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基于氧化石墨烯荧光传感技术对中药海马的鉴定

钟洪金， 任九卓林， 张灵迂， 侯飞侠*

（成都中医药大学  药学院  西南特色中药资源国家重点实验室，成都   611137）

［摘要］ 目的：建立基于氧化石墨烯荧光传感技术鉴定中药海马的方法，为中药鉴定提供一个新的研究思路。方法：在小

海马特异性上游引物 Ja-F 的 5'端标记荧光基团 FAM 作为核酸探针 FAM-单链 DNA（ssDNA），在下游引物 Ja-R 的 5'端加上 RNA

聚合酶Ⅱ的识别位点记为 Ja-R1，用 Ja-F/Ja-R1 扩增海马样品，利用体外转录法对扩增产物进行反转录获得小海马 ssDNA。取

500 nmol·L-1 FAM-ssDNA 20 μL，90 ℃孵育 5 min，逐渐冷却至室温，加入不同体积的氧化石墨烯溶液（100 mg·L-1）和三羟甲基

氨基甲烷 -盐酸（Tris-HCl）缓冲液（pH 7.6，50 mmol·L-1），使反应终体积为 1 mL，混匀，室温避光放置不同时间后测荧光强度，

筛选制备传感器的最佳氧化石墨烯浓度和反应时间。再加入探针互补序列 FAM-ssDNA-match 溶液，室温放置不同时间后测

荧光值，筛选荧光恢复的最适反应时间并检测传感器可行性。向核酸探针-氧化石墨烯溶液中分别加入 ddH2O 和不同浓度的

小海马 ssDNA 进行灵敏度检测，最后根据最佳实验条件对市售海马药材进行检测，验证该方法用于中药材基原鉴定的可行

性。结果：构建鉴别小海马的核酸探针-氧化石墨烯生物传感器条件为 1 mL 反应体积中，10 nmol·L-1 FAM-ssDNA+12 mg·L-1

氧化石墨烯溶液，室温避光反应 20 min，可彻底淬灭探针荧光。传感器可行性检测显示，当向传感器溶液中加入探针互补序列

溶液（终浓度 90 nmol·L-1），室温反应 1 h 后，体系的荧光信号明显增强。灵敏度检测显示，该方法能够检测到的小海马 ssDNA

的最低质量浓度约为 10 mg·L-1。将该方法用于检测市售海马药材，发现只有小海马样品有明显的荧光信号。结论：该实验建

立的氧化石墨烯荧光传感技术可用于中药海马的基原鉴定。
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Identification of Traditional Chinese Medicine Seahorses Using Graphene Oxide-based 

Fluorescent Sensing Technology
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［［Abstract］］  Objective：： To establish a method for seahorse identification based on graphene oxide 

fluorescence sensing technology， and to provide a new research idea for identification of traditional Chinese 

medicine. Method：： The fluorophore FAM was labeled at the 5' end of the specificity upstream primer Ja-F of 

Hippocampus japonicus as the nucleic acid probe FAM-ssDNA （single strand DNA）. The recognition site of 

RNA polymerase Ⅱ  was added to its specific downstream primer Ja-R as Ja-R1. The seahorse samples were 

amplified with Ja-F/Ja-R1 primers， and the ssDNA of H. japonicus was obtained by reverse transcription of the 

amplification products using vitro transcription method. The 20 μL nucleic acid probe FAM-ssDNA 
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（500 nmol·L-1） was incubated at 90 ℃ for 5 min， and was gradually cooled to room temperature. Different 

volume of graphene oxide solution （100 mg·L-1） and Tris hydroxymethyl amino methane HCl （Tris-HCl） buffer 

（50 mmol·L-1） were added into each probe solution to make a final reaction volume of 1 mL. The fluorescence 

intensity of each sample was measured after mixing and placing different times at room temperature away from 

the light. So that the most appropriate graphene oxide concentration and reaction time were screened for 

constructing the best nucleic acid probe-graphene oxide biosensor. Adding probe complementary sequence 

FAM-ssDNA-match solution into the nucleic acid probe-graphene oxide solution， the fluorescence intensity of 

the reaction mixture was measured after being placed different times at room temperature. Therefore， the optimal 

reaction time of fluorescence recovery was screened and the feasibility of the sensor was tested. The sensitivity 

was detected via adding ddH2O as the blank control and different concentration H. japonicus ssDNA into each 

nucleic acid probe-graphene oxide solution， respectively. Finally， the commercial hippocampal were identified 

using the optimal experimental condition， and the feasibility of this method for the identification of Chinese 

medicinal materials was verified. Result：： The fluorescence of 1 mL reaction mixture including 10 nmol·L-1 

nucleic acid probe FAM-ssDNA and 12 mg·L-1 go solution for 20 min at room temperature away from the light 

could be completely quenched. Feasibility test of the biosensor showed that when probe complementary sequence 

FAM-ssDNA-match solution （final concentration 90 nmol·L-1） was added to the biosensor solution and reacted 

1 h reaction at room temperature， the fluorescence signal was significantly enhanced. Sensitivity test showed that 

the minimum concentration of ssDNA detected by this method was about 10 mg·L-1. This method was used to 

detect commercial seahorses， and only H. japonicus samples had obvious fluorescence signal. Conclusion：： The 

graphene oxide-based fluorescent sensing technology could be used for zoological origin survey of commercial 

hippocampus.

［［Keywords］］ graphene oxide-based fluorescent sensing technology； nucleic acid probe； seahorse； 

identification； single-stranded DNA

石墨烯是由碳原子以 sp2 杂化形成六边型蜂巢

晶格的平面薄膜，是目前世上最薄的纳米材料［1］。

氧化石墨烯（GO）是通过石墨烯氧化加工而成，具有

水溶性好、表面易于修饰等特性，常被用作生物传

感研究中识别元件的载体。更为重要的是，GO 具

有远程纳米能量转移淬灭荧光及能够通过 π键堆叠

作用共价吸附核酸碱基的特性［2］。相比于其他的有

机淬灭剂，GO 有较高的淬灭效率和信噪比，使得其

在纳米光学传感领域显示出了极大的应用潜能。

近年来，结合相关生物分析技术，基于 GO 设计的荧

光传感系统已成功实现了对核酸、蛋白质及其他生

物小分子的检测［3-9］。GO 用于检测核酸的原理，荧

光 标 记 的 单 链 DNA（ssDNA）作 为 分 子 探 针 ，当

DNA 探针单独存在于缓冲液中，由于染料的荧光特

性，在激发光作用下有很强的荧光发射信号；加入

GO 后，由于其六元环结构与核苷酸碱基的环状结

构之间 π-π相互堆积作用，使两者强烈的共价吸附

在一起，这种构象的改变，使 DNA 探针上标记的荧

光染料与 GO 之间发生高效的荧光共振能量转移，

导致荧光迅速淬灭；当向混合液中加入靶 DNA 后，

靶 DNA 将与吸附的探针 DNA 非特异性地竞争 GO

表面结合位点，部分探针 DNA 被靶 DNA 置换到溶

液相，游离的靶 DNA 和被置换出的探针序列互补结

合形成刚性的双链结构，碱基之间氢键相互作用使

双链 DNA（dsDNA）无法再与 GO 作用，使被淬灭的

荧光信号得到恢复［10］，见图 1。通过检测反应前后

荧光强度的变化，从而实现对靶 DNA 定性和定量

检测。

目前，GO 以独特的理化性质被应用于各种领

域。在分子诊断领域核酸检测方面，LU 等［11］首次

设 计 了 以 GO 为 平 台 ，以 荧 光 染 料 FAM 标 记 的

ssDNA 为探针分子的传感方法，通过测量反应前后

荧光强度的变化成功实现了对 DNA 的检测。在此

基础上，HE 等［12］设计了 3 种荧光探针，利用荧光发

射波长的差异，同时检测 3 种目标 DNA，实现了 GO

在同一溶液中对多种 DNA 靶序列的混合检测。鉴

于 GO 的荧光淬灭效应和对单链/双链核酸吸附强

度 的 差 异 性 ，也 一 一 实 现 了 对 微 小 RNA

（miRNA）［13］、dsDNA［14］等核酸分子的检测。在蛋白

质检测方面，LU 等［15］利用芘标记的多肽/GO 复合物
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实现了多肽-蛋白质相互作用的实时检测。HE 等［16］

利用小分子蛋白质结合 DNA 组成嵌合体时，可保护

共轭结合的 DNA 免受 3'端单链特异性核酸外切酶

的酶切作用这一特性，在 GO 纳米平台上实现了对

蛋白质的高灵敏检测。姜利英等［17］将能够与胰岛

素特异性结合的 ssDNA 用荧光基团 FAM 进行标记

作为探针，以 GO 为淬灭剂，构建了一种可对胰岛素

进行特异性检测的荧光适体传感器。除了以上领

域，GO 在环境污染［18］、药物载体［19］和筛选［20］、生物

成像［21］等方面都有所应用。目前，GO 荧光传感技

术在中药鉴定领域尚未加以应用。

中药品种鉴定是中药质量控制的首要环节，是

中药定性与定量标准的前提，是中药作用物质基础

研究的保证 ，是中药炮制品及中成药的质量保

证［22］。品种一错，全盘皆否。如何确认品种和辨明

正品，一直是中药研究领域的重要内容。GO 荧光

传感技术成熟，应用广泛，本研究根据 GO 对单链/

双链 DNA 吸附能力的差异及其优异的荧光淬灭效

率首次将该技术借鉴到名贵中药海马的鉴定研究

中来，为中药鉴定开启一个新的研究思路。

1 材料

1.1　样品     本研究以市售的 13 种海马、24 批样品

为实验材料，所用样品首先由成都中医药大学侯飞

侠副教授利用形态学方法进行鉴定，然后再使用

DNA 条形码技术进行验证，见表 1。凭证样品保存

于成都中医药大学西南特色中药资源国家重点实

验室。

1.2　试剂     GO 粉购于源叶生物（批号 T13O11F127

288）；琼脂糖购于北京擎科生物科技有限公司（批

号 14140107）；2×Taq 聚合酶链式反应（PCR） master 

mix 和琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒均购于北京天

根 生 物 科 技 有 限 公 司（ 批 号 分 别 为 W9115、

89109379）；体 外 转 录 试 剂 盒 MEGAscript ™ T7 

Transcription Kit 购买于上海徕创生物科技有限公

司（批号 AM1333）；三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Tris-

HCl）（ 上 海 泽 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

RH306638）；Tris 饱和酚 -三氯甲烷、三氯甲烷、无水

乙醇（成都科龙化工试剂厂，批号分别为 100805B、

20110113、2022032102）。
本 实 验 用 到 的 引 物 序 列 包 括 小 海 马

Hippocampus japonicus 的 特 异 性 引 物［23］Ja-F 

5′-ACCCTCATTCCTTCTTCTCCTC-3'/Ja-R 5′-GG 

注：FAM 表示羧基荧光素

图 1　核酸探针-GO 生物传感器检测 DNA 的原理示意

Fig. 1　Schematic diagram of nucleic acid probe grapheme oxide biosensor for DNA detectio

表 1　海马及伪品样品信息

Table 1　Information of samples

物种名

    小海马 Hippocampus 

japonicus

小海马 H. japonicus

大海马 H. kuda

大海马 H. kuda

线纹海马 H. kelloggi

线纹海马 H. kelloggi

三斑海马 H. trimaculatus

三斑海马 H. trimaculatus

刺海马 H. histrix

刺海马 H. histrix

棘海马 H. spinosisimus

    昆士兰海马

H. queenslandicus

    昆士兰海马

H. queenslandicus

太平洋海马 H. ingens

太平洋海马 H. ingens

虎尾海马 H. comes

虎尾海马 H. comes

直立海马 H. erectus

直立海马 H. erectus

鲍氏海马 H. barbouri

鲍氏海马 H. barbouri

南非海马 H. capensis

南非海马 H. capensis

贾氏海马 H. jayakari

收集地

成都荷花池中药材市场

安徽亳州中药材市场

河北安国中药材市场

成都荷花池中药材市场

成都荷花池中药材市场

广西玉林中药材市场

安徽亳州中药材市场

河北安国中药材市场

广西玉林中药材市场

成都荷花池中药材市场

河北安国中药材市场

成都荷花池中药材市场

成都荷花池中药材市场

广西玉林中药材市场

成都荷花池中药材市场

河北安国中药材市场

安徽亳州中药材市场

安徽亳州中药材市场

成都荷花池中药材市场

河北安国中药材市场

河北安国中药材市场

安徽亳州中药材市场

成都荷花池中药材市场

成都荷花池中药材市场

单倍型序

列号

MT558638

MT558639

MT558614

MT558615

MT558632

MT558633

MT558626

MT558627

MT558623

MT558624

MT558609

MT558604

MT558605

MT558636

MT558637

MT558619

MT558622

MT558640

MT558641

MT558611

MT558612

MT558642

MT558643

MT558646

样品

编号

HJ1

HJ2

HK1

HK2

HL1

HL2

HT1

HT2

HH1

HH2

HS

HQ1

HQ2

HI1

HI2

HC1

HC2

HE1

HE2

HB1

HB2

HA1

HA2

HY
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TGTTTGGTATTGCGTGATTGAC-3′，该引物扩增

的目的片段长度为 228 bp；在小海马的特异性上游

引 物 的 5′端 标 记 荧 光 基 团 FAM 作 为 核 酸 探 针

FAM-ssDNA 5′（FAM）-ACCCTCATTCCTTCTTCT 

CCTC-3'；与核酸探针 FAM-ssDNA 互补配对的序列

FAM-ssDNA-match 5'-GAGGAGAAGAAGGAAUG 

AGGGU-3'。以上引物及核酸探针均由浙江有康生

物科技有限公司合成。

1.3　仪器     F-4500 Hitachi 型荧光分光光度计（上

海普迪生物技术有限公司），MK2000-2 型恒温金属

浴（杭州奥盛仪器有限公司），T100TMThermal Cycler

型 PCR 扩增仪、Universal Hood Ⅱ型凝胶成像系统、

PowerPacTM Basic 型核酸电泳仪（美国 Bio-Rad 公

司），NanoDrop 2000 型超微量分光光度计（上海艾

研生物科技有限公司）。
2 方法

2.1　小海马 ssDNA 的制备     在小海马的特异性下

游引物 Ja-R 5′端加上 RNA 聚合酶Ⅱ的识别位点

TAATACGACTCACTATAGGG 记作 Ja-R1（5′-TAA 

TACGACTCACTATAGGGGGTGTTTGGTATTGCG

TGATTGAC-3′）。利用 Ja-F/Ja-R1 对所有海马样品

进行 PCR 扩增。PCR 扩增体系 100 μL，包含 2×Taq 

PCR master mix 90 μL，模板 1 μL，上、下游引物各

1 μL，补充 ddH2O 至 100 μL；扩增程序为 95 ℃预变

性 2 min，95 ℃变性 10 s，58 ℃退火 10 s，72 ℃延伸

30 s，共 35个循环，72 ℃延伸 7 min。利用琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒对 PCR产物进行纯化回收。使用体

外转录试剂盒 MEGAscript™ T7 Transcription Kit 获

得小海马的 ssDNA，体外转录体系为 10 μL，包含回

收 产 物 4 μL，ATP solution、CTP solution、GTP 

solution、TTP solution 各 1 μL，10 × reaction buffer 

1 μL，T7 enzyme mix 1 μL，将以上混合液置于 37 ℃

温浴 8 h。然后加入 RNA 聚合酶抑制剂（Turbo）
1 μL，37 ℃ 静 置 15 min 终 止 转 录 ，再 加 入 Strep 

7.5 μL 和 ddH2O 57.5 μL 以降解双链 DNA 并稳定单

链 DNA，然后再加入 Tirs 饱和酚 -三氯甲烷（1∶1）
75 μL 和三氯甲烷 150 μL，上下颠倒充分混匀，静置

10 min 后，吸上清，在上清中加入两倍体积的无水乙

醇，混匀，置-20 ℃至少 8 h，13 000 r·min-1，离心半径

8 cm 离心 15 min，弃上清，加入 75% 乙醇洗涤沉淀，

待乙醇完全挥发后，将 ssDNA 沉淀溶解于 ddH2O 

10 μL中，并用 1% 的琼脂糖凝胶电泳进行检测，利用

超微量分光光度计 NanoDrop 2000 测定浓度后将其

置于液氮中保存备用。

2.2　核酸探针-GO 生物传感器的制备     将 GO 粉超

声溶解于 ddH2O 中制成质量浓度为 100 mg·L-1 的

GO 溶液。用蒸馏水溶解三羟甲基氨基甲烷盐酸盐

制成浓度为 50 mmol·L-1 Tris-HCl缓冲液（pH 7.6）并
高温灭菌。用 ddH2O 将核酸探针 FAM-ssDNA 溶解

成浓度为 500 nmol·L-1 的探针溶液。取探针溶液

（500 nmol·L-1）20 μL 置 于 PCR 仪 中 90 ℃ 孵 育

5 min 后，逐渐冷却到室温，转移至离心管，向其中加

入不同体积 GO 溶液（100 mg·L-1）和不同体积 Tris-

HCl 缓冲液（50 mmol·L-1）使反应终体积为 1 mL，混

匀，室温避光放置 20 min。利用荧光分光光度计分

别测量每个样品的荧光强度，筛选最合适的 GO 浓

度，制备最佳的核酸探针 -GO 生物传感器。荧光测

定条件，激发波长 490 nm，扫描波长 510~700 nm，激

发和发射的夹缝宽度均为 10 nm，负高压 700 V。

2.3　核酸探针 -GO 生物传感器的可行性检测     为

了检测构建的核酸探针 -GO 生物传感器的可行性，

合成了与核酸探针 FAM-ssDNA 互补配对的序列

FAM-ssDNA-match。本实验利用荧光分光光度计

分 别 测 量 了 以 下 3 个 样 品 的 荧 光 光 谱 ，

①FAM-ssDNA 溶液（500 nmol·L-1）20 μL 置于 PCR

仪 90 ℃ 孵 育 5 min，逐 渐 冷 却 至 室 温 后 加 入

Tris-HCl 缓冲液（50 mmol·L-1）980 μL，混匀，测荧

光；② FAM-ssDNA 溶液（500 nmol·L-1）20 μL 置于

PCR 仪 90 ℃孵育 5 min，逐渐冷却至室温后依次加

入 Tris-HCl缓冲液（50 mmol·L-1）860 μL 和 GO 溶液

（100 mg·L-1）120 μL，混匀，室温放置 20 min 后，测

荧光；③ FAM-ssDNA 溶液（500 nmol·L-1）20 μL 置

于 PCR 仪 90 ℃孵育 5 min，逐渐冷却至室温后依次

加入 Tris-HCl缓冲液（50 mmol·L-1）860 μL 和 GO 溶

液（100 mg·L-1）120 μL，混匀，室温放置 20 min 后，

再 向 混 合 液 中 加 入 探 针 互 补 序 列 FAM-ssDNA-

match 溶液（5 μmol·L-1）10 μL，混匀，室温放置 1 h，

测荧光。以上操作均在避光条件下进行。以上样

品 中 核 酸 探 针 FAM-ssDNA 溶 液 的 终 浓 度 均 为

10 nmol·L-1，GO 溶液终质量浓度均为 12 mg·L-1，

FAM-ssDNA-match 溶液终浓度约为 50 nmol·L-1。

2.4　小海马 ssDNA 的检测     将 FAM-ssDNA 溶液

（500 nmol·L-1）20 μL 置于 PCR 仪 90 ℃孵育 5 min，

逐 渐 冷 却 至 室 温 后 ，向 其 中 加 入 GO 溶 液

（100 mg·L-1）120 μL 和 的 Tris-HCl 缓 冲 液

（50 mmol·L-1）860 μL，混匀，室温避光放置 20 min，

制成核酸探针-GO 生物传感器。再向传感器溶液中

分别加入 ddH2O（空白对照）20 μL 和不同浓度的小
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海马（HJ1）ssDNA 20 μL，混匀，室温反应 1 h 后，利

用荧光分光光度计分别测量每个样品的荧光强度。

2.5　市售海马药材的检测     根据本实验建立的方

法，首先利用引物 Ja-F/Ja-R1 对市场收集到的 13 种

共 24 份海马样品进行 PCR 扩增，使用体外转录法获

得小海马 ssDNA。将体积均为 50 μL 的 ddH2O 和海

马反转录产物分别加到 1 mL 核酸探针 -GO 溶液

（500 nmol·L-1 FAM-ssDNA 溶 液 20 μL+

50 mmol·L-1 Tris-HCl 缓 冲 液 860 μL+100 mg·L-1 

GO 溶液 120 μL）中，混匀，避光室温反应 1 h。利用

荧光分光光度计测量每个样品的荧光强度。

3 结果

3.1　 ssDNA 的制备     小海马特异性引物 Ja-F/Ja-R

的扩增片段为 228 bp。利用 1% 琼脂糖凝胶电泳对

所有海马反转录产物进行检测，结果发现只有小海

马有目的条带，表明 ssDNA 制备成功。利用超微量

分光光度计测定获得的小海马样品的 ssDNA 质量

浓度约为 2 600 mg·L-1。见图 2。

3.2　核酸探针荧光淬灭及恢复时间的测定     将核

酸 探 针 FAM-ssDNA 的 浓 度 固 定 为 10 nmol·L-1。

GO 对核酸探针的荧光淬灭效率较高，当 GO 被加入

到 FAM-ssDNA 溶液后，反应体系的荧光强度急剧

降低，随着时间的增加，淬灭速率趋于稳定，并在

10 min 后荧光强度不再发生变化。为了保证荧光淬

灭完全，减少背景干扰，本实验将 GO 的淬灭时间定

为 20 min。当加入核酸探针互补序列 FAM-ssDNA-

match 后，随着反应时间的延长，体系的荧光信号不

断增强，反应 40 min 后，荧光信号趋于稳定。为了

使反应彻底，本实验将小海马 ssDNA 与核酸探针反

应的时间定为 1 h。见图 3。

3.3　 GO 浓度的确定     GO 浓度的确定对核酸探

针-GO 生物传感器制备能否成功起决定性作用：GO

浓度过低将无法完全淬灭荧光信号；GO 浓度过高

会使置换出的核酸探针与多余的 GO 结合，导致荧

光 信 号 恢 复 不 明 显 。 本 实 验 将 核 酸 探 针 FAM-

ssDNA 的浓度固定为 10 nmol·L-1，向其中加入不同

体积 GO 溶液（100 mg·L-1）和不同体积 Tris-HCl 缓

冲液（50 mmol·L-1）使反应体系的终体积为 1 mL，室

温避光放置 20 min 后，测荧光发现，随着 GO 浓度的

增加，核酸探针的荧光强度不断降低。当 GO 浓度

达到 12 mg·L-1时，荧光信号被完全淬灭。故本实验

制备核酸探针 -GO 生物传感器时将 GO 的浓度确定

为 12 mg·L-1。见图 4。

3.4　核酸探针 -GO 生物传感器的制备条件     根据

核酸探针 FAM-ssDNA 荧光淬灭时间及 GO 浓度测

定的结果，本实验构建核酸探针 -GO 生物传感器的

方 法 如 下 ，取 FAM-ssDNA 溶 液（500 nmol·L-1）
20 μL 置于 PCR 仪 90 ℃孵育 5 min，逐渐冷却至室

图 4　核酸探针 FAM-ssDNA 与不同浓度 GO 反应的荧光光谱

Fig. 4　 Fluorescence spectra of nucleic acid probe FAM-ssDNA 

reacting with different concentration of GO

注：M. Marker；1、2. HJ1、HJ2；3、4. HK1、HK2；5、6. HL1、HL2；
7、8. HT1、HT2；9、10. HH1、HH2；11. HS；12、13. HQ1、HQ2；14、15.

HI1、HI2；16、17.HC1、HC2；18、19.HE1、HE2；20、21.HB1，HB2；22、

23.HA1，HA2；24.HY

图 2　小海马特异性引物扩增产物（A）及其 ssDNA（B）琼脂糖凝胶

电泳

Fig. 2　 Agarose gel electrophoresis of H.  japonicas specific 

primers amplification products （A） and ssDNA（B）

注：a.荧光淬灭反应的时间监测；b.荧光恢复反应的时间监测

图 3　核酸探针荧光淬灭及恢复时间监测

Fig. 3　 Time monitoring of nucleic acid probe fluorescence 

quenching and recovery
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温，向其中加入的 Tris-HCl 缓冲液（50 mmol·L-1）
850 μL 和 GO 溶液（100 mg·L-1）120 μL，混匀，放置

20 min。

3.5　核酸探针 -GO 生物传感器可行性检测     可行

性检测原理是当核酸探针 FAM-ssDNA 单独存在于

缓冲液中时，反应体系将发射出很强的荧光信号。

加入适量 GO 溶液后，核酸探针 FAM-ssDNA 与 GO

之间通过 π-π堆积效应，FAM-ssDNA 探针被迅速吸

附在 GO 表面，形成 GO 和核酸探针 FAM-ssDNA 的

能量转移体系，使核酸探针 FAM-ssDNA 的荧光信

号 被 淬 灭 。 再 加 入 探 针 互 补 序 列 FAM-ssDNA-

match 后 ，FAM-ssDNA-match 与 核 酸 探 针 FAM-

ssDNA 非特异性地竞争 GO 表面结合位点，部分核

酸探针 FAM-ssDNA 被 FAM-ssDNA-match 置换出

来，游离的 FAM-ssDNA-match 序列和被置换出的探

针序列通过碱基互补配对原则形成稳定的核酸双

链结构，核酸双链结构与 GO 的结合能力显著减弱，

反应体系的荧光信号将明显增强。

本实验可行性检测结果发现，当核酸探针单独

存在于 Tris-HCl 缓冲液中时，体系发射出很强的荧

光信号，加入 GO 溶液后，探针被吸附在 GO 表面且

发生了荧光共振能量转移效应，荧光被淬灭，故检

测到体系几乎无荧光信号，再加入探针互补序列

FAM-ssDNA-match 后 ，FAM-ssDNA-match 与 探 针

结合形成稳定的核酸双链结构，无法被 GO 吸附，使

反应体系的荧光信号明显增强。实验结果证明了

本文实验设计的可行性，表明本实验制备的核酸探

针 -GO 生 物 传 感 器 可 用 于 目 标 ssDNA 的 检 测 。

见图 5。

3.6　小海马 ssDNA 的检测     利用荧光分光光度计

对加入了不同浓度的小海马（HJ1）ssDNA 的混匀液

进行检测方法，随着小海马 ssDNA 浓度的升高，反

应体系的荧光信号逐渐增强，表明基于 GO 和核酸

探针 FAM-ssDNA 能量共振转移体系，能够对目标

分 子 进 行 检 测 。 该 方 法 能 够 检 测 到 的 小 海 马

ssDNA 的最低质量浓度约为 10 mg·L-1，见图 6。

3.7　GO 荧光传感技术鉴别海马药材的实践应用      

    向 GO 荧光传感器溶液中分别加入 ddH2O 50 μL

和不同海马样品的反转录产物，其中 2 个小海马样

品在反应体系中的终质量浓度均约为 48 mg·L-1。

利用荧光分光光度计测量每个样品的荧光强度，结

果显示，只有小海马样品有明显的荧光信号，其他

海马样品与空白对照一致荧光信号没有明显恢复，

表明该方法可用于市售海马药材的真伪检测 。

见图 7。

4 讨论

中药材是中医防病治病的物质基础，是中医临

床疗效的根本保障，对中药材真伪优劣的准确鉴定

是保证药物品质与治疗效果的先决条件。中药准

确的基原鉴定是中药质量控制中至关重要的环节。

对中药材进行鉴定有四大基本方法，即基原鉴定、

性状鉴定、显微鉴定和理化鉴定。这些鉴定方法主

要依赖于形态特征和化学特征，然而，形态特征及

化学特征都具有表型可塑性，受生物生长发育和环

境条件的影响，变异较大。同时，在形态学方面，很

多药材部位特征简单，准确鉴定比较困难，或者需

要较高的专业水平和积累多年的经验，近缘种常常

没有明显区别；在化学特征方面，因各个药材特异

性不同，研究中建立的方法往往无法通用，且一些

药材的化学特征提取难度较大［24］。中药材 DNA 分

子鉴定是利用中药中的 DNA 进行中药鉴定的方法。

图 6　GO 生物传感器检测不同浓度小海马 ssDNA 的荧光光谱

Fig. 6　 Fluorescence spectra of different concentrations of 

H.  japonicus ssDNA detected by GO biosensors

注 ：a. FAM-ssDNA 溶 液 +Tris-HCl 缓 冲 液；b. FAM-ssDNA 溶

液 +Tris-HCl 缓冲液 +GO 溶液；c.FAM-ssDNA 溶液 +Tris-HCl 缓冲

液+GO 溶液+FAM-ssDNA-match 溶液

图 5　核酸探针 FAM-ssDNA （10 nmol·L-1） 在不同条件下的荧光发

射光谱

Fig. 5　 Fluorescence emission spectra of nucleic acid probe FAM-

ssDNA （10 nmol·L-1） under different conditions
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DNA 作为遗传信息的载体，不受外界环境、生长发

育阶段、取样部位、采收加工、贮藏等条件的影响，

可以抛开形态相似的假象和过于多变的化学特征，

从基因水平提供一种鉴别依据，是非常可靠的鉴定

标记，不仅用于中药不同物种的鉴别［25-27］，也广泛用

于种下不同居群［28-30］、不同种质资源［31-33］和道地药

材［34-36］的研究，为中药鉴定提供了遗传学证据；特别

是在名贵药材、道地药材、动物类药材、珍稀濒危动

植物真伪鉴定等方面具有独特优势。但目前的分

子鉴定方法也存在一些问题，限制了其在中药鉴定

中的应用和推广。首先，目前在中药分子鉴定中广

泛应用的为 DNA 条形码技术，该方法不受研究者的

专业水平限制，可完成常规鉴定方法无法完成的工

作，但需要测序，实验成本高，周期长，且其准确性

严重依赖序列数据库。其次，物种特异性 PCR 技

术，无需测序，只需根据电泳条带的大小及有无判

断正伪品，故此技术在中药鉴定领域也有大量应

用［37-42］。该方法还需要电泳，无法实现中药鉴定的

快捷性和简便性。为了避免电泳，有研究者将物种

特异性 PCR 技术与荧光检测技术结合在一起［43-45］，

即直接在 PCR 产物中加入荧光染料，根据混合物在

紫外照射下是否发荧光来鉴别正伪品。该方法仅

需 PCR 仪、操作简单，有利于中药材分子鉴别技术

的推广和应用。该方法也有弊端，即对引物的特异

性要求较高，且不可形成引物二聚体，否则会出现

假阳性。GO 荧光传感技术不受引物二聚体的影

响，根据荧光强度的变化即可区分正伪品，为中药

鉴定提供了一个新的思路。

已有大量研究文献证明了利用 GO 荧光传感器

检测特定 DNA 序列的有效性和可行性。本研究根

据小海马与其他海马物种的线粒体细胞色素 C 氧化

酶亚基Ⅰ（COⅠ），基因碱基序列不同，首先在小海

马的特异性下游引物 Ja-R5'端加上 RNA 聚合酶Ⅱ
的识别位点记作 Ja-R1，利用 Ja-F/Ja-R1 扩增实验收

集的海马样品，再使用体外转录法对特异性扩增产

物进行转录获得小海马 ssDNA 作为待测的靶标

DNA。在小海马特异性上游引物的 5'端加上 FAM

荧光基团作为核酸探针，核酸探针序列与小海马

ssDNA 序 列 碱 基 互 补 配 对 。 当 核 酸 探 针

FAM-ssDNA 单独存在时，将发射出较强的荧光，加

入 GO 溶液后，由于 GO 能够吸附探针 ssDNA 且具

有高效的荧光淬灭效率，反应体系的荧光信号将消

失，加入小海马 ssDNA 后，由于核酸探针与小海马

ssDNA 碱基互补配对进而结合在一起形成 dsDNA，

而 GO 对 dsDNA 的吸附能力较弱，故反应体系的荧

光信号将得到恢复。整个实验过程涉及 ssDNA 的

制备和核酸探针 -GO 生物传感器的构建、GO 浓度

的确定、荧光猝灭时间和恢复时间的检测，传感器

的可行性检测等步骤。其中，GO 浓度的确定对是

否能成功构建核酸探针 -GO 传感器起决定性作用，

若 GO 量过大，核酸探针被 GO 完全吸附后，溶液中

无荧光，但存在一部分未与核酸探针结合的 GO，导

致加入靶目标 DNA 后，从 GO 表面游离的核酸探针

有可能再次被吸附，影响实验结果的准确性；若 GO

量过小，又会使实验面临以下两个问题之一，①GO

不能将核酸探针完全吸附，溶液中还存在大量荧

光，导致加入靶目标 DNA 后荧光强度变化不够明

显；②会有过多的核酸探针与 GO 结合，导致传感器

过载甚至中毒，进而影响传感器的灵敏性。本实验

发现核酸探针终浓度为 10 nmol·L-1的反应体系中，

GO 质量浓度达到 12 mg·L-1 时可完全淬灭荧光信

号，故本实验构建传感器时将 GO 终质量浓度固定

为 12 mg·L-1。另外，实验发现荧光恢复所需时间比

荧光淬灭所需时间长，原因可能是由于荧光恢复过

程包含靶标 DNA 从 GO 上置换出探针及探针与靶

标 DNA 结合形成双链 2 个阶段。

本实验将物种特异性 PCR 技术与 GO 荧光传感

技术相结合，不仅发挥了物种特异性 PCR 技术在中

药材鉴定方面的优势，还发挥了 GO 荧光传感技术

准确、可视化的特点。该方法与 DNA 条形码、物种

注：HJ1、HJ2. 小海马 H. japonicas； HK1、HK2. 大海马 H. kuda；
HL1、HL2. 线 纹 海 马 H. kelloggi；HT1、HT2. 三 斑 海 马

H. trimaculatus；HH1、HH2. 刺 海 马 H. histrix；HS. 棘 海 马

H. spinosissimus；HQ1、HQ2. 昆 士 兰 海 马 H. queenslandicus；
HI1、HI2. 太 平 洋 海 马 H. ingens； HC1、HC2. 虎 尾 海 马 H. comes；
HE1、HE2. 直立海马 H. erectus；HB1、HB2. 鲍氏海马 H. barbouri；
HA1、HA2.南非海马 H. capensis；HY.贾氏海马 H. jayakari

图 7　GO 生物传感器检测市售海马的荧光光谱

Fig. 7　 Fluorescent spectra of commercially available seahorses 

detected by GO biosensors
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特异性鉴定的荧光 PCR 等鉴别方法相比，不需凝胶

电泳，不受引物二聚体的影响，但该方法需要制备

ssDNA，体外转录制备 ssDNA 步骤较为繁琐，故如

何简便地获得 ssDNA 是将该技术广泛用于中药鉴

定需要攻克的一个问题。

本研究鉴于 GO 高效的荧光淬灭效率和对单

链/双链  DNA 吸附能力的不同，将 GO 荧光传感技

术借鉴到了中药材的真伪鉴别中，验证了该技术用

于中药鉴定的可行性，为中药鉴定研究提供了一个

可借鉴的新方法。
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