
 

特色专题

环状适配体的合成、功能与应用
姚丽丽，刘涛，毛瑜*，郑磊*

摘要　环状适配体作为一类具有闭合环状拓扑结构的核酸分子，凭借其独特的核酸外切酶抗性、优异

的热力学稳定性及与滚环扩增技术的高度兼容性，已成为食品安全、环境监测及疾病诊断领域的优良

分子识别探针。系统阐释了环状适配体的合成方法、高效筛选策略、结构与功能理性设计、滚环扩增驱

动超灵敏检测与多价探针应用，并对环状适配体的大规模高效合成技术、人工智能辅助结构设计以及

面向复杂生物基质互作解析的动态筛选模型开发的未来发展趋势进行了展望。
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2023年诺贝尔生理学或医学奖被授予 2位信使

核糖核酸（messenger RNA，mRNA）疫苗的奠基人——

Katalin Karikó和 Drew Weissman，正式宣告核酸药物

的医学新时代来临。核酸适配体（简称适配体）是一

类通过指数富集配体系统进化技术（systematic

evolution of ligands by exponential enrichment，SELEX）

经体外筛选获得的功能性寡核苷酸分子。自

Ellington等[1]和 Tuerk等[2]于 1990年首次报道 SELEX

技术以来，大量适配体被筛选出来，带来分子识别领

域研究范式的革新。适配体通常是单链（single

strand，SS）脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid，DNA）

或核糖核酸（ribonucleic acid，RNA）分子，可通过动态

折叠形成茎环、发夹及 G四链体等特征性三维拓扑

结构，实现对靶标分子（包括蛋白质、小分子、金属离

子以及细胞等）的高亲和力与高特异性识别[3]。近年

来，传统线性适配体在生物传感、靶向治疗等领域展

现出应用潜力，然而，其自身存在的热力学稳定性欠

佳以及易受生物样本中大量存在的核酸外切酶降解

等问题，严重制约了其在实际应用中的可靠性[4−7]。化

学修饰策略可以在一定程度上改善线性适配体的稳

定性，但是，与此同时也会改变适配体构象，进而削弱

其与靶标的结合能力，甚至可能引发非特异性免疫

反应[8]。

环状 RNA因其独特的闭环分子结构而备受瞩

目，在分子探针及生物标志物领域展现出巨大应用潜

力。相较于线性 RNA，环状 RNA不仅具有更优的核

酸外切酶抗性和热力学稳定性，其低免疫原性特征更

有利于生物医学应用[9]。基于上述优势，研究人员通

过仿生设计和精准的化学合成，将已有的线性适配体

转化为环状结构[8−11]，或者直接利用 SELEX技术筛选

获得环状适配体[12−18]。这些技术不仅实现了适配体稳

定性与生物活性的双重提高，更为开发适用于复杂生

物体系的分子探针奠定了理论基础和技术储备。 

1    环状适配体概述
 

1.1    环状适配体合成方法

为增强适配体在复杂生物基质中的结构稳定性
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与靶向识别功能，研究者通过分子拓扑学设计开发了

2种主要环化策略：生物酶催化连接和化学连接环化

技术（图 1）[19]。传统的生物酶催化环化策略通过

DNA连接酶催化连接两段黏性末端，将 2条预设计

结构的短链连接成哑铃状环状 DNA[8, 20]。然而，该方

法需要额外设计特定长度的碱基互补配对来满足黏

性末端的需求，不利于 DNA序列的充分利用，且难以

用于构建环状小哑铃结构。近年来发展出 ssDNA模

板导向连接技术[13]，通过连接模板将线性 DNA两段

拉至相邻，极大程度地提高了环化反应的特异性与效

率。然而，由于连接模板对于相同序列的等效识别能

力，经常造成分子间的识别和连接，为单分子内环化

带来副产物，影响合环效率和产品纯度。为了提高线

性 DNA合环效率，研究者进行了大量尝试，包括设计

末端发夹结构的引物[21]或模板链[22−23]、开发连接酶特

异性适配体分子[24]、调控低浓度 Mg2+缓冲体系[25]，以

及应用冻干浓缩技术[26]等，有效促进了线性 DNA的

分子内连接。尽管生物酶催化环化策略在环状

DNA制备方面行之有效，但 DNA连接酶的合成成

本、催化效率与操作稳定性等影响因素限制了其规模

化生产。相较而言，化学连接环化策略则有效规避了

酶依赖性与模板限制，凭借其连接反应的高效性与高

选择性，以及分子设计的灵活性脱颖而出，通过合理

设计可实现环化产物的快速和规模化制备，该方法受

到广泛关注。常用的化学连接环化策略涵盖多种反

应类型，包括铜催化[12]及无铜点击化学[27]、酰胺键形

成反应[28]，以及硫代磷酸酯与氯乙酰基之间的化学连

接[27]等。
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（a） 基于黏性末端介导的酶法制备环状适配体；（b） 基于模板介导的酶法制备环状适配体；（c） 基于铜催化的叠氮−炔环加成反应制备环状适配体；

（d） 基于酰胺键制备环状适配体；（e） 硫代磷酸酯和氯乙酰基之间的化学连接以及无铜点击化学制备环状适配体

图 1　环状适配体制备方法 

  

1.2    环状适配体的生物学特性

适配体是基于构象识别的分子探针，可通过动态

折叠形成具有特异性结合口袋的三维拓扑结构，其靶

标识别机制突破了传统抗体的表位依赖性限制，展现

出更广泛的靶标兼容性及可调控的分子识别能力。

相较于抗体，适配体在免疫原性、化学合成可控性、

热稳定性及化学修饰灵活性等方面表现出显著优

势[29]。然而，传统线性适配体在实际应用中面临双

重瓶颈：其一，其动态构象易受复杂生物基质中异

质性组分干扰，导致功能性结合界面掩蔽或构象改

变[4−5]；其二，线性单链核酸的裸露末端易受核酸外切

酶攻击而发生降解，导致适配体的功能半衰期显著缩
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短[13]。

环状适配体通过共价闭合的拓扑结构改造，系统

性解决了上述技术挑战问题。如表 1所示，在完全保

留线性适配体识别能力的基础上，环状适配体的结构

特性实现了 3方面技术突破。（1） 优异的生物稳定

性：环状适配体的共价闭合拓扑结构消除了核酸外切

酶的作用位点，赋予其显著增强的抗酶解特性，拓展

了复杂生理环境（如血清、细胞裂解液等）的应用场

景。此外，这种通过核酸本身特性的环化设计避免了

外源修饰基团可能引发的非特异性免疫应答并且维

持了适配体的天然构象完整性[14]。（2） 较强的热力学

稳定性：环状拓扑结构通过消除末端自由能并降低构

象熵，促使适配体形成更为稳定的闭合三维构象，从

而增强了其热力学稳定性，以及在复杂基质中抵抗非

特异性干扰的能力。此外，环状适配体的刚性结构显

著降低了与靶标结合过程中的熵损失，增强了适配体

与靶标分子的结合亲和力，显著提高了从环状核酸文

库中筛选高特异性适配体的效率[11, 15, 30]。（3） 与滚环

扩增（rolling circle amplification，RCA）技术的高度兼

容性：环状适配体可作为多功能分子框架与 RCA技

术深度整合。一方面，可通过 RCA技术自组装成周

期性重复单元，实现信号放大，从而提高检测灵敏度；

另一方面，可使用 RCA技术合成用于生物医学应用

的串联功能重复序列[13, 31]。
 
 

表 1　环状适配体、线性适配体和抗体的比较

特点 环状适配体 线性适配体 抗体

靶标范围
　离子、小分子、蛋白质、复合分
子、细胞、病毒等有/无免疫原性或
有/无毒性的靶标

　离子、小分子、蛋白质、复合分子、
细胞、病毒等有/无免疫原性或有/无毒
性的靶标

　常见的蛋白质或半抗原，无免疫
原性或有毒靶标难以获得

筛选方式 　可在体外各种条件下进行筛选 　可在体外各种条件下进行筛选 　动物体内进行筛选

合成成本 　化学合成，成本低，批次一致性好 　化学合成，成本低，批次一致性好 　生物合成，费用昂贵，批次间差异大

稳定性
　耐受较大的pH和温度范围，不易
聚集

　耐受较大的pH和温度范围，不易聚集 　对pH和温度敏感，易聚集

保存期限
　抗外切酶降解，具有更长的保存
期，无须冷链

　不能抗外切酶降解，保存期较长，无
须冷链

　保存期短，需要冷链

亲和力 　亲和力高 　亲和力高 　亲和力高

热力学稳定性 　更高的热力学稳定性 　较高的热力学稳定性 　热力学稳定性差

修饰灵活性
　适用于各种活性基团批量修饰，
修饰成本低

　适用于各种活性基团批量修饰，修
饰成本低

　修饰复杂，价格昂贵

免疫原性 　免疫原性低 　免疫原性低 　免疫原性高
 
 

2    适配体及环状适配体的高效筛选研究
 

2.1    SELEX 技术

SELEX方法自问世以来在适配体的筛选方面取

得了显著进步。SELEX技术通过迭代筛选实现适配

体的定向进化，其核心流程可系统划分为以下关键步

骤（图 2）[32−33]。首先，将靶标分子与单链 DNA或 RNA

随机文库在优化设计的反应体系中进行孵育，序列丰

度通常控制在 1012~1015。筛选中，将能够与靶标结合

的候选核酸序列与未结合的序列进行分离，常规的分

离方法包括基于分子量差异的离心或膜过滤技术、

磁珠介导的亲和分离法以及电泳迁移率差异分离法

等[3, 32−33]。然后，将分离获得的产物进行富集扩增。经

过 5~15轮的筛选循环，通过高通量测序结合生物信

息学分析对筛选产物进行序列比对和同源性分析，鉴

定高潜力候选序列并分析其亲和力和特异性，最终挑

选出效果最优的适配体序列。

基于上述典型的 SELEX流程，近年衍生出多种

创新性的适配体筛选策略（图 2）。在固相分离技

术方面，磁珠 SELEX（magnetic  beads−SELEX，MB−

SELEX）将靶标偶联于磁珠表面，利用磁场实现靶标

−适配体复合物从庞大筛选文库中的快速分离，已广

泛应用于大分子靶标的筛选[34]。捕获 SELEX（capture−

SELEX）则利用互补 DNA序列将核酸文库固定于磁

珠表面，游离的小分子及金属离子等靶标通过竞争作

用使得候选核酸序列从磁珠表面脱附，在无须固定的
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情况下即可完成筛选，显著扩展了该技术的适用范

围[35]。在液相分离体系中，毛细管电泳 SELEX（ca-

pillary electrophoresis−SELEX，CE−SELEX）利用适配

体与靶标结合后电泳迁移率的改变，实现目标序列的

分离[33]。氧化石墨烯 SELEX（graphene oxide−SELEX，

GO−SELEX）通过氧化石墨烯与单链 DNA之间的

π−π堆叠作用，可选择性吸附未结合的核酸，从而实现

均相筛选[36]。为进一步提高 SELEX的筛选效率，研

究者开展了大量改进工作。例如，Qu等[37]提出的结构

转换适配体筛选方法，能够在低筛选轮次内进化出针

对小分子靶标的适配体，并成功将具备结构转换功能

的适配体应用于靶标的快速检测。Zhu等[38]提出单克

隆表面展示 SELEX，该方法结合了乳液 PCR与微流

控技术，将核酸文库表达于磁珠表面，提高了适配体

的分离和富集效率。此外，Wang等[39]将乳液 PCR与

流式细胞术相结合，发展出基于磁珠展示技术的适配

体筛选方法，通过乳液 PCR扩增结合荧光激活细胞

分选，实现了适配体的高效筛选。这些研究推动了

适配体筛选技术的进步，为相关应用领域提供技术

基础。 

2.2    环状适配体的高效筛选

环化为适配体带来结构上的稳定，但也有可能降

低原有线性适配体的识别功能，直接筛选环状适配体

无疑成为了解决方案。Liu等[13]首次尝试以环状 DNA

文库进行适配体筛选，结合 MB−SELEX技术成功分

离出 2条针对艰难梭菌谷氨酸脱氢酶不同表位的特

异性环状适配体（图 3（a））。其中一条适配体在环状

和线性构型中均表现出良好结合能力，而另一条则仅

在环状构型中展现功能特性，这一现象证实了环状文

库筛选体系在发现更多样化功能性适配体方面的独

特优势。Mao等[14]通过引入复杂基质，利用环状核酸

独特构型建立了一种 non−PCR的应用环境导向型环

状适配体筛选策略（图 3（b）），成功获得在复杂基质中

具有极佳识别性能的凝血酶环状适配体，其与靶标的

结合亲和力较线性适配体提高了 3个数量级，在复杂

基质中的稳定性提高了 100倍。基于模块化设计理

念，该团队将已有线性适配体作为保守结构模块嵌入

环状文库骨架，解决了环状适配体功能继承性与构象

稳定性的协同优化难题，筛选出的双特异性环状适配

体能够同时识别 IL−6及其受体并有效阻断其结合

（图 3（c））[15]。该团队进一步提出了结合位点导向的

环状适配体筛选策略（图 3（d）），通过设计引物区发夹

二级结构，实现适配体构象动态自屏蔽，有效抑制筛

选过程中引物序列的非特异性结合干扰，成功筛选出

具有凝血因子特异性抑制功能的环状适配体，并通过

对固定序列的设计实现点击化学高效合环，解决了当

前环状适配体合成效率低的问题[12]。针对复杂基质中

的应用场景，设计构建了多价环状文库，成功筛选获

得同时靶向花生过敏原蛋白不同表位的环状适配体，

显著提高了环状适配体在食品复杂基质中的抗干扰

能力（图 3（e））[16]。针对小分子靶标筛选瓶颈，进一步

发展了基于磁性氧化石墨烯高效快速分离的环状适

配体筛选策略（图 3（f）），成功获得焓熵协同驱动的高

亲和力黄曲霉毒素 B1 环状适配体[17]。上述研究不仅

拓展了环状适配体在生物检测与治疗中的应用范围，

也为复杂体系中分子识别工具的开发提供了参考。 

2.3    单轮筛选

为提高 SELEX的筛选效率，研究人员针对适配

体的高效分离与富集提出了单轮筛选策略。Berezo-

vski等 [40]开发出平衡混合物的非平衡毛细管电泳筛
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选策略，利用靶标与适配体结合后迁移率的变化实现

分离，首次实现了单轮筛选即可获得纳摩尔级亲和力

的蛋白质法尼基转移酶适配体（图 4（a））。随后，Le

等[41]进一步优化毛细管电泳技术，开发了过滤毛细管

电泳单轮筛选策略，通过增强毛细管的过滤功能，显

著提高了蛋白靶标结合适配体的分离效率（图 4（b））。

Lou等[42]开发了基于微流控芯片的单轮筛选平台，通

过磁珠辅助微流控技术实现了重组 a型肉毒毒素轻

链适配体的快速、高效、自动化筛选（图 4（c））。Saito

等[43]将毛细管电泳技术与下一代测序相结合，建立了

凝血酶适配体的单轮筛选策略（图 4（d））。Bawazer

等[44]提出的单轮筛选方法整合深度测序与聚类分析技

术，成功实现了生物矿化 DNA适配体的高效分离

（图 4（e））。Wu等[45]开发的高通量数字 DNA测序方

法通过引入唯一分子标识符技术，有效降低了 PCR

扩增引入的偏差，实现了低丰度细胞表面蛋白适配体

的高效单轮筛选（图 4（f））。Singh等[46]提出水凝胶适

配体筛选策略，利用水凝胶的三维多孔结构及分子扩

散特性，通过单轮筛选成功富集出高性能蛋白结合适

配体（图 4（g））。Yao等 [18]创建了基于仿生分离介质

介导的类磁小体磁性链交联氧化石墨单轮筛选方法，

成功获得了花生过敏原、脂多糖、黄曲霉毒素的环状

适配体（图 4（h））。这些单轮筛选策略为提高适配体

筛选效率提供了解决方案。 
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3    环状适配体结构设计与性能优化研究

近年来，环状拓扑结构在适配体研究领域取得了

显著进展。Di等[8]尝试将多种适配体首尾相连构建多

价环状适配体，有效提高了适配体在血液中的半衰期

（图 5（a））。谭蔚泓团队围绕多价环状适配体展开系

统性研究，通过环形拓扑结构设计与模块化功能集

成，突破了传统线性适配体的性能瓶颈，其中利用

T4DNA连接酶连接形成的二价环状适配体表现出优

异的核酸酶抗性、热稳定性和亲和力 [11]，点击化学
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环化策略则进一步提高了二价环状适配体的合成效

率[47]。基于此，该团队构建了多种功能性二价环状适

配体，包括增强功能蛋白靶向细胞递送的二价环状适

配体（图 5（b））[48−49]；同步靶向肿瘤细胞与 T细胞并诱

导免疫杀伤的二价环状适配体（图 5（c））[50]；增强血脑

屏障穿透的神经退行疾病治疗二价环状适配体（图

5（d））[51]；可实现膜蛋白溶酶体靶向降解动态调控的二

价环状适配体（图 5（e））[52]。此外，该团队在二价环状

适配体基础上，进一步开发了枝状多价适配体药物偶

联物，通过联合多种适配体与受体协同效应实现了多

价环状适配体药物的体内高效肿瘤治疗（图 5（f））[53]。

Dong等[10]设计了靶向循环肿瘤细胞的环状适配体，可

在小鼠体内和人血清中高效捕获靶向循环肿瘤细胞

并促使其凋亡（图 5（g））。环状 RNA适配体设计策略

同样取得重要突破。Litke等[54]利用自催化转录本在

细胞中高效表达环状 RNA适配体，实现细胞功能调

控和低表达蛋白荧光成像（图 5（h））。Guo等 [55]通过

优化 RNA自剪切成环策略合成环状 RNA适配体，实

现了对小鼠模型银屑病的干预治疗，并在单分子水平

证明其构象稳定性和低免疫原性。此外，Zhang等[56]

通过建立一系列算法模型，解决了环状 RNA的识别、

定量及功能注释难题，为适配体构象多样性研究奠定

了方法学基础。

适配体对靶标的识别和结合能力主要源于其折

叠结构与靶标构型的匹配程度，因此，折叠能量是评

价适配体功能性和稳定性的重要参数。郑磊团队发

现亚相干长度双链 DNA弯曲时具有皮牛量级拉伸力

特性，开发了双链 DNA“分子力钳”技术（图 6（a））[57]。

该技术通过机械拉伸扰动适配体分子构象，结合延时

凝胶电泳方法，实现了平衡状态下适配体折叠能量的

精确测定。进一步研究发现，通过调控“分子力钳”施

加的机械张力，可动态改变适配体二级结构稳定性，

实现亲和力在 65倍范围内的可逆调节（图 6（b））[58]。

这种力化学偶联亲和力调控策略无须适配体结构或

结合机制等信息，突破了传统碱基突变和理性设计的

局限性。进一步地，团队将该技术应用于构建赭曲霉

毒素 A检测系统，发现经 18个碱基对的“分子力钳”

调控，可使赭曲霉毒素 A适配体亲和力实现 2倍范围

调节（图 6（c））[59]。基于此开发的“分子力钳”调控适

配体荧光探针检测灵敏度较传统探针提高了 16倍，

显著扩大了靶标在低浓度方向的线性检测范围，且特

异性不受调控过程影响。该探针在实际样品的检测

中表现出良好的抗基质干扰能力，为食品安全检测提

供了研究新方向。 
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4    环状适配体结合滚环扩增技术在生物传感

与医学中的应用

RCA是一种基于环状模板的高效等温核酸扩增

技术，依赖于具有持续催化能力的 DNA聚合酶（如

phi29、Vent Exo、Bst）或 RNA聚合酶（T7 RNA）在恒

温条件下通过引导引物与模板识别和 dNTP底物连

续添加，可生成包含数千个环状模板互补重复单元的

线性长链 DNA。在此技术基础上，结合对模块化环

状模板的序列编码，可精准设计多价 RCA产物，实现

多靶标识别、仿生催化或纳米结构自组装等协同功

能[60−61]。近年来，通过将线性适配体环化构建功能性

RCA模板，或直接利用天然环状适配体进行 RCA反

应放大传感信号，显著提高了生物分子检测灵敏度，

并成功开发出兼具高特异性与功能可编程性的核酸

探针，已广泛应用于疾病诊断、细胞成像及靶向药物

递送系统构建等领域[62−64]。 

4.1    环状适配体结合滚环扩增技术在生物传感中的

应用

与 RCA技术的联合应用已成为环状适配体生物

传感领域的重要研究方向，通过整合适配体的高特异

性识别与 RCA的信号放大功能双重优势，显著提高

了传感策略的检测灵敏度。Di等[65]开发出“双适配体

邻近延伸”策略，通过双适配体协同识别靶蛋白相邻

表位进而诱导环状探针邻近杂交并触发 RCA反应

（图 7（a）），成功实现凝血酶的实时检测，然而，对于双

结合位点的需求限制了该方法的普适性。对此，

Yang等[66]创新性提出单适配体驱动的构象转换机制

（图 7（b）），利用靶标结合引发的适配体空间重排暴露

环化连接位点，构建闭合模板并启动 RCA，成功实现

了细胞裂解液中血小板衍生生长因子的检测。Wang

等[67]进一步研究发现，phi29 DNA聚合酶的 RCA进程

可被环状适配体与靶蛋白复合物特异性阻滞，开发出
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基于靶标结合−RCA阻滞效应的检测策略，并成功实

现凝血酶的可视化检测（图 7（c））[68]。基于此原理，郑

磊团队将黄曲霉毒素 B1 特异性环状适配体与 RCA

技术以及变构 DNAzyme相结合，构建浓度依赖性信

号抑制体系，实现痕量黄曲霉毒素 B1 的精准检测（图

7（d））[17]；进一步采用磁性石墨烯固定花生过敏原环状

适配体，利用靶标竞争释放策略将游离适配体转化为

RCA模板，建立了高灵敏花生过敏原检测平台（图

7（e））[16]。Xu等 [69]通过将 Ni2+适配体环化并与 RCA

技术结合，合成 DNA纳米花材料，实现了废水中 Ni2+

的有效吸附（图 7（f））。 

4.2    滚环扩增生成的多价适配体在生物医学中的

应用

环状模板等温扩增机制可用于实现多价适配体

的精准合成与拓扑结构调控。该技术可通过设计优

化模板反义序列，实现适配体重复单元数目、空间排

布及价态分布的精确调控，从而显著增强多价适配体

与靶标分子的结合亲和力及特异性识别能力。在分

子检测与靶标捕获应用方面，基于 RCA的多价适配

体展现出卓越的界面组装性能。Cheglakov等[70]率先

利用 RCA技术合成多价凝血酶和溶菌酶适配体以制

备一维 DNA−蛋白质/DNA−蛋白质−纳米颗粒分层组

装体，并验证了多价效应与空间匹配性对分子识别动

力学的协同增强作用（图 8（a））。Zhao等[71]进一步将

该技术集成于微流控芯片平台，通过原位 RCA合成

酪氨酸激酶−7多价适配体网络，实现了高流速条件下

淋巴母细胞的高效捕获与可控释放（图 8（b））。此外，

借助 RCA技术制备的磁珠[72]或聚合物[73]负载型多价

适配体，可进一步拓展至小分子污染物及循环肿瘤细

胞的痕量富集分析（图 8（c））。在靶向药物递送及细

胞成像系统构建研究领域，Zhu等 [74]与 Zhang等 [75]研

发出 RCA自组装多价适配体纳米花，该材料兼具阿
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图 8　RCA生成的多价适配体在生物医学中的应用 

研究 科技导报   2025， 43（12）

www.kjdb.org 147

http://www.kjdb.org


霉素靶向递送与多模态细胞成像功能（图 8（d））。通

过将氧化石墨烯[76]、二茂铁[77]等功能模块引入多价适

配体体系中，可精准调控药物负载率及刺激响应释放

动力学。Song等[78]利用 RCA技术自组装生成了大小

形态可控的 DNA水凝胶（图 8（e））。Zhang等[79]进一

步利用该技术发展了含有多价适配体的靶标响应性

DNA水凝胶以用于癌症免疫治疗（图 8（f））。RCA扩

增多价适配体凭借其可编程的拓扑结构、抗核酸外切

酶降解特性及耐药性，在靶向治疗、活体成像示踪等

领域展现出广阔应用前景。 

5    环状适配体发展策略展望

环状适配体凭借其闭环拓扑结构赋予的功能稳

定性、抗核酸外切酶降解特性及与 RCA技术的兼容

性，在环境监测、食品安全及疾病诊断等领域展现出

重要应用价值。然而，当前技术仍受限于低效的化学

合成工艺、三维构效关系解析体系匮乏、靶标识别位

点动态作用机制不明确等瓶颈，导致理性设计能力不

足，难以满足规模化靶标识别需求。此外，现有筛选

模型多局限于单一实验体系，对复杂基质与适配体构

象互作的动态影响缺乏系统性研究，难以全面解析不

同类型复杂基质在筛选过程中的作用机理，严重制约

其实际应用效能。未来研究工作可从以下 3个方面

进行深入开展。 

5.1    环化技术发展策略：提高环化效率与纯度

目前，环状适配体的高效合成主要依赖于生物酶

催化连接和化学连接，2种方法在实际应用时仍存在

制约。在生物酶催化连接技术方面，连接酶的高成本

限制了该合成方法的规模化使用，同时，反应过程中

易生成线性多聚体副产物，且高亲和力模板因强碱基

配对难以完全分离，导致滚环扩增等下游应用中背景

信号显著升高。针对上述瓶颈，研究团队通过优化连

接缓冲液动力学参数或在模板中引入茎环结构，有效

增强分子内环化路径的竞争优势，抑制线性聚合副反

应。在化学连接环化技术方面，点击化学等策略虽规

避了酶依赖性与模板限制，但需要对寡核苷酸进行化

学修饰，可能面临与生物体系兼容性不足的问题。针

对这些挑战，未来的研究创新可聚焦于多领域维度。

例如，通过宏基因组挖掘或蛋白质定向进化技术开发

高特异性、高热稳定性的新型连接酶；设计光裂解或

限制性内切酶敏感型模板，利用光控或酶促降解实现

模板残留的高效清除；构建基于微流控芯片的连续化

反应体系，通过微尺度流体动力学精准调控温度、离

子浓度及反应时间，从而抑制多聚或线性副产物生成

并实现连续化、规模化合成。通过以上酶学优化、化

学创新、工程化设计 3方面协同推进，环状适配体有

望克服合成瓶颈，在环境监测、食品安全及疾病诊断

等领域展现更广阔的应用潜力。 

5.2    构效关系解析与理性设计策略：从经验筛选到

精准预测

线性适配体在后环化设计过程中常面临结构稳

定性挑战，在线性前体向闭环构象转变时，因动态折

叠路径中关键结合域的空间拓扑畸变及熵变调控失

衡，易引发功能基序的排布紊乱，导致靶标识别性能

劣化。当前研究利用 SELEX技术，直接从环状文库

中进化出环状适配体，有效规避了由线性到环状构象

转变引发的结构扰动。尽管如此，由于对环状适配体

三维构象解析技术的研究尚少，适配体与靶标的互作

识别机制尚未系统阐明，难以对适配体进行理性设计

来满足规模化靶标识别的需求，更不利于实现构建针

对同类靶标保守表位的通用型识别元件的设想。对

此，未来可聚焦于利用深度学习驱动的分子动力学模

拟来解析环状适配体动态折叠轨迹，从而构建环状适

配体序列、构象与亲和力之间的多维映射模型，实现

靶标结合模式的精准预测和适配体结构域自由能景

观的优化。在此基础上，可进一步借助人工智能辅助

技术对靶标关键识别位点的预测和优化，自下而上地

设计并构建多类型靶标的环状适配体元件库。进一

步融合高通量微流控芯片与表面等离子体共振光谱

等实时监测技术，建立人工智能预测、自动化合成与

功能验证流程下的环状适配体优化体系，为生物传感

系统提供高性能分子识别工具，最终实现复杂基质中

多类型靶标的快速筛查与精准预警。 

5.3    环状适配体在复杂环境下的筛选与功能验证：

挑战与策略优化

环状适配体在复杂生物基质（如食品基质、全血

样本、肿瘤微环境）中的应用面临多重挑战，其核心问

题聚焦于适配体动态构象与环境扰动之间的动态平

衡调控。传统筛选体系基于均质化单一介质，难以模
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拟真实生物样本中多组分竞争吸附、动态离子强度波

动及分子拥挤效应引发的构象熵变，导致适配体在复

杂应用场景下出现靶标亲和力衰减与特异性偏移等

问题，严重制约了适配体在实际环境中的应用。为突

破这一瓶颈，亟需构建仿生梯度筛选体系，通过整合

动态多相微环境模块，如梯度变化的模拟食品基质、

全血稀释液或肿瘤细胞外基质，在 SELEX筛选过程

中引入可控环境应力，如 pH值变化、剪切力扰动，以

模拟真实应用场景的分子互作网络。同时，可耦合微

生理系统，如器官芯片与 3D类器官模型，建立定向筛

选平台，获得对复杂基质干扰具有构象抗性的高性能

环状适配体。此外，可建立统一的环状适配体筛选、

生产与质控标准，规模化生产工艺，推动环状适配体

筛选、生产与临床评价的规范化，加速推动环状适配

体从实验室基础研究向产业化应用转化。 

6    结论

适配体作为新型分子识别元件，凭借其优异的化

学稳定性、可编程修饰特性和规模化制备优势，在环

境监测、食品安全、疾病诊断以及药物设计等领域展

现出广阔应用前景。相较于传统线性适配体，具有闭

环拓扑结构的环状适配体具有优异的抗核酸外切酶

降解能力和刚性稳定构象，在复杂生物体系中展现出

实际应用价值。此外，环状适配体与滚环扩增技术的

高度兼容，为构建高鲁棒性分子探针提供了创新性解

决方案。与此同时，环状适配体技术的发展仍面临多

重瓶颈：化学合成工艺中环化效率与产物纯度不稳

定、三维空间构效关系解析体系尚未建立、靶标识别

位点的动态作用机制尚未阐明、现有筛选模型过度依

赖单一实验体系，特别是对复杂生物基质与适配体构

象动态互作的系统性研究仍存在显著空白。针对以

上技术挑战，在此提出 3个核心研究方向：通过优化

环化反应体系提高合成效率与产物均一性；构建人工

智能驱动的环状适配体与靶标构效关系解析平台；以

及发展面向复杂生物基质互作解析的动态筛选模型

开发。旨在突破现有技术限制，增强环状适配体在复

杂生物微环境中的构象适应性和功能可编程性，最终

实现其在生物传感与临床治疗中的转化应用。
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Abstract　Circular  aptamers,  as  a  class  of  nucleic  acid  molecules  with  closed−loop  topological  structures,  have  emerged  as  superior

molecular  recognition  probes  in  fields  such  as  food  safety,  environmental  monitoring  and  disease  diagnostics  owing  to  their  intrinsic

exonuclease  resistance,  superior  thermodynamic  stability,  and  excellent  compatibility  with  rolling  circle  amplification  techniques.  This

article systematically reviews the synthesis methods, high−efficiency selection strategies, structure−function rational design, rolling circle

amplification−driven  ultrasensitive  detection,  and  multivalent  probe  applications  of  circular  aptamers.  Furthermore,  it  provides  insights

into  future  directions,  including  large−scale  efficient  synthesis  techniques,  artificial  intelligence−assisted  structural  design,  and  the

development of dynamic selection models for analyzing interactions in complex biological matrices.
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