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核酸适配体的序列优化策略及其在
食品危害物检测中的应用
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摘要：食源性疾病已成为食品安全领域突出问题，快速、准确地对食品危害物进行检测是控制食源性疾病的关键环节。

核酸适配体作为一种新型的生物识别分子，以其为识别元件构建快速、灵敏的生物传感器用于检测食品危害物已成为

研究热点。然而，经指数富集配体系统进化技术筛选出的适配体与目标分子结合的亲和力和选择性还有待提升，不能

很好地满足分析检测的需求。文章分析了影响适配体性能的内在因素，重点综述了核酸适配体的优化策略，介绍了核

酸适配体在食品危害物检测中的具体应用，并展望了核酸适配体的发展趋势。
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Abstract: Foodborne diseases have become a prominent problem in the field of food safety. Rapid and accurate detection of food hazards is 

a key step in controlling foodborne diseases. As a novel biological recognition molecule, nucleic acid aptamers have become a research 

hotspot for constructing rapid and sensitive biosensors for the detection of food hazards. However, the affinity and selectivity of aptamers 

screened by Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment (SELEX) still need improvement to fully meet the requirements of 

analytical detection. This paper analyzes the intrinsic factors affecting aptamer performance, focuses on optimization strategies for nucleic 

acid aptamers, introduces their specific applications in the detection of food hazards, and discusses the future development trends of nucleic 

acid aptamers.
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食源性疾病是全球重要的公共卫生问题之一［1］，通常

由食品中的细菌、霉菌毒素、农药残留、重金属等引起。

对食品危害物进行快速、灵敏的检测是有效预防和控制

食源性疾病的关键环节。

核酸适配体（以下简称“适配体”）是通过指数富集配

体系统进化技术（SELEX）从核酸文库中筛选得到的单链

DNA 或 RNA［2-3］。它们能够高度特异性地识别和结合各

种靶标分子，具有稳定性好、修饰容易、可快速大量合成
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等优点，因而在食品危害物如抗生素、激素、真菌毒素和

过敏原等有毒有害成分快速检测方面的报道越来越多。

然而，经 SELEX 筛选出的适配体与靶标分子结合的亲和

力和选择性还有待进一步提升［4］。为了提高适配体的性

能 以 满 足 分 析 方 法 的 灵 敏 度 和 特 异 性 ，出 现 了 各 种

SELEX 后优化（post-SELEX）技术，如截短、突变、延伸、化

学修饰等。目前仅有少量文献对适配体的 post-SELEX 技

术进行了部分总结，且并未详细介绍这些优化策略在食

品危害物检测中的应用［5-7］。基于此，文章拟对适配体的

post-SELEX 策略及其在食品危害物检测中的应用进行综

述，旨在为今后开发高性能的适配体提供借鉴，推动适配

体在食品安全检测分析方面的发展。

1　影响适配体性能的内在因素

适配体性能的优劣受自身因素的显著影响，这些因

素包括序列长度、核苷酸组成以及空间结构等［8］。

（1） 序列长度：适配体的序列长度直接影响其三维结

构的复杂性和与靶标分子的结合能力。较短的序列可能

无法形成足够的二级或三级结构来有效识别靶标，而较

长的序列可能增加非特异性结合的风险或者形成较大的

空间位阻。因此，适配体的序列长度需要精心设计，以平

衡结合能力和特异性。

（2） 核苷酸组成：适配体中核苷酸的组成以及特定修

饰核苷酸的存在，对其稳定性和亲和力有重要影响。例

如，富含鸟嘌呤的序列可能形成 G-四链体（G4）结构，这可

能会增强适配体的稳定性和靶向能力。此外，将天然核

苷酸修饰为非天然核苷酸（XNA）或者进行荧光标记、生

物素化等可以提高适配体的稳定性和功能性。

（3） 空间结构：适配体的空间结构是其与靶标分子特

异性结合的关键。当存在靶分子时，适配体通过链内碱

基配对及氢键作用、静电吸附作用、范德华力等发生适应

性折叠，形成茎环、发卡、假结、凸起、G4 等二级结构或者

三级结构，去除或者诱导这些结构的形成将显著影响适

配体的性能。

以上这些因素共同决定了适配体的亲和力、特异性

和稳定性，进而影响其在食品安全检测领域的应用效果。

通过控制这些因素可以设计出性能更优的适配体，以满

足特定的应用需求。

2　适配体的优化策略及其在食品危害物

检测中的应用
2.1　截短

通 过 SELEX 筛 选 得 到 的 适 配 体 长 度 一 般 为 80~

130 个碱基［9］，而通常在检测过程中适配体上只有部分碱

基参与了靶标识别［8］，剪除适配体中与靶标结合力较低的

非关键碱基序列，不仅能降低适配体生产的难度和成本，

还能增加适配体与食品中残留的抗生素、激素、兽药及存

在的致病菌、真菌毒素等靶标的亲和力，提高检测的灵敏

度［10-11］，但是适配体太短有可能无法形成稳定的二级结

构［12］。截短的方法最初主要是基于适配体的二级结构，

如茎环、发夹、突环、假结等，进行经验试错。郭华麟［10］基

于二级结构预测的截短策略对水果中常见的真菌毒素棒

曲霉素（PAT）原始适配体的茎环结构逐次裁剪，过程如

图 1（a）所示，当截去茎环（a）后适配体亲和力值（Kd值）下

降，继续截去茎环（b）后 Kd 值显著下降，这可能是因为茎

环（b）产生的较大空间位阻阻碍了适配体与靶标的结合，

在此基础上继续截短 10 个碱基，得到了亲和力最佳的截

短适配体 P-30，比原始适配体减少了 50 个碱基，而只截取

茎环（c）后的适配体几乎丧失了与 PAT 的结合能力，证实

适配体的关键碱基位于茎环（c）中。Jia 等［13］将靶向双酚

A 的适配体在多个位点进行截短，得到了 38-mer、12-mer

和 23-mer的截短适配体，如图 1（b）所示，38-mer和 12-mer

适配体对靶标的亲和力是原适配体的 37.3 倍和 18.2 倍，

而 23-mer 对靶标的亲和力不及原始适配体。尽管随机截

短策略能够有效优化适配体，但是需要大量的试验和尝

试，效率较低。

分子对接和分子动力学模拟可预测适配体与靶标之

间的关键结合位点，为核酸适配体的截短设计提供更准

确的依据［14］。Li等［15］基于二级结构预测和分子对接技术

预测 α-鹅膏毒肽（α-AMA）适配体与靶标的结合位点，如

图 1（c）所示，根据预测结果，逐渐将茎环结构中与结合位

点无关的核苷酸对和未配对的核苷酸去除，将已报道的

含有 82 个碱基的 α-AMA 原始适配体缩短为 20 个碱基，提

高了适配体的亲和力，识别过程更快、更灵敏，以其为识

别元件的电化学生物传感器已成功用于野生蘑菇样品中

α -AMA 的 检 测 ，准 确 度 与 UPLC/MS/MS 一 致 。 Zhang

等［16］依据分子对接结果对链霉素适配体 Apt5 进行有效截

短，获得了 Kd 值为 14.52 nmol/L 的适配体 Apt52，基于该

适 配 体 开 发 了 比 率 荧 光 适 配 体 传 感 器 检 测 限 仅 为

0.98 nmol/L。此外，Yang 等［17］将高亲和力的截短适配体

A9P-43 用于水、婴儿配方奶粉、冰淇淋及牛奶样品中克罗

诺杆菌属的检测，均表现出良好的回收率。

2.2　诱变

诱变是一种通过突变单个或多个碱基来改变适配体

的核苷酸序列以优化适配体性能的一种有效方法［18］，其

不仅改变了适配体与靶标之间的作用力，也会影响适配

体的空间结构，从而增强适配体与靶标的亲和力。诱变

方法主要包括计算机辅助的定点诱变、基于特定碱基的

诱变、基于诱导 G4 形成的诱变策略。

2.2.1　定点诱变　采用完全随机突变策略会大大增加适

配体筛选的工作量，借助分子动力学模拟、等温量热滴定
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法（ITC）、荧光偏振（FP）等技术先预测适配体中与靶标结

合的关键碱基后再进行突变可大大减少工作量，提高突

变的成功率。韩静［19］利用 NuPack 软件模拟了卡那霉素

原始适配体的二级结构，采用 FP 及 ITC 技术得到卡那霉

素适配体的关键结合碱基为 T7、T8、C13 和 A15，继而对

T8 碱基附近碱基进行突变或将茎环 C13 突变为 G13 以及

将 5'端的 G2 突变为 T2，得到了 8 个定点突变的适配体，

ITC 结果显示突变体 Kmut3 的亲和力是原始适配体的

3 倍 ，以 其 为 识 别 元 件 构 建 的 荧 光 传 感 器 检 测 限 为

59 nmol/L，比以原始适配体构建的同种传感器检测限低

89 nmol/L，在牛奶样品中的回收率为 95%~105%。 Gao

等［20］借助结构分析和分子动力学模拟预测了双靶标赭曲

霉毒素 A（OTA）和诺氟沙星（Norfloxacin，NOR）的适配体

OBA3 中的碱基 T15 是对 OTA 具有特异性识别和亲和力

的关键碱基，对其进行定点突变后得到的适配体 T15C 可

实现对 NOR 的特异性检测，这可能是因为碱基的改变使

第 15 位的核苷酸丧失了与 OTA 苯环的相互作用，而增加

了与 NOR 分子中喹诺酮骨架、哌嗪基之间的 π-π 堆积作

用，促进了盐桥和氢键的形成，从而提高对 NOR 的特异性

识别。

2.2.2　基于特定碱基的诱变　Kimoto 等［21］提出用高能的

G-C 碱基对替换茎环结构中低能的 A-T 碱基对可以增加

适配体与靶标的亲和力，并在 9 种不同的靶向蛋白质和癌

细胞的 DNA 适配体中得到了证实。杨妍［22］在优化食源

性致病菌黄曲霉毒素 B1（AFB1）的适配体序列 A80 时就采

用了该策略，其采用 3 种方案对 A80 经两次截短后的适配

体 A22 进行改造，其中就包括了将 A22 末端的 T-A 碱基对

替换为 G-C 碱基对，从而得到了亲和力与 A80 相当的截

短突变适配体 A22-m2，并以其为识别元件构建了简单、

快速、灵敏的适配体—纳米金比色传感法用于检测玉米

油样品中的 AFB1。Sha等［23］研究表明，将单碱基 A 和 T 分

别突变为 G 和 C 也有同样的效果。Zhang 等［24］基于此原

理对已报道的甲硝唑适配体进行了优化，通过 A-G、T-C、

C-G 和 G-C 碱基突变得到了 15 个新适配体。分子对接显

示 Apt8 和 Apt11 与甲硝唑的亲和力优于原始适配体，结

合 能 分 别 为 -16.82，-14.56 kJ/mol，进 一 步 将 Apt8 和

Apt11 的突变方式结合起来所得的新适配体 Apt1-3 与甲

硝唑的亲和力更强，以该突变适配体为识别元件并巧妙

结合智能手机的取色软件 Color Picker 和 3D 暗盒成功构

建了一种便携式比色适配体生物传感器，并在牛奶中表

现出了良好的回收率。该检测方法快速、灵敏、简便，在

食品安全检测领域有一定的推广价值。但是过度增加 G/

C 碱基可能会增强适配体对非目标分子的结合力，降低适

配体的特异性。

图 1　截短型核酸适配体的获得

Figure 1　Acquisition of truncated aptamers
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2.2.3　基于诱导 G-四链体形成的诱变策略　G4 是由富

含鸟嘌呤的序列先通过 Hoogsteen 氢键结合形成两个或

两个以上的 G-四分体，再经 π—π 堆积自发形成的非经典

二级结构［25］。多项研究［26-28］表明，G4 结构有助于提高适

配体和靶标的结合亲和力。Zheng 等［29］对已报道的靶向

石房蛤毒素（STX）的 DNA 适配体 APTSTX1进行突变，突变

位点位于鸟嘌呤碱基两侧，并借助 QGRS 映射对 G4 结构

进行分析，得到 9 个可以形成 G4 结构的突变体，其中 M-

30 的亲和力最强，是原始适配体的 30 倍，可能是因为 G4

区域加强了适配体口袋与 STX 的相互作用。Qin 等［30］将

靶向地塞米松的最优截短适配体 APT-2 序列中 G 碱基周

围的非 G 碱基突变成 G 碱基，以诱导适配体形成 G4 结

构，QGRS Mapper 预测结果显示单点突变的 14 个序列均

未能形成 G-四链体结构，多位点突变的 19 个适配体序列

中有 9 个可以生成 G4 结构，其中 APT-M13 与地塞米松的

亲和力最大，以其为识别元件制备的金纳米粒子无标记

比色适配体传感器的检测限比原始适配体的显著降低。

但是该突变策略需要适配体序列中富含一定数量的鸟嘌

呤，并不适用于所有适配体的优化，在应用上具有一定的

局限性。

2.3　裂分

裂分适配体是将初始适配体分裂成两个片段，只有

存在特异性靶标时，两个片段才与靶标结合，形成三元复

合物，由于裂分适配体的碱基序列比母体短，因而能有效

地减少假阳性信号，且合成过程也比初始适配体更简

单［31-32］。Stojanovic 等［33］根据可卡因适配体的二级结构，

从预测处将其分割成两个适配体片段（即“裂分适配体”）

并用荧光基团标记，以此为识别元件，成功构建了自组装

荧光生物传感器。自此以后，基于裂分适配体构建的生

物传感器在食品安全检测中的研究越来越多。通常认

为，原始适配体裂分时应从结构中的非功能性位点处裂

分（比如辅助环），尽可能保留功能环，即裂分应遵循“保

留规则”［28］。Chen 等［34］通过去除非功能性的 GAGA 环将

完整的 38nt 孔雀石绿适配体分成两个部分，并将它们连

接到 5'和 3'端富含 G 的 DNA 序列上，构建了二价劈裂变

构适配体传感器，机制如图 2 所示，实现了鱼类产品中孔

雀石绿残留物的简便、快速、低成本和超灵敏检测。Du

等［35］利 用 MFold 软 件 预 测 长 度 为 60nt 的 恩 诺 沙 星

（enrofloxacin，ENR）适配体二级结构，在不影响环状位点

的情况下，从 32C 和 33T 之间进行裂分，得到了长度为

32 bp（Apt1）和 28 bp（Apt2）的核酸适配体片段，并结合末

端脱氧核糖核酸转移酶（TdTase）和滚轮扩增（RCA）技

术，构建了一种新型的 TdT-RCA 比色生物传感器用于检

测 ENR，检测限低至 2.5 pg/mL。Shang 等［36］基于同样的

裂分适配体开发了一种新型的 DNA 镊子荧光生物传感

器，检测限与 TdT-RCA 比色生物传感器相当，但是构建传

感器的方法更为简单，通过更换 DNA 镊子和裂分适配体

的序列，可实现对其他目标物的检测，这为食品中兽药残

留检测提供了更多的可能性。基于“保留规则”裂分适配

体显然限制了裂分适配体的发现能力。Wang 等［37］提出

了对适配体功能环结构进行裂分，仍能保留对靶标的生

物识别能力的假说，最终在四环素、妥布霉素和新霉素适

配体上得到了证实。虽然裂分适配体在食品安全分析检

测方面展现了独特的优越性和较大的应用前景，但在设

计过程中，确定母体适配体中合适的切割位点仍然是一

个难题，需要开发新型的裂分适配体策略以提高优化过

程的效率。

2.4　延伸

适配体的延伸是在适配体序列中添加一些核苷酸或

者对适配体片段进行克隆以提高其对靶标的亲和力、特

异性以及稳定适配体的二级结构。Luo 等［38］在噻虫嗪截

短适配体的末端添加 T-A 碱基对以稳定二级结构，同时在

5'端延伸 5 个碱基（CTCAG）使其能够和含 13 个碱基的淬

灭链互补，进一步开发了荧光“开启”适配体生物传感器，

检测限为 1.23 nmol/L，比欧盟标准中规定的牛奶和蜂蜜

中噻虫嗪的残留量（约 171.4 nmol/L）低很多，为食品中农

药残留检测提供了新的思路。 Zhang 等［39］以已报道的

26nt 卡那霉素适配体为模板，经克隆分别得到了 52nt 和

78nt的二价适配体和三价适配体，以此为识别元件构建的

非荧光标记传感器结果显示二价适配体的灵敏度最高，

检测限为 0.097 nmol/L，比原始适配体的检测限低很多，

三价适配体的检测限略低于原始适配体，可能是因为三

价适配体序列过长反而会降低其与卡那霉素的亲和力。

图 2　二价劈裂变构适配体传感器检测孔雀石绿的传感

机制［34］

Figure 2　Sensing mechanism of fusion of binary split 

allosteric aptasensor for malachite green
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兰欣悦等［40］以 8nt 四环素适配体为基础，经克隆得到 16nt

二价四环素适配体，与 Zhang 等［36］不同的是，其在克隆序

列间还引入适当长度的连接臂，如 TT、AA、GG、GGG 等，

以减小功能序列折叠时的空间位阻，使适配体更易形成

稳定的 G4 结构，荧光检测结果显示以 GGG 作为间隔的适

配体激发硫黄素 T 产生荧光的能力最强，所产生荧光强度

是原始适配体同样处理的近 40 倍，将硫黄素 T 的荧光强

度变化作为输出信号，构建的双价适配体非酶标记传感

器可在 20 min 内完成牛奶样品中四环素的检测。碱基片

段的延长可能会因碱基数量的增加使适配体骨架的柔性

过度增加，导致构象不稳定而降低适配体对靶标的特异

性和结合亲和力。为了稳定适配体的构象，Zhao 等［41］在

溶菌酶原适配体两端嫁接了 2 个含 CT 的嘧啶序列和 1 个

含 GA 的嘌呤序列，形成的三螺旋结构固定了原始适配体

的末端，以稳定适配体的构象结构，新适配体表现出了与

溶菌酶更强的结合力，在此基础上设计出了电化学适配

体生物传感器，并用于检测红酒中的溶菌酶，检测限比无

三螺旋固定适配体的方法低很多。但是这种策略需要巧

妙的设计来使 DNA 三螺旋结构锁定适配体的两端，增加

了设计和合成的复杂性。

2.5　化学修饰

适配体的化学修饰一般是指对天然核苷酸的糖环、

碱基及磷酸骨架进行修饰，以提高适配体的化学稳定性，

改善适配体的功能活性［42］。比如将 DNA 脱氧核糖环上

的 2'-H 或 RAN 核 糖 环 上 的 2'-OH 替 换 为 2'-F、2'-NH2、

2'-OCH3等
［43］，使其转变为 XNA，也可用非天然糖苏糖、阿

拉伯糖等直接取代原有的糖环，以增强适配体对核酸酶

降解的抵抗能力和对靶标的亲和力［42］。此类化学修饰主

要用于改善适配体的药效学性质、促进基于适配体的疾

病诊断和治疗的研发［44］，而对食品安全检测相关的适配

体研究仅有少量文献报道［45］。

食品危害物适配体的化学修饰常见于在适配体上修

饰—SH、—NH2、—COOH、亚甲基蓝和生物素等，以实现

与其他物质的连接或者作为信号分子，用于信号转导和

放大［46-47］。Li 等［48］将黄曲霉毒素 M1（AFM1）适配体裂分

成两条短链，并分别修饰上巯基（SH-S1）和亚甲基蓝

（MB-S2），将 SH-S1 通过“Au-S”键固定在 Au-rGO 复合材

料 修 饰 的 电 极 上 ，体 系 中 无 AFM1 时 ，S1 与 经 二 茂 铁

（ferrocene，Fc）修饰的其互补链（Fc-CS1）结合，Fc 信号增

强，当体系中添加 AFM1 时，S1 和 S2 与靶标结合，释放

CS1，导致 Fc 信号降低，MB 信号增强，基于此原理建立的

双信号比率型电化学生物传感器可以实现对牛奶样品中

AFM1 的快速高灵敏检测，检测限为 0.05 µg/L。王瑞安

等［49］将修饰有生物素以及包含触发序列的阪崎肠杆菌适

配体通过生物素—亲和素反应连接到亲和素修饰的纳米

磁珠上，成功构建了一种基于杂交链式反应扩增的高灵

敏度检测阪崎肠杆菌的荧光生物传感器并以奶粉作为样

品进行检测，回收率为 98.5%~110.0%。

2.6　多价适配体的组装

与上述优化策略相比，将一价适配体经自组装或者

通过共价键形成多价适配体是提高适配体性能的有效策

略，多价适配体具有多个重复的识别区域，可以形成“协

同”的结合构型，因而大大增加了适配体与靶标的结合机

会［7］，但是多价适配体的设计和合成过程比单价适配体更

为复杂，需要精确的结构设计以确保适配体的功能。Qi

等［50］将截短和突变优化后的食物过敏原糖蛋白 Ara h1 的

特异适配体 A1-a.31C 经 RCA 反应驱动的超长聚合 DNA

扩 增 子 自 组 装 形 成 了 多 价 适 配 体 编 码 的 DNA 花 朵

（Mul-DNFs），多孔花状结构使 Mul-DNFs 具有更大的表

面积，增加了适体捕获靶标的空间范围。此外，独特的结

构为多价适体提供了支架，使其形成“协同”构型，有利于

控制靶标在动态结合过程中的行为，从而增强了适体与

Ara h1 的结合性能。将 Mul-DNFs 同时与 Cy3-cDNA 和

Cy5-cDNA 杂交，构建了双色荧光标记的 Mul-DNFs 比率

型荧光适配体生物传感器，如图 3（a）所示。该传感器具

有优异的线性响应（0.05~2 000.00 ng/L）和较低的检测限

（0.02 ng/mL），可用于饼干、面包、巧克力等食品中 Ara h1

的检测。Chen 等［51］将氨基修饰的组胺适配体通过酰胺化

反应将其修饰到磁性金纳米颗粒 Fe3O4@Au NPs 上，形成

特异性识别组胺的多价探针，同时以携带“生物静默”区

表面增强拉曼散射（SERS）标签的互补 DNA 作为 SERS

信号探针，成功构建了一种“核—卫星”型 SERS 适配体传

感器，可实现对酱油、米醋、樱桃酒和鱼肉中组胺的快速

高特异性检测，准确度可以与高效液相色谱法相媲美。

基于同种适配体组装构建的生物传感器只能检测单

一成分，将不同适配体进行组装可以实现对多种分析物

的同时检测［52］。Ge 等［53］设计了一种自组装 DNA 双交叉

荧光适体传感器用于同时检测 AFB1 和 AFM1，双交叉

DNA 纳米分子由 5 条 DNA 链组成，如图 3（b）所示，C2 与

标记荧光猝灭基团 BHQ2 的 C1 和 C3 互补配对，形成

DNA 双交叉分子的骨架。Cy3 修饰的 AFM1-APT 和 Cy5

修饰的 AFB1-APT 互补到该结构的两端，使两对荧光团和

猝灭基团产生荧光共振能量转移（FRET），导致 Cy3 和

Cy5 荧光信号显著猝灭。在 AFM1 和 AFB1 同时存在的情

况下，AFM1-APT 和 AFB1-APT 可以与特定的霉菌毒素结

合，从而脱离纳米分子的结构，使纳米分子末端的荧光团

靠近抑制子，导致荧光信号明显增强，该传感器在花生和

牛奶样品中 AFM1和 AFB1的检测中表现出了良好的回收

率。祁兴普等［54］将巯基化的且部分序列可以互补杂交的

OTA 和玉米赤霉烯酮（ZEN）适配体组装到金纳米花表
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面，形成多价适配体，同时用荧光染料 FAM 修饰 OTA 适

配体的互补链，Cy3 修饰 ZEN 适配体的互补链，当体系中

没有 OTA 和 ZEN 时，适配体和互补链之间杂交，FAM 和

Cy3 不发荧光，当体系中有 OTA 或 ZEN 时，其特异性适配

体的互补链将解离，荧光恢复，从而实现对 OTA 和 ZEN

的同时检测。但是复杂的 DNA 纳米结构构建难度较大。

2.7　结合多种优化策略

通过 SELEX 技术筛选得到的适配体可以通过前述的

优化策略进行改进，但是每种优化策略都有其独特的优

势和局限性。因此，研究人员往往会综合运用多种优化

手段，以尽可能地提升适配体与靶标的结合力和选择

性［55-56］。Sha 等［23］结合裂分、诱变、延伸 3 种优化策略对

其前期研究中获得的 ENR 适配体 SEQ.3 进行改造，首先

将 SEQ.3从茎部切分成两部分，得到 Kd值为 132.26 nmol/L

的 SEQ.A，继续将低能量的 A-T 碱基对突变成高能量的

G-C 碱基对，得到了 Kd值为 20.13 nmol/L 的新突变适配体

SEQ.A5，随后以 TT 碱基为连接臂，对 SEQ.A5 序列上的

5 个关键碱基（GCCAG）进行 2~4 次克隆，获得了 Kd 值仅

为 11.07 nmol/L 双克隆适配体 SEQ.A52，比原始适配体

SEQ.3 亲和力提高了 19 倍。以其为识别元件构建的荧光

适配体传感器对 ENR 的检测限仅为 41.35 pmol/L，较原始

适配体的检测限显著降低。通过合理的裂分、定点诱变、

利用对接模拟寻找结合位点并进行适当延伸，可以大大

提高适配体的结合性能。

3　结论与展望

通过合理的截短、修饰、延伸等策略可显著提高适配

体的性能，进而在食品安全检测领域发挥更大的作用。

但是适配体传感器在信号处理和数据读取方面仍然需要

使用电化学分析仪、荧光分光光度计、拉曼光谱仪等专业

仪器设备，这种依赖限制了适配体传感器在食品危害物

检测中的便携性和实际应用，开发便携式适配体传感器

是当前重点发展的方向之一。此外，由于适配体的筛选

需要构建容量较大的寡核苷酸文库，筛选步骤复杂且耗

时较长，使得最终能够成功筛选出的适配体数量相对较

图 3　多价适配体编码 DNA 花朵的比率型荧光适配体传感器和双交叉 DNA 分子构建示意图

Figure 3　Schematic diagram of the ratiometric fluorescence aptasensor based on multivalent aptamer encoded DNA 

flowers and DNA double-crossing molecule construction
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少，从源头上制约了适配体的发展，需要开发可以在更短

的时间内筛选出更多核酸适配体的新技术。除了技术层

面的挑战，适配体作为一种新型的检测手段，其在食品安

全检测中的应用还需要相应的法规和标准化支持，包括

适配体的筛选、合成、检测方法等方面，都需要建立统一

的标准和规范。相信随着研究的不断深入和技术的持续

进步，通过解决上述挑战，适配体传感器有望在食品安全

检测领域实现更广泛的应用。
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