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摘要    石斑鱼神经坏死病毒(Nervous necrosis virus, NNV)作为石斑鱼养殖中最具破坏力的病毒性

病原之一，对石斑鱼养殖业造成严重威胁，其引发的病毒性神经坏死病(viral nervous necrosis, VNN)

会导致仔鱼和幼鱼大规模死亡。因此，需开发具备现场快速响应能力、操作便捷且兼具高灵敏度和

特异性的新型检测技术，满足 NNV 早期诊断和精准防控的迫切需求。核酸适配体 TNA1 能够高特

异性识别 NNV 感染细胞，本研究通过对 TNA1 进行结构改造和化学修饰，创新性地构建出一种靶

标激活式核酸适配体探针(target-activatable aptamer TNA1c, TNA1c-TAA)。利用流式细胞术、激光共

聚焦技术以及实时荧光定量 PCR (qPCR)技术，对 TNA1c-TAA 的特异性、灵敏性、稳定性进行分

析，结果发现，TNA1c-TAA 能够高特异性地识别 NNV 感染的细胞，不识别其他病毒感染的细胞。

TNA1c-TAA (500 nmol/L)在 4~28 ℃范围内，能够在 1 min 内精准检测到 1×103 个 NNV 感染的细胞。

活体水平检测结果显示，TNA1c-TAA 可以特异性识别 NNV 感染的石斑鱼脑组织细胞，TNA1c-TAA

检测样品的阳性率与 qPCR 检测结果一致，证实 TNA1c-TAA 具有应用于石斑鱼养殖中 NNV 感染

快速诊断的潜力，为构建水产疫病“预防-诊断-控制”三位一体防控体系奠定了理论基础。 
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石斑鱼是我国重要的经济鱼类，近年来随着养殖

规模迅速扩大、养殖密度不断增加，病害反复大规模

暴发(Húsgağ et al, 2001; Liu et al, 2024b; Zhou et al, 

2016; Yu et al, 2019a)。其中，石斑鱼神经坏死病毒
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(nervous necrosis virus, NNV)是最具破坏性的传染性

病原之一。NNV 主要破坏石斑鱼的神经系统，靶器

官为脑和眼，感染 NNV 后，石斑鱼会出现打转、漂

水、体色变深、通体发黑等症状，一周内死亡率可达

100%。该病毒的暴发严重威胁着石斑鱼养殖业的健

康可持续发展(Munday et al, 2002; Nishizawa et al, 

2008; Li et al, 2020)。 

目前，针对 NNV 的防控手段仍存在明显不足。

尽管研究表明，谷氨酰胺(沈海洋等, 2020)、大黄酸

(Liu et al, 2024a)等活性化合物能够抑制 NNV 的早期

感染，但这些发现尚处于实验研究阶段，未能实现大

规模的应用。由于目前市场上缺少治疗水产病毒病的

有效药物，因此，控制水产病毒病暴发的关键在于病

毒感染早期进行快速精准检测，并辅以免疫增强剂提

高鱼体免疫力，从而有效控制病毒传播(Song et al, 

2024; Hou et al, 2025)。在病原诊断方面，目前主要采

用组织病理学观察法、免疫学检测以及实时荧光定量

PCR (qPCR)等方法(Shi et al, 2003; Qi et al, 2005; 

张  梦兰等, 2021; Chinchar et al, 2009; 彭智发, 2015)。

这些技术具有灵敏度高、特异性强等优势，但均存在

一定的局限性：组织病理学观察法灵敏度较低且耗时

长，易造成 NNV 早期或轻度感染的漏诊(Zhou et al, 

2016)；基于抗体的 ELISA 检测技术，因抗体的合成

周期长，且批次间存在不稳定性，正逐渐被分子技术

所取代(Huang et al, 2001)；qPCR 检测技术具有极高

的检测灵敏度，但其对精密仪器、专业试剂和技术人

员的严苛要求限制了应用场景(汪琼等, 2023)。现有的

这些检测方法难以满足 NNV 的现场快速检测的实际需

求，因此，开发一种操作便捷、准确性高、耗时短的

NNV 快速检测技术已成为当前亟待解决的行业难题。 

核酸适配体(aptamer)是利用指数富集的配基系

统进化技术(SELEX)，将人工合成的、容量约为 1014~ 

1015 的随机寡核苷酸文库与靶物质结合，经过多轮筛

选获得能够特异性识别靶物质的单链核酸(余庆等 , 

2020; Yu et al, 2021; 李鹏飞等, 2024)。核酸适配体通

过链内碱基间的氢键作用折叠形成稳定的发卡、茎

环、假结、凸环和 G-四链体等结构，并与靶标特异

性结合(Stoltenburg et al, 2007)。核酸适配体的相对分

子质量小，具有易穿透细胞膜、性质稳定、容易化学

合成和修饰等特点(Zhou et al, 2016)。近年来，核酸

适配体在水产病害检测领域取得显著进展并得到广

泛应用(Li et al, 2014; 李鹏飞等, 2024; 张帅帅等, 

2024)。Zhou 等(2017)针对 RGNNV 衣壳蛋白(CP)筛

选得到的核酸适配体具有抗病毒效果，并基于其特异

性开发出“核酸适配体-CP 蛋白-核酸适配体”的夹心

酶联核酸适配体吸附检测技术(ELASA)，该方法具有

耗时短、特异性强和稳定性高等优点。目前，基于核

酸适配体开发的新型检测技术用于病害的快速准确

检测诊断，已在石斑鱼虹彩病毒 (SGIV) (Li et al, 

2014)、卵形鲳鲹源神经坏死病毒(GPNNV) (许海东

等, 2010)、草鱼呼肠孤病毒(GCRV) (Yu et al, 2020)、

大口黑鲈虹彩病毒(LMBV) (张帅帅等, 2024; Zhang 

et al, 2022)、中华鳖虹彩病毒 (STIV) (朱春华等 , 

2009)、致病性溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus) (余庆等, 

2018)、哈维氏弧菌(V. harveyi) (刘慧敏等, 2020)、嗜

水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) (周伶俐等, 2018)

以及有害藻华棕囊藻(Phaeoecystis globosa) (江天久

等, 2006)等病原的研究中获得成功。 

本研究针对核酸适配体在水产养殖监测应用中

存在的技术瓶颈展开探索。现有检测技术因清洗不

彻底导致的高背景信号问题，严重制约了其在养殖

现场的规模化应用。为解决这一难题，本研究通过

引入靶标激活式分子探针技术 (target-activatable 

aptamer, TNA1c-TAA)，构建了一种新型检测体系。

该技术采用双功能修饰探针设计：该探针首先加上

一段 T 链和用于氢键结合的 C 链，然后在核酸适配

体两端分别标记荧光基团 FAM (carboxyfluorescein)

和猝灭基团 BHQ1 (black hole quencher 1)。在非靶标

状态下，FAM 与 BHQ1 通过空间邻近效应形成荧光

共振能量转移(FRET)机制，导致荧光信号被有效猝

灭。当靶标物质与核酸适配体特异性结合后，分子

探针发生构象改变，致使荧光基团与猝灭基团的空

间距离超出有效猝灭半径，这种构象变化使荧光得

以恢复。本研究中的创新设计，相比“always on”的

荧光探针背景值明显降低，能有效克服现场检测中

的背景干扰难题，实现对 NNV 的快速检测，同时为

水产养殖病害防控提供新思路和新方案。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本实验室所用细胞系为石斑鱼鳍细胞 (grouper 

fin cell, GF-1)，在 28 ℃条件下用添加 10%胎牛血清

(FBS; Gibco, Grand Island, 美国)的 Leibovitz's L15 

(Gibco)培养基培养。实验所用病毒为石斑鱼神经坏死

病毒广西株(Nervous necrosis virus Guangxi, NNV)、

石斑鱼虹彩病毒广西株(Singapore grouper iridovirus 

Guangxi, SGIV)，SGIV 和 NNV 均是本实验室前期从

广西某养殖场患病的珍珠龙胆石斑鱼 (Epinephelus 

fuscoguttatus♀ × E. lanceolatus ♂)中分离获得(Xiao 
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et al, 2019; Yu et al, 2019b)，并保存在液氮中。 

1.2  方法 

1.2.1  TNA1c-TAA 的制备    靶标激活式核酸适配

体探针由 3 个片段组成：一段是靶向识别的核酸适配

体序列，用于特异性识别靶标，另一段是延伸的间隔 

片段 T 链，第 3 段是使适体呈发夹结构的 C 链，使 5´

端的猝灭剂 BHQ1 与 3´端的荧光团 FAM 无限接近，

本研究根据此原理设计了 TNA1c-TAA 系列探针

(表 1)。核酸适配体及所用引物均由奥科(武汉)生物

科技有限公司合成。本研究使用的核酸适配体探针

在使用前均进行 92 ℃水浴 5 min、冰浴 5 min 处理。 
 

表 1  本研究所涉及的序列 
Tab.1  Sequences used in this study 

名称 Name 序列 Sequence 

TNA1c1-TAA 5′-FAM-CCAACCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTCGGGGCTCGAT 
ATTGTAAAGGGAGTGTGTTTAGGAGGACGTGGTTGG-BHQ1-3′ 

TNA1c2-TAA 5′-FAM-CCAACCATTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTCGGGGCTCGAT 
ATTGTAAAGGGAGTGTGTTTAGGAGGACGTGGTTGG-BHQ1-3′ 

TNA1c3-TAA 5′-FAM-CCAACCACTTTTTTTTTTTTTTTTTGCTCGGGGCTCGATA 
TTGTAAAGGGAGTGTGTTTAGGAGGACGTGGTTGG-BHQ1-3′ 

TNA1c4-TAA 5′-FAM-CCAACCACGTTTTTTTTTTTTTTTTGCTCGGGGCTCGAT 
ATTGTAAAGGGAGTGTGTTTAGGAGGACGTGGTTGG-BHQ1-3′ 

FAM- TNA1c 5′-FAM-GCTCGGGGCTCGATATTGTAAAGGGAGTGTGTTTAGGAGGACGTGGTTGG -3′ 

CP-F 5'-CTGCTAGAATCTTCCAGCGATA-3' 

CP-R 5'-TGTCAGTTGGATCAGGCAGGAA-3' 

β-actin-F 5'-ACGAGCTGCCTGACGGACA-3' 

β-actin-R 5'-GGCTGTGATCTCCTTCTGCA-3' 

 

1.2.2  流式细胞术分析 TNA1c检测 NNV 感染细胞的

特异性    GF-1 细胞接入 6 cm 细胞培养皿，28 ℃培

养 18 h，皿底基本铺满细胞。实验组细胞中接入 NNV 

(MOI=0.4)，对照组 1 为仅加入无血清 L15 培养基的

GF-1 细胞，对照组 2 细胞中接入 SGIV (MOI=0.4)。

各组细胞在 28 ℃培养 48 h，3 000 g 离心 3 min 收集

细胞。将 FAM标记的核酸适配体 TNA1c (500 nmol/L)

加入到各组细胞中，冰浴 30 min，用 PBS 洗涤 3 次，

使用流式细胞仪检测荧光值。每个反应均为 3 个重复。 

1.2.3  激光共聚焦显微观察 TNA1c 识别结合 NNV

感染细胞的特异性    GF-1 细胞接入 35 mm 玻底

皿，28 ℃培养 18 h，皿底基本铺满细胞。实验组细

胞中接入 NNV (MOI=0.4)，对照组 1 为仅加入无血清

L15 培养基的 GF-1 细胞，对照组 2 细胞中接入 SGIV 

(MOI=0.4)。各组细胞在 28 ℃培养 48 h，然后将 FAM

标记的核酸适配体 TNA1c (500 nmol/L)加入各组细

胞中，冰浴避光结合 30 min，各组细胞中加入 100 μL 

Hoechst 33342 染液避光染色 15 min，移除上清液并

用 PBS 洗涤 3 次，最后各组细胞中加入 100 μL 无色

MEM，激光共聚焦显微镜下观察细胞并拍照。 

1.2.4  TNA1-TAA 的最佳结构分析    细胞培养、

收 集 同 1.2.2 。 分 别 将 5 种 探 针 (FAM-TNA1c, 

TNA1c1-TAA, TNA1c2-TAA, TNA1c3-TAA, 
TNA1c4-TAA, 500 nmol/L)加入各组细胞中，冰浴

30 min，用 PBS 洗涤 3 次，使用流式细胞仪检测荧光

值。每个反应均为 3 个重复。 

1.2.5  TNA1c1-TAA 的最适工作浓度分析    GF-1

细胞接入 6 cm 细胞培养皿，28 ℃培养 18 h，皿底基

本铺满细胞。实验组细胞中接入 NNV (MOI=0.4)，对

照组 1 为仅加入无血清 L15 培养基的 GF-1 细胞。各

组细胞在 28 ℃培养 48 h，3 000 g 离心 3 min 收集细

胞。将稀释成不同浓度的 TNA1c1-TAA (1 000, 500, 

250, 125, 62.5 nmol/L)分别加入各组细胞中，冰浴

30 min，用 PBS 洗涤 3 次，使用流式细胞仪检测荧光

值。每个反应均为 3 个重复。 

1.2.6  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染细胞的数量敏

感性分析     细胞培养、收集同 1.2.5。将细胞梯

度稀释成不同数目 (1×105, 5×104, 1×104, 5×103, 

1×103, 5×102 个 ) ， 然 后 将 核 酸 适 配 体 探 针

TNA1c1-TAA (500 nmol/L)分别加入各组细胞中，冰

浴 30 min，用 PBS 洗涤 3 次，使用流式细胞仪检测

荧光值。每个反应均为 3 个重复。 

细胞分组同上，将细胞梯度稀释成不同数目

(1×105, 5×104, 1×104, 5×103, 1×103, 5×102 个)加入
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TriZol 试剂，用提取总 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，

利用反转录试剂盒将总 RNA 反转录为 cDNA，以

cDNA 为模板，以 β-actin 基因作为内参基因，测定

NNV 的 CP 基因表达量，用 2ΔΔ-Ct 法计算各组间 CP

基因表达差异。每个样本检测为 3 次重复。 

1.2.7  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染细胞的时间敏感

性分析    细胞培养、收集同 1.2.5。将核酸适配体

探针 TNA1c1-TAA (500 nmol/L)分别加入各组细胞

中，分别孵育结合 30、20、10、5、1 min，用 PBS

洗涤 3 次，使用流式细胞仪检测荧光值。每个反应均

为 3 个重复。 

1.2.8  TNA1c1-TAA 的稳定性分析    细胞培养、收

集 同 1.2.5 。 将 核 酸 适 配 体 探 针 TNA1c1-TAA 

(500 nmol/L)分别加入各组细胞中，分别在 37、28、

16、4 ℃下孵育结合 20 min，用 PBS 洗涤 3 次，使用

流式细胞仪检测荧光值。每个反应均为 3 个重复。 

1.2.9  探针 TNA1c1-TAA 与 qPCR 在活体水平的检

测结果比较分析    检测所用样品来自广西防城港

的某石斑鱼养殖场，在该厂暴发疫病时，取 20 尾出现

打转、体色变黑等患病症状的石斑鱼，作为实验组，

其中对照组为正常石斑鱼，将样品进行解剖取脑组

织，使用剪刀将组织样品剪碎后用尼龙网过滤，收集

到滤液即为待测样品。取 100 μL 待测样品加入

500 nmol/L 已变性的 TNA1c1-TAA，室温孵育 20 min，

PBS 洗涤 3 次，用尼龙网过滤，用流式细胞仪检测荧

光值。每组 3 个重复。 

取 100 μL 待测样品加入 TriZol 试剂，用提取总

RNA 提取试剂盒提取总 RNA，利用反转录试剂盒将

总 RNA 反转录为 cDNA，以 cDNA 为模板，以 β-actin

基因作为内参基因，测定 NNV 的 CP 基因表达量，

用 2ΔΔ-Ct 法计算各组间 CP 基因表达差异。每个样本

检测 4 次。 

2  结果 

2.1  TNA1c 特异性识别结合 NNV 感染的细胞 

如图 1a 所示，正常 GF-1 细胞呈长梭形、细胞排

列紧密，SGIV 感染的细胞(GF-1-SGIV)出现明显的细

胞病变，包括细胞皱缩、变圆、漂起等，NNV 感染的

细胞 (GF-1-NNV)内部出现明显空泡。流式细胞术

(图 1b)和激光共聚焦技术(图 1c)检测结果均显示，

FAM-TNA1c 能够特异性识别结合 NNV 感染的靶细

胞，而对正常细胞、其他病毒感染的细胞无明显识别

结合。 

2.2  TNA1-TAA 的最佳结构分析 

4 种靶标驱动激活式核酸适配体分子探针

TNA1c1-TAA、TNA1c2-TAA、TNA1c3-TAA、TNA1c4- 

TAA，特异性识别结合 NNV 感染细胞的结果如图 2

所示，与对照组相比，5 种探针均可特异性识别结合

NNV 感染细胞，其中，TNA1c1-TAA 探针结合靶细

胞的能力最强，后续分析中均使用 TNA1c1-TAA。 

2.3  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的特异性分析 

最佳结构的核酸适配体 TNA1c1-TAA 检测 NNV

感染的特异性分析如图 3 所示，TNA1c1-TAA 能够特

异性识别结合 NNV 感染的 GF-1 (靶细胞)，而对正常

GF-1 细胞、SGIV 感染的 GF-1 细胞(GF-1-SGIV；非

靶细胞)无明显识别结合。 

2.4  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的工作浓度分析 

探针 TNA1c1-TAA 的最适工作浓度分析如图 4

所示，不同浓度的核酸适配体探针 TNA1c1-TAA 

(1000, 500, 250, 125, 62.5 nmol/L)均特异性识别结合

NNV 感染的 GF-1 (靶细胞)，而且荧光值随着探针浓度

的增加而升高。综合考虑探针的制备成本和荧光强度，

后续分析中 TNA1c1-TAA 的浓度选用 500 nmol/L。 

2.5  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的数量灵敏性分析 

探针 TNA1c1-TAA 的检测 NNV 感染细胞的数量

敏感性结果如图 5 所示，TNA1c-TAA (500 nmol/L)

能够检测到 1×103 个 NNV 感染的细胞(图 5a)，该结

果与 qPCR 检测结果一致(图 5b)，证实 TNA1c-TAA

具有应用于石斑鱼养殖中 NNV 精准诊断的潜力。 

2.6  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的时间敏感性分析 

探针 TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染细胞的时间敏

感性分析结果如图 6 所示，随着 TNA1c1-TAA 与 NNV

感染细胞孵育时间的增加，荧光值持续升高，在孵育

时间为 20 min 时，NNV 感染细胞上检测到的荧光值

最高。并且在孵育时间短至 1 min 时，TNA1c-TAA 

(500 nmol/L)能够精准检测到 NNV 的感染。 

2.7  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的稳定性分析 

探针 TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染细胞的稳定性

分析结果如图 7 所示，TNA1c1-TAA 与 NNV 感染细

胞孵育温度的升高，荧光值也在不断升高，但在 37 ℃

时，对照组细胞的荧光值也显著增加，推测此时可能

细胞出现破损，导致 TNA1c1-TAA 的非特异性结合。 
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图 1  FAM 标记的核酸适配体 TNA1c (FAM-TNA1c)检测 NNV 感染细胞的特异性分析 
Fig.1  The specificity of FAM-labeled aptamer detection for NNV infection 

a：光学显微镜下细胞形态；b 和 c：流式细胞术和激光共聚焦技术分析 FAM-TNA1c 特异性识别结合 NNV 感染的靶细胞。

**表示与其他组相比差异极显著(P<0.01)，下同。 
a: Cell morphology was observed using optical microscopy. Flow cytometry (b) and confocal laser scanning microscopy (c)  

were applied to analyze the specific recognition and binding of aptamer FAM-TNA1c to NNV-infected target cells.  
** represented extremely significant difference compared with other groups (P<0.01). The same below. 

 

 
 

图 2  5 种核酸适配体特异性识别结合 NNV 感染细胞的分析 
Fig.2  The optimal conformational method for detecting 

NNV infection using aptamer TNA1c-TAA 

 
因此，TNA1c-TAA 在 4~28 ℃的温度范围内，均能够

高特异性地识别 NNV 感染。 

2.8  TNA1c1-TAA与 qPCR在活体水平检测NNV感

染的比较 

探针 TNA1c1-TAA与 qPCR技术在活体水平检测

NNV 感染的比较分析结果如图 8 所示，分别使用本

研究构建的 TNA1c1-TAA 与 qPCR 技术对 20 条患病

石斑鱼脑组织进行检测，结果显示，TNA1c1-TAA 

 
 

图 3  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的特异性分析 
Fig.3  Specific analysis of aptamer TNA1c1-TAA for 

detecting NNV infection 
 

 
 

图 4  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的工作浓度分析 
Fig.4  Analysis of working concentration for aptamer 

TNA1c1-TAA detecting NNV infection 
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图 5  核酸适配体探针 TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的数量敏感性分析 
Fig.5  Quantitative sensitivity analysis of aptamer TNA1c1-TAA for NNV infection detection 

a：流式细胞术分析核酸适配体 TNA1c1-TAA(500 nmol/L)特异性识别结合不同数目的 NNV 感染细胞； 

b：qPCR 检测不同数目的 NNV 感染细胞 
a: Flow cytometry analysis of the specific binding of aptamer TNA1c1-TAA (500 nmol/L) to varying numbers of  

NNV-infected cells. b: Detection of different quantities of NNV-infected cells using qPCR. 
 

 
 

图 6  TNA1c1-TAA 检测 NNV 感染的时间敏感性分析 
Fig.6  Analysis of time-sensitivity for aptamer probe 

TNA1c1-TAA in detecting NNV infection 

TNA1c1-TAA (500 nmol/L)与 NNV 感染细胞分别孵育结合

30, 20, 10, 5, 1 min，使用流式细胞术进行检测分析。 
TNA1c1-TAA (500 nmol/L) was incubated with 

NNV-infected cells for binding durations of 30, 20, 10, 5,  
1 min, respectively. Subsequent detection and analysis were 

performed using flow cytometry. 
 

可以特异性识别 NNV 感染的石斑鱼脑组织细胞，

TNA1c1-TAA 检测样品的阳性率与 qPCR 检测结果一

致，证实 TNA1c1-TAA 具有应用于石斑鱼养殖中

NNV 快速诊断的潜力。 

3  讨论 

核酸适配体作为一种新兴的核酸分子工具，近年

来在精准医学、病原检测及抗病原感染等多领域实现

了突破性进展(Yu et al, 2021)。在临床诊断方面，不

仅可精准识别流感病毒、埃博拉病毒及新型冠状病毒

等多种包膜病毒表面抗原，更能在复杂生物样本中实

现痕量病原体的快速捕获。潘雅杰等(2024)利用特异

性识别甲型 H1N1 流感病毒的核酸适配体，通过偶联

纳米磁珠，无需对病毒核酸进行提取和富集，实现超

低量灭活病毒的捕获，操作便捷且具有高生物安全

性。田先敏等(2024)开发了基于核酸适配体构建 SERS

检测平台，利用手持拉曼光谱仪在 5 min 内快速诊断 

 

 
 

图 7  核酸适配体检测 NNV 感染的稳定性分析 
Fig.7  Stability analysis of aptamer-based detection  

for NNV infection 

TNA1c1-TAA (500 nmol/L)与 NNV 感染细胞分别在 37, 28, 

16, 4 ℃下孵育结合，然后使用流式细胞术进行检测分析。 
The aptamer probe TNA1c1-TAA (500 nmol/L) was 

incubated with NNV-infected cells at temperatures of 37, 28, 
16, 4 ℃, respectively. Subsequent detection and analysis 
were performed using flow cytometry to evaluate binding 

stability under varying thermal conditions. 
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图 8  TNA1c1-TAA (a)与 qPCR (b)技术在活体水平检测 NNV 感染的比较分析 
Fig.8  Comparative analysis of sensitivity between TNA1c1-TAA (a) and qPCR (b) for detecting NNV infection in vivo 

 

SARS-CoV-2 模拟病毒。该方法利用核酸适配体与冠

状病毒结合时表面空间位阻较小和高亲和力的优势，

极大提高了灵敏度，证明了核酸适配体结合拉曼光谱

技术在快速检测领域的优势，为后续研究奠定了基

础。在水产病原检测方面，目前已筛选出能够特异性

识别副溶血弧菌 (Vibrio parahaemolyticus)外膜蛋白

OmpW 的 VP-Apt12 (李洁等, 2023)，白斑综合征病毒

(WSSV)衣壳蛋白 VP28 的 WSSV-Apt9 (王诗怡等, 

2016)，石斑鱼神经坏死病毒感染细胞的 TNA1 (Yu et al, 

2019a)。本研究所使用的核酸适配体 TNA1c 是对

TNA1 进行结构优化、化学修饰所获得。目前报道的

核酸适配体都具有特异性强、灵敏度高等特性，例如

UB-DNA 适配体(AptD3/AptD4)可特异性识别登革热

病毒(Dengue virus) NS1 蛋白(Matsunaga et al, 2021)，

核酸适配体 MHs 可以特异性识别马尔堡病毒

(Marburg virus) GP 蛋白，结合位点独立于病毒颗粒

的 5'端结构域，借此区分马尔堡病毒与埃博拉病毒

(Tawiah et al, 2020)。本研究也对荧光修饰的 TNA1c 

(FAM-TNA1c)特异性进行了验证，证明可以有效区分

识别石斑鱼常见的两种病毒性病原 SGIV 和 NNV，

即 FAM-TNA1c 只特异性识别 NNV 感染的细胞。 

靶标激活式核酸适配体(TAA)作为一种改进型分

子探针，在没有靶标物质存在的情况下，TAA 探针

不发出荧光信号或者发出的荧光信号较弱。然而，当

TAA 探针与靶标物质结合后，增加了荧光基团与猝

灭基团之间的距离，导致其相互作用减弱，最终使荧

光基团被激活而发出强烈的荧光信号 (Lai et al, 

2017)。通过监测荧光信号的强弱，实现对靶标物质

的高灵敏度、高特异性检测。TAA 探针的荧光基团

仅在靶标分子存在时被激活并产生信号的特性，有效

降低了背景荧光值，提高了检测的灵敏度。Shi 等

(2011)设计靶标激活式核酸适配体探针 sgc8，用于活

体内肿瘤细胞检测，检测下限低至 118 个细胞，检测

时间短至 15 min，而且基于核酸适配体无细胞毒性及

免疫原性的优良性能，适用于活体成像。Zhao 等

(2011)设计 PDGF 特异性响应探针，实现高时空分辨

定量检测，为活体细胞生物学研究提供新思路。除此

之外，亦有报道称靶标激活式核酸适配体探针 C10

可特异性识别凝血酶(Pavlov et al, 2005)，FAM/GO-nS

可特异性识别小鼠上皮细胞(Wang et al, 2010)。本研

究通过对特异性识别石斑鱼神经坏死病毒的核酸适

配体 TNA1 进行结构优化、化学修饰，获得 4 种靶标

激活式核酸适配体探针 (TNA1c1-TAA、 TNA1c2- 

TAA、TNA1c3-TAA、TNA1c4-TAA)，4 种探针均可
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特异性识别结合 NNV 感染细胞，其中 TNA1c1-TAA

探针结合靶细胞的能力最强，说明 TNA1c1-TAA 具

有用于开发针对 NNV 的即时检测技术的潜力。与

TNA1c1-TAA 相比，其他 3 种探针 TNA1c2-TAA、

TNA1c3-TAA、TNA1c4-TAA 与靶细胞结合后发出的

荧光低于 TNA1c1-TAA，其可能原因是从 TNA1c1- 

TAA 到 TNA1c4-TAA 其 C 链的结合强度是逐渐增加

的，导致探针在结合靶点后互补序列难以打开，所以

荧光值出现了逐渐下降的趋势。 

检测技术开发需要着重关注检测准确性、检测成

本、检测时间以及操作的简便性等方面。本研究所开

发的靶标激活式核酸适配体能够有效降低背景值，提

高了检测的特异性和准确性。此外，检测试剂的使用

量是检测成本最主要的关注因素之一，核酸适配体

OTA 检测赭曲霉毒素 A 的最适工作浓度 1 μmol/L 

(Mukherjee et al, 2021)；核酸适配体 VA2- ELASA 检

测溶藻弧菌的最适工作浓度为 200 nmol/L (Yu et al, 

2019c)。本研究中的 TNA1c1-TAA 的最适合工作浓度

为 500 nmol/L，和前人结果存在差别，这可能与检测

对象的大小不同(化学小分子与细胞)、探针本身和靶

标结合力的强弱相关。 

RT-PCR 是目前病原检测最为常用的技术，具有

特异性强、灵敏度高的优点。但 RT-PCR 技术的整个

操作流程包括样品核酸提取、反转录以及 qPCR 三步，

不仅操作繁琐、需要专业的技术人员，而且单个样品

的检测时间长达 5~6 h，检测样品较多时，所耗费的

时间会成倍增加。而本研究基于靶标激活式核酸适配

体(TAA)的病原检测技术，不需要提取样品核酸，通

过简单的探针–样品孵育，即可分析出病原感染情况，

整个检测流程能在 30 min 内完成。而且检测温度无

特殊要求，室温下亦可精确检测出病原感染，不需要

昂贵的检测设备、操作步骤简单，同时适合于大批量

样品的高通量快速检测。在检测灵敏度方面，RT-PCR

的灵敏度可达到 10²拷贝/μL (胡加谊等, 2014)。而

TNA1c1-TAA 技术在病毒感染细胞数量低至 1×10³个

时，即可检测出 NNV 感染。尽管 TNA1c1-TAA 技术

的灵敏度相较于 RT-PCR 略逊一筹，但在实际养殖场

景中，针对一线养殖户所饲养的发病鱼类体内携带的

病毒量而言，TNA1c1-TAA 技术的灵敏度足以实现有

效识别。因此，可以证实 TNA1c1-TAA 技术具备应

用于石斑鱼养殖中 NNV 快速诊断的潜力。 

综上所述，本研究基于核酸适配体成功开发了一

种靶标激活式分子探针 TNA1c1-TAA 用于检测 NNV

感染，该探针具有高度的特异性、优异的灵敏性以及

操作快速简便等优点，可用于石斑鱼养殖中 NNV 的

早期快速诊断。未来研究中，靶标激活式核酸适配体

可以通过与纳米材料、微流控芯片等技术结合，构建

水产病害新型即时检测平台，实现大批量样品的高通

量快速检测和养殖水体病原的实时监测，为构建水产

疫病"预防-诊断-控制"三位一体防控体系奠定基础。 
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Construction of a Target-Activatable Aptamer TNA1c for Specific Detection  
of Grouper Nervous Necrosis Virus Infection  

LI Miao1,2, XU Youhou1, XIE Jinkun2, LIU Mingzhu2, HUANG Jing2, CHANG Yanlei3,  
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Abstract    Nervous necrosis virus (NNV), a devastating viral pathogen in grouper aquaculture, 

severely impacts the grouper farming industry. NNV-induced viral nervous necrosis triggers mass 

mortality in larvae and juveniles. The need to develop novel detection technologies with on-site rapid 

response capability, operational simplicity, and high sensitivity/specificity to meet the demands for 

early diagnosis and precise prevention is urgent. In this study, we constructed a target-activated 

aptamer probe (TNA1c-TAA) through structural modification and chemical engineering of TNA1, an 

aptamer that specifically recognizes NNV-infected cells. Flow cytometry, confocal microscopy, and 

real-time quantitative PCR (qPCR) revealed that TNA1c-TAA exhibited high specificity for 

NNV-infected cells without cross-reactivity to other virus-infected cells. The TNA1c-TAA probe (500 

nmol/L) precisely detected 1×10³ NNV-infected cells within 1 min at 4–28 . ℃ In vivo detection 

demonstrated specific recognition of NNV-infected brain tissue cells in grouper, with 100% 

agreement between the TNA1c-TAA positivity rate and qPCR results. These findings highlight the 

potential of the TNA1c-TAA for the rapid diagnosis of NNV in aquaculture, laying the foundation for 

establishing a trinity prevention-diagnosis-control system against aquatic epidemics. 

Key words    Grouper; Nervous necrosis virus; Rapid detection assay; Aptamer; Target-activatable 

probe 
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