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基于适配体结合滚环扩增技术的喹乙醇代谢物残留
检测方法的建立

韩龙宇，毛喜颖，张弘雨，石 明*，栗 坤*

（燕山大学  环境与化学工程学院，河北省 秦皇岛 066000）
摘 要：喹乙醇是一种广泛用于饲料添加剂的抗菌药物，其代谢物 3-甲基喹噁啉-2-羧酸（MQCA）具有潜

在的遗传毒性和致癌性。该研究基于前期筛选获得的高特异性MQCA核酸适配体（Apt-S2），构建了一种基

于滚环扩增（RCA）技术的适配体传感器，用于猪肝脏中MQCA的定量检测。MQCA与磁珠表面固定的适配

体的竞争性结合，导致互补链引物释放，从而触发后续的RCA反应，产生大量DNA产物，其荧光信号强度

与MQCA浓度正相关。通过对T4 DNA连接酶用量、环化时间、Phi29 DNA聚合酶用量及 dNTP添加量等关键

参数进行系统优化，建立了稳定的检测体系。结果表明，该方法在 0. 1 μmol/L~1 mmol/L MQCA浓度范围内，

荧光信号强度与MQCA浓度对数值（lgc）呈现良好线性关系（r² = 0. 974 5），检出限（LOD）为 100 nmol/L。
该研究构建的RCA检测方法具有操作简便、成本较低、无需复杂仪器的优点，为MQCA现场筛查提供了一种

有潜力的新方法。
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Abstract：Olaquindox is an antimicrobial agent widely used as a feed additive.  Its primary metabo⁃
lite， 3-methylquinoxaline-2-carboxylic acid （MQCA）， exhibits potential genotoxicity and carci⁃
nogenicity， necessitating the development of rapid， cost-effective methods for detecting MQCA.  In 
this study， we constructed a novel rolling circle amplification （RCA） -based aptasensor for quanti⁃
tatively detecting MQCA in porcine liver using our previously selected DNA aptamer （Apt-S2）  as a 
highly specific recognition element.  The sensor operates via a competitive displacement mechanism： 
specifically binding MQCA to the aptamer （immobilized on magnetic beads）  releases the comple⁃
mentary DNA primer （cDNA）， which subsequently initiates the RCA reaction to generate massive 
single-stranded DNA amplicons.  The resulting fluorescence intensity is positively correlated with the 
MQCA concentration.  The key experimental parameters， including the volume of T4 DNA ligase， 
ligation time， dosage of Phi29 DNA polymerase， and volume of dNTP mix， were optimized to es⁃
tablish a robust detection platform.  Under optimal conditions， a strong linear relationship was ob⁃
served between the fluorescence intensity and logarithm of the MQCA concentration （lgc）  over the 
range of 0. 1–1 mmol/L， with a correlation coefficient （r²）  of 0. 9745.  The limit of detection was 
calculated as 100 nmol/L.  This RCA-based technique has the benefits of operational simplicity， low 
cost， and instrument-free operation， thus offering a promising alternative for the on-site screening 
of MQCA residues in food safety monitoring.
Key words：olaquindox metabolite （MQCA）；nucleic acid aptamer； rolling circle amplification 
（RCA）；residue detection
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（MQCA）具有潜在的遗传毒性和致癌性［1-3］。为确保动物源性食品安全，中国及欧盟等国家和地区已

对动物组织中MQCA最大残留限量（MRL）做出严格规定。因此，发展针对MQCA高效检测技术对保

障公共健康与加强市场监管具有重要意义。

目前， MQCA 主流检测方法包括液相色谱 - 质谱联用 （LC-MS）［4-6］ 和酶联免疫吸附测定

（ELISA）［7-9］。虽然 LC-MS法灵敏度高、特异性好［10］，但存在仪器昂贵、操作复杂、且需专业技术人

员及前处理繁琐等局限，难以满足现场快速筛查需求。而 ELISA 检测虽较简便，但其核心识别元

件——抗体，制备成本高、批次差异大，且稳定性易受环境影响［11］，因此寻找一种新型检测方法十分

必要。

核酸适配体是通过体外筛选技术（SELEX）获得的一类能高亲和力、高特异性结合靶标分子的单

链DNA或RNA［12］。相较于抗体，适配体具有易于化学合成、成本可控、稳定性好、便于修饰等独特

优势，已成为构建新型生物传感器的理想识别元件［13］。近期，本课题组通过Capture-SELEX技术成功

筛选出对 MQCA 具有高亲和力（Kd = 25. 63 nmol/L）与良好特异性的截短适配体 Apt-S2［14］，为建立新

型检测方法奠定了基础。

RCA （滚环扩增）是一种高效的等温核酸扩增技术［15］。利用环状 DNA 模板和具有链置换活性的

DNA聚合酶，以引物为起点，沿环状模板进行持续复制，可在短时间内产生数百至数千个重复单元组

成的超长单链DNA产物［16］。该技术具有扩增效率高、操作简便、无需精密温控设备等优点，常被用于

构建高灵敏度生物传感器［17］。

基于此，本研究将筛选获得的MQCA特异性适配体Apt-S2与RCA信号放大技术结合，利用适配体

与靶标MQCA结合后发生的构象变化，调控RCA反应引物释放，将靶标浓度信号转化为可被指数级放

大荧光信号。本研究系统优化了RCA反应关键参数，评估了所构建方法的检测性能。该方法不依赖大

型仪器，有望发展为一种适用于现场、低成本、快速检测MQCA残留的新技术。

1 实验部分 
1. 1　材料与仪器　

MQCA、喹喔啉-2-羧基（QCA）、喹乙醇标准品（上海源叶生物科技有限公司）；羧基磁性微球

（课题室自制）；适配体、引物及生物素修饰的引物（上海生工生物工程有限公司）；链霉亲和素（北京

索莱宝科技有限公司）；Gelgreen、50bp DNA maker、DNA loading buffer （北京兰杰柯科技有限公司）；

Phi29 DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、辣根过氧化物酶标记链霉亲和素 （上海碧云天生物技术有限

公司）。

磁力架（佛山市勒力磁电设备有限公司）；凝胶成像系统（上海申生科技有限公司）；多功能酶标

仪（美国Molecular Devices有限公司）；旋转摇床T415220（上海拜普实业发展有限公司）等。

实验所需具体序列见表1。

1. 2　RCA检测条件优化　
1. 2. 1　T4 DNA连接酶最佳添加量的确定　为获得稳定、高效的锁式探针滚环扩增反应体系，提升荧

光检测灵敏度，本实验采用单变量控制策略，以荧光相对强度（RFU）为评价指标，分别考察T4 DNA
连接酶用量、探针环化时间、Phi29 DNA聚合酶添加量及dNTP用量对扩增效果的影响。

1. 2. 2　T4 DNA连接酶用量优化　在含 10 μL 1 μmol/L锁式探针、10 μL 1 μmol/L扩增引物、10 μL T4
连接酶缓冲液的反应体系中，分别加入 0. 1、0. 2、0. 3、0. 4、0. 5 μL T4 DNA连接酶。25 ℃恒温孵育

1. 5 h完成探针环化，65 ℃热处理10 min灭活连接酶终止反应。

取 15 μL环化产物为模板，加入 2 μL Phi29 DNA 聚合酶缓冲液、1 μL 10 mmol/L dNTP 混合液和 1 

表1　RCA用DNA序列
Table 1　DNA sequences used for rolling circle amplification

Name
环状模板

适配体 Apt-S2
互补 cDNA

Sequence （5’to 3’）

ATGCTTTTTTTATATATCGTGTATATGTGTGTGTTGCAGT
TAGCAGTATGCTT
AAAAGCATACTG
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μL 10 U/μL Phi29 DNA聚合酶，混匀后于30 ℃等温扩增1 h，65 ℃热处理10 min终止扩增。

取 10 μL扩增产物，经 200 μL超纯水稀释后加入 5 μL荧光染料，室温避光孵育 30 min，测定各组

体系RFU值。

1. 2. 3　探针环化时间优化　固定环化反应体系：10 μL 1 μmol/L锁式探针、10 μL 1 μmol/L引物、10 
μL T4连接酶缓冲液、0. 3 μL T4 DNA连接酶。25 ℃条件下分别孵育 15、30、45、60、75、90 min，反

应结束后65 ℃灭活10 min。
取各组环化产物 15 μL，加入 2 μL Phi29 DNA 聚合酶缓冲液、1 μL 10 mmol/L dNTP 及 1 μL 10 U/

μL Phi29 DNA聚合酶，30 ℃扩增 1 h，65 ℃灭活 10 min。扩增产物经稀释、荧光染色避光孵育后，测

定体系RFU值。

1. 2. 4　Phi29 DNA聚合酶用量优化　采用最优环化条件制备模板：锁式探针与引物经T4连接酶体系

于 25 ℃孵育 1. 5 h，65 ℃灭活 10 min。取 15 μL环化产物，依次加入 2 μL Phi29缓冲液、1 μL 10 mmol/
L dNTP，分别添加 0. 2、0. 3、0. 4、0. 5、0. 6、0. 7 μL Phi29 DNA聚合酶。30 ℃等温扩增 1 h，65 ℃灭

活10 min终止反应。

收集各组扩增产物，经超纯水稀释、荧光染料避光染色处理后，检测 RFU荧光信号，确定 Phi29 
DNA聚合酶最佳用量。

1. 2. 5　dNTP用量优化　在最优探针环化体系及反应条件下制备环化模板，取 15 μL环化产物，加入

2 μL Phi29 DNA 聚合酶缓冲液，分别添加 0. 2、0. 3、0. 4、0. 5、0. 6、0. 7 μL 10 mmol/L dNTP 溶液，

体系中加入 1 μL 10 U/μL Phi29 DNA 聚合酶混匀。30 ℃恒温扩增 1 h，65 ℃热处理 10 min 终止扩增反

应。扩增产物经稀释、避光染色处理后，测定各组RFU值，优化dNTP的最佳添加量。

1. 3　RCA检测方法性能研究　
采用 EDC/NHS 活化 25～80 μm 磁珠：悬浮液 150 μL 磁珠经 2-吗啉乙磺酸（MES）洗涤后，分别

加入 500 μL EDC、NHS 溶液室温孵育 30 min；MES 洗涤除去残余活化试剂，再加入链霉亲和素溶液

37 ℃孵育 30 min实现共价固定，缓冲液洗涤后得到链霉亲和素修饰磁珠。

等摩尔适配体与互补 DNA 混匀，梯度退火形成双链复合物，依靠生物素-链霉亲和素作用固载于

磁珠表面。加入梯度浓度MQCA室温振荡孵育 3 h，靶标竞争置换释放游离互补链，收集上清备用。

取 10 μL上清参与环化反应，体系含引物、锁式探针、T4连接酶与对应缓冲液，25 ℃孵育 90 min，
65 ℃加热10 min灭活连接酶终止环化。

以 15μL 环化产物为模板构建RCA体系，30 ℃等温扩增 1 h，65 ℃灭活聚合酶。扩增产物稀释后加

入荧光染料避光孵育，通过荧光仪检测相对荧光强度实现MQCA定量。

1. 4　加标回收实验　
新鲜猪肝样品购自本地商超，实验前充分匀浆备用。准确称取（1. 00±0. 01）  g猪肝匀浆样品置于

10 mL离心管中，加入 5 mL乙腈-水混合提取液（体积比 9：1），超声萃取 10 min后，于 4 000 r/min条

件下离心 10 min。离心后体系分层清晰，上层为乙腈-水有机相、中层为蛋白凝胶层、下层为组织残

渣，收集上层有机相溶液。将所得上清液经旋转蒸发浓缩至体积为 1 mL，再采用超纯水定容稀释至 5 
mL，得到猪肝样品提取液，置于4 ℃冰箱冷藏保存、备用。

为验证本方法对实际样品中MQCA的检测适用性与准确性，向上述猪肝提取液中分别添加不同浓

度的MQCA标准溶液，采用本文建立的磁珠适配体-滚环扩增荧光检测方法对样品中MQCA含量进行测

定。依据检测结果计算样品加标回收率，计算公式为：加标回收率=（样品检测值−样品本底值） /标准

品添加量×100%，以此评价本方法在复杂生物基质样品中的实际检测效能。

1. 5　数据处理　
为保证数据可靠性，所有实验均在相同条件下进行 3 次平行测定，结果以平均值±标准偏差

（mean ± SD）表示。数据处理采用Excel 2024和 SPSS 19. 0进行统计分析，并使用Origin 2024进行图表

绘制。
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2 结果与讨论 
2. 1　RCA检测方法原理　

本方法的检测机理如图 1所示，首先将生物素化的 MQCA 适配体与互补 cDNA 链（同时作为 RCA
引物）杂交，通过生物素-链霉亲和素系统将复合物固定于磁珠表面。在不存在靶标 MQCA时，适配

体-引物复合物结构稳定，cDNA引物受空间位阻效应限制，无法游离启动扩增反应，背景信号极低。

当样品中存在MQCA时，适配体因对其具有更高的亲和力而发生特异性识别，引发构象改变并从磁珠

表面解离，从而释放出游离的 cDNA引物进入溶液。在T4 DNA连接酶催化下，游离 cDNA引物与环状

RCA模板共价连接形成闭合环状结构。在 dNTPs存在条件下，Phi29 DNA聚合酶以环状模板为起点进

行等温扩增，将单个环状模板延伸为包含数百至数千个重复单元的长单链 DNA 产物。加入荧光染料

SYBR Green I，其与单链DNA特异性结合产生荧光信号。由于信号强度取决于触发RCA反应的引物数

量，体系输出的荧光强度与样品中MQCA浓度呈正相关，从而实现对靶标的定量检测。

2. 2　基础RCA体系的构建　
为保障RCA检测体系稳定可靠，本研究采用琼脂糖凝胶电泳完成体系可行性验证。互补链长度直

接影响其与锁式探针的杂交及环化效率，因此对比了 8、10 bp 两种互补链：热力学结果显示 8 bp互补

链杂交稳定性差，难以完成探针环化；10 bp互补链可与锁式探针稳定配对，顺利介导 T4 DNA连接酶

成环（图 2A），故选择 10 bp互补链作为RCA引物。该序列既能在MQCA与适配体特异性结合后释放引

物，又可与环状模板高效配对，兼顾置换效率与扩增性能。体系特异性电泳结果（图 2B）表明：仅同

时存在环状模板与互补引物时，才出现高分子量 RCA 扩增条带；仅有模板或仅有引物的对照组无扩增

产物，无引物二聚体、模板自连等非特异性反应，充分验证了本RCA体系设计可为后续靶标检测与参

数优化提供支撑。

2. 3　引物浓度对RCA反应效率的影响　
本研究结合琼脂糖凝胶电泳与荧光定量检测，验证 “靶标竞争释放 cDNA并启动RCA扩增” 的剂

量响应可行性（图 3）。电泳结果（图 3A）表明，cDNA 浓度 15~62 nmol/L 时引物不足，RCA 扩增微

弱；浓度升至 125~500 nmol/L后高分子量扩增条带显著增强，证明 cDNA是启动RCA的关键限速因子。

荧光定量结果（图 3B）显示：15. 625~125 nmol/L 区间荧光信号平缓，对应低靶标产生低背景；125~
500 nmol/L区间荧光随 cDNA浓度快速上升，可区分不同MQCA竞争释放的 cDNA水平。“低浓度 cDNA
无扩增（低背景）”与“中高浓度 cDNA强响应（高灵敏度）”的检测窗口，既有效抑制了非特异性

背景干扰，又为后续建立宽范围定量标准曲线提供了关键的理论依据。

2. 4　T4 DNA连接酶量优化结果　
T4 DNA连接酶介导锁式探针环化，酶添加量显著影响环化效率与体系背景。本研究设置 0. 1~0. 5 

图1　RCA检测方法原理图
Fig.  1　Schematic of the detection principle based on rolling circle amplification
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μL的酶用量梯度，探究其对RCA扩增性能的作用（图 4）。结果表明，酶用量 0. 3 μL时扩增条带最亮、

荧光信号达到最大值；进一步提高酶量后扩增信号轻微衰减。分析认为，0. 3 μL即可实现探针充分环

化，过量连接酶易与核酸发生非特异性结合，抑制 Phi29 聚合酶链延伸。综合扩增性能与实验成本，

选择0. 3 μL作为T4 DNA连接酶最优用量。

2. 5　环化时间优化结果　
环化孵育时长直接影响锁式探针成环效率与RCA扩增信号。本研究设置 15~90 min梯度孵育时间，

考察其对扩增产物的影响（图 5）。荧光结果显示 15 min 时信号峰值最高，推测此时连接酶催化活性

 图2 8bp和10bp互补链与模板链的互补结果（A）；基础体系验证电泳结果（B）
Fig.  2　Complementarity verification between 8bp/ 10bp complementary strands and the padlock probe/ template strand （A）； 

electrophoresis for validating the basic RCA system （B）

图3　不同引物浓度RCA反应的电泳结果图（A）；不同引物浓度RCA反应荧光结果图（B）
Fig.  3　Electrophoresis results （A）  and fluorescence results （B）  of RCA reactions with different primer concentrations

图4　T4 DNA连接酶添加量优化
Fig.  4　Optimization of T4 DNA ligase volume
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强，短时间内即可生成足量环状模板；随着孵育时间延长，荧光信号逐步降低，可能是长时间恒温造

成环状模板降解或后续 Phi29聚合酶活性受损。综合电泳图谱分析，15 min时荧光最优但易受温度不

均、批次差异干扰；30 min时扩增条带明亮且稳定性更好。为兼顾检测灵敏度与体系重复性，最终选

取30 min为最优环化时间，以保障复杂基质样品检测时环化效率稳定。

2. 6　Phi29 DNA聚合酶量优化结果　
Phi29 DNA聚合酶具有强链置换活性与高保真特性，是RCA反应的核心催化酶，其用量直接影响

扩增产物产量与片段长度。其用量优化结果显示，酶用量 0. 5 μL时扩增条带亮度最高、弥散区间宽，

荧光信号达到平台；低于 0. 5 μL会造成扩增不完全，条带微弱；超过 0. 5 μL信号无明显提升，过量酶

还易诱发非特异性扩增、抬高背景。综合扩增效率与实验成本，选取 0. 5 μL作为 Phi29 DNA 聚合酶最

优用量。

2. 7　dNTP添加量优化结果　
dNTP是Phi29聚合酶的DNA合成底物，用量直接影响RCA扩增产物产量与片段长度。本研究设置

0. 2~1. 2 μL dNTP梯度进行考察。电泳与荧光结果表明，该区间内无底物抑制效应，扩增产物条带亮

度、荧光信号均随dNTP用量升高持续提升，底物浓度为扩增反应的限速因素。综合检测灵敏度与实验

成本，选用1. 2 μL为最优 dNTP 添加量。

2. 8　RCA检测MQCA的标准曲线的建立　
为评估该方法对目标物MQCA的检测性能，采用 0. 1、1、10、100、1000 μmol/L MQCA标准品验

证本方法的定量检测性能并建立标准曲线。电泳结果显示，高浓度MQCA可诱导产生大量RCA高分子

量扩增条带；随靶标浓度降低，扩增条带逐步减弱，低浓度组别几乎无可见条带，体系响应呈明显浓

度依赖特征。基于荧光信号（Y）与MQCA浓度对数（X）拟合得到标准曲线方程Y = 0. 1414X + 7992，
相关系数（r2=0. 9745），检出限（LOD）为 100 nmol/L。 综上，该RCA体系可在 0. 1~1000 μmol/L范围

内对MQCA实现定量检测，但针对痕量样本的检测灵敏度仍有待提升。

2. 9　RCA特异性验证　
以 MQCA 为目标分析物，选取 QCA、MQCA、替米考星（TIL）、喹乙醇（OLA）以及水（空白对

照）对所构建的RCA传感体系进行特异性考察。结果如图 6所示，仅在MQCA存在时，琼脂糖凝胶电

泳出现明亮的高分子量扩增条带，同时荧光信号显著升高；而其他干扰物与空白对照组均未产生明显

扩增条带，荧光信号维持在低水平。表明该传感体系对MQCA具有高度的识别特异性，可有效区分目

标物与结构类似物及共存干扰物质，为复杂基质中MQCA的选择性检测提供了可靠保障。

2. 10　加标回收实验　
采用本方法与商品化 MQCA ELISA 试剂盒同步检测加标猪肝样品，对比二者的实际检测性能（表

2）。在 18. 8、94. 1、941 μg/kg三个加标水平下，本方法回收率为 92. 4%~98. 7%，ELISA试剂盒回收率

为 95. 7%~111%；低浓度组ELISA存在明显正偏差，本方法回收率更贴近理论加标量。两种方法的相对

图5　环化时间优化
Fig.  5　Optimization of the circularization time
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标准偏差（RSD）均低于 15%，重复性满足检测要求；低浓度下本方法精密度略优于ELISA，中浓度下

ELISA重复性更佳，高浓度二者无明显差异。 总体而言，本方法无需抗体、操作简便且成本更低，检

测准确度与精密度和ELISA试剂盒相近，具备实际样品检测应用价值。

3 结 论 
本研究成功构建了一种适配体识别与RCA信号放大技术相结合的MQCA检测方法。在最优实验条

件下，该方法在 0. 1 μmol/L~1 mmol/L浓度范围内，荧光信号强度与MQCA浓度的对数值呈现良好的线

性关系（r² = 0. 974 5），检出限达 100 nmol/L。本方法无需昂贵的精密仪器与复杂的样品前处理，仅需

恒温孵育即可完成检测，显著降低了检测成本与操作门槛。与传统的免疫分析法相比，该体系采用化

学合成的核酸适配体替代抗体，不仅规避了抗体制备周期长、批次差异大及稳定性差等问题，还结合

了RCA技术强大的原位信号放大能力，展现出优异的特异性识别性能。尽管该方法在MQCA残留筛查

中显示出巨大潜力，但目前 100 nmol/L的灵敏度尚无法满足复杂生物基质中超痕量残留的检测法规要

求。未来的研究将致力于通过引入二级信号放大策略进一步提升检测灵敏度，并重点开展实际样品的

加标回收与基质效应消除研究，以推动该适配体-RCA传感器从实验室验证走向实际的现场快速检测

应用。
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