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·研究论文· 

纳米金增强 SPR 检测产毒赭曲霉中 PKS 基因的特异性碱基 

李  迎    林  钊    李蓉卓    刘  霞* 
(湖南农业大学食品科技学院  食品科学与生物技术湖南省重点实验室  长沙 410128) 

摘要  基于双通道表面等离子体子共振(surface plasmon resonance, SPR)传感器, 分别采用直接法和金纳米粒子作为传

感层的方法, 通过检测赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)合成初期阶段表达的聚酮合成酶(polyketide synthase, PKS)基
因的 25 个特异性碱基的寡核苷酸链, 建立了一种高灵敏、间接检测 OTA 的新方法. 同时考察了 6-巯基己醇

(6-mercapto-1-hexanol, MCH)作为封闭液对SPR响应信号的影响. 结果表明, 直接法的检测限为 12.5 nmol/L, MCH的加

入可使响应信号有所增强, 使用金纳米粒子作为传感层的检测下限为 0.25 nmol/L, 与直接法相比较灵敏度提高了 50
倍, 与以往使用金纳米粒子标记抗体或抗原相比, 其作为传感层也能大大提高 SPR 检测灵敏度, 且操作简单易行.  
关键词  表面等离子体子共振; 金纳米粒子; 赭曲霉毒素 A; 聚酮合成酶基因 

Detection for Polyketide Synthase Gene of Aspergillus ochraceus 
Based on Au Nanoparticles Enhancing SPR Biosensor 

Li, Ying    Lin, Zhao    Li, Rongzhuo    Liu, Xia* 
(College of Food Science and Technology, Hunan Agricultural University, Hunan Province Key Laboratory of Food Science 

and Biotechnology, Changsha 410128) 

Abstract  The surface plasmon resonance (SPR) method is established for indirect detection of the ochra-
toxin A. The 25-base oligonucleotide sequence of polyketide synthase (PKS) gene which is expressed during 
early stage of ochratoxin A synthesis, was detected respectively using direct assay and Au nanoparticles as 
sensing membrane assay based on the two channels surface plasmon resonance (SPR) biosensor. At the 
same time, influence of 6-mercapto-1-hexanol (MCH) blocking on SPR signal was also studied. As a result, 
the limit of detection (LOD) of the direct assay was 12.5 nmol/L. And the SPR signal was enhanced with 
6-mercapto-1-hexanol (MCH) blocking. With Au nanoparticles as a sensing membrane, LOD was 0.25 
nmol/L, sensitivity was 50 times higher than that of direct detection. SPR signal could be dramatically en-
hanced with Au nanoparticles as sensing membrane instead of as label, and the operation was simple. 
Keywords  surface plasmon resonance (SPR); Au nanoparticles; ochratoxin A; polyketide synthase (PKS)  

表面等离子体子共振(surface plasmon resonance, 
SPR)技术是一种新兴的快速、无标记、实时及高灵敏的

技术, 已被广泛应用于生命科学、食品、环境、案件侦

破、材料等领域.  
赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)是一类由真菌产

生的有毒小分子化学物质(MW＜700 Da), 主要是由曲

霉和青霉属某些菌株产生, 动物实验证明, 其具有致

癌、致畸、神经毒性及免疫毒性[1,2], 摄入被其污染的食

品会对人体产生危害. 近些年, 已相继报道了 SPR 检测

OTA 的研究[3～5], 但目前国内还未见 SPR 应用于 OTA
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检测的报道. 这些研究均是基于免疫学方法, 需要使用

剧毒的OTA标准品, 检测人员在操作时有一定危险. 近
年来研究发现, OTA 是赭曲霉产生的一种聚酮衍生次级

代谢产物, 虽然 OTA 的生物合成途径尚未完全确定[6,7], 
但是研究表明真菌中聚酮合成酶基因是合成 OTA 的条

件之一, 并且聚酮合成酶(polyketide synthase, PKS)基因

只在 OTA 合成的初期阶段表达[8～10]. 通过检测食物中

的 PKS 基因特异性碱基序列, 则可实现食品安全的“预

警作用”, 然而至今为止, 国内外还未见应用 SPR 检测

PKS 基因的报道.  
目前, SPR 检测 DNA 的方法已经较为成熟. 肖守 

斌[11]将带巯基头的 35s 启动子寡聚核苷酸探针修饰到

SPR芯片表面, 成功检测了转基因玉米样品. Joung等[12]

采用肽氨酸提高灵敏度的方法检测了大肠杆菌

O157:H7 的 16s rRNA, 从而检测了大肠杆菌 O157:H7. 
Jordan 等[13]用 SPR 表征了金膜表面 DNA 的杂交吸附及

DNA 表面上链亲和素的固定, 并监测了金膜表面单链

DNA 和生物素标记的寡核苷酸互补序列的杂交反应.  
纳米技术与 SPR 结合可大幅度提高 SPR 传感器的

检测灵敏度[14], 其中, 金纳米粒子由于可以和多种生物

分子相结合, 易于标记、被标记物的生物功能基本不发

生改变、且在检测样品中用量很少等优点而被广泛应用

于生物检测. 在以往 SPR 检测中, 大多是将金纳米粒子

标记抗体或抗原来提高检测灵敏度[15], 本文则将金纳

米粒子固定在SPR传感器表面作为传感层, 再将寡核苷

酸探针固定在金纳米颗粒表面, 利用寡核苷酸探针与溶

液中互补序列之间的特异性杂交, 进行高灵敏检测, 同
时考察了 6-巯基己醇(6-mercapto-1-hexanol, MCH)作为

封闭液对 SPR 响应信号的影响.  
本文使用的寡核苷酸链, 是通过提取产 OTA 的赭

曲霉 DNA, 设计引物对 PKS 基因进行扩增, 并将测序

结果与GenBank中已有的赭曲霉序列进行比对, 选取其

中特异性的 25 个碱基序列. 故本文通过纳米金增强检

测赭曲霉中 OTA 合成初期阶段表达的 PKS 基因的特异

性碱基序列, 建立了一种具有实际应用价值的高灵敏、

快速、简便的间接检测 OTA 的 SPR 方法.  

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

N-羟基琥珀酰亚胺(N-Hydroxysuccinimide, NHS), 
乙基二甲基胺丙基碳化二亚胺 (N-(3-Dimethylamino- 
propyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride, EDC), 6-巯基

己醇(6-mercapto-1-hexanol, MCH), 3-巯基丙酸(3-Mer- 
captopropionic acid, MPA)购于 Sigma-Aldrich 上海分公

司. 无水乙醇, 四氯金酸(HAuCl4•H2O), 盐酸, 柠檬酸

三钠, 巯基乙胺(2-mercaptoethylamine, MEA), 磷酸二

氢钾(1 mol/L, pH 3.8, DNA 探针固定溶液)和其他化学

试剂购于国药集团; 实验所用试剂均为分析纯, 磷酸盐

缓 冲 液 (Phosphate-buffered saline buffer, PBS, 150 
mmol/L NaCl, 20 mmol/L Na2HPO4•12H2O, 0.1 mmol/L 
EDTA, pH 7.4). 寡核苷酸探针及其互补链由英潍捷基

(上海)贸易有限公司合成(见表 1). 金纳米粒子为本实验

室合成. 完全互补链和错配链均用 PBS 配制, 实验用水

为去离子水.  

表 1  寡核苷酸探针及其互补链(5'→3')a 

Table 1  Oligonucleotide sequences for probe and complemen-
tary DNA (5'→3') 

寡核苷酸探针 HS-GTTACGGGACGACATGCACTCGCAG 

完全互补链       CTGCGAGTGCATGTCGTCCCGTAAC 

错配链 1         CTGCTAGTGGACGTAGTCCCATAAC 

错配链 2          CGGCATATCCGACAGTTCCCATGCC

a 下划线为错配碱基. 

HJ-1 型恒温磁力搅拌器 ( 江苏医疗仪器厂 ); 
UV-2450 紫外可见分光光度计(购于日本岛津公司); 双
通道 2000 SPR 传感器和芯片(购于美国 Biosensing In-
strument 公司); JSM-6380LV 型透射电子显微镜(购于日

本电子株式会社).  

1.2  实验方法 

1.2.1  金纳米粒子的合成与检测  

参照文献[16,17]的方法, 采用柠檬酸三钠还原法制备

金纳米粒子: 取 2 mL 1%氯金酸水溶液于圆底烧瓶中, 
加入48 mL去离子水, 用恒温磁力搅拌器200 r/min搅拌

加热至沸, 沸腾后立即加入 3 mL 新配制的柠檬酸三钠

溶液(0.05 g 溶于 3 mL 去离子水), 反应 8 min 后停止搅

拌, 颜色由灰色变成黑色, 当溶液变为葡萄红色时停止

加热. 待溶液室温冷却后, 分装到离心管中, 于 4 ℃冰

箱中保存.   
1.2.2  寡核苷酸探针的固定 

(I) 直接法: 滴加 1 µmol/L 寡核苷酸探针溶液于

SPR 芯片表面, 室温孵育过夜.  
(II) 采用 MCH 作为封闭液的直接法 : 滴加 1 

µmol/L 寡聚核苷酸探针溶液于 SPR 芯片表面, 室温孵

育过夜. 然后再滴加 1 µmol/L MCH 室温避光孵育 1 h.  
(III) 纳米金增强法: 将 SPR 芯片于 10 mmol/L 

MPA 乙醇溶液中浸泡过夜, 冲洗并用氮气吹干后装入

SPR 仪器. 基线走平后通入 EDC/NHS (0.4 mol/L/0.1 
mol/L, 流速 40 µL/min)溶液激活芯片表面, 分别以 5 
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µL/min 的流速向芯片表面通入 0.4 mg/mL MEA 溶液、

0.646 nmol/L Au NPs和1 µmol/L寡核苷酸探针溶液, 通
入探针溶液后停止注射泵, 室温孵育过夜. 恢复注射泵

用PBS冲洗流通池后, 以5 µL/min的流速通入1 µmol/L 
MCH, 停止注射泵室温避光孵育 1 h (见图 1). 上述每一

步修饰后均用PBS缓冲液冲洗流通池, 至基线走平后进

行下一步修饰.  

 

图 1  纳米金增强法实验示意图 
Figure 1  Schematic illustration of Au nanoparticles enhancing 
assay 

1.2.3  SPR 检测 

通入 PBS 缓冲液反复冲洗待基线稳定后, 以 20 
µL/min 的流速通入一定浓度的互补链, 反应 300 s, 观察

SPR 响应信号. 反应完毕后用 2.5 mmol/L HCl 溶液[18]、

PBS 缓冲液冲洗至基线稳定, 加入其它浓度的互补链重

复上述步骤.  

2  结果与讨论 

2.1  金纳米粒子的表征 

应用柠檬酸钠还原法成功制备了金纳米粒子. 图 2
为金纳米粒子的透射电镜图, 如图所示, 粒子呈现较为

规则的球形, 平均粒径为 15 nm. 图 3 为金纳米粒子的

紫外可见吸收光谱, 如图所示, 在520 nm处出现了金纳

米粒子的特征吸收峰.  

2.2  SPR 实验  

2.2.1  直接法 

寡核苷酸探针5'端修饰的巯基与金有着很强的结合

力, 可使探针自行组装在芯片表面, 形成单分子膜. 同
时PBS缓冲液也为碱基配对提供了稳定的杂交环境. 研
究发现, 即使错配链只有一个碱基错配、错配位置不同, 
均能引起 SPR 信号的改变[19]. 为了考察本实验中 DNA
杂交的特异性, 本试验分别检测了一条完全互补链和两

条错配链与探针的杂交效果(见表 2). 由表 2 可明显看 

 

图 2  金纳米粒子的透射电镜图 
Figure 2  Transmission electron micrograph of Au nanoparticles 

 

图 3  金纳米粒子的紫外-可见吸收光谱: (A) 0.129 nmol/L; 
(B) 0.258 nmol/L 
Figure 3  UV-vis spectra of Au nanoparticles: (A) 0.129 
nmol/L; (B) 0.258 nmol/L 

表 2  三条互补链的 SPR 响应值 
Table 2  SPR signals of three oligonucleotide sequences 

SPR 响应平均值(△θ/mDeg) 
浓度/(nmol•L－1)

完全互补链 错配链 1 错配链 2 
100 1.6677 0.8997 0.4207 
200 1.8290 1.0533 0.6393 
400 2.1773 1.3103 1.1243 

 
出, 由于错配链与探针只进行了部分杂交, 错配链的

SPR响应值明显低于完全互补链的 SPR响应值, 且碱基

错配个数越多, SPR响应值越低. 图 4A表示的是直接法

检测的寡核苷酸完全互补链在 12.5～400 nmol/L范围内

的工作曲线, 最低检测限为 12.5 nmol/L.  
2.2.2  采用 MCH 作为封闭液的直接法 

用传感器进行检测时, 需使用封闭剂进行封闭, 以
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消除非特异性吸附. 图4B表示的是加入MCH封闭芯片

表面的空位点后, 检测的寡核苷酸完全互补链在 12.5～
400 nmol/L 范围内的工作曲线. 从图 4B 可看出, 利用

MCH 作为封闭液, 虽然最低检测限仍为 12.5 nmol/L, 
但检测信号较直接法有所提高, 且随着完全互补链浓度

的增大, 信号增强的也越大. 同时由于 MCH 作为封闭

液可使 DNA 探针的取向更加相对有序[20], 有利于 DNA
杂交, 同时又减小了非特异性吸附的原因.  

 

图 4  SPR 检测寡核苷酸完全互补链的工作曲线: (A) 直接检

测; (B) 采用 MCH 作为封闭液的直接检测; (C) 金纳米粒子增

强法 
Figure 4  The SPR biosensor response of three assays: (A) di-
rect assay; (B) direct assay with MCH blocking; (C) Au nanopar-
ticles enhancing assay 

2.2.3  纳米金增强法 

初始时向芯片表面引入 MPA, 其分子一端的巯基

与金有着很强的结合力, 另一端的羧基可作为活性基

团, 与生物分子结合, 从而构成稳定的单分子传感膜. 
然后将 EDC 和 NHS 的混合液流经传感器表面, 反应约

150 s, 使 MPA 末端的羧基活化. 再将 MEA 注入流通池

后, MEA 的氨基迅速与 MPA 活化的羧基反应, 从而使

MEA 固定在传感器表面, 最后以 5 µL/min 的流速, 将
0.646 nmol/L 金纳米溶液通入流通池, 反应 20 min. 当
金纳米粒子的传感层固定好后, 通入寡核苷酸探针溶

液, 待其达到平衡时, 让溶液停留在传感器表面孵育过

夜, 然后通入 MCH 溶液封闭未被探针占据的位点, 防
止非特异性吸附.  

图 5 为金纳米粒子自组装的动力学曲线. 由图 5 可

明显看出, 金纳米粒子在 MEA 表面有较强的结合且结

合速率很快, 400 s基本达到平衡, 且组装到芯片表面时, 
SPR 角度发生了极大的改变. 

与直接法相比, 运用金纳米粒子作为芯片传感层, 
SPR 响应信号远高于直接法(图 4C), 检测下限也由 12.5 

nmol/L 降至 0.25 nmol/L, 这主要是由于金纳米粒子本

身的折射率大以及金纳米粒子表面的等离子体子与金

膜本身的表面等离子体子发生了耦合[21]. 此外, DNA 本

身带负电荷, 经柠檬酸钠还原法制备的金纳米粒子表面

也带负电, 当 DNA 探针连接到金纳米粒子上时, DNA
探针由于电荷互斥呈直立状而远离金纳米粒子表面[22], 
且本实验使用的25个碱基序列, DNA链比较短, 也会使

其组装致密, 有利于 DNA 保持直立状态[18], 以上原因

也可使DNA探针与溶液中DNA互补链充分接触, 提高

DNA 杂交效率. 上述结果表明将金纳米粒子作为传感

层, 可使检测灵敏度明显提高, 且比使用金纳米粒子标

记抗体或抗原的方法更简便易行.  

 

图 5  金纳米粒子组装的动力学曲线图 
Figure 5  The kinetic adsorption curves of immobilization of Au 
nanoparticles 

3  结论 

本实验利用双通道SPR传感器, 采用单分子自组装

技术将金纳米粒子固定在芯片表面作为传感层, 成功检

测了产毒赭曲霉中 OTA 合成初期阶段表达的 PKS 基因

的特异性碱基序列, 检测下限为 0.25 nmol/L, 与直接法

相比较灵敏度提高了 50 倍. 将金纳米粒子作为传感层, 
可使检测灵敏度明显提高, 且比使用金纳米粒子做标记

的方法更简便易行. 本实验建立了一种具有实际应用价

值的高灵敏、快速、简便的间接检测 OTA 的 SPR 新方

法, 可为食品安全起到“预警作用”. 
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