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摘　要：结合等温链替代扩增（ＩＳＤＡ）和指数扩增（ＥＸＰＡＲ）设计一种非标记、高灵敏的Ｐｂ２＋荧光生物传感体
系。在 Ｐｂ２＋存在情况下，底物链被活化的ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ快速切割释放引物１。引物１与模板１杂交，并被
ＤＮＡ聚合酶（ＢＳＭ）延伸形成带限制性内切酶（Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ）识别序列的双链核苷酸。ＢＳＭ从 Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ切割产
生的切口再次延伸形成双链核苷酸，并释放信号 Ｇ４ＤＮＡ片段。Ｇ４ＤＮＡ片段同时又可以作为模板２的引
物，启动指数放大过程，从而释放更多的信号Ｇ４ＤＮＡ片段。扩增产物 Ｇ４ＤＮＡ与原卟啉锌（ＺｎＰＰＩＸ）相互结
合从而产生强烈的荧光信号。详细优化了多种因素对检测体系的影响，在最优实验条件下，此方法对Ｐｂ２＋的
线性检测范围为 ０．１～５０．０ｎｍｏｌ／Ｌ，检出限为０．０３ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３），回归方程为 ｙ＝２８８．７ｘ＋７４４．７（ｙ为荧
光强度，ｘ为Ｐｂ２＋浓度）。干扰实验表明，该传感器对 Ｐｂ２＋具有良好的特异性和选择性。该传感体系成功应
用于环境水体中 Ｐｂ２＋含量检测，加标回收率为 ９４．０％～１０３．０％。本方法操作简单、选择性好、灵敏度高、有
较强的抗干扰性能，可用于环境水样中Ｐｂ２＋的高灵敏检测。
关键词：Ｐｂ２＋；荧光传感器；等温信号放大；Ｇ四联体；原卟啉锌；ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ；
中图分类号：Ｏ６４４　　　文献标志码：Ａ

　　Ｐｂ２＋是一种稳定性强且不可降解的重金属
污染物，在环境中可长期累积，对人体与环境有

极强的危害性。据有关报道，环境中的铅含量长

期超标会导致人体产生各种疾病［１５］。因此，开

发高灵敏的铅离子检测方法对于食品安全、环境

保护和人类健康具有重要的意义。目前常用检

测铅离子的手段包括原子吸收光谱法、电感耦合

等离子体质谱（ＩＣＰＭＳ）法、毛细管电泳法、阳极
溶出伏安法以及 Ｘ射线荧光光谱法等［６］。它们

具有准确度高、选择性好、干扰少等优点，但是样

品前处理复杂，需要大型仪器辅助，不适用于现

场实时监控。

信号放大策略是当前提高铅离子荧光传感

器灵敏度的重要手段。ＬＩ等［７］基于荧光分析技

术和等温信号放大策略成功设计了一种用于检

测Ｐｂ２＋的荧光传感体系。ＺＨＡＯ等［８］报道了一

种基于聚合酶内切酶与等温扩增相结合的新荧

光检测系统，该检测系统将等温链替代扩增

（ＩＳＤＡ）和切割酶信号放大（ＮＥＳＡ）模块相结合实
现了对痕量 Ｐｂ２＋的检测［９１１］。本文将等温链替

代 扩 增 技 术 （ＩＳＤＡ）和 指 数 放 大 反 应
（ＥＸＰＡＲ）［１２１４］两种信号放大策略相藕合，旨在构
建一种新型的高灵敏、无标记的荧光传感体系，并

将其成功应用于实际水样品中痕量Ｐｂ２＋的检测。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
核酸购自美国ＩＤＴ公司（ＩＮＴＥＧＲＡＴＥＤＤＮＡ

ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳＣｏｒａｌｖｉｌｌｅ，ＩＡ），并且通过高效
液相色谱（ＨＰＬＣ）进行纯化，核酸序列为ＧＲ５底
物 链： ５′ＣＴＣＡＣＴＡＴｒＡＧＧＡＡＧＡＧＡＴＧＡＴＴ３′；
ＧＲ５酶链：５′ＡＡＴＣＡＴＣＴＣＴＧＡＡＧＴＡＧＣＧＣＣＧＣＣ
ＧＴＡＴＡＧＴＧＡＧ３′；Ｔｅｍｐｌａｔｅ１：５′ＡＣＣＣＡＣＣＣＡＣＣ
ＣＡＣＣＣＡＧＧＡＧＴＣＧＡＡＴＣＡＴＣＴＣＴＴＣＣ３′；Ｔｅｍｐｌａｔｅ
２：５′ＡＣＣＣＡＣＣＣＡＣＣＣＡＣＣＣＡＧＧＡＧＴＣＧＧＧＡＣＣＣ
ＡＣＣＣＡＣＣＣＡＣＣＣＡ３′。４羟乙基哌嗪乙磺酸
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（ＨＥＰＥＳ）、氯化钠、尿素、冰乙酸、四甲基乙二胺
（ＴＥＭＥＤ）、过硫酸铵（ＡＰＳ）、氯化镁、氯化锌、氯
化铁、氯化锰、硫代硫酸钠和碳酸钠购自上海生

物工程有限公司，均为分析纯；铅离子标准液、汞

离子标准液、钴离子标准液、铜离子标准液、镍离

子标准液购自国家标准物质中心；ＢＳＭ、Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ
购自美国ＮＥＢ公司；ｄＮＴＰｓ购自大连宝生物科技
有限公司；锌原卟啉（ＺｎＰＰＩＸ）购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司。超纯水比电阻为１８．２ＭΩ，购自美国密理
博有限公司。

主要仪器包括荧光光谱仪 ＥｄｉｎｂｕｒｇｈＦＳ５
（Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，英国）、紫外可见分光光
度计 ＵＶ３９００（ＵＮＩＣＯ，美国）、Ｄｅｔｔａ３２０ｐＨ计
（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ，上海）、电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ，
上海）、ＤＹＣＰ３１１电泳槽（北京六一仪器厂，北
京）、ＴＳ１００脱色摇床（江苏海门其林贝尔仪器制
造有限公司，江苏）、ＥＳ１０００热盖型样品恒温孵育
器（上海珂淮仪器有限公司，上海）和 Ｍｉｃｒｏｔｅｋ
Ｂｉｏ６０００平板式凝胶成像扫描仪（上海中晶科技
有限公司，上海）。

１．２　试验方法
１．２．１　传感体系制备

将ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ的酶链与底物链以摩尔比
为１．０∶１．１混合杂交后，于７５℃的ＥＳ１０００热盖
型样品恒温孵育器中恒温孵育５ｍｉｎ，然后冷却
至室温，并于４℃冰箱内冷藏储存，所合成的脱
氧核酶下文称ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ。

于ＰＣＲ管中将 ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ在１×Ｂｕｆｆｅｒ
Ｂ中混合均匀使其终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ，然后加入
Ｔｅｍｐｌａｔｅ１和 Ｔｅｍｐｌａｔｅ２，使其终浓度分别为 ２
μｍｏｌ／Ｌ和２．５μｍｏｌ／Ｌ，加入１．５Ｕ的 ＤＮＡ聚合
酶ＢＳＭ、２Ｕ的 ＤＮＡ剪切酶 Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ以及 ３００
μｍｏｌ／Ｌ的ｄＮＴＰｓ，充分混合均匀后加入Ｐｂ２＋或其
他常见金属离子至所需检测的浓度，混合溶液的

总体积为１００μＬ，将 ＰＣＲ管放入恒温孵育器在
３７℃下恒温孵育９０ｍｉｎ。完成孵育后将 ＰＣＲ管
放入４℃冰箱冷却３ｍｉｎ即可进行荧光信号的检
测。

实际样品的检测过程：仅将配置１×ＢｕｆｆｅｒＢ
的超纯水更换为过滤加标后的湖水，其他检测操

作过程不变。

１．２．２　荧光信号检测
在恒温孵育后冷藏的反应液中加入 ＺｎＰＰＩＸ

使其终浓度为１２μｍｏｌ／Ｌ，使用荧光分光光度计，
检测并记录其荧光强度。激发波长为５２０ｎｍ，激
发狭缝宽为１ｎｍ，发射波长为５９２ｎｍ，发射狭缝
宽为１ｎｍ，检测范围为５４０～７００ｎｍ。检测过程
在室温下避光进行。

１．２．３　凝胶电泳
ＳＤＳＰＡＧＥ胶的制备方法：２０％聚丙烯酰胺

凝胶电泳，将４．２ｇ尿素，２．０ｇ丙烯酰胺，１ｍＬ
１０ＸＴＢＥ加入超纯水中，使得最终体积为１０ｍＬ，
然后加入１０μＬＴＥＭＥＤ以及１０μＬ１０％的 ＡＰＳ
溶液，快速混匀并把混匀的溶液匀速注入胶板

中，注胶过程中不能有气泡产生。

电泳：２５℃下，电泳凝胶约１ｈ，上样浓度为
１００ｎｍｏｌ／Ｌ，通过溴酚蓝着色作为电泳指示剂，样
本体积为８μＬ。接通电源，电泳在１ＸＴＢＥ缓冲
液中进行，先在电压为６０Ｖ情况下对胶板进行预
电泳，３０ｍｉｎ后，加注制备好的样本。然后再在
恒电压９０Ｖ条件下，电泳约２ｈ，待指示剂到达胶
板底部便停止电泳，使用硝酸银染色液进行染

色，用ＢｉｏＲａｄ紫外凝胶成像分析仪对ＳＤＳＰＡＧＥ
结果进行成像分析。

２　结果与讨论

２．１　检测原理
本实验将等温链替代扩增技术和指数放大

反应相结合，通过级联放大实现对 Ｐｂ２＋的高灵敏
检测。实验原理如图 １所示，Ｐｂ２＋与 ＧＲ５
ＤＮＡｚｙｍｅ的特异性识别会激活 ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ
的催化活性从而快速切割底物链，释放的引物１
与Ｔｅｍｐｌａｔｅ１根据碱基互补配对原则相结合，在
ＤＮＡ聚合酶 ＢＳＭ 和 ｄＮＴＰｓ的存在下沿着
Ｔｅｍｐｌａｔｅ１开始 ＤＮＡ核酸链的延伸。延伸出的
ＤＮＡ链中包含限制性内切酶 Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ的识别序
列，因此，Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ会在延伸出的 ＤＮＡ链中切割
新合成的ＤＮＡ链，从而释放信号 Ｇ４ＤＮＡ分子。
在 ＤＮＡ聚合酶 ＢＳＭ，ＤＮＡ剪切酶 Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ，
ｄＮＴＰｓ的共同作用下实现对信号分子的大量扩
增，部分信号分子作为引物２参与第２步指数放
大反应。引物２与Ｔｅｍｐｌａｔｅ２根据碱基互补配对
原则再次进行等温扩增形成信号 Ｇ４ＤＮＡ分子，
产生的信号Ｇ４ＤＮＡ分子作为引物２参与二次扩
增从而实现信号 ＤＮＡ链的指数扩增。信号 Ｇ４
ＤＮＡ分子发生空间折叠形成结构稳定的 Ｇ四联
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体，当在检测体系中加入 ＺｎＰＰＩＸ时，Ｇ四联体与
ＺｎＰＰＩＸ发生相互作用，Ｇ四联体会以 ＺｎＰＰＩＸ为
模板发生空间构型的改变，从而产生内嵌ＺｎＰＰＩＸ
的Ｇ四联体作为荧光信号源［１５］，并产生与 Ｐｂ２＋

浓度相关的荧光信号，因此可以通过荧光强度的

变化来检测体系中Ｐｂ２＋的含量。
为验证上述传感体系的可行性，我们分别采

用荧光光谱法与凝胶电泳考察添加 Ｐｂ２＋前后荧
光传感体系的改变。如图２所示，在没有Ｐｂ２＋存
在条件下，传感体系的荧光强度很小（曲线１），

图１　基于核酸等温扩增和链替代反应检测铅离子的原理示意图
Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｂ２＋ｂａｓｅｄｏｎｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｔｒａｎｄｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎ

（ａ）曲线１．不含铅离子；曲线２．加入１００ｎｍｏｌ／Ｌ铅离子仅有Ｔｅｍｐｌａｔｅ１；曲线３．加入１００ｎｍｏｌ／Ｌ铅离子体系包含有Ｔｅｍｐｌａｔｅ１和
Ｔｅｍｐｌａｔｅ２（激发波长５２０ｎｍ）；（ｂ）１．人工合成的Ｇ４ＤＮＡ片段作为对照；２．酶链；３．底物链；４．加入Ｐｂ２＋扩增后的Ｇ４ＤＮＡ产物
（ａ）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｅｎｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅ（ｃｕｒｖｅ１）ａｎｄｐｒｅｓｅｎｃｅ（ｃｕｒｖｅ２ｗｉｔｈＴｅｍｐｌａｔｅ１，ｃｕｒｖｅ３ｗｉｔｈＴｅｍｐｌａｔｅ１ａｎｄ
Ｔｅｍｐｌａｔｅ２）ｏｆ１００ｎｍｏｌ／ＬＰｂ２＋（Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ：５２０ｎｍ）；（ｂ）ｌａｎｅ１．ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ２．ｔｈｅｅｎｚｙｍｅｓｔｒａｎｄ；ｌａｎｅ３．ｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ｃｈａｉｎ；ａｎｄｌａｎｅ４．ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄＧ４ＤＮＡｐｒｏｄｕｃｔ

图２　传感体系检测铅离子的原理验证图
Ｆｉｇ．２　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｅｎｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍｆｏｒＰｂ２＋ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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识别 Ｐｂ２＋之后，传感体系的荧光强度显著增强，
增加到原来的近１６倍（曲线３），然而１次扩增的
信号强度仅增加４．８倍 （曲线２）。如图２所示，
ＳＤＳＰＡＧＥ进一步证实了添加 Ｐｂ２＋之后，体系中
产生了大量 Ｇ４ＤＮＡ信号分子。上述实验结果
表明该传感体系是可行的。

２．２　实验条件的优化
为获得传感器的最佳灵敏度，对实验中所用

到的 Ｔｅｍｐｌａｔｅ１、Ｔｅｍｐｌａｔｅ２、ＤＮＡ聚合酶 ＢＳＭ、

ＤＮＡ剪切酶Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ、ＺｎＰＰＩＸ等试剂的用量以
及等温扩增反应时间分别进行系统的优化实验，

优化实验中用到的 ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ的浓度为 １
μｍｏｌ／Ｌ。由图３可知，本实验的最优条件如下：
Ｔｅｍｐｌａｔｅ１的浓度为２．０μｍｏｌ／Ｌ，Ｔｅｍｐｌａｔｅ２的浓
度为２．５μｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ聚合酶 ＢＳＭ的用量为２
Ｕ，ＤＮＡ剪切酶 Ｎｔ．ＢｂｖＣＩ的用量为 １．５Ｕ，
ＺｎＰＰＩＸ的用量为１２μｍｏｌ／Ｌ，等温扩增反应时间
为９０ｍｉｎ。

图３　实验条件优化图
Ｆｉｇ．３　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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２．３　传感体系的选择性评价
选用环境水样中常见二价金属阳离子

（Ｚｎ２＋、Ｎｉ２＋、Ｃａ２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋、Ｈｇ２＋、Ｆｅ２＋和
Ｃｕ２＋等）作为干扰离子来评价荧光传感体系的选
择性。由图４可知，在同等浓度的传感体系中分
别加入１μｍｏｌ／Ｌ的铅离子和其他金属离子，干扰
离子的加入没有导致传感体系荧光强度的明显

变化，而在同等条件下，１００ｎｍｏｌ／ＬＰｂ２＋能够使
传感体系的荧光强度增长为空白背景荧光的２６
倍，这表明该荧光传感体系对 Ｐｂ２＋具有很好的选
择性，这可能源于ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ对 Ｐｂ２＋特异性
识别。

２．４　Ｐｂ２＋的定量检测
在最优实验条件下，采用本方法定量测定不

同浓度的 Ｐｂ２＋。由图５ａ可知，随着 Ｐｂ２＋浓度的
增加，５９２ｎｍ处的荧光强度逐渐增强，Ｐｂ２＋浓度
在０．１～５０．０ｎｍｏｌ／Ｌ时存在较好的线性关系（图
５ｂ），线性回归方程为ｙ＝２８８．７ｘ＋７４４．７（ｙ为荧
光强度，ｘ为Ｐｂ２＋浓度），Ｒ２＝０．９９５，最低检出限

为０．０３ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３），远低于世界卫生组织
规定的饮用水中 Ｐｂ２＋最大允许量（７２ｎｍｏｌ／Ｌ）。
与文献［１６２１］报道的同类传感体系相比（表１），
该方法对Ｐｂ２＋的定量分析具有较高的灵敏度和
较宽的线性检测范围。

图４　Ｐｂ２＋荧光传感体系的选择性评价
Ｆｉｇ．４　Ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｓｅｎｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍｆｏｒ

Ｐｂ２＋ｏｖｅｒｏｔｈｅｒｄｉｖａｌｅｎｔｍｅｔａｌｉｏｎｓ

图５　荧光传感体系的线性范围及灵敏度
Ｆｉｇ．５　Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｅｎｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

表１　同类型荧光传感体系与该荧光传感体系的性能比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＤＮＡｚｙｍｅｂａｓｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｅｎｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＰｂ２＋

ＤＮＡｚｙｍｅ类型
ＴｈｅｔｙｐｅｏｆＤＮＡｚｙｍｅ

检测限

ＬＯＤ／（ｎｍｏｌ／Ｌ）
标记方法

Ｌａｂｅｌ
参考文献

Ｒｅｆ．
８１７ＤＮＡｚｙｍｅ １０．００ 荧光标记 ［１６］
８１７ＤＮＡｚｙｍｅ ０．６０ 荧光标记 ［１７］
８１７ＤＮＡｚｙｍｅ ４．００ 非标记法 ［１８］
ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ ３．７０ 荧光标记 ［１９］
ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ ０．２０ 荧光标记 ［２０］
ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ ３．００ 非标记法 ［２１］
ＧＲ５ＤＮＡｚｙｍｅ ０．０３ 非标记法 本方法
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２．５　实际样品分析
采集上海海洋大学镜湖湖水样本。使用前

离心过滤除去样本中的悬浮物及杂质，然后在水

样中添加 Ｐｂ２＋标准液，至终浓度分别为１ｎｍｏｌ／
Ｌ、５ｎｍｏｌ／Ｌ和２５ｎｍｏｌ／Ｌ。用该荧光传感体系进
行检测，每个样本平行测定３次。根据标准曲线

计算出３种样本对应的含铅浓度，计算加标回收
率。检测结果如表２所示，３个湖水样本的加标
回收率为９４．００％ ～１０３．１６％，以上检测结果的
组内变异系数较小，说明该荧光传感体系具有较

好的精密度和可靠性，可用于复杂水样中铅离子

的痕量检测。

表２　环境水体样品加标回收实验结果
Ｔａｂ．２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｓｕｓｉｎｇｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｗａｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ ｎ＝３

样本

Ｓａｍｐｌｅ
Ｐｂ２＋添加量

Ｐｂ２＋ｓｐｉｋｅｄ／（ｎｍｏｌ／Ｌ）
测量值±偏差

ＤｅｔｅｃｔｅｄＭｅａｎ±ＳＤ／（ｎｍｏｌ／Ｌ）
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
１ １．００ ０．９４±０．１１ ９４．００
２ ５．００ ５．１２±０．２３ １０２．４０
３ ２５．００ ２５．７９±０．４２ １０３．１６

３　结论

以对 Ｐｂ２＋具有特异性识别能力的 ＧＲ５
ＤＮＡｚｙｍｅ为识别元件，耦合等温链替代扩增技术
和指数放大反应两种信号放大策略，构建了一种

高灵敏检测铅离子的荧光传感体系。该传感体

系能在０．１～５０．０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度内定量检测Ｐｂ２＋，
其检测限为０．０３ｎｍｏｌ／Ｌ（Ｓ／Ｎ＝３）。与同类型的
荧光传感体系相比，其灵敏度高，线性检测范围

较宽，综合性能优于同类型荧光传感体系，并成

功应用于实际水样的检测。
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