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基于氧化石墨烯的磺胺嘧啶核酸适配体的筛选与鉴定
*

吴 娟,吴 平,寇启明,孙 琦,王亚荣,严雪凌,施海星,乐 涛
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摘要:【目的】利用 GO-SELEX方法对磺胺嘧啶(Sulfadiazine)核酸适配体进行筛选与鉴定。【方法】基于氧化石墨烯

(Grapheneoxide)与ssDNA的π-π堆积作用,将氧化石墨烯作为结合ssDNA与分离的介质,以磺胺嘧啶为靶标分子,利
用指数富集的配体系统进化技术(SELEX)和磁分离技术建立了基于氧化石墨烯的核酸适配体筛选方法GO-SELEX,对
筛选产物测序所得的核酸序列进行了同源性分析和二级结构预测,亲和力和特异性分析以及方法学考察。【结果】经过

9轮筛选,获得了对磺胺嘧啶具有较高亲和力(Kd=411nmol·L-1)的核酸适配体Ap-41,且Ap-41对磺胺嘧啶的特异性

良好;磺胺嘧啶质量浓度在1.0~40μg·mL-1范围内与荧光强度的线性关系良好,检出限为0.029μg·mL-1,水样中加

标回收率范围为95.0%~104.0%,相对标准偏差不超过6.1%。【结论】基于核酸适配体Ap-41的检测方法灵敏度较高,

可用于后续传感器的构建及实际样品中磺胺嘧啶的检测。
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磺胺嘧啶(Sulfadiazine)是常见的磺胺类(Sulfonamides)药物,是一种广谱抗菌剂[1]。磺胺嘧啶的不合理使

用会使之残留在动物源性食品中,并通过食物链进入人体,从而危害人类健康;它还会经过动物粪尿等途径排入

外部环境,造成生态毒理污染[2]。因此,建立一种灵敏、高效、精确的磺胺嘧啶检测方法,对保证人类饮食健康,
减少生态污染具有重要意义。

欧盟、中国等规定了动物源性食品中磺胺嘧啶的最大残留限量为100μg·kg-1。目前,磺胺嘧啶残留检测

的主要方法有高效液相色谱法和间接竞争ELISA法,检测限分别为80和10.4ng·mL-1[3-4]。然而上述方法操

作烦琐,需要昂贵仪器和专业技术人员,且实验周期长,不能广泛应用于实际样品中磺胺嘧啶的检测[5-6]。相比

之下,基于核酸适配体(Aptamer)构建的生物传感器具有检测灵敏度高、操作简单、选择性强等优点,因而在磺胺

类药物检测中具有良好的应用前景。核酸适配体是一类在体外通过指数富集的配体系统进化技术(Systematic
evolutionofligandsbyexponentialenrichment,SELEX)筛选出的能与各种目标分子高亲和、高特异结合的

ssDNA或RNA片段[7-9],它的筛选过程一般包括结合、分离、洗脱、放大等4个步骤[10]。GO-SELEX是近些年

来新发展的一种筛选方法,该方法主要基于氧化石墨烯(Grapheneoxide)能够与ssDNA的碱基发生π-π堆积作

用而将ssDNA吸附在表面[11-12],不需要固定文库或靶标,操作简便,筛选周期短且成本低廉,较适合小分子靶标

核酸适配体的筛选[13]。为此,本研究以磺胺嘧啶为靶标分子,基于氧化石墨烯对磺胺嘧啶核酸适配体进行了筛

选,并对候选适配体进行了鉴定,可为今后传感器的构建与磺胺嘧啶的检测提供参考。

1材料与方法

1.1仪器与试剂

研究所用主要仪器为:A300基因扩增仪(杭州朗基科学仪器有限公司);DYY-6D电泳仪(北京六一生物科

技有限公司);Bio-Rad凝胶成像系统(美国伯乐公司);infiniteM200pro(Tacan奥地利有限公司)。
研究所用主要试剂为:磺胺嘧啶、磺胺喹噁啉(Sulfaquinoxaline)、磺胺二甲嘧啶(Sulfamethazine)、磺胺二甲
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氧嘧啶(Sulfadimethoxine)、磺胺对甲氧嘧啶(Sulfamethoxydiazine)标准品(上海安谱实验科技股份有限公司);
氧化石墨烯分散液(江苏先丰纳米材料科技有限公司);2×TaqPCRMasterMix(天根生化科技有限公司);

Streptavidinmagnesphere®paramagneticparticles(SA-MPs)(美国Promega公司);结合缓冲液(含20mmol·L-1的
Tris、100mmol·L-1的 NaCl、5mmol·L-1的 KCl、2mmol·L-1的 MgCl2和1mmol·L-1的CaCl2,pH 为

7.4)。研究所用核酸文库及前向引物、后向引物[14]均由上海生工生物工程股份有限公司合成(表1)。

表1 本研究所用ssDNA序列

Tab.1 ThessDNAsequencesusedinthisstudy

ssDNA名称 序列

N40Lib 5′-TAMRA-GACAGGCAGGACACCGTAAC-N40-CTGCTACCTCCCTCCTCTTC-3′

TAMRA-FP(前向引物) 5′-TAMRA-GACAGGCAGGACACCGTAAC-3′

Biotin-RP(后向引物) 5′-biotin-GAAGAGGAGGGAGGTAGCAG-3′

FP(前向引物) 5′-GACAGGCAGGACACCGTAAC-3′

RP(前向引物) 5′-GAAGAGGAGGGAGGTAGCAG-3′

1.2实验方法

1.2.1氧化石墨烯用量和孵育时间的优化 取1μmol·L-1的N40Lib,加入最终质量浓度分别为1,0.5,0.25,

0.125和0.0625mg·mL-1的氧化石墨烯,并设置空白对照组,避光置于25℃摇床上孵育30min;16000
r·min-1离心10min,用酶标仪测量上清荧光值(530nm处激发,560~700nm处发射,下同),计算猝灭率,每
个实验组重复3次。

取4管质量浓度为1mg·mL-1的氧化石墨烯,分别加入500nmol·L-1的N40Lib,并设置空白对照组,避
光置于25℃摇床分别孵育20,40,60min后,16000r·min-1离心10min,用酶标仪测量上清荧光值,计算猝灭

率,每个实验组重复3次。

1.2.2GO-SELEX过程 GO-SELEX过程分为以下4步。

1)文库复变性处理。取500pmol初始文库置于金属浴95℃下加热10min后立即置于冰上放置5min,取
出后避光于室温平衡25min。

2)第1轮筛选。取与文库等摩尔数的磺胺嘧啶溶液(质量浓度为4μg·mL-1)与文库混合,置于摇床上以

25℃,250r·min-1避光孵育1.5h,加入一定比例的氧化石墨烯继续避光孵育,随后16000r·min-1离心

10min,弃掉沉淀,回收上清液。用酶标仪测量上清荧光强度。每轮正筛选重复此过程。

3)回收率计算。计算每一轮筛选后上清液的回收率,将上清液的荧光值和筛选投入文库的荧光值分别记为

F1和F0,回收率计算公式为:

回收率=F1

F0
×100%。

4)负筛选。当回收率趋于稳定后,在正筛选之前进行一轮负筛选。上一轮所制备的单链次级文库经复变性

处理后加入与文库等摩尔数的磺胺喹噁啉、磺胺二甲嘧啶、磺胺二甲氧嘧啶、磺胺对甲氧嘧啶,置于摇床上以

25℃,250r·min-1避光孵育1.5h后,加入氧化石墨烯继续避光孵育。

1.2.3PCR扩增 PCR扩增具体操作步骤如下。

1)预扩增。取92μL每轮筛选后上清液进行10轮PCR预扩增,PCR循环条件为95℃预变性5min;10个

循环的95℃变性30s、60.5℃退火30s和72℃延伸30s;72℃继续延伸5min;最后4℃结束。PCR反应体系

为:Enrichedlibrary92μL,2×TaqMasterMix100μL,25μmol·L-1的TAMRA-FP4μL,25μmol·L-1的
Biotin-RP4μL。

2)扩增轮数优化。向预扩增产物中加入720μL的ddH2O,将该产物稀释10倍,取92μL稀释液按前述

PCR循环条件分别扩增3,5,7,9和11轮。PCR反应体系为:10folddilutedPre-PCR92μL,2×SYBRPremix
ExTaqⅡ100μL,25μmol·L-1的TAMRA-FP4μL,25μmol·L-1的Biotin-RP4μL。用酶标仪测量PCR产

物的荧光强度,并结合聚丙烯酰胺凝胶电泳检测PCR产物纯度,确定PCR最佳扩增轮数。

3)再扩增。在PCR最佳轮数下按前述PCR循环条件扩增剩余稀释液。PCR反应体系为:10-folddiluted
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Pre-PCR828μL,2×TaqMasterMix900μL,25μmol·L-1的TAMRA-FP36μL;25μmol·L-1的Biotin-RP
36μL。

1.2.4次级文库的制备 取2管600μL磁珠,用1×PBS(含0.1mg·mL-1的BSA)清洗3次;分别用800μL
1×PBS(含0.1mg·mL-1的BSA和0.2mol·L-1的NaCl,pH为7.4)重悬;将PCR产物分别加到800μL磁

珠混悬液中,以25℃,280r·min-1避光震摇1h,;用磁力架分离去除上清,并用1mL1×PBS(pH为7.4)清洗

3次;加入50μL50mol·L-1的NaOH,涡旋反应3min,使正义链与反义链在碱性条件下分离,随后加入50μL
的ddH2O及125μL的2×Tris-HCl(pH7.4)继续涡旋振荡1min。经磁分离后小心收集上清液,加入25μL
100mol·L-1的HCl中和NaOH,得250μL次级文库。用酶标仪测量次级文库的荧光强度,将次级文库进行适

当稀释后进入下一轮筛选。

1.2.5克隆和测序 经终轮筛选后的ssDNA使用非标记前向引物、后向引物进行PCR扩增,方法同1.2.3部

分。克隆和测序由上海生工生物工程股份有限公司完成。利用软件DNAMAN对测序序列进行同源性分析,用

Mfold软件预测序列的二级结构,再根据二级结构对核酸序列进行截短优化。

1.2.6候选适配体解离常数(Kd)的测定 将梯度浓度为0~500nmol·L-1的5′-TAMRA荧光标记的候选适配

体分别与等摩尔数的磺胺嘧啶混合,在摇床上以25℃,250r·min-1避光孵育90min。按照相同的ssDNA与

氧化石墨烯的质量比加入氧化石墨烯,继续孵育50min后,16000r·min-1离心10min,用酶标仪测量上清液

的荧光强度。最后用Origin9.0软件拟合每条核酸序列的非线性曲线。

1.2.7核酸适配体与磺胺嘧啶的特异性实验 将500nmol·L-1核酸适配体分别与磺胺嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺
胺喹噁啉、磺胺二甲氧嘧啶、磺胺对甲氧嘧啶和硝基呋喃置于摇床上以25℃,250r·min-1避光孵育90min;加
入氧化石墨烯继续避光孵育50min,16000r·min-1离心10min后,用酶标仪测量上清液的荧光强度,通过计

算回收率来分析核酸适配体对磺胺嘧啶结合的特异性。

1.2.8方法学考察 通过以下两个实验进行方法学考察。

1)磺胺嘧啶的检测。将500nmol·L-1的核酸适配体分别与最终质量浓度范围为0.5~500.0μg·mL-1

的磺胺嘧啶溶液置于摇床上以25℃,250r·min-1避光孵育90min;加入氧化石墨烯继续避光孵育50min后,

16000r·min-1离心10min,用酶标仪测量上清液的荧光强度。

2)水样中磺胺嘧啶加标回收实验。水样取自实验室自来水,向自来水中分别加入不同质量浓度的磺胺嘧啶

标准溶液,配制成最终质量浓度分别为4,6,8,10μg·mL-1的待测液,核酸适配体浓度为500nmol·L-1,置于

摇床上以25℃,250r·min-1避光孵育90min;加入氧化石墨烯继续避光孵育50min后16000r·min-1离心

10min,用酶标仪测量上清液的荧光强度。

2结果与分析

2.1GO-SELEX原理

利用氧化石墨烯筛选磺胺嘧啶特异性核酸适配体,如图1所示:磺胺嘧啶与初始文库混合孵育后,部分

ssDNA能与磺胺嘧啶结合后形成复合物;随后加入氧化石墨烯继续孵育,游离ssDNA通过π-π堆积作用被氧化

石墨烯吸附,通过离心分离获得结合磺胺嘧啶的ssDNA;将ssDNA进行PCR扩增放大后,加入链霉亲和素磁珠

来制备单链次级文库并继续投入下一轮筛选。当筛选文库富集到适当程度且趋于稳定时,加入与磺胺嘧啶同类

的其他磺胺类药物进行负筛选;随后加入氧化石墨烯吸附游离ssDNA,通过离心去除结合这类药物的ssDNA;
最后加入正向靶标磺胺嘧啶,得到从氧化石墨烯表面解吸附且能与磺胺嘧啶特异结合的ssDNA。

2.2氧化石墨烯的表征与条件优化

2.2.1氧化石墨烯的表征 通过扫描电子显微镜对氧化石墨烯进行观察。如图2a,b所示,氧化石墨烯表面较为

粗糙,已经失去石墨表面的金属光泽,而且可以清晰看到边缘的阶梯状形貌以及因超声剥落而脱落下来的许多

大小不一的氧化石墨烯片[15-16]。观察结果表明氧化石墨烯质量合格。

2.2.2氧化石墨烯的用量优化 图3显示,当氧化石墨烯质量浓度大于0.25mg·mL-1时,猝灭率均大于99%。
为了保证ssDNA的充分分离,选用0.25mg·mL-1作为氧化石墨烯与ssDNA的最佳分离质量浓度。

2.2.3ssDNA与氧 化 石 墨 烯 的 孵 育 时 间 优 化 从图4可知:0~20min内荧光强度迅速下降(猝灭率为

99.60%);之后随着孵育时间的增加,荧光猝灭率波动较小,在40和60min时猝灭率分别为99.78%和
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99.79%。因此,反应时间选择40~60min为最佳。为保证氧化石墨烯对ssDNA的完全吸附,选用50min作为

最佳孵育分离时间[17]。

图1 GO-SELEX流程

Fig.1 ProcessofGO-SELEX

 
a                    b

图2 氧化石墨烯电镜扫描图像

Fig.2 SEMimageofgrapheneoxide

图3 氧化石墨烯浓度与ssDNA猝灭率关系

Fig.3 Therelationshipbetweentheconcentrationof

grapheneoxidewithquenchingefficiencyofssDNA

图4 孵育时间和ssDNA荧光强度关系

Fig.4 Therelationshipbetweenincubationtimewith
fluorescenceintensityofssDNA

2.3体外筛选过程

采用荧光强度法对每轮筛选后文库与磺胺嘧啶的结合情况进行监控。如图5所示,前几轮筛选上清荧光没

有明显变化;第3轮筛选后,随筛选轮数增加,荧光强度逐渐升高,表明能与磺胺嘧啶结合的ssDNA得到富集;
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至第5轮、第6轮筛选时,回收率趋于稳定,表明能与磺胺嘧啶结合的ssDNA趋于饱和。在第7轮正筛选开始前

增加了负筛选步骤,因而第7轮筛选的回收率明显下降,表明第6轮的次级文库中含有浓度较高的非特异性结

合序列,特异结合磺胺嘧啶的ssDNA浓度较低。随后再进行两轮正筛选,第8轮、第9轮筛选的回收率明显升

高,这可能与第7轮的负筛选过程的有效性有关。第9轮筛选后,从投入库中能回收65%以上的ssDNA,表明经

过9轮筛选可能已经得到具有高亲和力、高特异性的核酸序列。因此,经9轮筛选后停止筛选过程,将第9轮的

筛选文库用无标记的前向引物,后向引物进行10轮的PCR预扩增后进行3,5,7,9和11轮的PCR轮数优化,且
结合聚丙烯酰胺凝胶电泳确定最佳扩增轮数,最后PCR再扩增后进行克隆测序。如图6所示,图中 M 代表

DNA分子量标尺(Marker),可以看出,第9轮筛选文库的PCR最佳扩增轮数为5轮,此条件下凝胶电泳条带单

一明亮,基本无高分子量的副产物出现。

图5 每轮筛选结合磺胺嘧啶的ssDNA的回收率

Fig.5 SELEXmonitoringbyrecoveryratio

图6 PCR轮数优化产物凝胶电泳图谱

Fig.6 GelelectrophoregramofPCRoptimizedproducts

2.4序列分析与优化

第9轮筛选产物经克隆测序后,根据同源性将46条序列分为4个大家族。选择序列较多的家族中结构最稳

定和同源性高的序列作为磺胺嘧啶的候选适配体。图7为4条候选适配体Ap-7,Ap-9,Ap-16和Ap-41的二级

结构模拟图,可以看出这4条序列至少含有2个以上的茎环结构,推测环部很可能为磺胺嘧啶与核酸适配体的

结合位点。基于这一推测,对茎部序列进行截短[16],分别得到了序列 Ap-7-1,Ap-9-1,Ap-16-1和 Ap-41-1
(图8)。

2.5候选适配体Kd 值的测定和特异性分析

对8条候选序列 Ap-7,Ap-9,Ap-16,Ap-41,Ap-7-1,Ap-9-1,Ap-16-1和 Ap-41-1进行 TAMRA荧光标记

(表2),进行亲和性实验以分析上述核酸序列与磺胺嘧啶的结合力。
候选适配体与磺胺嘧啶孵育后,加入氧化石墨烯吸附并淬灭游离的的ssDNA,测定能与磺胺嘧啶结合的

ssDNA的荧光强度。将对照组上清液的荧光值记为F,实验组上清液的荧光值记为F′,样品实际荧光强度变化

值则为ΔF=F′-F。以ssDNA浓度(X)为横坐标,样品实际荧光强度(Y)为纵坐标,通过公式Y=Bmax× X
Kd+X

(Bmax为磺胺嘧啶的最大结合率)进行非线性拟合,得到各条候选适配体与磺胺嘧啶结合的饱和曲线,并计算出它

们的Kd值。
在上述8条候选适配体序列中,序列 Ap-7,Ap-7-1,Ap-9和 Ap-9-1数据点紊乱,曲线拟合效果不佳,其余

4条候选适配体序列与磺胺嘧啶结合的饱和曲线如图9所示。同原始候选序列相比,截短优化后的Ap-41-1的

亲和力虽然有所降低,而Ap-16-1的亲和力却有了一定提高,且Kd值均为nmol级别,表明经过9轮筛选后已富

集到亲和力较好的适配体,同时经过截短优化没有明显影响核酸适配体与磺胺嘧啶的有效识别。其中候选适配

体Ap-41的Kd值最小,表明Ap-41对磺胺嘧啶的亲和力最好。
根据亲和力测定结果,选取 Kd值较小的核酸适配体 Ap-41和 Ap-16-1进行特异性实验。如图10所示,

Ap-41,Ap-16-1对磺胺嘧啶的回收率分别为68.7%,59.1%,对磺胺二甲嘧啶的回收率相对较高,可能源于磺胺

嘧啶和磺胺二甲嘧啶的化学结构相近,但远远低于对磺胺嘧啶的回收率,并且对其他几种药物的回收率都较低。
结果表明Ap-41,Ap-16-1对磺胺嘧啶的特异性较好,优化候选适配体Ap-16-1比原始候选适配体Ap-41回收率
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稍低,这是因为优化过程中,多余碱基的去除可能影响核酸适配体的空间结构,在一定程度上会影响它的特

异性[18]。

图7 原始候选适配体二级结构

Fig.7 Thesecondarystructureoforiginalcandidateaptamers

图8 优化候选适配体二级结构

Fig.8 Thesecondarystructureofoptimizedcandidateaptamers
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核酸适配体Ap-41和Ap-16-1的最小自由能(ΔG)分别为-97.77,-88.70kJ·mol-1,而自由能越低,越能

稳定存在于环境之中。综合考虑后,可优先选Kd值更小、特异性更高、稳定性更好的Ap-41作为磺胺嘧啶核酸

适配体用于后续的研究工作中。

表2 候选适配体序列表

Tab.2 Thelistofcandidateaptamers

编号 核酸序列 ΔG/(kJ·mol-1)

Ap-7
5′-TAMRA-GACAGGCAGGACACCGTAACACGTGCACTGTCTGGGG
TAAGAGGAGGATAGGTCGTCTTGCTGCTACCTCCCTCCTCTTC-3′

-73.82

Ap-9
5′-TAMRA-GACAGGCAGGACACCGTAACGCAGTGATGTGTCCGCA
GGCTGATAAGAGGGGAGGGCCGCCTGCTACCTCCCTCCTCTTC-3′

-63.75

Ap-16
5′-TAMRA-GACAGGCAGGACACCGTAACTGCCTGGCTGCCAGAGG
ACCGGGCTGAGGTAGCTGATAGTCTGCTACCTCCCTCCTCTTC-3′

-89.24

Ap-41
5′-TAMRA-GACAGGCAGGACACCGTAACCTGCGTGTCACGTAGGA
CGGGAGGATTAAGTCGGCGACGACTGCTACCTCCCTCCTCTTC-3′

-97.77

Ap-7-1 5′-TAMRA-AAGAGGAGGATAGGTCGTCTTGCTGCTACCTCCCTCCTCTT-3′ -45.77

Ap-9-1 5′-TAMRA-GCAGGACACCGTAACGCAGTGATGTGTCCTGC-3′ -34.03

Ap-16-1 5′-TAMRA-AGAGGACCGGGCTGAGGTAGCTGATAGTCTGCTACCTCCCGGTCCTCT-3′ -88.70

Ap-41-1 5′-TAMRA-AGGACGGGAGGATTAAGTCGGCGACGACTGCTACCTCCCGTCCT-3′ -79.75

图9 候选适配体与磺胺嘧啶结合的饱和曲线

Fig.9 Thesaturationcurveofcandidateaptamersandsulfadiazine

图10 磺胺嘧啶核酸适配体的特异性分析

Fig.10 Thespecificityanalysisofaptamersforsulfadiazine

图11 磺胺嘧啶浓度与荧光强度关系

Fig.11 Therelationshipbetweensulfadiazine
concentrationandfluorescenceintensity

2.6基于氧化石墨烯的传感器检测磺胺嘧啶

核酸适配体Ap-41的5′端标记有荧光基团TAMRA,加
入磺胺嘧啶后,部分ssDNA能与磺胺嘧啶结合后形成复合

物,从而产生可以量化的荧光信号。随后加入氧化石墨烯继

续孵育,氧化石墨烯不仅能够与ssDNA的碱基发生π-π堆

积作用而将游离ssDNA吸附在表面,而且还可以淬灭标记

在ssDNA的TAMRA的荧光信号。以磺胺嘧啶质量浓度

(x)为横坐标,上清液荧光强度(y)为纵坐标作图可得二者线

性关系,如图11所示。以信噪比为3∶1确定磺胺嘧啶的检

出限。结果表明,磺胺嘧啶质量浓度在1.0~40μg·mL-1

范围内与荧光强度呈线性关系,回归方程为y=55.755x+
178.873(R2=0.9879,n=5),线性关系良好,检出限为

0.029μg·mL-1,灵敏度较高。
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2.7回收率与精密度

加标水样经酶标仪荧光检测后通过图11中的标准曲线进行计算,结果如表3所示。加标质量浓度范围为

4~10μg·mL-1时,水样中磺胺嘧啶的加标回收率范围为95%~104.0%,相对标准偏差范围为2.7%~6.1%
(n=5)。结果表明该方法的准确度和精密度良好,可用于自来水中磺胺嘧啶的检测[19]。

表3 水样加标回收率和精密度

Tab.3 Recoveryandprecisionofsulfadiazineinwatersamples

样品

编号

加标质量浓度/

(μg·mL-1)
检出值/

(μg·mL-1)
加标回收率/

%

相对标准

偏差/%

样品

编号

加标质量浓度/

(μg·mL-1)
检出值/

(μg·mL-1)
加标回收率/

%

相对标准

偏差/%

1 0 0.0  0.0 0.0 4 8 8.3 103.8 3.3

2 4 3.8 95.0 5.1 5 10 10.4 104.0 2.7

3 6 6.1 101.7 6.1

3结论与展望

本研究经过9轮筛选得到特异结合磺胺嘧啶的核酸适配体Ap-41,它的解离常数Kd值为411nmol·L-1;磺胺

嘧啶质量浓度在1.0~40μg·mL-1范围内与荧光强度的线性关系良好,磺胺嘧啶检出限为0.029μg·mL-1,
水样中磺胺嘧啶加标回收率范围为95.0%~104.0%,相对标准偏差不超过6.1%。该结果表明基于核酸适配

体Ap-41检测磺胺嘧啶方法的灵敏度较高,可用于后续传感器的构建及实际样品中磺胺嘧啶的检测。
在本研究基础上,今后还可以对孵育温度、缓冲液pH、离子浓度等多种筛选条件进行优化改进,尤其是要精

准控制氧化石墨烯的用量,从而缩短筛选周期以获得亲和力更好、特异性更强的核酸适配体。通过分子模拟,预
测核酸适配体Ap-41与磺胺嘧啶的结合位点,将序列进一步截短或修饰,有望构建灵敏度更高的生物传感器并

应用于磺胺嘧啶的样品检测中。
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ScreeningandIdentificationofSulfadiazineAptamerBasedonGrapheneOxide

WUJuan,WUPing,KOUQiming,SUNQi,WANGYarong,YANXueling,SHIHaixing,LETao
(CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ItaimstoscreenandidentifytheaptamerofsulfadiazinebyGO-SELEXmethod.[Methods]Basedontheπ-π
stackingofgrapheneoxide(GO)andssDNA,usingGOasthemediumtocombinessDNAandseparation.Usingsulfadiazineasthe
targetmolecule,anewmethodofaptamerselectionbasedongrapheneoxide(GO-SELEX)wasestablishedbyusingthesystematic
evolutionofligandsbyexponentialenrichment(SELEX)and magneticseparationtechnology.Homologyanalysis,secondary
structureprediction,affinityandspecificityanalysisaswellasmethodologyinvestigationwerecarriedoutforthenucleicacid
sequencesobtainedfromthesequencingofthescreenedproducts.[Findings]Ap-41withhighaffinityforsulfadiazine(Kd=411nmol·L-1)

wasobtainedthroughnineroundsofscreening,andthespecificityofAp-41forsulfadiazinewasgood.Thelinearrelationship
betweensulfadiazineconcentrationintherangeof1.0~40μg·mL-1andfluorescenceintensitywasgood,thedetectionlimitwas
0.029μg·mL-1,therecoveryofsulfadiazineinwatersampleswas95.0%~104.0%,andtherelativestandarddeviationwasnot
morethan6.1%.[Conclusions]Thedetection methodbasedonaptamerAp-41hashighsensitivityandcanbeusedforthe
constructionofsubsequentsensorsandthedetectionofsulfadiazineinactualsamples.
Keywords:grapheneoxide;sulfadiazine;aptamer;systematicevolutionofligandsbyexponentialenrichment(SELEX);screening;

identification
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