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核酸适配体及其在食品安全领域中的应用研究进展
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摘要#文章对适配体的本质$作用机理$特点等进行了介绍#

同时从固定对象及库的构成角度分类介绍了四大类适配体

筛选技术#最后#就适配体在食品安全领域中的应用现状和

发展方向作一总结和展望%

关键词#核酸适配体&筛选技术&食品安全检测&进展
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随着人们生活水平和生活质量的不断提高!食品的质量

安全越来越受到人们的关注和重视$尽管当前中国食品安

全总体形势趋向较好!但食品安全事件仍屡有发生$有统

计,

#

-表明!仅
"$#%

年第一季度!中国大陆累计发生了近

@$$$

起食品安全事件!平均发生率达
@!).

起)
5

$而产生这

些食品安全事件的主要风险因子包括农兽药残留&致病性微

生物&重金属超标&物理性异物及违规使用食品添加剂&非法

添加违禁物等$当前对这些风险因子的监测方法虽然技术

上比较成熟!但在应用方面有一定的局限性!难以满足现场

快速检测的要求$如农兽药残留的气液相色谱法样品前处

理要求严格&毛细管电泳法重复性差&致病菌的平板分离法

耗时长&免疫检测法易出现假阳性等$因此!快速&灵敏&高

效的食品风险因子检测方法一直是学者们研究和开发的

重点$

近年来!适配体'

G

O

-GJ9H

(的出现为食品安全快速检测

技术的实现开辟了一条新的路径$有学者,

"

-认为!凡是涉及

抗体的应用领域!几乎都可以用适配体代替$因此!适配体

又称为"化学抗体#

,

!

-

$作为一种新型的仿生识别分子!核酸

适配体能选择性地特异结合靶标分子$由于其具有靶分子

范围广&可体外化学合成&稳定性好&制备及修饰方便&成本

低等优点!而广泛应用于医疗诊断&环境监测&生物分析等众

多领域$当前!适配体在食品安全领域的研究报道越来越

多!但多集中在某一具体方面,

@AC

-

$本文拟从适配体的本

质&作用机理及特点入手!介绍蛋白质&细胞等
/

大类适配

体!同时阐述适配体筛选技术流程并对其进行分类!最后就

适配体在食品安全领域中的应用现状和发展方向作一总结

和展望$

#

!

核酸适配体概述

#)#

!

核酸适配体的本质

适配体最早由
R((7<

Q

-'<

等,

.

-于
#BB$

年提出!他们将体

外筛选试验中得到的能特异性结合有机染料的
E*>

序列称

之为
G

O

-GJ9HN

$之后!人们又成功筛选到许多对各自靶标有

特异性和亲和力的
V*>

或
E*>

适配体$进一步研究,

B

-表

明!适配体之所以能特异性结合靶标!可能是它在某种条件

下能折叠形成特定的三维结构$因此!核酸适配体本质上是

一段具有特定复杂三维结构并能特异性结合靶标分子的单

链
V*>

或
E*>

序列!一般长度在
#$

!

#$$

个碱基之间$

#)"

!

核酸适配体的作用机理及特点

由于适配体是一段短的单链核酸序列!它可以通过氢键

作用&静电作用&碱基堆积作用&范德华力以及构象互补等方

式!形成发夹&

:

四聚体&茎环&假结等稳定的结构与靶标分

@B#



子特定区域结合!从而对靶标分子具有较高的特异性和较好

的亲和性,

#$

-

$

适配体与不同大小的靶标分子作用方式有可能不同!

但基本原理相似$一般认为!适配体结合于大分子的某一特

定部位'图
#

(!而小分子则主要是结合在适配体三维结构的

某一特定部位'图
"

($虽然适配体与靶标分子的具体作用机

理尚未得到证实!但是与传统的抗体相比!适配体具有靶分

子广&亲和力高&特异性强&可重复利用&穿透性好&免疫原性

小&易于修饰&方便合成等众多优点$

图
#

!

核酸适配体与大分子靶标相互作用示意图
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图
"

!

核酸适配体与小分子靶标相互作用示意图+
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!

核酸适配体的种类

经过近
!$

年的发展!目前已经报道的核酸适配体已超

过
/%$

余种,

##

-

$随着对适配体研究的不断深入!适配体的

种类还将进一步得到扩展,

#"

-

$当前有关适配体的研究和进

展报道越来越多!但都没有系统地将其进行分类$本文在现

有研究的基础上将适配体分为以下
/

类进行介绍$

#)!)#

!

蛋白质适配体
!

蛋白质是生命物质的基础!是人体一

切细胞&组织的重要组成部分!很多生命现象均与蛋白质有

关$因此!蛋白质适配体自然是适配体研究的热点$第一个

报道,

#!

-的适配体即是蛋白质适配体'

4@V*>

聚合酶
E*>

适配体($近年来!已报道,

@

-的蛋白质类适配体主要包括生

长因子&酶&激素&毒素&细胞表面受体&微生物蛋白质等$目

前!蛋白质适配体在医学成像,

#@A#/

-

&疾病诊断与治疗,

#%

-

&药

物研发,

#C

-

&生物安全检测,

#.

-等方面应用较多$另外!第一个

也是目前唯一一个获得美国
2V>

批准的适配体药物
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!哌加他尼钠(也是蛋白质适

配体,

#C

-

$

#)!)"

!

细胞适配体
!

细胞是生物体基本的结构和功能单位!

具有运动&营养和繁殖的机能$因此人们对其研究比较重

视!但是由于细胞结构比较复杂!其表面分子形态比较特殊!

即使将它们分离纯化用来检测!其实际检测效果也可能出现

假阳性!这就限制了对细胞表面的分子水平方面的研究$而

细胞适配体的出现有可能突破这一限制$目前报道的细胞

适配体主要包括癌细胞&炎症细胞和感染细胞等!尤其是癌

细胞适配体居多!如呼吸系统癌细胞&消化系统癌细胞&生殖

系统癌细胞&血液系统癌细胞等,

/

-

$

#)!)!

!

抗生素适配体
!

抗生素是一类由细菌&霉菌或其他微

生物在生活过程中所产生的具有不同抗病原体的抗生素药

物或其他活性物质!可用于治疗各种非病毒感染!包括链霉

素&青霉素&多粘菌素&四环素等$但近期很多研究,

#B

-表明!

使用抗生素容易产生许多副作用!如导致细菌产生抗药性

等$而以抗生素适配体作为一种识别原件来检测抗生素残

留!具有比抗体检测更好的优越性$因此!近年来筛选到的

抗生素适配体有四环素,

"$

-

&卡那霉素
>

,

"#

-

&卡那霉素
X

,

""

-

&

链霉素,

"!

-等$

#)!)@

!

细菌适配体
!

细菌无处不在!广泛存在于空气&水&土

壤甚至食物$细菌对人类&动物以及环境的影响是双面的!

但某些细菌尤其是致病菌给人们的生活和健康带来较大的

危害!如容易引起食源性疾病的沙门菌&容易造成腹泻和败

血症的大肠杆菌等$而筛选这类有害的细菌适配体有利于

对其进行有效地分析和检测$目前关于沙门菌,

"@

-

&大肠杆

菌,

"/

-

&金黄色葡萄球菌,

"%

-

&副溶血性弧菌,

"C

-

&李斯特菌,

".

-

&

阪崎肠杆菌,

"B

-等细菌的适配体报道较多$当前!细菌适配

体的应用还难以达到实际期望值!因此!筛选更好的细菌适

配体以满足实际需求仍需要更大的发展空间$

#)!)/

!

金属离子适配体
!

金属离子有些是维持多相体系渗

透平衡的主要组成部分!有些是酶活性中心的组成部分!有

些酶分子虽然不含金属离子!但缺少金属离子!其催化能力

丧失或较低$另外在工业生产过程中由于未经科学处理一

些重金属离子被直接排放到环境中!极易造成重金属离子污

染!对环境&农作物产生极大的危害$因此这类金属离子尤

其是重金属离子的适配体也是人们筛选的热点$目前!已报

道的金属离子适配体有
_

f

&
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"f

&

W

Q

"f

&

>N

!f

&
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"f

&

05

"f等,

%

!

!$A!#

-

$

#)!)%

!

其他小分子适配体
!

最先提出
G

O

-GJ9H

概念的
R(P

(7<

Q

-'<

等,

.

-就是第一个以小分子'有机染料(为靶分子来筛

选适配体的!他们不但成功地筛选得到了有机染料小分子适

配体!还证明了这些适配体对
%

种不同但非常相关的有机染

料能特异性识别!表明这些适配体对染料靶标具有较高的特

异性!对其他染料则没有$这为人们对小分子的筛选奠定了

良好的基础$从筛选技术角度来说!相对于大分子适配体!

小分子适配体较难筛选!但目前筛选成功的小分子适配体除

有机染料外!荧光染料&核苷酸&核苷&碱基&氨基酸&糖和一

些辅助因子的适配体等,

!"

-均有报道$

/B#

研究进展
!

"$#%

年第
#$

期
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!

核酸适配体筛选技术流程和分类
")#

!

核酸适配体筛选技术流程

获得适配体的筛选技术称之为
3R]R̂

'

N

=

N-9JG-7,9Z'P

(L-7'<'Y(7

Q

G<5N;

=

9[

O

'<9<-7G(9<H7,IJ9<-

!指数富集的配体

系统进化(!这个概念最早由
4L9H8

等,

#@

-提出$

3R]R̂

技术

摆脱了对生物系统的依赖性!完全是一种在体外进行的组合

化学方法$其基本流程见图
!

!主要包括孵育&分离&洗脱&

?0E

扩增&选择&克隆测序&序列分析等步骤$

图
!

!

3R]R̂

技术基本流程

27

Q

LH9!

!

3,I9JG-7,'Y3R]R̂

")"

!

核酸适配体的筛选技术分类

3R]R̂

技术的关键是如何回收所需要的适配体!换句

话说!就是适配体与靶标物质的分离效果决定了筛选的效

率$近年来科研工作者将一些新的试验技术和新的理念注

入到传统的
3R]R̂

技术中!开发出了许多新型
3R]R̂

技

术!如+毛细管电泳
3R]R̂

&基因
3R]R̂

&细胞
3R]R̂

等,

C

-

$但目前有关
3R]R̂

技术没有具体的分类方法!这里

在分离技术的基础上!根据待固定对象及库的构成将其分为

以下四大类$

")")#

!

固定靶标的适配体筛选技术
!

固定靶标的适配体筛

选技术!顾名思义!就是将待筛选的目标物质固定在一定的

基质上!然后将寡核苷酸文库与其进行孵育!使两者结合!再

通过一定的分离方法将其分离从而进行筛选$目前大多数

筛选方法都是将靶标固定!常用的固定基质有琼脂糖凝胶&

磁珠纳米颗粒&聚丙烯微孔板&芯片等!这种方法的前提条件

是靶标分子必须有固定位点!如有氨基或羧基等基团的存

在$陈秀娟,

!!

-将玉米赤霉烯酮&伏马菌素
X#

活化后!分别

固定在氨基化的磁珠上!利用磁珠
P3R]R̂

技术分别经过
#@

轮和
#!

轮筛选成功得到玉米赤霉烯酮和伏马菌素
X#

的适

配体$如果靶标物质没有固定位点则需要进行修饰后方可

固定!但是并不是所有的靶标物质都能修饰$另外!修饰后

的靶标与天然的靶标在结构等方面有一定的区别!也许这个

区别对适配体的应用存在不利影响$

")")"

!

固定文库的适配体筛选技术
!

在实际筛选中!有些靶

标分子因为没有适合的固定位点!所以不能用上述方法进行

筛选$而且在实际检测中!有时无法固定样品中的待测物

质!从而导致利用适配体的检测技术所得到的结果与实际情

况不符$因此!将文库进行固定&靶标游离的筛选方法即固

定文库的适配体筛选技术应运而生!这类筛选方法有学者将

其称为捕获
P3R]R̂

'

0G

O

-LH9P3R]R̂

(

,

"#

-

$它的固定基质和

固定靶标所用的基质基本相同$

*L-7L

等,

!@

-将文库固定在

亲和素包被的磁珠上!成功地筛选得到
>4?

'

#%

轮(和
:4?

'

#.

轮(的适配体$

ML

等,

!$

-将文库固定在链酶亲和素标记

的琼脂糖颗粒上!经过
#$

轮的正筛和
#

轮的反筛得到
".

个

克隆体!并对其进行测序得到
#"

条非重复序列的适配体!这

些适配体均不同程度地特异性识别
05

"f

!而且不能识别其

他金属离子!其中
05P@

适配体结合能力最强!其解离常数

_5

值达
!@)/<J'(

)

]

$

")")!

!

非固定靶标或文库的适配体筛选技术
!

无论是固定

靶标还是固定文库!或多或少地都会对适配体或靶标的天然

结构产生一定的影响!如改变适配体或靶标的三维结构!会

导致实际检测效果不好$因此!在筛选过程中!保持靶标或

适配体的天然状态有利于提高适配体的应用效果$而这一

类筛选方法比较有代表的就是硝酸纤维素膜筛选,

!/

-

&毛细

管电泳筛选,

!%

-

&氧化石墨烯筛选法,

!C

-等$

")")@

!

人工扩展的基因信息系统筛选技术
!

目前
3R]R̂

技

术所使用的基因文库大多是
>4:0

'

NNV*>

文库(或
>D:0

'

E*>

文库(化学合成的!而且筛选出了很多不同靶标的适

配体!并取得了一定的效果$科研工作者们对
3R]R̂

技术

的改进起初都是从下游着手的!如对筛选得到的适配体加以

修饰改造!提高适配体的稳定性等!后来逐渐对文库加以修

饰或标记!如在核苷酸上加入功能基团等$最近有学者,

!.

-

根据碱基配对原则合成了新的碱基!

39YGI

等,

!B

-选择其中一

种新配对碱基用来构建了一种新的文库!并将这种筛选技术

称之 为 人 工 扩 展 遗 传 信 息 系 统
P3R]R̂

'

>H-7Y7,7G((

=

9[

O

G<595

Q

9<9-7,7<Y'HJG-7'<N

=

N-9JN

!

>R:13P3R]R̂

($在

>4:0

的基础上增加了
?̀

两个碱基'

?̀

配对(!构建了
>4P

:0̀ ?%

个碱基的文库!以该文库筛选
#"

轮得到了乳房癌细

胞
6V>P6XP"!#

的适配体!该适配体序列中仅含有
#

个
`

和
#

个
?

$

39YGI

等,

!B

-通过进一步研究发现!如果
`

或
?

被

其他碱基'

>4:0

(所取代!则其亲和力降低甚至消失*该文

库的使用能够降低筛选轮数&提高适配体的亲和力!具有很

大的应用前景$

!

!

核酸适配体在食品安全领域中的应用
!)#

!

在食源性致病菌检测方面的应用

传统的食源性致病菌检测方法主要是微生物检验技术&

仪器分析法&分子生物学技术和免疫学检测方法等$近年

来!基于适配体的食源性致病菌的检验方法报道越来越多$

K'NI7

等,

@$

-利用
3R]R̂

技术筛选得到鼠伤寒沙门氏菌
V*>

适配体!并结合实时定量
E4P?0E

法对食品样品和环境样本

中的沙门氏菌进行了检测!检测限在
@

!

@$02D

)

J]

$

VLG<

等,

@#

-利用
UI'(9P;G,-9H7LJP3R]R̂

技术!筛选得到了高亲和

力的鼠伤寒沙门氏菌适配体!并以此适配体为识别元件!结

合荧光技术构建了一种测定检测鼠伤寒沙门氏菌的新方法

'图
@

(!该方法对目标菌具有良好的线性响应!其线性检测范

围为
/$

!

#$

%

02D

)

J]

!检测限达
"/02D

)

J]

$

VLG<

等,

@"

-

还结合表面增强拉曼光谱技术建立了适配体传感器用来检

测副溶血弧菌!其线性检测范围为
#$

!

#$

%

02D

)

J]

!检测

限达
#$02D

)

J]

$

%B#

第
!"

卷第
#$

期 张
!

辉等+核酸适配体及其在食品安全领域中的应用研究进展
!



图
@

!

基于适配体的荧光生物法检测鼠伤寒

沙门氏菌原理图+

@#

,
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Q

LH9@

!

?H7<,7

O

(9'Y59-9,-7<

Q

>-@P1'&@@-A

:R

%.P7E.7P;

=

-I9Y(L'H9N,9<-;7'GNNG

=

;GN95'<G

O

-GJ9H

+

@#

,

!)"

!

在生物毒素检测方面的应用

近年来!基于适配体的生物毒素的检测方法已有报道$

>

Q

LG5'

等,

@!A@/

-筛选得到了赭曲霉毒素
>

'

+4>

(核酸适配

体并初步应用于检测
+4>

!通过比较!检测限最低可低至

#<J'(

)

]

$

WLG<

Q

等,

@%A@C

-利用磁珠法筛选得到金黄色葡萄

球菌肠毒素
>

和
0#

的适配体!建立了基于氧化石墨烯%荧

光共振能量转移效应的一种快速&准确且方便的用于牛奶中

3R>

和复原乳中
3R0#

定量检测方法!检测限分别为

.)C<

Q

)

J]

和
%)$<

Q

)

J]

$

XHL<'

等,

@.

-将筛选到的金黄色葡

萄球菌
X

型肠毒素'

3RX

(适配体结合电化学发光法用于检

测
3RX

!其检测限达到
#$

OQ

$

>JG<5G

等,

@B

-采用亲和探针

毛细管电泳技术建立了基于荧光标记的
E*>

适配体检测方

法!对蓖麻毒素进行定量分析和检测!研究表明!即使加入

E*>N9>

来降解适配体!其检测限能达到
#$

AB

J'(

)

]

!说明

该检测体系中适配体具有较好的稳定性$

!)!

!

在重金属离子检测中的应用

67

=

G89

等,

/$A/#

-报道了
W

Q

"f的筛选!他们用试验证明

了所筛选得到的适配体对
4

碱基有很强的选择性!据此推测

该适配体和靶标
W

Q

"f 之间的相互作用是通过
4PW

Q

"f

P4

的碱基配对方式结合的$此后!有关基于核酸适配体技术检

测
W

Q

"f的研究报道越来越多$

MG<

Q

等,

/"

-利用这一结合原

理!利用含有
4

碱基的凝血酶适配体成功构建了基于适配体

和纳米金探针的色度传感器来检测
W

Q

"f

!其检测限达

"$$<J'(

)

]

$凌绍明等,

/!

-将核酸适配体修饰纳米金作为探

针!利用共振散射光谱法建立了快速&灵敏的
?;

"f的检测方

法'图
/

(!其检出限达
$)$!<J'(

)

]

$

!!

_7J

等,

/@

-利用亲和柱技术进行体外筛选得到砷的核酸

适配体!并通过构型转换形成特定的二级结构用于检测地下

水中
>N

!f 和
>N

/f

!其结合常数分别达到
C<J'(

)

]

和

/<J'(

)

]

$

ML

等,

//

-建立了一种基于核酸适配体的新型双

重荧光共振能量转移同步检测
W

Q

"f和
?;

"f的检测系统!实

现了同时检测两种金属离子!不仅缩短了检测时间&降低了

检测成本!还提高了检测效率$该系统采用双色上转换纳米

粒子作为供体!纳米金粒子作为受体!根据上转换荧光强度

图
/

!

适配体纳米金共振散射光谱探针检测
?;

"f原理图

27

Q

LH9/

!

?H7<,7

O

(9'YE3GNNG

=

NY'H?;

"f

;

=

G

O

-GJ9HP*:

的变化分别同时检测受污染样品和人血清样品中的
?;

"f和

W

Q

"f

!结果表明!其检测限分别达到
/$

!

#/$

O

J'(

)

]

!具有较

高的灵敏度$

!)@

!

在药物残留检测方面的应用

食品中抗生素&农药残留的检测越来越受到人们的重

视!基于适配体的检测方法不仅稳定性好!而且灵敏度高!具

有较好的应用前景$廖且根等,

/%

-将卡那霉素适配体修饰银

纳米粒子!并以此作为探针!利用共振光散射技术检测卡那

霉素!结果表明!该方法表现出了极高的选择性和特异性!其

检测限为
#)$ J

Q

)

8

Q

$

FG5GZ

等,

/C

-将筛选得到的氯霉素

V*>

适配体!制备了基于适配体的电化学传感器对氯霉素

进行了检测!也表现了良好的特异性和灵敏度!其检测限为

$)$"<J'(

)

]

$

MG<

Q

等,

/.

-将 文 库 固 定 在 凝 胶 上!利 用

0G

O

-LH9P3R]R̂

技术同时筛选甲拌磷&丙溴磷&水胺硫磷&氧

化乐果
@

种有机磷农药的核酸适配体!经过
#"

轮筛选!最终

得到
/

条核酸适配体!其中
33"P//

和
33"P/@

两个适配体对

@

种农药具有较强的结合能力和较高的特异性!其平衡解离

常数在
$).!

!

")/$JJ'(

)

]

!因此!推测筛选得到的适配体有

可能是结合
@

种有机磷农药的广谱型适配体$

@

!

总结与展望
核酸适配体发展近

!$

年来!相关筛选技术越来越丰富!

人们对适配体认识也越来越深入!适配体在实际应用中尤其

是在食品安全检测方面取得了明显的成效!如降低了检测成

本&缩短了检测时间!提高了检测灵敏度等$而且已有商品

化的细菌&毒素的适配体检测试剂盒问世!这些产品的出现

不仅证明了适配体在检测应用方面的优势!更降低了食品安

全事件发生的概率$

但要使适配体成为食品安全保驾护航的有力工具!不仅

在检测方面发挥作用!更重要的是在食品安全控制方面要有

所建树!而在这方面的研究和报道很少$另外!要正视适配

体在实际发展过程中面临着的一些问题!如核酸适配体的高

效筛选难以实现!适配体与靶标相互作用的机理和构效关系

急需阐明等$要解决这些问题!适配体今后的发展重点应该

有以下三个方面+

2

适配体高效筛选方法的突破*

3

适配体

与靶分子相互作用机制的揭示*

4

适配体在食品安全控制

方面的应用$相信在科学家们的不断努力下!适配体作为一

种新兴组合化学技术!其优势与应用必将在食品安全检测和

CB#

研究进展
!

"$#%

年第
#$

期
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