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摘 要：该研究创新性地构建了一种简便、低成本、高灵敏度的动态光散射（DLS）传感体系，结合基于切

口酶的链置换扩增（NESDA）技术，用于黄曲霉毒素M1 （AFM1）的检测。在AFM1存在时，包含AFM1适

配体的序列与引物DNA发生部分杂交，触发NESDA反应并产生大量单链DNA （ssDNA）。生成的单链DNA与

金纳米颗粒⁃DNA 探针杂交，导致金纳米颗粒发生聚集，其平均流体力学直径随之增大，这一变化可通过

DLS进行检测并完成定量分析。为提升检测性能，研究系统优化了核心实验条件，考察了NESDA反应温度、

孵育时长、模板DNA浓度、聚合酶和切口酶加入量等关键参数对检测信号的影响。实验结果表明，在最优条

件下，金纳米颗粒的平均粒径与AFM1浓度在 8. 3~1000 pmol/L范围内呈良好线性关系，检出限低至 1. 3 pmol/
L。方法已成功应用于市售牛奶样品中AFM1的检测，加标回收率为 94. 3%~107%，证实其具备可靠的实际应

用能力，在未来食品安全评价中具有广阔的应用前景。

关键词：黄曲霉毒素 M1；链置换扩增技术；动态光散射技术；切口酶；金纳米颗粒；牛奶

中图分类号：O657. 3；S582. 4  文献标识码：A  文章编号：1004-4957（XXXX）XX-0001-08

Dynamic Light Scattering Sensor For Aflatoxin M1 Using Strand Dis⁃
placement Amplification

FAN Tao1，CUI Hao1，XIA Tao1，WU Bao-zhu1，LI Ting-ting2*

（1．Henan Provincial Institute of Natural Resources Monitoring and Land Consolidation， Zhengzhou 450016， 
China；2．Middle Changjiang River Bureau of Hydrology and Water Resources Survey， Bureau of Hydrology of 

Changjiang Water Resources Commission， Wuhan 430010， China）
Abstract： In this study， we developed a simple， low-cost， and sensitive dynamic light scatter⁃
ing （DLS）  sensor coupled with nicking enzyme-based strand displacement amplification （NES⁃
DA）  to detect AFM1.  Initially， the sequence containing the AFM1 aptamer partly hybridized with 
the primer DNA， which triggered NESDA and yielded abundant single-stranded DNA （ssDNA）  
in the presence of AFM1.  The resulting ssDNA hybridized with AuNPs-DNA probes and thus aggre⁃
gated， thus causing an increase in the average hydrodynamic diameter， which can be quantitatively 
determined via DLS.  To enhance detection performance， the core experimental conditions， i. e. ， 
the NESDA reaction temperature and time， concentration of template DNA， and dosage of poly⁃
merase and nicking enzymes， were systematically optimized.  Under optimal conditions， the aver⁃
age diameter was proportional to the concentration of aflatoxin M1 within 8. 3–1000. 0 pmol/L and 
the detection limit reached 1. 3 pmol/L， thus confirming the high sensitivity and feasibility of the pro⁃
posed method.  Furthermore， this method successfully detected aflatoxin M1 in commercial milk 
samples with spiked recoveries of 94. 3% to 107%， thus confirming its reliability.  The proposed strat⁃
egy demonstrates significant potential for application in food-safety assessments.
Key words： aflatoxin M1； strand displacement amplification；dynamic light scattering；nicking 
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霉菌毒素是真菌产生的次级代谢产物［1］。可污染多种食品及动物饲料，因其自身具有毒性和致癌
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性，会对人体健康构成严重危害［2-3］。黄曲霉毒素是由黄曲霉 （Aspergillus flavus） 和寄生曲霉

（Aspergillus parasiticus）产生的一类主要霉菌毒素［4］。在黄曲霉毒素家族中，黄曲霉毒素 B1 （AFB1）
是毒性最强且最主要的一种。动物摄入受污染饲料后，AFB1在其代谢过程中发生羟基化作用，转化为

黄曲霉毒素M1 （AFM1）［5］。AFM1存在于动物的乳汁和血液中，且由于其在食品加工过程中具有高稳

定性，因此可在多种乳制品中检出［6-7］。尽管 AFM1 的毒性低于 AFB1，但它仍具有肝毒性和致癌性，

被国际癌症研究机构（IARC）列为 1 类人类致癌物［8-9］。因此，科研人员建立了多种检测 AFM1 的方

法，包括高效液相色谱法（HPLC）［10］、薄层色谱法（TLC）［11］、液相色谱-质谱联用技术（LC-MS）［12］

以及酶联免疫吸附测定法（ELISA）［13］。作为传统的分析方法，色谱法具有灵敏度高、稳定性强等优

点，但是仪器成本较高，样品前处理繁琐，且依赖专业技术人员。免疫化学检测则具有操作简便、成

本相对较低等优势，但是其灵敏度有限，同时具有假阳性的风险。

近年来，基于适配体的生物传感器受到了广泛关注。因此，已有研究报道了用于检测AFM1及其

他霉菌毒素的比色传感器［14］、荧光传感器［15］和电化学传感器［16］。在适配体的辅助下，霉菌毒素的检

测可被转化为DNA分析，通过与DNA扩增技术联用，检测灵敏度得到显著提升。截至目前，聚合酶链

式反应（PCR）［17］、杂交链式反应（HCR）［18-19］和链置换扩增（SDA）［20］已被应用于多种霉菌毒素的检

测。在这些技术中，SDA是一种等温核酸扩增技术，可在聚合酶和内切酶的作用下实现短链寡核苷酸

的指数级合成［21］。由于操作简便且灵敏度高，SDA已被广泛应用于DNA［22］、RNA［23］、端粒酶活性［24］

及蛋白质［25］等生物分子的检测。

动态光散射（DLS）是一种用于测量颗粒流体力学直径的光学技术［26］，已成为纳米技术研究中的

重要工具［27］。金纳米颗粒（AuNPs）因其较强的光散射特性，可作为DLS探针用于检测DNA［28］、蛋白

质［29］、Pb²⁺［30-31］、Hg²⁺［32］及其他分子［33］。近年来，连接酶链式反应（LCR）［34］、PCR［35-36］、SDA［37］、

滚环扩增（RCA）［38］均与动态光散射技术相结合，显著提高了DLS传感器的灵敏度。

动态光散射技术与链置换扩增技术均具有较高的灵敏度，已被广泛应用于生物医药、环境监测及

食品安全等领域。相较于传统方法，该方法具有成本低、操作简便等优点，然而目前将两种技术联用

用于AFM1检测的研究鲜有报道。目前有研究采用动态光散射技术或链置换扩增技术检测AFM1［39-40］，

但仍存在需要多步处理以及灵敏度不足等问题。本研究旨在进一步提升检测灵敏度，构建一种耦合

DLS与 SDA的AFM1检测方法。基于此，开发了一种基于切口酶链置换扩增（NESDA）的动态光散射

传感器，向其中加入AFM1后可触发链置换扩增反应，反应生成的寡核苷酸链可与DNA-金纳米颗粒探

针杂交，诱导金纳米颗粒发生聚集，使其粒径相应增大，整个过程可通过动态光散射进行表征。

1 实验部分 
1. 1　材 料　

寡核苷酸序列、DNA聚合酶Klenow片段、脱氧核苷三磷酸混合物（dNTPs）均购于中国上海生工

生物工程股份有限公司（Sangon Biotech Co. ， Ltd.）；切口内切酶Nb. BbvCI购于美国新英格兰生物实

验室；黄曲霉毒素M1（AFM1）标准品购于新加坡普瑞邦公司。

1. 2　实验方法　
AuNPs的透射电子显微镜（TEM）表征采用 JEM⁃3010型透射电子显微镜。TEM样品制备：取一滴

胶体金溶液滴在覆有碳膜的铜网上，室温晾干后进行观测。动态光散射（DLS）测试采用Elitesizer纳
米颗粒/Zeta电位计（奥地利安东帕尔有限公司）于室温条件下完成。pH 值采用 PHS⁃3E型 pH 计进行

测定。

1. 3　序列设计　
本研究所用寡核苷酸序列如下：a-DNA：5’-ACT GCT AGA GAT TTT CCA CAT-3’，b-DNA：5’

-AAA TTT ATC TCT AGC-3’，t-DNA：5’-TTC TTT CTT TTT TCT CTT CCC CTC AGC TAG AGA TAA 
ATT T-3’，AuNPs-DNA 1：5’-TTT CTC TTC CTT TTT-3’，AuNPs-DNA 2：5’-TTC TTT CTT TTT 
TTT-3’。
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1. 4　DNA功能化金纳米颗粒的制备　
DNA⁃金纳米颗粒（DNA⁃AuNPs）探针参照文献方法制备［41］，并通过离心纯化。首先，通过 38. 8 

mmol/L柠檬酸钠（2. 0 mL）还原1. 0 mmol/L氯金酸溶液（20. 0 mL）制备得到金纳米颗粒。

DNA⁃AuNPs 探针的制备过程如下：将巯基化 DNA 溶解于 10 mmol/L 醋酸缓冲液 （60. 0 μL，pH 
5. 0） 中，加入 20. 0 mmol/L 三 （2⁃羧乙基） 膦 （TCEP，12. 0 μL），室温孵育 1. 5 h。随后加入 10. 6 
nmol/L金纳米颗粒溶液（10. 0 mL），于 25. 0 ℃下放置 16 h。再逐步加入NaCl至其浓度为 0. 1 mol/L，并

继续老化44 h。接着，将混合液以13 800 r/min离心30 min，重复3次，除去多余试剂与未结合的DNA。

最后将含有 DNA⁃AuNPs 探针的红色油状沉淀用 10. 0 mmol/L PBS 缓冲液（pH 7. 4，含 0. 1 mol/L NaCl）
洗涤，并重溶于相同缓冲液中，4 ℃保存备用。

1. 5　样品制备　
生鲜牛奶样品购自中国广州当地超市，并通过预处理后用于分析。首先将牛奶样品于 4. 0 ℃、10 

000 r/min条件下离心 15 min，小心去除上层脂肪层，之后取中间澄清乳清备用。为模拟实际阳性样本，

向处理后的牛奶样品中添加不同浓度的AFM1标准品，使AFM1的最终浓度在0. 05~0. 7 nmol/L范围内。

1. 6　基于切口酶的链置换扩增反应　
首先使用 1×NEB缓冲液配制浓度均为 1 μmol/L的 a⁃DNA与 b⁃DNA，然后将两者以体积比 1：1的比

例在室温下孵育 30 min，随后加入不同浓度的真菌毒素。将上述溶液与 t⁃DNA （1 μmol/L）、DNA聚合

酶Klenow片段、Nb. BbvCI及 dNTPs在 1×NEB缓冲液中混合均匀。将混合溶液置于 37. 0 ℃孵育 3 h，最

后在80 ℃下加热20 min终止反应。

1. 7　动态光散射检测　
取 5. 0 μL NESDA 扩增产物，加入至 45. 0 μL 含 4. 0 nmol/L DNA⁃AuNPs 探针的 PBS 缓冲液中，于

37. 0 ℃孵育20 min。在25. 0 ℃条件下进行DLS检测，平衡时间10 s，检测角度90. 0°。
2 结果与讨论 
2. 1　AFM1传感器检测原理　

本研究构建的AFM1检测原理如图 1所示。在不存在目标真菌毒素时，AFM1适配体（a⁃DNA）与

b⁃DNA发生部分杂交，此时无法启动NESDA扩增反应。模板DNA （t⁃DNA）包含 4个功能区域：区域 1
设计为与 b⁃DNA互补；区域 2的互补序列中含有切口内切酶Nb. BbvCI的识别位点。区域 3和区域 4分

别与两种DNA⁃AuNPs探针互补。当反应体系中加入AFM1后，a⁃DNA优先与AFM1结合，使 b⁃DNA被

释放，并与 t⁃DNA发生杂交。在 dNTPs和DNA聚合酶作用下，b⁃DNA以 t⁃DNA为模板进行延伸。形成

的双链DNA在区域 2被Nb. BbvCI切割，释放出一条单链DNA （p⁃DNA）。在Nb. BbvCI与聚合酶的共同

作用下，NESDA反应循环进行，最终产生大量p⁃DNA。p⁃DNA可同时与两种DNA⁃AuNPs探针杂交，诱

导金纳米颗粒探针发生聚集，使其流体力学直径显著增大。最后通过DLS技术检测粒径变化，实现对

AFM1的定量检测。

2. 2　可行性验证　
为验证本方法对 AFM1检测的可行性，采用 TEM与 DLS进行原理验证实验，分别在无 AFM1和有

AFM1条件下开展反应进行对照。如图2A、B所示，在不含AFM1时，TEM图像中AuNPs分散良好，说

明NESDA扩增反应未被触发；而加入AFM1后，金纳米颗粒发生明显聚集。DLS结果（图 2C、D）表

明，在不存在AFM1时，DNA⁃AuNPs探针的流体力学粒径集中分布区间为 38. 2 ~38. 8 nm，平均粒径为

38. 5 nm，与TEM下观察到的良好分散状态一致。而加入AFM1后，体系中的金纳米颗粒发生大规模交

联聚集，粒径分布峰整体大幅右移，平均粒径增大至 782 nm，颗粒流体力学粒径分布区间为 700~874 
nm，同时也可发现其反应溶液颜色发生明显变化，这一结果与TEM中观察到的聚集现象高度吻合。上

述结果表明：在 AFM1 存在条件下，DNA 聚合酶参与的 NESDA 扩增反应被有效触发，产生大量

p⁃DNA，进而诱导金纳米颗粒发生聚集。
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图1　基于NESDA的AFM1动态光散射传感器原理示意图
Fig.  1　Schematic illustration of NESDA-based DLS sensor for AFM1

图2　不含AFM1（A）和含有AFM1（B）条件下金纳米颗粒的透射电镜图；不含AFM1（C）和含有AFM1（D）条件下
金纳米颗粒的动态光散射结果

Fig.  2　TEM images of AuNPs without （A）  and with （B）  AFM1.  DLS results for AuNPs without （C）  and with （D）  
AFM1

D represents the average hydrodynamic diameter of DNA-AuNPs probes （D表示DNA-AuNPs探针的平均粒径）
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2. 3　检测条件的优化　
为提高AFM1检测方法的灵敏度，对影响NESDA反应结果的关键因素进行了优化。以粒径变化量

（∆D = D-D₀，其中D₀表示不含AFM1时DNA-AuNPs探针的平均粒径，D表示含有AFM1时DNA-AuNPs
探针的平均粒径）作为优化效果的评价指标。如图 3A所示，在 20~40 ℃范围内考察了 SDA反应温度的

影响。∆D值随温度升高而增大，在 37 ℃时达到最大值；随着 SDA反应温度的进一步升高，∆D值逐渐

下降。因此，选择 37 ℃作为 SDA反应的孵育温度。采用相同方法，对 SDA反应时间、聚合酶用量、切

口酶用量对反应的影响进行了优化。最后对 t-DAN的浓度进行了优化，随着 t-DAN浓度的增加，∆D值

逐渐增加，但当 t-DNA浓度高于 1 μmol/L时，信号增长速率逐渐变缓，当 t-DNA浓度提升至 2 μmol/L
时，检测信号虽达到峰值，但相较于 1 μmol/L提升幅度较小，考虑到继续增大 t-DNA浓度可能会影响

酶催化效率以及带来非特异性杂交等影响，增加实验误差，因此本反应确定 t-DNA 浓度为 1 μmol/L。
最终确定后续实验采用的最优条件为：SDA反应时间 3 h、聚合酶用量 2. 5 U、切口内切酶用量 3. 0 U、

t-DNA浓度1 μmol/L。

2. 4　方法的检测性能　
为评价本检测方法的灵敏度，在以下最优实验条件下，考察不同浓度AFM1对AuNPs平均粒径的

影响。如图 4A所示，在 8. 3~1 000 pmol/L的AFM1浓度范围内，AuNPs的平均流体力学直径随AFM1浓

度的升高呈线性增长。线性回归方程为 D=75. 0+450. 0c （r²=0. 9932，其中 c 为 AFM1 浓度，nmol/L）。

检出限（LOD）通过公式DL = 3δ/斜率计算得出（δ为 20个空白样品响应值的标准偏差，斜率为标准曲

线的斜率），得到LOD达1. 3 pmol/L。
2. 5　方法特异性考察　

为考察本方法的特异性，采用相同浓度的其他真菌毒素替代AFM1进行实验，结果如图 4B所示。

当 AFM1浓度为 0. 5 nmol/L 时，AuNPs 的平均粒径约为 300 nm；而当 AFB1、黄曲霉毒素 B2 （AFB2）、

呕吐毒素（DON）、伏马毒素B1 （FB1）、赭曲霉毒素A （OTA）、T2毒素及玉米赤霉烯酮（ZEN）的浓

度均为 0. 5 nmol/L时，AuNPs的平均粒径均在 50 nm左右波动，与空白组数据接近，说明非AFM1毒素

无法引发NESDA反应。上述结果表明，本检测方法对AFM1具有较高的特异性。

2. 6　牛奶样品中AFM1的检测　
AFM1是牛奶及其他乳制品中的常见污染物。为验证本研究提出的检测方法的实用性，对牛奶样

图3　SDA反应温度（A）及反应时间（B），聚合酶（C）及切口内切酶Nb. BbvCI（D）用量，t-DNA浓度（E）的优化
Fig.  3　Optimization of reaction temperature （A）， reaction time （B）  of SDA， polymerase （C）， Nb. BbvCI （D），， and 

t-DNA concentration （E）
error bars show the standard deviations of the experiments （误差线表示实验的标准偏差）
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品进行加标回收实验。如表 1 所示，向牛奶样品中添加 0. 05~0. 7 nmol/L 的 AFM1，回收率为 94. 3%~
107%，相对标准偏差（RSD，n=3）为 1. 7%~4. 1%。上述结果表明，该方法可用于牛奶样品中AFM1的

检测。同时，将本方法与已有方法进行比较，如表 2所示。本方法线性范围宽，其高灵敏度可归结为

SDA反应的扩增效应与高灵敏度DLS技术的协同作用。本方法的灵敏度和加标回收率均可满足实际检

测要求，且部分指标优于现有方法，充分证明了本方法的可靠性和与实际应用价值。

3 结 论 
本研究开发了一种结合 SDA和DLS技术检测牛奶样品中AFM1的高灵敏度方法。得益于 SDA反应

的扩增效应及DLS技术的高灵敏度，该检测方法的检出限低至 1. 3 pmol/L，远低于欧盟委员会规定的

图4　AuNPs平均粒径与 AFM1浓度的关系（A）（插图：AFM1的标准曲线）；AFM1检测方法的特异性（B）（每种真菌
毒素的浓度均为0. 5 nmol/L，误差线表示3次实验的标准偏差）

Fig.  4　Relationship between average AuNP diameter and AFM1 concentration （A）  （insert： standard curve for AFM1）； 
selectivity of assay for AFM1 （B）（concentration of each mycotoxin is 0. 5 nmol/L， error bars show standard deviations of three 

experiments）
表1　牛奶样品中AFM1的加标回收率

Table 1　Spiked recoveries of AFM1 in milk samples
Milk sample

1
2
3
4
5

Addition of AFM1 （nmol·L-1）
0. 05
0. 1
0. 2
0. 3
0. 7

Recovery/%
99. 1
96. 2
94. 3
107
101

RSD/%
3. 4
4. 1
3. 6
2. 3
1. 7

表2　基于实际样品的检测方法对比分析
Table 2　Comparative analysis of methods based on actual samples

Analytical method
动态光散射传感器

侧向流免疫层析法

荧光猝灭法

比率型电化学适体传感器

电化学适体传感器

比色适体传感器

比色适体传感器

酶联免疫法

液相色谱-串联质谱法/高效液
相色谱法

酶联免疫吸附筛查法

电化学

荧光适配体传感器

超高效液相色谱-串联质谱

Sample type
牛奶

牛奶

牛奶

牛奶

牛奶

牛奶

牛奶

牛奶

液态乳、酸奶

乳粉、特殊膳食用食品、奶油
和奶酪

液态乳

乳粉和含乳特殊膳食用食品

奶酪

牛乳

牛奶

牛奶

Linear range
8. 3~1000 pmol/L

0~500 ng/mL
1~100 ng/mL

0. 03 μg/L~2. 00 μg/mL
1~100 pg/mL

0. 005~0. 100 ng/mL
0. 2~300 ng/L

10~2000 pg/mL
0. 05~5 ng/mL

0. 1~0. 5 μg/kg
0 . 076~11 . 08 ng/mL

1~100 ng/mL
0. 05~5. 0 ng/mL

LOD
1. 3 pmol/L （0. 43 pg/mL）

0. 21 ng/mL
0. 5 ng/mL
0. 015 μg/L
0. 6 pg/mL

0. 002 ng/mL
0. 05 ng/L
5. 0 pg/mL

0. 005 μg/kg
0. 02 μg/kg
0. 01 μg/kg
0. 1 μg/kg

0. 02 μg/kg
0. 008 ng/mL
0. 20 ng/mL
0. 05 ng/mL

Recovery/%
94. 3~107

92~104. 35
93. 4~101. 3
94. 4~97. 2

106~109
80. 5~89. 7
95~108. 23
87. 5~108

-

50~120
88. 3~93. 0

99~101
95. 6~98. 4

Reference
本方法

［42］
［43］
［44］
［45］
［46］
［47］
［48］

［49］

［50］
［51］
［52］
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AFM1最大允许浓度：0. 05 μg/kg［53］。此外，特异性实验表明，该策略对AFM1具有优异的响应性，在

加标样品中表现良好，验证了其在实际样品中的应用潜力。同时，该检测策略具有通用性，仅需更换

相应的适配体，即可实现对其他真菌毒素的通用检测，在食品安全评估及食品安全监测等领域中具有

很好的潜在应用价值。
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