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摘要:目的筛选小麦和其他相关食品中常见的茄曲霉毒素 A 真菌毒素核酸适配体。 方法采用固态靶标

筛选策略和磁分离的筛选方法筛选插曲霉毒素 A 的核酸适配体。 结果 获得的插曲霉毒素 A核酸适配体亲和

力较高，解离常数为纳摩尔级3 特异性好，与插曲霉毒素 A结构中目似性化合物如茄曲霉毒素 B、 N-乙酣苯丙氨

酸或华法令不结合或结合力非常弱。 结论 本文采用固态靶标筛选策略和磁分离的 SELEX筛选方法在得了茄

曲霉毒素 A 的高特异性、高亲和力核酸适配体有望在农产品质量安全领域替代传统抗体开发真菌毒素快速

检测传感器或制备固相亲和柱。
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1  引  言 

赭曲霉毒素 A(OTA)是由多种生长在粮食(小麦、

玉米、大麦、燕麦、黑麦、大米和黍类等)、花生、

蔬菜 (豆类 )等农作物上的曲霉 (Aspergillus)和青霉

(Penicillium)产生的一种真菌毒素 [1], 研究表明, 赭

曲霉毒素会引起动物肝脏与肾脏损伤, 对啮齿类动

物有很强的致癌性, 对人类也有致癌和免疫毒性[2]。

目前, 世界上很多国家都制定了针对OTA的限量标

准, 针对 OTA的检测主要基于实验室确证方法。为

了确保农产品质量安全, 简单、快捷的真菌毒素检

测方法的开发是质量控制的技术基础。现在公认的

真菌毒素检测方法主要基于免疫亲和柱的高效液相

色谱法[3]。 

核酸适配体的本质是由一段单链寡核苷酸

(20~60 个碱基), 通过折叠形成特有的三维结构, 从

而与靶分子高亲和力、高特异性结合[4,5]。核酸适配

体的识别特性与抗体相似, 但与抗体相比具有很多

独特的优势: 可在体外筛选(不依赖生物体)[6], 靶分

子范围广(从金属离子[7]、毒素[8,9]等小分子到酶、蛋

白等生物大分子[10], 甚至病毒[11]、细菌和细胞[12]等生

物体), 分子量小(无免疫原性)[13], 容易进行化学合

成、改造与标记, 批间差异小[14], 生物化学稳定性好, 

能可逆地进行变性与复性, 还能利用酶进行扩增、剪

切等后续处理[12]。各种基于核酸适配体的分析、检

测方法与技术已呈现出快速、灵敏、方便、低成本等

优点 [15-17], 在生物医学应用中已经显示出广阔的应

用前景, 但在真菌毒素检测方面的应用却相对较少, 

主要是因为真菌毒素属于小分子。 

目前小分子靶标核酸适配体的数量非常少, 主

要是因为小分子靶标核酸适配体的筛选目前面临着

一定的技术难题和理论难题。技术上的难题主要是小

分子靶标核酸适配体的亲和力测定。亲和力的测定是

制约小分子靶标核酸适配体快速发展的重要因素。传

统的 Kd 值测定方法必须固定核酸适配体或者靶标, 

通过不断增加另一组分的浓度进行滴定从而产生结

合曲线。常用的 Kd值测定方法并不适合小分子靶标

核酸适配体 Kd值的测定。如基于靶标-核酸适配体复

合物尺寸动态变化的分离模式检测技术和基于表面

质量敏感型的检测方法, 一般需要将靶标或者核酸

适配体固定在表面上。在用于小分子靶标时, 如果是

将核酸适配体在表面固定进行测定, 那么这类方法

的灵敏度将面临考验, 因为小分子靶标结合引起的

总体质量变化比较小; 如果将小分子靶标固定在表

面上进行测定, 将会面临化学修饰影响亲和力的问

题。基于构象变换原理的检测方法虽然可以用于小分

子, 但不是一种通用的检测方法, 因为并非所有的核

酸适配体在与小分子靶标结合时都能发生可量测的

构象变换[18]。其他的 Kd值测定方法通常要求靶标自

身具有荧光或紫外吸收特性, 然而实际应用中许多

小分子靶标不具备这个特性。新近开发的一些检测

方法如自动化微芯片电泳技术和原子力光谱技术

能够部分克服以上所述难题, 但依然缺乏一种通用

的小分子靶标核酸适配体亲和力测定技术。理论上, 

普遍认为小分子靶标核酸适配体的亲和力较弱, 位

于低微摩尔到中微摩尔之间, 难于满足大多数传感

器应用的要求。Carothers等[19]研究表明靶标的分子

量与核酸适配体的亲和力成正比例关系, 该研究结

果与其他小组的研究结果一致。然而, 情况并非均

是如此, 如茶碱(相对分子量 180)的核酸适配体的

解离常数为纳摩尔级别[20]。最近新筛选到的一些小

分子靶标核酸适配体的 Kd 值也低至纳摩尔, 如双

酚 A[21]和土霉素[22]。据此推断: 如果小分子靶标含

有的可旋转化学键越少, 那么其相应的核酸适配体

的亲和力就会越高。另外, 20世纪 90年代研究者们

提出的 SELEX 筛选技术操作起来其实相当费时费

力, 成功率不足 30%[23]。此外, 几乎每一个核酸适

配体的实际应用都申请了专利, 一定程度上限制了

核酸适配体筛选的创新。目前, 很少有课题组在开

发新型小分子靶标核酸适配体上投入过多的时间

和资金, 特别是考虑到在筛选过程中可能要面临的

技术挑战。 

本研究应用固态靶标的筛选策略和磁分离的筛

选方法的指数富集的配基系统进化(SELEX)技术筛

选能够特异性结合 OTA的核酸适配体。获得的核酸

适配体亲和力高, 解离常数在纳摩尔级; 特异性高, 

对 OTA 的识别能力强于赭曲霉毒素 B(OTB)约 100

倍, 由此证明, 该适配体在农产品质量安全领域具有

一定的应用前景, 目前有关该适配体的进一步应用

研究正在进行, 包括研制基于核酸适配体的生物传

感器、制备固相亲和柱以及其他用于现场及实验室快

速检测的分析方法等。 
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2  材料与方法 

2.1  实验材料 

OTA、OTB 标准品(美国 santa 公司); 氮乙酰基

苯丙氨酸、华法令(分析纯, 西格玛奥德里奇中国公

司)。Taq 聚合酶, 4 种单碱基的混合溶液(dNTPs, 宝

生物工程(大连)有限公司); 氨基标记的磁珠、亲和素

标记的磁珠(郑州英诺生物科技有限公司); 其他所有

分析纯化学试剂均购自国药集团化学试剂有限公司。

实验中所用的其他溶液均由高压灭菌处理过的超纯

水(电阻不小于 18.3 MΩ•cm)配制而成。寡核苷酸

DNA 链以及其他相应探针均从上海生工生物工程有

限公司订购合成。所用探针的热力学参数和二级结构

的计算借助于在线生物信息学软件(http://mfold.rna. 

albany.edμ/)。 

2.2  仪器与设备 

超纯水系统 (Milli-Q Synthesis, 美国密理博公

司); 水浴恒温振荡器(SHZ-22, 精达仪器制造厂); 恒

温金属浴 (Comfort, 德国艾本德公司 ); 磁分离架

(NEP055-1, 北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司); 

台式微量高速离心机(H1650-W, 湘仪离心机仪器有

限公司); 核酸扩增仪-PCR 仪(MJ Mini, 伯乐生命医

学产品(上海)有限公司); 电泳仪(122-3136, 北京六

一生物科技有限公司); 凝胶成像系统(JS-380B, 上

海达平仪器有限公司); 荧光光谱仪(F-7000, 日本日

立公司)。 

2.3  试验方法 

2.3.1  OTA 的固定 

称取 1.1 mg N-羟基硫代琥珀酰亚胺(Sulf-NHS), 

2 mg 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐

(EDC)溶于 96 μL 1×PBS (10 mmol/L PBS, 150 

mmol/L NaCl, pH 7.2)缓冲溶液中, 然后加入 4 μL 

OTA储备液(123.8 mmol/L), 室温下反应 15 min。氨

基磁珠取 123.7 μL, 用 1×PBS洗涤 3次, 600 μL PBS/

次。将上述反应混合液加入 PBS 洗涤过的氨基磁珠

中, 室温震荡反应 2 h。然后将震荡反应后的氨基磁

珠再用 1×PBS洗涤 3次, 600 μL PBS/次, 之后置于

4 ℃备用。 

2.3.2  筛  选 

将筛选所用的 DNA 文库(CAGCTCAGAAGCT 

TGATCCTGTG---N30---GACTCG AAGTCGTGCATC 

TGCA)用 1×PBS-Mg 缓冲液(10 mmol/L PBS, 150 

mmol/L NaCl, 2.6 mmol/L KCl, 1 mmol/L MgCl2, pH 
7.2)溶解后, 于 95 ℃变性 5 min后, 迅速置于冰上冷

却 5 min。然后, 将预处理过的文库加入 PBS洗涤过

的氨基磁珠(用量与 OTA 固定时的用量保持一致), 

37 ℃震荡孵育 30 min, 随后磁分离收集上清液, 将

其加入含有固定了 OTA的磁球的离心管, 37 ℃震荡

孵育一定时间, 之后根据筛选的需要适时采取含有

一定浓度的氮乙酰基苯丙氨酸和华法令的 1×PBS 

Mg 缓冲液洗涤一定次数 , 600 μL/次 ; 最后再用

1×PBS洗涤一定次数, 600 μL PBS/次。往上述洗涤过

的含有磁珠的离心管中加 150 μL ddH2O, 混匀后将

该混合溶液转移至另一新的离心管中, 在用 150 μL 

ddH2O润洗原管 1次, 将 2次溶液合并到同一新管中, 

共计 300 μL(含磁珠)。随后, 将此离心管置于恒温金

属浴上 95 ℃加热 10 min, -20 ℃冷却 5 min, 磁分离收

集上清液, 备用。 

2.3.3  PCR 扩增 

PCR 扩 增 所 用 引 物 序 列 为 Primer1: 

5’-CAGCTCAGAAGCTTGATCCTGTG(5'端标记有

Cy3), Primer2: 5’-TGCAGATGCACGACTTCGAGTC 
(5'端标记有 biotin)。最后克隆测序前的扩增所用引物

为 Primer1': 5’-CAGCTCAGAAGCTTGATCCTGTG, 

Primer2': 5’-TGCAGATGCACGACTTCGAGTC。 

PCR 反应条件为 : TaKaRa Ex Taq(5 mol/μL), 

0.25 μL; 10×Ex Taq Buffer(Mg2+ Plus), 5 μL; dNTP 
Mixture(各 2.5 mmol/L), 4 μL; 文库 DNA, 5 μL; 引物 

1(10 μmol/L), 1 μL; 引物 2(10 μmol/L), 1 μL; 添加

适量灭菌蒸馏水达到总反应体积 50 μL。 

PCR反应程序为: 94  3 min℃ ; 94  30 s℃ , 62.6  ℃

30 s, 72  1 min℃ , 扩增圈数根据实验情况设定。 

2.3.4  PCR 扩增产物凝胶电泳鉴定 

扩增后的文库用 4%的琼脂糖凝胶电泳进行扩增

特异性鉴定。判定标准: 条带对应的 PCR 产物的长

度符合预定文库长度(75 bp), 且条带清晰。凝胶制备

及电泳条件: 1×TBE buffer 配成的 4%凝胶于微波炉

中加热 3 min, 冷却到 60 ℃左右加溴化乙锭(EB)(添

加标准按照 5 μL/100 mL); 电泳电压 120 V, 电泳时

间 40~50 min; 上样体积 10 μL(6×载样液 2 μL+PCR

扩增样品 10 μL)。 

2.3.5  扩增文库的回收与纯化 

取 200 μL亲和素标记的磁珠平均分 2份分别加

INNOSEP
高亮
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入到 2 个离心管中磁分离去掉分散液, 再用 1×PBS

洗涤 3次, 600 μL PBS/次。然后将每轮筛选、扩增后

的 DNA文库平均分成 2份, 分别加入上述离心管中, 

于恒温金属浴上室温震荡孵育 15 min。随后, 磁分离

去除上清液, 再用 1×PBS洗涤 3次, 600 μL PBS/次。

往上述洗涤过的离心管中添加 0.2 mol/L NaOH 500 

μL, 震荡反应 3~5 min, 磁分离收集上清液。随后加

入 500 μL 0.2 mol/L HCl中和溶液中的 NaOH。最后

对所得文库进行乙醇沉淀, 冻干纯化。 

2.3.6  荧光强度的测定 

文库结合力测试: 取一定量的 OTA 修饰的磁珠

与每轮所得文库于室温下进行孵育, 磁分离去除上

清液; 然后将此离心管置于恒温金属浴上 95 ℃加热

10 min, -20 ℃冷却 5 min, 磁分离收集上清液进行荧

光强度测定, Cy3 荧光染料的最佳激发光波长为 540 

nm, 最佳发射波长为 560 nm, 窗口扫描宽度为

550~650 nm, 激发和发射狭缝宽度为 5 nm。 

Kd 值计算 : 取含有 200 nmol/L OTA 和 20 

μmol/L新筛选 aptamer的结合缓冲溶液 400 μL于微

平衡透析的红色孔中, 然后添加等体积的结合缓冲

液到白色孔中, 震荡孵育一定时间, 然后分别测定 2

个孔中溶液的荧光强度。OTA在 310 nm紫外光照射

下能发出波长为 422 nm 的荧光。窗口扫描宽度为

400~550 nm, 激发和发射狭缝宽度为 5 nm。 

3  结果与分析 

3.1  筛选过程简介 

OTA 分子结构如图 1 所示。从结构式上可以看

出, OTA分子上有一个可以利用的羧基活性基团, 从

而方便对 OTA进行固定化修饰。据此针对 OTA的核

酸适配体筛选拟采用固定化靶标筛选策略, 如图 2所

示。整个筛选策略大致概括为以下几个步骤: a)靶分

子的固定: 利用 EDC、Sulf-NHS将 OTA固定到氨基

磁球上; b)筛选: 文库的预处理、负筛、反筛、正筛, 排

除非特异性结合核酸序列; c)PCR 扩增: 将分离出的

只与靶分子结合的适配体进行 PCR 扩增, 形成一次

富集文库; d)扩增文库的回收: 扩增文库的固定、变

性、脱盐和冻干; e)重复 b、c、d步骤: 逐步提高筛选

条件, 如通过缩短孵育时间、增加洗涤次数、延长洗

涤时间等方式调整筛选压力, 直到筛选到特异性和

亲和力符合要求的适配体; f)对所获得的适配体进行

测序, 对亲和力和特异性进行鉴定, 对核酸适配体的

空间结构及可能的靶分子结合位点进行分析。 

 
 
 

 
 

 
图 1  OTA分子结构式 

Fig. 1  Molecular structural formula of OTA 
 
 
 

 
 
 

图 2  固定化靶标筛选策略 

Fig. 2  Screening strategy of immobilized target 

 

3.2  靶标固定效果的表征 

为了实现孵育后结合和没结合的 DNA 的分离, 

特意将 OTA 分子固定在磁珠上, 以便于实现上述目

的。因 OTA 分子上有可以利用的羧基活性基团, 实

验采用氨基修饰的磁珠, 利用 EDC和 Sulf-NHS作为

活化剂将二者通过酰胺键共价相连, 实现 OTA 分子

的磁珠表面固定化修饰。OTA 在紫外线照射下呈绿

色荧光。为了验证 OTA 是否修饰到磁珠上, 采用荧

光成像实验加以验证, 结果如图 3所示。OTA修饰前, 

磁珠仅仅显示很弱的本底荧光。而在OTA修饰后, 因

磁珠表面结合有大量的 OTA, 因此, 在紫外光照射

的情况下, OTA发出很强的荧光。由此可见, 磁珠上

OTA的修饰是成功的。 
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图 3  OTA修饰前和修饰后的磁珠共聚焦荧光成像图 

Fig. 3  Fluorescence confocal image of magnetic beads 
before and after OTA modification 

其中 A修饰前, B为修饰后; 1为荧光场图, 2为明场图。 
 

3.3  筛选方案介绍 

为了获得特异性的核酸适配体, 需要采取适当

的措施以消除非特异性 DNA文库的干扰。非特异性

干扰一方面主要来自于磁珠基底的非特异性吸附所

带来的 DNA; 另一方面来自于仅仅识别部分 OTA分

子结构的 DNA, 这部分 DNA 识别的不是 OTA 分子

本身, 而是分子结构上的个别基团或者某个部位。为

此, 采用没有修饰 OTA 的磁珠作靶标进行负筛选来

消除磁珠基底引起的非特异性干扰。同时, 引入与

OTA 结构相似性化合物氮乙酰基苯丙氨酸和华法令

(结构式见图 4)进行反筛选, 来排除仅仅识别 OTA 分

子部分结构的 DNA。之所以选择这两种分子做靶标进

行反筛选, 是因为氮乙酰基苯丙氨酸分子结构本身是

OTA分子结构的一部分, 而结构相似性分子华法令和

OTA在人血清白蛋白上具有相同的结合位点。 
 

 
 

图 4  氮乙酰基苯丙氨酸和华法令结构式 

Fig. 4  Structural formula of N-acetylphenylalanine and warfarin 
 

整个筛选方案概述见表 1。刚开始 3轮的筛选没

有采取负筛选和反筛选, 在第 4轮以后的筛选中都引

入负筛选和反筛选, 以便排除磁珠基底和仅仅识别

部分 OTA 分子结构的 DNA 引起的非特异性。文库

与靶标的孵育时间由原来的 30 min逐渐减少到 5 min, 

以及孵育后的洗涤次数不断增加, 这也是为消除因

作用力较弱的 DNA引起的非特异性筛选。 
 

表 1  筛选方案概述 
Table 1  Overview of screening program 

圈数 负筛选 孵育时间 (min) 竞争分子* 洗脱时间 (min) 

1 no 30 no 3 

2 no 30 no 3 

3 no 30 no 3 

4 yes 30 yes 3 

5 no 30 yes 3 

6 no 20 yes 3 

7 yes 20 yes 4 

8 no 20 yes 4 

9 no 20 yes 4 

10 yes 20 yes 5 

11 no 10 yes 5 

12 no 10 yes 5 

13 yes 10 yes 6 

14 yes 5 yes 6 

15 yes 5 yes 6 

注: *自由竞争分子为氮乙酰基苯丙氨酸和华法令。 
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3.4  筛选条件的优化及筛选过程的监控 

因核酸文库在不适宜的 PCR 扩增条件下会产生

少量的非特异性扩增产物, 所以需要通过凝胶电泳

实验对所得的 PCR 扩增文库进行扩增特异性鉴定, 

以便选择最佳 PCR 扩增条件从而消除非特异性扩增

结果的出现。首先对扩增引物退火温度进行优化, 实

验结果如图 5所示。退火温度高, 非特异性扩增产物

的量相对就会减少, 但是特异性的扩增产物的量也

会减少, 综合考虑扩增效率和非特异性扩增的影响, 

选择最佳扩增退火温度为 62.6 ℃。同时, 对筛选文库

扩增圈数进行优化, 结果如图 6所示。扩增圈数越多, 

特异性扩增产物的量也就越多, 然而非特异性扩增

产物也会随着扩增圈数的增加随之出现, 所以, 综合

考虑扩增效率和非特异性扩增的影响, 选择最佳扩

增圈数为 20圈, 既保证了下轮筛选所需的文库的量, 

同时又减少了非特异性扩增产物的产生。 

 

 
 

图 5  扩增引物退火温度优化。 

Fig. 5  Annealing temperature optimization of amplification 
primer 

a: 57.5 ℃引物对照; b: 57.5 ℃扩增产物; c: 58.5 ℃扩增产物; d: 

59.8 ℃扩增产物; e: 61.4 ℃扩增产物; f: 62.6 ℃引物对照; g: 62.6 ℃

扩增产物; h: 63.5 ℃扩增产物; M: DM500 DNA分子量标尺。 

 

 
 

图 6  筛选文库扩增圈数的优化 

Fig. 6  Amplification circle optimization of screening library 
水: 扩增 30圈的引物对照; M: DM500 DNA分子量标尺。 

在确定以上最佳实验条件的前提下, 进行多轮

次的筛选→分离→PCR→ssDNA 制备等过程, 即可

获得目的核酸适配体。通常筛选一个高亲和力、高

特异性的核酸适配体需要进行 5~15轮的筛选, 筛选

轮次是不确定的, 要根据配基的富集情况、实验者

的目的而定, 筛选时的条件、筛选的严谨度也会影

响最终获得高亲和力、高特异性的核酸适配体的筛

选轮数。为了确定终止筛选轮数, 在筛选的同时, 设

立平行的结合力检测试验, 每 3轮测试 1次, 以便监

控筛选过程中文库的亲和力情况。随着筛选轮次的

增加, 文库的结合力逐渐增加, 即亲和力逐渐增强, 

当亲和力提高不再明显增强的时候, 即可停止筛选, 

从而确定最终的筛选轮数。每筛选 3 轮将新纯化的

文库用筛选缓冲液溶解, 然后与OTA修饰的磁珠一

起孵育, 随后对磁珠进行洗涤, 最后将磁珠上结合

的文库解离下来去测荧光, 因文库的 5’端带有 Cy3

荧光染料。如果文库的结合力比较强, 那么结合到

磁珠上OTA的文库的量就比较多, 自然从磁珠上解

离下来的文库的量也比较多, 所以进行荧光测定时

获得的荧光强度较强。文库亲和力检测结果如图 7

所示。由图 7可知, 随着筛选轮次的增加, 文库的荧

光强度逐渐增强, 即文库的结合力逐渐增加。第 12

轮文库的荧光强度与第 15轮的比, 荧光强度增加不

那么明显, 即亲和力增加不如前面几圈明显, 由此

可见, 至此即可停止筛选, 故此我们一共进行了 15

圈筛选。 

 
 
 

 
 

 
图 7  筛选文库亲和力考察 

Fig. 7  Affinity characterization of screening libraries 
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3.5  亲和力的测定及特异性考察 

将第 15轮的筛选产物送去克隆测序并进行亲和

力测试。表 2是具有亲和力的核酸适配体的序列及相

应的微平衡透析亲和力测试结果。Kd(解离常数)值的

计算参考如下公式(1)和(2):  

 1 r

1

F F

F


f  (1) 

 0
d 0

[A ]
K [A ] 

f
 (2) 

其中, ƒ为 OTA的结合百分比, F1为红色孔的荧光强

度(初始 OTA 的荧光强度), Fr 为白色空的荧光强度

(平衡条件下游离 OTA的荧光强度), [A0]为核酸适配

体的初始浓度。在计算 Kd值的时候, 基于以下假设: 

在进行微平衡透析实验时, 选择核酸适配体的初始

浓度为 20 µmol/L, OTA 的初始浓度为 200 nmol/L, 

结合前后适配体的浓度变化不大。 

为了进一步考察所得核酸适配体的特异性, 我

们选择 Kd 值最小(结合力最强)的 No.6 核酸适配体, 

在 OTB、氮乙酰基苯丙氨酸、华法令存在的情况下, 

考察其对 OTA 的识别能力, 结果如图 8 所示。结果

表明, 荧光基团标记的 No.6核酸适配体在与 OTA修

饰的磁珠孵育后, 用分别含有 OTB、氮乙酰基苯丙氨

酸、华法令的缓冲液洗涤, 已经与 OTA 结合的适配

体并不会与这些竞争性分子作用而解离下来, 由此

证明该核酸适配体的特异性非常高。特别是用含有

OTB 的洗脱液洗涤后, 荧光强度减弱大约 5 个单位, 

由此可见, No.6 核酸适配体与 OTA 的结合力强于

OTB超过 100倍。 

 
 
 

 
 
 

图 8  No. 6核酸适配体识别特异性分析 

Fig. 8  Specificity analysis of No.6 aptamer 

 
 
 

表 2  适配体序列及 Kd 值 
Table 2  Aptamer sequence and Kd 

序号 序列 a Kd(µmol/L)b 

1 GTTTCTGGGGCTTTGGGCTGCTGTGGTTTA 10.2 

2 CGGCTTCGGTCGTTAGCCGCTGTTTGTTAA 0.32 

3 TGGCTTCCTGGTATTGTGGGCTGGGGGAGT 14.3 

4 TTGTGGGTGTGGGTTGATCTTTCTTCTTCT 1.2 

5 TTGGTTTTCCTTGTGGTTGGTGTCGTTGTG 1.5 

6 CCGAGGTGGTCAGTGGTCCTTTGATTGTTG 0.21 

7 TTTCCGTTGTTTTTGTTGTGTTCGAGTTTG 2.9 

8 CTCTCGTTGTCGGTTTTTTACCTGTTTTTG 0.57 

9 GTGGTGTCTTCTTTTTGTTCGTTTGCTACG 2.3 

10 CCCGTCGGTTCGTCAGTTTTTTTGCTTTTC 3.2 

注: a: 两端引物序列省略; b：Kd值测定依据微平衡透析实验, 取 2次平行实验结果的平均值。核酸适配体的初始浓度为 20 µmol/L, OTA

的初始浓度为 200 nmol/L。 
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4  结  论 

本文通过体外 SELEX筛选获得了赭曲霉毒素 A

的特异性核酸适配体, 该适配体具有纳摩尔级解离

常数, 并且选择性很好, 不与赭曲霉毒素A结构相似

性化合物如 N-乙酰苯丙氨酸或华法令结合。该适配

体与赭曲霉毒素 B 的结合力是其与赭曲霉毒素 A 结

合力的百分之一。由此可见, 可以考虑在农产品质量

安全领域利用该核酸适配体替代传统抗体开发并用

于真菌毒素快速检测的生物传感器; 或者研制制备

固相亲和柱并于其他已有的高精密仪器如液质、气质

联用仪等相结合, 开展真菌毒素的高精准确证检测。 
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