
现荧光信号恢复，且信号响应与一定范围的 Ｅ２ 质量浓度呈线性关系。 本工作引入了磁性固相分离方法，降低了背

景信号值，从而提高了方法的灵敏度。 本方法中相对荧光恢复强度与 Ｅ２ 质量浓度呈良好的线性关系，检出限低至

１ ｎｇ ／ ｍＬ，对多种干扰离子有较好的抵抗性，且在同族雌激素类似物中有良好的选择性。 与色谱⁃质谱检测方法相

比，该方法检测时间短，成本低，操作简便，可应用于环境水样中 Ｅ２ 的快速检测。
关键词：１７β⁃雌二醇；磁固相分离；荧光生物传感器；磁性氧化石墨烯

中图分类号：Ｏ６５８　 　 　 文献标识码：Ａ

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ １７β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｓｅｎｓｏｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ ／ ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ

ＪＩＮ Ｘｉｎｙｕ１，２， ＣＨＥＮ Ｌｅｙｕａｎ１，２，３， ＬＩＵ Ｙａｎｎａ１，２， ＸＩＥ Ｗｅｎｊｉｎｇ１，２， ＰＥＮＧ Ｈａｎｙｏｎｇ１，２∗

（１． Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｅｃｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
Ｅｃｏ⁃Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８５， Ｃｈｉｎａ；

２． Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００４９， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｓｔｕｄｙ， Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００２４， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： １７β⁃Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ （Ｅ２） ｉｓ ａ ｎａｔｕｒａｌ ｓｔｅｒｏｉｄａｌ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇ⁃
ｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｅｘｔｅｒｎａｌ Ｅ２， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｒｅｎｏｗｎｅｄ ｆｏｒ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｅｆｆｅｃｔｓ， ｉｓ ａｌｓｏ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｔｏ ｂｅ ａｎ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ⁃ｄｉｓｒｕｐｔｉｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄ （ＥＤＣ） ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｄｉｓｔｕｒ⁃
ｂｉｎｇ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ ｓｙｓｔｅｍ， ｅｖｅｎ ａｔ ｎａｎｏｇｒａｍ⁃ｐｅｒ⁃ｌｉｔｅｒ （ｎｇ ／ Ｌ） ｃｏｎｃｅｎ⁃
ｔｒａｔｉｏｎｓ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｃａｎ ｂｅ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｅ２， ｗｈｉｃｈ ｐｏｓｅｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｉｓｋｓ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ． Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ， ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
Ｅ２ ｒｅｌｉｅｓ ｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｌｉｍｉｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｇａｒｄ ｔｏ ｏｎ⁃ｓｉｔｅ
ｏｒ ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ｓａｍｐｌｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｄｕｅ ｔｏ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｓｔｒａｉｎｔｓ． Ｈｅｒｅｉｎ， ｗｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ （ＭＧＯ） ／ ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ． Ｔｈｅ ＭＧＯ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｂｙ ｃｒｅａｔｉｎｇ ａ
ｗａｔｅｒ⁃ｉｎ⁃ｏｉｌ ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ ａｔ ９０ ℃， ａｎ ａｇａｒｏｓｅ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｔｏ ｌｏａｄ ｔｈｅ Ｆｅ３Ｏ４ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ａｎｄ



色 谱 第 ４３ 卷

ｌａｙｅｒｅｄ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ （ＧＯ） ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｔｏ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏ⁃ｐｒｅ⁃
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｌｖｏｔｈｅｒｍａｌ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ， ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｍｏｒｅ ｔｉｍｅ⁃ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｒｅｑｕｉｒｅ
ｈｉｇｈ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ａ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｆｏｒ ｅｎ⁃
ｗｒａｐｐｉｎｇ ｔｈｅ Ｆｅ３Ｏ４ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｌａｙｅｒｅｄ ＧＯ ｅｌｉｍｉｎａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｒｅｄｕｃｅｓ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｈａｒｍｆｕｌ ｃｈｅｍｉｃａｌｓ， ｅｎｓｕｒｅｓ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｌｏａｄｉｎｇ， ａｎｄ ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ ｉｎ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ＭＧＯ ｗａｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｆｏｕｒｉｅｒ⁃ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎ⁃
ｆｒａｒｅｄ （ＦＴ⁃ＩＲ） ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＴＥＭ）， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｄｙｎａｍｉｃ
ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ （ＤＬＳ） ａｎｄ Ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｆｅ３Ｏ４ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｈａｄ ｂｅｅｎ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｌｏａｄｅｄ ｏｎｔｏ ｔｈｅ ＧＯ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ＭＧＯ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｍａｉｎｌｙ ａｒｏｕｎｄ ５ μｍ ｉｎ
ｓｉｚｅ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｑｕｅｏｕｓ ＭＧＯ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｔａｂｌｅ．

引用本文：金心宇，陈乐源，刘艳娜，谢文菁，彭汉勇． 基于磁性氧化石墨烯核酸适配体分离材料构建 １７β⁃雌二醇传感器． 色谱，２０２５，４３
（１）：８７－９５．
ＪＩＮ Ｘｉｎｙｕ， ＣＨＥＮ Ｌｅｙｕａｎ， ＬＩＵ Ｙａｎｎａ， ＸＩＥ Ｗｅｎｊｉｎｇ， ＰＥＮＧ Ｈａｎｙｏｎｇ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ １７β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｓｅｎｓｏｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ ／ ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（１）：８７－９５．

　 Ｔｈｉｓ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ ｔｈａｔ ｕｓｅｓ ａ “ ｔｕｒｎ⁃ｏｎ” ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
ｔｏ ｒａｐｉｄｌｙ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔ Ｅ２． ＭＧＯ ｉｓ ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ａｄｓｏｒｂｉｎｇ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ
Ｅ２ ａｐｔａｍｅｒ （ＦＡＭ⁃Ａｐｔ） ｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｅｎｅｒｇｙ ｔｒａｎｓｆｅｒ （ＦＲＥＴ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇｒａｐｈｅｎｅ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， Ｅ２
ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｂｉｎｄｓ ｔｏ ＦＡＭ⁃Ａｐｔ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ＦＡＭ⁃Ａｐｔ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＭＧＯ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓ⁃
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： １７β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ （Ｅ２）； ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ； ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ；
ｍａｇｎｅｔｉｃ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ （ＭＧＯ）

　 　 １７β⁃雌二醇（Ｅ２）作为天然的固醇类激素，在调

节生殖功能和第二性征发育、维持钙稳态和维护心

脑血管系统健康等方面有诸多功能［１］，但外源 Ｅ２
活性极强，ｎｇ ／ Ｌ 级别的剂量就足以影响生物的正常

生理活动［２］。 已有多项研究证实外源 Ｅ２ 会对多种

鱼类的生殖系统及其健康造成不良影响［３，４］，对生

物甚至人类的繁衍产生影响，从而被归为内分泌干

扰化合物。 Ｅ２ 可作为活性成分被应用于妇科病的

激素疗法或畜牧业中，所以医疗废水［５］ 和牲畜粪

便［６］是 Ｅ２ 污染的重要来源，其对环境水的污染急

需重视，建立对环境水样中 Ｅ２ 的快速、简便、灵敏

检测方法至关重要。
　 　 目前 Ｅ２ 的常用检测技术主要分为色谱法［７－９］、
电化学法［１０］和生物传感器法［１１－１７］。 最常用的是色

谱法，如高效液相色谱（ＨＰＬＣ）或气相色谱与质谱

（ＭＳ）联用，具有灵敏度高、检出限低的特点，但由

于样品前处理流程复杂、检测仪器设备昂贵且需专

业操作人员，难以广泛应用于现场快速检测。 生物

传感器法具有检测速度快、易于构建高通量分析体

系的优点，主要包括免疫分析法和核酸适配体传感

器两种类型。 免疫分析法采用蛋白抗体作为特异性

识别探针，其中抗体成本高、生产周期长，而核酸适

配体是具有与抗体类似功能的 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 分子，
具有 Ｅ２ 识别特异性高、合成简单、成本低廉、稳定

性好等优点［１８］。 然而，基于 Ｅ２ 适配体构建的荧光

传感器往往在均相体系中反应，较高的荧光背景信

号限制了方法的检测灵敏度。
　 　 因此，本研究采用改进的微乳液合成法［１９］，通
过琼脂糖凝胶将 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米磁珠包覆在氧化石墨

烯（ＧＯ）片层上，得到磁性氧化石墨烯（ＭＧＯ）。 ＧＯ
可以与核酸通过 π⁃π 堆积、氢键和静电相互作用等

方式结合［２０，２１］，因此具有良好的核酸吸附性能，且
有较高的荧光猝灭效率［２２］。 当样品中不含 Ｅ２ 时，
荧光标记的核酸适配体（ＦＡＭ⁃Ａｐｔ）被吸附在 ＭＧＯ
中的 ＧＯ 表面上，荧光猝灭；而当 Ｅ２ 存在时，ＦＡＭ⁃
Ａｐｔ 特异性识别 Ｅ２，相互作用形成复合物，从 ＧＯ
上解离，并恢复其荧光信号，构建荧光恢复（“ ｔｕｒｎ⁃
ｏｎ”）型生物传感器。 在磁场作用下，体系中吸附在

ＭＧＯ 上的过量 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 通过磁分离从溶液中移

除，可降低体系中的背景荧光信号，从而提高方法对

低浓度 Ｅ２ 的检测灵敏度。 本文还将所开发的方法

与液相色谱⁃高分辨质谱（ＬＣ⁃ＨＲＭＳ）方法进行了比

较，对比了两种方法的分析性能，并应用于实际样品

分析。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ® ｉＤ５ 多功能酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃ⁃
ｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ）； Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｈｏｒｉｚｏｎ ＬＣ⁃Ｑ ＥｘａｃｔｉｖｅＴＭ

高分辨质谱仪（用 ４􀆰 １ 版本的 Ｘｃａｌｂｕｒ 软件进行控

制） 和 Ｎｉｃｏｌｅｔ ｉＮ１０ＭＸ 傅里叶变换红外光谱仪

（ＦＴ⁃ＩＲ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ）； Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ
Ｎａｎｏ ＺＳ９０ 纳米粒度及 Ｚｅｔａ 电位仪（英国马尔文仪

器有限公司）； Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ Ｆ３０ 透射电子显微镜

（ＴＥＭ， 美国 ＦＥＩ 公司）；ＫＱ⁃７００ＶＤＥ 型双频数控

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）； ＶＯＲ⁃
ＴＥＸ⁃ＧＥＮＩＥ® ２ 涡旋混合仪（美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓ⁃
ｔｒｉｅｓ）； Ｓ１０１０Ｅ 微型离心机和 ＳＣＩ５５０⁃Ｐｒｏ 加热磁

力搅拌器（美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ）； ＭＹＰ２０１１⁃１００ 恒速电

动搅拌器（上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司）；微
量移液器 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ
Ａ１０ 超纯水仪（德国 Ｍｅｒｃｋ）。
　 　 琼 脂 糖 （ Ｇｅｌ ｓｔｒｅｎｇｔｈ （ １％ Ｇｅｌ ） ≥ １ ２００
ｇ ／ ｃｍ）、矿物油（ＣＰ 级）、Ｓｐａｎ⁃８０（ＣＰ 级）购于北京

索莱宝科技有限公司；Ｆｅ３Ｏ４ 纳米球（１５～３０ ｎｍ，上
海阿拉丁生化科技股份有限公司）；Ｅ２ 有效成分含

量大于 ９９％，购于河北百灵威超精细材料有限公司；
５ ｍｇ ／ ｍＬ 氧化石墨烯分散液（溶剂为水）、双酚 Ａ
（ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ， ＢＰＡ，有效成分含量大于 ９９􀆰 ０％）、雌
三醇（ ｅｓｔｒｉｏｌ， Ｅ３）、１７β⁃乙炔基雌二醇（１７β⁃ｅｔｈｙ⁃
ｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌ， ＥＥ２）、雌酮（ ｅｓｔｒｏｎｅ， Ｅ１）购于江苏

先丰纳米材料科技有限公司，Ｅ３、ＥＥ２ 和 Ｅ１ 有效成

分含量均高于 ９８％；六水合氯化镁（ＢＲ 级）、氯化钾

（ＡＣＳ 级）、氯化钠（ＡＣＳ 级）、Ｔｒｉｚｍａ® ｂａｓｅ（ＡＣＳ
级）均购于美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ；盐酸（ＧＲ 级）购于

昆山金城试剂有限公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，生物

纯级，≥９９􀆰 ７％ ，美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ）；甲醇（ＨＰＬＣ
级）购自比利时 Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｍｉｃａｌ；无水乙醇 （ＡＲ
级）购于上海泰坦科技股份有限公司；丙酮（ＡＲ 级）
购于太仓沪试试剂有限公司。
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　 　 本研究所用带羧基荧光素（ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅ⁃
ｉｎ， ＦＡＭ）荧光基团修饰的单链 ＤＮＡ 适配体（ＤＮＡ
序列为 ３′⁃ ＡＣＧＡＣＴＴＡＡＧＧＴＡＴＧＴＧＡＴＣＴＴＡＧＴＴ⁃
ＧＴＡ ＧＴＴＣＡＡＧＴＣＧＴ⁃５′）订购于梓熙生物科技有

限公司（以下简称 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ，以 ＨＰＬＣ 纯化得到），
使用前将粉末溶于无酶水中配制为 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

溶液，并逐级稀释至 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 备用。
１．２　 ＭＧＯ 材料的制备与表征

　 　 采用改进的油包水微乳液法（Ｗ／ Ｏ ｍｉｃｒｏｅｍｕｌ⁃
ｓｉｏｎ）合成 ＭＧＯ［１９］。 移取 １００ μＬ 矿物油溶解于

２ ９００ μＬ Ｓｐａｎ ８０ 中，形成油相混合液；移取 ４５０ μＬ
５ ｍｇ ／ ｍＬ Ｆｅ３Ｏ４ 纳米磁珠水溶液、４５０ μＬ ５ ｍｇ ／ ｍＬ
片层 ＧＯ 溶液、１００ μＬ 超纯水和 ２０ ｍｇ 琼脂糖混合

溶解得到水相混合液，并超声处理至均匀。 将油相

混合液加热至 ９０ ℃，同时搅拌并缓慢滴加 ２０ μＬ 无

水乙醇；同时将水相混合液预热至 ９０ ℃ （升温过程

中持续搅拌），缓慢滴加水相混合液至油相混合液

中，完全加入后在 ９０ ℃下反应 １０ ｍｉｎ，继续搅拌并

冷却至室温，得到 ＭＧＯ 粗品。 在磁力架上吸附固

定 ＭＧＯ 粗品，移除液体，然后用 ４ ∶１（ｖ ／ ｖ）的丙酮⁃
水混合洗液洗涤 ４ 次，随后用超纯水洗涤 ４ 次。 弃

去洗涤液，加超纯水定容至 ４ ｍＬ，在 ８０ Ｈｚ 条件下

超声 １５ ｍｉｎ，得到分散性良好的 ＭＧＯ 水溶液。
　 　 将 ＭＧＯ 水溶液稀释 １ ０００ 倍，使用超声处理

２０ ｍｉｎ，进行动态光散射（ＤＬＳ）和 Ｚｅｔａ 电位测量。
通过磁力架对 ＭＧＯ 和上清液进行磁性分离，将
ＭＧＯ 用无水乙醇洗涤 ３ 次，然后在红外灯下干燥，
得到 ＭＧＯ 粉末样品。 将合成原料 ＧＯ 水溶液直接

干燥，然后使用 ＦＴ⁃ＩＲ 对 ＭＧＯ 和 ＧＯ 的官能团组

成进行分析和比对。
１．３　 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 生物传感器的构建

　 　 向 ＰＣＲ 管（聚合酶链式反应管）中加入 ２０ μＬ
５×Ｂｕｆｆｅｒ（７５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２、１
ｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ＝ ９）， １０ μＬ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＭ⁃
Ａｐｔ 溶液、５０ μＬ 超纯水和 １０ μＬ Ｅ２ 溶液，在室温下

避光孵育 １０ ｍｉｎ 后，加入 １０ μＬ ＭＧＯ 溶液，混合均

匀，避光孵育 ５ ｍｉｎ。 随后用磁力架分离 ＭＧＯ 磁珠

和上清液。 分离后将 １００ μＬ 上清液（传感器反应

体系）转移至 ９６ 孔板中，用酶标仪测量荧光恢复信

号值，并计算相对荧光恢复值，计算公式如下：

相对荧光恢复值＝
Ｆ１－Ｆ０

Ｆ０

其中 Ｆ１ 是加入 Ｅ２ 后检出的荧光恢复信号值，Ｆ０ 是

用 １０ μＬ 超纯水替代 Ｅ２ 溶液后检出的荧光信号

值，即空白样品的荧光背景信号值。
　 　 相对荧光恢复值在一定范围内与 Ｅ２ 浓度成正

比，据此得到相对荧光恢复值⁃Ｅ２ 质量浓度线性回

归方程，用于 Ｅ２ 定量。
１．４　 标准溶液配制、抗干扰能力与特异性检验

　 　 为检验传感器的灵敏度，配制 Ｅ２ 标准溶液进

行检验。 Ｅ２ 标准溶液母液质量浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，
称取 Ｅ２ 标准品用 ＤＭＳＯ 溶解配制，然后用 ＤＭＳＯ
稀释至 １０ μｇ ／ ｍＬ 后用 １ × Ｂｕｆｆｅｒ （ １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２、２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ
＝ ９）梯度稀释至质量浓度分别为 １、５、１０、５０、１００、
５００、１ ０００、５ ０００、１０ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ。
　 　 据 ＧＢ ３８３８⁃２００２《地表水环境质量标准》，水样

中可能出现干扰离子，在反应体系中分别添加 １００
ｍｇ ／ Ｌ 氯化钙（ＣａＣｌ２）、０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ 氯化铁（ＦｅＣｌ３）、
０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ 氯 化 锰 （ ＭｎＣｌ２ ）、 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 硫 酸 钠

（Ｎａ２ＳＯ４）和 １０ ｍｇ ／ Ｌ 硝酸钠（ＮａＮＯ３），检测终质

量浓度为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 的 Ｅ２，讨论干扰离子对传感器

性能的影响。
　 　 为检测传感器的特异性，用质量浓度均为 １
μｇ ／ ｍＬ 的 ４ 个雌激素类化合物———Ｅ３、ＥＥ２、Ｅ１ 和

ＢＰＡ，分别如 １􀆰 ３ 节中步骤反应检测，比较荧光恢复

值差异，验证传感器的特异性。
１．５　 定量分析及水样加标试验

　 　 从北京清河中采集河水样品，以 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜

过滤得到澄清液。 取 １０ μＬ 澄清液加入所构建的传

感器反应溶液（１００ μＬ）中，以 Ｅ２ 质量浓度分别为

０、１、５、７􀆰 ５、１０、５０、７５、１００ ｎｇ ／ ｍＬ 绘制标准曲线，并
进行 Ｅ２ 质量浓度为 １、３、６ ｎｇ ／ ｍＬ 的加标试验。

２　 结果与讨论

２．１　 ＭＧＯ 合成、表征及核酸吸附应用

　 　 本工作采用微乳液法合成 ＭＧＯ，在 ９０ ℃下基

于油包水微乳液利用琼脂糖水凝胶固定交联 Ｆｅ３Ｏ４

纳米磁珠和片层 ＧＯ。 与化学共沉淀、溶剂热法等

传统合成方法［２３，２４］ 相比，该法所用时间更短，不需

要高温高压条件，同时因为采用物理包裹的方法负

载磁珠和 ＧＯ，无需进行化学修饰反应，使用的有毒

有害试剂少，且能达到完全负载，包裹效率高。
ＭＧＯ 具有良好的分散性以及较高的荧光猝灭率，能
够高效吸附核酸。 在 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ＝
９ ）、 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２、 １５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ、 １０

·０９·
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ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 的条件下，ＭＧＯ 材料用于 ＤＮＡ
分离的吸附率为 ９７％，且可清洗后重复利用［２５］。
　 　 如图 １ａ 所示，通过 ＴＥＭ 对 ＭＧＯ 的形貌进行

表征，发现大量黑色 Ｆｅ３Ｏ４ 纳米磁珠分布在褶皱丝

状的 ＧＯ 薄片上，证明磁珠被成功负载在 ＧＯ 片层

上。 ＤＬＳ 和 Ｚｅｔａ 电位测量表明，ＭＧＯ 尺寸大小主

要集中在 ５ μｍ， Ｚｅｔａ 电位平均值为－８􀆰 １６ ｍＶ，标
准差为 ０􀆰 ７９７ ｍＶ，具有较好的稳定性。 我们对合成

的 ＭＧＯ 和 ＧＯ 分别进行了 ＦＴ⁃ＩＲ 表征，见图 １ｂ，在
３ ４００、１ ６５０、１ １００ ｃｍ－１ 处有吸收峰，３ ４００ ｃｍ－１ 的

宽吸收峰由－ＯＨ 的伸缩振动产生，１ ６５０ ｃｍ－１处的

峰来自羧基中 Ｃ＝Ｏ 的拉伸振动，１ １００ ｃｍ－１处的峰

是由于 Ｃ－Ｏ－Ｃ 的振动导致；说明 ＭＧＯ 具有丰富的

含氧官能团，包括环氧基、羰基、羧基和羟基等［２１］，
可以与核酸分子通过 π⁃π 堆积、氢键和静电相互作

用等方式结合［２０］。

图 １　 （ａ）ＭＧＯ 的 ＴＥＭ 图，（ｂ） ＭＧＯ 和 ＧＯ 的
傅里叶变换红外光谱图

Ｆｉｇ． １　 （ａ） ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ
（ＭＧＯ ）， （ ｂ ） Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ
（ＦＴ⁃ＩＲ） ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＭＧＯ ａｎｄ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘ⁃
ｉｄｅ （ＧＯ）

　

２．２　 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器检测 Ｅ２
　 　 基于上述 ＭＧＯ 材料，我们构建了 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃

Ａｐｔ 传感器，其原理基于 ＧＯ 与 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 产生的荧

光共振能量转移（ＦＲＥＴ）效应［２６］。 如图 ２ａ 所示：
在没有目标检测物 Ｅ２ 存在时，ＭＧＯ 通过 π⁃π 堆积

图 ２　 （ａ） ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器检测原理示意图，（ｂ）相同
反应体系下 １０ ｎｇ ／ ｍＬ Ｅ２ 恢复荧光的 ＭＧＯ、ＧＯ 对比
荧光光谱，（ｃ）低浓度 Ｅ２ 下，基于 ＭＧＯ 和 ＧＯ 的传感
器性能对比（ｎ＝３）

　

Ｆｉｇ． ２　 （ａ） Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｏｆ ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ， （ ｂ ）
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＭＧＯ ａｎｄ ＧＯ
ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｂｙ １０ ｎｇ ／ ｍＬ Ｅ２ ｉｎ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ， （ｃ） ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ２ ａｔ ｌｏｗ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｕｓｉｎｇ ｂｏｔｈ ＭＧＯ ａｎｄ ＧＯ⁃ｂａｓｅｄ
ｓｅｎｓｏｒｓ （ｎ＝３）

　

　 ＦＡＭ： ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ； ＦＡＭ⁃Ａｐｔ： ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ
ａｐｔａｍｅｒ； Ｅ２： １７β⁃ｅｓｔｒａｄｉｏｌ．

与 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 作用，发生 ＦＲＥＴ 效应，能量从供体
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ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 转移到受体 ＭＧＯ，从而猝灭荧光；而当有

Ｅ２ 存在时， Ｅ２ 与 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 形成复合物［１８］， 使

ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 从 ＭＧＯ 上脱附下来，阻止 ＦＲＥＴ 效应的

发生，从而使荧光恢复。 荧光信号的恢复程度与 Ｅ２
质量浓度在一定范围内成正比，因此构建了高灵敏

检测 Ｅ２ 的荧光生物传感器。

图 ３　 （ａ） ＭＧＯ 加入量、（ｂ） ｐＨ、（ｃ）镁离子浓度及（ｄ）钠离子浓度的优化（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ （ａ） ＭＧＯ ａｍｏｕｎｔ， （ｂ） ｐＨ， （ｃ） Ｍｇ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ （ｄ） Ｎａ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ｎ＝３）

　 　 在我们所构建的体系中，在磁力架上分离 ＭＧＯ
时，１０ ｓ 内 ＭＧＯ 可以完全吸附在管壁上，然后检测

上清液中释放的 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 信号，实现对溶液中 Ｅ２
的分析。 相比使用 ＧＯ 作为吸附剂时，ＭＧＯ 更易分

离，且产生的背景荧光较低。 如图 ２ｂ 所示，通过对

比处理 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 后，以 ＧＯ 为吸附剂

时的背景荧光值在 ５２０ ｎｍ 处是以 ＭＧＯ 为吸附剂

时的两倍，这表明 ＭＧＯ 对低浓度 Ｅ２ 的荧光信噪比

优于 ＧＯ。 采用基于 ＭＧＯ 构建的 Ｅ２ 检测方法具有

操作简便、分析速度快和背景信号低的优点。 我们

对 ＭＧＯ 对低浓度 Ｅ２ 的检测效果进行了测试，在低

质量浓度 Ｅ２（１、５、１０、２５、５０、７５、１００ ｎｇ ／ ｍＬ）的检

测范围内，以 ＭＧＯ 为吸附材料的 Ｅ２ 荧光恢复值呈

线性上升趋势，而以 ＧＯ 为吸附材料的传感器在不

同 Ｅ２ 浓度范围内的荧光值没有显著变化。 这证明

相较于 ＧＯ， ＭＧＯ 材料对 Ｅ２ 的检出限能够降低两

个数量级。

２．３　 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器性能优化

　 　 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器的设计基于 ＭＧＯ 吸附

并猝灭 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 荧光以及 Ｅ２ 与 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 结合这

两个关键过程。 为了提高检测效果，需要优化 Ｅ２
与 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 复合物的稳定性以及 ＭＧＯ 对游离

ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 的吸附量，主要影响因素包括 ＭＧＯ 的吸

附量、ｐＨ 值和盐浓度。 首先考察了 ＭＧＯ 用量对传

感器吸附效果的影响。 图 ３ａ 显示，当体系中 ＦＡＭ⁃
Ａｐｔ 终浓度为 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时，在 ２００ μＬ 的反应体系

中加入 ２０ μＬ 的 ＭＧＯ 时猝灭效果最佳。 进一步研

究了 ｐＨ 值的影响，图 ３ｂ 表明在 ｐＨ 等于 ９ 时荧光

恢复强度最高，可能是因为 ｐＨ 对 ＦＡＭ 荧光强度的

影响占主导地位。 由于 ＦＡＭ 的荧光强度受 ｐＨ 值

影响，在偏碱性条件下荧光较强，因此最终确定了缓

冲体系的 ｐＨ 为 ９。 最后，盐浓度是另一个重要因

素，包括镁离子和钠离子浓度。 这两者不仅影响

ＭＧＯ 的吸附效果，还通过改变 ｓｓＤＮＡ 的二级结构

影响 Ｅ２⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 复合物的稳定性。 图 ３ｃ、３ｄ 显

示，当镁离子浓度低于 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，背景荧光值较

高且 ＭＧＯ 的吸附效果较差。 然而，当镁离子浓度

高于 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，Ｅ２ 荧光恢复值随着镁离子浓度

的增加而降低，因此最佳镁离子浓度为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
钠离子浓度在不大于 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，荧光恢复值
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与钠离子浓度呈正相关；而当浓度高于 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
时，荧光恢复值趋于稳定。 因此，最佳钠离子浓度确

定为 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
２．４　 抗干扰能力与特异性评价

　 　 由于水样可能含有钙离子、铁离子、锰离子、硫
酸根和硝酸根等干扰离子，我们测试了这些不同干

扰离子对传感器检测的影响。 实验结果显示，钙离

子、锰离子、硫酸根和硝酸根对 Ｅ２ 的检测影响较

小，但加入 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ Ｌ 的铁离子会略微降低 Ｅ２ 的荧

光恢复强度。 鉴于传感器中 ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 与 Ｅ２ 的结

合是特异的，我们引入了相同浓度的 ４ 种雌激素类

干扰物———Ｅ３、ＥＥ２、Ｅ１ 和 ＢＰＡ，来评估传感器对

Ｅ２ 检测的特异性。 实验结果显示，在相同的反应条

件下，Ｅ２ 的恢复荧光信号值最高，而 Ｅ１ 和 Ｅ３ 能够

部分恢复荧光信号，其中 Ｅ１ 的相对荧光信号值为

Ｅ２ 的 ３３％， Ｅ３ 的相对荧光信号值为 Ｅ２ 的 ２３％，而
ＥＥ２ 和 ＢＰＡ 几乎不能恢复荧光信号。 这表明我们

所构建的 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器对 Ｅ２ 的检测具有

特异性，雌激素类似物的干扰较小。

图 ４　 （ａ）不同干扰离子对检测 １０ ｎｇ ／ ｍＬ Ｅ２ 的影响，
（ｂ） ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器的特异性（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｉｏｎｓ ｏｎ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ １０ ｎｇ ／ ｍＬ ｏｆ Ｅ２， （ｂ） ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
ｏｆ ＭＧＯ ｂａｓｅｄ ｓｅｎｓｏｒｓ （ｎ＝３）

　 Ｅ３： ｅｓｔｒｉｏｌ； ＥＥ２： １７β⁃ｅｔｈｙｎｙｌｅｓｔｒａｄｉｏｌ； Ｅ１： ｅｓｔｒｏｎｅ； ＢＰＡ：
ｂｉｓｐｈｅｎｏｌ Ａ．

２．５　 与 ＬＣ⁃ＨＲＭＳ 方法的分析性能比较

　 　 我们使用了 Ｍａ 等［２７］建立的 ＬＣ⁃ＨＲＭＳ 方法对

一系列 Ｅ２ 样品进行了测定。 Ｅ２ 样品以甲醇溶解，
并通过 Ａｃｃｕｃｏｒｅ Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｃ１８ 柱 （ ５０ ｍｍ × ２􀆰 １
ｍｍ， １􀆰 ５ μｍ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｃｅ）进行分离。
流动相为超纯水和甲醇，流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 质谱

仪在正负电喷雾电离模式下运行，采用全扫描模式

获取目标分析的质谱图信号。 Ｅ２ 母离子 ｍ／ ｚ 为

２７１􀆰 ２１，子离子 ｍ／ ｚ 分别为 １５４􀆰 ２１ 和 １８３􀆰 １８。 图

５ａ 显示，在对两组离子对（ｍ／ ｚ ２７１􀆰 ２１ ／ １５４􀆰 ２１ 和

ｍ／ ｚ ２７１􀆰 ２１ ／ １８３􀆰 １８）进行定量分析后，在保留时间

为 ７􀆰 １２ ｍｉｎ 处的信号强度与 Ｅ２ 质量浓度呈线性相

关。 使用 Ｅ２ 标准溶液质量浓度分别为 ０􀆰 ５、１、２、５、
１０、２０、５０、１００、２００、５００、１ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ 绘制了标准

曲线，线性方程为 ｙ ＝ ３ ４７０ｘ＋２８ ９７２（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９７），
检出限为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ。 根据图 ５ａ 的结果，可以观察

到 ０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ 的响应信号几乎没有

区分度，因此我们确定了定量限为 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ ｍＬ。 在

０􀆰 ５～ １ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内，质谱响应信号与 Ｅ２ 质

量浓度呈线性关系。
　 　 为了评估所构建的传感器对 Ｅ２ 的检测性能，
我们在最佳反应条件下测定了不同质量浓度 Ｅ２ 所

产生的荧光恢复信号，其荧光光谱图如图 ５ｂ 所示。
根据图 ５ｂ 的结果，我们绘制了相对荧光恢复值⁃Ｅ２
质量浓度曲线，如图 ５ｃ 所示，可以观察到在 １ ～
１ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内，相对荧光恢复值随着 Ｅ２ 质量

浓度的增加而增加，呈现良好的线性关系，检出限为

１ ｎｇ ／ ｍＬ；超出 １０００ ｎｇ ／ ｍＬ后相对荧光恢复值逐渐

达到平台期，超出检测范围。 相较于 ＬＣ⁃ＨＲＭＳ 方

法，尽管 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器方法在检出限方面

仍存在差距，但其具备低成本、短检测时间、可同时

检测多个样品等优势。 因此，该方法可用于现场检

测或高通量样品检测。
　 　 将本方法与近年来发展的其他基于适配体的

Ｅ２ 检测方法相比，如表 １ 所示，本方法对 Ｅ２ 检测的

线性范围宽，检出限低。
２．６　 实际样品分析

　 　 我们选择了清河水样进行实际样品分析。 为了

评估 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器的性能，我们对水样进

行了加标试验。 由于环境水样中 Ｅ２ 的浓度通常较

低，因此我们进行了 ３ 个较低浓度的加标试验。 实

验结果显示，在低质量浓度范围（１ ～ １０ ｎｇ ／ ｍＬ）内，

·３９·



色 谱 第 ４３ 卷

图 ５　 （ａ） ＬＣ⁃ＨＲＭＳ 方法分析 Ｅ２ 的色谱图，（ｂ）
ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器分析Ｅ２ 的荧光光谱
图，（ ｃ） ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器的荧光响
应⁃质量浓度图（ｎ＝３）

　

Ｆｉｇ． ５　 （ａ） Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｅ２ ｕｓｉｎｇ ＬＣ⁃ＨＲＭＳ ｍｅｔｈｏｄ，
（ｂ ） ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｅ２ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ＭＧＯ ｓｅｎｓｏｒ， （ ｃ） ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ
ｔｈｅ ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ ｓｅｎｓｏｒ （ｎ＝３）

　

ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 传感器的加标回收率为 ９１􀆰 ０％ ～
１１０􀆰 ０％ （见表 ２），表明我们所构建的 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃
Ａｐｔ 传感器可应用于环境水样中 Ｅ２ 的检测。

表 １　 基于适配体的不同 Ｅ２ 检测方法与本方法的对比
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｅ２ ａｓｓａｙｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ａｐｔａｍｅｒ ｗｉｔｈ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
ＬＯＤ ／

（ｎｇ ／ ｍＬ）
Ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｒｅｆ．

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ５０－８００ ｎｇ ／ ｍＬ ３４．５ ／ ［１１］
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ５－７５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ０．５７ １０ ［１６］
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ８０－４００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ １０ ６０ ［１３］
ＥＬＩＳＡ １．５－５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ０．４１ ／ ［１４］
Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ６．７－６６７００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ １．８ ５０ ［１２］
Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ １．５７－３５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ０．４４ ５５ ［１７］
Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ／ １３６ １２０ ［１５］
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ １－１０００ ｎｇ ／ ｍＬ １．０ １５ ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ

　 ＥＬＩＳＡ： ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ． ／ ： ｄａｔａ ｎｏｔ
ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ．

表 ２　 水样中 Ｅ２ 在 ３ 个水平下的加标回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｅ２ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ

ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝３）
Ａｄｄｅｄ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） Ｆｏｕｎｄ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ １．１０ １１０．０ ７．７
１．０２ １０２．０
０．９１ ９１．０

３ ３．１３ １０４．３ ２．３
３．０７ １０２．３
２．９６ ９８．７

６ ６．０３ １００．５ ０．５７
６．０４ １００．７
６．１１ １０１．８

３　 总结

　 　 本研究采用改进的微乳液合成法，将 Ｆｅ３Ｏ４ 纳

米磁珠包覆在 ＧＯ 上，制备了 ＭＧＯ。 通过 ＭＧＯ 与

核酸适配体之间的相互作用，构建了一种“ ｔｕｒｎ⁃ｏｎ”
型 ＭＧＯ⁃ＦＡＭ⁃Ａｐｔ 荧光生物传感器。 该传感器具有

核酸吸附性能强和荧光猝灭效率高的特点，能够用

于环境样品中低浓度 Ｅ２ 的检测，具有成本低、检测

快速、选择性和灵敏度良好等优点。 尽管与传统的

色谱⁃质谱法相比，在检出限方面仍存在差距，但它

可以作为一种方便、快速的现场检测方法，用于环境

样品的高通量筛查，为解决环境中 １７β⁃雌二醇污染

问题提供了一种新的选择。
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