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食源性志贺菌核酸的高灵敏电化学检测研究
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摘 要 建立一种面向食源性志贺菌核酸的高灵敏电化学检测方法，以满足对低浓度样品的检测需求。在硫化镉纳米

颗粒修饰的电极表面固定核酸探针，识别志贺菌核酸，通过靶标循环策略提高检测灵敏度，使用电化学扫描获得标记在探

针核酸末端的二茂铁产生的示差脉冲伏安（DPV）信号，建立工作曲线，用于食品样本中志贺菌核酸检测。建立的电化学

检测方法对志贺菌核酸的最低检测浓度为 0.01 nM，检测用时 0.5 h，有较好的稳定性和特异性，可以有效应用于食源性志

贺菌核酸检测中。
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Abstract To establish a highly sensitive electrochemical approach for foodborne Shigella DNA. The nucleic acid probe 

was immobilized on the surface of cadmium sulfide nanoparticles modified electrode to recognize Shigella nucleic acid, and the 

detection sensitivity was improved by target cycle strategy. The DPV signals were generated by the ferrocene labeled at the end of 

modified probes. Working curve of shigella DNA was established for analysis of shigella. The results showed that the established 

electrochemical detection method had good stability and specificity while the minimum detection concentration of Shigella nucleic 

acid was 0.01 nM in 0.5 h, and can be effectively applied to the detection of foodborne Shigella nucleic acid.
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志贺菌大小约为（0.5 ～ 0.7）×（2 ～ 3）μm，

无芽胞、无荚膜、无鞭毛，多数有菌毛，是一种常

见的革兰阴性短杆病原菌 [1]。志贺菌是志贺氏菌

病的病原体，在三糖铁或双糖铁等培养基上具有
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特定的生长和生化特征，人是它唯一的宿主，通

过粪 - 口途径传播，主要危害是引发细菌性痢疾，

是常见的肠道传染病之一，症状为腹泻、发烧、胃

痉挛 [2]。当前国标检测方法是通过选择性培养基培

养、生化和血清试验鉴定，其步骤主要分为增菌、

分离、初步生化试验、生化试验 [3]。分子生物学方

法可以直接以抗体、核酸、酶等生物大分子为目标

物来检测微生物的生活状态，相比于传统方法，避

免了增菌培养等耗时较多的环节，因此近年来越来

越多地应用于各类病原微生物的检测中。例如志贺

氏菌的酶联免疫法检测已有报道，基于 PCR 的检

测也可以获得很好的效果 [4-7]。但是，在实际检验

样本中核酸等生物大分子的浓度特别低，常规的分

子识别方法灵敏度受到识别效率和信号转换等环节

的限制，往往无法实现高灵敏检测，因此开发高灵

敏度、高选择性的检测方法对于各类微生物的检测

具有重要意义 [8]。

电化学检测技术（electrochemistry testing）由

于成本低廉、操作简单和灵敏度高等优势而广泛应

用于分子生物学检测，尤其对于需要富集和依赖简

单分析设备的细菌检测至关重要，近年来常用于病

原微生物的检测，例如幽门螺旋杆菌、钩端螺旋体、

致病大肠杆菌等，在临床样本致病菌的分析中展现

了巨大的应用潜力 [9]。电化学技术结合核酸循环策

略，可以增加单个目标分子引起的识别响应效果，

使检出信号得到增强，尤其适合于低浓度样本的分

析 [10-11]。使用电化学检测技术进行志贺菌检测已有

相关报道，例如，Zarei 等 [12] 在玻碳电极表面电沉

积纳米金后，通过细菌电化学标记引起的阻抗信号

变化实现检测。Yeap 等 [13] 制备了一种电化学传感

器，可以在志贺菌核酸进行滚换扩增后进行检测。

Altintas，Z. 等 [14] 设计了一种电化学自动传感芯片，

完成了对志贺菌等一系列微生物的检测。目前，在

食源性样品中进行志贺菌电化学检测的工作还比较

少，而当前检测方法的灵敏度无法满足对核酸进行

直接检测的要求，高灵敏的检测技术亟待开发。为

了检测食品样本中低浓度的志贺菌核酸，本研究在

电极上孵育纳米材料后，通过共价修饰方法构建面

向志贺菌核酸的特异性生物传感界面，完成对目标

核酸序列的识别后集成靶标循环策略。

1  材料与方法

1.1  材料

巯基丙酸、CdCl2、NaOH、Na2S、EDC 和 NHS
购买自上海麦克林生化科技有限公司；所用 DNA
均购买自上海生工生物科技有限公司；所用试剂均

为分析纯；所有的水溶液均由去离子水（Milli-Q，

Millipore，电阻率 18.2 MΩ）制备。

实验中所用到的核苷酸序列（从 5' 到 3'）为

志 贺 杆 菌 DNA 序 列 [15]：CCGCAGCACGTTCTT 
GCTTATGCATTCCGGCAGAACGTTC；Probe 序

列：5'-ferro-GCAGCACGCCACGGAGCACGACCGA 
GAACGTGCTGCGG-NH2-3'；循环辅助链序列：

ACGGAGCACTCGGTCGTGCTCCGTGG。

1.2  方法

1.2.1  CdS量子点的合成 
取 250 μL 巯基丙酸和 50 mL CdCl2 （0.01 M），

侧口接通 N2 除 O2，加热搅拌。回流后，用 5 M 
NaOH 调节 pH 至 11，并保持回流 30 min 后，加

入 5.5 mL 的 Na2S（0.1 M）水溶液后，在通 N2 的情

况下反应 4 h 得到 CdS 量子点，离心，分别用乙醇

和去离子水，3 次后，放入 4℃ 冰箱保存以用于后

续反应 [16] 。

1.2.2  玻碳电极的修饰

电极研磨清洗干净后，在 0.5 M 浓度硫酸中

扫描循环伏安曲线对电极进行活化。随后，将合

成的 CdS 滴在电极上，加入 Nafion 固定，在电极

上滴加 0.2 M EDC 10 μL 后室温下孵育 30 min。将

Probe 进行预退火后加入 NHS 进行活化其氨基端，

取 10 μL 滴到电极上孵育过夜 [17] 。

1.2.3  电化学信号测量 
用含有 0.1 M KCl 的 PBS 缓冲液为电解液

测定电化学信号，扫描方法为示差脉冲伏安法

（differential pulse voltammetry，DPV）， 扫 描 范

围 0 ～ 0.2 V，电势增量 0.004 V，脉冲幅度 0.05 V，
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脉冲宽度 0.05 V，采样宽度 0.0167，脉冲周期 0.5，
静置时间 2 s [18] 。
1.2.4  目标核酸的检测及加标回收试验

使用 PBS 缓冲液（含 5 mM 的 Mg2+）配制不

同浓度的目标核酸标准溶液，滴加在电极上，反应

一定时间后扫描电化学信号。

使用 PBS 缓冲液（含 5 mM 的 Mg2+）配制含

有设定浓度的目标核酸和循环辅助链的溶液，滴加

在电极上，反应一定时间后扫描电化学信号。

向牛奶样品中加入过量的辅助核酸链，然后按

固定浓度间隔加入目标核酸链，滴加在电极上，反

应一定时间后扫描电化学信号。

2  结果

2.1  传感界面的构建

本方法在电极上修饰了一种茎环探针，探针的

茎部序列与目标序列互补，环部序列没有配对活性。

在茎环闭合状态下末端标记的二茂铁在电极表面，

可以产生较强的电化学初始信号，遇到目标核酸后，

发生碱基互补配对作用，茎环被打开，探针末端远

离电极表面，导致电化学信号降低，并且环部序列

暴露后恢复配对活性。之后，环部序列与辅助探针

的茎部序列产生碱基互补配对作用，在保持信号不

变的情况下，辅助探针取代了目标序列与修饰探针

配对，目标核酸被重新释放到溶液中，从而可以进

入下一个循环。这种靶标循环方式使一个目标序列

可以激发多个处于闭合状态的茎环探针，从而有利

于低浓度核酸分子产生更大的信号，如图 1 所示。

图1  电极上的核酸检测过程示意图

Fig.1  The schematic diagram of nucleic acid detection process 
on the electrode

2.2  靶标识别与靶标回收循环

为了修饰识别分子，在电极上使用 Nafion 固

定了表面带有羧基的 CdS 量子点；使用扫描电镜

和动态光散射法测试了 CdS 的粒径，如图 2 所示，

扫描电镜图片显示粒径在 10 nm 以下，动态光散射

表征结果与电镜相比稍大，因为纳米材料水合半径

略大于其真实粒径。2 种表征均显示此纳米颗粒有

较好的均一性，粒径分布窄，适合进行表面修饰。

荧光光谱（图 2c）显示最大激发波长为 330 nm，

最大发射波长为 680 nm，是典型的 CdS 荧光性能。

图2  CdS纳米材料性能 
Fig.2  Characterization of the CdS Nanomaterials

(a) 透射电镜测试结果 (b) 动态光散射表征粒径结果 (c) 荧光光谱扫描结果 (激发波长330 nm)
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Nafion 是一种常用的高分子材料，在固化过程中可

以形成一层致密单分子薄膜，有效地把纳米材料固

定在电极表面。在电极上修饰 CdS 的作用，一是将

光滑的电极表面转变为具有纳米级粗糙度的界面，

提高了界面的比表面积，可以增加后续对识别分子

的修饰量，利于生物传感界面的构建；二是引入羧

基官能团，便于后续生物识别分子的共价修饰。

之后，使用 EDC/NHS 催化羧胺加成反应，把

修饰了胺基的茎环探针共价键合到电极表面，使用

示差脉冲循环伏安法记录二茂铁标记的电化学信

号，如图 3 所示。在茎环闭合状态下，二茂铁靠近

电极表面，产生了较强的 DPV 信号。首先尝试直

接使用目标核酸与茎环探针反应，可以看到引起了

明显的信号降低；随后尝试在辅助探针存在的情况

下使用同等浓度的目标核酸与茎环探针反应，可以

看到这种模式显著放大了对茎环探针的打开效果，

使 DPV 信号猝灭至几乎不可见。

图3  修饰电极对靶标DNA响应的DPV谱线

Fig.3  The DPV spectrum of the target DNA on the modified 
electrode

2.3  反应条件优化

本方法的检测效果受到一些反应条件的影响，

因此，对实验条件进行了优化以获得最佳测试效果。

探针修饰浓度会决定电化学初试信号的大小。如图

4a 所示，对于固定的电极面积存在饱和浓度，达

到饱和浓度后提高探针孵育浓度无法再进一步提高

修饰密度。根据图示结果，综合信号效果和经济因

素，选择 1 μM 孵育浓度为最佳反应条件。

辅助链的浓度是影响靶标循环效果的关键因

素，充分过量的辅助链可以有效提高单一靶标分子

的循环次数。在 10 nM 靶标分子条件下验证了不

同浓度辅助链的检测效果，结果（图 4b）显示 1 
μM 以上可以获得饱和效果，考虑到实际检测的靶

标分子浓度在 10 nM 以下，所以 1 μM 的辅助链足

以支持靶标循环反应充分进行。

(a) 响应信号随探针孵育浓度变化

(b) 响应信号随辅助链加入浓度变化

图4  反应条件优化

Fig.4  Optimization of the biosensing process

盐浓度是碱基互补配对反应的必要条件之一，

检测体系中盐浓度高低对于分子识别效率有很大影

响。本实验探索了不同浓度的氯化钠对检测信号的
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影响，在图 5a 中可以看到 0.3 M 及以上的氯化钠

有利于反应的进行，因此选择 0.3 M 氯化钠为最佳

测试条件。

由于本方法未引入生物酶，仅依靠核酸反应的

熵驱动进行循环，因此在一定区间内反应对温度的

敏感性不强，如图 5b 所示，在 30℃ 附近，同等反

应时长的测试信号有轻微波动，过高的温度不利于

核酸结构的稳定，过低的温度会导致达到饱和所需

要的时间变长，因此选择 30℃为反应最佳温度。

2.4  传感性能与样品检测

对本方法的各项性能进行测试。首先是信号稳

定性，对同一样品进行了多次循环扫描，图 6a 展

示了循环扫描中的 DPV 信号情况，信号波动偏差

低于 3%，这表明电化学信号有很好的稳定性。

之后，尝试在不同微生物序列存在的情况下本

方法的响应选择性。图 6b所示结果表明，大肠杆菌、

幽门螺旋杆菌、沙门氏菌等常见微生物的核酸序列

不会引起显著的响应，本方法对志贺氏菌的特异性

图5  反应条件优化

Fig.5  Optimization of the biosensing process

(a) 响应信号随氯化钠浓度变化 (b) 响应信号随温度变化

图6  传感性能测试

Fig.6  Biosensing results of this approach

(a) 响应信号在多次重复扫描中的变化 (b) 加入来自不同微生物的核酸序列所引起的响应信号变化
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序列有很好的选择性。

使用不同浓度的志贺氏菌核酸标准溶液建立工

作曲线，如图 7a 所示，对于高浓度核酸样品，无

需加入循环辅助链，探针直接响应目标核酸，电

化学信号随着目标分子浓度的提高而降低，线性

区间为 30 ～ 5 nM，线性拟合曲线为 Y ＝ 2.14 －

0.047×C，检测限为5 nM，折算质量浓度为75 μg/L。
对于低浓度核酸样品，加入循环辅助链引发靶标循

环反应，使低浓度样品可以得到更好的响应，电

化学信号随着核酸对数浓度的提高而降低，如图

7b 所示，线性区间为 0.01 ～ 10 nM，线性拟合曲

线为 Y ＝ 1.0177 － 0.47775×lgC，检测限为 0.01 
nM，折算为 0.15 μg/L。

为了验证本方法在食品检验中的应用性，使用

牛奶样品进行加标回收试验。本研究所使用的牛奶

样品中未测得志贺菌核酸，在加入目标核酸序列后，

测得核酸浓度与加入量有较好的一致性，回收率均

在 95% ～ 110% 区间内，表明本方法在食品中的检

测结果较好，不会受到食源背景的干扰，见表 1。

3  结论

本方法面向志贺氏菌特异性序列，建立了一

种电化学核酸检测方法，通过靶标循环测量提高

了检测灵敏度，达到 0.15 μg/L。对比文献中检测

效果，这一目标序列浓度对应菌落密度低于 0.1 
CFU/mL[19] ，相比于 PCR、酶联免疫等现有分子生

物学方法均有较大改善。由于具有较好的灵敏度，

本方法可以直接对样品的核酸序列进行检测，响应

时间在 30 min 内，相比 GB 4789.5-2012 所规定的

增菌培养鉴定法减少了增菌培养环节，缩短检测时

间，优化了检测流程，有效提高了鉴定效率。本方

法表现出了很好的稳定性、选择性和灵敏度，相比

于当前常用的 PCR 相关核酸检测方法，避免了各

类酶的使用和变温循环，通过等温循环和无酶放大

获得了更好的检测效果，且降低了检测成本。本方

法有潜力作为一种简单、有效、灵敏的志贺氏菌鉴

定方法应用于进出口食品卫生检疫、口岸卫生监督

工作中，一方面缩短检测环节所需时间，提高通关

图7  (a) 不加循环辅助链时, 响应信号随目标链浓度变化情况; (b) 加入循环辅助链后, 响应信号随目标链浓度变化情况

Fig.7  (a) The signal changes with concentrations of target DNA when biosensing without auxiliary DNA; (b) The signal changes 
with concentrations of target DNA when biosensing with auxiliary DNA.

表1  牛奶样品的加标回收试验结果

Table 1  The Results of spike recovery assay in milk

样品 加入 (nM) 测得 (nM) RSD (n=3, %) Recovery (%)

牛奶

0.1 0.11 4.2 109.0

0.5 0.65 3.7 106.8

1.0 1.58 5.1 97.7

2.0 3.71 5.9 105.6
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效率，优化口岸营商环境；另一方面降低单次检测

所需成本，从而获得更好的经济效益。
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