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摘要：建立了一种基于核酸适配体识别-纳米金显色的盐酸克伦特罗可视化检测方法。通过合成纳米金、适配体、适配体互补链

以及适配体-纳米金探针和互补链-纳米金探针，利用纳米金的变色效应，构建了盐酸克伦特罗的简单、快速、高灵敏度检测方法。当

待测物中含有目标物时，适配体与目标物结合，纳米金呈现游离状态，在一定的盐浓度下，纳米颗粒发生聚集，纳米金颜色发生变化；

当待测物中不含目标物时，适配体与适配体互补链互补杂交，形成稳定的网络结构，溶液颜色不发生变化。分别对适配体、互补链与

纳米金连接的陈化盐浓度、适配体与互补链浓度、显色体系盐浓度等参数进行了优化。在优化的条件下，盐酸克伦特罗在 1~1000 ng/mL

浓度范围内，呈现良好的线性关系，回归方程为 y=0.023 x+0.362（R2=0.991），最低检测限为 1 ng/mL。对猪肝实际样品的加标回收

率为 83.5%~101.8%。该方法简单、准确、可靠，可用于实际样品的检测分析。 
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Abstract: To detect clenbuterol (CL), a β-Agonist,a visual and rapid method based on aptamer and gold nanoparticles (AuNPs) was 

established in this study. The aptamer (DNA1) conjugating with clenbuterol, and its complementary DNA (DNA2) were designed and 

synthetized, respectively. The aptamer-AuNPs probe (probe1) and aptamer complementary DNA-AuNPs probe (probe2) were also synthetized 

in present study. In the presence of CL, aptamer bound to the target, AuNPs maintained a free state, however, these AuNPs began to aggregate 

and change color from red to purple in a high concentration of salt. In the absence of CL, aptamer and its complementary DNA formed a stable 

network, keeping red color. Some parameters, such as the concentration of aptamer, aptamer complementary DNA and salt were optimized, 

respectively. The results showed that in the optimum conditions, clenbuterol had a good linear relationship ranging from 1 to 1000 ng/mL, with 

correlation coefficients (R2) 0.991. The visual detection limit was 1 ng/g, and the recoveries at three spike levels ranged from 83.5% to 

101.8%.This newly developed method was simple, sensitive, and reliable. It was suitable to detect clenbuterol in actual samples. 
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盐酸克伦特罗，俗称瘦肉精，是一种 β2-受体激

动剂，用于治疗动物咳嗽的平喘药物，为白色或类似

白色的结晶体粉末，化学性质稳定。由于其易被动物 
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吸收，可促进动物生长，能改善动物体内脂肪分配，

盐酸克伦特罗被非法添加到动物饲料中，以增加瘦肉

率。但这种药物在动物体内残留时间长，容易在动物

的肝脏、肾脏、肌肉等组织中引起蓄积。人食用残留

有克伦特罗的畜禽产品后会引起食物性中毒，中毒症

状往往表现为心跳过快、四肢肌肉颤动、头痛眩晕等

中毒症状。自上世纪 80 年代以来，国内外已多次发生

食用残留克伦特罗药物食品中毒的事件。目前，盐酸

克伦特罗等 β2-受体激动剂与甾体激素被并列为对健

康威胁最严重的同化激素。为保证食品安全，2002 年
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2 月农业部、卫生部、国家药品监督管理局发布《禁

止在饲料和动物饮用水中使用的药物品种目录》（农业

部公告第 176 号），将盐酸克仑特罗等 7 种肾上腺素受

体激动剂列为禁用药品，禁止其在饲料和动物饮用水

中使用。接着在 2002 年 12 的中华人民共和国农业部

第 235 号公告明确规定，在所有动物的所有可食品组

织中不得检出克伦特罗及其盐、酯。因此，做好盐酸

克伦特罗的分析检测工作，对保护人体健康具有重要

意义。 
目前，已经有多种技术可以对盐酸克伦特罗进行

检测，包括气相色谱-质谱联用(GC-MS)[1,2]、高效液相

色 谱 (HPLC)[3] 、 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 技 术

(LC-MS/MS)[4~7]、酶联免疫法[8~10]、免疫胶体法[11,12]、

毛细管电泳法(CE)[13]、芯片法[14]等。尽管这些方法有

很高的选择性和灵敏度，但是其中一些方法需要昂贵

的仪器设备（如色谱法、质谱法、毛细管电泳法）、检

测成本较高或者需要长时间的样品预处理过程，且无

法满足现场检测和快速筛查的要求。因此建立一种低

成本、操作简单、灵敏、快速的克伦特罗检测技术显

得尤为必要。 
核酸适配体是一段 DNA 序列。1990 年，Ellington

和 Szostak[15]以及 Tuerk 和 Gold[16]用 SELEX（指数富

集的配体系统进化）技术分别筛选出能与有机染料和

T4 DNA 聚合酶特异性结合的随机寡核苷酸，并由

Ellington 和 Szostak 命名为核酸适配体(aptamer)。从核

酸分子文库中得到的寡核苷酸片段，是一类新型识别

分子，具有亲和力高、特异性强、分子量小、可化学

合成、稳定性好、无毒性等优点。本研究基于核酸适

配体的高特异性、灵敏性识别，结合纳米金的独特光

学特性，建立了盐酸克仑特罗的快速可视化方法，为

有效解决食品中盐酸克伦特罗的快速检测提供技术支

持。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器 

AR224CN 电子天平、Starter 3C 实验室 pH 计，

奥豪斯仪器有限公司；JEM-2100HR 透射电子显微镜，

JEOL 公司，日本；Centrifuge 5424R 台式高速冷冻离

心机，Eppendorf 中国有限公司；ND-1000 微量紫外可

见分光光度计，美国 Nanodrop 公司；Synergy H1 全

功能微孔板检测仪酶标仪，美国伯腾；F-7000 全波长

荧光光谱仪，日本日立公司。 

1.2  试剂与样品 

盐酸克伦特罗标准品购自 Sigma-Aldrich 公司；氯

金酸（纯度 99%）、柠檬酸三钠、氯化钠、氯化钾、

磷酸氢二钠，磷酸二氢钠等购自医药上海化学试剂公

司（均为分析纯）；盐酸克仑特罗适配体 DNA1：5’SH- 
AGC AGC ACA GAG GTC AGA TGT CAT CTG AAG 
TGA ATG AAG GTA AAC ATT ATT TCA TTA ACA 
CCT ATG CGT GCT ACC GTG AA-3’。盐酸克仑特罗

适配体的互补链 DNA2：5'-TTC ACG GTA GCA CGC 
ATA GGT GTT AAT GAA ATA ATG TTT A-SH-3’由生

工生物工程（上海）有限公司（中国）合成。 

1.3  纳米金的制备 

首先将所用容器用王水浸泡约 8 h，然后用超纯水

清洗浸泡好的容器并烘干。在烘干后的三口圆底烧瓶

中加入体积比为 20:1 的超纯水和 0.2%氯金酸溶液，

在油浴锅中边搅拌边加热至沸腾，10 min 后加入 1%
柠檬酸钠（含 0.03%柠檬酸），柠檬酸钠与氯金酸的体

积比为 4:5，继续加热 10~15 min 至溶液变成清亮透明

的酒红色，停止加热，继续搅拌 15~20 min，再冷却

至室温，即得到粒径为 15±2 nm 的纳米金颗粒。将此

溶液置于棕色瓶中，于 4 ℃避光保存，通过紫外-可
见吸收光谱和透射电子显微镜（TEM）进行表征。 

1.4  适配体-纳米金探针和互补链-纳米金探针

的制备 

将巯基化适配体 DNA1 和互补链 DNA2 分别与

TCEP 混合活化，DNA1、DNA2 与 TCEP 的摩尔比为

1:100；将纳米金溶液在 4 ℃，12000 r/min 的条件先

离心 30 min，弃去 3/4 上清液，再振荡重悬，得纳米

金浓缩液；随后将活化后的 DNA1 和 DNA2 分别加入

上述的纳米金浓缩液中，活化后的 DNA 与纳米金浓

缩液的体积比为 2:23，在 37 ℃ 150 r/min 条件下摇床

孵育 12~16 h，将十二烷基硫酸钠（SDS）加入上述

DNA1-纳米金探针和 DNA2-纳米金探针中，SDS 的终

浓度约为 0.4%；在 12 h 内分多次加入 NaCl 溶液进行

陈化，每次加入 NaCl 前先超声 10~15 s，加入后振荡

混合；将以上处理后的 DNA1-纳米金探针和 DNA2-
纳米金探针在 37 ℃ 150 r/min 摇床条件下陈化 12 h；
陈化后的 DNA1-纳米金探针和 DNA2-纳米金探针在

25 ℃ 10000 r/min 条件下离心 30 min，吸出上清液，

再加入等量去离子水，如此重复离心洗涤 2 次，以去

除未与纳米金结合的 DNA1 和 DNA2，即得到所述的

适配体-纳米金探针和互补链-纳米金探针，置于 4 ℃
冰箱中避光保存备用。 
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1.5  盐酸克伦特罗的检测 

将制备好的适配体-纳米金探针和互补链-纳米金

探针置于水浴锅中 95 ℃热处理 5 min，然后取 100 μL
适配体-纳米金探针、200 μL 互补链-纳米金探针、100 
μL 不同浓度的盐酸克伦特罗溶液，置于 1.5 mL 离心

管中混匀，在 37 ℃摇床中孵育 1 h，随后加入 21 μL 2 
mol/L NaCl 溶液，使 NaCl 终浓度达到 100 mmol/L；
反应 5 min 后，观察溶液颜色变化，并在 200~800 nm
进行 UV-vis 扫描。根据 A540的吸光值和盐酸克伦特罗

的浓度绘制盐酸克伦特罗的标准曲线。 

1.6  数据分析 

试验结果以“平均数±标准偏差”表示。采用 Origin 
8 软件对数据进行处理并作图。 

2  结果与讨论 

2.1  可视化检测的原理 

 
图1 基于适配体-纳米金比色检测盐酸克伦特罗的原理 

Fig.1 Principle of the visual detection of Clenbuterol using 

aptamer and AuNPs 

DNA1 与 DNA2 是互补配对的碱基序列，DNA1
能够识别并捕获靶物质盐酸克伦特罗，互补链 DNA2
和盐酸克伦特罗竞争与适配体 DNA1 结合。当待测物

中含有盐酸克伦特罗时，DNA1 与盐酸克伦特罗结合，

纳米金呈现游离的状态，在一定的盐浓度下，纳米金

表面的负电荷被屏蔽，纳米颗粒间的排斥力减弱，发

生聚集现象，由于纳米金的颜色具有光距离依赖特性，

因此纳米金的颜色发生变化，待测物中盐酸克伦特罗

的浓度不同，纳米金聚集的程度也不同，从而导致纳

米金溶液的颜色也不同；当待测物中没有盐酸克伦特

罗时，DNA1 与 DNA2 互补杂交，形成稳定的网络结

构，在一定的盐浓度下，纳米金粒子间的距离没有被

拉近，因此纳米金溶液的颜色没有发生变化，根据纳

米金溶液颜色的变化实现盐酸克伦特罗的可视化检

测。检测原理如图 1 所示。 

2.2  纳米金的表征 

纳米金，又称胶体金，是指金（Au）的粒径为 1~100 
nm 之间的粒子，无毒副作用，相容性好。由于其可

以和大分子物质核酸、蛋白质很好的结合，性质稳定，

而被广泛使用。由图 2 纳米金的紫外-可见吸收图谱可

知，其最大吸收峰出现在 520 nm 处。根据 Haiss 和

Thanh 等发表的文献[17]计算 Aspr/A450，得出纳米金

颗粒直径为 15±2 nm，该估算结果与纳米金的透射电

镜图相符合。据文献报道，十几 nm 左右的纳米金适

合作核酸标记物。本实验中制备的纳米金粒径大小均

一、大小适中、形态完好、分散均匀，满足实验所需

要的纳米金粒径要求，可用于适配体及互补链的标记。 

 

 
图2 纳米金的紫外-可见吸收图谱（a）及透射电镜图（b） 

Fig.2 Absorption spectrum (a) and TEM image (b) of AuNPs 

2.3  实验条件的优化 

2.3.1  陈化盐浓度的优化 
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图3 不同NaCl浓度下DNA1（a）和DNA2（b）与纳米金孵育后

的紫外-可见吸收图谱 

Fig.3 Absorption spectrum of AuNPs conjugated with DNA1 (a) 

and DNA2 (b) at different concentration of NaCl 

 

 
图4 不同NaCl浓度下DNA1（a）和DNA2（b）与纳米金的结合

率 

Fig.4 Binding rate of AuNPs conjugated with DNA1 (a) and 

DNA2 (b) at different concentration of NaCl 

为了提高适配体、互补链与纳米金的连接率，在

适配体-纳米金探针和互补链-纳米金探针的制备过程

中，需要加入 NaCl 溶液进行陈化，因此对陈化过程

中 NaCl 浓度的优化是一个重要的步骤。巯基修饰的

适配体 DNA1 和互补链 DNA2 可以通过 S-Au 键的共

价结合到纳米金的表面，在制备适配体-纳米金探针和

互补链-纳米金探针的过程中，加入 NaCl 溶液进行陈

化，可有效地屏蔽寡核苷酸和纳米金之间的电荷排斥
[18]，以利于 Au-S 键的形成，因此体系中 NaCl 的浓度

对实验有重要的影响。在一定的范围内，NaCl 的浓度

越高，结合到纳米金表面的寡核苷酸的量也会增加，

因此纳米金和 DNA 的结合率就会相应提高，但超过

某个浓度时，体系中的纳米金就会发生聚集。实验中

分别选择 25、50、75、100、125 mmol/L 五个 NaCl
陈化浓度进行优化。通过实验发现，当 DNA1 中 NaCl
的终浓度达到 100 mmol/L、DNA2 中的 NaCl 终浓度

达到 50 mmol/L 时，纳米金没有发生团聚，颜色仍然

保持红色，体系比较稳定。但是当 DNA1 中 NaCl 的
终浓度达到 125 mmol/L、DNA2 中 NaCl 的终浓度达

到 75 mmol/L 时，纳米金开始发生团聚，并且通过图

3的紫外-可见吸收图谱可知，峰的位置也发生了红移。

因此本试验选DNA1中NaCl的终浓度为100 mmol/L、
DNA2 中 NaCl 的终浓度为 50 mmol/L 为最佳的 NaCl
陈化浓度。图 4 表示体系中 NaCl 浓度的变化对纳米

金与 DNA1、DNA2 的结合率的影响，由图可知，随

着 NaCl 浓度的增加，纳米金与 DNA 的结合率也不断

提高，当 NaCl 浓度达到 100 mmol/L 时 DNA1 与纳米

金的结合率达到最高，当 NaCl 浓度达到 50 mmol/L
时 DNA2 与纳米金的结合率达到最高。 
2.3.2  适配体与互补链浓度的优化 

适配体、互补链可分别与纳米金结合，形成捕获

探针和信号探针。研究表明，固定在纳米金表面上的

适配体与互补链的量是影响到检测灵敏度的一个重要

因素。本实验选择了 5 个不同浓度的适配体、互补链

（1×10-9 mol/L、1×10-8 mol/L、1×10-7 mol/L、1×10-6 
mol/L、1×10-5 mol/L）对其进行优化。当适配体、互

补链分别与纳米金孵育、离心，然后取上清液进行紫

外分光光度计检测。由实验结果可知，当适配体与互

补链浓度在 1×10-9 mol/L~1×10-7 mol/L浓度范围内时，

各自上清液在 260 nm 处未见明显吸收峰，说明上清

液中适配体、互补链的含量很少，他们基本都固定在

纳米金表面，他们的量还不够；只有当适配体、互补

链浓度达到 1×10-6 mol/L 以上时，上清液在 260 nm 处

的吸光度明显开始增大，出现较强的吸收峰，说明上

清液中存在过量的适配体与互补链，固定在纳米金表

面的适配体与互补链已达到饱和的状态（图略）。因此

在后续的实验中我们选择 1×10-6 mol/L 作为适配体和

互补链的最佳浓度。 
2.3.3  显色体系盐浓度的优化 

试验中还对显色体系中盐的浓度进行了优化。前

人研究表明，因为高浓度的电解质可以屏蔽纳米金的

表面电荷，使纳米金粒子之间的排斥力变弱而发生聚

集[19]。当待测物中含有盐酸克伦特罗时，适配体与盐

酸克伦特罗目标物结合，纳米金呈现游离的状态，在

一定的盐浓度下，纳米金表面的负电荷被屏蔽，纳米
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颗粒间的排斥力减弱，发生聚集现象，使溶液显色，

由红色变为紫色，进而达到可视化检测的目的。但是

当检测体系中无盐酸克伦特罗目标物时，适配体与适

配体互补链结合，杂交形成稳定的网络结构，即使在

高盐状态下，仍不会发生聚集，颜色也不会发生变化，

保持红色。通过对比色体系中 NaCl 溶液浓度的优化，

发现当其浓度达到 50 mmol/L 时，含有盐酸克伦特罗

的待测样品，纳米金已开始发生聚集，颜色变为紫色。

但是在此浓度下，不含有盐酸克伦特罗的待测样品，

颜色仍然保持红色，仅当 NaCl 溶液浓度达到 100 
mmol/L 时，纳米金产生聚集现象，颜色变为紫色（图

略）。因此，选择 50 mmol/L NaCl 浓度为显色体系盐

浓度。 

2.4  线性范围与检测限 

在最佳的实验条件下，A540 的值与盐酸克伦特罗

浓度在 1~1000 ng/mL 范围内呈现良好的线性关系（图

5），回归方程为 y=0.023x+0.362（R2=0.991），随着盐

酸克伦特罗浓度的增加，纳米金溶液的颜色由红色变

为紫色。该方法的检测限为 1 ng/mL。 

 
图5 盐酸克伦特罗浓度与A540的关系曲线 

Fig.5 Linear relation between Clenbuterol concentration with 

absorbance at 540 nm  

2.5  猪肝样品中盐酸克伦特罗的检测 

按照实验部分所述，将建立的方法应用于实际样

品中盐酸克伦特罗的检测。由表 1 可知，猪肝样品中

盐酸克伦特罗的加标回收率在 83.50%~101.80%之间，

与酶联免疫法对比，实验结果没有显著的差异。说明

本实验所建立的可视化检测方法准确度较高，可以用

于实际样品的测定。 
表1 猪肝实际样品中盐酸克伦特罗的检测及加标回收率 

Table 1 The spike recovery of the analytes in pork liver (%) 

加标样品编号 背景浓度/(ng/g) 添加浓度/(ng/g)
测定值/(ng/g) 回收率/% 

ELISA 本法 ELISA 本法 

1 ND 1.0 0.892 0.835 89.20 83.50 

2 ND 5.0 4.185 4.772 83.70 95.44 

3 ND 10.0 9.360 10.18 93.60 101.80 

注：ND 为未检出。 

3  结论 

由于金纳米颗粒具有独特的光学、化学、电化学

及催化性能，可实现对靶物质进行可视化检测。适配

体是一段具有三维空间结构的单链 DNA 或 RNA，它

可以与靶标发生特异性结合，在构建检测方法时，适

配体可以被用作一种优良的分子识别元件。经过多年

的发展，SELEX 技术已成为适配体筛选的一种重要方

法，成功应用于致病菌、真菌毒素、农药、重金属等

靶物质的筛选。本实验以适配体-纳米金为捕获探针，

以互补链-纳米金为信号探针，利用纳米金的光学特

性，实现了对盐酸克仑特罗的可视化快速检测。本实

验分别对适配体、互补链与纳米金连接的陈化盐浓度、

适配体与互补链浓度、显色体系盐浓度等参数进行了

优化，得出适配体、互补链与纳米金连接的陈化盐浓

度分别为 100 mmol/L、50 mmol/L，适配体与互补链

浓度均为 1×10-6 mol/L，显色体系盐浓度为 50 

mmol/L。在最佳的实验条件下，该方法在 1~1000 
ng/mL 范围内呈现良好的线性关系，最低检测限达到

1 ng/mL，5 min 内显色完毕，检测时间可在 1 h 左右

完成，且用肉眼观察实验结果。该方法操作简便、灵

敏度高、不需要复杂仪器设备，检测时间较短，有利

于现场定性快速筛查。 
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