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基于纳米金显色的非标记核酸适配体可视化检测
重金属镉的方法研究 

栾云霞*, 张展宁, 陈佳祎, 徐  笠, 陆安祥 

(北京农业质量标准与检测技术研究中心, 农业部农产品质量安全风险评估实验室(北京), 

农产品产地环境监测北京市重点实验室, 北京  100097) 

摘  要: 目的  建立以特异性非标记核酸适配体为识别探针的重金属镉可视化检测方法。方法  根据适配体与

镉的高亲和力结合特性, 利用纳米金溶液在盐诱导下凝聚后引起的颜色变化反应, 通过分光光度计检测溶液

的吸光度来检测镉离子浓度。通过优化适配体 DNA浓度、盐离子浓度和纳米金溶液体积, 确定最佳反应条件, 

建立样品溶液中镉离子浓度与吸光度的线性关系。结果  该方法的线性范围和检测限分别是 0.14~10 ng/mL和

0.14 ng/mL, 可以满足痕量检测要求。通过对灌溉水样的加标回收实验证明, 检测体系具有很好的实用性和复

杂基体适应性。结论  利用核酸适配体和纳米金显色实现了镉的痕量可视化检测, 该方法是一种简单、快速、

灵敏的检测方法, 在现场快速检测和高通量分析中都具有很好的应用前景。 
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Visual detection of cadmium based on aggregation of aptamer-modified 
gold nanoparticles 
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ABSTRACT: Objective  To establish a visual, rapid, and sensitive method for the detection of Cd based on 

aptamer and gold nanoparticles. Methods  The concentration of cadmium ion was detected indirect by the 

value of absorbance according to the color changes caused by salt-induced condensation of gold nanoparticles 

and the high affinity binding of aptamer with cadmium. By optimizing the concentration of aptamers DNA, salt 

and gold nanoparticles in solution, the optimal determine conditions and linear relationships between the 

sample absorbance and concentration of cadmium were established. Results  This system achieved a superior 

linear dynamic range from 0.14 ng/mL to 10 µg/mL and a detection limit as low as 0.14 ng/mL. The aptasensor 

practicability were tested by real sample of irrigating water spiked with a series of concentration of Cd and the 
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results showed a good tolerance to matrix effect. Conclusion  The developed approach is a simple, quick and 

sensitive detection method for Cd monitoring and offers a great potential for on-site and high-throughput 

analysis in routine control. 

KEY WORDS: cadmium; aptamer; label-free; gold nanoparticles; visual detection 
 
 

1  引  言 

“农产品是有生命的, 需要优质的水源、优质的

土壤和空气”, 保障鲜活农产品的安全优质, 关键在

于安全的产地环境。由于工业废物排放、污水灌溉、

大气沉降和长期施用磷肥等原因, 镉已成为农田环

境中最严重且普查超标率最高的污染物。镉作为人体

非必要元素, 是毒性最强的重金属元素之一, 对人体

组织和大脑均有很强的毒性。因此, 国内外相关机构

均制定了严格的限量标准(表 1), 同时, 也对痕量镉

的检测提出了更高的要求, 亟需快速高效的重金属

监控技术[3]。研究快速、低成本、灵敏度高且特异性

好的重金属镉检测方法显得极为重要。 

近年来, 国内外镉的分析方法主要包括原子吸

收光谱法、电感耦合等离子体质谱法、电感耦合等离

子发射光谱法、阳极溶出伏安法、高效液相色谱法、

酶分析法、生物传感器、免疫分析法、核酸适配体法、

试纸法[4]。传统检测方法中原子吸收光谱法是目前重

金属元素镉测定最常用的方法之一, 其中火焰法原

子吸收法较适宜应用于镉含量较高的样品 (如废水

和受污染的水样), 而对于镉含量较低的样品, 需增

加萃取预富集前处理; 石墨炉法检出限低, 灵敏度高, 

但基体干扰严重, 较适用于背景值低的样品分析, 不

适用于难消解和基体背景值高的样品[5]。电感耦合等

离子发射光谱法具有分析速度快、灵敏度高、准确度

精密度高、测定范围广的优点, 不足之处在于设备和

操作费用较高, 易污染[6,7]。高效液相色谱法可实现多

元素同时测定, 但是络合剂选择有限, 给该方法带来

了局限性[8]。快速检测方法以酶分析法灵敏度最高, 

但选择性较差, 对单一重金属离子的检测存在一定

的困难, 且检测限较高, 不适于痕量镉的检测[9,10]。 

生物传感器发展迅速, 灵敏度、自动化程度高, 可应

用于环境在线监测, 但传感器制作工艺较难, 成本相

对较高[11]。试纸法因其便宜、简便在现场快速检测中

应用较多, 但试纸或其他载体都存在着承载反应试

剂量有限的问题, 检出限相对较高[12]。 

核酸适配体由于其选择性高、特异性好、分子量

较小、可化学合成、稳定性好、成本低廉、没有毒性

等优点, 在分析检测领域受到广泛关注, 利用核酸适

配体检测重金属是近年来研究的热点, 而目前将核

酸适配体应用于重金属在 Hg2 +、Pb2 +、Cu2 +和 K+的

检测已有文献报道[13-16]。本研究以纳米金材料作为介

质, 以非标记的重金属镉特异性识别核酸为识别分

子, 建立了基于比色原理检测重金属镉的新型高效

可视化检测方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

TU-1950 紫外可见分光光度计(北京普析通用仪

器有限责任公司); DF-101S 型集热式磁力加热搅拌

器(河南巩义市予华仪器厂); 台式高速冷冻离心机器

(美国 Sigma公司); Millipor e纯水机(美国 Bedford公

司); EOS 6D 数码相机(佳能公司); 96孔板(coring公

司)。 

2.2  试  剂 

重金属镉的适配体寡聚核苷酸序列在“上海生

工”合成, 5’-ACCGACCGTGCTGGACTCTGGACTG 

TTGTGGTATTATTTTTGGTTGTGCAGTATGAGCG

AGCGTTGCG-3’[14], 用含 1 mmol/L MgCl2 (pH 8.5)

的 10 mmol/L 的磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer 

saline, PBS)(pH 7.4)溶液来稀释, -20 ℃保存。 

表 1  国内外对农产品中镉的限量标准 
Table 1  Limit standard of cadmium in agricultural products at domestic and overseas 

 鱼类(mg/kg) 大米(mg/kg) 蔬菜(mg/kg) 饮用水(mg/L) 

GB 2762-2012[1] 0.1 0.2 0.05 0.005 

CAC:CODEX STAN193-1995[2] 0.05 0.4 0.05 0.003 
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镉标准溶液、氯金酸(HAuCl4)、柠檬酸三钠(美

国 Sigma公司); NaCl、Na2HPO4、KH2PO4、MgCl2(分

析纯, 上海化学试剂公司)。 

2.3  纳米金的制备 

试验采用 Frens[7]在 1973 年创立的柠檬酸三钠

还原法制备胶体金 , 在三口圆底烧瓶中加入 95.8 

mL超纯水, 再加入 4.2 mL质量分数 1%的氯金酸溶

液, 磁力回流加热搅拌, 持续煮沸 10 min, 然后迅

速加入 10 mL质量分数 1%的柠檬酸三钠溶液, 溶液

颜色在 1 min内变红, 继续沸腾 20 min, 搅拌状态下

自然冷却至室温, 得到的酒红色液体, 即为纳米金。 

2.4  重金属镉的检测 

取 50 μL浓度为 2 μmol/L 的Cd适配体DNA, 加

入 96 孔板中, 加入 50 μL 不同浓度(0.000、0.025、

0.100 、0.200、0.500、1.000、2.000、4.000、10.000 

ng/mL)的目标物, 混匀孵化 5 min, 加入 50 μL的纳

米金, 平衡 5 min, 加入 10 μL浓度为 2 mol/L NaCl

溶液, 平衡 5 min后 400~750 nm以水做参照进行比

色, 并拍照。 

3  结果与讨论 

3.1  重金属镉检测的原理 

利用重金属镉的适配体和纳米金的可视化检测

方法是基于纳米金溶液在高浓度 NaCl的作用下产生

的凝聚而造成的颜色变化。纳米金一般经由柠檬酸三

钠还原氯金酸制备而成, 生成的溶液是一种胶体溶 

液, 纳米金表面覆盖一层柠檬酸, 颗粒之间通过静电

排斥作用保持胶体金溶液的稳定性, 如果在溶液中

加入高浓度的盐, 即可破坏胶体溶液的稳定性, 纳米

金发生凝聚, 溶液颜色由红色变为蓝色[17,18]。而单链

DNA 在自由状态下通过暴露的带正电的碱基和纳米

金表面的负电荷发生静电作用而直接吸附到金表面, 

吸附有单链适配体 DNA的纳米金在高盐浓度下仍可

以保持稳定, 溶液为红色。如图 1所示, 当溶液中存

在靶分子镉离子时, 适配体单链 DNA“stem-loop”区

域(如图 1 方框所示部位)形成特定的立体结构, 特异

性高亲和力地与目标物结合, 表面没有吸附 DNA 的

纳米金在加入高浓度盐后凝聚, 溶液变为蓝色[19]。利

用分光光度计对溶液的进行吸光度测定, 即可通过

目标物浓度和吸光度建立线性关系。 

3.2  最佳反应条件的选择 

由于适配体纳米金比色法检测目标物是基于目

标物和纳米金竞争结合适配体的原理, 因此, 合适的

DNA 适配体浓度和 NaCl 浓度是检测方法体系成功

的基础。首先要对 DNA浓度进行优化, 测定了 0.1、

1.0、2.0、3.0、5.0 μmol/L DNA 单链浓度下在 2 mol/L 

NaCl浓度下的聚集情况。研究发现, 当 DNA浓度过

量时, 即使加入 100 ng/mL Cd目标物溶液仍然不变

为蓝色, 当DNA浓度很小时, 即使加入低浓度 Cd目

标物溶液即为蓝色。经实验发现, 当 DNA 单链浓度

为 2 μmol/L且不加目标物时在 NaCl加入后聚集, 溶

液颜色在是否变为蓝色的结点, 即当 DNA单链浓度 

 
 

 
 
 

图 1  基于非标记核酸适配体和纳米金检测镉的原理 

Fig. 1  Schematic diagram depicting the proposed aptasensor for detection of Cd using AuNPs 
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大于 2 μmol/L时溶液为蓝色, 当 DNA单链浓度小于

2 µmol/L 时溶液为紫色, 因此选取最佳适配体浓度

为 2 μmol/L。同时, 也对 NaCl 浓度进行了优化, 研

究了加入不同浓度(1、2、3 mol/L)NaCl 纳米金凝聚

的情况, 最终选择 10 μL 2 mol/L NaCl溶液对检测体

系最佳。采用上述条件, 在反应体系中加入纳米金、

适配体、盐和不同浓度镉离子后, 测定溶液的吸光度

变化, 结果显示, 在加入 2 mol/L NaCl后, 在 520nm

波长的吸光度有明显降低, 两种不同浓度的镉溶液

的吸光值下降幅度也较理想(如图 2 所示), 以此作为

适配体检测体系的反应条件。 

 

 
 

图 2  不同检测体系条件下纳米金的紫外吸收光谱图 

(反应条件: 2 mol/L NaCl, 2 μmol/L 适配体, 10 nmol/L纳米金, 

T=25 )℃  
Fig. 2  UV-vis absorption spectra of AuNPs under different 

experimental conditions. (Experimental condition are 2 mol/L 
NaCl, 2 μmol/L aptamer, 10 nmol/L AuNPs, and T=25 )℃  

 

3.3  梯度实验及线性 

在保证适配体、纳米金和盐离子浓度一致的情况

下, 通过向反应体系中加入不同浓度的镉, 使溶液最

终浓度为 0.000、0.025、0.100 、0.200、0.500、1.000、

2.000、4.000、10.000 ng/mL, 平衡后, 观察其在高盐

条件下纳米金的凝聚情况和溶液颜色的变化, 并用

分光光度计测定溶液的吸光度(如图 3 和图 4)。正如

所预期的结果, 随着镉浓度的增加, 加入 NaCl 后, 

溶液的颜色从红色变为紫红色, 在 520 nm处的吸收

峰也随镉浓度的增加而逐渐变小。当目标物浓度达到

4 ng/mL 时, 溶液由酒红色变为深蓝色, 表明纳米金

几乎完全凝聚, 但目标物浓度大于 10 ng/mL 时, 线

性不够理想。通过对溶液中镉浓度和吸光度的线性关

系分析发现, 溶液在 520 nm 的吸光度与镉的浓度呈

较好的线性关系, r2达到 0.9890(图 4), 这为通过标准

曲线分析实际样品奠定了良好的理论基础。通过 3

倍空白的 SD再除以曲线斜率, 计算得到本方法的检

出限为 0.14 ng/mL, 检测的线性范围在 0.14~10 

ng/mL之间, 灵敏度和精密度较好。 
 

 
 

图 3  检测体系吸光度随镉浓度增加的变化情况 

Fig. 3  Decrease of absorption at 520 nm with increase of Cd 
concentration 

 

 
 
图 4  基于非标记适配体检测镉的线性及可视化结果 

Fig. 4  Typical calibration curves for Cd, obtained using the 
aptamer-based label-free biosensor (inset: corresponding 

photographic images) 

 
3.4  实际样品检测 

为了检验该检测方法的实用性, 取农业灌溉水

作为实际样品进行加标回收实验。已知该农业灌溉水

水样经石墨炉原子吸收法测定 Cd 的含量未检出, 取

农业灌溉水分别加标至 Cd 浓度为 0.5 ng/mL 和 1 
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ng/mL, 并分别作平行。最终通过标准曲线方程计算

加标灌溉水样中的Cd含量, 结果如表2, 得到了较好

的回收率, 说明本方法对于灌溉水样品基质具有很

好的适应性, 具有较好的现场批量检测应用前景。 

 
 

表 2  灌溉水样品中镉的检测 
Table 2  Detection of the irrigating water spiked with 

different concentration of Cd 

 
Cd加标量 

(ng/mL) 
实测值

(ng/mL ) 
回收率

(%) 
RSD(%) 

1 0.5 0.448a 89.50 2.74 

2 1 0.863a 86.25 1.72 

a 三次重复的平均值 

 

4  讨  论 

本研究建立了一种基于纳米金和镉特异性适配

体检测 Cd2+的检测方法, 该方法无需对 DNA分子和

纳米金进行设计和修饰, 把合成好的单链寡聚核苷

酸直接与未修饰的纳米金吸附结合后, 加入高浓度

的盐和目标物 15 min后即可显色。尤其方便的是纳

米金聚合后引起的红色到紫色再到蓝色的颜色变化

很容易用肉眼观察或用 UV-vis 光谱仪检测, 溶液在

520 nm 吸光度与镉浓度具有较好的线性, 检测限可

以达到 0.14 ng/mL, 低于美国环境保护署制定的强制

的饮用水标准为 5 ng/mL 和世界卫生组织在饮用水

中定义的 3 ng/mL的毒性限量[20]。另外, 该方法不使

用有机溶剂、重金属离子、酶试剂、光敏染料和大型

精密仪器, 具有操作简单, 灵敏度高, 特异性好的优

势, 在现场快速检测方面有良好的应用前景。但本研

究对实际样品的检测仅限于灌溉水以及类似的简单

基质, 而对于镉适配体如何跟目标物结合的具体机

制和构象还不完全清楚, 未来需要多种表征和检测

手段对其进行深入研究[10,21]。今后, 需要进一步改进

方法实现对复杂样品的检测。 
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