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基于 ＳＴ￣６￣２核酸适配体的显色探针用于快速检测新冠病毒 Ｓ 蛋白

王新妍１ꎬ朱鹤２ꎬ嘎鲁∗１ꎬ爱军∗２
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摘要:基于 ＳＴ￣６￣２ 核酸适配体与金纳米颗粒(ＡｕＮＰｓ)ꎬ构建了一种用于快速检测新冠病毒 Ｓ 蛋白的比色生物传感器ꎮ 采

用柠檬酸钠还原氯金酸法制备粒径均匀的 ＡｕＮＰｓꎬ通过圆二色光谱验证适配体与 Ｓ 蛋白的结合构象变化ꎮ 比较了冷冻￣
解冻法、盐老化法和低 ｐＨ 法 ３ 种 ＤＮＡ 与 ＡｕＮＰｓ 的偶联策略ꎬ以 ＵＶ￣Ｖｉｓ 光谱评估偶联效果ꎬ确定低 ｐＨ 法为最优方案ꎮ
将巯基修饰的 ｃＤＮＡ 和 Ｐｏｌｙ Ｔ 共价偶联至 ＡｕＮＰｓ 表面ꎬ制备显色探针(ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ)ꎮ 基于竞争性侧向流层析原

理ꎬ组装试纸条ꎬ用于 Ｓ 蛋白的可视化检测ꎮ 实验结果表明ꎬ该传感器对 Ｓ 蛋白具有良好的信号响应ꎬ可实现快速、低成

本、便携式检测ꎮ 该比色传感器平台为新冠病毒的即时检测提供了新方案ꎬ在疫情筛查和分散式诊断中具有应用潜力ꎮ
关键词:金纳米颗粒ꎻ核酸适配体ꎻ新冠病毒 Ｓ 蛋白ꎻ比色传感器ꎻ侧向流层析
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究方向为小分子药物合成ꎮ
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　 　 新冠肺炎 ( ＣＯＶＩＤ￣１９) 是由新型冠状病毒

(ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２) 引起的急性呼吸道传染病ꎬ 自

２０１９ 年底暴发以来ꎬ已对全球公共卫生、经济和

社会生活造成深远影响[１ꎬ２]ꎮ ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 属于
冠状病毒科 β 属ꎬ其表面分布有刺突蛋白(Ｓｐｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＳ 蛋白)、包膜蛋白、膜蛋白和核衣壳蛋白

４ 种结构蛋白ꎮ 其中ꎬＳ 蛋白以三聚体形式形成

“王冠”状结构ꎬ介导病毒与宿主细胞受体的结

合ꎮ 具体而言ꎬＳ 蛋白的 Ｓ１ 亚基通过受体结合结

构域(ＲＢＤ)识别宿主细胞表面的血管紧张素转

换酶 ＩＩ(ＡＣＥ２)ꎬ随后 Ｓ２ 亚基促进病毒包膜与细

胞膜的融合ꎬ完成入侵过程[３ꎬ４]ꎮ 因此ꎬＳ 蛋白不

仅是病毒感染的关键分子ꎬ也是机体免疫应答的

主要靶点ꎬ其序列变异直接关联病毒的传染性
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和免疫逃逸能力ꎮ 快速、准确地检测 Ｓ 蛋白ꎬ对
于早期诊断、疫情监测及变异株筛查具有重要

意义[５￣７] ꎮ
目前ꎬＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 检测主要依赖实时荧光定

量逆转录聚合酶链反应(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)ꎬ该方法通过

扩增病毒 ＯＲＦ１ａｂ、Ｎ 或 Ｅ 基因片段实现高灵敏检

测ꎬ是临床确诊的金标准ꎮ 然而ꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ 需要

专业实验室、热循环仪器和训练有素的技术人员ꎬ
检测时长通常为 ２ ~ ４ ｈꎬ难以满足基层社区、口
岸、家庭等场景下的即时检测需求[２ꎬ４]ꎮ 抗原检

测(如胶体金免疫层析法)操作简便、快速(１５ ~
２０ ｍｉｎ)ꎬ适合大规模筛查ꎬ但其灵敏度相对较低ꎬ
存在窗口期ꎬ易出现假阴性ꎮ 基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ
系统的检测技术(如 ＤＥＴＥＣＴＲ、ＳＨＥＲＬＯＣＫ)结合

试纸条可实现可视化快速检测ꎬ灵敏度较高ꎬ但目

前仍处于临床验证阶段ꎬ且部分体系需要预扩增

步骤ꎮ 病毒分离培养耗时数天ꎬ 仅适用于科

研[２]ꎮ 因此ꎬ开发一种快速、低成本、便携、无需

复杂仪器的 Ｓ 蛋白检测新方法ꎬ是当前 ＣＯＶＩＤ￣１９
防控技术的重要补充方向[８]ꎮ

核酸适配体(Ａｐｔａｍｅｒ)是通过指数富集的配

体系统进化技术(ＳＥＬＥＸ)从随机文库中筛选获

得的单链 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 分子ꎬ能够折叠成特定的

二级或三级结构ꎬ通过氢键、疏水相互作用、范德

华力等与靶标高亲和力、高特异性结合ꎮ 相较于

传统抗体ꎬ适配体具有可化学合成ꎬ批间差异小ꎬ
成本低廉ꎻ热稳定性好ꎬ可反复变复性ꎬ便于储存

和运输ꎻ易于进行巯基、生物素等化学修饰ꎬ便于

固定和信号标记ꎻ靶标范围广ꎬ包括小分子、毒素、
蛋白质甚至完整细胞等显著优势[９￣１１]ꎮ 这些特性

使适配体成为生物传感器领域中理想的识别元

件[１２ꎬ１３]ꎮ 针对 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ Ｓ 蛋白ꎬＷａｎｇ 等[１４]筛

选获得了一条名为 ＳＴ￣６￣２ 的适配体ꎬ其平衡解离

常数(Ｋｄ)为 ８０􀆰 ２２ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ表现出良好的亲和

力ꎬ为本研究提供了关键识别元件ꎮ
金纳米颗粒(ＡｕＮＰｓ)具有独特的局域表面等

离子体共振(ＬＳＰＲ)特性[８ꎬ１５]ꎮ 当 ＡｕＮＰｓ 分散良

好时ꎬ溶液呈酒红色ꎬ在 ５２０ ｎｍ 附近有单一吸收

峰ꎬ当 ＡｕＮＰｓ 发生聚集或因表面修饰导致局部介

电环境改变时ꎬ吸收峰红移ꎬ溶液颜色变为蓝紫色

或紫红色ꎮ 这种肉眼可辨的颜色变化使得 ＡｕＮＰｓ
成为比色传感器的理想信号标签ꎮ 通过 Ａｕ￣Ｓ 共

价键将巯基修饰的 ＤＮＡ 探针固定在 ＡｕＮＰｓ 表

面ꎬ可构建稳定的显色探针[８ꎬ１５ꎬ１６]ꎮ 然而ꎬＤＮＡ 磷

酸骨架带负电ꎬ与同样带负电的柠檬酸根保护

ＡｕＮＰｓ 之间存在静电排斥ꎬ因此需要优化偶联条

件[１７]ꎮ 目前常用的偶联策略包括盐老化法、冷
冻￣解冻法和低 ｐＨ 法ꎬ不同方法在偶联效率、稳
定性和操作便捷性上各有优劣ꎬ系统比较这 ３
种方法对 ＡｕＮＰｓ￣ＤＮＡ 探针制备的指导意义尚

不充分[１５] ꎮ
本文旨在基于 ＳＴ￣６￣２ 适配体ꎬ结合 ＡｕＮＰｓ 比

色信号放大ꎬ构建一种用于快速检测新冠病毒 Ｓ
蛋白的显色探针ꎬ并系统比较 ３ 种 ＡｕＮＰｓ￣ＤＮＡ 偶

联策略ꎬ确定最优制备方案ꎮ
本检测体系的核心是竞争性侧向流层析原

理ꎮ 显色探针(ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ)由 ＡｕＮＰｓ 表面

共价偶联两条 ＤＮＡ 链构成ꎮ 一条是与 ＳＴ￣６￣２ 适

配体部分互补的巯基化 ｃＤＮＡ(ＳＨ￣ｃＤＮＡ)ꎬ另一

条是辅助稳定巯基化 Ｐｏｌｙ Ｔ(ＳＨ￣Ｐｏｌｙ Ｔ)ꎮ 同时ꎬ
试纸条的检测线 ( Ｔ 线) 上固定有生物素化的

ＤＮＡ 序列(ＤＮＡ￣ＴＬ)ꎬ该序列与 ＳＴ￣６￣２ 适配体另

一区域互补ꎮ 质控线(Ｃ 线)固定有链霉亲和素

(ＳＡ)ꎬ用于捕获生物素标记的对照分子ꎮ
当不存在 Ｓ 蛋白时ꎬＳＴ￣６￣２ 适配体与显色探

针混合后ꎬ适配体通过碱基互补配对与 ｃＤＮＡ 结

合ꎬ从而被锚定在 ＡｕＮＰｓ 表面ꎮ 将该混合物滴加

至试纸条样品垫ꎬ在层析作用下ꎬ适配体￣显色探

针复合物移动至 Ｔ 线ꎬ适配体上的另一区域与 Ｔ
线固定的 ＤＮＡ￣ＴＬ 杂交ꎬ从而将 ＡｕＮＰｓ 富集在 Ｔ
线ꎬ显示红色条带ꎮ 同时ꎬ部分未结合或游离的

ＡｕＮＰｓ 继续泳动至 Ｃ 线ꎬ被 ＳＡ 捕获ꎬＣ 线亦显

红色ꎮ
当存在 Ｓ 蛋白时ꎬＳＴ￣６￣２ 适配体优先与 Ｓ 蛋

白高亲和力结合ꎬ形成适配体￣Ｓ 蛋白复合物ꎮ 该

复合物占据了适配体与 ｃＤＮＡ 互补的区域ꎬ使得

适配体无法再与显色探针上的 ｃＤＮＡ 杂交ꎮ 因

图 １　 竞争性侧向流层析原理设计显色探针意图

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｓｉｇｎ ｉｎｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｐｒｏｂｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

３３
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此ꎬＡｕＮＰｓ 表面未能携带适配体ꎬ当层析至 Ｔ 线

时ꎬ无法被 ＤＮＡ￣ＴＬ 捕获ꎬＴ 线不显色或显色减

弱ꎬ而 Ｃ 线由于 ＳＡ 捕获机制不受影响ꎬ仍显红

色ꎮ 通过 Ｔ 线红色信号的有无或强度ꎬ即可定性

或半定量判断 Ｓ 蛋白的存在ꎬ如图 １ 所示ꎮ
该策略实现了“有靶标→Ｔ 线信号消失”的竞

争型检测模式ꎬ可有效避免假阳性ꎬ并可通过调节

适配体与 ｃＤＮＡ 的比例来调控检测灵敏度ꎮ
本研究中ꎬ首先采用圆二色光谱验证 ＳＴ￣６￣２

适配体与 Ｓ 蛋白的结合构象变化ꎮ 其次ꎬ通过柠

檬酸钠还原氯金酸法制备粒径均一的 ＡｕＮＰｓꎬ并
优化浓缩条件ꎮ 然后ꎬ比较冷冻￣解冻法、盐老化

法和低 ｐＨ 法 ３ 种偶联策略ꎬ筛选出最佳方案制

备显色探针ꎮ 最后ꎬ组装侧向流试纸条ꎬ对 Ｓ 蛋白

进行检测ꎬ初步评估传感器的响应性能ꎮ 该比色

传感器平台为新冠病毒 Ｓ 蛋白的快速、低成本、可
视化检测提供了新的技术方案ꎬ有望应用于基层

筛查和即时检测ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

ＵＶ２６００ 型紫外分光光度计(日本高新技术

有限公司)ꎻＳｕｐｅｒ Ｍｉｎｉ Ｄａｎｃｅｒ 型调速型迷你离心

机(生工生物工程(上海)股份有限公司)ꎻＳＴ２１００
型 ｐＨ 计(奥豪斯仪器(常州)有限公司)ꎻＴＬＥ２０４
型电子天平(梅特勒￣托利多仪器(上海)有限公

司)ꎻＥＱ￣１００ＤＥ 型超声波清洗器(昆山市超声仪

器有限公司)ꎻＷ３１ 型多头磁力加热搅拌器(国华

(常州)仪器制造有限公司)ꎻＪＥＯＬ￣２１００Ｆ 型透射

电子显微镜(日本 ＪＥＯＬ 公司)ꎻＪ￣８１５ 型圆二色光

谱仪(日本分光株式会社)ꎮ
四氯金酸(ＨＡｕＣｌ４ꎬ分析纯ꎬ上海皓鸿生物医

药科技有限公司)ꎻ蔗糖(Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１)、柠檬酸三钠

(Ｃ６Ｈ５Ｏ７Ｎａ３)(分析纯ꎬ上海阿拉丁生化科技股份

有限公司)ꎻ氯化钠(ＮａＣｌꎬ分析纯ꎬ天津市北联精

细化学品开发有限公司)ꎻ牛血清白蛋白(分析

纯ꎬ上海麦克林生化科技有限公司)ꎻ三(２￣羧乙

基)膦盐酸盐(ＴＣＥＰꎬＣ９Ｈ１５Ｏ６􀅰ＨＣｌꎬ分析纯ꎬ北
京华中海威基因科技有限公司)ꎻ浓盐酸(ＨＣｌꎬ分
析纯ꎬ成都市科隆化学品有限公司)ꎻ４￣羟乙基哌

嗪乙磺酸(ＨＥＰＥＳꎬＣ８Ｈ１８Ｎ２Ｏ４Ｓꎬ分析纯ꎬ武汉普

诺赛生命科技有限公司)ꎻ辣根过氧化物酶标记

链霉亲和素 (分析纯ꎬ北京博尔西科技有限公

司)ꎮ 所用试剂均为分析纯ꎮ

ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 刺突蛋白适配体 ＳＴ￣６￣２ 序列

( ５′￣ＧＧＧＧＡＧＧＧＣＧＧＧＴＧＧＡＴＴＧＧＡＴＧＣＣＧＡ￣３′) 源

于 Ｙａｎｇ 等[３]研究ꎬ表观解离常数为 ８０􀆰 ２２ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
本实验使用的引物由 Ｓａｎｇｏｎ 公司合成并纯化ꎬ具
体序列如表 １ 所示ꎮ

表 １ 　 实验所用适配体

Ｔａｂ.１　 Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｐｔａｍｅｒｓ ｕｓｅｄ
ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

名称 碱基序列

ＳＴ￣６￣２ ５′￣ＧＧＧＧＡＧＧＧＣＧＧＧＴＧＧＡＴＴＧＧＡＴＧＣＣＧＡ￣３′

ｃＤＮＡ ＣＧＣＣＣＴＣＣＣＣ￣ＳＨ

ＤＮＡＴＬ ＧＧＧＧＡＧＧＧＣＧ￣ｂｉｏｔｉｎ

Ｐｏｌｙ Ｔ ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ￣ＳＨ

ＤＮＡＣＬ(Ｐｏｌｙ Ａ) ＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ￣ｂｉｏｔｉｎ

１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 ＤＮＡ 探针的制备

圆二色光谱(ＣＤ)可以应用于核酸、蛋白质、
多糖等生物大分子的分析ꎬ通过测量分子左右圆

偏振光之间的吸收差异ꎬ揭示分子构象的细微变

化和二级结构特征ꎬ为深入了解核酸适配体与目

标分子的作用机制提供理论依据[１２]ꎮ 分别在新

冠病毒 Ｓ 蛋白冻干粉和适配体 ＳＴ￣６￣２ 储备液中

加入超纯水ꎬ使其溶解ꎬ配制成 ５００ ｎｇ / ｍＬ 的 Ｓ 蛋

白溶液和 １０ μｍｏｌ / Ｌ 适配体溶液ꎬ并将两种溶液

混合反应 ３０ ｍｉｎꎮ
分别取适配体 ＳＴ￣６￣２ 和混合溶液加入比色

皿中ꎬ在相同条件下用圆二色光谱仪(扫描范围

２００~４００ ｎｍꎬ扫描速率 １００ ｎｍ / ｍｉｎꎬ光程 １ ｍｍ)
进行扫描ꎬ每个样品平行测定 ３ 次ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 显色探针(ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ)的制备

１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 　 ＡｕＮＰｓ 的合成

ＡｕＮＰｓ 的合成采用柠檬酸钠还原氯金酸法

(Ｆｒｅｎｓ 法)ꎮ 准确称取 ０􀆰 １０ ｇ 氯金酸(ＨＡｕＣｌ４)ꎬ
溶于 １００ ｍＬ 超纯水中ꎬ配制成质量浓度为 ０􀆰 １％
的储备溶液ꎬ转移至棕色试剂瓶中ꎬ避光冷藏保

存ꎮ 另称取 １􀆰 ００ｇ 柠檬酸三钠ꎬ溶于 １００ ｍＬ 超纯

水中ꎬ配制成质量浓度为 １􀆰 ０％的溶液备用ꎮ
取 ５ ｍＬ 上述配制的 ＨＡｕＣｌ４ 储备液ꎬ用超纯

水稀释 １０ 倍ꎬ得到 ０􀆰 ０１％的工作溶液ꎬ并在 ５００
ｒ / ｍｉｎ 搅拌下加热至 ９０ ℃ꎬ快速一次性加入 ５ ｍＬ
上述配制柠檬酸钠(１􀆰 ０％)溶液ꎬ快速搅拌下继

续加热反应 １０ ｍｉｎꎮ 当溶液颜色变为酒红色后ꎬ
停止加热ꎬ搅拌速度调至 ３００ ｒ / ｍｉｎꎬ冷却至室温ꎬ
获得胶体金溶液ꎬ置于 ４ ℃备用ꎮ

４３
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１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２ 　 ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ 探针的偶联

ＡｕＮＰｓ 与巯基化 ＤＮＡｓ 之间通过 Ａｕ￣Ｓ 共价

键链接ꎬ由于磷酸骨架结构带负电荷ꎬ所以 ＤＮＡ
引物与 ＡｕＮＰｓ 结合困难ꎮ 因此ꎬＡｕＮＰｓ 表面修饰

ＳＨ￣ＤＮＡ 的关键一步是缩短 ＤＮＡ 与 ＡｕＮＰｓ 的间

距[５ꎬ１８]ꎮ 本文通过 ３ 种方法将 ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ 探

针进行偶联ꎮ
(１)冷冻￣解冻法

Ｊｉｎｇ 等[１９]提出了 ＤＮＡ 功能化 ＡｕＮＰｓ 的新方

法ꎬ即在超局部反应体积中发生化学共价反应交

联ꎬ采用冰冻的方法减小反应的空间ꎬ从而增大反

应物的浓度ꎮ 结冰是一种物理现象ꎬ当气温下降

时ꎬ水分子会慢慢凝结成冰晶ꎬＡｕＮＰｓ、ＤＮＡ 和盐

分等会被迁移到“微囊”内ꎬ导致加速 ＤＮＡ 的附

着ꎬ提高 ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ 的结合力ꎮ
具体实验方法为在离心管中分别加入 ５０ μＬ

(５ μｍｏｌ / Ｌ) 的 ＳＨ￣ｃＤＮＡ 与 ＳＨ￣Ｐｏｌｙ Ｔ、 ２０ μＬ
(５ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 ＴＣＥＰꎬ活化 ３０ ｍｉｎꎬ加入 １０００ μＬ
ＡｕＮＰｓ 溶液(１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 中制备)ꎬ置于－２０ ℃环境

冷冻 １４ ｈ 后于室温下解冻ꎮ
(２)盐老化法

盐老化法核心是将结构稳定且带负电荷的柠

檬酸根离子引到 ＡｕＮＰｓ 表面ꎬ为了减弱与 ＡｕＮＰｓ
的电荷排斥ꎬ加入盐溶液[１５]ꎮ 将高浓度的盐溶液

加入到 ＡｕＮＰｓ 和 ＤＮＡ 的混合体系中ꎬ降低其扩

散层的厚度ꎬ削弱 ＡｕＮＰｓ 和 ＤＮＡ 之间的排斥力ꎬ
以此实现 ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ 探针偶联成功[１７]ꎮ

准确称取 ０􀆰 ２３３８ ｇ 的 ＮａＣｌ 固体ꎬ用超纯水

配制成 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 溶液ꎬ微孔滤膜过滤ꎬ备用ꎮ 在

离心管中分别加入 ５０ μＬ(５ μｍｏｌ / Ｌ)的 ＳＨ￣ｃＤＮＡ
与 ＳＨ￣Ｐｏｌｙ Ｔ、２０ μＬ(５ ｍｍｏｌ / Ｌ) 的 ＴＣＥＰꎬ孵育

３０ ｍｉｎꎬ加入 １０００ μＬ ＡｕＮＰｓꎬ静置 ２４ ｈ 后每隔

２ ｈ 向溶液中加入适量 ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 溶液ꎬ
加入 ３ 次ꎬ最终使体系中 ＮａＣｌ 浓度为 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

(３)低 ｐＨ 法

有研究发现降低溶液的 ｐＨ 值可以显著加快

ＤＮＡ 吸附速度ꎮ 利用腺嘌呤(ｐＫａ ＝ ３􀆰 ５)在柠檬

酸钠(ｐＨ ３􀆰 ０)中生成质子ꎬ降低 ＤＮＡ 负电性ꎬ实
现 ＡｕＮＰｓ 与 ＳＨ￣ＤＮＡ 的快速偶联[２０]ꎮ 低 ｐＨ(高
浓度 Ｈ＋)和盐在 ＤＮＡ 附着过程中具有协同作用ꎬ
只将 ｐＨ 调整到 ３􀆰 ０ꎬ而不加入其它的盐ꎬＤＮＡ 会

在初始时被吸附于 ＡｕＮＰｓꎬ但进一步的吸附会受

阻ꎬ加入盐ꎬ则加快进一步的吸附ꎮ ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ

柠檬酸钠￣盐酸缓冲液含有 １５００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋ꎮ 因

此ꎬ当 ｐＨ ３􀆰 ０ 时 Ｈ＋与 Ｎａ＋产生协同作用ꎮ 此外ꎬ
部分柠檬酸根离子也发生质子化ꎬ降低 ＡｕＮＰｓ 与

ＤＮＡ 间的电荷斥力ꎬ有利于 ＤＮＡ 的快速附着[１５]ꎮ
准确称取 １４􀆰 ７０５０ ｇ 的柠檬酸三钠固体ꎬ用

超纯水配制成 ５００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的溶液ꎬ并用盐酸制成

ｐＨ ３ 的 ５００ｍｍｏｌ / Ｌ 的柠檬酸钠￣盐酸缓冲液ꎬ微
孔滤膜过滤ꎬ备用ꎮ 在离心管中分别加入 ５０ μＬ
(５ μｍｏｌ / Ｌ) 的 ＳＨ￣ｃＤＮＡ 与 ＳＨ￣Ｐｏｌｙ Ｔ、 ２０ μＬ
(５ ｍｍｏｌ / Ｌ)的 ＴＣＥＰꎬ活化 ３０ ｍｉｎꎬ加入 １０００ μＬ
ＡｕＮＰｓ(１􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １ 中制备)ꎬ孵育 １０ ｍｉｎꎬ加入适量

柠檬酸钠￣盐酸缓冲溶液ꎬ使其浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
孵育 ３ ｍｉｎꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＥＰＥＳ(ｐＨ ７􀆰 ６)将体系

ｐＨ 调至中性ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 试纸条的组装

常规的试纸条的制造流程包括多个步骤ꎬ涉
及喷膜、干燥、组装、切条等工艺ꎬ对设备要求较

高ꎮ 本文选购了为正生物抗原抗体试剂盒ꎬ通过

改装用于新冠病毒 Ｓ 病毒的检测ꎬ改装后ꎬ干燥避

光备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 检测刺突蛋白

量取 ３ μＬ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)ｂｉｏｔｉｎ￣ＤＮＡＴＬ和 ３ μＬ
(２ｍｇ / ｍＬ)链霉亲和素(ＳＡ)储存液ꎬ加入 ６０ μＬ
ＰＢＳ 缓冲液ꎬ稀释 １０ 倍ꎬ室温孵育 １ ｈꎬ制得检测

线(Ｔ 线)溶液ꎮ 称取 ２􀆰 ０ ｇ 蔗糖、１􀆰 ０ ｇ 牛血清白

蛋白(ＢＳＡ)及 ５００ μＬ Ｔｗｅｅｎ￣８０ꎬ配制成运行缓冲

液ꎮ 将 Ｓ 蛋白储备液用超纯水稀释ꎬ保证最终浓

度为 １３ μｇ / ｍＬꎮ 将 Ｓ 蛋白储备液用超纯水稀释

至终浓度 １３ μｇ / ｍＬꎬ与 ＳＴ￣６￣２ 适配体混合活化

３０ ｍｉｎꎬ得到样品液ꎮ 随后ꎬ在探针垫上加入 ５ μＬ
ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡꎬ并在硝酸纤维素膜(ＮＣ 膜)上
涂布适量 Ｔ 线溶液ꎬ烘干备用ꎮ 最后ꎬ将样品液

与运行缓冲液混合ꎬ滴加至样品垫ꎬ观察显色

情况ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 ＤＮＡ 探针表征

圆二色谱测量结果如图 ２ 所示ꎬＳＴ￣６￣２ 适配

体在 ２６２ ｎｍ 处呈现正峰ꎬ在 ２４１ ｎｍ 处呈现负峰ꎮ
与 Ｓ 蛋白结合后ꎬＳＴ￣６￣２ 的正峰和负峰强度均减

小ꎮ 其中ꎬ正负峰减小表明右 /左旋光性均减弱ꎬ
该变化归因于适配体与靶标蛋白之间的产生相互

作用[５]ꎮ
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图 ２　 ＳＴ￣６￣２、ＳＴ￣６￣２ 和 Ｓ 蛋白复合物的圆二色光谱图

Ｆｉｇ.２　 Ｃｉｒｃｕｌａｒ ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＳＴ￣６￣２ ａｐｔａｍｅｒ ａｎｄ
ＳＴ￣６￣２＠ Ｓｐ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ

２􀆰 ２ 　 ＡｕＮＰｓ 的表征

２􀆰 ２􀆰 １ 　 不同浓度 ＨＡｕＣｌ４ 对 ＡｕＮＰｓ 的影响

紫外可见光谱测定结果如图 ３ 所示ꎬ所制备

ＡｕＮＰｓ 的最大吸收波长约为 ５２０ ｎｍ 处ꎬ是纳米金

颗粒的特征吸收峰ꎮ 而且 ＨＡｕＣｌ４ 的浓度直接影

响 ＡｕＮＰｓ 的制备效率ꎬ０􀆰 １％ 的 ＨＡｕＣｌ４ 储备液稀

释 ８ 倍时产物效果优于稀释 １０ 倍的产物ꎬ如图 ３
所示ꎮ

图 ３　 ＡｕＮＰｓ 紫外￣可见光吸收光谱图

Ｆｉｇ.３　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＡｕＮＰｓ

２􀆰 ２􀆰 ２ 　 浓缩时间对 ＡｕＮＰｓ 的影响

较高浓度的 ＡｕＮＰｓ 才能够有效与 ＤＮＡ 偶

联ꎮ 离心浓缩法虽然可以增加 ＡｕＮＰｓ 的浓度ꎬ但
是ꎬ导致 ＡｕＮＰｓ 发生严重团聚ꎬ无法满足后期与

ＤＮＡ 的偶联ꎬ如图 ４ａ 所示ꎮ 本文采用蒸发浓缩

方法ꎬ以蒸发时间(５~４０ ｍｉｎ)对其浓缩时间进行

研究ꎮ 如图 ４ｂ 所示ꎬ蒸发 ３０ ｍｉｎ 时ꎬ获得的

ＡｕＮＰｓ 效果最佳ꎮ

ａ.离心法ꎻｂ.不同时间蒸发法

图 ４　 紫外￣可见光吸收光谱图

Ｆｉｇ.４　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ

２􀆰 ２􀆰 ３ 　 ＡｕＮＰｓ 的 ＴＥＭ 及合成过程的颜色变化

透射电镜实验结果显示ꎬ所制得的 ＡｕＮＰｓ 为

粒径大小约 ３０ ｎｍ 左右的均匀分散颗粒ꎬ而且明

显观察到 ｄ ＝ ０􀆰 ２３ ｎｍ 的晶格ꎬ如图 ５ａꎬ图 ５ｂ 所

示ꎮ 所制得的 ＡｕＮＰｓ 溶液呈现酒红色ꎬ并显示出

很好的透明度ꎮ 向 ８ 倍稀释的 ０􀆰 １％ ＨＡｕＣｌ４ 溶

液中加入 ０􀆰 １％柠檬酸钠溶液后溶液颜色由无色

变为酒红色ꎬ并且随着加热时间延长颜色变深ꎬ如
图 ５ｃ 所示ꎮ 这种颜色变化可能与局域表面等离

子体共振(ＬＳＲＰ)有关ꎮ 当 ＡｕＮＰｓ 被入射光激发

时ꎬ自由电子远离平衡位置的相干振荡ꎬＡｕＮＰｓ 可
以吸收或散射一定波长的光线ꎬ从而使溶液呈现

酒红色[８]ꎮ

图 ５　 ＡｕＮＰｓ 的 ＴＥＭ 图(ａ、ｂ)ꎻｃ.ＡｕＮＰｓ 合成过程的

颜色变化(１、２.常温 ＨＡｕＣｌ４ 和加热至 ９０ ℃的

ＨＡｕＣｌ４ꎻ３、５.加入柠檬酸钠溶液 ５、１０、１５ ｍｉｎ)

Ｆｉｇ.５　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＡｕＮＰｓ(ａꎬｂ)ꎻｃ.Ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅｓ
ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＡｕＮＰｓ (１ꎬ２.ＨＡｕＣｌ４ ａｔ ｒｏｏｍ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ＨＡｕＣｌ４ ｈｅａｔｅｄ ｔｏ ９０ ℃ꎻ３ꎬ５.５ꎬ１０ꎬ

ａｎｄ １５ ｍｉｎ ａｆｔｅｒ ａｄｄｉｎｇ ｓｏｄｉｕｍ ｃｉｔｒａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ)

２􀆰 ３ 　 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 的表征

２􀆰 ３􀆰 １ 　 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 的 ＵＶ￣Ｖｉｓ 及颜色

ＡｕＮＰｓ 的 ＵＶ￣Ｖｉｓ 全波段扫描结果显示ꎬ游离

的 ＡｕＮＰｓ 在 ５２２ ｎｍ 处观察到表面等离子体共振

图 ６　 ａ.ＡｕＮＰｓ 与 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 的 ＵＶ￣Ｖｉｓ 图ꎻ
ｂ.ＡｕＮＰｓ 与 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 颜色区别

Ｆｉｇ.６　 ａ.ＵＶ￣Ｖｉｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＡｕＮＰｓ ａｎｄ ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡꎻ
ｂ.Ｃｏｌｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡｕＮＰｓ ａｎｄ ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ
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的特征性吸收峰ꎮ ＤＮＡ 探针与 ＡｕＮＰｓ 的偶联使

其最大吸收波长红移 ８ ｎｍꎬＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 最

大吸收峰在 ５３０ ｎｍ 处ꎬ如图 ６ａ 所示ꎮ 这种红移

是由于 ＡｕＮＰｓ 表面功能化引起的折射率增加所

导致[１０]ꎮ ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ 探针偶联ꎬ使其颜色由

酒红色变为紫红色ꎬ如图 ６ｂ 所示ꎬ这可能与特征

吸收峰红移有关ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２ 　 不同偶联法制 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 的 ＵＶ￣
Ｖｉｓ

在冷冻￣解冻法制备 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 中ꎬ考
察体系中加入 ＴＣＥＰ 和 ＡｕＮＰｓ 溶液的量及冷冻

时长等 ３ 个因素对 ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ 探针的偶联效

果影响ꎮ 发现 ＴＣＥＰ 的加入使紫外最大吸收波长

发生红移ꎬ当加入量为 ２０ μＬ(５ ｍｍｏｌ / Ｌ)时ꎬ最大

吸收波长达到 ５３０ ｎｍ 左右ꎬ说明 ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ
偶联形成 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡꎮ 继续增加 ＴＣＥＰ 的

量(３０、４０、５０ μＬ)ꎬ则吸收强度减弱ꎬ如图 ７ａ 所

示ꎮ 单纯改变 ＡｕＮＰｓ 的加入量(５００、１０００ μＬ)
未能改变最大吸收波长发生红移ꎬ证明 ＡｕＮＰｓ
与 ＤＮＡ 无法偶联成 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡꎬ如图 ７ｂ
所示ꎮ 冷冻时间对偶联影响显著ꎬ冷冻 １４ ｈ 后

的紫外最大吸收波长红移 ８ ｎｍꎬ表明 ＡｕＮＰｓ 与

ＤＮＡ 探针偶联成功ꎬ如图 ７ｃ 所示ꎮ 冷冻时间长

或者短于 １４ ｈꎬ均不利于偶联制备 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣
ＤＮＡꎮ

用盐老化法偶联制备 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 时ꎬ
加入不同量的 ＮａＣｌ 溶液ꎬ均未能使 ＡｕＮＰｓ 的紫

外最大吸收波长从 ５２２ ｎｍ 红移至 ５３０ ｎｍꎬ所以

此法未成功将 ＡｕＮＰｓ 与 ＤＮＡ 探针进行偶联ꎬ如
图 ７ｄ 所示ꎮ 而在低 ｐＨ 法偶联时ꎬ加入柠檬酸钠￣
盐酸缓冲液可以将最大吸收波长红移至 ５３２ ｎｍ
左右ꎬ说明偶联成功ꎬ如图 ７ｅ 所示ꎮ

ａ.加不同量 ＴＣＥＰꎻｂ.加不同量 ＡｕＮＰｓꎻｃ.不同冷冻时间ꎻｄ.加不同量缓冲溶液ꎻｅ.加不同量缓冲溶液

图 ７　 不同偶联法制 ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ 的 ＵＶ￣Ｖｉｓ
Ｆｉｇ.７　 ＵＶ￣Ｖｉｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＡｕＮＰｓ＠ ＳＨ￣ＤＮＡ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

２􀆰 ４ 　 Ｓ 蛋白检测的试纸

实验结果显示ꎬＴ 线试纸显红色ꎬＣ 线试纸无

图 ８　 Ｓ 蛋白检测的试纸

Ｆｉｇ.８　 Ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐ ｆｏｒ Ｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

明显变化ꎬ设计的 Ａｐｔ￣ＬＦＴＳ 具有良好的灵敏度ꎬ
能够实现高效的定性分析和定量检测ꎬ满足对 Ｓ
蛋白浓度的精确测定需求ꎮ

３　 结论

本研究成功构建了一种基于 ＳＴ￣６￣２ 核酸适

配体与 ＡｕＮＰｓ 的比色生物传感器ꎬ用于快速检测

新冠病毒 Ｓ 蛋白ꎮ 通过圆二色光谱验证了适配体

与 Ｓ 蛋白结合后构象发生变化ꎬ为传感器的识别

机制提供了理论依据ꎮ 采用柠檬酸钠还原氯金酸

法制备了粒径均匀的 ＡｕＮＰｓꎬ并优化了其浓缩条

７３
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件ꎬ提高了偶联效率ꎮ 系统比较了冷冻￣解冻法、
盐老化法和低 ｐＨ 法 ３ 种 ＤＮＡ￣ＡｕＮＰｓ 偶联策略ꎬ
结果表明低 ｐＨ 法偶联效果最佳ꎬ可使最大吸收

波长红移 ８~１０ ｎｍꎬ溶液颜色由酒红色变为紫红

色ꎮ 基于竞争性侧向流层析原理组装了检测试纸

条ꎬ实现了对 Ｓ 蛋白的可视化定性检测ꎮ 该传感

器具有操作简便、响应快速、成本低廉、无需复杂

仪器等优点ꎬ符合即时检测的需求ꎬ在新冠病毒大

规模筛查和基层分散式诊断中具有良好的应用前

景ꎮ 后续工作可进一步优化检测灵敏度ꎬ建立定

量或半定量分析方法ꎬ并评估其在真实样本中的

检测性能ꎮ
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