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基于核酸适配体免标记光度法检测牛奶中的 

甲硝唑 
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湘潭  411100; 3. 南华大学船山学院, 衡阳  421001) 

摘  要: 目的  建立核酸适配体免标记光度法检测牛奶中的甲硝唑的分析方法。方法  将含 DNA 酶序列的

核酸探针与甲硝唑适配体混合反应, 引入目标检测物甲硝唑, 使其与甲硝唑适体特异性结合, 再于体系中引

入氧化还原试剂, 用紫外可见分光光度计检测溶液吸光度变化。优化各反应条件, 以达到最佳反应条件, 最后

对所构建的方法进行方法学评价。结果  当甲硝唑质量浓度在 0.08~5.13 g/L 时, 体系的荧光强度差值(ΔA)与

甲硝唑质量浓度(C)呈线性关系, ΔA=0.1542+0.1396C (r=0.9968), 检出限为 0.0358 g/L。在低、中、高 3 水平浓

度的加标回收率为 85.91%~102.04%, 相对标准偏差分别为 1.95%、1.93%、1.36%。结论  本方法具有良好的

精密度、选择性、回收率, 可用于实际样品牛奶中甲硝唑的检测。 

关键词: 甲硝唑; 牛奶; 核酸适配体; DNA 酶; 紫外可见分光光度法 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of metronidazole in milk by nucleic acid 

aptamer labeling free spectrophotometry. Methods  The nucleic acid probe containing DNA enzyme sequence was 

mixed with the aptamer of metronidazole, and the target detection object metronidazole was introduced to make it 

specifically bind with the aptamer of metronidazole. Then the redox reagent was introduced into the system, and the 

change of absorbance of the solution was detected by ultraviolet visible spectrophotometer. Various conditions were 

optimize to achieve the best reaction conditions. Finally, methodological evaluation was conducted for the constructed 

methods. Results  The difference in fluorescence intensity (ΔA) of the system showed a linear relationship with the 

metronidazole mass concentration (C) when the mass concentration of chloramphenicol were in the range of 0.08‒5.13 g/L, 
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and the linear equation was ΔA=0.1542+0.1396C (r=0.9968). The limit of detection for the method were calculated as 

0.0358 g/L. The recoveries of low, medium and high levels were 85.91%‒102.04% with relative standard deviations 

of 1.95%, 1.93% and 1.36%, respectively. Conclusion  The method has good precision, selectivity and recovery, and 

can be used for the determination of metronidazole in milk. 

KEY WORDS: metronidazole; milk; nucleic acid aptamer; DNAzyme; ultraviolet visible spectrophotometry 
 
 

0  引  言 

甲硝唑(metronidazole)是一种人工合成的硝基咪唑类

抗生素, 具有抗菌效果好、安全性高、价格低廉等优点, 曾

广泛应用于畜牧养殖业中。但相关研究表明, 过量摄入甲

硝唑有致癌、致畸和致神经突变等潜在风险[1‒2], 2017 年世

界卫生组织将甲硝唑归类于 2B 类致癌物。为了保障食品

安全, 许多国家禁止将其以抗应激、促进生长等目的用于

食品性动物, 并规定在动物源性食品中不得检出甲硝唑, 

根据我国 GB 31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽

药最大残留限量》规定, 甲硝唑被归类为“允许作治疗用, 

但不得在动物性食品中检出”的兽药。然而甲硝唑在实际应

用中仍存在违规使用的现象, 使其在动物体内的残留超标, 

以至于在食用动物组织中仍能检测到甲硝唑[3‒4]。甲硝唑的

分析方法主要包括高效液相色谱法[5‒6]、气相色谱法[7]、紫

外分光光度法[8]、液相色谱-质谱法[9‒10]、荧光法[11]、酶联

免疫吸附测定法 (enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)[12]等。然而, 目前的检测方法仍旧有其局限性, 如

样品前处理耗时、仪器复杂、成本高昂、特异性差等[13]。 

核酸适配体(aptamer)是长度在 10~100 个核苷酸范围

内的单链 DNA 或 RNA 寡核苷酸序列, 作为一种新型识

别元件, 具有合成简单快速、低成本、高亲和力[14]、高选

择性[15‒16]、高特异性[17‒20]等优点。另外, 核酸适配体特定

的三维结构可以更灵活参与体系反应[21]。将核酸适配体用

于检测往往需要额外添加荧光染料作为响应指标, 但大部

分的荧光染料本身的荧光很弱, 为了解决这个问题, 需要

在体系中添加催化剂, 使荧光染料的荧光增强。 

DNA 酶(DNAzyme)是经过体外筛选而获得的特定序列

的具有酶活性的单链 DNA 分子, 可催化多种显色反应[22]。当

DNA 酶与核酸适配体特异性结合时会改变 DNA 酶的三维构

象, 使得 DNA 酶的催化能力受到抑制[23]。目前已有许多学者

利用核酸适配体“封闭”DNA 酶的活性及核酸适配体与检测

物特异性结合的特性建立了一系列物质的检测方法, 如三磷

酸腺苷(5’-adenylate triphosphate, ATP)[24]、可卡因[25]、铅离子
[26]、腺苷[27]、赤霉烯酮[28]、赭曲霉毒素[29]和黄曲霉素[30]。 

目前尚未有将核酸适配体与 DNA 酶应用于检测甲硝

唑的研究。因此, 本研究拟利用适配体和 DNA 酶及两者结

合物所具有的特性, 将甲硝唑核酸适配体[31]与含 DNA 酶

序列的核酸探针加入缓冲体系中混合, 使两者配对结合为

DNA 双链。当甲硝唑与 DNA 双链接触时, 甲硝唑会竞争

性地与甲硝唑核酸适配体特异性结合, 使 DNA 双链解链, 

从而使得 DNA 酶序列从 DNA 双链中释放出来自发形成

G-四链体结构, 该结构与氯化血红素结合后, 可催化过氧

化 氢 氧 化 四 甲 基 联 苯 胺 (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, 

TMB)显色, 产生肉眼可见的颜色变化。通过仪器测量数值

来建立吸光度与甲硝唑浓度的曲线, 从而实现对甲硝唑的

定量分析, 同时为甲硝唑的检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

牛奶: 市售。 

甲硝唑、氯化血红素、TMB(分析纯, 上海阿拉丁生化科

技股份有限公司); 氨基丁三醇、氯化钾、氯化镁、柠檬酸、

盐酸、柠檬酸、二甲基亚砜、过氧化氢(分析纯, 国药集团上

海有限公司); 氯化钠(分析纯, 成都金山化学试剂有限公司); 

磷酸氢二钠(分析纯, 广州华大化学试剂有限公司); 聚乙二

醇辛基苯基醚(分析纯, 北京博奥拓达科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

UV-2550 紫外分光光度计(日本岛津公司); AB204-S

电子分析天平(220 g/0.1 mg, 瑞士梅特勒-托利多仪器有限

公司 ); Eppendorf 5452 离心机 (德国艾本德股份公司 ); 

Thermo Shaker 恒温金属浴(杭州瑞诚仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  DNA 链的合成 
查阅文献[28], 设计相关核酸序列, 并委托上海生工生

物工程有限公司合成。碱基序列如下:  

含 DNA 酶的核酸探针(S1): 5’-GGGTAGGGCGGGTT 

GGGACTGCCTACCAAACAGTTTT-3’;  
甲硝唑适配体(S2): 5’-CTGTTTGGTAGGCAG-3’。 

1.3.2  缓冲溶液的配制 

10 mmol/L pH 7.4 氨基丁三醇-盐酸缓冲液(Tris-HCl): 

将 100 mmol/L 氯化钠、5 mmol/L 氯化镁和 5 mmol/L 氯化

钾溶于超纯水中, 并将 pH 调节为 7.4。 

20 mmol/L pH 7.4 Tris-HCl 缓冲液: 将 100 mmol/L 氯化

钠、2 mmol/L 氯化镁和 5 mmol/L 氯化钾溶于超纯水中, 并加

入 0.05%的聚乙二醇辛基苯基醚, 并将溶液 pH 调节为 7.4。 

pH 5.0 柠檬酸盐缓冲液: 将 52.1 mmol/L 柠檬酸、

95.8 mmol/L 磷酸氢二钠、40 mmol/L 氯化钾溶于超纯水中, 
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并将溶液 pH 调节为 5.0。 

1.3.3  甲硝唑的检测 

将 970 µL 10 mmol/L pH 7.4 Tris-HCl 缓冲液加入到 2 mL

离心管中; 再向离心管中分别加入 15 µL 浓度为 10 µmol/L

的含 DNA 酶的核酸探针 S1 和 15 µL 浓度为 10 µmol/L 的

甲硝唑适配体 S2。混合物在 25℃恒温涡旋反应 45 min 后, 

形成杂交的 DNA双链待用。取上述双链 DNA 复合物 80 µL, 

加入 50 µL 含不同浓度的甲硝唑标准溶液的 20 mmol/L pH 

7.4 Tris-HCl 和 5 µL 1 µmol/L 氯化血红素溶液在 37℃下进

行恒温涡旋反应 70 min。 

在反应后的溶液中加入70 µL显色溶液(10 mmol/L过氧

化氢和 10 mmol/L TMB 1:1 混合)25℃下反应 5 min。再加入

30 µL 2 mol/L 硫酸终止显色反应。最后用紫外分光光度计在

450 nm 波长处测量所得溶液的吸光度, 以构建吸光度和甲硝

唑浓度之间的线性关系, 用于甲硝唑浓度的定量分析。 

1.4  实验原理 

本研究的原理(图1)是核酸适配体与DNA酶结合可以抑

制G-四链体结构的形成, 导致DNA酶催化活性低下, 核酸适

配体具有高亲和力特异性结合甲硝唑的特性, 将含 DNA 酶

序列核酸探针与魏昊[31]设计的甲硝唑核酸适配体在缓冲体系

中混合, 使两者结合为 DNA 双链。当甲硝唑与双链接触时, 

甲硝唑将与甲硝唑核酸适配体竞争结合, 从而使 DNA 酶序

列从 DNA 双链中释放出来形成 G-四链体结构, 该结构与氯

化血红素结合后, 可催化过氧化氢氧化 TMB 反应显色, 产生

肉眼可见的颜色变化。通过仪器测量吸光度值来建立吸光度

与甲硝唑浓度的曲线, 从而实现对甲硝唑的定量分析。 

1.5  数据处理 

实验所得数据经数据处理软件 GraphPad Prism 

version 8.0 和 Origin 2019 进行处理与分析。 

2  结果与分析 

2.1  反应条件的优化 

2.1.1  TMB 和过氧化氢浓度优化 

TMB 和过氧化氢作为被 DNA 酶催化的底物, 其用

量可影响所得吸光度值的大小。因此, 需要探究最佳的

TMB 与过氧化氢混合物用量。如图 2a 所示, 显色剂浓度

为 20 μmol/L 时, 吸光度值与背景值之差 ΔA 值最大。当显

色剂体积低于 20 μmol/L 时吸光度值较小; 当显色剂体积

高于 20 μmol/L 时, 会因甲基联苯胺与过氧化氢两者自发

的反应使背景值增加, 从而使得 ΔA 值减小。因此, 本研究

中选取 20 μmol/L 作为最佳显色剂浓度。 

2.1.2  缓冲液 pH 优化 

核酸适配体与甲硝唑结合需要缓冲液中所含的金属

离子如 Mg2+、K+、Na+等的共同作用, pH 可以影响缓冲液

中无机盐的电离, 使缓冲液中金属离子的量发生变化, 从

而影响甲硝唑与适配体结合这一过程, 并影响最终所得吸

光度值。本研究探究了缓冲液 pH 对 DNA 酶序列与氯化血

红素结合的影响, 如图 2b 所示, 当缓冲液 pH 为 7 时 ΔA

值达到最大, 随着 pH 继续增加到 10, ΔA 值迅速下降。因

此, 选取 7.0 的 pH 作为本研究的最佳缓冲液 pH。 

2.1.3  氯化血红素与 DNA 酶反应温度优化 

反应温度可以影响氯化血红素与 DNA 酶组装成具有

高酶促活性的 G-四链体结构这一过程, 当温度过低时, 反

应所需的自由能变 ΔG 升高, 使 DNA 酶与氯化血红素的反

应困难, 具有高酶促活性的DNA酶量生成减少; 而当温度

过高时, DNA 酶发生变性, 使其催化活性降低。综上所述, 

温度过高或过低会影响 G-四链体结构的形成, 从而对反应

最终所得的吸光度值产生影响。 
 

 
 

图 1  实验原理图 

Fig.1  Experimental schematic diagram 
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本研究考察了 25~60℃的温度对实验体系的影响。如

图 2c 所示, 当温度达到 35℃时, ΔA 值最大。这表明了 35℃

最有利于本研究中 DNA 酶序列与氯化血红素结合, 并组

装为具有强催化活性的 G-四链体结构, 温度太低不利于

G-四链体结构形成, 温度太高则会使G-四链体结构活性降

低。因此, 本研究选取 35℃作为最佳实验温度。 

2.1.4  反应时间优化 

甲硝唑与双链 DNA 竞争结合, 双链 DNA解螺旋并释

放出 DNA 酶, DNA 酶与氯化血红素结合组装成具有强酶

促活性的 G-四链体结构 , 这一过程将影响过氧化氢和

TMB 被催化显色, 且该过程所需时间的长短是影响吸光

度值的关键。 

图 3a 显示了双链 DNA与氯化血红素反应时间优化结

果, 将双链DNA与氯化血红素混合后反应 70 min, ΔA值逐

渐增加, 并在 70 min 后基本保持不变, 出于实验效率与时

间的综合考虑, 本研究选用 70 min 作为最佳反应时间。 

在 DNA 酶与氯化血红素结合形成有强催化作用的结

构后, 加入过氧化氢和 TMB, DNA 酶催化反应高效进行, 

使之产生肉眼可见的颜色变化。该步骤反应时间的长短会

影响两者反应产物的多少, 从而影响吸光度的大小。如图

3b 所示, 随显色时间增加, ΔA 值逐渐增加, 并在 5 min 左

右达到峰值, 这说明显色反应至少需要 5 min, 但随显色时

间继续加长, 过氧化氢与 TMB 会在自发反应和氯化血红

素的弱催化反应下, 使背景值增加, ΔA 值减小, 综上所述, 

本研究选用 5 min 作为最佳显色时间。 

2.2  特异性 

挑选与甲硝唑相类似的抗生素进行实验 , 比较其

对体系响应的影响。如图 4 所示, 在 1.17 g/L 质量浓度

条件下, 与空白、卡那霉素、四环素、氧氟沙星、妥布

霉素、奥硝唑相比, 只有甲硝唑产生了显著的吸光度。

经统计学分析 , 甲硝唑分别与其他各组有极显著差异

(P<0.01)。甲硝唑适配体与甲硝唑高特异性结合, 而对甲

硝唑以外的物质响应性不高; 因此 , 本方法有较强的选

择性 , 可在实际检测中与上述相似抗生素明显区分 , 不

对其产生明显响应。 

 

 

 

 
注: a: 显色剂的浓度对实验的影响; b: pH 对实验的影响; c: 温度对实验的影响。 

图 2  显色剂的浓度、pH 和温度的优化(n=3) 

Fig.2  Optimization of chromogenic agent concentration, pH and temperature (n=3) 

 
 

 
 

 
注: a: DNA 双链与氯化血红素反应时间对实验的影响; b: 显色剂反应时间对实验的影响。 

图 3  反应时间的优化(n=3) 

Fig.3  Optimization of reaction time (n=3) 
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注: **表示具有极显著性差异, P<0.01。 

图 4  不同物质对体系响应的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of different substances on system response (n=3) 

2.3  线性范围、标准曲线与精密度 

为验证本方法对甲硝唑的检测能力, 配制一系列浓

度甲硝唑标准溶液, 并在已优化的最佳实验条件下, 扫描

测定其在 300~600 nm 范围内的吸光度值, 同时测定这一

系列甲硝唑的光谱和在 450 nm 处的吸光度值。如图 5a 所

示, 吸光度值随着甲硝唑浓度的增加而增加。根据所测得

的吸光度值与甲硝唑浓度绘制标准曲线(图 5b), 当甲硝唑

质量浓度为 0.08~5.13 g/L 时, 吸光度值与甲硝唑浓度有良

好的线性关系。线性回归方程是 ΔA=0.1542+0.1396C, 

r=0.9968。本方法的检出限 (limit of detection, LOD)为

0.0358 g/L。本研究分别对 0.08、1.71、5.13 g/L 3 种质量

浓度的甲硝唑标准溶液进行 11次平行测量, 其相对标准差

分别为 1.95%、1.93%、1.36%, 均小于 2%, 因此可认为本

方法精密度良好。 

 

 
 

注: 图 a 中 C 甲硝唑: 0.08, 0.17, 0.43, 0.86, 1.28, 1.71, 2.13, 2.57, 3.42, 5.13 g/L。 

图 5  甲硝唑的紫外光谱图(a)和标准曲线图(b) 

Fig.5  Ultraviolet spectrogram (a) and standard curve (b) of metronidazole 
 

2.4  加标回收实验 

为探究本方法检测实际样品中甲硝唑的可行性, 取

市售牛奶, 按实验方法对其中的甲硝唑进行检测。检测结

果如表 1 所示, 其中所含甲硝唑的浓度低于方法检出限, 

因此对其进行了加标回收率实验, 平行测定 5 次, 结果如

表 2 所示, 甲硝唑的加标回收率为 85.91%~102.04%, 与目 
 

表 1  实际样品中甲硝唑检测结果(n=5) 
Table 1  Metronidazole determination results in actual samples 

(n=5) 

样品 
方法测定值 

/(g/L) 
加标量 
/(g/L) 

测定值 
/(g/L) 

平均回收

率 
/% 

牛奶 

- 0.085 0.082  96.47 

- 1.711 1.470  85.91 

- 5.135 5.240 102.04 

注: -表示未检出。 

前甲硝唑检测的国家标准方法 GB/T 22982—2008《牛奶和

奶粉中甲硝唑、洛硝哒唑、二甲硝唑及其代谢物残留量的

测定 液相色谱-串联质谱法》所得的回收率(85%~110%)

相近, 可认为本方法的加标回收率符合标准, 这表明本方

法在测定实际样品时具有较强的可行性。 

3  结  论 

本研究基于核酸适配体与DNA酶的结合可影响DNA

酶的催化活性这一原理, 设计了一种高特异型和高灵敏度

的检测甲硝唑的光度测量方法, 本研究所需步骤少、操作

简便, 当甲硝唑质量浓度为 0.08~5.13 g/L 时, 吸光度值与

甲硝唑质量浓度具有良好的线性关系。在特异性实验中测

得 1.17 g/L 甲硝唑的吸光度为 0.396, 远大于其他物质的吸

光度, 这说明本方法有较强的特异性。且在实际样品的测

定得出本方法在实际样品中的回收率为 85.91%~102.04%, 

说明本方法在测定实际样品时具有较强的可行性; 因此, 
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本方法可用于牛奶中甲硝唑的检测。解决样品前处理问题

后, 本方法有望用于其他动物源性食品的检测。 
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