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食源性致病菌 ssDNA 适配体的筛选及应用进展
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摘要：单链 DNA（single-stranded DNA，ssDNA）适配体是通过体外配体指数富集系统进化筛选获得的较短的

单链脱氧核糖核苷酸序列。它们能够通过构象变化实现与靶标高亲和力和特异性结合，具有制备简单、成

本低、稳定性高、易于修饰和免疫原性低等优点，因此被称为“化学抗体”。ssDNA 适配体已在食品安全检测

领域显示出巨大潜力。作者综述了基于细胞指数富集配体系统进化（systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment，SELEX）技术发展的 ssDNA 适配体筛选技术，以及 ssDNA 适配体在食源性致病菌检

测领域中的应用，总结了目前研究的不足以及未来发展方向，旨在为提高食品安全监管与食源性疾病预防

和控制效果提供理论依据。
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Abstract: Single-stranded DNA (ssDNA) aptamer is a short single-stranded deoxyribonucleotide sequence 

obtained by the systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) in vitro. It can achieve high 

affinity and specific binding to targets through conformational changes and possesses the advantages of simple 

preparation, low cost, relative stability, ease of modification, and low immunogenicity, earning it the name “chemical 

antibodies”. ssDNA aptamers have shown great potential in the field of food safety detection. This paper reviewed the 

ssDNA aptamer screening technology based on SELEX, its application in the detection of foodborne pathogens, 

current research limitations and potential future development directions. The aim is to provide a theoretical basis for 

improving food safety supervision and the prevention and control of foodborne disease.
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近年来，致病菌污染导致的食品安全问题日

益严峻［1］。食源性致病菌检测技术多样，包括培

养法、生化鉴定法、聚合酶链式反应法，酶联免疫

吸附法、色谱法和质谱法等［2］。虽然通过这些技

术最终能达到检测目的，但在样品分析前都需要

长时间的样品制备和提取过程，以及复杂的生化

鉴定步骤。如培养法需要长达数日的增菌及培养

过程。仪器法是通过检测特异基因、蛋白质或者

代谢产物来达到快速检测的目的，但在实际操作

过程中，目标物质的提取效率和稳定性受样品成

分复杂性以及细菌生长状态等因素的干扰，已成

为制约食源性致病菌快速检测的技术瓶颈［3］。适

配体是通过 SELEX 获得的寡核苷酸序列，由 50~

100 个碱基组成，长度为 1~2 nm，相对分子质量为
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7 500~32 000，对靶分子具有高亲和力和特异性。

其中 ssDNA比 RNA适配体结构更加稳定［4］。Tuerk

和Gold［5］于 1990年首次报道了 SELEX，在 65 536个

“物种池”中筛选获得与噬菌体的 T4 DNA聚合酶具

有高亲和力的 2 个 RNA 分子。同年，Ellington 和

Szostak［6］在体外也发现了能够特异性结合多种有机

染料的RNA分子，称之为适配体。适配体非常适用

于检测分析，既有类似抗体的特异性又具有自身的

优势。其优势包括：适配体可以通过化学合成批量

生产且稳定性高；结构灵活，能形成多种拓扑结构

（包括环状、发夹和四重结构等）；结合过程可逆，条

件改变时可恢复到原始状态；能适应温度、pH 和离

子浓度的变化；方便进行分子修饰、标记和存储；靶

标范围广泛，涵盖金属离子、多肽、聚糖、蛋白质、病

毒、细菌、细胞，甚至组织和器官等［7］。目前，SELEX

技术日趋成熟，出现了多种提高效率的策略和方法，

在食品、药品和医学等领域广泛应用［8］。作者综述

了基于细胞 SELEX的 ssDNA适配体筛选技术及其

在食源性致病菌检测领域中的应用。此外，还总结

了目前研究中的不足以及未来的发展方向。

1　基于细胞 SELEX 的筛选方法

1.1　全细菌细胞 SELEX

全细菌细胞 SELEX方法为常规方法，包括 5个

步骤［9］：第一，明确靶分子。与其他靶标不同，细菌

筛选要充分考虑缓冲液成分、渗透压和 pH等参数；

第二，创建随机寡核苷酸序列文库。文库池核酸序

列中心区域为随机序列，两边固定区域用于引物杂

交；第三，靶分子与文库内随机寡核苷酸序列充分

孵育；第四，分离未结合的寡核苷酸序列。离心法

是最常用的分离方法，也可采用酶联免疫板或硝化

纤维素膜提高分离效率。第五，经过 n轮（一般 15~

20 轮）筛选获得富集池，使用 PCR 扩增获得双链

DNA（double-stranded DNA，dsDNA），最后克隆并

对适配体进行测序，基本流程见图 1。该方法稳定

性较好，但时间较长，适配体的亲和性和特异性不

强，效率较低。

1.2　精准 SELEX

精准 SELEX 由蛋白质 SELEX 和细菌 SELEX

筛选两部分组成，1~4 轮为目标蛋白质筛选，5~8

轮为细菌筛选［10］。具体步骤包括：第一，将目标蛋

白质和非目标蛋白质点在芯片上；第二，对初始文

库孵育并进行洗涤，去除未结合 ssDNA；第三，洗

脱目标 ssDNA，用于 PCR 扩增；第四，捕获生物素

化 dsDNA，解离为 ssDNA，经 4 轮蛋白质筛选后，

对富集文库进行细菌筛选；第五，阴性细菌与富

集文库孵育 3 次并获取上清液（含靶标 ssDNA）；

图 1　全细菌细胞 SELEX 的流程图

Fig. 1　Workflow of whole bacterium cell SELEX
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第六，对目标蛋白质的细菌进行孵育，去除未结

合的 ssDNA，再洗脱已结合 ssDNA，用于 PCR 扩

增；第七，分别克隆第 4、8 轮文库的 PCR 产物并

测序，具体过程见图 2。此法可特异性识别细菌

表面的蛋白质，简化了过程并缩短了时间，但需

要有明确的蛋白质信息以实现精准筛选。

1.3　交叉 SELEX

交叉 SELEX 由 7轮蛋白质 SELEX 和 4轮细胞

SELEX筛选组成［11］。具体步骤包括：第一，将磁珠与

目标蛋白质连接成复合物，与随机文库孵育，去除未

结合的寡核苷酸序列；第二，使用洗脱液加磁场效

应，分离已结合的 ssDNA并进行扩增；第三，在第 3、

5、7轮分别使用非目标细菌反向筛选，分离未结合的

ssDNA，进行 PCR扩增并解链得到 ssDNA；第四，将

靶细胞与富集池孵育，去除未结合的 ssDNA，再洗脱

已结合 ssDNA；第五，经过 4轮筛选，进行 PCR扩增、

克隆和测序，具体过程见图 3。此法使用磁珠和膜蛋

白与常规筛选交叉，提高了适配体的亲和性和特异

性，但膜蛋白选择至关重要。

1.4　配体引导选择 SELEX

配体引导选择 SELEX筛选分为 4个步骤［12］：第

一，靶细胞与随机文库进行 11轮阳性筛选，第 12轮

非靶细胞阴性筛选去除非特异性 ssDNA，PCR扩增

形成富集池；第二，富集池分为 2组，第 1组使用靶细

胞和已知抗体孵育，第 2组使用原代细胞和已知抗体

孵育；第三，对所有结合位点进行测序；第四，通过生

物信息学比较亲和度并验证，基本流程见图 4。此法

不改变靶细胞的膜表面，需要原代细胞及膜表面已

知抗体信息来获得多结合位点的高性能适配体。

1.5　切换细胞 SELEX

切换细胞 SELEX在阳性筛选和阴性筛选间相

互切换［13］。具体步骤为：第 1轮由随机文库与靶细

菌阳性筛选；第 2轮由富集池与非靶细菌阴性筛选；

第 3、4、5轮切换为富集池依次与 3种靶细菌进行阳

性筛选；第 6轮切换为富集池与非靶细菌阴性筛选；

第 7、8轮为富集池与靶细菌阳性筛选；PCR扩增、测

序和验证，基本流程见图 5。此方法增加了适配体

的特异性并减少了扩增轮次，提高了筛选效率，但

试验操作要求高，污染的风险较大。

1.6　基于石英晶体微天平 SELEX

基于石英晶体微天平 SELEX可监测每轮富集

池 ssDNA的亲和力，通过 8轮正向和 2轮反向筛选，

图 2　精准 SELEX 的流程图

Fig. 2　Workflow of precision SELEX
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图 3　交叉 SELEX 的流程图

Fig. 3　Workflow of cross-over SELEX

图 4　配体引导选择 SELEX 的流程图

Fig. 4　Workflow of ligand-guided selection SELEX

图 5　切换细胞 SELEX 的流程图

Fig. 5　Workflow of toggling cell SELEX
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在质量变化值最大时克隆并测序［14］。具体步骤为：获

得基线；感应材料覆盖表面；靶细菌固定表面，洗脱未

结合细菌得到稳定基线（f1）；随机文库孵育，去除未结

合 ssDNA得到稳定基线（f2），测量信号Δf=f2-f1；洗脱结

合的 ssDNA；PCR扩增，dsDNA酶解得到 ssDNA；Δf

值最大时克隆并测序，基本流程见图 6。该方法可跟

踪每轮富集池的亲和力变化，避免高质量适配体的损

失，但该方法所需的仪器价格和维护成本较高。

1.7　配对细胞 SELEX

配对细胞 SELEX 共 3 轮筛选，第 2、3 轮与第 1

轮不同的是阴性筛选时间由 20 min缩短到 15 min，

其他步骤一致［15］。每轮阴性筛选后，收集上清液到

下一轮阴性筛选；完成 6 次阴性筛选，收集上清液

到阳性筛选，孵育并洗脱已结合的 ssDNA；第 2、3

轮筛选后进行 PCR 扩增；第 3 轮筛选后进行测序，

基本流程见图 7。此法通过充分的阴性筛选消除富

集池中的非特异性序列，整体效率较高，但其对细

胞筛选物和转染技术要求较高。

1.8　损益细胞 SELEX

损益细胞 SELEX 是以过表达和不表达细胞

系作为筛选靶标［16］。将随机文库与过表达细胞系

孵育，经过 2 轮阳性筛选，通过 PCR 扩增出富集

池；将不表达细胞系与富集池孵育，去除未结合

ssDNA；再次使用过表达细胞系进行筛选，洗脱已

结合的 ssDNA 并进行 PCR 扩增；经过 3~20轮的损

益细胞筛选后，进行 PCR 扩增并测序，基本流程见

图 8。为了提高适配体筛选的特异性，通过基因敲

除得到了过表达和不表达细胞系，但过表达与不

表达细胞系培养条件较高。

1.9　基因编辑介导同基因细胞 SELEX

基因编辑介导同基因细胞 SELEX 是通过敲

除膜上的靶蛋白产生等基因，从而达到对细胞进

行筛选的目的。首先进行 9 轮阴性筛选去除非特

异性结合 ssDNA；再进行 10 轮阳性筛选增加特异

性和亲和性 ssDNA；然后洗脱结合的 ssDNA 并进

行 PCR 扩增；酶法得到 ssDNA 适配体并进行测

序［17］，基本流程见图 9。由于等基因编辑产生的蛋

白质结构域具有较高的一致性，因此筛选出的适配

体在亲和性和特异性方面表现较优，需要足够精准

的基因编辑技术获得等基因细胞。

2　食源性致病菌 ssDNA 适配体的筛选

2.1　金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus ， S. au‐

reus）

S. aureus 是一种在自然界中广泛存在的食源

图 6　石英晶体微天平 SELEX 的流程图

Fig. 6　Workflow of quartz crystal microbalance based SELEX
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性致病菌。目前，通过 SELEX 筛选获得的适配体

长度为 62~108个核苷酸（nt），随机片段长度为 30~

48 nt。Ramlal 等［18］通过 10 轮正向和 3 轮反向筛选

获得 7 种适配体，解离常数（Kd）为 34~128 nmol/L。

Moon等［19］通过 10轮正向和 6轮反向筛选获得 A14

适配体（Kd=3.49 nmol/L）。Nguyen 等［20］通过 10 轮

正向获得 SA81 适配体（Kd=14.47 nmol/L）。 Cao

等［21］通过 2 轮正向和 5 轮反向获得 5 种适配体，Kd

为 61.50~210.70 nmol/L。Chang 等［22］通过 8 轮正、

反向切换筛选，获得 SA17 适配体（Kd=35 nmol/L）

和 SA61适配体（Kd=129 nmol/L）。

2.2　沙门氏菌（Salmonella）

Salmonella类型多样，被认为是危险的食源性病

原体之一。对于肠炎沙门氏菌（S. enteritidis），适配体

长度为54~80 nt，随机片段为30~42 nt。Bayraç等［23］通

过 11 轮正向和 1 轮反向获得 Crn-1 适配体（ Kd=

971 nmol/L）和 Crn-2 适 配 体（Kd=309 nmol/L）。

Kolovskaya等［24］通过12轮正、反向切换筛选，获得9种

适配体，Kd为 5.3~56.0 nmol/L。Park等［25］通过 10轮正

向和1轮反向筛选获得Se1适配体（Kd=4 660 nmol/L）

和Se2适配体（Kd=3 830 nmol/L）。Zhang等［26］通过10

轮正向和 3 轮反向获得 Apt8 适配体（Kd=43.80 

nmol/L）和Apt23适配体（Kd=56.16 nmol/L）。

对于鼠伤寒沙门氏菌（S. typhimurium），适配体

长 度 为 40~105 nt，随 机 片 段 为 29~45 nt。

Kolovskaya等［24］通过 12轮正、反向切换筛选，获得 8

图 7　配对细胞 SELEX 的流程图

Fig. 7　Workflow of paired-cell SELEX

图 8　损益细胞 SELEX 的流程图

Fig. 8　Workflow of loss-gain cell SELEX
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种适配体（Kd为 4.5~51.0 nmol/L）。Lavu 等［27］通过 7

轮正向和 3 轮反向获得 SAL11（Kd=184 nmol/L）、

SAL26（Kd=123 nmol/L）、SAL28 适 配 体（Kd=

195 nmol/L）。Shin等［28］通过 8轮正向和 2轮反向获

得 S11 适配体（Kd=4.41×10-3 nmol/L）和 S24 适配体

（Kd=3.75×10-2 nmol/L）。Duan 等［29］通 过 7 轮正向

和 2 轮反向获得 ST2P 适配体（Kd=6.33 nmol/L）。

Park等［25］通过 10轮正向和 1轮反向获得 St1适配体

（Kd=530 nmol/L）。Moon 等［30］通过 5 轮正、反向切

换筛选，获得 C4适配体。Dwivedi等［31］通过 8轮正

向和 2轮反向获得 S8-7适配体（Kd=1 730 nmol/L）。

Wang 等［14］利 用 QCM based-SELEX 筛 选 ，通 过

5 轮 正 向 获 得 B5（Kd=58.50 nmol/L）、A24（Kd=

19.63 nmol/L）和B30适配体（Kd=51.02 nmol/L）。

对于沙门氏菌 O8型（Salmonella O8）和甲型副

伤寒沙门氏菌（Salmonella paratyphi A， S. paraty‐

phi A），Liu 等［32］通过 9 轮正向和 2 轮反向获得 Sal‐

monella O8 型的 B10 适配体（Kd=32.04 nmol/L），长

度为 77 nt，随机片段为 35 nt。Renuka等［33］通过 7轮

正向和 4轮反向筛选，获得 S. paratyphi A型的 Sal 1

适配体，长度为 87 nt，随机片段为 40 nt。

2.3　致病性大肠埃希氏菌（Pathogenic E. coli）

大肠杆菌（E. coli）是重要的生物指示菌，其中

Pathogenic E. coli是能够引起疾病的条件致病菌。其

适配体长度为 66~117 nt，随机片段为 24~86 nt。

Amraee 等［34］通 过 9 轮 正 向 和 1 轮 反 向 获 得

E. coli O157：H7 型 的 AM-6 适 配 体（Kd=0.107 6 

nmol/L）。Zou 等［35］通过 11 轮正向和 3 轮反向获得

Apt-5适配体（Kd=9.04 nmol/L）。Yu等［36］使用 QCM 

based-SELEX 方法，通过 19轮正向和 6轮反向获得

S1 适配体（Kd=10.30 nmol/L）。Marton 等［37］通过 12

轮正向获得 E. coli ATCC25922的 4种适配体（Kd为

11.97~161.00 nmol/L）。 Li 等［38］使 用 Precision-

SELEX方法，通过 11轮正向获得 E. coli K88的 4种

适配体（Kd为 25～44 nmol/L）。Peng等［39］通过 6轮正

向和 3轮反向获得 Apt B12适配体（Kd=15 nmol/L）。

Savory 等［40］通过 5 轮正向获得 E. coli NSM59 的

EcA5-27 适配体（Kd=110 nmol/L）。Kim等［41］通过 7轮

正向和 3轮反向获得E. coli KCTC2571的 4种适配体

（Kd为12.4～25.2 nmol/L）。

图 9　基因编辑介导同基因细胞 SELEX 的流程图

Fig 9　Workflow of CRISPR-mediated isogenic cell SELEX
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2.4　志贺氏菌（Shigella）、单核细胞增生李斯特菌

（L. monocytogenes）和副溶血性弧菌（V. para‐

haemolyticus）

Shigella 是常见的食源性病原体之一，适配体

长度为 76~87 nt，随机片段为 31~40 nt。Song等［42］

通过 9 轮正向和 1 轮反向获得索氏志贺氏菌

（S. sonnei）的 SS-3 适 配 体（Kd=39.32 nmol/L）和

SS-4 适配体（Kd=15.89 nmol/L）。Duan 等［43］通过 8

轮正向获得痢疾志贺氏菌（S. dysenteriae）的 S1 适

配体（Kd=23.47 nmol/L）。Lavu 等［44］通过 7 轮正向

和 3 轮 反 向 获 得 弗 氏 志 贺 氏 菌（S. flexneri）的

SHI23（Kd=231 nmol/L）、SHI37（Kd=186 nmol/L）和

SHI42适配体（Kd=173 nmol/L）。

L. monocytogenes 是一种极易污染冷链食品

的病原体。适配体长度为 76~81 nt，随机片段为

35~40 nt。Suh 等［45-46］通过 6 轮正向和 2 轮反向获

得 Lbi-17（Kd=3.57×104 nmol/L）、LM6-116（Kd=74.4 

nmol/L）和 LM12-6 适 配 体（Kd=106.4 nmol/L）。

Lee 等［47］通过 10 轮正向和 2 轮反向获得 LMCA2

（Kd=2.01×10-3 nmol/L）和 LMCA26 适 配 体（Kd=

0.156 nmol/L）。Liu 等［48］通过 9 轮正向获得 e01 适

配体（Kd=60.01 nmol/L）。

V. parahaemolyticus 是一种极易污染水产品

的病原体，适配体长度为 77~87 nt，随机片段为

40~60 nt。Duan 等［49］通过 9 轮正向获得 A1P 适配

体（Kd=21.45 nmol/L）和 A3P 适 配 体（Kd=16.88 

nmol/L）。Ahn 等［50］通过 9 轮正向和 2 轮负向获得

Apta#1 适配体（Kd=2.04 nmol/L）。Song 等［51］利用

滚动圈技术加强筛选 ，获得 4 个适配体（Kd 为

10.3～25.2 nmol/L）。

综上所述，作者对主要食源性致病菌 ssDNA

适配体的筛选情况进行了汇总，结果见表 1。

表 1　主要食源性致病菌 ssDNA 适配体的筛选情况汇总表

Table 1　Overview of ssDNA aptamer selection for major foodborne pathogens

靶标菌种

S. aureus

S. enteritidis

名称

RAB1

RAB3

RAB5

RAB10

RAB20

RAB28

RAB35

A14

SA81

SA23

SA20

SA31

SA34

SA43

SA17

SA61

Crn-1

Crn-2

SE-3（60）

SE-6（80）

SE-6（60）

SE-20（80）

SE-20（60）

SE-11（60）

SE-22（80）

SE-22（60）

总长/nt

76

76

83

76

76

76

76

108

77

88

88

88

88

88

62

62

80

80

60

79

54

80

60

60

80

60

内长/nt

40

40

47

40

40

40

40

48

41

45

45

45

45

45

30

30

42

42

40

39

34

40

40

40

40

40

Kd/（nmol/L）

56±87

37±112

58±14

46±24

128±45

49±39

34±5

3.49±1.43

14.47±8.18

61.50±22.43

70.86±39.22

82.86±33.20

72.42±35.23

210.70±139.91

35

129

971

309

7.8±6.1

53±7

6.30±0.58

28.0±3.8

7.10±0.62

6.9±0.4

30.0±4.1

5.3±0.7

参考文献

［18-22］

［23-26］
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续表

靶标菌种

S. enteritidis

S. typhimurium

Salmonella O8

S. paratyphi A

E. coli O157：H7

E. coli ATCC25922

E. coli K88

E. coli NSM59

E. coli KCTC2571

S. sonnei

名称

SE-34（80）

Se1

Se2

Apt8

Apt23

ST-1（80）

ST-1（40）

ST-6（60）

ST-12（80）

ST-12（60）

ST-33（60）

ST-20（80）

ST-20（40）

SAL28

SAL11

SAL26

S11

S24

ST2P

St1

C4

S8-7

B5

A24

B30

B10

Sal 1

AM-6

Apt-5

S1

P12-17

P12-31

P12-52

P12-55

19

31

7

37

Apt B12

EcA5-27

E1

E2

E10

E12

SS-3

总长/nt

80

60

60

80

80

80

40

61

80

59

60

80

40

76

76

76

100

100

87

59

105

80

90

90

90

77

87

117

80

90

88

89

88

88

96

96

96

96

80

66

88

88

88

88

76

内长/nt

40

30

30

40

40

40

40

41

40

39

40

40

40

41

41

41

40

40

40

29

45

40

45

45

45

35

40

86

40

45

40

41

40

40

60

60

60

60

35

24

44

45

46

45

40

Kd/（nmol/L）

56.0±7.1

（4.66±0.35）×103

（3.83±0.10）×103

43.81±5.02

56.16±5.87

37.0±2.7

5.3±0.4

13.0±1.1

15.4±1.8

4.5±0.4

51.0±4.3

22.0±3.1

4.70±0.31

195±46

184±43

123±23

4.41×10-3       

3.75×10-2       

6.33±0.58

（0.53±0.01）×103

—

（1.73±0.54）×103

58.50

19.63

51.02

32.04

—

（107.6±67.8）×10-3

9.04±2.80

10.30

56.33±15.87

87.03±17.32

11.97±2.94

161.00±34.74

44±7

36±8

43±6

25±4

15±4

110

12.4

25.2

14.2

16.8

39.32±5.02

参考文献

［23-26］

［14， 24-25， 27-31］

［32］

［33］

［34-36］

［37］

［38-39］

［40］

［41］

［42］
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3　食源性致病菌 ssDNA 适配体的检测应用

3.1　光学适配体传感器

利用适配体作为识别元件与靶标进行特异性

结合，传感器将生化信号转化为可检测的光学信

号。常用方法有比色法（colorimetry）、化学发光法

（chemiluminescence， CL）、荧光法（fluorescence， 

FL）和 表 面 增 强 拉 曼 散 射 法（surface-enhanced 

Raman scattering， SERS）等［52］。

1）比色法检测应用：Yuan 等［53］开发了金纳米

粒子比色传感器 ，在 550 nm 处检测牛奶中的

S. aureus，线性范围（linear range，LR）为 1×101~

1×106 CFU/mL，检测限（limit of detection，LOD）为

9 CFU/mL。Zhang 等［26］检测水中的 S. enteritidis，

发 现 610 nm 与 520 nm 处 的 光 密 度（optical 

density， OD） 比 值 （OD610/OD520） 在 1×104~

1×105 CFU/mL 时有良好的线性关系。Wu 等［54］通

过 测 定 在 620 nm 与 520 nm 处 的 吸 光 度 比 值

（A620/A520）来 检 测 水 中 的 S. typhimurium 和

E. coli O157：H7（LOD 为 1×105 CFU/mL）。Chen

等［55］使用金纳米团结合 2 种适配体，在 652 nm 处

检 测 蛋 制 品 中 的 S. typhimurium（LR 为 1×101~

1×106 CFU/mL，LOD 为 1 CFU/mL）。目前，比色

法结合信号放大与适配体增强技术展现出良好的

应用潜力。

2）CL 检测应用：Wu 等［56］采用多色转换纳米

粒子作为发光标记，使用 980 nm 红外光激发，分

别在 477、542、660 nm 处检测牛奶和虾制品中的

S. aureus（LOD 为 25 CFU/mL）、S. typhimurium

（LOD 为 15 CFU/mL）和 V. parahaemolyticus（LOD

为 10 CFU/mL），LR 为 5×101~1×106 CFU/mL。Hao

等［57］使用滚动圈扩增和磁性纳米颗粒增强检测猪

肉 中 的 S. typhimurium（LR 为 3.2×101~3.2×106 

CFU/mL，LOD 为 10 CFU/mL）。Hao 等［58］通过化

学 发 光 猝 灭 检 测 肉 制 品 中 的 S. aureus（LR 为

5.0×101~1.5×105 CFU/mL，LOD 为 15 CFU/mL）。

CL 法的稳定性较好，基线范围较宽（5~6 个数量

级）且检测限较低（10~25 CFU/mL）。

3）FL 检测应用：有些研究者使用荧光标记

ssDNA 适配体进行检测，如 Lavu 等［44］使用流式细

胞仪检测纯水中的 S. typhimurium（LOD 为 1×102 

CFU/mL）。He 等［59］检测牛奶中的 S. aureus（LOD

为 7.6×102 CFU/mL）。 Joshi 等［60］使用实时聚合酶

链式反应检测生鸡胴体中的 S. typhimurium（LOD

为 10~100 CFU/mL）。Dwivedi等［31］使用定量聚合

酶链式反应检测水中的 S. typhimurium（LOD 为

3.45×102~3.45×103 CFU/mL）。 Duan 等［43］使用荧

光 显 微 成 像 检 测 水 中 的 S. dysenteriae（LR 为

续表

靶标菌种

S. sonnei

S. dysenteriae

S. flexneri

L. monocytogenes

V. parahaemolyticus

名称

SS-4

S1

SHI23

SHI37

SHI42

Lbi-17

LM6-116

LM12-6

LMCA2

LMCA26

e01

A1P

Apta#1

Apt-1

Apt-2

Apt-3

Apt-4

A3P

总长/nt

77

87

76

76

76

81

81

81

76

76

76

87

77

84

84

84

84

87

内长/nt

40

40

40

31

40

40

40

40

40

40

35

40

40

60

60

60

60

40

Kd/（nmol/L）

15.89±1.77

23.47±2.48

231

186

173

（3.57±0.80）×104

74.40±52.69

106.40±43.91

2.01×10-3          

0.156

60.01

21.45±2.62

2.04±0.12

19.2±2.8

10.3±2.5

25.2±3.1

17.2±5.1

16.88±1.92

参考文献

［42］

［43］

［44］

［45-48］

［49-51］
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1×102~1×107 CFU/mL，LOD 为 50 CFU/mL）。Lee

等［47］和 Song 等［42］分别使用酶联免疫微孔板法，在

650 nm 处 检 测 水 中 的 L. monocytogenes（LR 为

2×101 ~ 2×106  CFU/mL，LOD 为 20 CFU/mL）和

S. sonnei（LR 为 1×103~1×107 CFU/mL）。Shin等［28］

分别检测牛奶和 3 种肉制品中的 S. typhimurium

（LR为 2×101~2×105 CFU/mL，LOD为 20 CFU/mL）。

Ohk 等［61］检测水中的 L. monocytogenes（LOD 为 4 

CFU/mL）。 Duan 等［62］分 别 检 测 鸡 肉 中 的

S. typhimurium（LOD 为 25 CFU/mL）和 虾 肉 中 的

V. parahaemolyticus（LOD 为 35 CFU/mL，LR 为

5×101~ 1×106 CFU/mL）。 利 用 磁 珠 吸 附 原 理 ，

Cheng 等［63］检测牛奶制品中的 S. aureus（LR 为

3.2×101~1.0×108 CFU/mL，LOD 为 16 CFU/mL）。

Duan 等［29］ 和 Peng 等［39］ 分 别 检 测 水 中 的

S. typhimurium（LR 为 5×101~1×106 CFU/mL，LOD

为 25 CFU/mL）和 E. coli K88（LOD 为 1.1×103 

CFU/mL）。 Li 等［64］检测猪肉中的 E. coli（LR 为

5.8×101~5.8×107 CFU/mL，LOD 为 10 CFU/mL）。

利用荧光素标记适配体的荧光猝灭与恢复原理，有

研究者分别检测了牛奶中的 S. enteritidis（LR 为

1×102 ~1×107 CFU/mL，LOD 为 25 CFU/mL）、

S. typhimurium（LR 为 1×103~1×108 CFU/mL，LOD

为 100 CFU/mL）和 E.coli O157：H7（LR 为 1×104~

1×107 CFU/mL，LOD 为 4.5×103 CFU/mL）［65-67］。

Renuka 等［33］分 别 检 测 了 牛 奶 和 猪 肉 中 的

S. paratyphi A（LR 为 1×101~1×107 CFU/mL，LOD

为 10 CFU/mL）。Jin等［68］分别检测了牛奶和水中的

E.coli ATCC8739（LR 为 0.5×101~1.0×106 CFU/mL，

LOD 为 3 CFU/mL）。由于 FL 检测方法能够结合

显微成像、抗体、PCR 和磁珠法等多种技术，因此

该法应用最为广泛。

4）SERS 检测应用：Ma 等［69］使用棘金纳米颗

粒连接巯基苯甲酸和硫醇化的适配体作为识别探

针 ，检测猪肉中的 S. typhimurium（LR 为 1×101~

1×105  CFU/mL，LOD 为 4 CFU/mL）。Duan 等［70］

使用金/银纳米颗粒连接适配体 1 作为捕获分子，

X-罗丹明修饰的适配体 2 用作识别元件报告因

子，检测牛奶中的 S. typhimurium（LR 为 1.5×101~

1.5×106 CFU/mL，LOD 为 15 CFU/mL）。

SERS 检测食源性致病菌线性范围和检测限

均较好，但目前靶标单一，应用范围较小。

3.2　电化学适配体传感器

适配体作为生物识别元件，电化学传感器将生

化信号转换为阻抗、电位和电流等电化学信号［71］。

分 为 电 化 学 阻 抗 谱 法（electrochemical impedance 

spectroscopy， EIS）、循环伏安法（cyclic voltammetry， 

CV）、电化学发光法（electrochemiluminescence， ECL）

和光电化学法（photoelectrochemical， PEC）等［52］。

1）EIS 检测应用：使用适配体连接还原氧化

石墨烯和金纳米颗粒作为识别元件，Jia 等［72］和

Ma 等［73］分 别 检 测 了 水 中 的 S. aureus（LR 为

1×101 ~ 1×106  CFU/mL，LOD 为 10 CFU/mL）和

猪 肉 中 的 Salmonella（LR 为 2.4×100~2.4×103 

CFU/mL，LOD 为 3 CFU/mL）。

2）CV 检测应用 ：Zhou 等［74］利用多孔阳极

氧 化 铝 膜 纳 米 孔 传 感 器 检 测 了 水 中 的

L. monocytogenes（LR 为 100~1 250 CFU/mL，LOD

为 100 CFU/mL）。

3）CV 与 EIS 联用检测应用：Ranjbar等［75］使用

纳米孔金膜连接巯基化的适配体作为识别元件，

检测了鸡蛋中的 S. typhimurium（LR 为 6.5×102~

6.5×108 CFU/mL，LOD 为 1 CFU/mL）。 Jia 等［76］使

用碳纳米石墨烯连接氨基化适配体作为识别元

件 ，检测了鸡肉中的 Salmonella（LR 为 7.5×101~

7.5×105 CFU/mL，LOD 为 25 CFU/mL）。

4）ECL 检测应用：Hao 等［77］研制了发光氨/溴

化银纳米颗粒/三维含氮石墨烯水凝胶的纳米复

合材料，检测了餐食中 E.coli（LR 为 5×10-1~5×102 

CFU/mL，LOD 为 0.17 CFU/mL）。

5）PEC 检测应用：Dong 等［78］使用金纳米粒子

和硫化镉量子点修饰氧化锌纳米阵列构建光电化

学电极 ，检测了水中的 E. coli O157：H7（LR 为

1×101~1×107 CFU/mL，LOD 为 1.125 CFU/mL）。

EIS、CV 与 EIS 联用检测法线性范围较宽，

ECL 的检测限较低（0.17 CFU/mL），PEC 的综合表

现更好。

3.3　压电适配体传感器

压电适配体传感器是由具有共振频率的特性

材料制成的，典型代表是石英晶体微天平传感器

（quartz crystal microbalance sensor， QCMS），以及利

用电磁波变化的电磁压电声传感器（electromagnetic 

piezoelectric acoustic sensor， EMPAS）。

1）QCMS 检测应用：Wang 等［14］和 Yu 等［36］分

别检测了水中的 S. typhimurium （LR 为 7.9×102~
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7.9×106  CFU/mL，LOD 为 1×103 CFU/mL）和

E. coli O157：H7（LR 为 1×102~1×105 CFU/mL 和

1×105~1×107 CFU/mL，LOD为 1.46×103 CFU/mL）。

2）EMPAS检测应用：Spagnolo等［79］检测了牛奶

中的 E. coli ATCC8379（LR 为 1×101~1×107 CFU/mL，

LOD为 8 CFU/mL）。

可以看出，QCMS 和 EMPAS 检测的线性范围

和检测限尚不能满足实际应用需求。

综上所述，作者对 ssDNA 适配体传感器检测

食源性致病菌的应用进行了汇总，结果见表 2。

表 2　ssDNA 适配体传感器检测食源性致病菌的应用

Table 2　Applications of ssDNA aptamer sensors for the detection of foodborne pathogens

传感器

光学

电化学

技术方法

比色法

CL

FL

SERS

EIS

CV

EIS与 CV

联用

靶标菌种

S. aureus

S. enteritidis

S. typhimurium

E. coli O157：H7

S. typhimurium

S. aureus

S. typhimurium

V. parahaemolyticus

S. typhimurium

S. aureus

S. flexneri

S. aureus

S. typhimurium

S. typhimurium

S. dysenteriae

L. monocytogenes

S. sonnei

S. typhimurium

L. monocytogenes

S. typhimurium

V. parahaemolyticus

S. aureus

S. typhimurium

E. coli K88

E. coli

S. enteritidis

S. typhimurium

E. coli O157：H7

S. paratyphi A

E. coli ATCC8739

S. typhimurium

S. typhimurium

S. aureus

Salmonella

L. monocytogenes

S. typhimurium

Salmonella

样品

牛奶

水

水

蛋制品

牛奶和

虾制品

猪肉

肉制品
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4
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3

4
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3
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1
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4　展望

近年来，ssDNA 适配体的 SELEX 筛选技术已

经取得了显著进步，但目前 ssDNA 适配体总体数

量仍然不足，实际检测应用数量较少，所获得适配

体的应用潜力尚未得到充分开发。主要原因有：库

容量限制，不可能覆盖全部的序列；筛选效率较低，

需要占用大量的时间和资源；非特异性结合导致筛

选结果存在误差；结构的复杂性增加了筛选的难

度，特别是多结合位点的情况。作者总结了食源性

致病菌 ssDNA 适配体筛选的最新方法、策略和步

骤，旨在启发研究者提出新的筛选思路，以提高筛

选效率和性能。未来 SELEX 技术的主要发展方向

包括：结合自动化试验系统和大容量样品处理能力

的高通量平台；利用微流控芯片技术实现筛选过程

的微型化和自动化；利用人工智能算法对筛选试验

的设计进行优化；利用生物信息学方法识别出高亲

和力和特异性的核酸分子序列。

在检测应用方面，光学、电化学和压电技术都

扮演着重要的角色。在光学技术中，比色法、化学

发光法、荧光法和表面增强拉曼散射法已经在食

品安全领域得到广泛应用，关键在于要提高检测

特异性和灵敏度。电化学方法中的电化学发光

法、电化学发光法与循环伏安法联用、光电化学法

灵敏性均达到要求，但需要提高它们的稳定性和

应用范围。此外，还需要对压电技术进行深入的

研究和探索，以提高检测的准确性和可靠性。

综上所述，作者介绍了 9 种 ssDNA 适配体的

筛选方法，归纳了 6 种食源性致病菌 ssDNA 适配

体的筛选进展，并基于光学、电化学和压电技术探

讨了其在 ssDNA 适配体传感器的检测应用。目

前，只有全面提高 SELEX 筛选效率，获得更多高

性能的 ssDNA 适配体，再结合多种生物传感器技

术检测能力，才能提高我国食品安全监管与食源

性疾病预防和控制的整体水平。
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