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一种检测砷（III）的适配体试纸条

杨    晔，    张琴琴，    徐    斐，    黄海轩，    王雨萱，    叶煜玮，    袁    敏
（上海理工大学 健康科学与工程学院，上海 200093）

摘要：利用三明治夹心法构建基于适配体胶体金的试纸条，目的在于开发切实可行的 As(III) 检测

应用装置。通过 As(III) 与金标适配体的特异性结合，将其截留在试纸条检测线处。纳米金作为显

色材料，其颗粒直径为（13 ± 1） nm。经过优化反应条件，选择 Satorius CN 140 作为硝酸纤维素

膜，控制线上捕获探针链霉亲和素与生物素的最佳比例为 1∶4，对应的划线浓度为 10 μmol/L。

检测线上 1-（3-二甲氨基丙基）-3-乙基碳二亚胺盐与 N-羟基琥珀酰亚胺的最优比例为 1∶3，金标

适配体最优浓度为 0.5 μmol/L。在最佳反应条件下，观察试纸条的显色结果，颜色响应信号与砷

浓度形成很好的梯度关系，检测限为 0.1 μmol/L。本试纸条对 As(III) 具有高度的特异性，并且稳

定性良好。其检测成本不足 1 元，可满足低收入地区普通人群实时检测 As(III) 的要求。
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An aptamer atrip for arsenic (III) detection
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Abstract: The  sandwich  assay  was  used  to  construct  a  test  strip  based  on  the  colloidal  gold  labeled
aptamer.  The  purpose  was  to  develop  a  practical  As(III)  detection  application  device.  Through  the
specific  combination  of  As(III)  and  the  gold  labeled  aptamer,  As(III)  would  be  intercepted  at  the  test
line  of  the  test  strip.  In  this  study,  nano-gold  was  used  as  color  developing  material,  and  its  particle
diameter was (13 ± 1) nm. After optimizing the reaction conditions, Satorius CN 140 was selected as the
nitrocellulose membrane. The optimal ratio of capture probe streptoavidin and biotin on the control line
was 1∶4,  and the corresponding concentration of  scribing was 10 μmol/L.  The optimal  ratio  of  NHS
and  EDC on  the  test  line  was  1∶3,  and  the  optimal  concentration  of  gold  standard  aptamer  was  0.5
μmol/L. The color developing result was observed under the optimal reaction conditions, and the color
response signal formed a good gradient relationship with the concentration of As(III). The detection limit was
0.1 μmol/L. This test strip had high specificity for As(III) and good stability. Its detection cost was less
than  1  yuan,  which  could  meet  the  requirements  of  real-time  detection  of  As(III)  for  the  general
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population in low-income areas.
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试纸条检测又称为侧向横流检测，是将免疫

反应与层析技术结合起来的一种具有高度特异性

和灵敏性、成本低廉、适用于现场分析的快速检

测技术[1]。用户只需完成最后的样品滴加步骤，就

可在短时间内得到准确可靠的检测结果，这种操

作方便、成本低廉、简单快速的检测方式已经被

广泛应用到微生物[2-4]、农兽药残留[5-8]，以及重金

属[9] 等领域。Marzo等[10] 首次介绍了一种利用 Cd-
EDTA-BSA-AuNP偶联物作为信号产生器的侧流免

疫传感器装置（LFID），用于饮用水和自来水中

Cd2+的检测。该传感器在 Cd2+浓度为 0.4～10 μg/L
范围内获得线性响应，检测限为 0.1 μg/L，比国标

对该项目的要求低 50倍。

使用指数富集的配体系统进化（SELEX）技

术，通过体外筛选获得的适配体不具有免疫原

性，形态微小，具有很好的化学稳定性和多功能

性，而且易于生产，已被逐步应用于试纸条检测

中 [11]。对于 As(III)的检测，虽然此前已经开发出

基于比色法的低成本 As(III)现场测试试剂盒[12-13]，

但是，这些试剂盒的准确性一直受到质疑。此

外，对 As(III)现场测试试剂盒的最新系统评价是

在 20年前完成的，近 10年的研究缺乏现场测试

As(III)试剂盒的相关内容。Ravula等 [14] 制备了一

种纸基即时检测装置，砷被转化为砷气，由纸传

感器通过产生特征颜色来识别，但通过目视最低

只能检测到浓度为 10 μg/L的砷。基于此，本研究

在试纸条上自组装出 NH2-As(III)-Apt三明治夹心

模型，并优化其材料和反应条件，构建出可应用

于现场实时快速检测 As(III)的试纸条传感器。

 1    材料和方法

 1.1    试剂和材料

亚砷酸钠购买自中国国家标准网，三（2-羧乙

基）膦盐酸盐（TCEP）购买自 Sigma-Aldrich（上海）

贸易有限公司，巯基乙胺（MEA）、6-巯基己醇、

1,8-辛二胺、1-（3-二甲氨基丙基）-3-乙基碳二亚胺

盐（EDC）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、生物素、

硼酸钠购买自阿拉丁试剂（上海）有限公司，牛血

清白蛋白（BSA）、吐温 20、蔗糖购买自国药集团

化学试剂有限公司，以上试剂均为分析纯。硝酸

纤维素膜（NC膜）、玻璃纤维膜 -Ahlstrom 8964、
吸收垫-H5076、白色底板购买自上海杰一生物技

术有限公司。

实验中用到的适配体和生物素−探针的序列如下：

Apt（含末端修饰序列）：5'-SH-ACAGA ACAAC
CAACG  TCGCT  CCGGG  TACTT  CTTCC  TACTA
GCAGT ACGC-3'

DNAC(+15)：5'-Bio-GCGTA CTGCT AGTAG-3'
链霉亲和素和以上两条 As(III)适配体购买自

生工生物工程（上海）股份有限公司。

 1.2    实验仪器

实验中用到的点膜仪购自美国 BioDot公司，

型号为 XYZ3060；石英晶体微天平购自美国阿美

特克有限公司，型号为 QCM922。
 1.3    实验原理

通过 EDC/NHS将辛二胺的氨基与生物素的羧

基进行酰胺化，然后固定在检测线（T线）上，暴

露出氨基。控制线（C线）上固定有可与适配体互

补配对的 DNA序列（DNAC(+15)），当样品中存在

As(III)时，待测溶液流经缀合垫，与其上的金标

适配体结合形成复合物，在吸收垫的牵引下到达

T线，复合物与氨基结合，因此被截留在 T线

处，出现明显的红色，多余的复合物继续迁移至

C线，显示为红色。反之，若样品中不含 As(III)，
则表现为 T线不显色，C线显色。

 1.4    实验方法

 1.4.1   纳米金（AuNPs）的制备及标记

采用柠檬酸钠还原法合成纳米金，首先按浓

盐酸与浓硝酸 3∶1的比例配置王水，将实验过程

中需使用的 200 mL两口烧瓶、磁力搅拌转子、塞

子和冷凝器等玻璃器皿全部浸入王水中 12 h后，

用大量去离子水冲洗，以确保在纳米颗粒合成过

程中不引入污染。向两口烧瓶中加入 1 mL 50 mmol/L
HAuCl4 溶液以及 49 mL超纯水，使 HAuCl4 的最

终浓度为 1 mmol/L。将烧瓶置于 140 ℃ 油浴锅中

搅拌加热，当溶液开始回流时，取下塞子。迅速

加入 5 mL 38.8 mmol/L的柠檬酸钠，观察到颜色
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在 1 min内从浅黄色变为深红色。继续回流 20 min
后，撤去热源，并在搅拌下将系统冷却至室温。

将合成的纳米金保存在干净的玻璃容器中，储存

在 4 ℃ 下以备使用。采用透射电镜对该方法制备

的纳米金颗粒进行进一步鉴定。

利用适配体末端的巯基与纳米金的相互作用，

获得纳米金修饰的适配体（Apt-AuNPs）[15]。将 90 μL
100 μmol/L 的 Apt（含末端修饰序列）移到微量离心

管中，加入 10 μL l 500 mmol/L醋酸盐缓冲液（pH
5.2）和 15 μL现配的 10 mmol/L 三（2-羧乙基）膦盐

酸盐（TCEP），在室温下孵育 1 h，以激活适配体

末端修饰的硫醇。将已经准备好的 3 mL纳米金转

移到经浓氢氧化钠处理过的玻璃小瓶中，然后用

手轻轻摇动添加 TCEP处理过的硫醇Apt，置于 25 ℃
恒温仪中，在旋涡震荡仪的作用下避光反应 16 h。
然后，向玻璃瓶中滴加 30 μL 500 mmol/L的 Tris-HCl
缓冲液（pH 8.2，终浓度为 5 mmol/L）以及 300 μL
1 mol/L NaCl，25 ℃ 下震荡反应 24 h。设置冷冻离

心机参数为 14 000 r/min，4 ℃，离心 25 min，收集

上清液，并用超纯水多次清洗红色沉淀，直至上

清液中不含适配体。将获得的金标适配体重新分

散在缓冲液（含 5%蔗糖、5% BSA、0.05% 吐温 20
的 10 mmol/L 磷酸缓冲盐溶液）中，储存于 4 ℃ 中

备用。使用紫外可见分光光度计测定总上清液在

260 nm波长处的吸光度，用于定量计算金标适配

体的浓度。

 1.4.2   NC膜的划线

通过亲和素和生物素的相互结合制备 T线和

C线，采用三明治法，将辛二胺固定在 NC膜上。

先用 0.15 mol/L EDC和 0.05 mol/L NHS活化生物

素的羧甲基基团 15 min，随后加入 0.1 mol/L的辛

二胺溶液（溶于 50 mmol/L硼酸钠（pH 8.5）），反

应 1 h。用超滤管过滤多余的生物素和离子，按生

物素与亲和素 4∶1的比例加入亲和素反应 2 h，获

得氨基复合物。按相同比例将生物素标记的

DNAC(+15) 与亲和素反应，得到捕获探针。将

BioDot点膜仪划线通道润洗后，设置运行流量为

0.875 μL/cm，y轴分别设置 19 mm和 13 mm，将氨

基复合物与捕获探针在 NC膜上进行划线操作，分

别标记为 T线和 C线。37 ℃ 下，在真空干燥箱中

烘干 2 h备用。

 1.4.3   试纸条的组装

侧流检测试纸条由样品垫、缀合垫、反应膜

和吸收垫 4部分组成 [16]。其中，样品垫由玻璃纤

维素制成，用于收集样品流体，并将样品运送至

吸收垫。缀合垫中预装有标记了纳米金的 As(III)
适配体（Apt），能与待测组分特异性结合成缀合

物。反应膜以硝酸纤维素膜（NC膜）为载体，其上

固定有生物识别分子，能与待测物结合，通过点

膜仪分别制备了检测线（T线）和控制线（C线）。

吸收垫用来收集多余未结合的样品，同时控制缀

合物在 NC膜上的移动速率。

将 NC膜、缀合垫、样品垫以及吸水纸依次粘

贴在底板上，相邻两部分相互重叠 0.2 mm，如图 1
所示。组装好后，使用裁纸刀切成 5 mm宽的条状试

纸条，置于锡箔袋中密封，放入 4 ℃ 冰箱保存备用。
 
 

NH2

样品垫

金标适配体 As(Ⅲ) DNAC(+15) 生物素 链霉亲和素

缀合垫 检测线 控制线 反应膜 底板 吸收垫

 
图 1    试纸条检测 As(III) 原理图

Fig.1    Schematic diagram of test strip for As(III)
 

 2    结果与讨论

 2.1    纳米金的制备及表征

肉眼观察到，制备的纳米金溶液呈酒红色，

澄清且颜色均匀，无肉眼明显可见的黑色颗粒聚

集沉淀。通过透射电镜对制备的纳米金颗粒进行

质量鉴定，由图 2(a)可知，在 20 nm标尺下，纳

米金颗粒为直径（13 ± 1） nm的球形颗粒，大小均
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一，分散性好，质量稳定且不聚集。取适量纳米

金原溶液与合成的金标适配体偶联物溶液，使用

紫外可见分光光度计在 450～700 nm的波长范围

内对两种溶液进行扫描，分别记录两种溶液的最

大 吸 收 峰 情 况 。 从 图 2(b)中 可 以 看 出 ， Apt-
AuNPs吸收光谱红移 4 nm，与相同浓度的纳米金

溶液相比，吸收强度稍有下降，说明偶联成功。
 
 

(a) AuNPs 的透射电镜图像

20 nm

(b) AuNPs 与 Apt-AuNPs 的紫外–可见吸收光谱 
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图 2    AuNPs 和 Apt-AuNPs 的表征

Fig.2    Characterization of AuNPs and Apt-AuNPs
 

 2.2    As(III) 与适配体结合过程的表征

通过石英晶体微天平验证 As(III)适配体结合

过程，以 100 μL/min流速将 10 mmol/L巯基乙胺

溶液，通过注射泵流入流动池中，约 150 min获得

巯基乙胺自组装膜，如图 3(a)所示。用巯基己醇

非特异性屏蔽多余金位点，并用乙醇和去离子水

反复冲洗，用氮气干燥。随后通入 1 mmol/L的

As(III)溶液，使足够量的 As(III)通过巯基乙胺被

捕捉到金电极上。通过注射泵控制器切换到

缓冲液，冲洗管道中残留的 As(III)。然后通入

As(III)适配体，待适配体在流动池内与晶振片上

的 As(III)充分反应后（30 min内可完成反应），用

缓冲液冲洗，结果如图 3(b)所示，频率 F的变化

可以验证 As(III)与适配体结合的过程。

循环伏安扫描（CV）是在传统的三电极结构电

化学体系中进行的。以 5 mmol/L的 [Fe(CN)6]
3−/4−

溶液和 0.1 mol/L KCl溶液作为电解质溶液，设置

电压 U范围为−1～1 V，扫描速度为 100 mV/s，对

形成SAM-As(III)-Apt三明治夹心结构的每一步都进行

扫描表征。如图 3(c)所示，裸金电极在 [Fe(CN)6]
3−/4−

中发生电化学反应，出现一对明显的氧化还原

峰。当巯基乙胺被修饰到金电极表面后，氧化还

原峰电流 I值明显降低，说明巯基乙胺在金电极与

溶液的界面通过 Au-S键，形成有序的单分子层结

构，构成一层自组装膜，抑制 [Fe(CN)6]
3−/4−在金电

极表面的扩散，阻碍 [Fe(CN)6]
3−/4−电子转移 [110]，

证明巯基乙胺已成功固定在金电极上，形成了自

组装膜。As(III)经氨基吸附作用组装于巯基乙胺

修饰的金电极表面后，氧化电流峰值进一步降

低，这是由于 As(III)带负电荷，与 [Fe(CN)6]
3−/4−之

间的静电斥力所致。As(III)适配体与 As(III)发生

 

(a) 巯基乙胺自组装过程

(b) As(III) 与适配体结合过程
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(c) 循环伏安扫描曲线表征图 
图 3    三明治结构表征图

Fig.3    Characterization of sandwich structure
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特异性相互作用，产生构象变化，可以调节自身

在电极表面的吸附，阻碍 [Fe(CN)6]
3−/4−电子转移，

CV结果表明已成功制备 SAM-As(III)-Apt三明治

夹心结构。

 2.3    NC 膜的选择

NC膜作为 C/T线的承载体，是试纸条装置中

最重要的耗材之一，直接决定了样品的检测结

果。对市场上 2种常见的 NC膜进行了比较：

Satorius CN 140（层析速度为 110～165 s/4 cm）以及

Pall Vivid 170（层析速度为 150～225 s/4 cm）。试纸

条组装完成后的检测效果如图 4所示，同时滴加

50  μmol/L的 As(III)溶 液 后 ， Satorius  CN  140
NC膜率先显现出完整的 T线与 C线，且背景整体

清晰，残留金标适配体少，对实验结果干扰小，

具有良好的实验效果。Pall Vivid 170 NC膜随后显

现出明显的 T线和 C线，但由于运行速度较慢，

金标适配体到达 T线后，出现明显的残留现象，

严重影响了试纸条的外观和使用效果。无论从试

纸条检测速度还是显色结果来看，选择 Satorius
CN 140 NC膜更有利于实验。
  

T

C

Satorius

CN 140 170

Pall Vivid
 

图 4    不同 NC 膜的流动情况

Fig.4    Flow of different NC films
 

 2.4    C 线捕获探针浓度的优化

用缓冲液将分子量为 60 kDa的链霉亲和素干粉

配制为 1 mg/mL的链霉亲和素溶液（16.67 μmol/L）。
分别以链霉亲和素与生物素 1∶1，1∶2，1∶3，
1∶4，1∶5的比例反应（捕获探针对应的浓度分别

为 2.5，5，7.5，10，12.5 μmol/L），保持其他条件

不变，体积保持在 200 μL，保证划线充足。制作

成试纸条后，从图 5的显色效果可知，随着生物

素比例的增加，C线的显色效果更加清晰，当生

物素比例超过亲和素的 4倍时，显色结果反而稍

有变浅。所以确定链霉亲和素与生物素的最佳比

例为 1∶4，捕获探针对应的划线浓度为 10 μmol/L。
 2.5    T 线氨基固定方法的优化

通过 EDC/NHS将辛二胺偶联到生物素的羧基

上。然后通过超滤管滤掉多余的分子，并对

NHS和 EDC的比例进行了优化，与空白组相比，

NHS和 EDC分别以 1∶1， 1∶2， 1∶3， 1∶4的

比例进行实验，加入 50 μmol/L As(III)引起的响应

不同。结果如图 6所示，当两者比例为 1∶3和

1∶4时，T线上显示的红色的程度并无明显区

别，因此，选择 NHS和 EDC以 1∶3的比例进行

后续反应。
 
 

1:1空白 1:2 1:3 1:4

T

C

 
图 6    不同 NHS 和 EDC 比例对显色的影响

Fig.6    Effect  of  different  NHS  and  EDC  ratios  on  color
development

 

 2.6    金标适配体浓度的优化

缀合垫上喷涂的金标适配体（Apt-AuNPs）的浓

度会对试纸条检测结果产生较大影响。在利用纳

米金制作试纸条的过程中，要求金标适配体的浓

度足够高，以保证与 T线和 C线上的复合物充分

反应，显现出明确清晰的条带；但是，金标适配

体浓度也不能过高，这样不仅会提高试纸条制作

成本，还会造成结合垫上金标适配体的明显残

留，并增加 NC膜上的背景色，从多个方面降低检

测 As(III)的灵敏度。使用紫外可见分光光度计测

定上清液中 260 nm处的吸光值，对制备的金标适

配体的浓度进行定量，并稀释到 1 μmol/L，然后用

缓冲液分别将其稀释至 0.25，0.50 μmol/L，分别

将 3种不同浓度的金标适配体喷涂至缀合垫，并与

其他膜材料组装成试纸条，滴加 50 μmol/L的As(III)
进行检测，结果如图 7所示，1 μmol/L的金标适配

体原液，在 T线上有些许残留，且在NC膜上留下较

深的背景色，严重影响实验结果。而 0.25 μmol/L
的金标适配体，T线和 C线显示的条带较浅，会

 

1:1 1:2 1:3 1:4 1:5
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C

 
图 5    不同 C 线捕获探针浓度对显色的影响

Fig.5    Effect  of  different  C-line  capture  probe  concentrations
on color development
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降低检测灵敏度，并缩短检测区间。相比于前两

者，0.50 μmol/L的金标适配体不仅显示出清晰的

条带，而且 NC膜上基本无背景色残留，因此，选

择稀释成 0.50 μmol/L的金标适配体进行后续实验。
  

0.25 0.50 1.00 μmol/L

T

C

 
图 7    不同金标适配体浓度对显色的影响

Fig.7    Effect  of  different  gold  standard  aptamer
concentrations on color development

 

 2.7    三明治法检测 As(III)
在优化出的最佳实验条件下，使用构建出的

三明治试纸条传感器，分别测定不同浓度的 As(III)
溶液（0，0.1，1，10，50，100，500，1 000 μmol/L）。
从图 8可以看出，随着 As(III)浓度的增加，试纸

条上 T线逐渐变得清晰。 As(III)浓度在 0.1～
500 μmol/L的范围内，颜色响应信号与浓度形成很

好的梯度关系；浓度大于 500 μmol/L时，无明显

变化，表示已经达到饱和状态，无法通过过量的

As(III)来形成 NH2-As(III)-Apt的三明治结构。检测

限为 0.1 μmol/L，低于世界卫生组织规定的 10 μg/L
（0.133 μmol/L）的最低限量。
  

T

0 0.1 1 10 50 100 500 1 000

C

μmol/L 
图 8    灵敏度测试

Fig.8    Sensitivity test
 

 2.8    选择性测试

为了研究该适配体试纸条对 As(III)的特异

性，对潜在的干扰物质包括 Pb2+，Cd2+，Ni2+，
Cr3+，Zn2+，As(V)进行检测。如图 9所示，可以

清楚地看到，在相同的 50 μmol/L浓度下，As(III)
的 T线出现清晰的条带，而其他离子与空白对照

无显著差异，均无明显颜色信号。因此，上述结

果表明该传感器分析方法对 As(III)具有较好的选

择性，受环境中其他潜在离子的影响小，这得益

于 As(III)与其适配体的高度特异性。

 2.9    稳定性测试

将实验中制备组装好的纳米金试纸条在 4 ℃

冰箱中保存，10 d之后取出试纸条进行 10 μmol/L
As(III)标准溶液和阴性溶液的检测，观察试纸条

显色情况，结果显示试纸条均有效，且稳定性良好。

 2.10    实际样品测试

向自来水中分别加标 0.1， 1， 10  μmol/L的

As(III)，利用制备好的试纸条进行检测。如图 10
所示，T线上的条带清晰可见，有明确的颜色信

号，表明本试纸条可用于实际样品的检测，能够

满足普通人群日常生活用水的检测要求。
  

T

C

0.1 1 10 μmol/L 
图 10    实际样品测试

Fig.10    Real samples test
 

 3    结　论

本文利用三明治夹心法构建了基于适配体胶

体金试纸条检测 As(III)系统，目的在于开发切实

可行的 As(III)检测应用装置。通过选择合适的

NC膜，优化 C线捕获探针的浓度、T线氨基的固

定方式以及金标适配体的浓度，确定最佳的实验

条件，成功组装可用于现场检测 As(III)的试纸条

装置。该试纸条对 As(III)的检测限为 0.1 μmol/L，
获得了理想的灵敏度，同时具有良好的特异性和

稳定性。本方法作为利用试纸条检测 As(III)的首

次尝试，对基于核酸试纸条检测 As(III)的后续研

究以及其他离子的相关检测具有参考意义，具有

良好的市场前景。
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