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基于核酸适配体检测玉米中的赭曲霉毒素 A 

彭臻菲, 魏碧娜, 叶丽颖, 李泳宁* 

(福建卫生职业技术学院, 福州  350101) 

摘  要: 目的  建立一种基于核酸适配体检测玉米中赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)的方法。方法  以微孔

板为载体, 采用偶联生物素和 Cy3 荧光标记的核酸适配体与 OTA 的特异性结合, 而与偶联黑洞淬灭探针

(black hole quencher 2, BHQ2)的互补序列无法配对, 导致荧光值变化从而实现对 OTA 的定量检测。结果  优

化的条件为链亲和素质量浓度为 100 μg/mL, 核酸适配体浓度为 200 nmol/L, 互补序列浓度为 400 nmol/L, 

OTA 在 0.05~10.00 ng/mL 范围具有较好的线性关系。与赭曲霉毒素 B、黄曲霉毒素 B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇

和玉米赤霉烯酮的交叉反应率均低于 1%, 玉米样品中添加 OTA 的平均回收率为 89.0%~93.8%。结论  该方

法快速、准确、灵敏, 交叉反应率低, 可用于样品中 OTA 的分析检测。 
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Determination of ochratoxin A in corn based on aptamer 

PENG Zhen-Fei, WEI Bi-Na, YE Li-Ying, LI Yong-Ning* 

(Fujian Health College, Fuzhou 350101, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of ochratoxin A (OTA) in corn based on 

aptamer. Methods  In microplate, biotin and Cy3 labeled aptamer could bind specifically to OTA and not hybridize 

with the complementary strand which labeled with black hole quencher 2 (BHQ2), and it leaded to the change of 

fluorescence value, so as to realize the quantitative detection of OTA. Results  The optimization of parameters were 

that the mass concentration of streptavidin was 100 μg/mL, aptamer concentration was 200 nmol/L and 

complementary strand concentration was 400 nmol/L, and OTA had good linear relationship in the range of 

0.05-10.00 ng/mL. The cross-reactivity rate was lower than 1% with ochratoxin B, aflatoxin B1, zearalmone and 

deoxynivalenol, and the average recoveries of OTA in corn samples were 89.0%‒93.8%. Conclusion  This method 

is rapid, accurate and sensitive with low cross-reactivity rate. It will be used for the analysis and detection of OTA in 

samples. 

KEY WORDS: ochratoxin A; aptamer; corn 
 
 

0  引  言 

赭曲霉素是曲霉属和青霉属的某些菌株产生的代谢

产物, 其中赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)在自然界分

布最广泛、毒性最强[1]。毒理学研究表明, OTA 具有肝肾

毒性、致畸、致癌和致突变作用等多种毒副作用[2]。近年
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来的调查研究发现: 在很多的农产品如谷类、豆类、干果、

油料作物等都可以检测到 OTA[3‒4], 因此 OTA 引起的农产

品安全问题越来越受到人们的关注。 

目前, 检测 OTA 的方法主要有薄层层析法(thin layer 

chromatography, TLC)[5]、高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)[6]、高效液相色谱-质谱法

(high performance liquid chromatography-mass spectrometry, 
HPLC-MS)[7] 、酶联免 疫吸附法 (enzyme-linked immun 

osorbent assay, ELISA)[8] 和 电 化 学 法 (electrochemical 

method, ECM)[9]等。TLC 法操作简便, 但灵敏度和特异性

较差。HPLC 是目前检测 OTA 最常用的定量分析方法, 采

用荧光检测器的灵敏度可达 0.1~1.0 μg/kg, 但操作复杂且

对样品的纯度有较高的要求。而 HPLC-MS 对设备要求较

高, 因而其使用受到限制。近年来快速发展的基于抗原-抗

体或核酸适配体亲和反应的免疫检测技术由于其灵敏度高

和特异性强, 成为国内外很多研究人员的工作重点, 但抗

体易受外界条件尤其是温度的影响, 在很大程度上限制了

其应用, 而利用同样具有特异性的核酸适配体检测技术则

是目前研究的热点方向。核酸适配体是通过指数富集配体

的系统进化技术筛选的一段寡核苷酸序列, 与抗体相比, 

核酸适配体具有易合成、易修饰、易固定、可反复使用和

长期保存的优点。目前, 国内外已有采用核酸适配体建立

OTA 检测技术研究的报道, 都具有较好的检测灵敏度, 但

在检测操作和设备要求上都较高, 难以在大量样品的分析

检测中进行应用, 而基于核酸适配体技术的胶体金法, 检

测灵敏度较低仅适用于样本初筛, 可见实现大量样品的快

速检测方法仍是目前的研究重点。本研究以微孔板为载体, 

采用偶联生物素和 Cy3 荧光标记的核酸适配体与 OTA 的

特异性结合, 而与偶联黑洞淬灭探针(black hole quencher 2, 

BHQ2)的互补序列无法配对, 导致荧光值变化从而实现对

OTA 的定量检测, 仅使用简单的酶标仪即可对样品中的

OTA 进行分析检测, 可实现大量样本的快速检测, 从而为

食品和农产品的安全使用提供重要保障。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

玉米粉: 当地市场采集。 

赭曲霉素 A、赭曲霉毒素 B (ochratoxin B, OTB)、黄曲

霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)、玉米赤霉烯酮(zearalmone, 

ZEA)、脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, DON)、牛血清

白蛋白(bovine serum albumin, BSA)(纯度≥98%, 美国 Sigma

公司); 4-羟乙基哌嗪乙磺酸 [4-(2-hydroxyerhyl) piperazine 

-1-erhanesulfonic acid, HEPES] (纯度≥99%, 北京索莱宝公

司); 链亲和素(纯度 17 U/mg, 上海源叶生物公司); 磷酸盐缓

冲液(phosphate buffer saline, PBS) (0.0067 mol/L，pH 7.0~7.2, 

美国 HyClone 公司); Tris(纯度 99.9%, 德国 Biofroxx 公司); 

OTA 核酸适配体 5'-biotin-GATCGGGTGT GGGTGGCG 

TAAAGGGAGCATCGGACA-Cy3-3', 结合序列 5’- BHQ2- 

TGTCCGATGC-3'参考文献[10]设计, 由福州尚亚生物技术有

限公司合成。碳酸钠、乙二胺四乙酸 (ethylene diamine 

tetraacetic acid, EDTA)、盐酸、甲醇(分析纯, 佛山西陇化工

股份有限公司)。 

1.2  主要仪器 

KQ-700DE 超声波提取仪(昆山超声仪器有限公司); 

SpectraMax M3 多功能酶标仪(美国 Molecular Devices 公司);  

96 孔微孔板(湖南比克曼生物科技有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  OTA 检测方法的建立 

在 96 孔微孔板上包被链亲和素, 与偶联生物素和 Cy3

荧光基团的特异性核酸适配体进行结合, 当检测体系中不存

在 OTA 时, 核酸适配体与标记有淬灭基团的互补探针杂交而

使荧光基团淬灭; 当存在 OTA 时, 核酸适配体构象发生变化, 

与互补探针无法结合, 采用酶标仪检测其荧光信号值, 荧光

强度值与 OTA 浓度成正比, 从而实现 OTA 的定量检测。 

1.3.2  链亲和素包被浓度的优化实验 

链亲和素用碳酸钠溶液稀释成 0、25、50、75、100、

150、200、250 μg/mL, 在 96 孔微孔板中加入不同浓度链亲

和素稀释液, 每个浓度3个重复孔, 每孔100 μL, 4 ℃包被过

夜。拍干, 用 PBS 缓冲液清洗 3 次, 再次拍干; 用 1% BSA

进行封闭, 封闭 2 h 后, 用 PBS 缓冲液清洗 3 次, 拍干。加

入过量核酸适配体(1000 nmol/L)进行反应, 25 ℃振荡孵育

30 min, 用 PBS 缓冲液清洗 3 次, 拍干。采用酶标仪检测其

荧光值, 激发波长为 488 nm, 吸收波长为 532 nm。 

1.3.3  核酸适配体浓度的优化实验 

将核酸适配体用 Tris-盐酸缓冲液(pH=7.5, 含 1 mmol/L 

EDTA)稀释成不同浓度(0、50、100、150、200、250、300、

400、500 nmol/L), 在包被链亲和素的 96 孔微孔板中分别加

入 100 μL 不同浓度的核酸适配体, 25 ℃振荡孵育 30 min, 

用 PBS 缓冲液清洗 3 次, 拍干, 采用酶标仪检测荧光强度。 

1.3.4  互补序列浓度的优化实验 

将互补序列用上述 Tris-盐酸缓冲液稀释成不同浓度

(0、100、200、300、400、500 nmol/L), 在已加入上述优化

的核酸适配体反应的微孔板中, 分别加入 100 μL 不同浓度

的互补序列, 洗涤后, 拍干。37 ℃振荡孵育 30 min, 用 PBS

缓冲液清洗 3 次, 再次拍干, 采用酶标仪检测荧光强度。 

1.3.5  标准曲线的绘制 

将 OTA 标准品采用甲醇进行溶解, 再用 HEPES 缓冲液

(pH=7.0, 含 120 mmol/L NaCl、5 mmol/L KCI、20 mmol/L 

MgCl2、20 mmol/L CaCl2)稀释成 0、0.001、0.005、0.010、0.050、

0.100、0.500、1.000、5.000、10.000、50.000、100.000 ng/mL

标准溶液。在包被链亲和素的 96 孔微孔板中加入 100 μL 上

述优化浓度的核酸适配体, 25 ℃振荡孵育 30 min, PBS 缓冲
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液清洗 3次, 拍干; 分别加入 100 μL不同浓度的标准品溶液, 

37 ℃反应 30 min 后, PBS 缓冲液清洗 3 次, 拍干。再加入上

述优化的互补序列, 37 ℃反应 30 min 后, PBS 缓冲液清洗 3

次, 拍干。最后采用酶标仪检测荧光强度, 根据标准品浓度

与荧光强度绘制标准曲线。 

1.3.6  交叉反应性分析 

将 OTB、AFB1、ZEA、DON标准品溶解稀释成 1 ng/mL

和 10 ng/mL, 按上述方法进行检测, 计算交叉反应率。 

1.3.7  玉米粉样品检测处理及加标回收率测定 

准确称取 1.000 g样品, 加入 10 mL甲醇进行提取, 涡

旋剧烈振荡 5 min, 超声提取 30 min, 滤纸过滤, 收集滤

液 1。滤饼再用 10 mL 甲醇溶解后超声提取, 过滤后收集

滤液 2。合并 2 次收集的滤液, 浓缩至尽干, 加入 1 mL 

HEPES 缓冲液进行溶解后, 采用上述方法检测样品中 OTA

含量。选择未检出 OTA 的玉米粉样品进行加标回收率实验, 

分别向 1.000 g 玉米粉样品中添加 OTA 标准品, 使其每克样

品中含有 1.0 ng 和 10.0 ng OTA, 提取后采用上述方法进行

检测, 计算加标回收率。 

2  结果与分析 

2.1  链亲和素包被浓度的优化 

将不同浓度的链亲和素包被于 96 孔微孔板上, 加入 

1000 nmol/L 核酸适配体进行反应, 反应后洗涤, 采用酶标

仪检测微孔板上的 Cy3 荧光强度值, 结果发现, 随着微孔

板上包被的链亲和素浓度的增大, 荧光强度也随之增加, 

当浓度达到 75 μg/mL 以上时, 荧光强度达到 25000 a.u 以

上, 再增大链亲和素浓度, 其荧光值变化不大, 此时微孔

上包被的链亲和素已达到最大浓度, 为保证后续的反应, 

选择 100 μg/mL 链亲和素为包被浓度。 

2.2  核酸适配体浓度的优化 

为了使包被于微孔板上的链亲和素与生物素标记核酸

适配体的反应达到平衡, 本研究在已包被上述优化链亲和

素的微孔板中加入不同浓度的核酸适配体进行反应, 反应

后洗涤, 拍干, 再采用酶标仪检测其荧光强度, 结果发现, 

随着核酸适配体浓度的增大, 荧光强度也随之增加, 当核酸

适配体浓度达到 200 nmol/L 时, 荧光强度已经达到最大值, 

再增大核酸适配体浓度, 其荧光强度的变化不大, 表明此时

生物素标记的核酸适配体与微孔板上包被的链亲和素已经

达到平衡, 因此后续核酸适配体浓度选择 200 nmol/L。 

2.3  互补序列浓度的优化 

在上述优化的条件下, 在已经反应的微孔板中分别

加入 100 μL (0、100、200、300、400、500 nmol/L)的标记

BHQ2 淬灭基团的互补序列, 37 ℃振荡孵育 30 min, 用

PBS 缓冲液清洗后, 拍干, 用酶标仪进行检测。结果发现, 

当互补序列的浓度增大(互补序列与核酸适配体的摩尔比

比例增加), 其荧光值明显降低, 且随着互补序列浓度的增

大而降低, 当互补序列浓度达到 400 nmol/L 时(互补序列

与核酸适配体摩尔比为 2:1 时), 荧光值仅为 3000 a.u 左右, 

再增大互补序列其荧光值有所下降, 但差异不大。因此, 

互补序列浓度选择 400 nmol/L。 

2.4  标准曲线的建立 

将 OTA 标准品溶液稀释成不同浓度(0、0.001、0.005、

0.01、0.05、0.1、0.5、1.0、5.0、10、50、100 ng/mL)标准

溶液, 按照上述建立的方法进行测定, 结果发现, 当体系

中 OTA 浓度低于 0.01 ng/mL 时, 其荧光强度值变化不大, 

此后增加OTA浓度, 荧光强度值迅速增加, 当OTA浓度为

0.05~10.00 ng/mL 呈现较好的线性关系, 在此范围内建立

标准曲线, 标准方程为: Y=8476X+17047 (r²=0.9901)。再增

加 OTA 浓度时, 荧光强度值变化不大, 因此本研究建立的

检测方法线性范围确定为 0.05~10.00 ng/mL。 

2.5  交叉反应率的测定 

OTA 的结构类似物主要是 OTB, 而在食品和农产品

的霉变过程也会产生其他霉菌毒素 , 因此 , 本研究选择

OTB、AFB1、ZEA 和 DON 霉菌毒素来测试其反应特异性。

将上述标准品溶液稀释成相应的浓度, 采用上述建立的方

法进行测定, 结果如表 1 所示。 

 
表 1  与结构相似物的交叉反应(%) 

Table 1  Cross-reaction with structure-similar molecules (%) 

浓度/(ng/mL) OTB AFB1 ZEA DON 

 1.0 <0.1 <0.1 <0.1 <0.1 

10.0 0.80±0.06 <0.1 <0.1 <0.1 

 
从表 1 可以看出, 本研究建立的 OTA 检测方法除了

与OTB的有一定的交叉反应率, 10 ng/mL OTB浓度下反应

中的最大交叉反应率为 0.8%±0.06%, 与 AFB1、ZEA 和

DON 的交叉反应率均低于 0.1%。可见本方法的特异性较

好, 与OTA的结构类似物及其他霉菌毒素的交叉反应率均

低于 1%。 

2.6  玉米粉样品中 OTA 加标回收率实验 

从市场收集玉米粉数份, 提取后用建立的方法进行

检测, 选出未检出 OTA 的样品。再分别准确称取未检出

OTA 的玉米粉样品 1.000 g, 向样品中加入 OTA 标准品溶

液, 使每克样品中含有 1.0 ng 和 10.0 ng OTA。按提取方法

进行提取, 采用建立的方法进行测定样品的 OTA 含量, 计

算玉米粉样品的 OTA 回收率, 结果得到, 在玉米粉样品中
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OTA 标准品的平均回收率为 89.0%~93.8%, 回收率较高, 

表明本研究建立的检测方法具有较高的准确度。 

3  结论与讨论 

近年来, 霉菌毒素对人和动植物造成的严重危害, 广

泛引起政府和大众对动植物食品安全卫生的高度关注。被

霉菌毒素污染的谷物, 不仅影响食品安全, 也严重影响动

物生长和繁殖, 并随着食物链进入人体, 进而造成一系列

严重的健康问题。因此, 食品质量安全也越来越引起人们

的重视, 建立快速、灵敏的霉菌毒素检测方法是保障食品

安全的重要手段。目前, 欧盟规定谷物原料中 OTA 最大限

量为 5 μg/kg, 我国规定谷类及其制品、豆类及其制品的

OTA 最大限量也是 5 μg/kg, 饲料中 OTA 最大限量为 100 

μg/kg, 可见对 OTA 的检测灵敏度要求也越来越高, 开发

新的快速、灵敏的检测方法也是目前的研究重点。 

近年来具有高灵敏度和特异性的核酸适配体被广泛

应用于霉菌毒素的检测, 目前已报道了大量能特异性结合

霉菌毒素的核酸适配体 , 也开发了基于核酸适配体检测

AFB1、ZEA、AFB2 和 OTA 等霉菌毒素的方法和生物传感

器[11‒16]。目前, 国外学者 SAUCEDA-FRIEBE 等[17]建立了

一种利用微阵列检测 OTA 的快速检测方法, 在绿咖啡提

取物中的检测限达到 0.3 μg/L, 检测时间仅有 12 min。LIU

等[18]利用 TiO2 多孔硅开发了一种新的基于核酸适配体的

微阵列检测方法, 该方法可以同时筛选多种霉菌毒素, 其

中 OTA 的检测范围可达到 0.1~10.0 ng/mL。WEI 等[15]设计

了一种基于核酸适配体的新型高通量光子晶体微球悬浮阵

列, 用于谷物样品中的多重真菌毒素。该检测系统具有超

灵敏、高选择性和小容量的优点, OTA 的检测范围可达到

0.1 pg/mL~0.1 ng/mL。国内 OTA 核酸适配体微阵列检测技术

应用相对较少, 基于核酸适配体的 OTA 检测技术多应用于建

立化学传感器分析方法。张立转等[19]建立了一种核酸适配生

物传感器检测 OTA 的方法, 该法检测限达到 20 nmol/L。曲

瑶等[20]开发了核酸适配体传感器检测 OTA 的方法 , 对

OTA 检测的线性范围为 0.67~7.80 nmol/L, 检出限达到

0.67 nmol/L。由此可见, 应用核酸适配体技术建立 OTA 检

测方法具有线性好、灵敏度高的特点, 但也存在检测操作

复杂和设备要求高的缺点, 难用于进行大量样品的分析检

测。本试验利用微孔板载体, 采用偶联生物素和 Cy3 荧光

标记的核酸适配体与 OTA 的特异性结合, 而与偶联 BHQ2

的互补序列无法配对, 导致荧光值变化从而实现对OTA的

定量检测, 本方法快速、简便、灵敏度高, 仅使用简单的

酶标仪即可对样品中的 OTA 进行分析检测, 设备要求低, 

可适用于大量样品的分析筛查和检测, 并为基于微孔板的

多指标联检技术开发奠定基础。 

本研究建立的基于微孔板的核酸适配体识别-荧光淬

灭探针高灵敏度检测技术, 快速、灵敏、特异性好、操作

简单, 在优化条件下, 检测浓度范围为 0.05~10.00 ng/mL, 

与其他霉菌毒素的交叉反应率低, 在玉米样品中加标回

收率高 , 不仅可以作为大规模样品分析检测的方法 , 同

时也为建立检测高通量多元霉菌毒素的新型分析方法奠

定基础。 
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