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铅离子诱导PS2. M构象改变特性及其

氡非标记比色传感检测新方法

刘红文摇 季 颖摇 宋春丽摇 田 刚摇 李诗雅摇 杨桂英摇 吕昌银*

(南华大学公共卫生学院, 衡阳 421000)

摘摇 要摇 以氡辐射衰变最终形成稳定的子体铅作为目标检测物,建立了检测氡累积浓度的核酸适配体生物

分析新方法。 K+诱导富 G 单链核苷酸PS2. M形成反平行 G鄄四链体四链体,辅因子血红素与 G鄄四联链体结合,
形成具有过氧化物酶活性的稳定复合物,催化 TMB鄄H2O2 体系发生显色反应。 同时加入 Pb2+ 时,Pb2+ 诱导

PS2. M形成结构更加稳定的“缺口冶型反平行 G鄄四链体,K+和血红素游离在溶液之中,体系吸光度响应值急剧

降低。 基于此构建了一种基于 Pb2+诱导PS2. M构象改变的过氧化物酶活性“Turn鄄off冶型比色传感器。 在 5. 0伊
10-9 ~ 1. 8伊10-7 mol / L 范围内,吸光度降低值 驻A 与 Pb2+浓度呈线性关系,线性回归方程为 驻A= 0. 36+0. 13C,
R=0. 9987。 本方法对 Pb2+的检出限为 3. 76 nmol / L (S / N=3),氡的检出限为 1. 96伊103 Bq·h / m3(S / N= 3)。
本方法灵敏、准确,样品溶液可直接检测,操作简单,避免了现场进行氡辐射剂量测量的放射性危害,为环境中

氡的检测提供了新方法。
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1摇 引 言
氡是天然放射系中唯一无色、无嗅、无味的气体放射性元素,半衰期为 3. 82 天,是室内放射性气体污

染物的主要存在形式[1,2]。 经过一系列短寿命子体链的衰变,氡产生的稳定子体210Pb 半衰期长达21 年[3]。
室内氡照射和吸烟具有协同效应,是导致肺癌的第二大杀手[4,5]。 世界卫生组织与国际癌症研究机构已将

氡列为 19 种致癌物质之一[6]。 研究表明,21 世纪以来我国室内平均氡浓度较 20 世纪 80 年代和 90 年代

分别上升了 57%和 42% [7],室内氡污染的危害受到越来越多的关注。 因此,科学有效地采集和检测室内

中的氡浓度,建立经济、有效、简便 /快捷的检测氡的累积辐射剂量的方法具有重要的卫生学意义[8]。
近年来,核酸适配体(Aptamer)已经广泛应用于生命科学、临床诊断、药物筛选和环境科学等领

域[9 ~ 11]。 在重金属离子的检测中,核酸适配体得到了充分应用,Liu[12]和 Jiang[13] 等利用 Hg2+可以形成

T鄄Hg鄄T 结构,实现对 Hg2+的高特异性和高灵敏度的检测。 Lu 等[14]通过 Pb2+能诱导富 G 核酸链鄄TBAA 特

异性形成 G鄄四链体结构,从而实现 Pb2+的高特异性和高灵敏度的可视化检测。 邓欢等[15]将门控制效应和

核酸适配体结合,构建检测 Pb2+的电化学生物传感器。 Long[16] 与 Deng[17] 等基于 Pb2+诱导核酸适配体

PW17 和 T30695 构型改变导致体系荧光强度变化,开展了氡的非标记荧光传感生物分析新方法研究。
G鄄四链体构象的稳定性与其所结合的阳离子种类有关,不同构型 G鄄四链体与 Hemin 结合后催化活

性差异明显,表现出不同的过氧化物酶活性[18 ~ 20]。 Kong 研究组基于 G鄄四链体与 Hemin 结合具有过氧

化物酶活性,催化 ABTS鄄H2O2 系统显色,构建了 Ag+、Hg2+等重金属的检测平台[21 ~ 23]。 本研究根据氡辐

射衰变特点,结合 Pb2+的现代分析技术,研究了 K+和 Pb2+诱导PS2. M分别形成不同结构 G鄄四链体的特

性,建立了一种基于 Pb2+诱导PS2. M构象改变的过氧化物酶活性“Turn鄄off冶型比色传感器,实现了 Pb2+

和氡的灵敏检测。

2摇 实验部分
2. 1摇 仪器和试剂

UV鄄2550 紫外鄄可见分光光度计(日本岛津仪器公司); J鄄815 圆二色谱光谱仪(日本 Jasco 公司);
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AB204鄄S 电子分析天平(梅特勒鄄托利多仪器有限公司); PB鄄20(PB鄄S)型精度酸度计(德国赛多利斯公

司); 氡室(南华大学核工业第六研究所); 混合纤维素膜(Merck Milipore 公司)。
冰醋酸(HAc,天津市福晨化学试剂厂); 三羟甲基氨基甲烷(Tris)、KCl(上海阿拉丁生化科技股份

有限公司); 铅标准溶液(100. 0 滋g / mL,中国计量科学院); 富含鸟嘌呤的寡核苷酸链PS2. M(5 '鄄
GTGGGTAGGGCGGGTTGG鄄3',上海生工生物工程股份有限公司合成); 氯化血红素(Hemin)、3,3',5,5'鄄
四甲基联苯胺(TMB, 上海西格玛奥德里奇贸易有限公司); HCl、H2O2(广东光华科技股份有公司); 实

验用水均为灭菌超纯水(电阻率为 18. 25 M赘·cm)。
2. 2摇 氡样本的采样方法[16]

以 10 mL 0. 2% (V / V)冰醋酸作为吸收液,以直径 70 mm、高 17 mm 一次性塑料培养皿为收集器,在
平皿口加封混合纤维素膜(孔径为 0. 8 滋m,Milipore 公司); 设定采样时间,将采样器放入氡室,被动式

采集含铅样本。 采样后密封状态、室温放置 4 天,经过氡的半衰期,用 0. 2% 醋酸定容至 10 mL,混匀,
4益保存,待测。
2. 3摇 Pb2+标准溶液的紫外可见光谱测定[19]

在反应管中,依次加入一定浓度的 Pb2+标准溶液、50 滋L 100 mmol / L Tris鄄HAC 缓冲液(pH = 5. 0)、
10 滋L 10 滋mol / L K+标准溶液、 20 滋L 25 滋mol / L Hemin 试剂和 50 滋L 1 滋mol / L PS2. M溶液,充分混匀

后,在室温下反应 20 min。 然后加入 30 滋L 5 mmol / L TMB 及 20 滋L 100 mmol / L H2O2,混匀,室温下放

置35 min后,加入 50 滋L 终止液(2 mol / L HCl),用超纯水定容至 500 滋L,混匀,用 UV鄄2550 紫外鄄可见分

光光度计测定。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 比色传感原理

根据氡最终衰变成为子体铅,210Pb 的半衰期达 21 年的特点,本研究以子体铅作为目标检测物,研

PS2.M

TMBRe+H2O2

TMBOx+H2O

Acetic acid

Microporous membrane

Sample container

Radon Ray

=Hemin=Pb2+=K+

图 1摇 铅离子诱导PS2. M构象改变原理图

Fig. 1 摇 Schematic diagram of Pb2+ 鄄induced conformational changes of
PS2. M

究建立氡浓度的核酸适配体生物分析

新方法。 氡是一种气态放射物质,密度

9. 73 g / m3,易溶于水,本研究选择稀醋

酸作为吸收液,并用微孔混和纤维素膜

覆盖采样器进气口,排除了空气干扰

物,氡衰变后的子体铅与稀醋酸发生化

学反应,生成 Pb2+。
如图 1 所示,未加入 Pb2+ 时,K+ 诱

导PS2. M形成反式平行 G鄄四链体,该四

链体与辅因子血红素(Hemin)结合,形
成稳定的具有过氧化物酶活性的复合

物,催化 TMB鄄H2O2 系统氧化显色。 当

体系中同时引入 Pb2+和 K+时,这两种离

子竞争与PS2. M的反应,但由于 Pb2+ 与

之作用能力更强,诱导PS2. M发生构象改变,形成结构更加稳定的 G鄄四链体,抑制了 K+的诱导能力,使
辅因子血红素游离在溶液之中,抑制了 TMB鄄H2O2 体系氧化还原反应的进行,体系吸光度急剧降低。 椐

此,建立基于 Pb2+诱导的PS2. M构象改变的比色法检测 Pb2+和氡[19]。
3. 2摇 紫外鄄可见光吸收光谱和圆二色谱表征

由图 2 可见,单独 TMB+H2O2 体系不发生显色反应 (曲线 c); 曲线 a 在 451 nm 处有最大吸收峰,
说明 K+诱导 PS2. M形成的 G鄄四链体结合血红素的复合物具有类过氧化物酶活性,对 TMB鄄H2O2 氧化还

原反应具有明显的催化作用; 曲线 b 在 451 nm 处吸光度明显降低,其原因是 Pb2+将 K+从已经形成的反式

平行 G鄄四链体中竞争出去,使PS2. M构象发生改变,辅因子血红素游离在溶液之中,抑制了 TMB鄄H2O2 体
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系的氧化还原反应,体系吸光度响应值急剧降低。
圆二色谱测定结果如图 3 所示,体系溶液中只有PS2. M时,在 260 nm 处出现一个正峰,加入 K+后,

在 295 nm 处出现一个正峰,符合 K+诱导PS2. M形成反平行 G鄄四链体结构的特征[24]。 在PS2. M中加入

Pb2+后,在 265 nm 处有一个负峰,312 nm 处出现一个正峰,这是被 Pb2+诱导形成反平行 G鄄四链体的峰的典

型谱特征[24 ~ 26]。 当向PS2. M溶液中同时加入 K+和 Pb2+时,295 nm 处的正峰消失,只在 312 nm 处出现正

峰,且“PS2. M+ K++Pb2+冶体系和“PS2. M+Pb2+冶体系的圆二色谱图形非常接近,说明 K+ 和 Pb2+ 竞争与

PS2. M反应,Pb2+的存在,抑制了 K+ 诱导PS2. M构象改变的能力,也说明了 Pb2+ 与PS2. M结合形成的

G鄄四链体结构更稳定、更容易形成[24]。
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图 2摇 不同体系的紫外鄄可见吸收光谱图,插图为相应

的光学照片

Fig. 2摇 UV visible absorption spectra of the system: (a)
K++PS2. M+Hemin+TMB+H2O2; (b) Pb2++K++PS2. M

+Hemin + TMB + H2O2; ( c) TMB + H2O2; Inset is

corresponding optical photographs. K+, 200 nmol / L;
PS2. M, 100 nmol / L; Hemin, 1 滋mol / L; TMB,
300 滋mol / L; H2O2, 4 mmol / L
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图 3摇 不同体系的圆二色谱图

Fig. 3 摇 Circular dichroism spectra of different systems:
(a) 10 滋mol / L PS2. M; ( b) 10 滋mol / L PS2. M +
10 mmol / L K+; ( c) 10 滋mol / L PS2. M + 10 滋mol / L
Pb2+; ( d ) 10 滋mol / L PS2. M + 10 mmol / L K+ +
10 滋mol / L Pb2+

3. 3摇 实验条件优化

改变 Tris鄄HAc 缓冲液的 pH 值,考察 pH 值对反应体系的影响。 结果表明,pH 值对体系吸光度变化值

(驻A)影响较大。 pH=4. 0 ~5. 0 时,随 pH 值增大,驻A 值逐渐上升; pH=5. 0 ~7. 5 时,随 pH 值增大,驻A 值

逐渐下降,因此选择 pH=5. 0 的 Tris鄄HAc 溶液维持体系的酸碱性。 在 pH=5. 0 条件下进行 Tris鄄HAc 缓冲

液用量的优化,结果表明,当 Tris鄄HAc 缓冲液终浓度为 10 mmol / L 时体系吸光度值变化最显著。
TMB 作为一种显色剂,其用量对体系吸收值有一定影响。 实验结果表明,用量为 0. 3 mmol / L 时体系

吸光度值变化显著且反应稳定。 Hemin 作为辅助因子,用量为 1 滋mol / L 时,体系吸光度值变化最显著。
Pb2+与 K+竞争诱导PS2. M发生构象改变需要一定的反应时间。 实验表明,加入PS2. M20 min 后,

驻A 值逐渐增大; 当时间超过 20 min 后,驻A 值变化比较平缓,故选择 20 min 作为PS2. M最佳孵育时间。
考察了 TMB 与 H2O2 显色时间对实验的影响,最终选择在反应 40 min 后加入 HCl 终止反应。
3. 4摇 共存干扰物的影响

如图 4 所示,10 倍浓度的 Bi3+、Ca2+、Mg2+、Mn2+、Zn2+、NH+
4 以及 Cr3+和 Hg2+对 160 nmol / L Pb2+测定

的干扰很小。 由于本方法通过采集氡的子体铅进行氡的检测,采样时,在采样器进气口加封 0. 8 滋m 的

混和纤维素微孔膜,保证气体氡可以辐射进入采样容器,以利于采集子体铅,阻止了空气中其它颗粒干

扰物进入采样容器。 因此,这些干扰物质在样品采集时大部分已被排除在容器外,其可能产生的影响被

进一步降低,不干扰测定。
3. 5摇 标准曲线与检出限

测定 Pb2+系列标准溶液的吸光度值 A 及未加 Pb2+的试剂空白溶液的吸光度值 A0。 计算各反应的
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图 4摇 共存物质对测定体系的影响

Fig. 4 摇 Responses of the established Pb2+ sensor in the
presence of foreign substances. Concentration of metal ion
of Bi3+, Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+, NH+

4, Cr3+ and Hg2+:

1. 6 mmol / L; Pb2+: 160 nmol / L

驻A( =A0-A)值,绘制标准曲线。 如图 5 所示,体系的

吸光 度 差 值 驻A 与 Pb2+ 浓 度 在 0. 5 伊 10-8 ~
1. 8伊10-7 mol / L范围内呈良好的线性关系,回归方程

为 驻A = 0. 36 + 0. 13CPb ( 10-8 mol / L), 相关系数

R=0. 9987。 对空白溶液平行测定 11 次,计算空白溶

液的标准偏差为 sb = 0. 165,按照 CL = 3sb / k 计算出

Pb2+的检出限为 3. 76 nmol / L。
3. 6摇 氡累积浓度的测定和模型建立

按照采样方法,在南华大学核六所氡实验室采

集累积浓度分别为 0. 71、1. 45、3. 54、6. 57、10. 17、
13. 78、17. 60、21. 70 和 25. 25(104 Bq·h / m3)的氡辐

射样品溶液,采用本方法进行测定,结果如表 1。
驻A 值随着氡累积浓度的增加而增大,根据 Pb2+的标

准曲线回归方程 驻A=0. 36+0. 13CPb(10-8 mol / L),可

C （×10-8 mol/L）Pb2+
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图 5摇 (A)不同浓度 Pb2+时体系的吸收光谱; (B)测定 Pb2+的标准曲线

Fig. 5摇 ( a) Absorption spectra of system in the presence of different concentrations of Pb2+; (B)
Calibration curve for detection of Pb2+

得知样品中 Pb2+含量也逐渐增加。 由图 6 可见,在一定范围内,氡浓度与 驻A 值呈现良好的线性关系:
驻A=0. 089CRn+0. 59, R=0. 9906。 由此可建立氡的累积浓度与子体铅之间的定量测定模型。 本方法对

氡的检测范围为 7. 10伊103 ~ 1. 02伊105 Bq·h / m3, 检出限为 1. 96伊103 Bq·h / m3(3滓)。
表 1摇 样品中 Pb2+的检测结果
Table1摇 Determination results of Pb2+ in the samples

Sample
氡浓度
CRn

(Bq·h / m3)

吸光度
A

(a. u. )

样品值
Found

(nmol / L)

加标量
Added

(nmol / L)

测得值
Total found
(nmol / L)

相对标准偏差
RSD

(% , n=6)

回收率
Recovery
(% )

1 0. 71伊104 0. 6162 19. 70 40. 00 58. 43 3. 3 96. 8
2 1. 45伊104 0. 7032 28. 49 40. 00 69. 96 3. 0 103. 7
3 3. 54伊104 0. 9549 45. 40 40. 00 86. 47 2. 7 102. 7
4 6. 57伊104 1. 2458 67. 47 40. 00 109. 13 2. 2 104. 2
5 10. 17伊104 1. 4458 82. 64 40. 00 121. 60 2. 3 97. 4
6 13. 78伊104 1. 4965 86. 49 40. 00 127. 05 2. 1 101. 4
7 17. 60伊104 1. 5713 92. 17 40. 00 131. 50 2. 2 98. 3
8 21. 70伊104 1. 6182 95. 73 40. 00 134. 66 2. 3 97. 3
9 25. 25伊104 1. 6933 101. 43 40. 00 140. 25 3. 0 97. 0

‘Found爷 and ‘Added爷 refer to the final concentration.

3. 7摇 样品分析与方法学比较

我国 GB / T18883鄄2002《室内空气质量标准》规定,室内空气应无毒、无害、无异常嗅味,其中放射性
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图 6摇 氡累积浓度与吸光度强度的关系

Fig. 6 摇 Correlation curve of absorbance intensity and
radon concentration

参数氡(222Rn)年平均值 400 Bq / m3(标准值),达到此

水平建议采取干预行动以降低室内氡浓度。 径迹蚀刻

法是中国国家标准方法,对氡累积浓度的检出限为

2. 1伊103 Bq·h / m3 [27],本方法对氡累积浓度的检出

限为 1. 96伊103 Bq·h / m3(< 2. 1伊103 Bq·h / m3),检
出限更低。

按照采样方法,采集了 2 个氡样本,用本方法与

美国 RAD7 测氡仪进行对比测定。 结果如表 2,对两

种方法 t 检验结果表明,在可信区间为 95% 的范围

内,计算出 t1 = 1. 35, t2 = 0. 59, 均小于理论值

t0. 05(10)= 2. 228, 按照 琢 = 0. 05 的水平接受 H0,即差

异没有统计学意义,可认为两种方法测定结果的总

体均数相同,证明本方法测定的结果可靠。
表 2摇 氡样品的检测结果 (n=6)
Table 2摇 Determination results of radon in samples (n=6)

样品
Sample

方法
Method

测得值
Found

(伊103Bq·h / m3)

相对标准偏差
RSD

(% , n=6)
t 检验
t test

1

2

本方法 This method 8. 37 2. 9 1. 35
RAD7 8. 06 2. 7

本方法 This method 14. 61 2. 7 0. 59
RAD7 14. 40 2. 2

4摇 结 论

以氡辐射衰变最终形成稳定

的子体铅作为目标检测物,建立

了检测氡累积浓度的核酸适配体

生物分析新方法。 本方法仪器设

备简单、操作简单快速、抗干扰能

力强、灵敏度高,Pb2+的检出限为

3. 76 nmol / L,氡的检出限为 1. 96伊103 Bq·h / m3。 在核科学和物理学中,一般针对氡辐射产生的 琢 射线

测定氡的累积浓度。 本方法避免了现场进行氡辐射剂量测量的放射性危害,具有良好的应用潜能。
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Pb2+鄄Induced Allosteric PS2. M as A Label鄄Free Colorimetric
Sensor for Detection of Cumulative Radon Radiation

LIU Hong鄄Wen, JI Ying, SONG Chun鄄Li, TIAN Gang, LI Shi鄄Ya, YANG Gui鄄Ying, LYU Chang鄄Yin*

(School of Public Health, University of South China, Hengyang 421000, China)

Abstract 摇 A new sensitive method for detection of cumulative radon radiation based on the lead was
established. PS2. M which stabilized by K+ with hemin as a co鄄factor exhibits superior peroxidase鄄like activity,
and can effectively catalyze the H2O2 鄄mediated oxidation of TMB. In the presence of Pb2+, K+ 鄄stabilized
PS2. M DNAzymes are induced to undergo a conformational change, because Pb2+ has a higher efficiency with
regard to stabilizing G鄄quadruplexes than K+, accompanied by a decrease of catalytic activity and a sharp
decrease of readout signal. In the work, a novel " turn鄄off" model of colorimetry鄄Pb2+ biosensor based on
superior peroxidase鄄like activity of G鄄quadruplex for Pb2+ analysis was developed. The fading degree of
reaction system (驻A value) was linearly related to Pb2+ concentration in the range of 5. 0 伊 10-9 - 1. 8 伊
10-7 mol / L. The linear regression equation was 驻A = 0. 36 +0. 13C (10-8 mol / L), with R = 0. 9987. The
detection limits of lead and radon were 3. 76 nmol / L ( S / N = 3) and 1. 96 伊 103 Bq·h / m3 ( S / N = 3),
respectively. The method exhibited good selectivity, high sensitivity and convenient operation, and could
avoid the radioactive hazard in determination of the radon in environment.
Keywords摇 Radon; Lead; Aptamer; G鄄quadruplex; Conformation transformation; Colorimetric sensor
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