
第 12 卷 第 2 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 12 No. 2 

2021 年 1 月 Journal of Food Safety and Quality Jan. , 2021 

 

                            

基金项目: 吉林省科技发展计划项目自然科学基金项目(20180101246JC)、吉林省教育厅“十三五”科学技术项目(JJKH20190170KJ)、吉

林大学“大学生创新创业训练计划”省级资助项目 
Fund: Supported by the Jilin Province Science and Technology Development Plan Project Natural Science Foundation Project (20180101246JC), 
Jilin Province Education Department “the 13th Five-Year” Scientific and Technological Project (JJKH20190170KJ), Jilin University "Undergraduate 
Innovation and Entrepreneurship Training Program" Provincial Funded Project 
*通信作者: 孙春燕, 博士, 教授, 主要研究方向为食品质量与安全。E-mail: sunchuny@jlu.edu.cn 
*Corresponding author: SUN Chun-Yan, Ph.D, Professor, College of Food Science and Engineering, Jilin University, No.5333, Xian Road, 
Changchun 130062, China. E-mail: sunchuny@jlu.edu.cn 

 

核酸适配体传感器在四环素类抗生素 
检测中的应用 

杜彩溢, 杨川宇, 刘文慧, 杨淏麟, 于婉婷, 吕  婷, 刘  妮, 孙春燕* 
(吉林大学食品科学与工程学院, 长春  130062) 

摘  要: 四环素类抗生素作为一类广谱抗生素被广泛用于控制细菌感染, 由于其化学性质相对稳定, 超量使

用和不当处理均会导致其在土壤、水体、食品中的残留严重, 给人类公共健康带来重大威胁。检测四环素类

抗生素所采用的方法通常为高效液相色谱法、免疫分析法等, 这些方法具有耗时长、操作步骤复杂、成本高

等局限性, 因而开发敏感、快捷、经济的检测方法尤为重要。核酸适配体作为一种新型生物识别分子, 具有亲

和力高、稳定性强、制备成本低、特异性强等明显优势, 被广泛应用于食品安全、环境监测、生物医药等多

个领域, 在四环素类抗生素的快速分析中占有重要地位。本文主要综述了用于四环素类抗生素检测的核酸适

配体传感器, 主要包括荧光、比色、电化学、表面等离子体共振、表面增强拉曼光谱等适配体传感器, 并阐述

了适配体传感器最新研究进展以及各种方法的优缺点。 
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Application of nucleic acid aptamer sensor in  
tetracycline antibiotics detection 
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ABSTRACT: As a class of broad-spectrum antibiotics, tetracycline antibiotics are widely used in the control of 

bacterial infections. Due to its relatively stable chemical properties, excessive use and improper treatment will lead to 

serious residues in soil, water and food, which will pose a major threat to human public health. Generally, the 

methods used to detect tetracycline antibiotics are high performance liquid chromatography (HPLC) and 

immunoassay, etc. These methods are time-consuming, complicated and costly, so it is particularly important to 

develop sensitive, fast and economical detection methods. As a new type of biometric molecule, nucleic acid aptamer 

has obvious advantages such as high affinity, strong stability, low preparation cost and strong specificity, which has 

been widely used in food safety, environmental monitoring, biomedicine and other fields, and plays an important role 
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in the rapid analysis of tetracycline antibiotics. This paper summarized the aptamer sensors for detection of 

tetracycline antibiotics, including fluorescence, colorimetric, electrochemistry, surface plasmon resonance, 

surface-enhanced Raman spectroscopy, etc, and described the latest research progress of aptasensor and the 

advantages and disadvantages of various methods. 
KEY WORDS: aptamer; tetracycline antibiotics; biosensor; food safety 
 
 

0  引  言 

四环素类抗生素是一类广谱抗生素, 在化学结构上

属于多环并四苯羧基酰胺母核的衍生物 , 包括四环素

(tetracycline, TC)、土霉素(oxytetracycline, OTC)和金霉素

(aureomycin, AM)等。因四环素类抗生素具有良好的抗菌

性能, 且成本低廉、副作用小, 被用于控制人类和动物的

细菌感染[1], 但其广泛应用导致土壤、水、牲畜以及奶制

品等积累的四环素类抗生素通过食物链传播到人体。四环

素类抗生素在体内的积累可能削弱人体的免疫系统、引起

抗生素耐药性等危害。对于过敏性体质, 四环素类抗生素

的积累会引起过敏或中毒反应, 甚至抑制骨骼生长[2]。为

了减少其对人体健康造成危害, 许多国家和团体设定了食

品中四环素类抗生素的最大残留限量 (maximum residue 
limits, MRL), 中国国家标准规定牛奶中四环素、土霉素和

金霉素的最大残留限量为 0.10 mg/kg[3]。目前, 常见的四环

素类抗生素检测方法有免疫分析法[4]、高效液相色谱法[5]、

毛细管电泳法[6]、液相色谱-质谱联用法[7], 但这些方法操

作复杂, 需要训练有素的操作人员, 且耗时长[8]。因此, 建
立快速、准确、简单和灵敏的四环素类抗生素检测方法是

非常必要的[9]。 
核酸适配体(aptamer, Apt)是通过指数富集配体系统

进化技术 (system aticevolution of ligands by exponential 
enrichment, SELEX)从 DNA 或 RNA 随机序列文库中获得, 

对特定靶标具有识别和结合特性的短链核酸, 具有性质稳

定、生物相容性好、易于修饰和合成等优点, 且能够与离

子、毒素、抗生素、蛋白质和病毒等众多靶分子结合[10‒13]。

通过将适配体与靶分子之间的识别和结合作用转化为灵敏

的光学、电化学等检测信号建立的生物传感技术在分析检

测领域得到了广泛关注。本文综述了检测四环素类抗生素

的适配体传感器及最新进展, 以期为适配体传感器的发展

提供参考。 

1  核酸适配体传感器在四环素类抗生素检测方

面的应用 

生物传感器一般以酶、抗体、生物组织、功能核酸等生

物活性物质为识别元件, 以与目标物间的特异性反应所产生

的信号作为信号元件, 实现对目标物的定性定量检测[14]。根

据不同的传感信号, 生物传感器可分为比色、荧光和电化学

传感器等。生物传感器因利用生物活性物质而具有特异性强、

灵敏度高的特点, 并且响应速度快、体积小、易于操作, 具有

非常广阔的应用前景。核酸适配体具有高度灵活且易于设计

的结构, 因此可用来建立多种多样的生物传感器。目前, 四环

素、土霉素、强力霉素的适配体均已被筛选出来, 具体信息

如表 1 所示。筛选出来的适配体被越来越多地用于建立四环

素类抗生素的检测方法, 目前已被建立的检测方法如表 2 所

示, 主要有荧光、比色、电化学、表面等离子体共振、表面

增强拉曼光谱等适配体传感器。 
 

表 1  四环素类抗生素核酸适配体 

Table 1  Tetracycline antibiotics nucleic acid aptamer 

目标物 核酸适配体序列(5′-3′) 碱基数 类型 解离常数 参考文献

四环素 

GTTTGTGTATTACAGTTATGTTACCCTCATTTTTCTGAAC 40 DNA 2.94 μmol/L [15] 

CGTACGGAATTCGCTAGCCCCCCGGCAGGCCACGGCTTGGGTTGGTC
CCACTGCGCGTGGATCCGAGCTCCACGTG 76 DNA 63.6 nmol/L [16] 

CGGTGGTG 8 DNA 1.067 nmol/L [17] 

GAGCCUAAAACAUACCAGAGAAAUCUGGAGAGGUGAAGAAUACG
ACCACCUAGGCUC 57 RNA 770 pmol/L [18] 

土霉素 
CGTACGGAATTCGCTAGCGGGCGGGGGTGCTGGGGGAATGGAGTGC

TGCGTGCTGCGGGGATCCGAGCTCCACGTG 76 DNA 56.84 nmol/L [16] 

CGACGCACAGTCGCTGGTGCGTACCTGGTTGCCGTTGTGT 40 DNA 4.7 nmol/L [19] 

强力霉素 
GGGAGACCGCUUAAGCUUAAAGGAGCGGUUACGAAUGCGAUGACU
UAGGUACCAUUGCACUACGGUACCUAAACAGUUCCUUUGGAUCCG

AAUUCGCCGC 
100 RNA 7 nmol/L [20] 
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1.1  荧光适配体传感器 

荧光适配体传感器主要是根据适配体与目标物结合

引起体系荧光性能的变化而建立起来的传感器。荧光变化

值与目标物浓度呈现一定的关系, 从而实现目标分子的定

量检测。根据荧光基团和适配体的作用方式, 可分为标记

型和非标记型荧光适配体传感器。 
荧光分析法具有较高的灵敏度, 但自身具有荧光的

生物分子在自然界中并不常见, 因此, 适配体通常被标记

荧光基团以产生可测量的信号。近几年, 基于荧光共振能

量转移(fluorescence resonance energy transfer, FRET)的传

感器被广泛应用于四环素类抗生素的检测[39‒41]。适配体在

与目标物结合前后构象发生变化, 影响荧光供体和受体之

间能量转移效率, 从而产生荧光信号变化。将荧光方法的

高灵敏度与适配体的高选择性结合, 利用传统有机荧光染

料以及碳点、量子点、上转换发光材料等纳米荧光材料, 建
立 荧 光 传 感 器 。 5- 羧 基 荧 光 素 (fluorescein amidite, 
FAM)[42] 、 异 硫 氰 酸 荧 光 素 (fluorescein isothiocyanate, 
FITC)[43]、Cy3[44]、Cy5[45]等荧光基团常用于标记型适配体

传感器, 以实现荧光信号的输出。基于荧光基团标记和淬

灭功能纳米材料的荧光适配体传感器原理如图 1 所示, 在
适配体的一端标记荧光基团, 加入具有荧光猝灭能力的纳

米材料如氧化石墨烯、碳纳米管等能够淬灭其荧光; 而当

有目标物存在时, 其与适配体相结合, 导致适配体与纳米

材料的距离发生改变, 从而阻止 FRET 过程, 引起荧光恢

复。TAN等[24]设计一种基于氧化石墨烯(grapheneoxide, GO)
水凝胶的标记型荧光传感器检测土霉素。腺苷和适配体作

为交联剂以连接 GO 片, 形成三维宏观结构。适配体与目

标物结合后改变标记在适配体上的 FAM 和 GO 片之间的

距离, 导致荧光恢复。在最佳条件下, 土霉素的线性响应

范围为 25~1000 μg/L, 定量限为 25 μg/L。 
在实际应用中, 荧光染料存在抗光漂白性差、荧光性

能易受外界因素影响等缺点, 因此一些性能更为优异的荧

光纳米材料被应用于荧光传感器的构建。OUYANG 等[23]

开发了一种基于稀土掺杂的上转换纳米粒子(upconversion 
nanoparticles, UCNPs)的适配体传感器检测食品中四环素, 
连 接 适 配 体 的 磁 性 纳 米 颗 粒 (aptamer-magnetic 
nanoparticles, aptamer-MNPs) 和 连 接 互 补 序 列 的

UCNPs(cDNA-UCNPs)分别用作捕获探针和信号探针。加

入四环素后 , 适配体优先与四环素结合并引起一些

cDNA-UCNPs 的释放, 导致磁性纳米颗粒表面上的荧光信

号降低。在最佳条件下 , 四环素的检测线性范围为

0.01~100 ng/mL, 检 出 限 (limit of detection, LOD) 为  
0.0062 ng/mL。 

标记型适配体传感器往往需要复杂的共价修饰或化

学标记, 与非标记型适配体传感器相比成本更高, 批间差

异更大, 并且适配体的亲和性与选择性可能受到影响。近

几年, 越来越多的非标记型核酸适配体传感器被建立, 其
主要利用 DNA 插入型染料、碱基位点结合染料、金属纳

米材料等。由于四环素适配体及土霉素适配体为 G-四联体

结构[16], 所以基于图 2 的原理被设计应用, 当没有目标物

时, 对 G-四联体结构敏感的荧光探针的荧光强度较高, 加
入目标物导致 G-四联体结构被破坏, 体系荧光降低。SUN
等[25]建立一种基于荧光探针噻唑橙(thiazole orange, TO)的
非标记适配体传感器用于检测四环素。TO 是一种插入型

荧光染料, 在水溶液中基本无荧光, 插入具有 G-四联体结

构的四环素适配体时, 荧光发射强度显著增强。当目标物

存在时, 适配体与目标物的特异性结合, 导致 G-四联体结

构被破坏, TO 被释放出来, 荧光强度显著降低。在最佳条

件下, 其线性检测范围为 0.05~100 μg/mL, LOD 低至 
0.029 μg/mL。用该方法测定加标样品牛奶中的四环素时,  

 
 

 
 

图 1  基于荧光基团标记和猝灭功能纳米材料的荧光适配体传感器原理示意图 
Fig.1  Schematic diagram of fluorescence aptasensor based on fluorophore labeling and quenching function nanomaterials 
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回收率为 90.0％~108.0％, 与高效液相色谱法所得结果基

本一致, 证实了该方法的可靠性和准确性。非标记型的荧

光适配体传感器设计独特, 需要了解适配体的二级结构及

其与目标物的结合位点, 应用的普遍性收到限制。 
 

 
 

图 2  基于 G 四联体结构和荧光探针的荧光适配体传感器原理示

意图 
Fig.2  Schematic diagram of fluorescence aptasensor based on 

G-quadruplex structure and fluorescent probe 
 

1.2  比色适配体传感器 

比色适配体传感器利用具有高消光系数的显色基团

实现对目标物的有效检测, 其最大的优势是能够通过肉眼

观察, 且易于操作、成本较低[46]。 
金纳米粒子(gold nanoparticles, AuNPs)常被用于比色

适配体传感器的构建, 其消光系数远高于有机染料, 为比

色测定提供了高灵敏度的保障[47]。带负电的 AuNPs 可以

将适配体吸附在其表面 , 使适配体在高盐条件下保护

AuNPs, 被广泛地应用于比色适配体传感器的建立。KIM
等[26]建立了一种基于盐诱导负电荷 AuNPs 聚集的比色适

配体传感器检测土霉素。适配体对 AuNPs 具有保护作用, 
所以加入土霉素后其会与适配体结合, 导致保护作用减少, 
AuNPs 从红色变为紫色, 其颜色变化很容易用肉眼观察或

通过紫外 /可见光谱仪测量 , 最终得到了 25 nmol/L 的

LOD。RAMEZANI 等 [28]开发了基于三螺旋分子开关

(triple-helix molecular switch, THMS)检测四环素的比色传

感器, 具有较高的稳定性、灵敏度和选择性。WU 等[48]设

计了一种基于 AuNPs 可控聚集的无标记比色适配体传感

器, 用于抗生素多重检测。选择氯霉素和四环素作为目标

物, 设计多功能适配体, 当添加一种抗生素时, 特异性识

别的适配体片段会结合并解离, 而非特异性的则在高盐条

件下协调控制 AuNPs 的聚集。检测四环素时, 该方法具有

0.05~3.0 μmol/L 的线性范围, LOD 低至 32.9 nmol/L。该传

感器可通过肉眼直接分辨多种抗生素, 可以利用智能手机

分析。除带负电的 AuNPs, 带正电的 AuNPs 也可以用于比

色传感器的建立。LUO 等[27]以巯基乙胺修饰的金纳米粒子

(cysteamine-stabilized gold nanoparticles, CS-AuNPs)为探针

建立了一种比色适配体传感器用于牛奶中四环素残留的检

测。实验原理如图 3 所示, 当没有四环素时, 带正电的金

纳米粒子与带负电的适配体因静电引力而沉聚; 当有四环

素存在时, 其与适配体结合, 且两者之间的相互作用强于

适 配 体 和 CS-AuNPs 之 间 的 静 电 相 互 作 用 , 导 致

CS-AuNPs 分散 , 颜色仍保持为红色。该方法检出限为

0.039 μg/mL, 线性范围为 0.2~2.0 μg/mL, 操作简单, 检测

时间短, 特异性强。但是, 在复杂的基质中, 金纳米粒子容

易受到盐粒子的影响, 出现非特异性聚集变色现象, 制约

了其实际应用。 
 
 

 
 

图 3  基于巯基乙胺修饰的金纳米粒子的比色适配体传感器原理

示意图 
Fig.3  Schematic diagram of colorimetric aptasensor based on 

CS-AuNPs 
 
 

基于酶或模拟酶的催化显色反应常被应用于比色适

配体传感器的建立, 此类传感器不仅具备肉眼可见的检测

结果, 而且可通过酶促催化的信号放大效应获得更高的灵

敏度。KIM 等[19]使用生物素标记的适配体间接竞争性酶联

适配体测定牛奶中的土霉素, LOD 为 27 nmol/L, 具有高特

异性和稳定性, 且不涉及复杂的样品提取步骤。ZHANG
等[49]基于金纳米簇(gold nanoclusters, AuNCs)固有的类过

氧化物酶活性建立了比色适配体传感器, 利用适配体提高

AuNCs 在 H2O2 的作用下催化氧化底物 3,3',5,5'-四甲基联

苯胺(3,3',5,5'-tetramethylbenzidine, TMB)的活性。检测四环

素的浓度范围为 1~16 μmol/L, LOD 低至 46 nmol/L, 该方

法的肉眼检测能力估计为 0.5 μmol/L。该比色传感平台具

有良好的准确性、特异性和可重复性, 但酶或模拟酶对检

测条件要求较高, 因此也存在一定的局限性。 

1.3  电化学适配体传感器 

电化学传感器是将生物分子和靶分子的相互作用转

变成电流或电位的形式表现出来的一类传感器[50]。常用的

电化学分析技术有差分脉冲伏安法 (differential pulse 
voltammetry, DPV) 、 电 化 学 阻 抗 法 (electrochemical 
impedance spectroscopy, EIS)、方波伏安法 (square wave 
voltammetry, SWV)、循环伏安法(cyclic voltammetry, CV)
等。将核酸适配体与电化学相结合, 在加入靶标之后, 适
配体的构型发生改变, 进而引起电极表面修饰物的结构发

生变化, 影响电化学信号输出, 从而建立灵敏、快捷、简

单的生物传感器[51]。按照是否应用标记物, 电化学适配体

传感器可分为标记型和非标记型 2 类。 
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应用于标记型适配体传感器的标记物质主要有 2 种, 
一种具有电活性, 如亚甲基蓝、二茂铁等; 一种具有催化

活性, 如葡萄糖脱氢酶、辣根过氧化物酶、金属纳米材料、

碳纳米管等。标记物质可通过化学修饰、物理吸附等方法

标记在适配体上, 当适配体与目标物结合后, 标记物质因

适配体构型改变而发生位置变化, 从而引起电化学信号的

变化。XU 等[52]设计灵敏高效的比率型电化学传感器用于

牛奶中四环素的检测。该方法整合了 2 个适配体传感器, 
其一基于二茂铁和 AuNPs 纳米复合材料, 其二基于碳纳米

纤维和 AuNPs 纳米复合材料的适配体传感器。通过 AuNPs
与适配体 5'端的硫醇之间形成 Au-S键, 将适配体有效地固

定在丝网印刷的碳电极表面, 最后通过比率计算其检测结

果, 解决了批次之间差异大的问题, LOD 为 3.3×10‒7 g/L。

LIU 等[53]设计了一种新型的夹心型电化学适配体传感器, 
该传感器基于三维结构的石墨烯纳米金复合物和适配体

-AuNPs-辣根过氧化物酶纳米探针实现土霉素的检测, 纳
米金和辣根过氧化物酶修饰的适配体提高了亲和力并实现

了超灵敏检测。 
非标记型电化学适配体传感器与标记型相比, 操作

更简单、对目标物影响小, 在实际应用方面优势更加突出。

CHEN 等[31]开发了一种检测四环素的无标记电化学适配体

传感器。根据电化学阻抗谱分析 , 当四环素浓度在

5.0~5.0×103 之间时, 四环素的对数浓度与电荷转移电阻在

之间存在线性关系。该传感器的 LOD 为 1 ng/mL, 检测时

间为 15 min。在 4 ℃下保存 15 d 后, 电流变化在 8.5%以内, 
证明该传感器具有良好的重现性和可接受的稳定性。

WANG 等 [54]结合三螺旋适配体探针、催化发夹自组装

(catalyzed hairpin assembly, CHA)信号放大和主客识别等

技术, 设计出一种用于四环素定量检测的电化学新型传感

策略。当目标物与适配体结合后, 发生构象变化的三螺旋

适配体探针引发 CHA 扩增反应, 加入的核酸外切酶 III 会

破坏 2个 DNA发夹形成的大量双螺旋结构, 释放大量电活

性分子, 这些分子由于主客识别而在 β-环糊精的帮助下扩

散到电极表面, 从而产生信号。在最佳条件下, 该策略线

性范围为 0.2~100 nmol/L, LOD 低至 0.13 nmol/L。但是电

化学适配体传感器尤其是非标记型的抗干扰能力还有待加

强, 对适配体与目标物的结合效率要求较高。 

1.4  表面等离子体共振适配体传感器 

表面等离子体共振(surfaceplasmon resonance, SPR)技
术利用全反射时入射光可以和金属表面的等离子体发生共

振的原理, 探测生物分子之间是否发生作用, 将 SPR 芯片

表面上固定适配体, 可以实现 SPR 适配体传感平台的建立, 
具有无需标记、灵敏度高、操作简单等优点[55]。近几年, 
WANG 等[36]结合 DNA 纳米结构和商用 Biacore T200 SPR
仪器开发出一种简单的 SPR 适配体传感器用于四环素的

检测。该传感器为了减少空间位阻, 提高固定化适配体对

四环素的捕获效率, 引入 DNA 四面体以纳米级距离定向

固定适配体, 从而将适配体的特异性、DNA 纳米结构的易

于制造、SPR 仪器的灵敏性和自动化的优势结合起来, 实
现快速、灵敏检测蜂蜜中的四环素。SPR 传感器需要与纳

米技术的联用以满足对小分子物质检测的灵敏度要求, 另
外, SPR 芯片需要被进一步优化, 以降低实验成本。 

1.5  表面增强拉曼光谱适配体传感器 

表 面 增 强 拉 曼 光 谱 (surface enhanced Raman 
spectroscopy, SERS)技术是一种基于光的非弹性散射的光

谱技术, 被广泛应用于食品安全和生物分析领域[56]。与常

规的拉曼光谱相比, SERS 光谱强度能高出 4~6 个数量级左

右。近几年, MENG 等[37]基于 DNA 序列连接金纳米粒子间

的拉曼热点构建了一种表面增强拉曼光谱适配体检测水产

品中土霉素。该方法将拉曼信号分子修饰在 AuNPs 的表面, 
当有目标物 OTC 存在时, 适配体序列优先与 OTC 结合, 
导致 13 nm 的 AuNPs 更接近 80 nm 的 AuNPs, 拉曼强度因

生成的热点增强而增加。在最佳条件下 , 该方法具有

4.60×10−2~4.60×102 fg/mL 的线性范围, LOD 低至 4.35× 
10−3 fg/mL。LI 等[38]研究出一种基于磁性纳米球靶向功能

的 SPR 适配体传感器检测四环素。该传感器将适配体修饰

在共轭磁铁矿胶体纳米晶体簇-聚甲基丙烯酸磁性纳米球

上, 将适配体互补序列(cDNA)修饰在 Au/PATP/SiO2(APS)
上, 适配体与目标物的结合导致 cDNA-APS 游离于上清液

中 , 产生较强的拉曼信号。在最佳条件下 , 该方法具有

0.001~100 ng/mL 的线性范围, LOD 低至 0.001 ng/mL。尽

管这 2 个适配体传感器可以提供灵敏的检测, 但整体成本

很高, 限制了其实际应用。 

2  结束语 

由于四环素类抗生素的广泛使用直接或间接危害到

人们的身体健康, 因此建立简单、灵敏且快速的四环素类

抗生素检测方法尤为重要。核酸适配体具有高灵敏度、高

选择性、易于合成、批次差异小等优点, 被广泛用于构建

光学、电化学等各类生物传感器检测四环素类抗生素, 但
是核酸适配体的应用方面也面临着一些问题。复杂的基质

可能会影响适配体与目标物的结合效率, 故而样品前处理

是核酸适配体传感器发展需要注意的重要问题。为提高方

法的灵敏度, 引入催化发夹自组装反应、杂交链式反应、

滚环扩增反应等核酸扩增技术以实现信号放大, 对适配体

应用的发展具有重要意义。同时, 将适配体应用于试剂盒、

试纸条、智能手机等便携式快速检测产品的开发是适配体

未来的发展趋势。提高适配体的筛选水平, 建立高通量、

多目标物检测方法, 仍是科研工作者未来需努力的方向。 
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