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基于末端脱氧核苷酸转移酶协同 G-四链体 

核酶的恩诺沙星检测方法 

王  乾，颜玉婷，周芳芳，黄  悦* 
（南京林业大学 轻工与食品学院，江苏 南京  210037） 

摘要：基于末端脱氧核苷酸转移酶（TdT）协同 G-四链体核酶设计信号放大策略，建立了一种恩诺沙星电化学

检测方法。目标物恩诺沙星与特异性核酸适体的结合触发 TdT 在电极表面的扩增反应，产生 G-四链体核酶纳米

线结构，进而发挥辣根过氧化物酶活性催化信号放大，实现恩诺沙星的高灵敏和高特异性检测。该方法对恩诺

沙星的线性检测范围为 0.5~50 μg/L，检测限低至 0.043 μg/L。此外，该无标记电化学生物传感器简单快速，成

本低，并成功应用于对实际食品样本的分析检测，显示出较好的应用潜能。 
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A method for enrofloxacin detection based on collaborative signal 
amplification by terminal deoxynucleotidyl transferase  

with G-quadruplex ribozyme 

WANG Qian, YAN Yuting, ZHOU Fangfang, HUANG Yue* 
（College of Light Industry and Food Engineering, Nanjing Forestry University, Nanjing 210037, Jiangsu, China） 

Abstract: A electrochemical method for enrofloxacin detection was established based on the signal 

amplification strategy designed by collaborating terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) with 

G-quadruplex ribozyme. The binding of target enrofloxacin with specific aptamer triggered the extension 

reaction of TdT on the electrode surface, resulting in the formation of G-quadruplex ribozyme nanowires 

which mimicked horseradish peroxidase activity to catalyze signal amplification, and finally achieving 

highly sensitive and specific detection of enrofloxacin. The linear detection range of this method for 

enrofloxacin was 0.5~50 μg/L with the detection limit as low as 0.043 μg/L. In addition, the label free 

electrochemical biosensor is simple, fast and low cost, and has been successfully applied to the analysis of 

real food samples, showing good application potential. 

Key words: terminal deoxynucleotidyl transferase; G-quadruplex ribozyme; signal amplification; enrofloxacin; 

sensitive detection; functional materials 

恩诺沙星（ENR）作为一种人工化学合成的喹

诺酮类抗菌药物，因对革兰氏阳性及革兰氏阴性菌

均具有良好的抑制作用而广泛应用于动植物疾病治

疗[1-3]。但 ENR 的不恰当使用甚至滥用会导致其在

动植物食品中残留量超标，进而可通过食物链富集

效应对人体产生多种不良影响，包括皮肤过敏、肠

道菌群紊乱、致癌性突变等 [4-5]。因此，研究开发

ENR 检测方法对保障食品安全与人类健康具有重要

意义。目前，用于 ENR 残留检测的方法主要有高效

液相色谱法[6]、免疫层析法[7]、石英晶体微天平法[8]、

功能材料 
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化学发光免疫测定法[9]、表面增强拉曼散射法[10]等。

然而，这些传统方法通常具有耗时长、成本高、操

作过程复杂或灵敏度低等缺陷，难以满足实际抗生

素残留检测的高标准要求。因此，迫切需要发展新

型检测方法，以实现 ENR 的高效检测分析。 

作为一种新型的分析检测手段，电化学生物传

感器因具有响应速度快、成本低、灵敏度高、操作

简单且易于微型化等优点而广受关注[11-12]，在抗生

素 残 留 检 测 领 域 表 现 出 较 大 潜 力 。

GALLEGOS-TABANICO 等[13]以分子印迹聚合物为

识别元件，构建了一种便携式 ENR 电化学生物传感

器；ZHANG 等[14]基于 DNA 核酶设计 DNA 步行器，

构建了一种新型 ENR 残留电化学适体传感器。然

而，现有 ENR 电化学生物传感器大多灵敏度较低或

涉及复杂的 DNA 序列设计，限制了其在实际食品样

品检测中的应用。因此，需建立新型电化学生物传

感器以实现 ENR 的简单快速、高灵敏和高特异性检

测。 

末端脱氧核苷酸转移酶（TdT）是一种无需模

板的 DNA 聚合酶，其催化寡聚核苷酸重复添加至单

链 DNA 或双链 DNA 的 3'-OH 端，且延伸产物序列

高度依赖于寡聚核苷酸池的组成[15-17]。当寡聚核苷

酸池中只有单种脱氧核苷三磷酸（dNTP）时，TdT

催化 dNTP 重复添加至底物链末端，并产生单一多

聚核苷酸链[18-23]。当脱氧鸟苷三磷酸（dGTP）与脱

氧腺苷三磷酸（dATP）的物质的量比为 3∶2 时，

TdT 催化产生连续的 G-四链体序列[24-26]。G-四链体

是一种由富含鸟嘌呤的单链核酸通过氢键形成的，

具有结构和构象多样化的特殊二级结构以及多元结

合活性，常作为氯化血红素分子（Hemin）的稳定

剂[27]。G-四链体与 Hemin 结合形成的 G-四链体核

酶具有辣根过氧化物酶活性，能够催化 3,3',5,5'-四
甲基苯并咪唑（TMB）、2,2'-偶氮双二铵盐（ABTS）、

鲁米诺等底物产生氧化还原反应[28]。与传统酶相比，

G-四链体核酶因具有高热稳定性、易于合成与修饰

等优势而常用于构建生物传感器[29-30]，以实现各类

目标物的分析检测[31-32]。 

本研究拟基于 TdT 协同 G-四链体核酶设计信

号放大策略来构建一种高灵敏的 ENR 检测方法。在

ENR 存在的情况下，适体序列特异性识别 ENR，触

发双探针分离，使得电极表面产生带有 3'-OH 末端

的 DNA 双链，诱发 TdT 扩增反应，并产生 G-四链

体核酶纳米线，进而催化 TMB 产生信号放大，信号

大小与 ENR 浓度成正相关，可实现 ENR 的高灵敏

和高特异性检测。构建的传感检测方法简单快速，

无需标签标记，且不涉及复杂的 DNA 链设计或繁琐

的纳米材料合成过程。将本方法用于实际食品样本

的分析检测，旨在实现 ENR 的高效检测分析。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

三(2-羧乙基)膦盐酸盐（TCEP，质量分数 98%）、

巯基己醇（MCH，体积分数 97%）、亚铁氰化钾（质

量分数 99%），北京百灵威科技有限公司；ENR（标

准品）、Hemin（质量分数 95%）、4-羟乙基哌嗪乙磺

酸（HEPES，质量分数 99.5%）、KCl（质量分数

99.5%），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；TdT

（20000 U/mL），纽英伦生物技术（北京）有限公司；

TMB 显色液，上海碧云天生物技术有限公司；dATP

（100 mmol/L）、dGTP（100 mmol/L）、Parafilm 膜，

上海生工生物工程股份有限公司；1.0、0.3 μm 氧化

铝粉，武汉高仕睿联科技有限公司；无水乙醇

（C2H5OH）、浓硫酸（质量分数 98%）、ZnSO4，分

析纯，上海国药集团化学试剂有限公司；过氧化氢

（H2O2，质量分数 30%），分析纯，南京化学试剂

股份有限公司；超纯水，Milli-Q 纯化系统（Millipore

公司，美国）制备；所有 DNA 探针，生工生物工程

（上海）股份有限公司合成，DNA 序列如下所示： 

S-DNA：5'-TTA GTG CCC TG-SH-3' 
R-DNA：5'-CAG GGC ACT AAG GTA-3' 
Aptamer：5'-GCT GTG TGA CTC CTG CAA 

GTC CGA CAT ACC TTA GTG CCC TGA TAT AAT 
GTA ACA CTA TTG AGC AGC TGT ATC TTG TCT 
CC-3'。 

CHI 660E 电化学工作站，上海辰华仪器有限公

司；TGL-18MS 台式高速冷冻离心机，上海卢湘仪

实验室仪器有限公司；XWY 涡旋仪、MiniB-100 金

属浴，杭州米欧仪器有限公司；FC-12DTD-22.5L 超

声波清洗机，南京禾创科学仪器有限公司。 
1.2  金电极的预处理 

首先，将金电极在磨砂纸上进行物理打磨；然

后，将金电极在水虎鱼溶液〔V(浓硫酸)∶V(过氧化

氢)=3∶1）〕中浸泡 5 min，以去除电极表面的有机

物；接着，依次在 1.0、0.3 μm 氧化铝匀浆上进行抛

光，使金电极表面呈镜面状态；随后，分别用无水

乙醇和超纯水对金电极进行超声波清洗 10 min 以去

除黏附在电极表面的氧化铝匀浆溶液，再用水虎鱼

溶液浸泡 5 min；最后，在 0.5 mol/L 硫酸中进行电

化学扫描清洗后，再用超纯水彻底冲洗电极表面。 

1.3  DNA 修饰与固定 

将预处理好的金电极浸泡于 1 μmol/L 的 S-DNA

溶液中（10 mmol/L HEPES 缓冲液，含 100 mmol/L 

KCl，1 mmol/L TCEP，用于防止 S-DNA 之间形成

二硫键），于 37 ℃下静置 1 h，随后将电极浸泡在
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0.1 mmol/L MCH 水溶液中，同时用 Parafilm 膜密封

后置于通风橱中静置 20 min，使电极表面形成直立

有序的 DNA 分子单层，同时防止非特异性吸附。 

1.4  ENR 检测 

在离心管中将 ENR 适体序列（Aptamer，0.2 

mmol/L，溶液为含 100 mmol/L KCl 的 10 mmol/L 

HEPES 缓冲液）和 R-DNA 探针（0.2 mmol/L，溶

液为含 100 mmol/L KCl 的 10 mmol/L HEPES 缓冲

液）各 20 μL 混合，于 95 ℃下恒温加热 5 min，随

后在室温下冷却 1 h。然后，将 20 μL 不同质量浓度

（0.5、1、2、5、10、20、50、200 μg/L）的 ENR

溶液（溶液为含 100 mmol/L KCl 的 10 mmol/L 

HEPES 缓冲液）加入离心管中，于室温下静置 40 

min。静置完成后，将金电极浸泡于上述混合溶液中，

在室温下静置 30 min，使释放出的 R-DNA 与 S-DNA

进行互补杂交。随后，将金电极浸泡于 TdT 反应缓

冲液（含有 2.0×105 U/L TdT、0.4 mmol/L dATP、

0.6 mmol/L dGTP）中，于 37 ℃下反应 60 min 以扩

增出连续的 G-四链体序列。最后将 Hemin 引入金电

极表面，并记录电化学信号。 

1.5  实际食品样本中 ENR 检测 

牛奶中存在大量的脂肪和蛋白质，对目标物检

测干扰较大，因此对牛奶样本进行预处理以去除蛋

白质与脂肪。首先，将 5 mL 牛奶在 10000 r/min

（10 ℃）下离心 10 min 以去除上层脂肪；随后，加

入 150 µL 亚铁氰化钾（质量分数 17.2%）和 150 µL 

ZnSO4（质量分数 53.5%）以沉淀蛋白质，并在

10000 r/min（15 ℃）下离心 10 min，收集上清液并

稀释备用。将不同质量浓度（0.5、1、5、10、50 μg/L）

的 ENR 溶液加入处理好的牛奶样本中，采用所建

立的电化学检测方法对 ENR 进行测定，并计算回

收率。 

1.6  电化学测量 

采用电化学工作站进行电化学测量，三电极体

系：修饰的金电极为工作电极，饱和甘汞电极为参

比电极，铂电极为对电极。所有电化学测量均在室

温下进行。电化学分析方法有计时电流法（I-t）、电

化学阻抗法（EIS）与循环伏安法（CV）。在–0.4 V

下测定 I-t 曲线，并在 G-四链体核酶催化氧化还原

反应达到稳态后记录第 60 s 的电流值。EIS 测试是

在含 0.1 mol/L KCl 的 5 mmol/L [Fe(CN)6]
3−/4−溶液中

进行，相关参数为：频率为 0.1~10 kHz，偏置电位为

0.224 V，幅值为 5 mV。CV 测试在含有 1 mmol/L 

H2O2 的 10 mmol/L HEPES 缓冲液中进行，在扫描速

率为 100 mV/s 下记录测定结果。 

2  结果与讨论 

2.1  检测原理 

图 1 为基于 TdT 协同 G-四链体核酶信号放大的

ENR 电化学检测方法示意图。 
 

 
 

图 1  基于 TdT 协同 G-四链体核酶信号放大的 ENR 电化学检测方法示意图 
Fig. 1  Schematic representation of electrochemical method for ENR detection based on collaborative signal amplification by 

TdT with G-quadruplex ribozyme 
 

如图 1 所示，设计带有游离 3'-OH 末端的 R-DNA

探针与 ENR 适体序列部分互补杂交形成一段 DNA

双链探针。当 ENR 存在时，ENR 适体特异性识别

并结合 ENR，导致 DNA 双链探针分离，释放出单

链 R-DNA 探针。释放出的 R-DNA 与预先修饰于电

极表面的 S-DNA 探针互补杂交，从而在电极表面引

入游离的 3'-OH 末端。随后，利用 TdT 在 3'-OH 末

端扩增延伸，产生连续的 G 四链体序列。最后，引

入 Hemin 与 G-四链体近位杂交形成 G-四链体核酶

纳米线，进而催化 TMB 氧化生成 TMB 氧化产物

（oxTMB），产生显著放大的与 ENR 浓度正相关的

电化学信号，从而实现对 ENR 的灵敏检测。 

2.2  原理验证 

采用 EIS、CV 和 I-t 考察检测方法的可行性。

EIS 是一种用于表征电极经过逐步修饰后表面电子

传递状况的电化学分析手段，不同电极的 EIS 曲线

见图 2A。如图 2A 所示，裸电极的 EIS 谱图呈现出

一条直线，几乎没有半圆部分；S-DNA 修饰于金电
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极表面后，EIS 谱图呈现出明显的半圆弧，表明

S-DNA 自组装于金电极表面，使电极表面电子传递

阻力增加；当修饰电极经过含有 ENR 的混合反应液

处理后，半圆直径略有增加，电极表面电子传递阻

力有所增加；经 TdT 催化延伸后，半圆直径显著增

加，说明电极表面产生了连续的 G-四链体结构，阻

碍了电子传递。此外，采用 CV 研究了传感器对 ENR

的电化学响应，并验证了 TdT 酶催化扩增产生 G-

四链体核酶的作用，结果见图 2B。如图 2B 所示，

无 ENR 时，电流峰值较小，这是因为无目标物 ENR

的触发，带有 3'-OH 末端的 R-DNA 无法与金电极表

面的 S-DNA 杂交，不能引发后续的 TdT 催化扩增

产生 G-四链体的反应，从而产生较低的电化学响

应；在目标物 ENR 存在的情况下，其与适体特异性

结合，导致适体与 R-DNA 形成的双链 DNA 探针分

离，释放出游离的 R-DNA，随后 R-DNA 探针与固

定于金电极表面的 S-DNA 互补杂交，此时在未引入

TdT 扩增反应的情况下测定 CV，因无 G 四链体核

酶产生，电流峰值几乎不变；在引入 TdT 催化延伸

形成大量的 G-四链体核酶后，电流峰值显著增加，

表明 TdT 协同 G-四链体核酶可以有效放大检测信

号。最后，采用 I-t 考察了电化学传感器的可行性，

结果见图 2C。如图 2C 所示，当无 ENR 时，电极表

面无法产生 G-四链体核酶纳米线，I-t 测定的电流值

极微弱；当 ENR 存在时，ENR 触发双链 DNA 探针

分离，进而诱发 TdT 扩增反应，形成 G-四链体核酶

纳米线结构，实现信号放大，产生较高的电流值。

综上所述，所构建的电化学检测体系不仅具有良好

的目标响应性，同时信号放大效果显著。 
 

 

 
 

图 2  不同电极的 EIS 曲线（其中，a 为裸电极；b 为 S-DNA

修饰的金电极；c 为含有 ENR 的混合反应液孵育后

的修饰电极；d 为 TdT 反应液孵育后的修饰电极）

（A）；传感器对 ENR 的电化学响应（其中，a 为

无 ENR；b 为含有质量浓度为 50 μg/L 的 ENR、无

TdT 扩增反应；c 为含有质量浓度为 50 μg/L ENR、

有 TdT 扩增反应）（B）；电化学传感器的 I-t 曲线

（其中，a 为无 ENR；b 为含有质量浓度为 50 μg/L

的 ENR）（C） 
Fig. 2  EIS curves of different electrodes (here in, a is the bare 

electrode; b is S-DNA modified gold electrode; c is 
modified electrode after incubation with a mixture 
containing ENR; d is modified electrode after incubation 
with TdT reaction solution) (A); Electrochemical 
response of sensor to ENR (here in, a represents in 
the absence of ENR; b represents in the presence of 
mass concentration of 50 μg/L ENR, without TdT 
amplification reaction; c represents in the presence 
of mass concentration of 50 μg/L ENR, with TdT 
amplification reaction) (B); I-t curves of electrochemical 
sensor (a is in the absence of ENR; b is in the presence 
of mass concentration of 50 μg/L ENR) (C) 

 

2.3  条件优化 

为了获得最佳检测性能，对实验中的关键条件

进行了优化。首先，在 TdT反应时间为 30 min、Hemin

浓度为 0.2 mmol/L 的条件下，考察了 ENR 孵育时

间（10、20、30、40、50 min）对电化学输出信号

的影响，结果见图 3A。如图 3A 所示，随着靶标 ENR

孵育时间逐渐延长，检测质量浓度为 50 μg/L 的 ENR

所得到的电流逐渐增加；当孵育时间>40 min 后，电

流趋于平稳。因此，选取 40 min 为最佳靶标孵育时

间。其次，在 ENR 孵育时间为 40 min、Hemin 浓度

为 0.2 mmol/L 的条件下，考察了 TdT 反应时间（15、

30、45、60、75 min）对电流的影响，结果见图 3B。

如图 3B 所示，随着 TdT 反应时间从 15 min 延长至

75 min，电流不断增大，并在 60 min 达到最大，所

以 60 min 为充分反应的最佳时间。最后，在 ENR

孵育时间为 40 min、TdT 反应时间为 60 min 的条件

下，测量了不同 Hemin 浓度（0.1、0.2、0.4、0.6、

0.8 mmol/L）下产生的电流，结果见图 3C。如图 3C

所示，电信号随着 Hemin 浓度的增加而逐渐增加，在浓
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度为 0.6 mmol/L 时达到最大值，因此选取 0.6 mmol/L

为 Hemin 的最佳浓度。 

综上，ENR 的最佳孵育时间为 40 min，TdT 的

最佳反应时间为 60 min，Hemin 的最优浓度为

0.6 mmol/L。 
 

 
 

注：误差棒是 3 次平行实验的标准差，下同 

图 3  电流随 ENR 孵育时间（A）、TdT 反应时间（B）

及 Hemin 浓度的变化（C） 
Fig. 3  Change of current with incubation time of ENR (A), 

TdT reaction time (B) and Hemin concentration (C) 
 

2.4  检测性能研究 

采用计时电流法对 ENR 进行了定量检测。在最

佳实验条件下，对不同质量浓度的 ENR 进行了检

测，结果见图 4A。如图 4A 所示，随着 ENR 质量

浓度的增加，电流逐渐增大。60 s 时电流随 ENR 质

量浓度的变化见图 4B。从图 4B 内插图可见，在

0.5~50 μg/L 范围内，电流（I，μA）随着 ENR 质量

浓度（ρ，μg/L）对数的增加而增大，线性回归方

程为 y=0.82x+1.18，R2=0.99。根据信噪比=3∶1 准

则，计算出检测限（LOD）为 0.043 μg/L。与已报

道的一些 ENR 传感检测方法[33-37]相比，本方法具有

更低的检测限或更宽的线性范围（表 1），显示出一

定的检测性能优越性。 
 

 
 

图 4  不同质量浓度 ENR（a~h 分别为 0.5、1、2、5、10、

20、50、200 μg/L）对应的 I-t 曲线（A）；电流随

ENR 质量浓度的变化（B），插图为电流与 ENR

质量浓度对数之间的线性关系 
Fig. 4  I-t curves of ENR with different mass concentrations 

(a~h represent 0.5、1、2、5、10、20、50、200 μg/L) 
(A); variation of current with ENR mass concentration 
(B), insert shows the linear relationship between 
current and logarithm of ENR mass concentration 

 
表 1  电化学传感器与已报道的 ENR 传感器的检测性能

比较 
Table 1  Comparison of electrochemical sensor and other 

reported sensors for ENR detection 

方法 线性范围/(μg/L) LOD/(μg/L) 

比色适体传感器[33] 1.80 ~ 35.94 0.68 

荧光适体传感器[34] 1.80 ~ 89.85 1.33 

电化学纳米传感器[35] 17.97 ~ 3594 14.74 

表面拉曼散射纳米传感器[36] 1 ~ 100 0.25 

荧光纳米传感器[37] 1×103 ~15×103 160 

本文 0.5 ~ 50 0.043 

 

采用计时电流法对牛奶中的 ENR 进行了定量

检测，电流随 ENR 质量浓度（0.5、2、5、10、50、

100 μg/L）的变化见图 5，插图为电流与 ENR 质量

浓度（ρ）对数值之间的线性关系图。如图 5 所示，

本方法在牛奶中的线性检测范围为 0.5~50 μg/L，计
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算得出检测限为 0.070 μg/L。 
 

 
 

图 5  计时电流法对牛奶中的 ENR 的定量检测 
Fig. 5  Quantitative determination of ENR in milk by 

chronoamperometry 

 
为了考察本方法的特异性，选取 10 mmol/L 

HEPES（pH 8.0）为空白对照，对不同抗生素氯霉

素（CM）、卡那霉素（KANA）、氧氟沙星（OFX）、

四环素（TET）、环丙沙星（CIP）及 CM、KANA、

OFX、TET、CIP 和 ENR 的混合物（所有抗生素的

质量浓度均为 50 μg/L）进行了对照实验，结果如图

6 所示。 
 

 
 

图 6  电化学检测方法的特异性验证 
Fig. 6  Specificity verification of the electrochemical method 

for ENR detection 

 
由图 6 可知，本方法检测 ENR 得到的电流远高

于检测其他抗生素得到的电流，且在混合样本中可

以准确识别出目标 ENR，表明本方法对于 ENR 检

测具有良好的选择性。 

最后，考察所建立的电化学检测方法对实际牛

奶样本中 ENR 的分析性能，以验证其实用性。将不

同质量浓度的 ENR 标准物加入经过预处理的牛奶

样本中，用所构建的电化学检测方法测定回收率，

结果如表 2 所示。 

由表 2 可知，在允许的相对误差范围内，回收

率在 98%~110%之间，表明本文所建立的电化学检

测方法可应用于检测牛奶样本中的 ENR 残留。 

表 2  所建立的电化学检测方法对牛奶样本中的 ENR 检

测结果 
Table 2  Results of the developed electrochemical method 

for ENR detection in milk samples 

添加量
/(μg/L) 

检测量
/(μg/L) 

回收率/% 标准偏差/%

0.5 0.52 104 9.5 

1 0.98 98 7.5 

5 5.17 103 5.6 

10 10.50 105 7.1 

50 54.78 110 6.3 

 

3  结论 

建立了一种基于 TdT 协同 G-四链体核酶信号

放大的 ENR 残留电化学检测方法。该方法采用 ENR

触发双探针分离识别转换策略，以带有 3'-OH 末端

的单链 DNA 为信号转换探针，在电极表面引入 TdT

催化扩增产生 G-四链体序列，并形成 G-四链体核酶

纳米线，最终产生信号放大，实现 ENR 的高灵敏和

高特异性检测。该方法已初步应用于对实际牛奶样

本中抗生素的检测分析，显示出较好的应用潜力。

此传感检测体系不涉及复杂的 DNA 链设计，简单快

速，经济效益高。此外，该方法具有较好的普适性，

只需改变相应的核酸适体序列，即可实现其他多种

目标物的检测分析。 
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