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摘　要：针对农药的滥用与残留对人体和环境造成的严重危害，亟需一种

快速、灵敏的现场检测方法。采用特异性好的西维因核酸适配体和聚赖氨

酸（PLL）修饰黑磷纳米片（BPNSs）构建适配体传感器，并采用差分脉

冲伏安法（DPV）评估适配体传感器的性能。结果显示 , 其线性方程为：

ΔI (μA)=11.71 lgC+21.62，线性范围为 0.1 ng/mL~10 μg/mL，线性相关系数

R2=0.998，检出限为 83.47 pg/mL。该适配体传感器具有重复性好、稳定性

强及特异性高的优点。
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1 研究背景

农药在农业发展中起着关键作用，但过量或不合

理使用农药导致的农药残留会污染土壤和水源，进而

通过食物链进入人体，引起神经系统的疾病和癌症 [1]。

农药残留对人体健康和环境安全危害巨大。因此，需

制定一套严格的农药使用标准以及相应的管理制度，

以保障人体健康和生态环境的安全 [2]。

西维因（carbaryl，Cb）是一种广谱的氨基甲酸

酯类杀虫剂，在农作物、树木和观赏植物的害虫防

治中得到广泛应用 [3]。西维因具有较高的毒性 [4]，能

抑制神经组织中的乙酰胆碱酯酶的活性，导致乙酰胆

碱累积和过量的胆碱刺激 [5]，进而引起生殖和发育毒

性 [6]，包括神经发育紊乱和免疫系统的损害，同时也

会对动物早期生长发育造成不利影响 [7]。目前，检测

西维因的方法有高效液相色谱法 [8]（high performance 
liquid chromatography，HPLC）、液相 / 气相色谱 - 质

谱法 [9]（liquid/gas chromatography-mass spectrometry ，
L/GC-MS）、表面增强拉曼散射 [10]（surface-enhanced 
Raman scattering，SERS）、 酶 联 免 疫 吸 附 测 定 [11]

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）、电

化学分析法、比色法和荧光法等。但 HPLC 等设备

昂贵并且需要专业人员进行操作；ELISA 成本高，

操作复杂且抗体不易获取；现阶段电化学分析法多

以酶作为识别材料，但酶易失活，而且在不同批次

之间存在一定的差异；比色法和荧光法的灵敏度低。

与抗体和酶相比，适配体（aptamer，Apt）具有大的

优势。适配体是一段经体外筛选得到的能够识别靶标

的寡核苷酸序列或短的多肽，其对相应的靶标具有高

亲和力和强特异性结合 [12]。此外，适配体还具有更
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高的热稳定性、制备方法简单、成本低、可重复性高、

易于批量生产等优点 [13]。因此，适配体已被用来构

建生物传感器。

除此以外，传感器的灵敏度与纳米材料密切相

关。二维（2D）纳米材料因其独特的物理化学性

质而引起了广泛关注。其中，黑磷纳米片（black 
phosphorus nanosheets，BPNSs）作为一种新型的二

维材料，因良好的生物相容性、优良的各向异性导电

性能、高载流子迁移率等特点 [14-15]，已经成为构建

电化学传感器的先进材料。但是 BPNSs 不稳定，容

易在空气和水中发生降解 [16]，因此 BPNSs 的应用受

到了很大的限制。高分子聚合物聚赖氨酸（poly-L-
lysine，PLL）是一种具有良好生物相容性的阳离子

聚合物。若将 PLL 与 BPNSs 联合使用形成复合物，

则可以增强 BPNSs 的稳定性。同时，纳米金（AuNPs）

可以增加电极表面 DNA 的固定化和信号放大，提高

修饰表面的杂交灵敏度检测能力 [17]，进而提高电化

学传感器的灵敏度。

因此，本研究旨在利用本课题组筛选的西维因

适 配 体 [18]、PLL 修 饰 BPNSs（PLL-BPNSs） 以 及

AuNPs，构建高灵敏度的适配体传感器。采用差分脉

冲伏安法（differential pulse voltammetry，DPV) 评估构

建的西维因适配体传感器的性能，并测定样品中西维

因的含量。

2 材料与方法

2.1 材料和试剂

西维因，购自北京坛墨质检科技有限公司；巯

基乙醇（mercaptoethanol，MCH），购自东京化工株

式会社；多聚赖氨酸，购自生工生物工程（上海）

股份有限公司；吐温 -20（Tween-20），购自生工生

物工程（上海）股份有限公司；纳米金胶体，购自

江苏先丰纳米材料科技有限公司；黑磷粉体，购自

深圳六碳科技有限公司；所需的核酸适配体序列西

维 因 适 配 体 [ATTGGCACTCCACGCATAGGGTTAT
GTTAATAAGATGAACCCACGTTCCAGATGGCAT
CGCCTATGCGTGCTACCGTGAA-SH] 和 硫 代 引 物

[GCACTCCTTAACACTGACTGGCT-SH] 均由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。

2.2 仪器

透 射 电 子 显 微 镜（transmission electron 
microscopy，TEM），Tecnai G2 F20 型，美国 FEI 公

司；电化学工作站，PGST AT302N 型，瑞士万通。

电化学工作站采用传统的三电极体系，饱和甘汞电极

为参比电极，铂丝电极为对比电极，裸电极（GCE）

或 Au/PLL-BPNSs/GCE（ 直 径：3.0 mm） 作 为 工 作

电极。

2.3 BPNSs 和 PLL-BPNSs 复合物的制备
参照 Yang G. J. 等 [14] 的方法，在 10 mL 超纯水（含

体积分数为 1% 的 Tween-20）中加入 5.0 mg BP 晶体，

冰水浴中超声处理 8 h，将得到的棕色悬浮液以 3000 
r/min 离心 30 min，除去未剥离的沉淀并取出上清液。

将氩气保护的上清液再以 8000 r/min 离心 30 min，收

集棕黄色上清液，即得到所需的 BPNSs 分散液。将

BPNSs 分散液与质量浓度为 2 mg/mL 的 PLL 混合，

在摇床中晃匀 2 h，然后在 4 ℃下孵育 12 h，将其低

温避光保存，以便用于后续的实验应用。

2.4 Apt/AuNPs/PLL- BPNSs/GCE 的制备

将制备的 PLL-BPNSs 悬浮液（3 μL）直接滴在

抛光后的 GCE 上，氩气保护下室温干燥 12 h，得到

PLL-BPNSs/GCE。 再 将 3 μL 1 mmol/L 的 AuNPs 滴

到 PLL-BPNSs/GCE 复合膜上，在氩气保护下干燥，

得 到 AuNPs/PLL-BPNSs/GCE。 然 后， 滴 加 5 μL 已

活化的的巯基引物溶液（1 μmol/L）在 AuNPs 膜上，

室温孵育 40 min。修饰好的电极室温放置一段时间

后，加入 5 μL 1 μmol/L 西维因适配体与引物反应 1 h，

用 PBS 缓冲液（10 mmol/L，pH 7.4）轻轻冲洗非特

异性结合的西维因适配体，得到 Apt/Primers/AuNPs/
PLL-BPNSs/GCE；将制备好的西维因适配体传感器

置于电极盒低温储存。西维因适配体传感器构建图如

图 1 所示。

图 1 西维因适配体传感器流程构建图

Fig. 1 Flow chart of carbaryl 
aptamer sensor
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2.5 西维因的电化学检测

在修饰后的适配体传感器表面滴注 5 μL 不同质

量浓度的西维因溶液（0.1 ng/mL~10 μg/mL），室温

孵育 60 min。待西维因适配体与溶液中西维因充分

结合后，用 PBS 缓冲液轻轻冲洗。再利用电化学阻

抗谱（electrochemical impedance spectroscopy，EIS）

对改性电极进行电化学表征。测试条件：在 0.1~105 

Hz 的频率范围内，在含有 0.5 mmol/L K3[Fe(CN)6] 和

0.1 mol/L KCl 的 10 mmol/L PBS 缓冲溶液中进行。

采用 DPV 测定样品中西维因的浓度。DPV 参数为：

扫描范围 -0.2~-0.6 V，振幅 0.05 V，脉冲宽度 0.2 s，

脉冲时间 0.5 s。

3 结果与讨论

3.1 PLL-BPNSs 纳米复合材料的表征

利用 TEM 分析了聚赖氨酸修饰 BPNSs 的结构，

结果如图 2 所示。由图可知，在低倍放大的 TEM 图

像中，制备的 BPNSs 表现出较薄的层状结构和光滑

的表面形貌，其平均片直径约为 600 nm。这说明液

相超声剥离法制备的BPNSs具有少层的纳米片结构。

图 3 为在低倍透射电子显微镜下 PLL-BPNSs 复

合物的 TEM 图。由图可知，BPNSs 分散在聚赖氨酸

中，并被聚赖氨酸很好地包覆，当 BPNSs 与聚赖氨

酸反应时，表面粗糙度显著增加；少层 BPNSs 的外

表面被完全覆盖，导致形态学改变。

3.2 修饰电极的电化学表征

为了研究修饰电极的界面传输特性，在含有 0.1 
mol/L KCl 和 0.5 mmol/L K3 [Fe (CN)6] 的 10 mmol/L 
PBS 缓 冲 液 中 对 GCE、PLL-BPNSs/GCE、AuNPs/
PLL-BPNSs/GCE、Primer/AuNPs/PLL-BPNSs/GCE 和

Apt/Primer/AuNPs/PLL-BPNSs/GCE 进 行 EIS 测 试，

结果如图 4 所示。

  EIS 的奈奎斯特图中的半圆直径等于电子转移

电 阻（Rct） 的 值。 由 图 4 可 知， 裸 GCE 的 阻 抗 值

在 PLL-BPNSs 修饰之后降低，这可以通过奈奎斯特

曲线半圆直径的减小来反映。这是由于 BPNSs 优异

的电导率增强电子转移速率，导致电阻降低。再用

AuNPs 修饰后，由于 AuNPs 比表面积大，电子转移

速率进一步加快。当西维因巯基引物通过 Au—S 键

共价修饰到电极表面后，DNA 引物阻碍了电子传递，

电极表面的阻抗值显著增加。当 DNA 引物与西维因

适配体杂交后，奈奎斯特曲线的半圆直径进一步增

加，测得的阻抗最大。这是因为核酸适配体和引物的

特异性结合形成的空间构象进一步增加了电极的空

间位阻。由此表明，西维因适配体传感器成功建立。

3.3 实验参数的优化

巯基引物起着连接适配体与电极表面的作用，因

此巯基引物在电极上的孵育时间也决定了适配体传

图 2 BPNSs 的 TEM 图

Fig. 2 TEM image of BPNSs

图 3 聚赖氨酸包覆黑鳞纳米片的 TEM 图

Fig. 3 TEM image of polylysine-coated black 
phosphorus nanosheets

                     a）200 nm                              b）100 nm

图 4 开路电位条件下 K3Fe (CN)6  溶液中

修饰电极的奈奎斯特图

Fig. 4 Nyquist diagram of modified electrodes in K3Fe 
(CN) 6 solution at open-circuit potential
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感器的性能。在修饰电极 AuNPs/PLL-BP/GCE 上分

别加入 5 μL 由 1 mmol/L TCEP 活化的 1 μL 硫基引物，

孵育 10~60 min，然后在 K3[Fe (CN)6] 混合液体系中

进行 DPV 检测，结果如图 5a 所示。由图可知，在

去除空白信号电流后，通过变化值可发现，在 10~40 
min 时，电流峰值显著降低，这是由于西维因巯基引

物孵育时间增长，更多的引物结合到电极表面，导

致 DNA 相对分子质量增加。在 40~60 min 时，电流

下降变缓慢，由此可判断引物的负载量已接近饱和。

这是由于巯基引物带负电荷，互相产生排斥，直到电

极表面电荷趋向于稳定。综上所述，巯基引物孵育时

间选择 40 min 为宜。

适配体与引物通过氢键有效结合，并通过碱基对

之间的氢键富集在电极表面。为了缩短传感器的制备

时间，还应优化西维因适配体与巯基引物的结合时间。

制备 Primer/AuNPs/PLL-BPNSs/GCE 电极时，表面需

用 MCH 封闭液封闭 0.5 h，以阻断电极表面剩余的活

性位点，防止其非特异性吸附。将 5 μL 1 μmol/L 的西

维因适配体滴在修饰后的电极表面，分别孵育 10~60 
min，然后进行 DPV 检测，结果如图 5b 所示。由图

可知，在 K3[Fe(CN)6] 混合溶液体系中，DPV 电流的

峰值变化值随时间逐渐降低，尤其是在 10~40 min 时，

电流峰值显著降低，在孵育 40 min 后趋于稳定。西

维因适配体已被电极表面上的巯基引物配对捕获并

充分结合，说明适配体基本负载完毕。所以，西维因

适配体最佳孵育时间为 40 min。

3.4 不同浓度西维因在 Apt/Primer/AuNPs/PLL-
BPNSs/ GCE 上的响应

当电解质溶液中含有西维因农药时，西维因适配

体能够特异性识别并捕获溶液中的西维因，使西维

因适配体的形态和结构发生变化。西维因农药和西

维因适配体结合使适配体脱落，导致电极表面空间位

阻变小，检测系统的峰值电流增大。图 6 显示 Apt/
Primer/AuNPs/PLL-BP/GCE 对不同浓度（a~g 的质量

浓度分别为：0, 0.1, 1.0, 10.0, 100.0, 1000.0, 10 000.0 
ng/mL）西维因的电流响应情况。

a）巯基引物孵育时间

图 5 在 K3[Fe(CN)6] 混合液系统中的 DPV 响应曲线

Fig. 5 DPV response curves in the K3[Fe(CN)6] 
mixed liquid system

b）适配体孵育时间 b）响应电流 - 浓度的线性关系

图 6 响应电流峰值与西维因浓度的关系 
Fig. 6 Relationship between peak response current and 

carbaryl concentration 

a）DPV 图

高灵敏西维因适配体电化学传感器的制备
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由图 6a 可知，电流随着西维因浓度的增加而逐

渐增大。其原因是随着西维因浓度的增加，更多的

西维因适配体与西维因特异性结合，并与引物分离，

加速了传感器上的电子转移。因此，西维因适配体传

感器的 DPV 电信号响应值的变化，能反映出电极表

面的西维因适配体结合西维因后游离到溶液中的状

态变化。

由 图 6 b 可 知 ， 西 维 因 农 药 质 量 浓 度 在

0.1~10 000.0 ng/mL 范围内，DPV 响应电流峰值变化

与西维因浓度线性关系呈正相关，其线性拟合方程为：

                   ΔI(μA)=11.71 lgC+21.62。

线性相关系数 R2=0.998，通过（S/N=3）得出其检测

限为 83.47 pg/mL。

3.5 重复性、稳定性和特异性

在 上 述 最 佳 条 件 下， 制 备 6 支 西 维 因 巯 基 引

物等修饰玻碳电极的传感器，构建三电极检测系

统，在 5 μL 1 μmol/L 西维因适配体孵育后，最后在

K3[Fe(CN)6] 混合电解池中进行 DPV 检测，其相对标

准偏差约为 1.8%，重复性已满足使用标准（图 7）。

为了评价适配体传感器的稳定性，将西维因适配

体传感器置于 4 ℃环境下保存，并在 0, 7, 14 d 分别

对 DPV 峰值电流变化进行检测，结果如图 8 所示。

由图 8 可知，7 d 后 DPV 峰值电流相较于初始值没有

明显变化；14 d 后，相应的 DPV 峰值电流约为初始

值的 77.15%，适配体传感器的电流信号基本稳定，

这说明该适配体传感器的稳定性达到使用要求。

传感器的特异性也很重要，为了测试西维因适

配体传感器对西维因农药是否具有专一的识别能力，

需要对其进行其它农药干扰物的特异性实验。实验

中，空白组为无西维因 PBS 缓冲液的传感器，实验

组为 10 ng/mL 的异丙威（isoprocarb，Ic）、仲丁灵

（butralin，Bt）、噻虫嗪（thiamethoxam，Tt）、百

菌清（chlorothalonil，Ct）及西维因（Cb）和含有西

维因的混合液（Mix）。在特异性的研究中，适配体

传感器与上面列出的 4 种农药、目标测定物（Cb）

和混合物（Mix）一起孵育，在 K3[Fe(CN)6] 混合电

解池中检测各农药的 DPV 峰值（见图 9），并与空

白组对照差异来评估适配体传感器的特异性。由图 9
可知，含有西维因溶液和含西维因的农药组合的实验

组，其 DPV 峰的强度比其他农药高一倍以上，说明

该传感器对西维因具有较强的选择特异性。

3.6 实际样本分析

为了验证传感器在实际样本检测中的效果，采

用标准加入法检测了株洲神龙湖水体样本，结果如

表 1 所示。由表可知，西维因样本的质量浓度分别

图 7 适配体传感器的重复性

Fig. 7 Repeatability of aptamer sensors

图 8 适配体传感器稳定性

Fig. 8 Stability of aptamer sensors

图 9 适配体传感器在不同农药中 DPV 电流响应

Fig. 9 DPV current response of the aptamer sensor in 
different pesticides
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为 0.1, 1.0, 10 000.0 ng/mL，回收率分别为 121.90%、

90.22% 和 81.83%， 相 对 标 准 偏 差（RSD） 分 别 为

10.12%、1.73% 和 1.84%（n=3），表明该传感器可

以用于西维因农药的检测。

表 2 为本研究制备的适配体传感器与已报道的西

维因检测传感器的性能对比。由表可知，与其它检测

西维因农药的传感器相比，本研究基于功能化黑磷纳

米片和核酸适配体所构建的传感器，对西维因有更宽

的线性检测范围，检出限低几个数量级。

表 1 检测河水样本中的 Cb
Table 1 Detection of Cb in river water samples

样品

河水

初始质量浓度 / 
(ng·mL-1)

0.1
1.0

10000.00000

检测质量浓度 / 
(ng·mL-1)

0.1219
0.9022

8182.7600000

回收率 /%

121.90%0
90.22%
81.83%

相对标准偏差 /
% (n=3)
10.12%0
1.73%
1.84%

表 2 与西维因已有的检测方法对比

Table 2 A comparison of the proposed method with other reported methods for carbaryl detection

检 测 方 法

比色法

PPy-IC-DS1- AuNP-AChE 生物传感器

HFF-QCM 免疫传感器

CdTe QDs 荧光传感器

PLL-BPNSs-Apt 传感器

线 性 范 围

 0.01~0.25 ng/mL
0.05~0.25 ng/mL 

16~206 µg/kg
0.05~14.00 µg/mL

0.1 ng/mL~10.0 μg/mL

检 出 限

0.008 ng/mL
0.033 ng/mL
0.05 μg/ L

1.2×10 -4 µg/mL
83.47 pg /mL

样 品

水

自来水

蜂蜜

苹果

水

参考文献

[19]
[20]
[21]
[22]
本文

4 结论

本文构建了 PLL 修饰 BPNSs 的西维因适配体

传感器。PLL 通过非共价相互作用使 BPNSs 表面功

能化，AuNPs 通过自组装结合到 PLL-BPNSs 上得到

AuNPs/PLL-BPNSs。组装的 AuNPs/PLL-BPNSs 基质

对于促进电子转移和结合硫代引物非常有效。使用特

定的 DNA 适配体可以靶向并结合西维因，同时，适

配体与引物间的氢键使得西维因核酸适配体富集在

电极表面。除此以外，高亲和力适配体与纳米材

料结构的协同作用使得该传感器展现出高度的选

择性和灵敏度。研究结果显示，该传感器线性范围

为 0.1 ng/mL~10 μg/mL，检出限低至 83.47 pg/mL。

该传感器具有可靠的重复性、良好的稳定性和专一的

特异性，并可应用于实际样本的检测。
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Preparation of Novel Carbaryl Aptamer Sensors

LI Shuo，HUANG Hao，HU Changchun，WEI Dan，ZHOU Jie，DENG Yan

（Hunan Key Laboratory of Biomedical Nanomaterials and Devices，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 
412007，China）

Abstract：A rapid and sensitive on-site detection method is urgently needed to address the serious harm caused 
by pesticide abuse and residues to human body and environment. The aptamer sensors were constructed using specific 
carbaryl nucleic acid aptamers and polylysine (PLL) modified black phosphorus nanosheets (BPNSs), while the 
performance of the sensors was evaluated using differential pulse voltammetry (DPV). The results showed the linear 
equation as ΔI (μA) =11.71 lgC+21.62, linear range 0.1 ng/mL~10 μg/mL, the linear correlation coefficient R2=0.998, 
and the detection limit being 83.47 pg/mL. The sensor has the advantages of good repeatability, stability and specificity.

Keywords：carbaryl；aptamer；black phosphorus nanosheets；aptamer sensor
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