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(57)摘要

本发明公开了一组特异性识别精胺的寡核

苷酸适配体，获得的适配体能够通过无标记或者

标记各种功能基团的方法进行精胺的快速检测，

无需对靶标精胺进行化学衍生化，操作简单，从

而实现更灵敏地检测出环境中、食品中存在的精

胺。
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1.一组特异性识别精胺的寡核苷酸适配体，其特征在于：包括适配体APJ-4和/或APJ-

6，所述APJ-4的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1所示，所述APJ-6的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：2所

示。

2.如权利要求1所述特异性识别精胺的寡核苷酸适配体，其特征在于：所述适配体的5’

端和/或3’端进行碱基延长和/或剪切。

3.如权利要求1或2所述特异性识别精胺的寡核苷酸适配体，其特征在于：所述适配体

的5’端和/或3’端标记FAM、巯基基团、FITC、生物素的一种或多种。

4.权利要求1或2所述特异性识别精胺的寡核苷酸适配体的应用，其特征在于：用于精

胺的分析检测。

5.权利要求2所述特异性识别精胺的寡核苷酸适配体的应用，其特征在于：用于小分子

精胺的分析检测。
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一组特异性识别精胺的寡核苷酸适配体

技术领域

[0001] 本发明属于食品安全生物技术领域，具体涉及一组特异性识别精胺的寡核苷酸适

配体。

背景技术

[0002] 精胺是含有两个氨基和两个亚氨基的多胺。它由生物体中的多种酶通过腐胺(丁

二胺)和S-腺苷甲硫氨酸产生。适量的精胺是生物活性细胞必不可少的成分之一，可以调节

人体的生理活动。然而，当体内积聚达到高水平时会有毒，导致人体中毒。虽然精胺的毒性

不是很强，但它可以抑制组胺和酪胺相关代谢酶的活性，间接增加组胺和酪胺的浓度，引起

人体中毒。此外，大量的精胺具有腐蚀性。因此，研究食品中精胺的含量，控制食品中精胺的

形成有助于提高食品的质量和安全性。目前用于测定食品中生物胺的方法主要包括液相色

谱(LC)，气相色谱(GC)，高效液相色谱(HPLC)和质谱(MS)。尽管能够获得相对准确的实验结

果，但大多数这些技术由于缺乏发色团而需要化学衍生化。而化学衍生化需要专业知识来

操作昂贵的系统，并且耗时的操作程序限制了它们用于临床诊断的用途。

发明内容

[0003] 本部分的目的在于概述本发明的实施例的一些方面以及简要介绍一些较佳实施

例。在本部分以及本申请的说明书摘要和发明名称中可能会做些简化或省略以避免使本部

分、说明书摘要和发明名称的目的模糊，而这种简化或省略不能用于限制本发明的范围。

[0004] 鉴于上述的技术缺陷，提出了本发明。

[0005] 因此，作为本发明其中一个方面，本发明克服现有技术中存在的不足，提供一组特

异性识别精胺的寡核苷酸适配体，其包括，适配体APJ-4和APJ-6，所述APJ-4的核苷酸序列

如SEQ  ID  NO：1所示，所述APJ-6的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：2所示。

[0006] 作为本发明所述特异性识别精胺的寡核苷酸适配体的优选方案，其中：所述适配

体的5’端和/或3’端进行碱基延长和/或剪切。

[0007] 作为本发明所述特异性识别精胺的寡核苷酸适配体的优选方案，其中：所述适配

体的5’端和/或3’端标记FAM、巯基基团、FITC、生物素的一种或多种。

[0008] 作为本发明另一个方面，本发明提供一组特异性识别精胺的寡核苷酸适配体的应

用，其特征在于：用于精胺的分析检测。

[0009] 作为本发明另一个方面，本发明提供一组特异性识别精胺的寡核苷酸适配体的应

用，其特征在于：用于小分子精胺的分析检测。

[0010] 本发明的有益效果：

[0011] (1)本发明筛选出能特异性识别精胺的寡核苷酸适配体，该组序列的亲和力和特

异性均较强，且可在体外筛选，筛选周期短，合成方便，易标记，性质稳定，可长期保存使用。

[0012] (2)该组序列可通过无标记或者标记各种功能基团的方法进行快速检测，操作简

单且无需对靶标精胺进行化学衍生化，从而能够更灵敏地检测出环境中、食品中存在的精
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胺。

附图说明

[0013] 为了更清楚地说明本发明实施例的技术方案，下面将对实施例描述中所需要使用

的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本发明的一些实施例，对于本

领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动性的前提下，还可以根据这些附图获得其它

的附图。其中：

[0014] 图1为本发明筛选精胺核酸适配体的原理图。

[0015] 图2为筛选的2条适配体二级结构图谱，其中图2a为适配体APJ-4二级结构图谱，图

2b为适配体APJ-6二级结构图谱。

[0016] 图3为2条适配体结合精胺的亲和力饱和结合曲线，其中图3a为APJ-4的亲和力饱

和结合曲线，图3b为APJ-6的亲和力饱和结合曲线。

[0017] 图4为适配体APJ-1、APJ-3、APJ-4、APJ-6结合精胺及结构类似物的特异性图。

[0018] 图5为筛选的2条适配体识别精胺的线性检测图，其中图5a为APJ-4的线性检测图，

图5b为APJ-6的线性检测图。

具体实施方式

[0019] 为使本发明的上述目的、特征和优点能够更加明显易懂，下面结合具体实施例对

本发明的具体实施方式做详细的说明。

[0020] 在下面的描述中阐述了很多具体细节以便于充分理解本发明，但是本发明还可以

采用其他不同于在此描述的其它方式来实施，本领域技术人员可以在不违背本发明内涵的

情况下做类似推广，因此本发明不受下面公开的具体实施例的限制。

[0021] 其次，此处所称的“一个实施例”或“实施例”是指可包含于本发明至少一个实现方

式中的特定特征、结构或特性。在本说明书中不同地方出现的“在一个实施例中”并非均指

同一个实施例，也不是单独的或选择性的与其他实施例互相排斥的实施例。

[0022] 合成随机单链DNA文库和引物

[0023] 随机ssDNA文库(由美国工Integrated  DNA  Technologies公司完成)：

[0024] 5’-AGCAGCACAGAGGTCAGATG-N40-CCTATGCGTGCTACCGTGAA-3’

[0025] 上游引物P1：5’-AGCAGCACAGAGGTCAGATG-3’

[0026] 5’磷酸化下游引物P2：5’-P-TTCACGGTAGCACGCATAGG-3’

[0027] 5’生物素化的DNA文库的互补短链Bio-P3：5’-Biotin-CCTCTGTGCTGCT-3’

[0028] 候选适配体的互补短链cDNA：5’-CATCTGACCTCTG-3’

[0029] 5’修饰Fam发光基团，3’修饰BHQ1淬灭基团的RNA探针：5’-Fam-GGUCAGAUG-BHQ1-

3’

[0030] 将随机ssDNA文库和其他序列均用1×TE缓冲液配制成100uM贮存液存于-20℃备

用。

[0031] 适配体的筛选

[0032] 固定随机ssDNA文库

[0033] 为了确保随机ssDNA文库成功地固定在抗生物素蛋白包被的磁珠表面上，设计了
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生物素标记的互补序列(Bio-P3)。首先，将Bio-P3与随机ssDNA文库以1.5：1的摩尔比在结

合缓冲液(Binding  Buffer，BB(50mM  Tris-HCl，5mM  KCl，100mM  NaCl，1mM  MgCl2，pH 

7.4))中混合，然后将混合物在95℃加热10min，随后在37℃温育2h并轻轻摇动。然后将适量

的亲和素包被的磁珠加入上述杂交文库溶液中，并在37℃，130rpm温育2h以固定化。将洗涤

的固定化文库重悬于BB中以与靶标孵育。

[0034] 基于capture-SELEX的体外选择

[0035] 对于第一轮capture-SELEX，将0.1mM精胺与1nmol固定的ssDNA文库在1mL  BB中于

37℃、130rpm条件下孵育2小时。然后通过磁力分离获得上清液，收集上清液用于PCR扩增。

50μL  PCR扩增由1μL  ssDNA模板、1μL正向引物(5μM)、1μL反向引物(5μM)、0.5μL  TaqDNA聚

合酶(5U/mL)，1μL  dNTP(2.5nM)，5μL  10×PCR缓冲液和40.5μL超纯水。PCR反应如下进行：

在94℃变性5min，然后优化循环，在94℃变性30s，在60℃退火30s，在72℃延伸30s，然后在

72℃下延伸2min，冷却至4℃。8％聚丙烯酰胺凝胶电泳用于鉴定PCR产物。用Gelred染色后，

在UV光下拍摄凝胶以确认80bp大小的PCR产物。用PCR纯化试剂盒纯化PCR产物。通过λ外切

核酸酶消化方法产生ssDNA文库。通过NanoDrop  2000分光光度计定量纯化的PCR产物的浓

度，以计算λ核酸外切酶和核酸外切酶反应缓冲液的量。消化在37℃下进行40min，在75℃下

进行10min，然后通过8％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行鉴定。用苯酚/氯仿法纯化产生的

ssDNA，并将其溶于1×TE缓冲液中，用于下一轮SELEX选择。

[0036] 为了提高适配体选择的亲和力和特异性，在第4、6、8、10、12、13和14轮中用精胺

(L-精氨酸，尸胺，亚精胺和腐胺)的结构类似物进行反向筛选。将ssDNA文库固定的磁珠与

靶标结构类似物在37℃下在300μL结合缓冲液中孵育，磁珠清洗后再与靶标进行孵育。所有

结构类似物均使用与靶标相同的浓度。

[0037] 克隆和测序

[0038] 经过15轮capture-SELEX选择后，富集与精胺结合的适配体，并由上海生工生物技

术有限公司克隆并测序PCR产物，获得41条适配体序列。使用mfold软件，通过自由能最小化

算法对所得序列的二级结构进行分析(附图2所示)。基于同源性和二级结构分析将其分成8

个家族。从每个家族中选出1条富集多，结构稳定，自由能级较低(△G)的候选适配体共8条

(分别命名为APJ-1，APJ-2，APJ-3，APJ-4，APJ-5，APJ-6，APJ-7和APJ-8)。将候选适配体由苏

州金维智生物科技有限公司合成序列，用于亲和性和特异性分析。

[0039] 候选适配体的亲和力验证

[0040] 使用基于敏感适配体的荧光测定来评估适配体候选物对精胺的亲和力。适配体在

95℃下变性10min，并在孵育前在0℃冷却10min。用结合缓冲液将适配体分别稀释至10、25、

50、100、150和200nM的浓度，然后将不同浓度的适配体分别与互补短链(cDNA)混合，并在37

℃下孵育30min。然后加入10μL精胺溶液(100μM)并在37℃下孵育30min。最后，在37℃下加

入50nM  RNA探针和0.1μL  RNase  H(60U/μL)并使其反应20min。所有实验均在100μL的最终

反应体积下进行。使用分别使用480nm和520nm的激发和发射波长将该混合物用于荧光分

析。结合缓冲液用作对照。通过GraphPad  Prism  5.0软件获得相对荧光强度相对于孵育的

适配体浓度的饱和曲线(附图3所示)，并通过非线性回归分析估计Kd值。

[0041] 由结果可知，8条候选适配体中，APJ-4和APJ-6对靶标精胺具有亲和力，其中APJ-4

的解离常数Kd为13.68±2.004nM，APJ-6的解离常数Kd为9.648±0.896nM。
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[0042] 特异性的验证

[0043] 为了验证候选适配体的特异性，使用精胺(L-精氨酸、尸胺、亚精胺和腐胺)的结构

类似物进行比较。通过荧光方法对亲和力验证的结果，对适配体APJ-1，APJ-3，APJ-4和APJ-

6进行特异性分析。将50nM适配体和12.5nM  cDNA混合并在37℃下孵育30min。然后加入10μL

精胺溶液(100μM)或精胺(L-精氨酸、尸胺，亚精胺和腐胺)的结构类似物，并在37℃下孵育

30min。最后，在37℃下加入300nM  RNA探针和0.1μL  RNase  H并使其反应20min。每个实验进

行三次。然后，如上所述测量荧光。结果显示(附图4所示)适配体APJ-1和APJ-3对结构类似

物交叉结合率较高，其中APJ-3对尸胺的交叉结合率达66.67％。APJ-4和APJ-6对精胺具有

高特异性。APJ-4的解离常数为13.68±2.004nM,APJ-6的解离常数为9.648±0.896nM，由于

APJ-6和APJ-4的亲和力强度相当，因此选择适配体APJ-4和APJ-6作为高特异性识别精胺的

适配体进行下一步的检测实验。

[0044] 适配体在精胺测定中的应用

[0045] 为了证明适体APJ-4和APJ-6在精胺定量测定中的潜在用途，基于优化条件下

0.01-150nM的不同浓度精胺的荧光强度构建校准曲线。将50nM适配体和12.5nM互补序列混

合并在37℃下孵育30min。然后加入不同浓度的精胺溶液并在37℃下孵育30min。最后，在37

℃下加入300nM  RNA探针和0.2μL  RNase  H(60U/μL)并使其反应20min。使用480nm和520nm

的激发和发射波长将该混合物用于荧光分析。结合缓冲液用作对照。通过Synergy  H1多检

测酶标仪记录荧光强度。结果显示(附图5所示)，对于适配体APJ-4，相对荧光强度与精胺浓

度呈现良好的线性关系(R2＝0.9944)，线性方程为y＝3001 .96+606 .56×x，线性范围为

0.01-40nM，检测限(LOD)为0.025nM；对于适配体APJ-6，相对荧光强度与精胺浓度呈现良好

的线性关系(R2＝0.9875)，线性方程为y＝2373.68+631.54×x，线性范围为0.1-20nM，检测

限(LOD)为0.052nM。检测限由方程式LOD＝3SD/斜率估算，其中SD表示空白样品的标准偏

差，斜率从校准曲线获得。

[0046] 应说明的是，以上实施例仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管参照较佳

实施例对本发明进行了详细说明，本领域的普通技术人员应当理解，可以对本发明的技术

方案进行修改或者等同替换，而不脱离本发明技术方案的精神和范围，其均应涵盖在本发

明的权利要求范围当中。
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序列表

<110> 江南大学

<120> 一组特异性识别精胺的寡核苷酸适配体

<160>  2

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  80

<212>  DNA/RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  1

agcagcacag  aggtcagatg  atccatcatt  accttaaact  tcatgtttac  agagggtccc  60

cctatgcgtg  ctaccgtgaa  80

<210>  2

<211>  80

<212>  DNA/RNA

<213> 人工序列(Artificial  Sequence)

<400>  2

agcagcacag  aggtcagatg  tatgaacgat  ttactcgtac  agacgacact  tatcatttgc  60

cctatgcgtg  ctaccgtgaa  80
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图2a
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图2b

图3a
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图3b

图4
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图5a

图5b
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