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摘  要: 核酸适配体是指能以极高的亲和力和特异性与靶分子结合的寡核苷酸序列, 可识别的靶分子范围非

常广, 并均可通过指数富集的配体系统进化(systematic evolution of ligands by exponential enrichment, SELEX)

技术筛选得到。近年来, 在传统 SELEX技术的基础上, 新的 SELEX技术不断出现。这些新技术的出现, 在不

断完善 SELEX 技术的同时, 也极大地推动了适配体技术在各学科领域中的发展及应用。本文对核酸适配体的

筛选方法进行了总结, 并介绍了其在食品检测领域的应用现状和发展方向, 为核酸适配体的筛选与应用提供

了参考。 
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ABSTRACT: Aptamers are oligo-nucleotides that screened by systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment (SELEX) theoretically, binding to a wide range of target molecules with high affinity and specificity. In 

recent years, new SELEX technologies are emerging on the basis of traditional SELEX technology. The new 

technologies improved the SELEX process gradually and promoted their application in various fields. This article 

mainly summarized the methods for screening of aptamers, described the current status in food detection and predicated 

the development of aptamers possibly, which provided a reference for aptamers screening and applications. 
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1  引  言 

指数富集的配体系统进化技术(systematic evolution of 

ligands by exponential enrichment, SELEX)是指从单链寡核

苷酸文库中筛选出能与靶物质有高亲和力和特异性结合的

寡核苷酸序列的方法。利用该筛选技术制备出的产物被称
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为适配体(aptamer)。适配体在不同的文献资料中有不同的

名称, 比如适体、适配子, 最早由美国科学家发现并筛选得

到[1,2]。它的靶标范围很广, 包括小分子物质、抗生素、核

苷酸、氨基酸、多肽、酶、抗体以及转录因子等[3-5], 甚至

还能结合病毒和细胞[6-8]。适配体与蛋白的结合不同于抗体, 

抗体以初级结构去识别抗原决定簇, 而适配体通过形成多

种热力学稳定的三维空间结构, 从而与靶分子特异、高效

结合。依赖于其结构互补性和多变性, 通过静电引力、分

子间氢键、分子堆积及形状互补匹配等作用形式, 特异性

结合蛋白、小分子、离子及细胞等多种靶物质。溶液中存

在靶分子时, 单链脱氧核糖核酸(ssDNA)或核糖核酸(RNA)

适配体就会折叠形成发夹 (hairpin)、凸环 (bulge)、假结

(pseudoknot)、G-四联体(G-quartet)等三维空间结构, 确保

了其可与靶分子高特异性的互补结合, 并可进一步改变靶

分子的生物活性和生命进程。适配体最大优势是没有免疫

原性, 并且分子量小、可化学合成、稳定性强、易于修饰

和标记, 与传统化学方法和免疫学方法相比, 具有无可比

拟的优越性[9,10]。 

近年来在传统 SELEX技术基础上, 各类衍生 SELEX

技术也被不断发展和完善, 被广泛应用在生命科学、生物

医药等领域。核酸适配体特异性结合的特性为检测食品中

化学残留物、生物毒素、重金属、病原微生物以及非法添

加物提供了一种新型、高效、快速的检测平台。 本文主要

综述核酸适配体的筛选方法及其在食品有害物检测中的研

究进展, 并展望了核酸适配体在该领域的研究方向。 

2  适配体的筛选技术(SELEX 技术) 

近年来 , 在经典的 SELEX 技术基础上 , 各种新型

SELEX技术不断涌现, 大部分方法是以提高筛选效率、提

高特异性和减少筛选选轮数为目的, 扩展筛选功能的技术

改良等。 

2.1  经典的 SELEX 技术 

主要包括以下几个基本步骤:  

(1) 设计并人工合成两端为引物结合位点的固定序列, 

中间为随机序列寡核苷酸序列文库 , 随机序列一般为

20~60个碱基, 文库的容量一般在 1014～1018之间; 随机序

列越长, 整个文库的库容量也越大, ssDNA 分子形成的结

构越多, 越有机会筛选到合适的适配体与靶标结合。通常

情况下还可以在引物的两端进行生物素或者荧光染料的修

饰, 以便用于后续的单链分离或者结合率的荧光测定。 

(2) 在筛选缓冲体系中寡核苷酸库与靶分子孵育后, 

将与靶分子结合的寡核苷酸序列从体系中分离, 再进行聚

合酶链式反应(PCR)扩增亲和力相对较高的 ssDNA, 此时

文库一般为双链文库。利用不对称 PCR等方法拆分形成次

级单链文库后可进入下一轮筛选。 

(3) 不断重复筛选, 文库里亲和力低的寡核苷酸序列被

逐渐淘汰, 测定文库和靶标的结合率不再升高时即可停止筛

选, 此时得到的最后一轮筛选亚文库即为适配体文库。 

(4) 对最终筛选到的寡核苷酸序列进行克隆测序, 并

对寡核苷酸序列与相应的靶分子结合的特异性和亲和力进

行鉴定, 用于各种适配体探针为基础的检测体系。 

2.2  毛细管电泳法(CE-SELEX) 

ssDNA 与靶标结合后形成的单链核酸-靶标复合物, 

结构和质量上都发生了改变, 而这种改变可以通过毛细管

电泳来区分。CE-SELEX对 ssDNA结合前后的靶标进行分

离 , 从而筛选到能和靶标特异性结合的适配体。通常在

ssDNA 上一般会做荧光标记, 便于毛细管电泳检测仪对结

合复合物的发现。Tang等[11]利用 CE法为分离手段筛选蓖

麻毒素的适配子, 与亲和层析法分离结合复合物相比, 筛

选轮数减少了 5轮, 而结合率却增加了 48.7%。Yang等[12]

利用此技术, 仅用了 3 轮筛选就获得了 NMM(N-methyl 

mesoporphyrin) 的适体。Tran等[13]经过 8轮筛选成功获得

了花生过敏原之一的阿糖胞苷 H1 的适体。CE-SELEX 技

术最大的优点就是能极大地提高筛选效率, 尤其对常规筛

选不易获得的极少量靶物质的适体, 这可能和毛细管电泳

仪对结合复合物选择性很高, 而非特异性吸附几率更低有

关。其主要缺陷是进样体积小(nL级), 文库中 DNA分子的

数量一般只有 1013个[14,15]。 

2.3  自动化筛选技术 

传统的 SELEX 筛选过程需要完成一套重复繁琐的操

作 , 使得筛选相对耗时耗力 , 开发自动化系统和装置是

SELEX筛选技术发展的方向。自动化 SELEX技术的建立

可以简化筛选过程, 节约时间和物品的消耗, 实现高通量

和限定范围, 达到同时筛选多个靶分子的效果, 这使筛选

过程所需时间由数月/周缩短至几天[16,17]。Eulberg 等[18]应

用 RoboAmp4200E仪器全自动筛选出 P物质的适配子。与

经典 SELEX技术相比, 这套系统既可以通过半定量PCR实

现在线监测与靶物质结合的核酸量, 又可满足在不同缓冲液

和试剂条件下进行快速筛选适配体的要求。Hybarger 等[19]建

立了由 PCR仪和LabView共同控制组成的微流 SELEX样机, 

所有操作移到芯片微流系统完成, 实现了 SELEX 的标准化, 

提高筛选速度、降低了筛选成本。虽然这些自动化装置能实

现高效筛选, 但是由于自动控制系统投入成本很高, 适用性

较差, 目前仍然难以实现大规模应用。 

2.4  荧光磁珠法(FluMag-SELEX): 

2005 年 Stoltenburg 等[20]将链霉亲和素蛋白固定到磁

珠结合上进行 SELEX筛选, 釆用荧光标记来进行 DNA定

量和计算结合率, 建立了荧光磁珠法 SELEX。主要步骤是

将链酶亲和素包被在磁珠上, 然后与文库孵育, 将未与靶

分子结合的核酸分离除去, 对洗脱下来的目标核酸用荧光
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标记的引物进行 PCR扩增, 最后采用聚丙烯酰胺凝胶电泳, 

回收正义链生成次级文库进入下一轮筛选。应用该筛选方

法, 已成功筛选到对于布洛芬和四氯联苯(PCB77)具有较

高特异性的适体[21,22]。该方法简便, 操作快捷, 筛选快速高

效, 靶蛋白需要量小, 特别对于一些靶蛋白昂贵的筛选非

常适合。 

2.5  细胞-SELEX(cell-SELEX)技术 

cell-SELEX 技术是指使用完整的细胞与核酸文库直

接作用, 从而筛选出能与细胞表面分子特异性结合的适体

的技术。目前, 采用该技术用于疾病诊断和实验中。已成

功获得了大肠埃希菌 K88的适体、沙门氏菌 O8的适体和

李斯特菌的适体[23-25]。这些适体有望成为快速筛查和检测

食源性疾病的潜在工具。临床治疗中, 利用 cell-SELEX技

术成功筛选到了动脉粥样硬化斑块组织发炎的内皮细胞和

宫颈癌细胞的适体, 可用作确定病变的新的生物标志物, 

该方法简化了 SELEX 技术繁琐和耗时的步骤, 为疾病的

早期诊断与治疗提供了新的思路[26,27]。 

2.6  结合定量 PCR 的 SELEX 技术 

该方法将适体的特异性与定量 PCR 的放大性相结

合, 从而有助于筛选到高亲和力的适体, 同时也大大提高

了对靶物质的检测水平[28]。抗狂犬病毒感染的活细胞等一

些高亲和力适体的成功获得, 有望成为治疗对应疾病的良

药[29], 但由于定量 PCR 技术具有高度的灵敏性, 为了保

证特异性, 必须对 PCR 的条件、洗涤等进行严格控制。 

3  SELEX 技术在食品检测中的应用 

3.1  抗生素检测 

目前对抗生素的检测大都采用免疫检测法、色谱法、

分光光度法等方法。核酸适配体以其在选择性、灵敏性、

稳定性等方面的优势, 成为一种比较好的检测抗生素残留

的方法。Song 等[30]利用卡那霉素 B 适配体在 5'端都有一

个茎环突起的特性, 通过 5'-FAM 标记进行荧光强度分析, 

测定了解离常数, 建立了仅通过肉眼观察就可以检测卡那

霉素的方法, 灵敏度可以达到 25 nmol/L。Zhou 等[31]建立

了一种基于多壁碳纳米管修饰的电化学四环素适体传感器, 

对四环素最优的检出限是 5 nmol/L。智文婷[32]筛选到了以

四环素为靶物质的核酸适配体(76 bp), 并将其用于核酸适

配体－纳米金探针比色和共振光散射测定四环素体系的构

建, 比色与共振光散射法的最低检测限分别为 17.6 nmol/L

和 24.2 nmol/L。上述基于核酸适配体检测抗生素的研究方

法为抗生素的药理以及食品残留检测方面提供了良好的辅

助手段。 

3.2  重金属检测 

在食品中重金属检测研究中, 蒋治良等[33]、凌邵明等

[34]分别利用基于核酸适配体的原理, 用单链核酸适配体修

饰金硒(AuSe)纳米合金, 制备了重金属离子的核酸适配体

纳米探针(Apta-AuSe)用于检测重金属汞和铅。当溶液中存

在重金属离子时, 可以稳定 aptamer序列中的 T-T错配, 形

成较稳定的双链 T-重金属离子-T错配物, 从而使释放出来

的AuSe纳米合金聚集形成较大的微粒, 使得在 590 nm 处

共振散射峰增强, 通过离子浓度与共振散射光强度的线性

关系来计算重金属离子的浓度。结果表明, 用核酸适配体

修饰金硒纳米合金共振散射光谱法检测水样中的痕量

Hg2+和 Pb2+, 检出限分别为 0.74 nmol/L和 0.3 nmol/L, 此

方法简单可靠。 

3.3  生物毒素检测 

黄曲霉毒素 B1(AFB1)、赭曲霉素(ochratoxin, OT)、葡

萄球菌肠毒素 B(SEB)是最常见的导致食品中毒的生物毒

素, 目前常用的检测方法包括免疫学法、细胞毒性法和高

效液相色谱法等。免疫学方法特异性强, 但易出现假阳性, 

另外, 有些毒素存在多种亚型, 会干扰实验结果。细胞毒性

法容易受细胞的种类、密度等因素的影响, 且周期较长; 

高效液相色谱法对样品的预处理要求比较多。核酸适配体

技术是无需抗体的生物技术, 检测时间短、灵敏度高、特

异性强。Shim等[35]已应用化学发光竞争性适配体检验玉米

样品中的黄曲霉毒素B1, 马文蔚
[36]采用竞争法定性及半定

量检测检测 OT, 并有很好的灵敏度。Liu等[37]筛选出葡萄

球菌肠毒素 B 适配体, 并基于此修饰金纳米颗粒, 用比色

法对葡萄球菌肠毒素 B(SEB)进行检测, 并显示出了良好

的选择性, 大大缩短了检测时间, 且灵敏度高。核酸适配体

和辣根过氧化物酶-脱氧核糖核酸酶(HRP-DNAzyme)联合

可能是一种有用的探索, 也为以后发展检测生物毒素的核

酸适配体提供了依据。 

3.4  微生物检测  

核酸适配体已广泛用于微生物的检测研究中, 目前

已报道了针对大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、空

肠弯曲菌等的适配体检测。Dwarakanath 等[38]由 SELEX 

筛选得到一条针对 E. coil O111:B4的适配体, 然后适配体

－量子点和 E. coli:B4 细胞结合, 在 140 nm 波长处发生

了明显的蓝移现象, 这项开创性工作提示可以采用适配体

与量子点结合的方法检测病原菌。Ma 等[39]以氧化石墨烯

和纳米金颗粒为主要介质的电化学传感器用于沙门氏菌的

检测, 通过检测电化学阻抗光谱来对沙门氏菌定量, 其最

低检出限为 3 cfu/mL。Hernandez等[40]以石墨烯为转导层, 

适配体为感应层, 制成电势适配体传感器用于金黄色葡萄

球菌的检测, 不仅最低检出限可达 1 cfu/mL, 同时能够保

证高选择性。Bruno 等[41]采用氯化镁萃取法从空肠弯曲菌

提取的表面蛋白, 然后筛选出核酸适配体, 其中将亲和力

最高的 2 个适配子应用到磁珠(ba)红色量子点(量子点)为
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基础的夹心法检测中, 用于检测空肠弯曲菌, 该法显示与

其他菌种交叉反应的可能性较小。与传统方法相比, 核酸

适配体具有低检测限和快速检测等优势, 有望成为病原微

生物检测的新方法。 

4  展  望 

自 20世纪 90年代, 第一个以 T4 DNA聚合酶为靶标

的核酸适体被筛选出来, 使人们对于核酸有了新的认识。

经过 20 多年的发展, 核酸适体的 SELEX 筛选技术也得到

了不断改进和完善, 逐渐出现了很多新型 SELEX 筛选方

法。这些方法的建立, 极大提高了筛选效率, 扩展了核酸适

体的应用范围, 使其不但可以作为遗传信息存储和转运的

载体, 也可以作为各种功能分子。SELEX技术作为一种极

其有用的分子生物学工具而越来越受到重视, 核酸适体与

靶分子结合的高特异性、高亲和性以及不易变性、体外易

合成、易修饰等特性, 使得它在疾病检测、分析化学、食

品检测等领域都被广泛研究与应用[42-47]。 

当然, 目前核酸适体技术要实现真正意义上的广泛

应用仍然存在一定的问题和局限性。首先大部分的适配子

都是在实验室特定环境之下筛选而来, 其与靶标的结合特

性可能会受到多种因素的影响, 有研究[48]称某些适配子在

不同的温度条件下和靶标的亲和力存在较为明显的差异。

在变化的环境中, 某一适配子能否保持其高度的敏感性及

特异性还有待验证; 适体在体内易被降解, 尚未有普适性

的修饰方法解决; 但是, 核酸适体依然在科研领域展现出

很大的研究前景, 为很多之前没有攻克的难题提供了新的

解决思路和方法。相信在不久的将来, 核酸适体会像传统

抗体一样成为检测、诊断和治疗不可或缺的手段之一。 
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