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基于核酸适配体的生物分析新方法研究进展
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摘要：核酸适配体是从随机文库中采用 SELEX技术筛选所得的单链短链寡核苷酸片段（通常为 15-80个 ssDNA或 ssRNA）。其能

够折叠形成独特稳定的三维结构，通过静电相互作用，氢键，范德华力，碱堆叠或多种作用力组合特异性地与多种靶标结合。适配

体因具有构象变化能力而被用作生物分析中的理想识别配体。目前，基于适配体的生物分析新方法得到广泛研究，并用于蛋白多

肽类药物分析、疾病标志物诊断、外泌体检测、循环肿瘤细胞检测和病毒检测等方面。本文综述了核酸适配体用于生物分析方法

开发的最新进展，比较和讨论不同分析方法，并对基于适配体的生物分析新方法提出了设想和展望，为开发新的生物分析方法和

检测技术提供了思路和借鉴。
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Advances in Bioanalysis Methods Based on Aptamers*

Aptamers, which are screened from a random library via SELEX, are short (generally 15-80 nucleotides)
single-stranded oligonucleotide molecules (ssDNA or ssRNA) with the ability to fold in stable and unique three-dimensional structures

that allow them to interact with target molecules through electrostatic interactions, hydrogen bonding, Van der Waals forces, base

stacking or a combination of these. Due to the ability of conformational changes, aptamers are used as ideal recognition ligands for

bioanalysis, disease diagnosis and cancer diagnosis. New bioanalysis methods based on aptamers has been extensively designed and

developed for protein peptide analysis, disease marker diagnosis, exosomes detection, circulating tumor cell and virus detection. This
review summarizes the latest achievements of aptamers for bioanalytical methods and highlights the different analytical methods. This

article discusses the major different analytical methods and proposes visions for building new methods of bioanalysis based on aptamers.

It also provides ideas and references for the development of new biological analysis methods and detection technologies.
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前言

核酸适配体（Aptamers, Apt）是一种由体外指数级富集系
统进化（Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrich-
ment, SELEX）技术筛选所得的单链寡核苷酸片段（DNA 或
RNA）可以折叠成独特的二级或三级结构，通过氢键，盐桥，范
德华力，疏水和静电等相互作用特异性与蛋白质，小分子，离

子，有毒分子甚至全细胞等靶标结合[1-5,1,2]。与抗体与靶目标的

选择 151性和亲和力相似，有时被称为“化学抗体”。然而适配
体因分子量比较小，可化学合成宏量制备，在一定的温度、溶剂

和 pH范围内更稳定[5]，而被应用于各种分析方法的开发。

由于适配体特异性非常精确，可以区分结构上仅有单一基

团变化的两个分子，如茶碱和咖啡因在结构上仅有一个甲基的

区别，但是茶碱适配体不能结合咖啡因[4,6]。基于上述特性，适配

体被认为是生物分析，疾病诊断和癌症诊疗等方面的理想识别

配体；在蛋白多肽分析、分子标记、疾病诊断、外泌体检测、循环

肿瘤细胞检测和病毒检测等方面，是代替抗体用于分析的最佳

替代者[7]。适配体属于柔性分子，在不同的条件下，其亲和力和

特异性是可以调节的。因此，基于适配体构象变化的能力，发

夹、假基因等多种结构已被设计开发用于多种生物分析和生物

传感[8-10]。

纳米技术的快速发展也为生物分析增添了新的研究方向，

将适配体修饰在各种纳米材料上可以显著提高灵敏度和选择

性[11]。纳米材料独特的物理化学性质为化学和生物检测提供了

理想和无与伦比的特性，如显著的表面积与体积比，信号强度

强，表面可修饰，尺寸和形状所致的光学性质和催化活性等对

信号产生和信号放大具有显著意义[12-14]。通过化学方法进行功

能化修饰，可实现极低浓度靶标分析物的检测以及多参数多个
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靶标实时定量。

1 基于“核酸适配体 -纳米金”的生物分析方法

与其他纳米材料相比，AuNP具有适于分析的特殊优点[15-19]：

（1）化学合成制备 AuNP十分简便；（2）巯基分子可通过形成
Au-S键对 AuNP表面改性，从而提高稳定性，并增加其多种功
能性；（3）可精细调整 AuNP的大小、形状、聚集状态和表面性
质，从而使其在可见区域中产生的吸收带偏移，引起颜色变化；

（4）具有优异的生物相容性。
基于 AuNP的比色分析法由Mirkin等[20]率先提出，通常采

用酶级联扩增策略以检测实际样品中低水平的生物分子。目

前，生物测定中使用的大多数酶是大分子生物催化剂，其催化

活性由其三维结构决定，因此必须保证维持酶的活性。为了突

破这个局限，人工酶因具有具有稳定活性而得到广泛研究，其

不仅使检测简单且成本低廉，而且具有较高消光系数，因此能

够提高检测灵敏度[21]。如 AuNP具有超高的消光系数，比有机
染料高出 1000倍以上，这使得 AuNP比色测定的检测限低至
nM水平，远远低于使用有机分作为底物的测定水平[22]。采用

AuNP比色法测定核酸，蛋白质，糖类，离子，有机分子，病原
体，甚至细胞等各种物质均得到广泛报道。基于“核酸适配体 -
纳米金”的生物分析方法主要分为两类：（1）通过形成无信号放
大的交联组件，AuNP直接用于测定；（2）AuNP替代常规小有
机分子作为酶催化反应中的底物，以提高灵敏度。

AuNP直接用于测定主要依据靶标分析物以直接或间接
的方式触发 AuNP 聚集，导致可见区域的波长红移。通过
AuNP由红到蓝（或紫色）的颜色变化可证实 LSPR位移，这为
比色法提供了检测平台，可以通过紫外可见光谱或甚至肉眼进

行测定，如 AuNP直接用于测定 DNA。若待测 DNA分子会引
起 AuNP上两条互补 DNA链的杂交（如图 1所示），形成交联
的 AuNP聚集体，AuNP颜色由红变为蓝（或紫色），也可以升
高孵育温度至杂交 DNA解链温度以上，实现 AuNP聚集体的
解离[23]。

AuNP表面配体的紊乱也可用于构建比色法，如单链 DNA
（Single-stranded DNA, ssDNA）可以通过 DNA-碱金属相互作
用而结合到柠檬酸盐包被的 AuNP表面，以防止 AuNP聚集[24]。

由于杂交 DNA的碱基与 Au之间的相互作用非常弱，与柠檬

酸盐 -AuNP的亲和力相比可忽略不计。因此，向柠檬酸盐包被
的 AuNP和双链 DNA的混合物中加入适量浓度的盐（如 300
mM NaCl）可引起 AuNP的聚集，而与 ssDNA混合的 AuNP则
仍然是单分散的，这种非交联聚合策略也特别适合用于检测其

他生物分子[25]。如 ATP适配体与其互补寡核苷酸杂交以形成
双链 DNA，其不能稳定高浓度盐溶液中未修饰的 AuNP。而在
ATP的存在下，ATP 与其适配体相互作用以释放无规卷曲的
ssDNA，其可稳定 AuNP并防止盐诱导的聚集[26]。

然而，由 AuNP聚集引起颜色变化而直接用于 DNA检测
的比色测定法灵敏度较低，通常在 nM水平。这不能满足大多
数临床样品中的 DNA生物标志物（浓度通常在从 aM到 pM
的范围内）的分析检测。为了提高检测灵敏度，可将基于酶的扩

增策略用于 AuNP比色法，检测限可低至 50 pM，远低于直接
使用 AuNP测定的检测限，且不需要昂贵的仪器和试剂，操作
程序简单方便[27]。除此以外，连接酶链反应（Ligase chain reac-
tion, LCR）也可以显著提高检测灵敏度[28,29]。在扩增链存在时，

靶 DNA作为模板与包被在 AuNP上的捕获序列杂交，并引导
捕获序列形成 DNA-AuNP组件，溶液的变性能够释放靶 DNA
和连接的 AuNP，从而使 AuNP数量指数扩增，最终导致溶液
从红色变为紫色，实现超高灵敏（aM水平）检测。

除了检测灵敏度外，AuNP比色法还需考虑其稳定性。核
算适配体修饰的 AuNP在血清等生物样品中通常是不稳定的，
其中高浓度盐会诱导 AuNP的聚集，从而产生非特异性信号；
同时生物硫醇（例如半胱氨酸和高半胱氨酸）可能取代 Au 表
面上的生物识别元素，从而降低 AuNP比色法的检测限和灵敏
度。为解决上述问题，Guo等[30,31]提出了一种稳定性好，动态检

测范围广，灵敏度高的 AuNP比色法，如图 2所示，该方法主要
依靠不对称官能团修饰的 AuNP的定向聚集形成二聚体，其中
颗粒间间距小于 1 nm，二聚体间的小间隙通常产生较大的峰
值偏移而显示明显的红 -蓝颜色变化。不对称聚乙二醇修饰的
AuNP提高了在复杂样品中稳定性，从而避免出现假阳性信
号，同时避免了多聚体和大聚集体的形成，灵敏度达到 pM级。

2 基于核酸适配体“G-quadruplexes”结构的生物分析

方法
G-四链体（G-quadruplex）是由富含鸟嘌呤的 DNA或RNA

序列形成的四链非标准序列，首次在人类癌基因的启动子区域

中被发现，G-quadruplex参与维持与生物过程相关的基因的表
达，如与肿瘤生长相关的基因表达[32]。通常 G-quadruplex包含两
个或更多个 仔-仔堆叠的 G4平面，其通过 Hoogsteen氢键稳定四
个鸟嘌呤碱基，如图 3所示。与双链DNA的标准型相反，G-quadru-
plex 因鸟嘌呤区的数量和长度的变化而显现出丰富的结构多
态性。此外，G-quadruplex序列的拓扑结构也取决于稳定离子的
性质[33]。如 Na+存在时，人类端粒序列 d [AG3(TTAGGG)3]被诱
导成反向平行的 G-quadruplex [34]，而 K+ 诱导形成杂合型
G-quadruplex[35]。同时，Na+有利于 G-quadruplex的平行折叠，而
Pb2+对相同的 G-quadruplex序列产生反向平行构象[36]。

核酸适配体通常使用 DNA而不是 RNA，因为 RNA在生
物环境中不太稳定。与成本相对较高的蛋白抗体相比，DNA可
以灵活性的大规模生产，同时在 95℃以及较宽的 pH范围内稳
定，因此可以经历可逆的变性 -复性循环而不失功能活性[37]。特

别是 G-quadruplex结构多态性使得它们被用于分析检测各种

图 1目标 DNA引起纳米金聚集

Fig.1 Complementary target DNA can induce the aggregation of AuNP
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图 4 基于 G-四链 -铱（III）络合物的发光开关检测示意图
Fig.4 The G-quadruplex-based luminescence switch-on detection strategy

using a G-quadruplex-selective iridium(III) complex分析物（如金属离子，小分子，蛋白质，DNA，RNA或酶）[38,39]。与

基于双链 DNA的分析方法相比，基于 G-quadruplex的检测方
法不易受到样品基质中的外源 DNA的干扰。除此之外，DNA
修饰酶也可开发用于 DNA检测，特别是用感知检测信号的关
键组分，以提高现有的基于 DNA分析检测的灵敏度。
2.1 基于 G-quadruplexes检测分析的原理
基于 G-quadruplex 的比色[40,41]和发光[24,41]检测策略因其成

本相对较低、操作灵活、灵敏度高而被广泛使用。采用供体和受

体或荧光基团和猝灭基团共价标记的 DNA分子开发分析方
法，已有大量研究[37,38,42-46]。然而标记是耗时且昂贵的，同时用荧

光基团共价标记寡核苷酸可能影响其与靶标的相互作用或影

响信号转导[2,47]。相比之下，“无标记”方法因方法简单、成本低

廉而成为共价标记 DNA的替代方案[43,48]。在“无标记”方法中，

G-quadruplex探针与 G-quadruplex结构通过各种结合模式（如
嵌入，末端堆叠，槽结合，静电相互作用）可逆地结合，而不与其

他 DNA共价结合。另一类光学测定法是比色传感法，可以用肉
眼直接观察到由分析物结合产生的颜色变化，因此可以在没有

任何仪器的情况下操作。其中，基于 G-quadruplex过氧化物酶
模拟 DNA酶系统最为成熟。
2.2 酶依赖的 G-quadruplex的分析平台

DNA修饰酶参与分析检测的关键核心是辅助靶标分析物
触发 DNA 构象变化。多核苷酸激酶（Polynucleotide Kinase,
PNK）催化寡核苷酸在 5'-羟基末端的磷酸化，这种酶在修复由
内源和外源因子诱导的 DNA链断裂中起重要作用[49,50]。因此，

准确检测 PNK活性对生物化学和分子生物学领域具有重要的
意义。采用 G-quadruplex- 铱（III）复合物，构建无标记的
G-quadruplex 分析方法可用于检测 T4 多核苷酸激酶活性 [51]。

首先设计一个发夹序列，3' 末端为人类端粒 G-quadruplex 序
列，5'端为富含互补胞嘧啶的序列，两者通过短链连接。通过
T4 PNK催化该发夹 5'-羟基末端的磷酸化进而使外切酶消化
5'末端底物（图 4中的蓝色线），当外切酶到连接区（红线）处
时，会在此处停止，因为它不能处理单链 DNA。然后，将完整的
富含 3'-鸟嘌呤的序列（绿线）释放，并在 K+离子存在下折叠成

G-quadruplex，并由发光铱（III）络合物检测。也利用 T4 PNK的
磷酸化特性和 姿exo的切割来释放 G-quadruplex序列用于信号
转导[52]。

2.3 酶辅助的 G-quadruplex的分析策略
III是从双链 DNA 的 3'-末端进行逐步消化的酶，可

以选择性的去除一定数量的核苷酸。采用 III有两种策略：
首先是增强输出信号，其次是降低背景噪声。基于 III辅助
G-quadruplex的无标记方法可用于检测银离子，如图 5所示。
首先，通过反义序列（绿线）杂交的 G-quadruplex序列（黑线）制
备具有 3'和 5'突出的发夹探针 DNA。由于 III只能消化双
链 DNA，当不添加银离子时，它不能切割发夹探针 DNA，因此
不能形成 G-quadruplex 结构。相反，银离子的添加将形成

图 2基于不对称修饰的纳米金比色法
Fig.2 The colorimetric assay based on asymmetrically functionalized

AuNP

图3 四个鸟嘌呤碱基通过 Hoogsteen氢键形成稳定的 G-quadruplex
Fig.3 The four guanine bases form a stable G-quadruplex by Hoogsteen

hydrogen bond
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图 5 III辅助无标记的基于 G-quadruplex的银离子检测示意图
Fig.5 Schematic representation of the III-assisted label-free

G-quadruplex-based assay for Ag+ ions

C-Ag+-C的错配，并且在此条件下， III可以从双链体底物
的 3'端（绿线）切割。消化过程将释放 G-quadruplex序列，然后
转化为 G-quadruplex 结构，并且可以通过具有发光响应的
G-quadruplex选择性铱（III）复合物鉴定。在 III切割后，Ag+

离子从 dsDNA中游离出来，重新进入扩增循环并产生更多的
C-Ag+-C 的错配碱基对，导致下一轮 III 消化。除了
C-Ag+-C的错配碱基对外， III还可以消化 T-Hg2+-T不匹配
的碱基对。 III也可用于消化反义链以释放输入 DNA，导致
进一步的 III辅助扩增，形成更多的 G-quadruplex[56]。

核酸切割酶（Nicking Endonuclease）可以识别目标 DNA与
探针杂交区域中限制性位点的特定核苷酸序列，切割 DNA双
链的一条链，产生“切口”DNA 分子，从而产生检测信号，而游
离出的目标 DNA又可以与下一个探针杂交，最终通过核酸切
割酶的循环切割放大检测信号，从而提高检测灵敏度[39]。与传

统的核酸扩增技术相比，该方法更加简便，快捷，且反应体系简

单，并避免了核酸扩增技术中的非特异性扩增困扰。核酸切割

酶信号传导扩增对于检测单碱基错配具有高特异性和高灵敏

度，目前基于核酸切割酶的测定法广泛用于 DNA敏感检测。
2.4 基于 G-quadruplex序列产生酶的分析平台
富含鸟嘌呤的核酸适配体序列能够产生被称为 G-quadru-

plex 的四方结构；它们通过 Hoogsteen 氢键配对组成平面
G-quadruplex结构，可以作为金属离子和适配体等各种分子的
配体。更重要的是 G-quadruplex可与阴离子卟啉血红素组成复
合物并显示过氧化物酶样活性。因此，G-quadruplex/卟啉血红
素复合物可用于检测 K+，Ca2+，Ag+，Hg2++，Cu2+，Pb2+，核酸，多肽

和蛋白质等各种分析物。分析物的存在引起的核酸适配体

DNA构象变化，进而改变 G-quadruplex/卟啉血红素复合物的
过氧化物酶活性，最终用于比色、荧光或电化学等检测。Ab-
dollah等[52]以 Fe3O4 MNP作为载体，并以血红素 /G-quadruplex
DNA 酶作为信号放大器，用于测定乙型肝炎病毒表面抗原
（HBsAg），如图 6所示。首先将 HBs（Ab1）一抗固定在羧基修
饰的 MNP表面。然后将抗体和烷基硫醇 /G-quadruplex /血红
素组装在 AuNP上，用作生物条码探针；加入靶蛋白标后形成
三明治夹心结构。G-quadruplex /血红素作为 HRP模拟 DNA
酶显著增强甲基蓝—过氧化氢氧化还原反应，进而提高电信

号。结果显示 HBsAg检出限低至 0.19 pg/mL，灵敏度较高。

3 小结与展望

核酸适配体凭借高选择性、区分单一基团、制备成本低、小

免疫源性、高稳定性等优点，可作为识别单元和信号放大分子

广泛应用于特定分析物鉴定和定量分析，分子诊断以及传感器

的设计等方面。与抗体相比，适配体可以识别具有高亲和力和

特异性的小分子物质，因此可用于药物，疾病标志物和环境污

染物等高灵敏检测；此外，适配体可用于细胞内的传感器。

然而基于核酸适配体的生物分析方法依然面临很多问题，

其中最主要的是适配体对环境条件（如样品的盐浓度，pH值和
蛋白质含量等）变化敏感，虽然这可以通过信号放大或减少背

景噪声来提高检测灵敏度，但同时也增加了分析检测重现性的

难度，也消耗了更多的时间和资源用于感测过程。除了分析测

定体系之外，样品预处理过程还需考虑保留分析物的同时去除

干扰物。随着这些问题的成功解决，基于核酸适配体的分析测

定方法会得到更广泛的应用。核酸适配体技术为开发新的分析

方法和检测诊断技术提供了许多机遇和挑战，同时也可拓展至

目前无法被分离的重要分析物的分析检测和量化。
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