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核酸适配体在食品危害物多靶标检测中的应用进展
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摘要!文章总结了已报道筛选获得的致病菌!生物毒素!

抗生素!兽药!农药!重金属等食品危害物核酸适配体现

状"重点综述了近年来利用核酸适配体技术实现食品危

害物多靶标检测研究进展"并展望了其未来发展方向#

关键词!核酸适配体$食品危害物$多靶标$同时检测
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食品危害物是引发食品安全问题的主要因子$是指

食品在生产加工过程中因质量控制不到位而产生的可能

导致疾病或伤害的生物性(化学性或物理性因子$包括致

病菌(生物毒素(农兽药残留(重金属以及非法添加物等%

目前对这些食品危害物检测方法主要有生物鉴定法(色

谱法(免疫分析法等)

!G4

*

$这些方法各有优缺点和适用范

围$比如生物鉴定法需要进行微生物培养$检测耗时长+

色谱法不仅仪器昂贵(前处理繁琐$而且对操作人员技术

要求较高+免疫分析法所使用的抗体制备难且容易变性$

同时难以应用于无免疫原性的靶标检测)

0G$

*

%近年来$

核酸适配体的出现为食品危害物检测技术开辟了一条新

途径%核酸适配体是可以通过指数富集的配体系统进化

技术!
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#体外筛选获得的单链
ISQ

或
TSQ

功

能序列$它们能特异性结合各种靶标$小到
K

.

4a

(

P

.

4a

等金属离子$大到细胞甚至细菌)

7

*

%由于其具有合成成

本低(亲和力高(特异性强等特点$在食品安全检测)

#

*

(生

物医学分析)

J

*

(疾病诊断)

6

*等方面具有广阔的应用前景%

随着人们对食品安全问题的关注$以核酸适配体为

分子探针构建的分析检测方法在食品危害物检测方面得

到了广泛应用$尤其是在致病菌(生物毒素(重金属等食

品危害物单靶标方面的分析检测%单靶标检测技术针对

性强$由于无需考虑其他靶标的影响$一般来说试验设计

简单$很受研究工作者欢迎%然而很多食品危害物如沙

门氏菌(大肠埃希氏菌等致病菌$黄曲霉毒素
c

!

(赭曲霉

毒素
Q

等真菌毒素并不是单独存在于某一食品或食品原

料中$实际上多是同时共存%因此$单一的危害物靶标检

测有可能顾此失彼$难以全面评价食品的安全性$多靶标

同时检测是未来检测技术发展的必然趋势%尽管可以通

过多次单靶标检测进行安全监测和分析$但这样的检测

方式耗时长$有可能有潜在危害的食品或食品原料已进
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入流通市场或人们的消费餐桌上$造成食源性疾病事件

的发生%另外多次单靶标检测取样用量多(经济成本高$

容易造成资源浪费$增加食品安全监管成本%因此$多靶

标同时检测具有良好的时效性(经济型和高效性%近年

来相关研究报道逐年增多$然而目前尚未有基于核酸适

配体技术的食品危害物多靶标同时检测技术的相关综述

报道%基于此$文章拟对近年来利用核酸适配体技术实

现食品危害物如致病菌(毒素(重金属离子的多靶标检测

研究进展进行总结$以期为今后开发基于核酸适配体技

术的高灵敏(高通量多靶标快速检测方法和产品提供借

鉴和指导$继而推动核酸适配体在食品安全检测领域方

面的发展%

!

!

食品危害物核酸适配体现状
自

45

世纪
"5

年代
XC;:B

等)

"

*和
%**)-

.

93-

等)

!5

*报

道核酸适配体技术以来$经过
05

年的发展$广大科研工

作者开发了很多新的核酸适配体筛选技术$获得上千种

靶标物质的核酸适配体%在食品安全领域$致病菌(生物

毒素(农兽药(重金属离子等危害物受到广泛关注$已通

过建立的各种筛选方法筛选获得并得到应用%表
!

列举

了已报道筛选或应用的各类食品危害物核酸适配体情

况%由表
!

可以看出$自
4556

年以来$至今已有
#5

余个

食品危害物核酸适配体被报道成功筛选获得$主要为生

物毒素(抗生素(致病菌(重金属和农残兽残等几大类$且

大多都是
//ISQ

核酸适配体$仅有大肠埃希氏菌
E!7J

(

妥布霉素(达氟沙星(环丙沙星(孔雀石绿
7

种危害物筛

选过
TSQ

核酸适配体%这主要是由于
//ISQ

比
TSQ

相对稳定$在生物传感器开发和应用上更受青睐%从序

列长度来看$致病菌(生物毒素等大分子危害物核酸适配

体序列基本上都是在
65D

>

左右$即是从筛选文库中直接

筛选获得的%而抗生素(重金属离子(有机磷农药等小分

子危害物核酸适配体序列长度大多经过截短优化$缩短

为
4!

"

##D

>

$优化后其仍然具有较好的亲和性和特异

性$有利于其生物传感器性能的提升和经济成本的

降低)

J5

*

%

4

!

食品危害物多靶标同时检测
41!

!

致病菌多靶标同时检测

主要的食源性致病菌如金黄色葡萄球菌(沙门氏菌(

单增李斯特菌和致病性大肠埃希氏菌等$目前已有利用

核酸适配体作为分子探针$构建了对多种致病菌的同时

检测方法$效果良好%如
_,(-

.

等)

J!

*基于核酸适配体特

异性识别技术和纳米离子增强拉曼信号原理$构建了对

鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球菌进行同时检测的拉曼

核酸 适 配 体 生 物 传 感 器$最 低 检 测 限 分 别 达
!7

$

07RNZ

'

'H

%

H)

等)

J4

*也采用表面增强拉曼技术和金纳

米棒建立了大肠埃希氏菌
E!7J

&

KJ

和鼠伤寒沙门氏菌

的同时检测%这个生物传感器的设计策略是适配体不仅

作为生物识别分子$还和拉曼报告分子一起诱导金纳米

棒生长成特定的形状从而增强拉曼信号实现灵敏检测%

W(-

.

等)

J0

*则将鼠伤寒沙门氏菌核酸适配体和金黄色葡

萄球菌核酸适配体分别标记在
S(Y@N$

&

%C

和
S(UN$

&

R;

'

XD

两种掺镧时间分辨荧光纳米颗粒上作为信号探

针$以
N;

0

E

$

磁性纳米颗粒固定化的核酸适配体作为捕

获探针$在同一波长的激发光下进行激发$产生不重叠的

发射光谱$从而实现了鼠伤寒沙门氏菌和金黄色葡萄球

菌的核酸适配体同时检测技术%通过优化试验条件$检

测限分别达
!7

$

45RNZ

'

'H

$且在
!5

4

"

!5

7范围内具有

很好的线性关系$在实际样品检测中与平板计数法结果

具有较好的一致性%

除两种致病菌同时检测之外$

HC

等)

J$

*基于双适配体

夹心模型设计了一种核酸适配体测流试纸条$实现了鼠

伤寒沙门氏菌(大肠埃希氏菌
E!7J

&

KJ

和金黄色葡萄球

菌
0

种致病菌的同时检测$检测原理如图
!

所示%但该

方法 灵 敏 度 相 对 较 低$其
HEI

分 别 达
!5

0

$

!5

$

$

!5

$

RNZ

'

'H

%由此可见$两种以上的致病菌多靶标检测

由于标记的多样性和体系的复杂性$其检测难度加大$检

测限下降明显$还有提升的空间%

414

!

生物毒素多靶标同时检测

生物毒素是引发食品安全问题的主要因素之一%生

物毒素按其来源可分为细菌毒素(真菌毒素(动物毒素(

植物毒素(海洋生物毒素等$种类繁多(分布广泛$通常以

某种高特异性方式作用于离子通道(酶(受体(基因等靶

位$其中微生物毒素不仅影响范围广$而且危害极大%目

前已报道筛选获得的生物毒素类核酸适配体有金黄色葡

萄球菌肠毒素核酸适配体(黄曲霉毒素
c

!

核酸适配体(赭

曲霉毒素
Q

核酸适配体(

X&4

毒素核酸适配体(微囊藻毒

素等$这些毒素核酸适配体筛选的获得为它们的多靶标

检测技术的构建奠定了良好的基础%

KC(-

.

等)

J7

*则利

用筛选获得的金黄色葡萄球菌肠毒素
Q

(

c

和
R

!

核酸适

配体分别作为识别探针$以互不干扰的多色镧系参杂纳

米颗粒为信号探针$利用氧化石墨烯作为荧光猝灭剂构

建了基于多色时间分辨荧光共振能量转移的检测技术$

实现了
0

种肠毒素的同时检测$其检测限分别达
515#4

$

515#"

$

515$5-

.

'

'H

$具有较好的灵敏性和高通量特点%

然而目前生物毒素多靶标检测报道较多的还是两种

靶标的同时检测$且其检测灵敏度明显高于
0

种毒素的

同时检测%如王成全)

J#

*将赭曲霉毒素
Q

和伏马菌素
c

!

核酸适配体偶联量子点形成纳米生物复合物$建立了基

于
[)E

4

!

R@X;

和
[)E

4

!

MD[

为标记物的电化学核酸

适配体生物传感器实现了玉米样品中两种真菌毒素的同

时检测$最低检测限分别达
7

$

45

>.

'

'H

%

n)(-

等)

JJ

*利

用核酸适配体构建了一种磁控荧光生物传感器实现了赭

(!"

研究进展
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总第
40$

期
"

454!

年
$

月
"



曲霉毒素
Q

和黄曲霉毒素
c

!

的同时检测$检测原理如

图
4

所示%不仅检测线性范围宽$而且检测限达到皮克

数量级$分别达
51#J

$

!1J5

>.

'

'H

%

W(-

.

等)

J6

*将玉米赤

霉烯酮核酸适配体和赭曲霉毒素
Q

核酸适配体分别标记

R

?

0

和
Q*;\(N*C3:$66

荧光基团作为分子探针$设计了一

种基于氧化石墨烯的核酸适配体生物传感器$实现了两

种毒 素 的 同 时 检 测$最 低 检 测 限 分 别 达
!1J"J

$

!1$6$-

.

'

'H

%综上$利用荧光标记技术在生物毒素同时

检测方面应用更为常见$主要是利用在不同的核酸适配

体分子上标记不同的荧光分子构建相应的检测方法从而

实现检测$但是荧光标记一定程度上增加了检测成本%

410

!

农兽药残留多靶标同时检测

在农作物生产和畜产养殖过程中$为了保证其良好

生长和健康成长$通常要使用农药和兽药$因此农兽药残

表
!

!

已报道的食品危害物核酸适配体情况

X(D*;!

!

H)/93A9,;:;

>

3:9;@(

>

9(';:/3AA33@,(+(:@/

危害物

类别
具体靶标 适配体类型

序列长

度'
D

>

参考

文献

危害物

类别
具体靶标 适配体类型

序列长

度'
D

>

参考

文献

致病菌

弯曲杆菌
//ISQ 7"

)

!!

*

大 肠 埃 希 氏 菌

E!7J

&

KJ

TSQ #7

)

!4

*

坂崎肠杆菌
//ISQ 65

)

!0

*

副溶血弧菌
//ISQ 65

)

!$

*

鼠伤寒沙门氏菌
//ISQ 65

)

!$

*

链球菌
//ISQ 65

)

!7

*

单增李斯特菌
//ISQ 6!

)

!#

*

志贺氏菌
//ISQ 65

)

!J

*

生物

毒素

赭曲霉毒素
Q //ISQ J#

)

!6

*

麦角生物碱
//ISQ 65

)

!"

*

玉米赤霉烯酮
//ISQ 65

)

45

*

伏马菌素
c

!

//ISQ 65

)

4!

*

X

4

毒素
//ISQ 65

)

44

*

金黄色葡萄球菌肠

毒素
R

!

//ISQ 65

)

40

*

内毒素
//ISQ J7

)

4$

*

金黄色葡萄球菌肠

毒素
c

//ISQ 65

)

47

*

棒曲霉素
//ISQ 65

)

4#

*

大田软海绵酸
//ISQ 65

)

4J

*

微囊藻毒素
TT //ISQ 65

)

46

*

霍乱毒素
//ISQ J#

)

4"

*

金黄色葡萄球菌肠

毒素
Q

//ISQ 64

)

05

*

软骨藻酸
//ISQ 65

)

0!

*

河豚毒素
//ISQ 65

)

0!

*

石房哈毒素
//ISQ J#

)

04

*

抗生素

及兽药

四 环 素 类 !

EXR

(

X%X

(

IÊ

#

//ISQ J#

)

00

*

卡那霉素
//ISQ 4!

)

0$

*

妥布霉素
TSQ 4J

)

07

*

氨苄青霉素
//ISQ 4!

)

0#

*

达氟沙星
TSQ 0#

)

0J

*

抗生素

及兽药

恩诺沙星
//ISQ "7

)

06

*

氯霉素
//ISQ J"

)

0"

*

苄青霉素
//ISQ #5

)

$5

*

链霉素
//ISQ 65

)

$!

*

环丙沙星
TSQ 6$

)

$4

*

地塞米松
//ISQ 7"

)

$0

*

磺胺二甲嘧啶
//ISQ "#

)

$$

*

磺胺喹喔啉
//ISQ 06

)

$7

*

农药
!

有机磷农药
//ISQ 77

)

$#

*

敌蚜胺
//ISQ ##

)

$J

*

多菌灵
//ISQ 76

)

$6

*

重金属

_-

4a

//ISQ #!

)

$"

*

Q/

0a

//ISQ ""

)

75

*

R@

4a

//ISQ #6

)

7!

*

K

.

4a

//ISQ 7!

)

74

*

RC

4a

//ISQ 7!

)

74

*

MD

4a

//ISQ 7!

)

70

*

[:

4a

//ISQ !#

)

7$

*

Q

.

a

//ISQ !4

)

77

*

过敏原

!

&

蓝豆蛋白
//ISQ "0

)

7#

*

花生过敏原
Q:(,! //ISQ 65

)

7J

*

醇溶蛋白
//ISQ $"

)

76

*

!

&

乳球蛋白
//ISQ 76

)

7"

*

非法添

加物及

其他
!

孔雀石绿
TSQ

'

//ISQ 4#

'

06

)

#5G#!

*

双酚
Q //ISQ #5

)

#4

*

可卡因
//ISQ 6"

)

#0

*

三聚氰胺
//ISQ 65

)

#$

*

盐酸克伦特罗
//ISQ 65

)

#7

*

莱克多巴胺
//ISQ 65

)

##

*

苏丹红
)

//ISQ 6$

)

#J

*

精胺
//ISQ 65

)

#6

*

组胺
//ISQ "5

)

#"

*

)!"

"
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图
!

!

构建核酸适配体测流试纸条实现
0

种致病菌同时检测原理图)

J$

*

N)

.

C:;!

!

[2,;'(9)2)**C/9:(9)3-3A(

>

9(';:&D(/;@*(9;:(*A*3=9;/9/9:)

>

A3:9,;/)'C*9(-;3C/

@;9;29)3-3A9,:;;9

?>

;/3A

>

(9,3

.

;-/

图
4

!

磁控荧光生物传感器同时检测
EXQ

和
QNc

!

设计原理图)

JJ

*

N)

.

C:;4

!

[2,;'(9)2)**C/9:(9)3-3A9,;/)'C*9(-;3C/@;9;29)3-3AEXQ(-@QNc

!

留在农产品(畜产品中较为常见%中国是农业大国$农兽

药残留是食品安全监督管理部门重点监测方向之一%农

兽药分子的核酸适配体筛选目前报道将近
45

种!见

表
!

#$以它们为分子探针开发的同时检测技术报道近年

来逐渐增多%如周佳伟)

J"

*基于核酸适配体识别和量子点

技术构建了一种荧光生物传感器用于卡那霉素和妥布霉

素的同时检测$最低检测限分别为
51!!

$

514!'

.

'

H

$并成

功应用于牛奶产品中的卡那霉素和妥布霉素残留检测%

王叶)

65

*结合荧光法和微流控方法构建了一种新型的适配

体生物传感器用于同时检测卡娜霉素和氯霉素残留$经

优化试验条件$其最低检测限分别为
51J

$

51"

>.

'

'H

%

除了利用多条核酸适配体实现多靶标同时检测之

外$人们还通过改进筛选技术或裁剪优化序列获得广谱

型核酸适配体$用于同一类危害物分子的同时检测%如

V=3-

等)

J5

*对长度
J#D

>

的土霉素
EXR

核酸适配体进行

一级结构序列同源性分析$获得保守序列并对其加以优

化最终获得一条长
6D

>

的广谱型四环素类核酸适配体$

它能同时识别四环素(土霉素(脱氧土霉素(氯四环素
$

种

抗生素$并以此为分子探针构建了超灵敏比色法实现了

多种抗生素的同时检测$检测原理如图
0

所示%该方法

的最低检测限达
51!-'3*

'

H

%而
_,(-

.

等)

6!

*通过裁剪(

突变等手段设计了一种有机磷农药的广谱适配体$并结

合分子信标技术实现了对
$

种有机磷农药!甲拌磷(丙溴

磷(水胺硫磷和氧化乐果#的同时检测%这些通过下游工

程改造核酸适配体分子探针为广谱型探针$实现了一个

核酸适配体分子探针能同时识别多个危害物靶标$在定

性分析中具有较好的应用前景%

41$

!

重金属多靶标同时检测

随着工业化进程的加快发展$工业三废给生态环境

带来严重危害$尤其是汞(镉(砷(铅等的排放不仅污染了

*""

研究进展
QÌ QSR%[

总第
40$

期
"

454!

年
$

月
"



图
0

!

四环素类广谱型核酸适配体设计原理图

N)

.

C:;0

!

[2,;'(9)2)**C/9:(9)3-3A9,;@;/)

.

-3A9;9:(2

?

&

2*)-;/D:3(@/

>

;29:C'(

>

9(';:/

土壤(水资源$还对其周围种植养殖的农作物(畜产品及

水产品等带来危害$进而通过食物链进入人体$可能聚集

于某些器官造成慢性中毒$对人类健康危害极大)

64

*

%目

前汞(镉(砷(铅等重金属的核酸适配体均已成功筛选并

报道$因此$基于核酸适配体的多种重金属同时检测方法

相应受到关注%如
WC

等)

60

*引入双色上转换荧光纳米颗

粒构建了一种可控的金纳米材料为荧光能量受体的双重

荧光共振能量转移检测体系$实现了
MD

4a和
K

.

4a的同

时检测$其检测限分别为
75

$

!75

>

'3*

'

H

%

V,3/,D)-

等)

77

*开发了一种简单易行(快速灵敏的纸基核酸适配体

传感器$可在
!5')-

内完成
K

.

4a和
Q

.

a的同时检测$其

检测限分别低至
!100

$

!15!

>

'3*

'

H

$且成功应用于水(牛

奶等实际样品的分析检测%周羽婷等)

7$

*用
K

.

4a

(

MD

4a

和
[:

4a离子核酸适配体作为分子探针$根据核酸结构转

换原理$结合纳米孔膜技术开发了一种新型高灵敏电化

学传感器$实现了
0

种金属离子的分步同时检测%该电

化学传感器具有优秀的灵敏性和选择性$最低检测限分

别达
515!0

$

515!J

$

51544-'3*

'

H

%

417

!

非同类型危害物多靶标同时检测

除了同一类型危害物多靶标的同时检测技术外$还

有学者报道了不同类型食品危害物混合多靶标同时检测

技术%这种不同类型危害物多靶标同时检测体系可能更

复杂$但是更能适应实际需求%如
U(-

等)

6$

*利用
N;

0

E

$

和
[)E

4

纳米颗粒作为载体$将赭曲霉毒素
Q

适配体和

QXM

适配体通过非共价键方式固定在纳米颗粒上$建立

了一种发光化学分析法$实现了啤酒样品中赭曲霉毒素

Q

和
QXM

的同时检测%该检测方法线性范围宽$回收率

好$最低检测限分别达
"154

$

"10!-'3*

'

H

%除了两种不同

类型危害物同时检测外$

b)-

等)

67

*还设计了
0

种不同类型

危害物的同时检测方法$将
K

.

4a

(赭曲霉毒素
Q

和沙门

氏菌核酸适配体分别标记在不同上转换纳米材料上$构

建了一种测流适配体分析技术$并结合智能手机开发了

一种便携式检测设备$该方法灵敏特异(操作方便$可满

足现场快速检测要求$其最低检测限分别为
7-

.

'

'H

$

0-

.

'

'H

和
67RNZ

'

'H

$进一步研究表明其可在
05')-

内完成水样中
0

种危害物的同时检测%

K;

等)

6#

*则将卡

那霉素(黄曲霉毒素
P

!

和
!J

!

&

雌二醇
0

种核酸适配体分

子探针组装到磁性纳米颗粒上$建立了一种微流控芯片

技术实现了多靶标同时检测$检测原理如图
$

所示%最

低检测限分别达
5104

$

51"7

$

#165

>.

'

'H

%该微流控芯片

不仅解决了复杂基质的干扰问题$还极大地增强了检测

的灵敏性和选择性$而且检测性能稳定$耗时短$

0')-

即

能实现牛奶样品中卡那霉素(黄曲霉毒素
P

!

和
!J

!

&

雌二

醇
0

种靶标的同时检测%

图
$

!

基于磁纳米三元
ISQ

分子探针的微流控芯片同时检测卡那霉素!黄曲霉毒素
P

!

和
!J

!

&

雌二醇原理图)
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*
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.
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0

!

展望
综上所述$核酸适配体作为分子探针在食品安全检

测研究领域的应用已取得了一定的成果$多靶标高通量

检测技术的开发是未来发展必然趋势%结合当前研究开

发现状和未来实际应用需求$基于核酸适配体技术的食

品危害物生物传感器的研发还需在以下
$

个方面加强研

究&

#

要进一步加大单靶标检测向多靶标同时检测转变

的力度$结合新兴的科学技术进行学科和技术交叉融合$

开发更多(更灵敏(更快速而准确的高通量检测方法$其

中微流控芯片是未来重点发展的方向之一+

$

要进一步

通过截短(裁剪等方式优化核酸适配体序列$在获得性能

更好的分子探针基础上$短序列不仅有利于多靶标同时

检测生物传感器的设计还有利于降低经济成本+

+

要进

一步拓宽多靶标食品危害物检测方法范围$当前主要以

荧光法为主$核酸适配体需要进行荧光标记$这在一定程

度上增加了检测成本$因此免标记的同时检测方法具有

较好的开发和应用前景+

,

要进一步加强快速(灵敏(便

携的检测设备的研发$可利用大数据技术(可视化技术(

人工智能技术等开发基于核酸适配体分子探针的现场快

速检测设备$以满足实际应用需求%相信随着科技的不

断发展和广大科研工作者的不懈努力$基于核酸适配体

的高灵敏(高通量的多靶标快速检测技术必将迎来美好

的春天%
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