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摘 要：食源性致病菌是可以引起食物中毒或以食品为传播媒介的致病性细菌，其广泛存在于各类食品基质中，在食
品加工运输过程中可以存活较长时间。人们摄入受污染食品会引发各种疾病，严重威胁人体健康。近年来，基于功能
核酸的 DNA 酶生物传感器凭借其高稳定性、易于合成修饰、成本低廉等技术优势，其在致病菌检测领域得到广泛应
用，并产生基于比色、荧光、电化学等致病菌检测技术。该文基于 DNA酶生物传感器在食源性致病菌检测中的发展近
况，对 2种 DNAzyme检测机制进行综述，并从分类及应用范围进行介绍，为食源性致病菌检测提供参考。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Foodborne pathogens are pathogenic bacteria that can cause food poisoning or take food as the
transmission medium， which widely exist in all kinds of food substrates and can survive for a long time during
food processing and transportation. The ingestion of contaminated food can cause various diseases and seriously
threaten human health. In recent years， the DNAzyme biosensor based on functional nucleic acid has been
widely used in the field of pathogen detection because of its high stability， easy synthesis and modification， low
cost and other technical advantages， which facilitates the development of pathogen detection technologies based
on colorimetry， fluorescence and electrochemistry. Based on the research progress on the DNAzyme biosensor in
the detection of foodborne pathogens in recent years， the present study reviewed two detection mechanisms of
DNAzyme and introduced the classification and application of DNAzyme， aiming to provide references for the
detection of foodborne pathogens.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： foodborne pathogens； DNAzyme； biosensor； detection technology； food safety
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近年来，由食源性致病菌引起的食物中毒事件逐
年增加，人类食用被致病菌污染的食品可能会引起胃
肠炎、脑膜炎、败血症等疾病，严重时会危及生命[1]。 目
前常见的食源性致病菌有致病性大肠埃希氏菌、副溶
血性弧菌、沙门氏菌等，它们广泛存在于水产品、乳制
品中，会引发各种严重疾病[2]。 2019年在南非由单核细
胞增生李斯特菌感染暴发的食源性疾病，导致多人死
亡[3]；2020 年，宁夏报告了因食用被鼠伤寒沙门氏菌污
染的牛肉造成多人发病[4]。 因此，实现快速、准确、灵敏
的食源性致病菌检测，对预防公共卫生安全和食品安
全至关重要。

各国针对各类食品基质中微生物最高含量制定
了相应标准，我国则依据 GB 4789.1—2016《食品安全
国家标准食品卫生微生物学检验总则》为食品安全提
供参考标准[5]。 其中传统培养法检测周期长、程序繁
琐，不适合快速筛查[6]。 基于抗原-抗体特异性相互作
用的免疫学方法操作简单，但灵敏度和准确性不足[7]。
随着分子生物学技术发展，相继开发了多种基于核酸
扩增的方法，在病原体检测中发挥了至关重要的作用。
目前，常用的核酸扩增技术包括聚合酶链式扩增（poly-
merase chain reaction，PCR）技术、滚换扩增技术（rolling
circle amplification， RCA）等。 分子生物学技术凭借其
检测灵敏、特异性强、灵敏度高等优点而被广泛应用。

随着指数富集配体的系统进化技术（systematic
evolution of ligands by exponential enrichment， SELEX）
的发展，除了通过人工筛选发现的适体，还获得了具
有催化功能的 DNA 序列，这些催化 DNA 分子通常被
称为 DNA 酶（DNAzyme）[8]。 自 1994 年首次报道 DNA
酶以来，已从 DNA文库中筛选和鉴定出数百个具有良
好催化活性的 DNA分子[9]。 DNA酶凭借其易于合成修
饰、成本低廉、良好的热稳定性和化学稳定性等优势，
被广泛应用于致病菌检测。

本文综述近年来基于 DNA 酶技术开展食源性致
病菌检测的研究进展和 2种不同 DNA酶机制，并从分
类及应用范围进行介绍，旨在介绍 DNA酶技术检测食
源性致病菌研究的发展现状，为新型食源性致病菌检
测技术开发提供参考。

1 DNA酶机制分类
功能性核酸（functional nucleic acids， FNA）是通过

SELEX 技术从随机 DNA 或 RNA 序列文库中筛选得
到的单链寡核苷酸序列，主要包括适配体和 DNA酶两
种[10-11]。DNA酶是一类具有酶特性的 FNA，主要表现为
RNA 切割活性、DNA 连接酶活性、DNA 水解活性和
DNA 激酶活性。 其中，基于模拟辣根过氧化物酶活性
（horseradish peroxidase， HRP） 和核酸切割 DNA 酶活

性（RNA-cleaving DNAzyme， RCD）应用最为广泛[12]。
1.1 基于模拟辣根过氧化物酶活性

作为一种分子报告元件，DNA 链凭借其独特的二
级结构，在辅因子的协助下模拟天然酶催化各种氧化
反应，产生可监测信号[12]。 目前，模拟 HRP活性研究中
G-四链体（G-quadruplex）技术应用最为广泛。 富含鸟
嘌呤（G）的 DNA 序列通过形成分子内 G-四链体，可
以与血红素（Hemin）紧密结合，形成 G-四链体-Hemin
DNA复合物（GQ-DNAzyme，GQ），表现出 HRP活性[13]。
GQ-DNAzyme与蛋白酶相比具有制造简单、成本低、储
存方便、稳定性高等优点[14]。

当血红素与 G-四链体结合，G-四链体能为血红
素提供轴向配体和疏水环境，催化 O-O 不对称断裂，
类似于 HRP 中远端组氨酸的功能[15]。 G-四链体还为
血红素提供了一种平面结构，促进了氢的交换，提高
其稳定性和催化活性[16]。GQ-DNAzyme与蛋白酶相比，
成本低且容易获得[17]。 Luo等[18]开发了一种基于 PCR和
DNAzyme 技术的幽门螺杆菌检测方法，利用特殊设
计的引物使 PCR 产物的 3' 端含有形成 DNAzyme 的
G-四链体序列，血红素与 G-四链体结合后形成 GQ-
DNAzyme，可催化 H2O2 介导的 2，2'-联氮-双-3-乙基
苯并噻唑啉-6-磺酸转化为绿色自由基阳离子，颜色会
发生变化，该方法可通过肉眼检测低至 100 pg/μL的基
因组 DNA。 基于 DNAzyme 开发的检测技术因其良好
的特异性和灵敏度而被广泛用于病原微生物的检测。
此外，G-四链体还可以同荧光染料结合，也显示出较大
的发展潜力。

荧光染料是指吸收某一波长的光波后能发射出
另一波长大于吸收光光波的物质，它们大多是含有苯
环或杂环并带有共轭双键的化合物[19]。 凭借优异的光
物理性能、良好的生物相容性以及易于合成和修饰等
优点广泛用于致病菌检测，但荧光染料的性能也受多
种因素（如温度、pH 值、光照、核酸类型、分子性质）影
响。 研究发现，G-四链体与某些特异性结构阳离子荧
光染料通过静电相互作用、π 堆积或与 G-四链体结构
的环、槽或磷酸骨架的氢键相互作用增强荧光信号[20]。
此外，G-四链体的高热稳定性能够避免染料间的批次
差异[21]。 目前，同 G-四链体结合并产生荧光信号（主要
是荧光增强）的荧光染料见表 1[22]。 其中，菁类染料及
其衍生物硫磺素 T、卟啉类染料 N-甲基卟啉二丙酸 IX
等化合物应用最为广泛[23]。 Chen 等[24]开发了一种基于
碲化镉量子点和 N-甲基卟啉二丙酸 IX的双荧光可视
化方法用于检测致病性大肠埃希氏菌，该方法可检测
低至 10 CFU/mL 的致病性大肠埃希氏菌，能实现致病
菌的实时检测。

基于 DNAzyme 检测技术在致病菌检测方面已取
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表 1 常用于 G-四链体染料按作用类型分类
Table 1 Classification of common G-quadruplex dyes according

to action mechanism

得重大进展，但仍存在活性不足、输出信号不稳定等
问题。 目前常用的 DNAzyme活性调节方法有：1）改变
G-四链体序列，使其拓扑结构变化[25]；2）筛选合适阳离
子，使 G-四链体结构变化，影响其与血红素的结合[26]；
3） 在 G-四链体的 3' 端添加腺嘌呤脱氧核糖核苷酸，
提高其催化活性[27]；4）添加三磷酸腺苷稳定催化过程
中产生的自由基以提高 DNAzyme 催化活性[28]。 此外，
研究还发现血红素本身具有类 HRP活性，产生背景信
号，降低方法灵敏度。 Zhang等[29]通过筛选一系列染料
后发现血红素抑制剂（SYBR Green I，一种 DNA 染色
染料）可以抑制背景信号，只需添加 0.84 μmol/L SYBR
Green I，50 nmol/L血红素的背景就会被抑制 30 倍以
上，为调节 DNAzyme 活性开辟了新思路。
1.2 基于核酸切割活性

核酸切割 DNA 酶活性（RNA-cleaving DNAzyme，
RCD）是 mRNA加工过程中发现的一种核酸切割DNA-
zyme[30]。 当体系中存在靶物质时，RCD 可以催化 RNA
在 DNA 序列特定位点进行切割（如 3' 端磷酸二酯
键），从而破坏 mRNA 转录过程。作为分子识别元件，
RCD具有识别细菌生物标记物、RNA 切割和荧光生成
等功能，再结合各种信号转导方式，开发出多种检测
方法[31]。Zhang等[6]通过在体外选择，使用来自给定微生
物的粗制细胞外基质作为复合靶标，绕过传统鉴别方
法中目标菌株的分离和鉴定步骤。 针对目标细菌粗制
细胞外基质组分的庞大 DNA 文库来生成细菌特异性
的 DNAzyme传感器，开发出便捷的分析方法来直接检
测目标微生物。 Shen等[32]开发了一种具有荧光信号生
成能力的 DNAzyme，即 RNA 切割荧光 DNA 酶。 该研
究将致病性大肠埃希氏菌培养物中的粗制细胞外基
质作为复合靶标，通过切割靶物质特定位点，使荧光
团与猝灭剂分离，产生荧光信号。 该方法灵敏度较高，
可检测低至 100个致病性大肠埃希氏菌细胞。

2 基于 DNAzyme 在生物传感器中的分类与应用
生物传感器由识别元件、受体和传感层组成，识

别元件特异性识别目标分析物（病原菌），在传感层传
导下产生可测量的生物识别信号。 基于不同生物传感

构件构建的生物传感器能有效发挥其作用并在致病
菌检测方面显示突出优势[33]。
2.1 比色生物传感器

比色法是通过肉眼直接观察颜色深浅或测量有
色物质溶液颜色深度来确定待测组分含量的一种定
量检测方法，具有操作简单、成本低等优势[34]。 根据制
备比色传感器的材料或试剂的类型不同，可分为以下
4 个：1）基于靶诱导的颗粒间距离、尺寸、形态或组成
变化的等离子体纳米粒子（如银、金纳米粒子）的颜色
变化[35]；2）光子晶体对目标的荧光调节或颜色变化[36]；
3）天然酶、酶模拟物、人工酶或纳米酶催化的 3′，3′，
5′， 5′-四甲基联苯胺（3'，3'，5'，5'-tetramethylbenzi－
dine，TMB）[37]；4）通过非酶反应直接或间接引起的着色
产物的产生或显色剂的显色变化[38]。

Qin等[39]开发了一种基于 DNAzyme 和不对称重组
酶聚合酶扩增的可视化检测方法，在正向引物（F）的
5'末端修饰 G-四链体互补序列，当体系中存在靶标时，
引物特异性识别并结合靶标，在 DNA聚合酶作用下形
成双链 DNA。当低浓度的反向引物（R）耗尽，将以指数
方式生成大量含有 G-四链体序列的单链 DNA。 此时
体系中加入血红素与含有 G4 序列的产物结合， 产生
的 G-四链体-Hemin DNAzyme 可高效催化 H2O2 与
TMB反应，使溶液呈蓝色。 该方法在较短时间内，通过
溶液颜色变化实现对克罗诺杆菌的特异性检测，检出
限低至 2.2 CFU/mL。 Yin 等 [40]基于基因组编辑工具
CRISPR-Cas12a的反式切割活性， 实现了对沙门氏菌
特异性 invA基因的高灵敏检测，结果可通过肉眼或手
机定性定量检测。 比色传感器因其操作方便、可视化
检测而受到人们的青睐，在医疗诊断、蛋白质检测、毒
素和食源性病原体检测方面提供了一个简单、快速、灵
敏的检测方法。 然而与荧光、化学发光等其他检测方
法相比，比色传感器灵敏度和特异性较低，检出限相
对较高，仅适用于现场快速检测。
2.2 荧光生物传感器

近年来，荧光传感器技术凭借其优异的检测性能
得到快速发展。 分析无需昂贵的设备和仪器即可实现
原始样品或预浓缩样品中的靶物质的测定，从而被广
泛应用于细胞成像、金属、有机物、酶、细菌等物质的分
析检测中[41-42]。

根据分子的荧光特性，许多具有固有荧光特性的
生物分子与配体结合，利用分子荧光行为的变化实现
检测。 依据检测要求不同，需使用不同的荧光标记或
探针，追求信号的进一步放大。 DNAzyme 作为一种信
号转换放大技术，可将检测信号转换为荧光信号并实
现进一步放大。 如 Zhou 等[43]将 DNAzyme 介导的 RNA
切割（DNAzyme-mediated RNA cleavage， DRC）、组装

作用类型 荧光染料
信号增强类染料 花菁类染料、三苯甲烷染料、咔唑、卟啉、

天然和合成化合物、金属配合物
信号减弱类染料 吖啶染料（异黄酮和吖啶黄）、具有中性/

阳离子的杂环配体、亚甲基蓝、蒽环类
不显示荧光变化的染料 硼二吡咯亚甲基染料、吡哆醇的炔基衍

生物
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介导的链释放（assembly-mediated strand release，ASR）、
催化发夹组装（catalytic hairpin assembly， CHA）与分子
间 G-四链体相结合建立了一种双 DNAzyme 检测方
法。 将先前报道的 RCD的 DRC反应，命名为 EC1。 在
致病性大肠埃希氏菌存在的情况下，RNA 切割荧光
DNAzyme 与 EC1 结合形成 RFD-EC1 复合物，该复合
物能特异性识别并结合致病性大肠埃希氏菌，RCD 裂
解其底物 DNA3， 产生 P1 和 P2 两个 DNA 片段。 当
DNA4/DNA5 复合物与 DNA1-3 结合时，形成四路连
接，DNA 5 从 DNA 4/5 复合物中游离出来， 触发 CHA
反应，使发夹结构 H1、H2 相互杂交，形成分子间 G-四
链体，与原卟啉 IX 结合，激发荧光。 不存在靶标时，
DNA 3 保持完整，不与 DNA 分子 1、2 和 4/5 相互作
用，不发生后续反应，无荧光响应。 该方法可检测低至
50 cells/mL致病性大肠埃希氏菌，且无需蛋白酶参与。

Zhou等[44]建立了一种简单、高效的 DNAzyme 荧光
磁珠生物传感器， 基于磁珠、DNA 酶和光学发光 3 种
信号放大策略用于致病性大肠埃希氏菌 O157：H7 的
检测。致病性大肠埃希氏菌特异性 RCD可以特异性识
别粗细胞内混合物中的靶蛋白，从而引起其构象变
化，并诱导滚环扩增产生铜纳米团簇并使之发光。 这
种级联放大设计可以捕获样本中的微弱信号，巧妙解
决了食源性致病菌检测中信号弱、 灵敏度低的问题，
该生物传感器在 10 CFU/mL~1 000 CFU/mL 呈现良好
的线性范围，检测限为 1.57 CFU/mL，为生物传感器的
发展提供了新思路。
2.3 电化学生物传感器

电化学检测依靠化学物质与固定探针（例如
DNA）在电极间的相互作用来达到检测目的，因其较高
的灵敏度与尺寸小等优势广泛用于致病菌检测。 电化
学生物传感器主要包含 3个类型：依赖于电极修饰、固
液相反应放大阻抗信号进行检测的阻抗生物传感器[45]、
依靠在电极上发生氧化还原反应产生电流、电压变化
的电流/伏安生物传感器以及其他类型的电化学生物
传感器[46-47]。 在检测方面，3 种类型的电化学生物传感
器对于致病菌检测并无不同，只是信号转换和放大方
面存在差异。

典型的电化学生物传感器由特异性结合目标的
生物受体、换能器元件和数据分析器组成。 在生物受
体和目标物相互作用时，信号以电子的形式产生，利用
数据分析的传感器对该信号进行电子测量[48]。Guo等[49]

开发了一种基于 RCA 和模拟辣根过氧化物酶活性的
DNA 酶的致病性大肠埃希氏菌检测技术，首先将致病
性大肠埃希氏菌多克隆抗体固定在电极表面，在靶物
质（致病性大肠埃希氏菌）存在下，致病性大肠埃希氏

菌特异性识别被捕获在电极表面。 加入适配体-引物
探针， 探针与表面捕获的致病性大肠埃希氏菌结合。
随后探针引物游离序列部分参与后续的 RCA 反应，
产生了大量含 G-四链体结构的长 DNA 分子。 体系
中游离的血红素与 G-四链体分子结合折叠形成
DNAzyme 结构，催化 H2O2 产生电化学响应。该方法与
传统电化学方法相比， 大大提高了生物传感器的灵敏
度，检测限低至 8 CFU/mL。 此外，Bai等[50]还将 RCA 与
茧状 DNA纳米结构相结合，开发了一种致病性大肠埃
希氏菌 O157：H7 的特异性检测方法。 通过 RCA 产生
大量的 G-四链体序列，利用血红素进行信号放大。 该
方法在 10 CFU/mL~106 CFU/mL呈现良好的线性范围，
检测限为 10 CFU/mL。
2.4 表面等离子体共振

表面等离子体共振（surface plasmon resonance，
SPR）是表面增强拉曼的重要增强机理之一，由于金属
纳米粒子的尺寸效应及量子效应通过激发光照射能
引起表面等离子共振，从而大大增强拉曼散射信号，达
到痕量检测的目的[51]。 SPR技术以其所需样本容量小、
检测快速以及低成本而备受关注。到目前为止，SPR已
成功用于多种生物分子（核酸、小分子、蛋白质等）的检
测。 SPR传感器利用纳米材料和生物材料实现对金属
膜上各种物质的检测[52]。然而，传统的 SPR样品通道间
由于排列紧密，存在相互干扰的情况，无法检测到折
射率的微小变化，限制了 SPR 的进一步应用，尤其是
对复杂基质中痕量靶标的检测[53]。因此，许多研究人员
一直致力于采用新型传感器结构来提高 SPR 传感器
的灵敏度。 如 Yu等[54]开发了一种名为“DNAzyme集等
离子体纳米传感器”用于检测致病性大肠埃希氏菌，该
方法将致病性大肠埃希氏菌特异性 RCD 作为分子识
别元件，酶响应等离子体纳米粒子的局部表面等离子
体共振作为信号读数，通过杂交链式反应（hybridization
chain reaction， HCR）的级联信号放大过程和磁珠上的
酶催化 2 个传感元件，实现肉眼检测小于 50 CFU/mL
的致病性大肠埃希氏菌。

Xia 等[55]利用自催化多组分脱氧核酶（multi-com－
ponent DNAzyme， MNAzyme）切割和 HCR 开发了一种
新型 SPR 生物传感器实现金黄色葡萄球菌、肺炎克雷
伯菌和致病性大肠埃希氏菌的快速灵敏检测。 该方法
将修饰在磁珠上的 MNAzyme 作为分子识别和信号放
大元件， 与 SPR传感膜上HCR介导的纳米线自组装相
结合将信号进一步放大，检测限分别低至 67、57 CFU/mL
和 61 CFU/mL，表现出优异的性能和高灵敏度。
2.5 其他

除了上述基于 DNAzyme 在致病菌检测的应用，
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DNAzyme 也可同纳米材料、微流控技术和免疫学技术
等相结合，应用于致病菌检测。 当纳米材料（石墨烯、
氧化石墨烯、磁性纳米材料等）和 DNAzyme 联用，将
DNAzyme 特异性识别的优势同纳米材料的信号转导
能力相结合，可进一步提高检测灵敏度，拓宽DNAzyme
生物传感技术应用范围。 Zheng 等[56]开发了一种基于
DNA 与银纳米团簇（DNA-AgNCs）相结合的荧光检测
技术。 其中 DNAzyme 作为识别元件，DNA-AgNCs 复
合物作为荧光信号元件，实现了致病性大肠埃希氏菌
的超灵敏检测。 微流控技术因其体积小、分析速度快
以及低样品、试剂消耗等优点而广泛用于多重样品的
同时分析。 如 Yu 等[57]将含靶标特异性适体的 Fe3O4 纳
米金磁珠（Fe3O4@Au）同磁性 DNA 编码探针相结合，
利用微流控技术建立了一种新型适体传感器，该检测
可在 50 min内定量检测 2种靶标物质，提高检测效率。
Chen 等[58]将多分支 DNA 纳米结构修饰的探针与微流
控芯片相结合，仅需微量样品，经 3 min 分离即可实现
多靶标同时检测。目前，各种新兴技术的开发正处于蓬
勃发展的阶段，与 DNAzyme生物传感器的联用将进一
步推动检测技术的应用与发展。

3 结语
本文综述了目前常用于致病菌检测的 2 种不同

DNAzyme 技术，并从分类、技术特点及应用范围 3 个
方面进行介绍。与其他生物传感器相比，基于DNAzyme
设计的传感器灵敏度高、特异性强，在致病菌检测领
域具有突出优势和广泛的应用前景。 但 DNAzyme 的
应用仍有一定的局限性，总结为以下几个方面：1）
DNAzyme催化活性不足。 尽管有相关研究可以提高由
G-四链体组成的 DNAzyme 的活性， 但与蛋白酶的活
性相比， 其稳定性和催化效率还是有很大的差距；2）
特异性识别 G-四链体的染料筛选。染料可以特异性结
合 G-四链体，具有高组织穿透能力和高发射率。 但存
在着高背景信号和光漂白等限制，降低检测灵敏度；3）
现场操作困难。 目前研究大多在实验室内进行，如何
使 DNAzyme 在现场检测（如开发试纸条）和体内测试
等临床应用中发挥稳定作用是当前面临的主要挑战。

4 展望
为解决以上问题，未来 DNAzyme的探索应致力于

以下几点。 首先，需要对目前选择的 DNAzyme 进行更
加详细的研究，尤其是金属离子与目标分析物的之间
作用，利用其变构作用激活 DNAzyme，而此过程需要
金属离子参与，应更深入探索它们的目标识别机制；
其次，目前用于检测致病菌的 DNAzyme仅用作识别靶

物质特异性位点，但理论上可以使用任何靶物质来分
离适配体，因此可以进行体外选择以衍生出更多的致
病菌特异性 RCD过程。需要对 DNAzyme进一步表征，
确认结合、截断和突变位点，未来有望分离和表征出
更好的 DNAzyme；最后，基于核酸与纳米材料的相容
性，DNAzyme 在生物成像和纳米材料方面也具有广阔
的应用前景。结合纳米技术和 DNA纳米材料可以进一
步浓缩目标分析物并扩大信号， 可以设计利用
DNAzyme 来识别目标，与纳米材料结合进行信号转
导，进一步提高病原菌的检测灵敏度。 随着科学研究
和技术的不断创新和发展，DNAzyme 将以更为简单、
便捷的方式广泛应用于食品中的致病菌检测和环境
监测领域，对保障公共卫生安全具有重要的现实意义
和参考价值。
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