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功能化核酸适体检测氯霉素可行性研究 

陈  盼 1, 禹思宇 2, 胡忆文 2, 唐连飞 2, 谭建锡 2* 

(1. 长沙县食品安全检测中心, 长沙  410010; 2. 长沙海关技术中心, 长沙  410004) 

摘  要: 目的  探讨荧光适体探针用于氯霉素快速检测的可行性。方法  设计了一种荧光适体探针, 主要包

括一段与氯霉素特异性识别的 DNA 序列, 其 3’端标记 FAM 荧光, 且有一小段核酸随机结构。当适体探针单

独存在时, 被氧化石墨烯(graphene oxide, Go)吸附到表面, 由于能量共振转移作用使得 FAM 荧光淬灭; 当加

入靶标时, 由于靶标与适配体探针具有高亲和力, 配对形成双链复合物, 从 Go 表面脱离, 使 FAM 的荧光信号

得到恢复。结果  当 25 nmol/L 荧光标记适配体探针与 1.2 μL 浓度为 1 mgꞏmL1 Go 溶液共同孵育后, 超过 95%

的荧光信号被 Go 淬灭。当再加入氯霉素溶液经孵育后, 荧光信号得到显著恢复。结论  该荧光适体探针能被

用于氯霉素样品的快速检测, 且对其他小分子检测也具有很大的应用潜力。 
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Feasibility study of functional aptamer for chloramphenicol detection 

CHEN Pan1, YU Si-Yu2, HU Yi-Wen2, TANG Lian-Fei2, TAN Jian-Xi2* 

(1. Changsha County Food Safety Testing Center, Changsha 410010, China; 2. Changsha Customs Technology Center, 
Changsha 410004, China) 

ABSTRACT: Objective  To explore the feasibility of rapid detection of chloramphenicol with fluorescent aptamer 

probe. Methods  A fluorescent aptamer probe was designed, consisting of a DNA sequence specifically identified 

with chloramphenicol, with 3'-end fam-labeled fluorescence, and a small random nucleic acid structure. When the 

aptamer probe exists alone, it is adsorbed to the surface by graphene oxide(Go), while FAM fluorescence quenched 

by fluorescence resonance energy transfer. When the target was added, as the target had a high affinity with the 

aptamer probe, the target was paired to form a double-stranded complex, which was separated from the Go surface 

and the fluorescence signal of FAM was recovered. Results  When the 25 nmol/L fluorescent labeled aptamer probe 

was incubated with 1.2 μL of 1 mg/mL Go solution, more than 95% of the fluorescence signal was quenched by Go. 

After chloramphenicol solution was added and incubated, the fluorescence signal was obviously recovered. 

Conclusion  The fluorescence aptamer probe can be used for rapid detection of chloramphenicol samples and has 

great potential for other small molecule detection.  

KEY WORDS: chloramphenicol; aptamer; graphene oxide; fluorescence resonance energy transfer 
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1  引  言 

兽药残留问题是影响动物源食品安全的重要因素

之一。氯霉素(chloramphenicol, CAP)最早是从委内瑞拉

土壤中分离的链丝菌 (Streptothrix)中提取获得 , 后经人

工合成而大量生产 [1]。因其对革兰氏阴性及阳性细菌均

有抑制作用 , 被广泛用于动物性传染疾病的治疗 , 成为

廉价高效的广谱抗生素。但毒理学研究表明, 长期摄入

会诱发致病菌耐药性 [2]。更严重的是 , 其化学残留物可

抑制骨髓细胞内线粒体蛋白质的合成, 并伴有白细胞和

血小板减少现象, 导致灰婴综合征、再生障碍性贫血和

粒状白细胞缺乏症等疾病 , 威胁人类健康 [3]。目前 , 欧

盟、我国及多数国家都严禁这类药物的使用 [4]。但因其

价格低廉、抑菌效果好, 仍有不法商贩违法使用。为维

护广大消费者的健康及保护我国动物性食品的出口贸

易 , 不断改进和开发新的相关检测方法依然是关注热

点。CAP 残留检测主要分为仪器分析法和免疫分析法 

等 [57]。仪器检测法具有灵敏度高、定量准确等优点, 但

操作需要较高的专业水平 , 且设备维护成本较高 , 难以

在现场快速检测中广泛推广。免疫分析法, 虽操作简便、

应用较广, 但较易受环境因素, 如离子强度、pH 等干扰

影响, 在现场快速检测中存在局限性。 

核酸适体 (aptamer)是通过体外筛选技术-指数富集

的配体系统进化技术(systematic evolution of ligands by 

exponcntial enrichment, SELEX)获得的单链寡核苷酸片

段。其功能与抗体很相似, 但对靶标有更高的亲和力和

特异性 , 并具有稳定性好、易修饰、成本低等优点 , 在

生物传感器构建中的应用十分广阔 [810]。氧化石墨烯

(graphene oxide, Go)具有较大的比表面积, 可通过化学

耦合或物理作用吸附蛋白质、核酸等 [11], 其宽波长吸  

收光谱和高效的猝灭效率 , 常被用作荧光猝灭剂 , 尤  

其在检测生物小分子、生物及环境分析中性能极其   

优异 [12]。 

本研究设计了一种基于 GO 和荧光标记核酸适体的

荧光检测平台, 探讨功能化核酸适体构建荧光适体探针

的可行性及应用于氯霉素检测的可行性, 标记有羧基荧

光素 (carboxyfluorescein, FAM)的氯霉素适体与氯霉素

特异性结合后 , 形成双链复合物 , 产生可检测的荧光信

号变化, 从而达到检测的目的。该荧光适体探针构建步

骤简便、检测灵敏度高 , 受环境因素干扰少 , 可用于执

法现场快速检测, 为食品中 CAP 残留的简便、快速、准

确的检测提供了全新的思路, 也为新型纳米检测技术的

开发提供了平台 , 适应了市场监管需要 , 构建了食品安

全保障的一道重要防线。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

核酸适体序列参考已发表的文献[13], 由大连宝生物

股份有限公司合成。 

Tris-HCl 缓冲溶液(分析纯, 索莱宝科技有限公司); 

氧化石墨烯(先锋材料科技有限公司); 氯霉素 ELISA 检测

试剂盒(英国朗道公司)。 

2.2  仪器与设备  

LS-45 荧光分光光度计(英国 PerkinElmer 公司); JY 

92-IIN 超声细胞破碎仪(宁波新芝生物科技公司); DTX-800

多功能酶标仪(美国贝克曼库尔特公司)。 

2.3  GO 溶液制备方法 

称取 Go 固体粉末 0.05 g, 将其溶解于 50 mL 去离子

水中, 用超声细胞破碎仪, 在冰浴下 300 W 功率超声 2.5 h, 

制得均匀溶液, 保存在常温下备用。 

2.4  荧光适体探针构建 

将核酸适体用 Tris-HCl 缓冲液进行稀释, 并将标记有

FAM 荧光的适体探针稀释液与 1.2 μL 的 Go 溶液混合均匀, 

用 Tris-HCl 补足至 100 μL, 37 ℃水浴下孵育 20 min 后, 保

存在常温下备用。荧光适体探针终浓度为 25 nmol/L。 

2.5  荧光适体探针检测条件可行性 

a. 空白组, 只加入 Tris-HCl 缓冲液。 

b. 加入 25 nmol/L 标记有 FAM 荧光的适体探针。 

c. 加入 25 nmol/L 标记有 FAM 荧光的适体探针和 

1.2 μL Go 溶液, 混合均匀, 37 ℃水浴 20 min。 

d. 加入 25 nmol/L 标记有 FAM 荧光的适体探针和 

1.2 μL Go 溶液, 混合均匀, 37 ℃水浴 20 min, 再加入    

10 μg/kg 氯霉素溶液, 混匀, 37 ℃水浴 20 min。 

2.6  ELISA 检测验证 

将 2.5 中 a-d 各组溶液分别用氯霉素 ELISA 检测试剂

盒检测, 进行方法学结果验证。 

2.7  检测条件 

上述各组溶液均用 Tris-HCl补足至 100 μL, 分别移入

石英比色皿 , 使用荧光分光度计测量荧光值 , 激发波长

490 nm, 发射波长 514 nm, 在室温下进行荧光值的测定。

ELISA 检测条件按照试剂盒说明书操作。 

3  结果与分析 

3.1  设计原理 

Go 表面有许多含氧官能团(包括羧基、羟基等), 高表

面体积比、二维芳香表面结构使其成为吸附某些生物分子
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的理想底物。Go 可以通过物理吸附或化学共轭等作用被核

酸、肽、蛋白质、小分子、细菌甚至细胞等功能化。同时, 

作为一种通用的猝灭剂, 其平面碳 π 体系起着重要作用, 

通过能量共振转移作用, 可以对荧光团簇、量子点和荧光

金属纳米团簇等进行有效地猝灭。如图 1 所示, 基于 Go

能吸附单链核酸链 , 不吸附双链核酸的特性 , 当标记有

FAM 荧光的适配体探针被吸附到 Go 表面时, 由于能量共

振转移作用, 荧光信号被淬灭。当溶液中含有氯霉素时, 

荧光适体探针与氯霉素之间, 相对于与 Go 有更高的亲和

力, 荧光适体探针与氯霉素配对形成双链复合物, 从Go表

面脱离, 淬灭的荧光信号被重新检测到。  

3.2  荧光适体探针构建 

本研究中的荧光适体探针, 基于一小段特异性识别

氯霉素的核酸序列, 在其 3’ 端有一小段随机结构序列, 并

标记有 FAM 荧光。从氯霉素适体序列的二级结构预测图

(图 2)中可以看到, 其中存在的颈环结构使其与 CAP 特异

性结合[13]。在二级结构序列中, 碱基第 5-14位置和第 15-26

位置上分别组成了适体主颈环结构。如图 3 二级结构预测

图中显示, 在核酸适体 3‘端随机添加结构序列后, 存在与

原适体序列相同的主颈环结构, 碱基位置也没有发生变化, 

且两者自由能(ΔG =1.70 kcal/mol)也没有改变, 反映了加

入了一小段随机结构后, 内部碱基仍相对稳定, 表明本研

究所构建的荧光适体探针与氯霉素之间的特异性结合并未

受到影响。 

 
 

 
 

 
图 1  荧光适体探针检测 CAP 原理图 

Fig.1  Schematic diagram of fluorescence aptamer for the CAP 
detection 

 
 

       

 
 

   图 2  氯霉素适体二级结构预测图                              图 3  适体探针二级结构预测图 

Fig.2  Predicted secondary structure of aptamer specific to CAP        Fig.3  Predicted secondary structure of capture probe 

 
 

3.3  可行性分析 

如图 4 所示, 当体系中单独存在标记有 FAM 荧光的

适体探针时, 检测到很高的荧光信号(曲线 a)。当体系中荧

光适体探针与 Go 溶液孵育后(曲线 c), 荧光强度值极低, 

淬灭率超过 95%以上; 当体系中同时存在适体探针、Go 溶

液和氯霉素时, 检测到荧光信号(曲线 b); 只加入 Tris-HCl

缓冲液的空白组中, 未检测到荧光信号存在(曲线 d)。这是

由于荧光适体探针通过物理吸附或化学共轭等作用被吸附

到Go表面, 通过能量共振转移作用, 标记荧光基团的荧光

信号被淬灭了。当体系中再次加入氯霉素后, 由于荧光适

体探针与靶标特异性结合, 形成了双链复合物结构从氧化

石墨烯表面脱离, 从而使体系中荧光适体探针的荧光信号

重新被检测到。 

3.4  ELISA 方法验证 

按照操作说明书对 a-d 中各组分进行了 ELISA 检测, 

结果与构建的氯霉素荧光适体探针的检测结果一致, 验

证了该荧光适体探针可以应用于氯霉素的检测。 

4  结论与讨论 

在 Go 中存在 π 电子簇, 而核酸碱基是芳香族的, 

通过与 ssDNA 的 π-π非共价键作用, 从而实现对核酸碱

基的吸附[14]。然而, dsDNA 中的核酸碱基相互连接, 并

在浓密的带负电的磷酸盐骨架中被屏蔽 , 从而阻碍了

GO 对 dsDNA 的吸附[15]。Go 作为新型的纳米材料, 可

以对吸附的荧光标记 ssDNA 进行高效淬灭; 但靶标存

在时, 荧光标记 ssDNA 与靶分子的结合会干扰 ssDNA
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和 Go 之间的相互作用, 形成类似 dsDNA 的构象, 导致

ssDNA 的释放和荧光信号的恢复[16]。 

 
 
 

 
 

 
注: a, 加入 25 nmol/L 信号探针; b, 加入 25 nmol/L 信号探针,   

10 μg/kg CAP, 12 μg/mL Go; c: 加入 25 nmol/L 信号探针,      

12 μg/mL Go; d: Tris-HCl 缓冲溶液。 

图 4  荧光适体探针检测 CAP 可行性分析 

Fig.4  Feasibility analysis of fluorescence aptamer for the CAP 
detection 

 

 
本研究中, 当标记有 FAM 荧光的单链适体探针单

独存在时, 其被吸附到 Go 表面, 荧光信号通过能量共

振转移方式被淬灭; 当氯霉素存在时 , 与适体探针特异

性结形成复合物, 将适体探针从 Go 表面拉离, 使荧光

信号得到恢复, 从而实现对靶标的检测。实验结果证明, 

该方法具有操作简单、信号强度高、背景噪声低等优点, 

能被应用于氯霉素样品的快速、高特异性检测。通过  

对本体系引入智能设计策略 , 还可以实现多重和更复  

杂的检测 , 为其他生物小分子的检测方法的建立提供  

参考。 
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“水产品加工与检测分析”专题征稿函 

 
水产品是海洋、江河、胡泊里出产的动物或藻类的总称, 是人们日常生活中重要的食物。为了保障人们

的消费质量与食用安全, 水产品的质量安全与贮藏保鲜显得尤为重要。水产品的精深加工和安全研究有利于

发展渔业经济, 促进我国水产食品质量安全水平, 降低食品安全风险, 保障消费者权益。 

本刊特别策划了“水产品加工与检测分析”专题, 主要围绕水产品加工与研发、水产品贮藏与保鲜、水产

品药物残留检测、水产品安全控制、水产品营养研究、海洋生物活性物质开发和利用、新型海洋食品与海洋

功能食品开发技术、水产品的质量与标准等方面或您认为有意义的相关领域展开论述和研究, 综述及研究论

文均可, 本专题计划在 2020 年 4 月出版。 

本专题由国家食品安全风险评估中心吴永宁研究员担任专题主编。特邀请有关食品领域研究人员为本专

题撰写稿件, 综述、研究论文和研究简报均可。请在 2020 年 3 月 1 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快

速处理并经审稿合格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 再次感谢您的关怀与支持！ 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(备注: 投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者登录-注册投稿-投稿选择

“专题: 水产品加工与检测分析”) 

邮箱投稿: E-mail: jfoodsq@126.com(备注水产品加工与检测分析专题投稿) 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


