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基于G-四链体构象转换免标记荧光法用于Ag+的检测*
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摘要 目的：基于银离子（Ag+）介导的G-四链体构象转换策略建立免标记的荧光传感法用于Ag+定量分析。方法：首先，荧光

染料吖啶橙嵌入G-四链体后可使其荧光显著增强。其次，当体系加入Ag+后，Ag+可螯合G-四链体中的鸟嘌呤进而抑制G-四

链体空间结构形成使得荧光降低。最后，根据荧光强度的变化进行Ag+的定量检测。样品的荧光光谱分析以480 nm为激发波

长，检测500~700 nm的荧光发射光谱，并记录最大发射波长525 nm处的荧光强度。结果：本研究设计的荧光传感器对Ag+的

检测呈现出较宽的检测线性范围（0.1~2.0 μmol/L）和较低的检测限（43.5 nmol/L）。此外，该方法在复杂的实际环境样品回收

率分析中取得了满意的结果。结论：本研究构建的Ag+检测方法操作简单，无需任何荧光标记，成本低，分析速度快，选择性

好，在环境分析中具有广泛的实际应用前景。
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Abstract Objective: To develop a label- free fluorescence sensing method for quantitative detection of Ag +

based on silver ion (Ag+)-mediated G-quadruplex conformation switching strategy. Methods: Firstly, the fluores-

cent dye acridine orange was embedded into the G-quadruplex, resulting in a significantly enhance fluorescent

signal. Secondly, when Ag+ was added to the system, Ag+ could chelate guanine in G-quadruplex, thus inhibiting

the formation of G-quadruplex spatial structure to reduce the fluorescence intensity. Finally, the quantitative de-

tection of Ag+ was conducted according to the fluorescence intensity change. The fluorescence emission spectra

of the samples were analyzed with 480 nm as the excitation wavelength, the fluorescence emission spectra of 500-

700 nm were detected, and the fluorescence intensity at the maximum emission wavelength of 525 nm was re-

corded. Results: The fluorescence sensor designed in this study had a wide linear range ( 0.1 μmol/L-2.0 μmol/L)

and a low detection limit (43.5 nmol/L) for the detection of Ag+. In addition, this method achieved satisfactory ex-

perimental results in the analysis of recovery rates in complex environmental samples. Conclusion: The Ag+ de-

tection method developed in this study has the advantages of simple operation, no need for any fluorescent label-

ing, low cost, fast analysis speed and good selectivity, and has broad prospects for practical applications in envi-

ronmental analysis.
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银离子（Ag+）是人体内重要的微量元素之一，

在生命活动过程中发挥着重要的作用[1-2]。而Ag+同

时也被认为是广泛的环境污染物之一[3]。据统计，

全国每年向环境排放的银化合物约为 2 500 吨 [4]。

另外，人体内过量Ag+的堆积会对健康产生严重危

害。因此，建立高灵敏度和高特异性的Ag+检测策

略对人类健康和环境保护监测具有十分重要的意

义。

传统检测Ag+的方法主要有原子吸收光谱法、

溶出伏安法等[5-7]。然而，这些分析方法存在仪器操

作复杂、灵敏度较低、分析时间长等局限性。近年

来，研究者们已开发出多种生物传感技术用于Ag+

的测定，如比色法、电化学法和荧光法等[8-10]。其中，

荧光法由于测定速度快、便捷、灵敏度高等优点备

受关注。G-四链体是由富含鸟嘌呤的DNA或RNA

折叠形成的高级结构[11]，其在生物传感技术中的应

用主要是通过构象转换实现信号输出[12]。基于荧光

小分子核酸染料吖啶橙（AO）与核酸构建的分析策

略无需对核酸进行荧光标记，具有易于制备、低成

本等优势[13]。本研究旨在观察AO嵌入G-四链体后

增强荧光的效果，在此基础上，结合Ag+介导的G-四

链体构象转换策略，开发用于Ag+检测的免标记荧

光法。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

本研究所用到的G-四链体DNA（G4-DNA）由

生工生物科技有限公司合成并纯化，序列：5’-GGG-

TAGGGCAGGGTTGGGAAA-3’；AO由上海叶源生

物科技有限公司提供；Tris试剂购于北京索莱宝科

技有限公司；硝酸银（AgNO3）、硫酸铜（CuSO4·

5H2O）、硝酸钴〔Co(NO3)2〕、硝酸镍〔Ni(NO3)2〕、硝酸

铁〔Fe(NO3)3〕、硝酸锰〔Mn(NO3)2〕、硝酸铬〔Cr(NO3)3〕

和氯化铝（AlCl3）均购于上海阿拉丁生化科技股份

有限公司；实验用水由Milli-Q水纯化系统纯化。荧

光分析实验使用G9800A型荧光分光光度计（Agilent，

美国）进行检测。

1.2 金属离子与G4-DNA构象关系的圆二色光谱

分析

实验采用圆二色光谱法对不同金属离子与G4-

DNA作用前、后G4-DNA构象的变化进行分析。将

1 μmol/L G4-DNA，3 μmol/L的不同金属离子（Ag+、

Mg2 +、Cu2 +、Mn2 +、Zn2 +、Fe3 +在 1×Tris-AC 缓冲溶液

（20 mmol/L Tris，5 mmol/L KCl，pH=7.4）条件下

37 ℃孵育 30 min后进行圆二色光谱检测。检测池

使用光程 1 cm 石英测量池，扫描范围为 220~320

nm，带宽为 2 nm，步长为 1 nm，扫描速度为 100 nm/

min。

1.3 Ag+抑制G-四链体构象转换的荧光光谱分析

研究利用荧光分析法测定不同条件下荧光强

度的变化，进一步考察本方案的可行性。实验设置

3 组样品。样品 a：0.10 μmol/L AO；样品 b：0.10

μmol/L+0.30 μmol/L G4-DNA；样品 c：0.10 μmol/L+

0.30 μmol/L G4-DNA + 3.0 μmol/L Ag+。将3组样品

在 37 ℃下反应 30 min后，利用荧光分光光度计测

定样品的荧光发射光谱。

1.4 Ag+检测的反应条件优化

1.4.1 AO 浓度的优化 AO 作为 G4-DNA 的嵌入

染料，其浓度对荧光增强效果有重要影响。因此，

实验在不加入Ag+时，将不同浓度的AO（0.02 μmol/L、

0.04 μmol/L、0.06 μmol/L、0.08 μmol/L、0.10 μmol/L、

0.12 μmol/L和 0.14 μmol/L）与 0.30 μmol/L G4-DNA

在1×Tris缓冲溶液（20 mmol/L Tris，50 mmol/L KCl，

pH=7.4）条件下37℃孵育30 min后，对AO与G4-DNA

作用后AO的荧光增强效率进行分析并记录525 nm

处的荧光强度，使用信背比F/F0（F为G4-DNA存在

时的荧光强度，F0为没有G4-DNA存在时的荧光强

度）对结果进行评价。

1.4.2 G4-DNA浓度的优化 G4-DNA与Ag+的螯

合会抑制G-四链体的形成，进而影响AO与G4-DNA

的相互作用。因此，在 2 μmol/L Ag+和 0.1 μmol/L

AO同时存在的情况下，分别检测不同浓度（0 μmol/L、

0.05 μmol/L、0.10 μmol/L、0.20 μmol/L、0.30 μmol/L、

0.40 μmol/L、0.50 μmol/L）的G4-DNA样品在525 nm

处的荧光强度。

1.4.3 反应时间的优化 实验分别测定了在不同

的反应时间（0 min、10 min、20 min、30 min、40 min、

50 min）下，0.1 μmol/L AO、0.3 μmol/L G4-DNA 和

2.0 μmol/L Ag+的混合溶液在525 nm处的荧光强度，

以荧光强度变化指示反应的进行程度。

1.4.4 反应温度的优化 反应温度可能会影响体

系的反应速率，因此实验分别对 0.1 μmol/L AO、

0.3 μmol/L G4-DNA和2.0 μmol/L Ag+的混合溶液在

25 ℃、37 ℃和45 ℃条件下反应30 min后进行荧光

分析并记录525 nm处的荧光强度。

1.5 Ag+的定量检测
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首先，将4 μL不同浓度的AgNO3溶液，6 μL G4-

DNA（5 μmol/L），10 μL 的 10 × Tris 缓冲溶液（0.2

mol/L Tris，50 mmol/L KCl，pH=7.4）与75 μL超纯水

混合后于37 ℃孵育30 min；其次，加入5 μL的荧光

染料AO（2 μmol/L）37 ℃继续孵育 30 min；最后，利

用荧光分光光度计测定样品的荧光强度。样品分

析的激发波长为480 nm，发射光谱扫描范围为500~

700 nm（最大发射波长为 525 nm）。每个样品均平

行检测4次。

1.6 Ag+检测的特异性分析

实验选取的潜在干扰性物质包括 Mg2 +、Cu2 +、

Co2+、Mn2+、Cr3+、Ni2+、Al3+以及Fe3+，进行Ag+检测的

特异性分析。按 10倍过量干扰物进行考察，即Ag+

浓度为 2 μmol/L，潜在干扰物质浓度为 20 μmol/L，

在相同实验条件下按照“1.5项”操作过程进行测定，

并记录样品在525 nm处的荧光强度。

1.7 实际样品分析

研究采集南宁市邕江水样作为待测标本。实

验前先用 0.22 μm的滤膜过滤水样，目的是去除水

样中大的颗粒物质及杂质。将不同浓度的Ag+加入

实际水样品中，按照“1.5项”操作过程进行实际样品

加标回收分析。每个样品重复分析4次。

2 结 果

2.1 基于G-四链体构象转换免标记荧光传感新方

法检测Ag+的设计原理

实验原理如图 1所示，本研究基于Ag+螯合G-

DNA中鸟嘌呤并诱导G-四链体发生构象转变，AO

结合G-四链体后荧光增强的特性，开发了一种免标

记的荧光分析策略用于Ag+的检测。该体系仅需设

计1条G4-DNA序列。在没有Ag+存在时，G4-DNA

可发生构象的变化形成G-四链体。加入AO后，AO

可嵌合到G4-DNA并使得AO的荧光显著增强；然

而，当Ag+存在时，Ag+螯合G4-DNA中的鸟嘌呤，此

时G4-DNA中鸟嘌呤之间的氢键无法形成，因此无

法形成正常的G-四链体构象。此时，AO被加入反

应体系后，将无法嵌合到G4-DNA中并保持游离状

态，使得体系中荧光强度较低。通过不同Ag+浓度

诱导体系中荧光强度的变化，可实现对Ag+的定量

分析。

图1 基于G-四链体构象转换免标记荧光传感新方法用于Ag+的检测原理图

2.2 可行性分析

2.2.1 圆二色光谱分析 圆二色光谱分析是表征

G四链体结构和构象的最常用的技术之一。研究利

用圆二色光谱对金属离子诱导G4-DNA构象转换的

性能进行了考察。先前的研究表明，G-四链体的平

行结构的圆二色光谱图会有两个特征峰出现：约

240 nm 处的负峰和约 265 nm 处的明显的正峰 [14]。

如图2A所示，在K+的辅助下，无其他金属离子存在

时，G4-DNA的圆二色光谱曲线在243 nm和265 nm

出现两个峰，与文献 [14]报道的结果一致，说明此时

G4-DNA可形成平行结构的G-四链体。其他的金

属离子如Mg2+、Cu2+、Mn2+、Zn2+、Fe3+等加入后，圆二

色光谱并未发生明显变化，说明G四链体构型保持

不变。而当Ag+存在时，243 nm处的负峰消失，265 nm

处的正峰显著降低，表明Ag+的加入会抑制G4-DNA

形成G-四链体。
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2.2.2 荧光法可行性分析 实验对3组不同的样本

进行荧光检测，以进一步验证本方案的可行性。如

图 2B所示，当反应体系中只有AO时，产生较低的

背景荧光信号；当AO和G4-DNA同时存在于反应

体系中时，荧光信号显著增强；然而，当Ag+与AO、

G4-DNA共同孵育后，Ag+螯合鸟嘌呤进而阻止了

G-四链体的形成，这时AO不能与G4-DNA嵌合，从

而导致反应体系的荧光强度降低。

2.3 实验条件的优化

为了获得Ag+的最佳分析性能，对AO浓度、G4-

DNA浓度、反应孵育时间及温度等影响实验的几个

重要因素进行了优化。

实验首先对AO对G4-DNA的荧光增强性能进

行考察。结果如图 3A 所示，AO 浓度在 0.02~0.10

μmol/L，随着其浓度的增加，F/F0值（F为G4-DNA存

在时的荧光强度，F0为没有G4-DNA存在时的荧光

强度）不断增大。在AO浓度为0.10 μmol/L时，F/F0

值达到最大。一方面，G4-DNA与AO嵌合作为荧

光信号探针输出信号；另一方面，G4-DNA可通过螯

合Ag+阻止G-四链体形成实现信号转换。因此，研

究优化了G4-DNA的用量。如图3B所示，随着反应

体系中G4-DNA的浓度升高，525 nm处的荧光强度

逐渐增强，并且在0.30 μmol/L后荧光强度不再发生

明显变化。其次，本研究对反应时间也进行了优

化。如图 3C所示，随着反应时间延长，反应体系荧

光强度逐渐增强，最终在30 min左右达到平衡。最

后，本研究对不同温度对反应体系的荧光响应进行

了考察。结果如图 3D 所示，在 25 ℃、37 ℃以及

45 ℃的反应条件下，体系的荧光响应区别不大，在

37 ℃时体系荧光强度较高。

A：不同金属离子诱导G4-DNA构象转换的圆二色光谱分析；B：不同条件下的荧光光谱响应分析。

图2 体系可行性分析

A：AO浓度的优化；B：G4-DNA用量的优化；C：反应时间的优化；D：反应温度的优化。

图3 Ag+检测实验条件的优化
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2.4 选择性评价

为了进一步考察该检测方法对Ag+响应的高特

异性，实验以一些潜在干扰离子（Mg2+、Cu2+、Co2+、

Mn2+、Cr3+、Ni2+、Al3+、Fe3+）作为对照进行选择性分

析。结果如图 4所示，其他干扰离子加入反应体系

后没有引起荧光信号的明显变化；而只有Ag+存在

时才会使反应体系的荧光强度明显降低。

2.5 Ag+的定量检测

在最优的反应条件下，实验对不同浓度的Ag+

进行荧光光谱检测。结果如图5A所示，随着Ag+浓

度升高，反应体系的荧光强度逐渐降低。图5B显示

的是525 nm处不同浓度Ag+与荧光强度之间的散点

图，图5C为Ag+浓度在0.1~2.0 μmol/L之间与525 nm

处的荧光强度的线性关系图。线性方程为F=-103.53

C+286.24（其中F表示525 nm处的荧光强度，C表示

Ag+浓度，单位为 μmol/L），相关系数 R2 = 0.992 3。

以 3σ/s进行计算，Ag +浓度的检测限为 43.5 nmol/L。

此外，将该方法与已报道的方法进行了对比（表1）。

Ag+浓度为 2 μmol/L，其他干扰离子浓度均为 20 μmol/

L，与Blank比较，***P＜0.001。

图4 Ag+检测的选择性考察

A：不同Ag+浓度对应的荧光光谱响应曲线；B：Ag+浓度与525 nm处荧光值的散点图；C：Ag+浓度与525 nm处荧光值的线

性关系图。

图5 Ag+检测的线性响应分析

表1 各种Ag+分析方法的检测性能对比

方法

比色法

荧光法

荧光法

荧光法

荧光法

电化学法

荧光法

检测策略

Gold nanoparticles

Trinuclear zinc coordination cluster

Heptamethine cyanine

Graphite carbon nitride nanosheets

CdTe QDs

Protein

G4-DNA

线性范围/
（μmol/L）

2.00~28.00

1.33~10.33

0.60~5.00

0.02~2.00

0.13~12.50

10.00~50.00

0.10~2.00

检测限/
（nmol/L）

850.0

172.2

34.0

27.0

40.0

500.0

43.5
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本研究

2.6 实际样品测定

为了进一步考察该方法在复杂实际样品中的

应用潜力，实验以南宁市邕江水样为实际样品进行

加标回收实验分析。Ag + 的回收率为 103.6% ~

105.0%，RSD为1.8%~3.8%，见表2。

表2 实际样品中Ag+的加标回收实验结果

样品

1

2

3

加入量/
（μmol/L）

0.200

0.500

1.500

检测量/
（μmol/L）

0.210

0.518

1.570

回收
率/%

105.0

103.6

104.7

RSD
（n=4）

3.8

1.8

3.1
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3 讨 论

环境中的Ag+会通过食物链在人体内积累，而

人体内高浓度的Ag+会抑制细胞内生物分子的相互

作用，进而使得大脑和神经受损。此外，Ag+过量积

累会使线粒体功能障碍，引发急性细胞毒性升高，

器官衰竭等问题，危害人体健康[21-22]。因此，Ag+检

测十分重要。荧光生物传感技术已成为Ag+检测的

有力工具之一。但是，目前大部分用于Ag+的荧光

传感分析法需要进行材料或分子探针的合成与表

征以及对DNA进行荧光标记等操作，使得分析过程

繁琐和成本较高等。研究基于G-四链体构象转换

建立了免标记检测Ag+的荧光新方法。

本研究先通过圆二色光谱法和荧光分析法对

所建立的方法进行了可行性分析，实验结果均表明

该方法用于Ag+的检测可行。接着，通过优化与综

合考虑反应速率以及实际应用等，得到了最佳的实

验条件（0.10 μmol/L AO，0.30 μmol/L G4-DNA，30

min反应时间与37 ℃反应温度）。最后，Ag+分析性

能研究结果表明该方法对Ag+检测具有较好的选择

性，与其他方法相比更简单、成本更低以及具有相

当甚至更优的线性范围和灵敏度，并且可用于复杂

实际样品的分析。

综上所述，本研究基于Ag+介导G-四链体构象

转换的策略以及AO嵌合G-四链体并诱导其荧光增

强的性质，成功构建了一种Ag+定量检测的荧光传

感新技术。研究所用的G-四链体无需荧光基团与

猝灭基团的标记与修饰，具有成本低、操作简单、灵

敏度高和特异性好等优势。该方法有望成为Ag+检

测的有效手段，具有较好的应用前景。
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