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三链核酸在食品安全检测中的研究进展
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摘要!文章综述了三链核酸的结构与稳定性"重点介绍了

基于三链核酸的荧光#电化学#比色分析法在食源性有害

物检测中的研究进展"并探讨了三链核酸在食品安全检

测领域中面临的挑战和发展前景!

关键词!三链核酸'稳定性'食品安全'快速检测'功能
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随着经济的快速发展和生活水平的提高%近年来对

食品安全的关注度也得到了极大提升&影响食品安全的

因素主要包括非法成分添加)真菌毒素污染)食源性致病

菌污染)农兽药残留)重金属污染等*

#P!

+

&这些食源性有

害物质的摄取对人体健康造成了一定威胁%轻则腹泻%重

则死亡*

,

+

&因此%建立食品中痕量有害物的分析检测技

术对于评估食物产业链中各阶段潜在有害因素)减少被

污染食物的市场流通十分必要&传统的食源性有害物检

测方法主要包括色谱分析法*

(P*

+

)质谱法*

:P+

+

)化学免疫

分析法*

'P#$

+

)聚合酶链式反应*

##P#!

+等%上述方法虽然准

确性高%但是前处理复杂)对操作者专业素养要求高%抑

或涉及大型仪器设备%不适用于食品的日常)现场检测需

求&因此%开发简单)快速)可推广的食品有害物检测新

方法是近年来食品安全领域关注的重点和热点&

三链核酸!
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双 链 核 酸 基 础 上%由 第
!

条 寡 核 苷 酸 链 以

N==

J

@A884

氢键嵌入到双链大沟中形成的三螺旋核酸结

构&三链核酸结构具有柔软)可设计性强的特点%因此可

对其环部或茎部进行理性设计%使三链核酸能够响应特

定刺激物或靶标发生构象转化%进而实现功能活化*

#,

+

&

此外%区别于其他功能核酸%三链核酸可实现信号识别单

元和信号输出单元的分离%在信号转导方面具有明显优

势%易与多种信号输出模式结合%如荧光)比色)电化学)

拉曼等%便 于 根 据 实 际 检 测 需 求 开 发 适 宜 传 感 平

台*

#(P#*

+

&研究拟综述三链核酸的结构与性质%以及基于

三链核酸构建的荧光传感器)电化学传感器)比色传感

器)其他小众传感器在食品安全分析领域的应用%并对三

链核酸在食品安全快速分析检测中的发展前景与挑战进

行展望%以期为食品有害物的快速检测提供新思路&

#

!

三链核酸的结构与稳定性
#7#

!

三链核酸结构

在核酸双螺旋结构中%处于两条链之间的碱基对并

不在核酸链的轴上%因此造成双链结构的不对称性%形成

大沟和小沟&其中%大沟中存在多余的氢键给体和受体%

为第
!

条核酸链附着进而形成三链复合体提供了结构基

础&就具体结合方式而言%第
!

条核酸链既能以平行方

式%也能以反平行的方式与双链核酸缠绕在一起%如

图
#

!

0

#所示*

#:

+

&通常%富含嘧啶的单链
TYV

以平行的

方式与双链
TYV

中富含嘌呤的链经
N==

J

@A884

键结合%

而富含嘌呤的单链
TYV

则以反平行的方式与双链
TYV
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三链核酸结构
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中富含嘌呤的链经反
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键结合&与双链核酸类

似%三链核酸的形成建立在碱基特异性键合基础上%主要

分为
W

,

b.W

)

b

,

b.W

)

>

,

V.>

的平行三重结构以及

W

,

b.W

)

b

,

b.W

)

>

,

V.>

)

V

,

V.>

的反平行三重结构

*图
#

!

0

#+&根据第
!

条链的来源%三链核酸可分为分子

内三螺旋结构和分子间三螺旋结构*图
#

!

I

#+&前者是由

一条单链寡核苷酸通过自身折叠缠绕形成的三螺旋结

构%其碱基序列具有一定镜像重复性&后者又可分为两

种形式"

(

单链核酸与双链核酸经
N==

J

@A884

或反

N==

J

@A884

键形成的三螺旋结构$

)

一条单链核酸与另

一单链核酸经
k0A@=4.WF19M

和
N==

J

@A884

双重作用形成

的钳夹式三螺旋结构&

#7"

!

影响三链核酸稳定性的因素

目前%已有一系列以三螺旋结构为基础的三链核酸

分子探针被开发用于生化传感分析%而其实现功能的基

本前提是三螺旋结构的稳定形成&影响三螺旋结构稳定

性的因素可分为内因和外因两个方面%其中内因主要来

源核酸序列本身%包括三螺旋区域的链长度*

#+

+

)碱基组

成*

#'

+

)骨架本性*

"$

+等因素&外因则指外界环境对三螺旋

结构形成的影响%主要涉及溶液中阳离子浓度*

"#

+

)

D

N

*
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+

)温度*

"!

+等因素&上述因素往往通过影响第
!

条

核酸链与核酸双链结合时的氢键作用强度或双链核酸重

排时的能量大小%来影响三螺旋结构的稳定性*

",

+

&

#7"7#

!

链长度的影响
!

参与三螺旋结构形成的寡聚脱氧

核苷酸!

STY

#长度是影响其稳定性的重要因素&一般来

说%链长度太短%

N==

J

@A884

氢键作用力太弱%不易形成稳

定的三螺旋结构&链长度过长%则会发生自折叠形成稳

定的二级结构%不利于三螺旋结构的形成&研究*

"(

+表明%

在分子间嘌呤嘌呤嘧啶三螺旋
TYV

的形成中%最佳链长

度为
#"

个碱基&

&F=G4

等*
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+发现%在
ZYV

,

TYV.TYV

型三螺旋结构形成中%第
!

条
ZYV

链长度不得少于
#'

个

核苷酸%但将其长度延长至
":

个核苷酸并不会提高三链

的稳定性&此外%

RF0498@9=

等*

":

+发现钳形三链环部长度

亦会影响其稳定性&环部长度缩短%一方面可以降低三

链形成所需熵变%进而有利于三链的形成%使其稳定区间

向碱性
D

N

移动$另一方面%其可提高三链结构的解链温

度!

+

/

#%改善热稳定性&

#7"7"

!

碱基组成的影响
!

三螺旋结构的形成严格遵循碱

基配对原则&碱基错配)缺失均会导致第
!

条链扭曲%显

著降低三链结构的稳定性*

"+

+

&

0̂4

等*
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+发现%三螺旋结

构稳定性的破坏程度与具体的错配位置有关&一般而

言%由于中间位置的错配能够干扰相邻位置碱基的相互

作用%因此中间错配比末端错配更容易破坏三螺旋结构&

此外%三螺旋结构的稳定性与
>

,

V.>

(

W

,

b.W

三联体的

相对含量密切相关*

!$

+

&当
>

,

V.>

含量由
($Q

提升至

#$$Q

时%三链稳定的
D

N

区间可向右拓宽
,

个单位%表明

序列的碱基组成对三链形成的影响不可忽视&

#7"7!

!

碱基及核酸骨架修饰的影响
!

甲基化是最常见的

碱基修饰方式之一%通常选择胞嘧啶的
(

位点修饰&甲

基化修饰可增强三链核酸的疏水作用力%进而拓宽三链

稳定存在的
D

N

区间%同时提高其解链温度和亲和常

数*

!#

+

&然而并不是所有取代基都能增加三链的稳定性%

且相同化学基团在不同位点取代对三链稳定性的影响也

不尽相同&若在胞嘧啶的
(

位点采用丙基或溴取代会降

低三链的稳定性%但若在尿嘧啶的
(

位点取代%则有利于

三链的形成*

!"

+

&这可能与取代后成键原子的电荷密度变

化有关&此外%核酸骨架特性也与三螺旋结构的稳定性

有关&研究*

!!

+表明%以多肽骨架取代磷酸二酯骨架所得

到的肽核酸与
TYV

形成三链结构的稳定性得到明显改

$#"

研究进展
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善有关&

#7"7,

!D

N

和温度的影响
!

通常%第
!

条链中胞嘧啶!

W

#

的
Y!

位点发生质子化后才可与双螺旋中鸟嘌呤!

b

#形

成
N==

J

@A884

氢键&因此%

W

,

b.W

含量较高的三螺旋结

构对环境
D

N

更敏感%且
W

,

b.W

含量越高%相应三螺旋

结构稳定存在的
D

N

值越低&与之相比%

>

,

V.>

碱基对

的形成不涉及碱基的质子化%因而富含
>

,

V.>

的三螺

旋结构能在中性甚至碱性环境中稳定存在&

_16

等*

!,

+发

现%随着
D

N

的降低%含有
*$Q W

,

b.W

的三链核酸形成

率逐渐升高%而含
#$$Q >

,

V.>

的三链核酸形成率并未

发生改变&此外%对胞嘧啶的
W(

位点进行甲基化修饰或

引入嵌入剂噻唑橙!

>S

#%均可提高
W

,

b.W

型
TYV

三链

在中性或更高
D

N

下的稳定性*

!(

+

&而增加三螺旋结构中

>

,

V.>

(

W

,

b.W

的比例亦可缓解
D

N

对三链稳定性的

影响*

!$

+

&

与双链核酸类似%三链核酸也存在
+

/

值&当环境温

度大于三链核酸的
+

/

时%三螺旋结构将被破坏%增加三

螺旋结构中
W

,

b.W

含量可以提高其
+

/

&

#7"7(

!

阳离子浓度的影响
!

影响三螺旋结构稳定性的盐

离子主要是带正电的阳离子%是因为阳离子可以屏蔽核

酸骨架的负电荷%进而降低核酸链之间的排斥力$同时%

阳离子骨架的脱水作用有利于三链核酸结构的稳定*

!*

+

&

>?=/0@

等*

!:

+发现%阳离子类型及离子强度均对三链结

构的稳定性有影响%金属离子对三链稳定性的改善作用

由大到小依次为
)

J

"g

&

W0

"g

&

\F

"g

&

&0

"g

&

Y0

g

&此

外%三螺旋结构的
+

/

随二价阳离子浓度的增加而增加&

当离子浓度相同时%溶液中阳离子价态越高%所形成的三

链结构越稳定&在含多种不同阳离子的溶液中%还存在

离子竞争性抑制作用&如浓度过高的
Y0

g可与
)

J

"g竞

争核酸 上 的 盐 离 子 位 点%从 而 降 低 三 链 核 酸 的 稳

定性*

!+P!'

+

&

"

!

基于三链核酸的分析传感方法
"7#

!

荧光分析法

荧光分析法具有灵敏度高)需样量少)检测快速等特

点%在痕量食源性有害物的检测中具有独特优势&基于

三链核酸的荧光分析法基本原理为"利用靶标诱导三链

核酸形成或解体%产生荧光变化%从而将生物识别事件转

化为荧光信号&基于三链核酸的传感策略大体分为两

类"传感探针与靶标作用后%荧光产生或增强!0

=CC.=4

1策

略#$传感探针与靶标作用后%荧光降低或熄灭!0

=4.=CC

1

策略#&在一定浓度范围内%传感探针强度变化与靶标浓

度呈正比&因此%可以根据荧光变化与否判定靶标是否

存在%根据荧光强度变化程度确定靶标浓度&相比于

0

=CC.=4

1策略%0

=4.=CC

1的荧光检测策略易受非靶物质干

扰%产生假阳性信号%且难以确定检测上限%应用的广泛

程度不如前者&

食品中农)兽药残留超标会对人们的生命健康造成

危害&如抗生素常被添加于饲料中用以避免养殖动物发

生细菌性传染疾病%其经食物链在人体中富集后%可引起

人体内菌群紊乱及抗生素耐药等不良影响*

,$

+

&

k84

等*

,#

+结合三链核酸和杂交链式反应!

NWZ

#发展了一种

0

=4.=CC

1型荧光检测平台用于牛奶中氯霉素的放大检测&

该工作利用氯霉素触发
NWZ

反应%形成修饰有多个荧光

受体的
TYV

双链&所得
TYV

双链又可与荧光供体标记

的第
!

条链特异性作用形成三链复合体%将荧光受体和

供体拉近%导致二者发生荧光共振能量转移%供体荧光降

低&该 方 法 具 有 良 好 的 检 测 灵 敏 性%检 测 限 为

#7"

DJ

(

/_

%检测加标牛奶样品的平均回收率为
':7(Q

"

#$*7$Q

&

T84

J

等*

,"

+构建了一种基于双重三螺旋结构的

0

=CC.=4

1型荧光探针用于氯霉素的检测*图
"

!

0

#+&利用

三链核酸环部核酸适配体序列在识别氯霉素后发生构象

变化%导致三链结构被破坏%荧光基元和淬灭基团远离%

从而实现荧光恢复&该设计中%由于一个荧光基团可同

时被两个淬灭基团熄灭荧光%因此在背景信号和检测信

噪比方面%此探针较传统的
#l#

熄灭型探针更具优势%

检测限低至
$7#+4/=2

(

_

%并能精确测定鱼和牛奶加标样

品中氯霉素含量&在农药残留检测方面%

6̀

等*

,!

+结合三

链核酸和
b.

四聚体%开发了一种免标的荧光分子开关用

图
"

!

基于三链核酸的荧光分析方法用于食品有害物的检测研究

R1
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!

V
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B
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于啶虫脒的检测&该分子开关的环部设计为啶虫脒的核

酸适配体序列%作为信号识别单元%其在识别啶虫脒后导

致三链解体%释放出中间信号链&后者可形成
b.

四聚体%

结合并增强
$.

甲基卟啉二丙酸
X;

!

Y))

#荧光%从而实

现对啶虫脒的检测%检测限为
"7!+4/=2

(

_

&

此外%基于三链核酸的荧光传感方法在食品中重金

属离子)非法添加剂的检测也相继被报道*

,,P,(

+

&

_16

等*

,*

+利用
>.N

J

"g

.>

碱基配对作用稳定核酸发卡结构%

在此基础上引入外切酶辅助放大技术和三链核酸开关%

实现 了 对
N

J

离 子 的 高 灵 敏 荧 光 检 测%检 测 限 为

#7$,

D

/=2

(

_

%检测 线 性 范 围 为
$7$#

"

($7$$4/=2

(

_

*图
"

!

I

#+&

[604

等*

,:

+设计了一种
>.

三聚氰胺
.>

碱基

错配介导的滚环信号放大!

ZWV

#方法%实现了对牛奶中

三聚氰胺的荧光检测%检测限为
"7(4/=2

(

_

&将荧光分

析法与核酸放大技术联用%可极大改善探针检测灵敏度%

为痕量食源性有害物的检测提供了重要技术支撑&然

而%荧光信号易受复杂基质影响%开发新型荧光基团或荧

光产生模式以满足在复杂体系中的检测需求将是未来的

发展方向&

"7"

!

电化学分析法

电化学分析方法具有灵敏度高)成本低)操作简单)

设备易微型化等优点%非常适用于食品的现场)快速检

测&电化学生物传感器的基本原理是以酶)抗体)核酸等

生物材料作为识别元件%利用固体电极将识别元件与靶

标之间的特异性相互作用转换为电化学信号!如电势)电

阻)电容或电流等#%根据输出信号的变化实现对靶标定

量或定性分析&在基于三链核酸的电化学分析法中%三

链核酸通常被固定于电极上%用于捕获电活性分子&

食源性致病菌及生物毒素污染是引起食源性疾病和

食物中毒的主要原因%对人体健康造成了不良影响%轻度

导致肠胃炎%重则引起器官功能障碍*

,+

+

&食源性致病菌

和毒素的快速)灵敏检测是当前食品安全领域的重要挑

战&

a?=6

等*

,'

+发展了一种基于三链核酸分子开关的电

化学传感器用于金黄色葡萄球菌的检测*图
!

!

0

#+&通过

利用核酸适配体'磁珠系统特异性识别金黄色葡萄球

菌%进而释放并分离封闭
TYV

链&后者参与酶辅助的链

置换反应%产生大量信号
TYV

链%将生物识别事件放大&

信号
TYV

能够特异性结合并破坏固定于电极表面的三

链分子开关%暴露出位于三链茎部的富
b

序列&富
b

序

列折叠形成
b.

四聚体后将捕获电活性分子
?8/14

%使得

电流信号发生变化&相较于无信号放大过程的传感策

略%该 方 法 的 灵 敏 度 得 到 显 著 改 善%检 测 限 低 至

+WRL

(

/_

%能准确检测加标蜂蜜样品中的金黄色葡萄球

菌&

e18

等*

($

+将用于捕获
?8/14

的三链核酸分子修饰于

电极上%并在体系中引入聚合酶和外切酶辅助的双重信

号放大反应%实现了对内毒素脂多糖的超灵敏电化学检

测%检测限可达
$7$#"C

J

(

/_

&

三聚氰胺是一种非法食品添加剂%常被不法商家添

加至奶粉及动物饲料中&

_16

等*

(#

+利用碱性位点!

V̂

#对

三聚氰胺的高亲和性%构建了三聚氰胺稳定的钳形三链结

构%通过核酸外切酶
XXX

切割钳形三链结构%生成亚甲基蓝

标记的核酸短链%后者扩散到电极表面%产生亚甲基电信

号%从而实现对三聚氰胺的灵敏检测*图
!

!

I

#+&根据输出

的电化学信号强度可确定三聚氰胺含量%检测线性范围为

($4/=2

(

_

"

($$

#

/=2

(

_

%检测限为
+7:4/=2

(

_

%显著低于

传统的
-_X\V

分析方法&

总体而言%当前基于三链核酸的电化学分析方法在

检测灵敏度和检测成本方面具有优势%但是在快速)现场

检测方面略显不足&加速推进三链核酸探针与微型化电

化学信号发生器!如血糖仪#联用将是该领域的现实

需求&

"7!

!

比色分析法

与荧光分析法和电化学分析法相比%比色分析法在

检测灵敏度方面略显不足%但是其检测结果更加直观)可

肉眼观测%非常适用于食品污染物的快速)现场检测&在

基于三链核酸的比色传感平台中%三链核酸通常用来固

定或封闭具备催化显色反应能力的酶!包括蛋白酶)核酸

酶)纳米酶#&

真菌毒素容易在食品加工)贮藏等环节进入食物链%

是常见的食品污染物%具有致畸)致癌等副作用%且大部

图
!

!

基于三链核酸的电化学分析方法用于食品有害物的检测研究

R1

J

6F8!

!
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分性质稳定%难以被破坏%是食品安全检测领域关注的重

点*

("

+

&

;6

等*

(!

+利用三链核酸封闭脱氧核酶活性%开发

了一种比色传感平台用于赭曲霉素的快速检测!图
,

#&

将三链核酸的环部设计为核酸适配体序列%其结合赭曲

霉素后发生构象变化%导致三链解体%核酶链被释放&核

酶链继而结合
?8/14

形成具有催化活性的复合体%催化

N

"

S

"

氧化
V&>\

显色&检测过程可在
""

"

!:]

的温度

范围内进行%

#?

即可获得检测结果%检测限为
#$

"

#($$

#

J

(

M

J

&

_6=

等*

(,

+利用脂多糖诱导三链解体进而

触发
NWZ

反应%在磁珠上形成修饰有多个辣根过氧化物

酶的
TYV

长链%磁分离后%利用辣根过氧化物酶催化

>)&

显色&该方法检测过程不超过
,?

%肉眼观察的检

测限 为
"$4

J

(

/_

%利 用 光 学 仪 器 获 得 的 检 测 限 为

($

DJ

(

/_

&该方法通过引入
NWZ

核酸放大步骤%在一

定程度上弥补了比色法检测灵敏度低的不足%为微量或

痕量食源性有害物的现场)高灵敏检测提供了重要思路&

!!

与上述利用酶催化底物显色的检测思路不同%

_14

J

等*

((

+利用金黄色葡萄球菌核酸序列的
ŴZ

产物诱导三

链核酸形成%进而介导金纳米颗粒聚集发生颜色变化%

#$/14

内实现了金黄色葡萄球菌的可视化检测&根据紫

外吸收测定的检测限为
$7"+

DJ

(

$7$(/_

%检测线性范围

为
#*7$C

J

(

#

_

"

#7*4

J

(

#

_

&但是基于金纳米颗粒聚集的

比色法易受复杂基质的影响%难以适用于实际样品的检

测&若能引入磁分离技术%有望克服上述不足&

图
,

!

基于三链
TYV

的比色传感平台检测赭曲霉素原理图)

(!

*

R1

J

6F8,

!

X226@AF0A1=4=CAF1

D

28HTYV.I0@839=2=F1/8AF19

D

20AC=F/C=FF0

D

1338A89A1=4=CS9?F0A=H14V

"7,

!

其他分析方法

除上述分析方法外%

;6

等*

(*

+建立了一种基于核酸三

链体系的表面增强拉曼光谱方法用于
V

J

g的快速检测&

当
V

J

g存在时%其可介导
W.V

J

g

.W

配位作用%促使核酸

三链形成%导致修饰有罗丹明
*b

的金纳米颗粒团聚%产

生罗丹明
*b

的拉曼信号峰%从而达到检测
V

J

g的目的&

-IF0?1/

等*

(:

+针对多氯联苯这种具有持久生物累积毒性

的物质%开发了一种基于液晶的无标记)快速分析方法

!图
(

#&该方法利用多氯联苯破坏三螺旋结构%释放中间

信号链与固定于玻片上互补序列杂交%进而扰乱玻片上

物质的垂直定向%导致从暗到亮的光信号变化&该方法

的检测下限为
#7(c#$

P(

#

J

(

_

%能选择性检测自来水)环

境水和牛奶中的多氯联苯&目前已有报道将液晶传感模

式与手机等便携设备整合%因此利用该传感模式有望在

食品有害物的现场)快速检测方面取得突破&

!

!

总结与展望
综上%三链核酸具有易设计与修饰)结构可控以及信

号识别单元与信号报告单元分离等优点%被广泛用于构

建生物传感器%目前已在食品安全检测领域中开展应用

研究&在生化分析应用中%基于材料的同质性%常将核酸

适配体)

b.

四连体等功能核酸与三链核酸整合为一体%前

者可赋予三链核酸以高靶标选择性%后者一般设计成三

螺旋结构中的中间链%作为三链核酸的信号输出单元&

图
(

!

基于三链
TYV

的液晶传感平台检测多氯联苯的

示意图)

(:

*

R1

J

6F8(

!

>?8@9?8/0A19310

J

F0/=CA?8AF1

D

28HTYV.

I0@83_WI1=@84@=FC=F Ŵ&::38A89A1=4

此外%三链核酸还能够与催化发卡自组装!

NWZ

#)链置换

!

WNV

#等核酸放大方法结合%提高对靶标的检测灵敏度&

虽然基于三链核酸的传感平台在食源性有害物的检

测中已取得一些进展%但结合当前研究开发现状和未来

实际应用需求%该传感平台在以下
!

个方面有待改善"

(

提高三链核酸的稳定性%使其能够直接用于复杂食品

基质中有害物的检测%如此%可避免复杂的前处理%使真

正意义上的快速)临场检测成为可能$

)

丰富三链核酸的

'#"

$
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靶识别模式和机理%拓展其在食品安全检测应用中的广

度$

*

加强与纸芯片)微流控)血糖仪)智能手机等便携式

设备的联用%加速临场检测产品的开发和商业化&随着

基于三链核酸的分析方法在稳定性)检测机理)应用革新

方面的不断完善%三链核酸有望在食品安全即时)快速检

测方面发挥重要作用&
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