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适配体夹心免疫传感器在生物检测中的应用
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摘要： 适配体夹心免疫传感器是一种基于适配体高特异性识别与免疫分析高灵敏度的新型检测技术。由于

兼具选择性强与检测限低的优点，该技术已在生物检测中展现出广泛的应用前景。本文综述了适配体夹心免

疫传感技术，涵盖了从适配体筛选、夹心结构构建到纳米信号放大传感方式的核心策略，总结了其在检测小分

子、蛋白质及病原微生物等生物靶标方面的应用进展，并深入探讨了当前挑战与未来发展方向。

关 键 词： 适配体； 纳米材料； 夹心免疫传感器； 生物检测

中图分类号： O482. 31   文献标识码： A                 
DOI： 10. 37188/CJL. 20250298          CSTR： 32170. 14. CJL. 20250298  

Application of Aptamer-based Sandwich Immunosensors in Bioanalysis

LIU Meiqing1，2*， ZHANG Yun1，2*

（1. State Key Laboratory of Structural Chemistry， Fujian Institute of Research on the Structure of Matter， 

Chinese Academy of Sciences， Fuzhou 350002， China；

2. Xiamen Key Laboratory of Rare Earth Photoelectric Functional Materials， 

Xiamen Institute of Rare Earth Materials， Xiamen 361021， China）

* Corresponding Authors， E-mail： liumq@fjirsm. ac. cn； zhangy@fjirsm. ac. cn

Abstract： Aptamer-based sandwich immunosensors are an emerging analytical platform that combines the high 
specificity recognition of aptamers with the high sensitivity of immunoassays.  Due to their advantages of excellent 
selectivity and low detection limits， these biosensors hold great potential for use in bioanalytical applications.  This 
review outlines the key strategies underlying such biosensors， including aptamer selection， sandwich structure con‑
struction， and nanomaterial-enhanced signal amplification， and surveys recent advances in their bioanalytical appli‑
cation for the detection of small molecules， proteins， and pathogenic microorganisms.  Current challenges and prom‑
ising future directions for the field are also discussed.

Keywords： aptamer； nanomaterials； sandwich immunosensor； bioanalysis

1　引  言

随着生物检测对灵敏度、特异性及检测效率

的要求不断提高，传统基于抗体的免疫分析方法

在成本、稳定性和批次一致性等方面的局限，面临

显著挑战 [1-4]。为突破这些瓶颈，适配体，一种通过

指数富集配体系统进化（Systematic evolution of li‑

gands by exponential enrichment，SELEX）技术筛选

获得的单链寡核苷酸分子（DNA 或 RNA），长度通

常为 20~60 个碱基，凭借其高特异性结合能力、优

异稳定性、易于修饰及可控合成等优势，成为构建

新一代生物传感器的理想识别元件 [5-8]。基于此，

适配体夹心免疫传感器应运而生。该技术通过构

建“适配体 -靶标 -抗体”或“适配体 -靶标 -适配体”
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等夹心结构，巧妙融合了适配体的高特异性与免

疫分析的高响应性，在分子识别层面实现双重验

证，从而显著提升了检测的可靠性和准确度 [9-12]。

近年来，通过进一步引入具有大比表面积、优异催

化活性及独特光电性质的纳米材料，该传感器的

信号得以有效放大，检测灵敏度大幅提升，使其即

使在复杂生物基质中也能实现高灵敏、高特异性

的目标物分析 [13-19]。

本文综述了适配体夹心免疫传感器的设计原

理、关键组件、信号传导机制及其在生物检测中的

最新应用，并对该领域的技术挑战与未来方向进

行展望，旨在为相关研究提供参考。

2　适 配 体 夹 心 免 疫 传 感 器 的 构 建

策略

适配体夹心免疫传感器的高性能源于其核心

组件间的精密协同与信号传导策略的设计。本节

将阐述其构建原理，主要包括适配体的筛选与优

化、夹心结构的构建类型，以及基于纳米材料的信

号传导策略。

2. 1　适配体的筛选与优化

适配体的筛选与优化是构建高性能适配体夹

心免疫传感器的关键基础。作为核心识别元件，

其性能直接决定了检测系统的灵敏度和特异性。

目前，适配体主要通过 SELEX 技术进行筛选 [20-24]。

SELEX 技术是一种基于体外合成与筛选的迭代

循环过程，其常规流程包括：构建随机寡核苷酸文

库、与靶标分子孵育结合、分离未结合序列、洗脱

和扩增靶标结合序列，并通过多轮循环（通常为

6~15 轮）逐步富集出具有高亲和力与高特异性的

序列。最终，通过对富集产物进行测序、结构解析

与功能验证，可确定候选适配体（图 1）[25-26]。

为提升适配体的实际应用性能，现已形成一

套贯穿其发现、改造与功能化全流程的协同优化

策略体系，该体系主要包括以下三个方面 :（1）筛

选源头的 SELEX 优化。通过设计结构化的初始

文库、引入化学修饰的核苷酸库以提升序列质量，

并结合自动化微流控平台、细胞筛选与在体筛选

等新方法，显著提高了筛选效率与候选适配体的

生理相关性 [27-28]。值得关注的是，Luo 等在 Science

上报道了一种名为单细胞扰动驱动的适配体识别

与动力学测序（Single-cell perturbation-driven ap‑
tamer recognition and kinetics sequencing, SPARK-

seq）的高通量适配体发现平台 [29]。该平台融合单

细胞 mRNA 测序、适配体测序及 CRISPR 介导的

表面蛋白扰动技术，建立了可在单次实验中原位、

高通量表征数千种适配体 -蛋白相互作用并解析

其动力学的新方法，显著提升了适配体发现的效

率与精度。  （2）筛选后的分子结构工程。在获得

候选序列后，可通过分子结构工程进一步提升其

性能。常见策略包括：对适配体序列进行截短以

鉴定核心结合域；构建多价或环化形式以增强功

能；开发基于 D-型核苷酸的“镜像体”等。这些改

造旨在优化适配体的结合性能、稳定性与生物功

能，扩展其应用场景 [30-32]。  （3）分子层面的化学修

饰与扩展。在分子层面进行系统性化学修饰是提

升适配体稳定性和药代动力学性质的关键。常见

方法包括对碱基、核糖-磷酸骨架及末端进行化学

改造，并可进一步引入人工碱基对，突破天然化学

限制，从而显著扩展适配体的结构多样性与功能

潜力 [33-34]。

上述策略相互协同，可系统性地克服天然适

配体在稳定性、特异性和亲和力方面的局限性，为

适配体在生物传感领域的实际应用奠定了坚实

基础。

2. 2　夹心结构的构建类型

夹心免疫传感技术通过两种识别元件与目标

物进行高特异性结合，共同构成稳定的“夹心式”

识别复合物。该结构不仅能够有效放大检测信

号、提高识别特异性，还能显著提升整体分析过程

的信噪比与测定准确性。常用识别元件包括适配

体、抗体和分子印迹聚合物（Molecularly imprinted 

图 1　SELEX 技术筛选适配体的基本流程示意图［26］

Fig.1　Schematic overview of the aptamer selection using the 
SELEX technique［26］
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polymer，MIP）等。根据识别元件组合的不同，适

配体夹心结构主要可分为“适配体 -靶标 -适配

体”、“适配体-靶标-抗体”和“适配体-靶标-分子印

迹聚合物”等类型（图 2），各类型在灵敏度、稳定

性和适用场景上具有不同特点，可根据检测需求

灵活选用。

其中，适配体-抗体混合型夹心结构是一种应

用广泛的检测策略，其核心优势在于融合了适配

体与抗体在理化性质与功能上的互补特性 [35-37]。

适配体易于化学合成、序列可编程、修饰灵活且化

学稳定性高，适合构建稳定、均一、结构可控的生

物传感界面。抗体则依托天然免疫系统或体外优

化的成熟识别机制，具有高亲和力与高特异性，保

障了对靶标的精准捕获。这种协同设计不仅提升

了检测系统在复杂基质中的稳健性，还可通过适

配体介导的抗体定向固定等界面工程技术，有效

降低空间位阻与非特异性吸附 [38-40]。因此，该策略

在细胞、血清、组织裂解液等复杂生物基质中，可

实现对低丰度小分子、蛋白质及病原体的高特异

性、高灵敏度检测，为疾病诊断和食品安全监测等

领域提供了有力解决方案 [41-42]。

2. 3　基于纳米材料的信号传导策略

纳米材料凭借其特有的表面效应、小尺寸效

应和量子尺寸效应，在光学、电学及催化性能方面

展现出优异特性，已成为实现传感器高灵敏检测

的关键信号转换与放大载体 [43-45]。根据检测信号

类型的不同，常见的信号传导方法主要包括比色

法 [46]、拉曼法 [47]、荧光法 [48]、电化学法 [49]和电化学发

光法 [50]。表 1 对基于不同纳米材料的信号传导策

略及其主要特点进行了归纳。

比色法主要基于贵金属纳米材料（如金纳米

颗粒）的局域表面等离子体共振特性，或具有类过

氧化物酶活性的纳米材料的催化活性，将特异性

的生物识别事件转化为肉眼或仪器可分辨的溶液

颜色变化，通常通过聚集诱导变色或催化显色机

制实现 [46]。该方法设备简单、操作便捷，适用于现

场快速检测。

拉曼法主要基于表面增强拉曼散射（Surface-

enhanced Raman scattering，SERS）技术，通过贵金

属纳米结构（如金、银）对拉曼信号的极大增强效

应，将生物识别事件转化为可供检测的特征“指

纹”光谱 [47]。其具体实现可分为有标记与无标记

两种路径：有标记法需预先构建连接拉曼报告分

子的 SERS 探针，通过夹心结构捕获目标物并读

取探针的强信号；无标记法则直接检测捕获到

SERS 基底“热点”上的目标物自身所产生的固有

拉曼信号。该方法具备单分子水平的超高灵敏

度、可用于精准鉴别的独特分子“指纹”特性，以及

无标记检测的能力，从而在保证高特异性的同时

简化了操作流程。

图 2　适配体夹心结构的类型

Fig.2　Types of aptamer sandwich structures
表 1　基于纳米材料的信号传导策略比较

Tab. 1　Comparison of signal transduction strategies based on nanomaterials
传感策略

比色法

拉曼法

荧光法

电化学法

电化学发光法

纳米材料

金纳米材料  铁纳米材料  
氧化石墨烯

金/银纳米材料  金银核壳材料  
非贵金属材料

碳点  量子点  金属有机框架  
稀土纳米材料

石墨烯  碳纳米管  碳氮化合物  
金属纳米颗粒

量子点  碳纳米材料  
金属纳米团簇  金属有机框架

优势

直观快速、成本低廉、适于现场

灵敏度高、指纹特性、无需标记

分析快速、灵敏度高、

可多标记、可多模式

响应迅速、灵敏度高、

微型便携、适合现场

响应迅速、灵敏度高、

电致发光、易微型化

局限性

灵敏度低、精度有限、定量偏差

基底难制、重现性差、定量复杂

光源受限、背景干扰、

稳定性差、定量偏差

基底依赖、电极损耗、

易受污染、重现性差

体系复杂、波长受限、

易受污染、选择性差
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荧光法主要利用碳点、量子点及稀土纳米颗

粒等荧光材料的光学特性，通过荧光共振能量转

移、聚集诱导发光与时间分辨荧光等机制，将靶标

识别事件转换为荧光信号的“开启”或“关闭”响

应 [48]。该方法具备检测快速、灵敏度高等优势，可

利用不同发射波长的荧光材料实现多目标物同步

分析，并易于与比色、拉曼等技术集成，构建多功

能、高性能的多模态传感平台。

电化学法是一种基于电信号变化的高灵敏分

析技术，其核心在于利用金属纳米颗粒、碳纳米管

及石墨烯等纳米材料构筑高活性传感界面，凭借

其高比表面积、优异导电性及催化活性，显著增强

界面电子转移效率并固定大量生物识别元件。当

靶标分子被特异性识别并结合后，会引发界面的

催化反应或界面阻抗变化，从而将识别事件定量

转化为电流、电位或阻抗等可测的电信号响应 [49]。

该方法响应快速、灵敏度高，易于微型化与集成，

适合用于开发便携式即时检测设备。

电化学发光法（Electrochemiluminescence，ECL）
是一种将电化学激发与化学发光相结合的高灵敏

分析技术，通常以钌联吡啶配合物、量子点、金属

纳米簇等作为发光材料 [50]。其基本原理是通过电

极表面的电化学反应生成激发态物质，当这些激

发态物质返回基态时释放出光信号。该方法实现

了从电学激发到光学信号的有效转换，并可通过

调节电极电位对发光过程进行精确的启动与终止

控制。电化学发光技术具备背景噪声低、灵敏度

高、线性范围宽等突出优点，并具有良好的时空可

控性，易于与微电极阵列、微流控系统等集成，可

构建高通量、重现性好的分析平台，特别适用于生

物标志物的高灵敏检测。

3　适配体夹心免疫传感器在生物检

测中的应用

适配体夹心免疫传感器凭借其高灵敏度、高特

异性及快速响应等优势，在生物医学检测领域展现

出重要应用价值。根据目标物类型，本文系统总结

了适配体夹心免疫传感器在小分子化合物、蛋白质

及病原微生物检测中的研究进展（表 2），并对不同检

测类型的技术优势及存在问题进行了深入分析。

表 2　适配体夹心免疫传感器用于生物检测汇总

Tab. 2　Summary of the aptamer-based sandwich immunosensors for bioanalysis
检测物

皮质醇

四环素

林可霉素

河豚毒素

黄曲霉毒素 B1

赭曲霉毒素 A
成纤维细胞活化蛋白

脑源性 Tau 蛋白

α-防御素

凝血酶

溶菌酶

乳酸脱氢酶

SARS-CoV-2 S 蛋白

SARS-CoV-2 N 蛋白

癌胚抗原

甲型流感病毒

大肠杆菌

伤寒沙门氏菌

金黄色葡萄球菌

李斯特菌

夹心结构类型

适配体-抗体

适配体-适配体

适配体-适配体

适配体-抗体

适配体-MIP
适配体-MIP
适配体-MIP
适配体-MIP
适配体-适配体

适配体-抗体

适配体-适配体

适配体-抗体

适配体-多肽

适配体-适配体

适配体-适配体

适配体-适配体

适配体-抗体

适配体-MIP
适配体-苯硼酸

适配体-MIP
适配体-适配体

适配体-抗体

适配体-抗体

适配体-MIP
适配体-MIP
适配体-氨苄西林

适配体-适配体

适配体-适配体

传感方法

电化学

电化学发光

电化学发光

比色

荧光

比色

比色

比色

SERS
SERS
荧光

荧光

荧光

比色

比色

SERS
比色

电化学

电化学

荧光

荧光

比色

比色

电化学

电化学

荧光

比色

SERS

检测限

0. 09 pg/mL
4. 30 pmol/L
0. 38 pmol/L
0. 30 ng/mL
37. 0 pg/mL
13. 0 pg/mL
80. 0 pg/mL
90. 0 pg/mL
0. 10 ng/mL
28. 0 nmol/L
0. 50 mg/L
10. 0 pmol/L
85. 0 nmol/L
34. 9 ng/mL
21. 0 ng/mL
18. 0 fmol/L
0. 10 ng/mL
1. 40 ng/mL
0. 35 pg/mL
0. 58 fmol/L
0. 38 TCID₅₀/mL
1. 00 CFU/mL
1. 00 CFU/mL
1. 20 CFU/mL
10. 0 CFU/mL
160 CFU/mL
7. 00 CFU/mL
5. 00 CFU/mL

参考文献
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3. 1　小分子化合物检测

小分子化合物（如激素、抗生素和生物毒素

等）的精准检测对临床用药安全和食源性疾病防

控具有重要意义。

皮质醇是由肾上腺皮质释放的一种糖皮质激

素，其无创、灵敏检测对实时监测个体压力状态、

评估相关健康风险具有重要意义。Huang 等构建

了一种基于“适配体-皮质醇-抗体”夹心结构的超

灵敏电化学传感器，用于唾液中皮质醇的快速定

量检测 [51]。该传感器结合了多重信号放大策略：

采用多壁碳纳米管、有序介孔碳与银纳米粒子组

成的复合材料修饰玻碳电极表面作为第一轮信号

放大的材料，通过将皮质醇抗体与金纳米颗粒结

合实现二次信号放大。在目标物识别环节，适配

体与抗体协同构建夹心识别模式，实现皮质醇的

高特异性捕获。该传感器在 0. 1 pg/mL~10 ng/mL
范围内呈现良好线性，检测限达 0. 09 pg/mL，具备

优异的灵敏度、选择性及重现性。该传感器通过

检测不同学生群体的唾液样本，成功区分了压力

水平差异，为无创、实时的压力状态评估提供了一

种有效的便携式工具。

抗生素残留对食品安全与临床用药构成严重

威胁，发展能同时检测多种抗生素的高效方法尤

为重要。Li 等开发了一种基于 CuMoOx 电催化剂

的空间电位颜色分辨双极电极电化学发光传感

器，实现了对四环素和林可霉素的同时检测与成

像 [52]。该传感器在一次电位扫描中，利用 HOF-

101 与 CdSe 量子点分别在正、负电位下产生可区

分的孔雀蓝与绿色光信号，完成双通道检测。其

创新主要体现在采用 CuMoOx高效催化 H₂O₂还原

以放大电化学发光信号，并针对两种抗生素设计

了相反的信号响应机制。对于四环素采用双适配

体夹心法使信号增强，而对于林可霉素则通过适

配体介导的催化剂脱落使信号降低，从而显著提

高了检测的区分度。该方法检测限极低，对四环

素和林可霉素的检测限分别达到 4. 3 pmol/L 与

0. 38 pmol/L，线 性 范 围 为 1 pmol/L~100 nmol/L。
该方法还结合了智能手机成像平台，为复杂样品

中抗生素残留的快速、灵敏现场检测提供了有效

工具（图 3）。

河豚毒素（Tetrodotoxin，TTX）是一种剧毒的

非蛋白神经毒素，常通过污染海产品导致中毒，亟

需建立灵敏、简便的检测方法。Díaz-Avello 等基

于适配体-抗体夹心检测原理，发展了一种快速侧

向层析检测技术 [53]。该方法利用膜上固定的适配

体与金纳米颗粒标记的抗体，在毒素存在时产生

肉眼可见的信号。经优化，该方法操作简便（一步

完成）、检测快速（<20 min）、灵敏度高（缓冲液中

肉眼检测限为 0. 3 ng/mL），且具有良好的特异性、

重现性与储存稳定性。实际样品分析表明，其检

测能力低于现行官方限值，结合便携式读数仪定

量结果与传统方法高度一致，适用于食品安全监

测与现场筛查（图 4）。

黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1，AFB1）是一种

剧毒且强致癌的真菌毒素，其在食品中的痕量污

染对消费者健康构成严重威胁，因此，发展其超灵

敏、抗干扰的快速检测技术对保障食品安全至关

重要。Hu 等构建了一种基于适配体与分子印迹

聚合物协同识别的荧光/比色双模传感器，用于

AFB1 的高选择性、无背景干扰检测 [54]。该传感器

采用聚多巴胺包覆的 Fe₃O₄磁性颗粒作为分离载

图 3　基于适配体识别与信号反向响应的抗生素同步检

测电化学发光原理图［52］

Fig.3　Schematic illustration of ECL biosensor for the simul‑
taneous detection of tetracycline and lincomycin via 
aptamer recognition and inverse signal response［52］

图 4　基于侧向流免疫层析法的河豚毒素检测示意图［53］

Fig.4　Schematic illustration of the TTX lateral flow tests［53］
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体，通过表面印迹构建选择性捕获位点，实现 AFB1
的高效富集与分离。同时，以适配体修饰的碳点与

金属有机框架复合探针作为信号单元，在 AFB1存

在时形成“适配体-AFB1-MIP”夹心结构，经磁性分

离后，上清液中剩余的游离探针通过比色与荧光双

信号输出实现定量。该传感器在荧光与比色通

道下分别具有 0. 05~150 ng/mL 和 0. 1~100 ng/mL
的宽线性范围，检测限分别低至 37. 0 pg/mL 和

13. 0 pg/mL，并成功应用于未经处理的食用油中

AFB1 的直接检测，展现出良好的实际应用潜力与

可靠性。

赭曲霉毒素 A（Ochratoxin A，OTA）作为污染

食品的重要真菌毒素，其与黄曲霉毒素 B1 的同时

检测对保障食品安全至关重要。Yang 等开发了

一种基于智能手机的可视化双通道传感器，用于

二者的同时检测 [55]。该方法融合了分子印迹聚合

物与适配体的双重识别策略。其核心流程如下：

首先，采用双虚拟模板法合成可同时识别 AFB1
和 OTA 的磁性分子印迹聚合物（Fe₃O₄@MIPs）作

为捕获探针。其次，将 AFB1 与 OTA 的适配体修

饰于 Au/ZIF-8 纳米材料上，构建具有类过氧化物

酶活性的信号探针。当目标物存在时，形成夹心

结构（Fe₃O₄@MIPs-毒素-适配体/Au/ZIF-8）。该结

构可催化不同底物产生颜色信号：AFB1 通道催

化 TMB 产生蓝色，OTA 通道催化 ABTS 产生绿色。

最后，通过智能手机捕获颜色变化并分析 RGB
值，实现定量检测。该传感器灵敏度高，AFB1 与

OTA 的检测限分别为 0. 08 ng/mL 和 0. 09 ng/mL。
在谷物样品的实际检测中表现出良好的回收率，

验证了其可靠性与实用性。

3. 2　蛋白质检测

蛋白质作为生命活动的直接执行者与核心调

控者，其表达与功能异常是疾病发生发展的重要

分子基础。因此，对特定蛋白质的精准定量已成

为疾病早期诊断、疗效评估及靶点筛选的关键

技术。

成 纤 维 细 胞 活 化 蛋 白（Fibroblast activation 
protein，FAP）在肿瘤微环境中参与基质重塑与转

移过程，其循环形式被视为潜在的泛癌诊断与预

后标志物。然而，现有基于抗体或酶活性的检测

方法常面临选择性不足或操作复杂等局限。为解

决这一问题，Chen 等提出了一种以蛋白糖基化为

靶标的新型适配体筛选策略，成功获得 4 个具有

高特异性的 FAP 适配体 [56]。基于此，研究团队进

一步构建了一种结合双适配体识别与 SERS 技术

的夹心型传感器。该传感器利用正交适配体对实

现双重特异性识别，显著提升了检测选择性，最大

交叉反应性低于 8%，检测限可达 100 pg/mL。该

方法已成功应用于癌症患者血清样本中 F 蛋白的

高灵敏、高选择性检测，展现出良好的临床转化潜

力（图 5）。

脑源性 Tau 蛋白（Brain-derived tau，BD-Tau）
是阿尔茨海默病（AD）的特异性生物标志物，其精

准检测对于神经系统疾病的诊断与鉴别至关重

要。Zhou 等构建了一种基于海胆状 MoSe₂微球的

SERS 传感平台，通过“适配体 -靶标 -抗体”夹心策

略实现了对 BD-Tau 的超灵敏检测 [57]。该 MoSe₂微
球通过水热法合成，其显著的 SERS 增强效应源

于材料与探针分子间的电荷转移、共振增强以及

多孔结构对目标物的富集作用，增强因子高达

1. 44×10⁷。该传感器在 0. 05~200. 00 pmol/L 范围

内呈现良好线性，检测限低至 0. 028 pmol/L，并具

有高选择性，已成功应用于小鼠血浆样本中 BD-

Tau 的检测，展现出在 AD 早期诊断与特异性鉴别

方面的应用潜力。

α-防御素人中性粒细胞肽 -1（α-defensins hu‑
man neutrophil peptide-1，HNP-1）是假体周围关节

感染关键的滑膜生物标志物，对其进行快速、准确

的检测有助于早期鉴别诊断并避免误诊引起的严

重并发症。Gandotra 等开发了一种基于适配体夹

心法的微流控检测平台，可在单一芯片上实现多

图 5　基于双适配体夹心识别与 SERS 信号放大技术的

FAP 检测原理示意图［56］

Fig.5　Schematic diagram of the FAP detection principle 
based on dual-aptamer sandwich recognition and 
SERS signal amplification［56］

405



第  47 卷发 光 学 报

样本、全自动分析 [58]。该平台利用包被有捕获适

配体的磁珠，从滑液样本中特异性捕获 HNP-1，再
通过与荧光标记的检测适配体形成夹心复合物进

行定量。该方法无需样本预处理，可在 60 min 内

同步完成 4 例低体积临床样本（约 50 μL/样本）的

检测，对 13 例临床样本的检测准确率达 100%，动

态范围为 0. 5~100 mg/L，显示出其在假体周围关

节感染床旁快速诊断中的良好应用前景。

凝血酶作为血栓性疾病诊疗中的关键生物

标志物，其高灵敏度检测具有重要意义。Zhu 等

开发了一种基于 CRISPR/Cas12a 系统的夹心适配

体检测方法 [59]。该方法通过微孔板上固定的捕获

适配体与携带 Cas12a 激活序列的检测 DNA 链形

成夹心复合物，进而激活 Cas12a 的反式切割活

性，切割荧光 -猝灭标记的报告 DNA 并产生显著

增强的荧光信号。该方法对凝血酶的检测限可

达 10 pmol/L，且具有良好的选择性，在稀释血清

样本中表现稳定，展现了其在复杂生物样本中的

检测潜力。

溶菌酶（Lysozyme，LYZ）是一种能水解细菌

细胞壁的碱性酶，在临床与食品领域均具有重要

检测意义。Liu 等构建了一种基于肽功能化金纳

米颗粒（pAuNPs）与荧光标记适配体（Apt‑FAM）

的夹心 FRET 生物传感器 [60]。该传感器利用溶菌

酶同时结合 pAuNPs 与 Apt‑FAM 的特性，使二者

靠近并发生荧光共振能量转移，导致 FAM 荧光猝

灭，其猝灭程度与溶菌酶浓度呈正相关。该方法

的检测范围为 0~1. 75 μmol/L，检出限为 85 nmol/
L，且可在微孔板中实现 15 s 内的可视化快速检

测（图 6）。

恶性疟原虫乳酸脱氢酶（Plasmodium falci‑
parum lactate dehydrogenase，PfLDH）是恶性疟原

虫体内一种关键的糖酵解酶，在疟疾诊断中具有

重要应用价值。Kim 等建立了一种基于单一适配

体序列（2008s）的酶联适配体夹心法 [61]。该策略

使用同一适配体同时作为捕获探针和检测探针，

通过生物素 -链霉亲和素系统将 PfLDH 固定于微

孔板，并利用辣根过氧化物酶标记的同一适配体

进行信号输出。该方法在加标血样中的视觉检测

限为 100 ng/mL，吸光度检测限与定量限分别为

34. 9 ng/mL 与 95. 5 ng/mL，且对人源乳酸脱氢酶

具有高选择性，为疟疾的现场快速筛查提供了可

靠工具。

SARS-CoV-2 病毒相关蛋白的快速、准确检测

是疫情防控的关键。SARS-CoV-2 病毒刺突（S）蛋

白是位于该病毒表面、负责识别并入侵宿主细胞

的关键功能蛋白。Svobodova 等以 S 蛋白的受体

结合域为靶点，筛选出一对可形成夹心结构的特

异性适配体，并建立了酶联免疫比色检测方法 [62]。

该方法对 S 蛋白的检测限为 21 ng/mL，且与其他

常见冠状病毒无明显交叉反应，表现出良好的选

择性。在模拟临床的病毒转运介质中，其检测灵

敏度可达 375 pg，证明了与临床检测流程的兼

容性。

Guan 等报道了一种基于适配体夹心结构的

一步式 SERS 检测平台，无需病毒预处理即可快

速检测 SARS-CoV-2[63]。平台利用适配体修饰的

磁珠作为捕获基底，以及负载拉曼报告分子并修

饰适配体的金纳米粒子作为检测探针，与 S 蛋白

特异性结合形成三明治复合物，进而通过磁分离

实现高效捕获与检测。该方法的拉曼信号强度与

S 蛋白浓度呈线性关系，可在 5 min 内使用便携

图 6　基于肽功能化金纳米颗粒与 FAM 标记适配体的溶菌酶夹心 FRET 生物传感器原理示意图［60］

Fig.6　Schematic diagram of a sandwich FRET biosensor for lysozyme detection based on pAuNPs and Apt-FAM［60］

406



第  3 期 刘梅青， 等： 适配体夹心免疫传感器在生物检测中的应用

式拉曼光谱仪完成定量分析，对假病毒及其变体

的检测限低至 124 TU/μL（约 18 fmol/L），线性范

围为 250~10 000 TU/μL，且能有效区分其他冠状

病毒与流感病毒抗原，在即时诊断中展现出良好

的应用潜力。

SARS-CoV-2 病毒的核衣壳（N）蛋白是包裹

病毒 RNA 基因组、形成病毒核心结构的关键蛋白

质。Wu 等针对 N 蛋白，成功筛选出高亲和力适配

体并制备了相应单克隆抗体，构建了酶联适配体-

抗体夹心分析法与便携式混合侧流层析试纸条平

台 [64]。该策略融合了适配体的高亲和力与抗体的

高特异性，形成高效夹心识别体系。其中，酶联适

体抗体夹心测定法的检测限达 0. 1 ng/mL，在加标

鼻咽样本中平均回收率为 92%；混合侧流条带可

在 0. 1~0. 5 ng/mL 范围内实现可视化判读，并在

真实临床样本中表现出优异的灵敏度与特异性，为

新冠病毒现场快速筛查提供了可靠工具（图 7）。

癌胚抗原（Carcinoembryonic antigen，CEA）是

经典的肿瘤标志物，其精准检测对癌症诊断与预

后评估具有关键意义。Akkapinyo 等开发了一种

基于分子印迹聚合物纳米颗粒与适配体夹心识别

的电化学传感器[65]。该传感器利用固定于电极表

面的 CEA特异性 MIP实现目标物捕获，并借助修饰

适配体的金属有机骨架材料 UiO-66-NH₂吸附铅离

子作为信号探针，形成“适配体 -CEA-MIP”夹心结

构；通过方波阳极溶出伏安法检测铅离子溶出信

号，实现 CEA的定量分析。该传感器在 1~1 000 ng/
mL 浓度范围内线性良好，检出限为 1. 4 ng/mL，低
于临床判断阈值，并具备高选择性、良好重现性与

低成本等优点。

Chen 等研发了一种防污型便携式双通道电

化学检测装置，用于同步检测血清与乳头溢液中

的 CEA 和糖类抗原 15-3（Carbohydrate antigen 15-

3，CA15-3）[66]。该传感器通过戊二醛交联变性牛

血清白蛋白与聚多巴胺构筑防污界面，有效抑制

了复杂生物样本中的非特异性吸附；同时，采用苯

硼酸修饰的蚀刻型 UiO-66-d 材料分别负载亚甲

蓝与中性红作为双信号探针，借助适配体夹心结

构实现对目标蛋白的特异性识别。该集成化便携

设备基于双通道丝网印刷电极同步完成检测，对

CEA 与 CA15-3 的检出限分别达到 0. 35 pg/mL 和

0. 003 2 U/mL。在实际样本测试中，该装置可有

效区分非典型导管增生与良性增生，为乳腺癌的

早期无创筛查与床旁诊断提供了可行的新策略。

3. 3　病原微生物检测

病原微生物的快速、准确检测是感染性疾病

诊断、治疗与防控的重要基础。针对病毒与细菌

等不同病原体，发展高灵敏、高特异的检测技术，

对于早期诊断、传播监测、用药指导及突发公共卫

生事件应对具有关键意义。

甲型流感病毒（Influenza A virus，IAV）亚型多

样且易变异，建立能够同步检测多种亚型的方法

对流感监测与防控至关重要。Gong 等研制了一

种便携式纸基分子印迹传感器，该传感器融合分

子印迹与适配体夹心识别策略，支持实时双模信

号（荧光/比色）输出 [67]。该传感器以溶胶 -凝胶法

在纸基上形成 H5N1 病毒印迹腔用于捕获目标，

并引入 ZIF-8-NH₂固定化适配体探针（共价标记罗

丹明 B）作为信号单元。检测时，病毒被印迹腔捕

获后与适配体探针结合，形成“适配体-病毒-MIP”
夹心结构，触发荧光与颜色变化。该传感器灵敏

度高，荧光检测限达 0. 58 fmol/L，并可在 10 min 内

实现肉眼可视的半定量判断，其目测性能优于常

用商业试剂盒。传感器单片成本仅约 0. 08 元，具

图 7　SARS-CoV-2 N 蛋白的酶联适配体-抗体夹心免疫检

测示意图［64］

Fig.7　Schematic illustration of the enzyme-linked aptamer-
antibody sandwich immunoassay for SARS-CoV-2 N 
protein［64］
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备易剪裁、易储存与携带方便等优点，为现场高通

量病毒筛查提供了经济、便捷的技术支持。

Wang 等基于多通道磁性微流控芯片，筛选出

针对 H5N1、H7N9 和 H9N2 病毒血凝素蛋白的高

亲和力适配体，通过对适配体进行截短优化与多

色荧光标记，构建了适配体夹心式的多重荧光定

量检测体系 [68]。该方法可在 1 h 内同步完成三种

亚型的检测，对 H5N1、H7N9 和 H9N2 的检测限分

别达到 0. 38，0. 75，1. 14 TCID ₅₀/mL，并表现出良

好的特异性、抗干扰性与重复性，为多亚型流感的

快速鉴别与定量提供了可靠手段（图 8）。

大肠杆菌与鼠伤寒沙门氏菌是两种常见且危

害严重的食源性病原体。Yan 等发展了一种基于

pH 响应型纳米探针与适配体-抗体夹心识别的双

通道比色传感策略，并配套开发了全自动检测装

置 [69]。该传感器将特异性适配体与 pH 指示剂共

同修饰于纳米颗粒表面；当目标菌存在时，探针通

过适配体与抗体形成夹心结构，引起局部微环境

pH 变化并产生可视化颜色信号。配套的自动化

装置通过软件控制机械臂，实现了加样、孵育、洗

涤与检测的一键化操作，对两种细菌的检测下限

均可达 1 CFU/mL，加标回收率为 90. 8%~101. 3%，

显著提升了检测通量与操作标准化程度。

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus，S.

aureus）是常见的食源性致病菌，对其实现准确、

快速的检测对保障食品安全及预防细菌感染至关

重要。为此，Liu 等构建了一种基于混合识别策略

的比率型电化学传感器，用于该菌的高灵敏分

析 [70]。该传感器采用自指示型分子印迹聚合物作

为内参比探针，并结合原位生长的 MOF/Ti₃C₂Tx-

MXene 纳米复合材料作为信号探针，通过适配体

与万古霉素的双受体识别机制形成夹心检测结

构。当目标菌存在时，内参比探针的电流信号降

低，而信号探针的电流信号升高，通过计算二者的

比率即可实现精准定量。该传感器具有宽的线性

范围（10~10⁸ CFU/mL）和较低的检测限（1. 2 CFU/
mL），并在实际食品样本中表现出良好的适用性，

为复杂基质中致病菌的快速、抗干扰检测提供了

可靠平台。

Lin 等开发了一种基于适配体与细菌印迹聚

合物（Bacteria-imprinted polymer film，BIF）双重识

别的电化学三明治传感器，实现了对金黄色葡萄

球菌细胞的高选择性、超灵敏检测。该传感器采

用电聚合法在电极表面原位快速制备 BIF 捕获探

针（仅需 15 min），并以适配体与电活性 6-（二茂

铁）己硫醇共功能化的金纳米粒子（Au@Fc-Apt）
作为信号探针。当目标细菌被 BIF捕获后，Au@Fc-

Apt可与之特异性结合，从而在缓冲液中实现对金

黄色葡萄球菌的低至单细胞检测。在复杂牛奶样

本中，仅需 10 倍稀释即可检测到 10 CFU/mL 的目

标菌，且能在干扰菌数量为目标菌 30 倍的条件下

保持优异选择性。整个传感界面构建仅需 1. 5 h，
较多数同类方法更快速、灵敏。凭借高灵敏度、快

速响应、优异选择性及低成本等优势，该传感器有

望成为食品与公共安全领域致病菌监测的通用平

台（图 9）[71]。

单核细胞增生李斯特菌的检测与同步消杀对

预防二次污染具有重要意义。Ling 等构建了一种

基于适配体夹心识别与 Janus 型金碳点-银纳米簇

（GCDs‑AgNCs）纳米复合材料的荧光传感平台 [72]。

该平台利用适配体修饰的 GCDs‑AgNCs 作为信号

探针，通过磁分离与夹心法实现特异性检测，检测

限为 160 CFU/mL；同时，该复合材料可通过破坏

细胞结构有效杀灭细菌，实现了“检测-清除”双功

能集成。

Su 等则开发了一种基于双金属负载 ZIF‑8 纳

米材料（ZIF‑8@Au@Pt NPs）的双模传感与光热杀

菌一体化平台 [73]。该材料兼具类过氧化物酶活

图 8　（a）特异性适配体的高效筛选流程与（b）多种甲型

流感亚型的同步定量荧光检测示意图［68］

Fig.8　Schematic of （a）high-efficient selection of specific 
aptamers and （b）quantitative fluorescence detection 
for multiple influenza A viruses［68］
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性、SERS 性能与高效光热转换能力。检测时，通

过适配体修饰的磁珠与 ZIF‑8@Au@Pt NPs 形成夹

心结构，未结合的纳米材料可催化 TMB 显色（比

色模式）并产生特征 SERS 信号，检出限分别为

7 CFU/mL 和 5 CFU/mL。在近红外光照射下，该

材料光热转换效率达 71. 72%，结合其产生活性氧

的能力，可在 2 min 内实现对捕获细菌的近完全杀

灭。该研究为食源性致病菌的灵敏检测与同步高

效清除提供了双模、集成的解决方案。

适配体夹心免疫传感器的应用效能高度依

赖于目标物的特性。对于小分子化合物，其优

势在于能高特异性识别结构类似物并解决半抗

原难题，但核心挑战在于目标物体积小导致经

典夹心模式构建困难，常需依赖竞争法等间接

策略。对于蛋白质，其优势体现在表位选择灵

活、稳定且易修饰，然而面临的关键问题是从海

量序列中筛选出高亲和力且互不干扰的适配体

配对工作繁巨，且需克服复杂生物样本的干扰。

对于病原体，优势在于可通过全细胞筛选实现

活体识别及广谱检测，但主要瓶颈在于病原体

表面抗原的异质性与复杂性对高亲和力适配体

筛选构成挑战，且对超低浓度检测的灵敏度要

求极高。总体而言，针对不同目标物“定制化”

设计识别与信号放大策略，并推动传感器向集

成化、智能化发展，是突破现有瓶颈、实现更广

泛应用的关键。

4　结论与展望

适配体夹心免疫传感器凭借高灵敏度、优异

选择性和快速响应等优势，已在生物传感领域展

现出广阔前景。然而，其迈向临床与现场监测的

广泛应用仍面临一系列关键挑战。主要体现在：

小分子及复杂膜蛋白靶标的适配体筛选效率低，

传统 SELEX 技术通量受限；纳米信号探针规模化

制备存在批间差异，影响检测重现性；复杂样本中

的非特异性吸附与基质干扰降低准确性，且适配

体在生物体液中的酶解稳定性不足。针对上述挑

战，未来研究应从三方面突破：开发集成人工智能

与高通量测序的智能筛选平台，以突破分子识别

元件的发现瓶颈；建立纳米探针的可控制备工艺

与性能标准，发展高效抗污染的传感界面与样品

前处理方法；通过全骨架修饰、构建环状结构等化

学修饰手段，系统提升适配体的稳定性与实用性。

展望未来，该领域的发展将呈现多维度深度

融合的趋势。在技术上，将推动“智能筛选 -智能

传感”范式与微流控芯片、柔性电子等集成技术结

合，催生全集成、便携式的检测设备。在应用上，

将从单一靶标检测转向多靶标同步分析与动态过

程监测，并向疾病早期筛查、疗效监控等纵深场景

拓展。最终，实现从实验室创新到产业转化的飞

跃，需要学术界、产业界与监管机构协同建立覆盖

设计、生产、验证的全链条标准，从而将适配体夹

心传感器真正发展为支撑精准医疗不可或缺的稳

健、精准工具。

本文专家审稿意见及作者回复内容的下载地址：

http://cjl. lightpublishing. cn/thesisDetails#10.37188/
CJL.20250298

图 9　用于检测金黄色葡萄球菌的双受体三明治型电化学传感器构建示意图［71］

Fig.9　Schematic illustration of the fabrication of the dual synthetic receptor-based electrochemical sandwich sensor for the S. 

aureus detection ［71］
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