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基于DNA核酸适配体序列的超灵敏比色法 
检测牛乳中的雌二醇

付  田1，曹锦轩1，潘道东1,2,*，程克文1，曾小群1，吴  振1，孙杨赢1

（1.浙江省动物蛋白精深加工技术重点实验室，浙江 宁波 315211；

2.南京师范大学 国家乳品加工技术研发分中心，江苏 南京 210097）

摘  要：分别利用最适长度的雌二醇DNA核酸适配体的特异性识别和胶体金聚集前后颜色及吸光度的变化实现雌二

醇的定性和定量检测。本研究制备了胶体金，并设计了75-mer、35-mer和22-mer的雌二醇核酸适配体，依据没有核

酸适配体保护的胶体金在最适氯化钠浓度条件下聚集，而有核酸适配体保护的胶体金在此浓度条件下不聚集以及雌

二醇的核酸适配体与雌二醇特异性结合的特性，实现对雌二醇的超灵敏检测。结果表明，在NaCl浓度30 mmol/L、 

35-mer核酸适配体质量浓度30 nmol/L条件下，雌二醇质量浓度与胶体金在625 nm和523 nm波长条件下，吸光度的

比值（A625 nm/A523 nm）在13.6～54.4 pg/mL的范围内呈良好的线性关系，检测限为2.7 pg/mL。所构建的比色法的特异

性、稳定性和重复性均良好。应用该方法对牛乳样品进行检测，雌二醇的最低检测限为13.6 pg/mL，因此可用于奶

制品中雌二醇的快速检测。
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A Supersensitive Colorimetric Method Based on DNA Aptamers for Estradiol Detection in Milk
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Abstract: A novel method was developed for the qualitative and quantitative determination of estradiol based on its 

specific recognition by the DNA aptamer of optimum length as well as the changes in the color and absorbance of colloidal 

gold before and after aggregation. In this work, colloidal gold particles were prepared and the 75-mer, 35-mer and 22-mer  

estradiol-specific nucleic acid aptamers were designed for the ultrasensitive colorimetric detection of estradiol. The 

colorimetric method was based on the fact that the optimal concentration of sodium chloride leads to the aggregation of 

colloidal gold without the protection of the aptamer, while the colloidal gold does not aggregate under the protection of the 

aptamer. The results showed that the concentration of estradiol in the range of 13.6‒54.4 pg/mL exhibited a good linear 

relationship with the absorbance ratio (A625 nm/A523 nm) of colloidal gold at 625 nm and 523 nm with a limit of detection (LOD) 

of 2.7 pg/mL, under the condition of 30 mmol/L sodium chloride and 30 nmol/L 35-mer nucleic acid aptamer. The developed 

colorimetric sensor had the advantages of high specificity, stability and reproducibility. The practicality of this proposed 

method was further confirmed through the detection of estradiol in milk samples with LOD of 13.6 pg/mL. Therefore, this 

colorimetric method will be useful for the rapid and sensitive detection of estradiol in milk products.
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雌二醇是一种广泛分布于人体和哺乳动物的内分

泌雌激素，并且具有很强的雌激素效应。低浓度的雌二

醇就能扰乱人体的免疫系统，造成人体生殖系统紊乱，

特别是引起儿童性早熟，因此雌二醇的危害越来越受

到人们的关注[1]。研究表明人类饮食中摄入的外源性雌

激素60%～70%来源于牛乳及乳制品[2]。此外，雌二醇

的残留受奶牛品种，妊娠奶牛的产奶以及养殖户为提

高瘦肉比、促进发情而非法添加的兽药的共同影响[3]。

Arditsoglou等[4]表明富含雌二醇的污物经常被排放到水源

中，导致水体雌二醇超标。Salehi[5]、Cutolo[6]等指出，雌

二醇可通过食物链的富集作用影响人体的生殖、致癌、

致畸、免疫功能以及影响自然环境中生物固氮。因此，

建立一种快速、灵敏的食品中的雌二醇检测方法是非常

有必要的。

目前，关于雌二醇的检测方法主要有色谱法[7-9]、电

化学法[10-13]、免疫分析法[14-16]等。根据GB 29698—2013
《奶及奶制品中17β-雌二醇、雌三醇、炔雌醇多残留的

测定》可知，雌二醇残留的检测限为5 ng/mL，这些检测

方法不仅达到国家标准，且具有较高的检测灵敏度，例

如电化学法[10]中雌二醇残留的最低检测限为0.84 pg/mL，
但由于受到样品前处理过程繁琐、操作复杂、设备要求

高和酶的稳定性的限制，使其应用难以扩大，也不能广

泛地用于食品的快速检测。核酸适配体是通过体外指数

富集配体系统进化技术（systematic evolution of lgands by  
exponential enrichment，SELEX）筛选出来的由人工合成

的一段单链DNA或RNA。它们能识别各种目标物，包括

小分子、糖、蛋白质甚至整个细胞[17-18]。更重要的是，

相对抗体而言，筛选出来的核酸适配体具有亲和力高、

稳定性好、检测范围广等特点，而且此技术已经被广泛

用于比色[19-20]、电化学[21-22]、化学发光[23]、荧光[24]等各

种检测方法中。胶体金是由金盐被还原成原金后形成的

金颗粒悬液，是一种电学性质、光学性质、化学性质都

较优异的纳米材料，并被作为广谱的比色法传感器[25]。 

其中胶体金-适配体比色法具有快速、简单、灵敏、不需

要特殊设备就能得到肉眼可见的结果等优点，已经被广

泛用于开发便携和现场使用的快速检测试剂盒和其他装

置中[26-27]。Kim等[28]指出核酸适配体能有效地和雌二醇结

合。Huang Kejing等[29]利用核酸适配体建立了生物传感器

法检测雌二醇。核酸适配体不但具有高灵敏度和高选择

性，而且能有效保护胶体金，使之不发生聚集。胶体金

结合适配体的比色法是基于分子识别技术，能很好地捕

捉色差引起的信号变化。目前此技术已经在金属离子和

小分子物质的检测中有报道，然而对于食品中残留的雌

二醇的检测未被研究。

基于此，本实验探究了雌二醇的核酸适配体碱基长

度对胶体金比色法检测雌二醇的影响，以及利用最适碱

基长度的核酸适配体通过胶体金比色法检测牛乳中的雌

二醇。此实验的建立，旨在快速检测食物中雌二醇的残

留，为一些由雌二醇引起的疾病诊断提供更加快速、灵

敏的方法，提高人类对雌二醇的认识和改善雌二醇的评

价体系。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

蒙牛牛乳 宁波市购；氯金酸、柠檬酸三钠、氯化

钠（均为分析纯） 国药集团化学试剂有限公司；雌二

醇、孕酮、双酚A、呋喃它酮、氯霉素标准品 中国标

准物质网；实验用水均为超纯水。

表 1 核酸适配体序列和DNA随机序列[30]

Table 1 Aptamer  nucleic acid sequences and  random DNA sequences

碱基长度 序列（5’→3’）
75-mer核酸适配体 ATA CGA GCT TGT TCA ATA CGA AGG GAT GCC GTT TGG GCC CAA 

GTT CGG CAT AGT GTG GTG ATA GTA AGA GCA ATC

35-mer核酸适配体 AAG GGA TGC CGT TTG GGC CCA AGT TCG GCA TAG TG

22-mer核酸适配体 GCC GTT TGG GCC CAA GTT CGG C

35-mer DNA随机序列 ACG GGT GGC CGC CAG GTC TTG AAG TGG CAG TAT TA

22-mer DNA随机序列 TGG GCC CTT TAC GGA CCG CGT G

注：序列均由生工生物工程有限公司合成。

1.2 仪器与设备

RCT加热磁力搅拌器 广州仪科实验室技术有限公司； 

WH-1微型旋涡混合仪  上海沪西分析仪器厂有限 

公司；Heraeus Fresco17低温高速离心机 德国贺利氏 

公司；UV5100紫外-可见分光光度计 安徽皖仪科技股

份有限公司。

1.3 方法

1.3.1 胶体金的制备

本实验采用传统的柠檬酸三钠还原四氯金酸法制得

15 nm的胶体金[31]。具体步骤如下：取250 mL的锥形瓶先

用双蒸水洗干净，再用王水浸泡24 h后洗净烘干备用；向

锥形瓶中加入1 mL 0.5%的氯金酸和60 mL的双蒸水，在

加热磁力搅拌器上加热至沸腾；维持1 500 r/min的转速不

变，向沸腾后的溶液中迅速加入一定量1%的柠檬酸钠溶

液；溶液的颜色在2 min内发生明显变化，当颜色不再变

化时继续加热煮沸5 min，冷却后补水至原体积，在4 ℃
冰箱保存备用。

1.3.2 胶体金的表征

将制备好的胶体金浓缩5 倍，用紫外-可见分光光度

计测得制备的胶体金在400～750 nm的吸光度，根据最大

的吸收峰位置判断胶体金颗粒的均一性；利用粒度分析

（dynamic light scattering，DLS）仪测得胶体金的粒径

大致分布情况，具体步骤如下：取1 mL浓缩后的胶体金

溶液于比色皿中，放入DLS仪器中测得其数据，再通过
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Origin 8.0处理数据，即可绘制出胶体金颗粒的尺寸与胶

体金尺寸分布强度的关系曲线。

1.3.3 雌二醇的检测

经柠檬酸钠还原法制备的胶体金在25～35 nm（即

分散状态）呈酒红色。当溶液中有NaCl存在时，胶体

金表面的负电荷被溶液中的阳离子中和，导致胶体金之

间的静电作用力降低，引起胶体金聚集，溶液颜色根据

胶体金的聚集程度不同呈现紫色或者灰色。核酸适配体

可以通过静电吸附到胶体金的表面，起到保护胶体金的

作用，增强了胶体金对NaCl的稳定性，当加入高浓度

的NaCl后，胶体金溶液依然呈现酒红色。再加入目标物

后，由于目标物与核酸适配体之间的亲和力更强，核酸

适配体从胶体金表面脱落下来，引起胶体金的聚集，溶

液颜色发生变化的程度与待检测溶液中的雌二醇的含量

呈正相关，通过肉眼观察溶液颜色的变化情况就可以做

出定性判断。通过紫外-可见分光光度计得到溶液的吸收

光谱图可以定量计算出溶液中雌二醇的含量。基于DNA
核酸适配体序列的胶体金比色法检测雌二醇的原理图，

如图1所示。

NaCl

NaCl

AnNPs AuNPs

NaCl

图 1 基于DNA核酸适配体序列的胶体金比色法检测雌二醇的原理

Fig. 1 Principle of estradiol detection by colloidal gold assay based on 

DNA aptamer sequence

1.3.4 NaCl浓度的优化

通过单链雌二醇核酸适配体保护的胶体金能在高浓

度NaCl条件下保持稳定，但是NaCl浓度太高也会引起胶

体金的聚集。当在一个合适的NaCl浓度条件下，没有核

酸适配体保护的胶体金刚好发生聚集，而有核酸适配体

保护的胶体金不会聚集。取6 支试管，分别加入100 μL
浓缩后的胶体金（取制备好的胶体金1 mL，在9.0×g离
心5 min，除去上清液，加双蒸水至200 μL，即得到浓缩

5 倍的胶体金），再分别加入一定量不同浓度的NaCl，

NaCl终浓度为0、10、20、30、40、50 mmol/L，轻轻摇

晃，室温孵育10 min后观察试管溶液颜色的变化。

1.3.5 雌二醇核酸适配体浓度的优化

取18 支试管，平均分成3 组，第1组为75-mer核酸

适配体，第2组为35-mer核酸适配体，第3组为22-mer核
酸适配体，向每支试管中加入80 μL浓缩后的胶体金，

再向3 组实验中分别依次加入不同浓度的核酸适配体，

室温孵育90 min，最终每支试管中形成100 μL的胶体金-
核酸适配体溶液，且每组实验中核酸适配体的浓度为

50、40、30、20、10、0 nmol/L，最后向每支试管中加入 

30 mmol/L的NaCl溶液，轻轻摇晃，室温孵育10 min后观

察试管中溶液颜色变化。

1.3.6 核酸适配体的长度对雌二醇检测的影响

取18 支试管，平均分成3 组，第1组为75-mer的核

酸适配体，第2组为35-mer核酸适配体，第3组为22-mer
核酸适配体，向每支试管中加入80 μL浓缩后的胶体金，

再向3组实验中分别依次加入适量终浓度为20 nmol/L  
75-mer核酸适配体、终浓度为30 nmol/L的35-mer核酸适

配体和终浓度为30 nmol/L的22-mer核酸适配体，混匀，

室温孵育90 min，每支试管的总体积为100 μL，再向每

支试管中分别加入30 mmol/L的NaCl溶液，轻轻摇晃，

室温孵育10 min，最后向75-mer核酸适配体中分别加入

0、13.6、27.2、54.4、81.6、108.8 ng/mL的雌二醇，向

35-mer和22-mer核酸适配体中分别加入0、13.6、27.2、
54.4、108.8、163.2 pg/mL的雌二醇，室温孵育15 min后
观察试管溶液颜色变化。

1.3.7 定量检测

利用胶体金比色法检测雌二醇，在用肉眼观察的

情况下可以实现定性及半定量的检测，而比色检测的结

果经紫外-可见分光光度计可以实现定量的检测。由核

酸适配体长度优化的结果可知，35-mer和22-mer核酸适

配体对雌二醇的检测效果更好，因此选择35-mer和22-
mer核酸适配体进行标准样本的检测。取24 支试管，

平均分成4 组，第1组为35-mer核酸适配体，第2组为 

35-mer随机序列，第3组为22-mer核酸适配体，第4组
为22-mer随机序列，向每支试管中加入80 μL浓缩后的

胶体金，再向第1组中各加入适量终浓度为30 nmol/L的 

35-mer核酸适配体，第2组中各加入适量终浓度为30 nmol/L 
的35-mer随机序列，第3组试管中各加入适量终浓度为

30 mmol/L的22-mer核酸适配体，第4组中各加入适量终

浓度为30 nmol/L的22-mer随机序列，室温孵育90 min，
向每支试管中加入30 mmol/L的NaCl溶液，轻轻摇晃，

室温孵育10 min，最后向每组试管中分别加入0、1.36、
2.72、13.6、27.2、54.4 pg/mL的雌二醇，室温孵育15 min
后观察试管内溶液颜色变化，利用紫外-可见分光光度计

测得不同浓度的雌二醇在625 nm和523 nm波长下的吸光
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度，通过625 nm和523 nm的吸光度比值（A625 nm/A523 nm）

和雌二醇的质量浓度建立标准曲线，即可实现雌二醇的

定量检测，独立重复实验3 次。

1.3.8 特异性实验

用胶体金比色法检测雌二醇时，雌二醇的一些类

似物如孕酮、双酚A等也可能会对检测结果产生影响，

本实验验证了比色法检测雌二醇的特异性，通过以上

优化条件，选择35-mer核酸适配体作为下面实验的条

件，具体的方案如下：取6 支试管，向每支试管中加入

80 μL浓缩后的胶体金，再加入适量终浓度为30 nmol/L的 

35-mer核酸适配体，室温孵育90 min，再向每支试管中加

入30 mmol/L的NaCl溶液，轻轻摇晃，室温孵育10 min，
最后向第1支试管中加入13.6 pg/mL的雌二醇，向第2～5
支试管中加入13.6 ng/mL的雌二醇，向第6支试管中加入

水，室温孵育15 min后观察颜色变化，并利用紫外-可见

分光光度计实现定量分析。独立重复实验3 次。

1.3.9 实际样品的检测

胶体金比色法检测可以实现现场快速检测，本实验

以牛乳为检测对象来测试比色检测法对实际样品检测的

实用性。具体步骤如下：取20 mL牛乳，加入雌二醇标

准样品，将混合样品混匀摇晃20 min后，在3 000 r/min离
心20 min，取上清液用0.22 µm针头式过滤器过滤，再用

氮气吹干，最后用20 mL双蒸水溶解，制成不同质量浓

度的雌二醇的实际样品，且雌二醇的质量浓度分别为0、
1.36、2.72、13.6、27.2、54.4 pg/mL；实际样品检测的具

体步骤与标准样品一样。

2 结果与分析

2.1 胶体金的表征
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图 2 胶体金的紫外吸收光谱（a）和胶体金的粒度分布（b）图

Fig. 2 UV absorption spectrum (a) and particle size distribution (b) of 

colloidal gold particles

本实验制备的胶体金溶液呈酒红色，扫描胶体金溶

液在400～750 nm的紫外-可见吸收光谱，利用DLS测得

胶体金的粒径分布情况。由图2a可知，所制得的胶体金

溶液在523 nm波长处有最大吸收峰，并且吸收峰尖锐，

没有杂峰出现，说明所制备胶体金粒径均一。由图2b可

知，所制得的胶体金粒径分布均匀，集中在25～35 nm之

间，满足实验需要。

2.2 NaCl浓度的优化结果

没有单链核酸探针保护的胶体金在适当的盐离子浓

度下就会聚集，导致溶液颜色变蓝，而有核酸探针保护

的胶体金在此浓度不会产生聚集。由图3可知，随着NaCl

浓度的增加，胶体金溶液的颜色由酒红色逐渐变紫，当

NaCl浓度为30 mmol/L时，胶体金出现聚集，溶液颜色变

成淡紫色，所以NaCl的最适浓度为30 mmol/L。

0 10 20 30 40 50

NaCl / mmol/L

图 3 NaCl浓度的优化

Fig. 3 Optimization of NaCl concentration

2.3 不同长度的核酸适配体浓度的优化结果

35-mer

40 30 20 1050

22-mer

040 30 20 1050

75-mer

40 30 20 1050 0 

0 

/ nmol/L

/ nmol/L

/ nmol/L

图 4 不同长度的核酸适配体浓度的优化

Fig. 4 Optimization of the concentrations of nucleic acid aptamers of 

different lengths

如图4所示，当NaCl浓度为30 mmol/L时，胶体金

刚好发生聚集，在此NaCl浓度条件下，随着核酸适配体

的加入，适配体会吸附在胶体金的表面，再加入此浓度

的NaCl，胶体金刚好不会聚集，只有加入雌二醇后才会

引起胶体金的聚集，此时的核酸适配体浓度即为最适浓

度。由图4可知，当75-mer核酸适配体浓度为20 nmol/L
时，胶体金溶液刚好不发生聚集，此时的核酸适配体浓

度即为最适浓度；35-mer核酸适配体和22-mer核酸适配

体的最适浓度均为30 nmol/L。
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2.4 核酸适配体长度的优化结果

75-mer

13.6 27.2 54.4 81.60 108.8 

22-mer

163.2 13.6 27.2 54.4 108.80

35-mer

163.2 13.6 27.2 54.4 108.80

/ ng/mL

/ pg/mL

/ pg/mL

图 5 核酸适配体长度对雌二醇检测的影响

Fig. 5 Effect of the length of the nucleic acid aptamer on  

the detection of estradiol

雌二醇核酸适配体的长度会直接影响核酸适配体与

胶体金结合的能力，进一步影响目标物的检测灵敏度。

在最适核酸适配体浓度和NaCl浓度条件下，用不同长度

的核酸适配体检测雌二醇，当加入不同质量浓度的雌二

醇时，雌二醇与核酸适配体特异性结合，引起胶体金的

聚集，通过比较雌二醇的检测限，选择最适的核酸适配

体长度进行雌二醇标准样品和实际样品的检测。由图5可
知，75-mer、35-mer、22-mer核酸适配体对应的雌二醇的

检测限分别为54.4 ng/mL、27.2 pg/mL和54.4 pg/mL。当

选择75-mer核酸适配体时，由于核酸适配体太长，即使

加入较高质量浓度的雌二醇也很难将胶体金表面的核酸

适配体竞争下来，可能会导致核酸适配体不仅和胶体金

结合还与雌二醇结合，影响胶体金的聚集，从而降低了

雌二醇的检测灵敏度。35-mer和22-mer核酸适配体由于

长度适中，雌二醇的检测限相对很低，所以最终选择这

两个长度的核酸适配体进行雌二醇的检测。

2.5 定量检测结果

由于肉眼鉴别不能得到定量的结果，只能根据颜色

变化的程度进行定性或半定量的判断，因此需要通过紫

外-可见分光光度计定量判断。由图6a可知，35-mer核酸

适配体和22-mer核酸适配体通过肉眼判断雌二醇的检测

限分别为2.72、27.2 pg/mL。紫外图谱进一步定量验证了

肉眼判断的结果，由图6b可知，当选择35-mer核酸适配

体时，在0～54.4 pg/mL的线性范围内，雌二醇的质量浓

度与A625 nm/A523 nm呈现良好的线性关系，线性相关系数R2

为0.98，22-mer核酸适配体在相同线性范围内，雌二醇的

质量浓度与A625 nm/A523 nm的线性关系比35-mer核酸适配体

要差，线性相关系数R2为0.96，可能是因为核酸适配体太

短，胶体金与核酸适配体的结合物相对很小，在加入目

标物后，目标物难以找到核酸适配体并与之结合，降低

了检测灵敏度。因此，当选择35-mer核酸适配体时，雌

二醇的检测限更低，而且线性相关性更好。
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下标1. 35-mer核酸适配体；2. 22-mer核酸适配体。

图 6 雌二醇的定性（a）与定量（b）检测

Fig. 6 Qualitative (a) and quantitative (b) detection of estradiol

2.6 特异性实验结果
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图 7 雌二醇的定性（a）与定量（b）特异性检测

Fig. 7 Specific detection of estradiol

雌二醇的一些类似物如孕酮、双酚A等在结构上与雌

二醇十分相似，为了验证这些类似物是否会对雌二醇的检

测造成干扰，实验在检测体系中加入高质量浓度的雌二醇

类似物，结果如图7所示。从图7a可知，当选择35-mer核酸

适配体时，雌二醇质量浓度为13.6 pg/mL时，实验组胶体
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金的颜色与对照组相比就已经变紫，而加入1.36 ng/mL的
雌二醇类似物的胶体金的颜色与对照组相比并没有明显变

化，紫外-可见分光光度计测得的结果（图7b）与肉眼判

断的结果基本一致，因此本方法具有很高的特异性。

2.7 实际样品检测结果

为了验证本方法的实用性，现将雌二醇标准样品加

入到牛乳中，制备成实际样品，检测的结果如图8所示。

由图8a可知，对照组的颜色呈酒红色，实验组中雌二醇

质量浓度为13.6 pg/mL时，胶体金发生明显的聚集，与紫

外图谱测得的结果（图8b）一致，说明本方法对牛乳中

雌二醇的最低检测限为13.6 pg/mL，完全可以满足实际样

品检测的需求。
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图 8 实际样品（牛乳）中雌二醇的定性（a）与定量（b）检测

Fig. 8 Qualitative (a) and quantitative (b) detection of estradiol in real 

milk samples  

3 结 论

利用最适长度雌二醇适配体的特异性和胶体金聚

集前后颜色及吸光度变化来实现雌二醇的定量检测。

当NaCl浓度为30 mmol/L，35-mer雌二醇适配体浓度为

30 nmol/L时，雌二醇的最低检测限为2.7 pg/mL，且检

测特异性、稳定性和重复性均良好，本方法可以实现雌

二醇的快速灵敏检测。在用牛乳样品作为实际样品检测

时，最低检测限可达到13.6 pg/mL，说明本方法在食品安

全检测中具有较强的实用性，并且为研制更多快速、便

携、现场检测的方法提供了参考。
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