
第 22 卷 第 8 期
2010 年 8 月

化 学 进 展
PROGRESS IN CHEMISTRY

Vol. 22 No. 8
Aug. ，2010

收稿: 2009 年 11 月( 特约)

* 国家重点基础研究发展计划(973) 项目(No. 2010CB732400) 和福建省自然科学基金项目(No. 2008J0107) 资助

Corresponding author e-mail:cyyang@ xmu. edu. cn; jieliu28@ hotmail. com

核酸适体在生物医学中的应用*

吴崔晨
1

胡 佳
1

邹 远
1

王 驰
1

刘 杰
2

杨朝勇
1

(1. 厦门大学化学化工学院 福建省化学生物学重点实验室 固体表面

物理化学国家重点实验室 厦门 361005;

2. 复旦大学华山医院消化科 复旦大学生物医学研究院 上海 200040)

摘 要 核酸适体是经配体指数富集系统进化技术(SELEX) 筛选获得的一类能够特异性地结合离子、
分子，甚至整个细胞的单链 DNA 或者 RNA 分子。本文介绍了核酸适体及相关筛选技术 SELEX;综述了近年

来以提高筛选效率和效果为目标的核酸适体筛选技术新进展;列举了核酸适体在无机离子、小分子、生物大

分子和肿瘤细胞检测、肿瘤标记物的发现等方面的应用;讨论了基于核酸适体的靶向治疗策略;最后对核酸

适体在生物医学上的应用前景进行了展望。
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Abstract Aptamers are a new class of nucleic acid probes，which are ssDNA /RNA molecules selected to
target a wide range of ions，molecules and even cells through SELEX ( systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) technique. This paper presents aptamers and traditional selection approaches; summarizes
recent efforts in developing new aptamer selection strategies; reviews new approaches for biomedical analysis，
disease biomarker discovery and target therapy. Finally，the potential of aptamers in biomedicine is also discussed.
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1 引言

核酸适体( aptamer，也译为核酸识体、核酸适配

子) 是指从人工合成的 DNA /RNA 文库中筛选得到

的能够高亲合性和高特异性地与靶标分子结合的单

链寡核苷酸。核酸适体技术是由美国 L. Gold 和 J.
Szostak(2009 年诺 贝 尔 生 理 学 或 医 学 奖 获 得 者) 两

个研究组最早提出的。1990 年 Gold 研究组
［1］

运用

体外筛选技术获得能与 T4 DNA 聚合酶特异性结合

的 RNA，并 把 该 技 术 定 义 为 SELEX ( systematic
evolution of ligands by exponential enrichment，配体指

数富集系统 进 化)。同 年，Szostak 研 究 组
［2］

也 报 道

了能结合小分子有机染料的 RNA 片段，并将其命名

为核酸适 体 ( nucleic acid aptamers) ，取 自 于 拉 丁 文

的“aptus”( 意为适合) 与希腊单词“meros”。这些突

破性研究都证明核酸分子不仅能储存和传递遗传信

息，还能通过自身特有的结构和空间构型与其他分

子相互作用;同时，证实具有复杂功能的核酸分子能

够通过体外筛选获得。
核酸适体借助氢键、范德华力、疏水作用等分子

间作用力形成特殊的三维结构，如发夹、假结、凸环、
G-四聚体等，从而特异地识别靶物质并影响其生物

活性。核酸本身特有的生化特性使其在生物医学应

用领 域 具 有 诸 多 优 势: ( 1 ) 靶 分 子 范 围 广。小 到

ATP、氨基酸、核 苷 酸、金 属 离 子、毒 素 等 小 分 子 物

质，大到酶、生长因子、细胞黏附分子等生物大分子，

甚至完整的病毒、细菌和细胞等都可作为适体筛选

的靶物质。理论上，应用 SELEX 技术能筛选到自然

界几乎所有靶分子的适体。(2) 亲合力强。核酸适

体与靶分子的结合强度高，解离常数 (K d ) 可 达 μM
到 pM 水平。(3) 特异性高。核酸适体不仅能 识 别

靶物质一个甲基或羟基的细微变化、高度同源的蛋

白以及多肽个别氨基酸的变化，还能够区分旋光异

构体
［3］。(4) 制 备、修 饰 方 便 快 速。通 过 化 学 合 成

的方法可以在体外快速灵活地合成所需要的各种核

酸适体序列，而且可以进行精确的位点修饰，如荧光

标记、生物 素 标 记 等。(5) 核 酸 适 体 可 以 通 过 分 子

生物工具进行剪裁，提高其亲合能力，有利于发展灵

活多变的 灵 敏 检 测 方 法
［4］。(6) 稳 定 性 好，便 于 长

期保存和运输，变性复性可逆，能反复使用，而抗体

蛋白则容易变性失活。(7) 无毒性、无免疫原性、组

织渗透性好。
由于核酸适体拥有抗体无法比拟的优势，发展

核酸适体筛选技术，以及利用核酸适体进行分子诊

断和生物体内靶向治疗在生物医学、分子生物学领

域具有极其重要的意义。

2 基于 SELEX 的核酸适体筛选

2. 1 传统筛选方法

核酸适体可以通过 SELEX 技术获得，其总的思

路是从通过组合化学原理设计合成的随机寡核苷酸

库(1015—1018
种核酸分子) 中经多轮筛选 和 指 数 富

集最终获得目标核酸适体。所合成的庞大的随机核

酸库保证了库内核酸分子在序列、结构以及功能上

的多样性，使得对靶分子有不同亲合力的序列同时

存在。SELEX 技 术 通 过 特 定 的 分 离 手 段 从 核 酸 库

排除弱亲合力或无特异性序列，结合 PCR 扩增技术

对高亲合力的核酸序列进行逐级指数放大富集。图

1 介绍了传统 SELEX 技 术 的 5 个 步 骤:(1) 设 计 并

合成容量庞大的(1015—1018 ) 随机核酸库，随机库在

特定缓冲体 系 下 与 靶 分 子 温 育;(2) 通 过 特 定 分 离

方法如离心法、滤膜法、磁珠法、毛细管电泳法、柱层

析等实现与靶分子结合的核酸序列和非结合的核酸

序列间的分 离;(3) 对 分 离 出 的 结 合 核 酸 序 列 进 行

反筛选，进 一 步 排 除 掉 非 特 异 性 结 合 的 核 酸 序 列;

(4) 对获 得 的 特 异 性 结 合 的 核 酸 序 列 进 行 PCR 扩

增，形成次一级核酸库，利用生成的次一级核酸库重

复步骤(2) 和(3) ，直到获得核酸文库对靶分子的解

离常数达到 目 标 值;(5) 对 所 获 得 的 核 酸 序 列 进 行

克隆测序，鉴定测定序列与其靶分子结合的特异性

和 亲 合 力。表 1 总 结 了 目 前 已 报 道 的 核 酸 适 体

靶标。

图 1 传统 SELEX 技术流程图
［5］

Fig. 1 In vitro selection of target-specific aptamers using

SELEX technology［5］



·1520· 化 学 进 展 第 22 卷

表 1 文献报道的核酸适体靶标
［76］

Table 1 Literature reported DNA aptamer targets［76］

analyte type example and ref

metal ions K(Ⅰ)［6］，Hg(Ⅱ)［7］，Pb(Ⅱ)［8，9］，UO2 (Ⅱ)［10］，Cu(Ⅱ)［11］，Zn(Ⅱ)［12，13］

organic dyes reactive green 19［14］，sulforhodamine B［15］

amino acids L-arginine［16］，L-tyrosinamide［17］，L-citrulline［18］，L-valine［19］，L-histidine［20］

nucleotides and derivatives ATP ( or adenosine，AMP)［21］，xanthine［22］，cAMP［23］

RNA TAR-RNA［24］，yeast phenylalanine tRNA［25］，E. coli 5S RNA［26］

biological cofactors N-methylmesoporphyrin IX ( NMM ) or hemin［27］，cyanocobalamin［28］，riboflavin［29］，FMN［30］，S-adenosyl
methionine［31］，S-adenosyl homocysteine［32］，biotin［33］

small organic molecules cocaine［34］， cholic acid［35］， aspartame［36］， R-thalidomide［37］， 17β-estradiol［38］， ethanolamine［39］，

theophylline［40］，malachite green［41］，ricin toxin［42］，4，4′-methylenedianiline［43］，dopamine［44］

oligosaccharides cellobiose［45］，sialyllactose［46］，sialyl Lewis X［47］，chitin［48］，sephadex［49］

peptides vasopressin［50］，RGD［51］，neuropeptide Y［52］

toxins ricin［42］，abrin toxin［53］

enzymes human thrombin［54］，neutrophil elastase［55］，taq DNA polymerase［56］，HIV-1 RNase H［57］，protein kinase C-
δ［58］，HIV-1 reverse transcriptase［59］

growth factors platelet-derived growth factor B-chain［60］，human basic fibroblast growth factor［61］

transcription factors NF-κB［62］

antibodies human IgE［63］，kanamycin A［64］，streptomycin［65］，chloramphenicol［66］，neomycin［67］

viral proteins or components influenza virus surface glycoproteins［68］，HIV MN envelope glycoprotein［69］

cells and bacteria anthrax spores［70］，YPEN-1 endothelial［71］，PC12 cells［72］，Jurkat T leukemia cells［73］，CCRF-CEM leukemia
cells［4］，small-cell lung cancer ( SCLC) cells［74］，B-cell tumor cells［75］

2. 2 改进型筛选方法

通常，为了获得具有高度亲合力与特异性的核

酸适体，必 须 进 行 多 轮 筛 选 ( 一 般 为 8—15 轮) ，耗

时耗力。为了实现筛选流程的自动化和快速化，近

年来 发 展 了 多 种 新 型 SELEX 筛 选 方 法，如 CE-
SELEX，automated-SELEX， tailored-SELEX， photo-
SELEX，microfluidic-SELEX 和 FACS-SELEX 等。这

些方法的建立，极大地提高了筛选效率，拓展了核酸

适体的应用范围。
2. 2. 1 CE-SELEX

毛细管电泳技术 (CE) 的应用对于提高 SELEX
的筛选效率，特别是以蛋白为靶物质的筛选具有重

要意义
［77］。因为毛细管电泳能从未结合的 DNA 文

库中快速、高效地分离出靶分子-核酸适体复合物，

因此将筛选过程大大简化，仅需要 2—4 轮
［52，77—78］，

而解离 常 数 能 达 到 nM 甚 至 180 pM［59］。Mendonsa
等

［77］
根据核酸配 基 与 靶 分 子 结 合 后 构 象 和 质 量 发

生改变并导致其电泳行为显著变化的特性，利用毛

细管电泳成功实现了结合配基与游离配基的有效分

离。此外，平衡毛细管电泳(ECEEM) 技术可用于有

效筛选核酸 适 体，并 测 定 其 动 力 学 和 热 力 学 常 数。
Drabovich 等

［79］
最先将 ECEEM 应用于单链 DNA 核

酸适体的筛选。利用不同亲合力的核酸适体迁移率

不同并且可以预测的特性，收集不同时相的平衡混

合物，仅三轮筛选就获得了特定亲合力的 MutS 蛋白

核酸适体。但是 CE-SELEX 技术的一个主要缺陷是

注射进样体 积 小 ( nl 级) ，限 制 了 初 始 库 DNA 的 数

量，因此 与 传 统 SELEX 相 比 一 般 只 有 1013
个 DNA

分子数量的文库用于筛选
［59］。

2. 2. 2 Automated-SELEX
Cox 等

［80］
于 1998 年 基 于 Beckmann Biomek

2000 Pipetting 系 统 创 建 了 第 一 个 自 动 化 筛 选 工 作

站，并成功获得了溶菌酶的核酸适体
［81］。此方法使

筛选过程所需时间由数周缩短至几天。但由于上述

自动化筛选需要独立纯化的蛋白质作为靶标，限制

了其应用。对此，2002 年 Cox 等
［82］

又做了进一步改

进，将蛋白质的基因体外转录与翻译过程整合到工

作站中，这将进一步加速对以蛋白质为靶分子的核

酸适体的筛选并扩大适体在蛋白质组学分析中的应

用。2005 年，Eulberg 等
［83］

建立了半自动筛选平台，

筛选出 P 物质的 RNA 适体。该系统基于 RoboAmp
4200 E 并 整 合 了 超 滤 装 置、荧 光 检 测 器、半 定 量

PCR 仪等设备，实现了在线监测与靶分子结合的核

酸量，并且可满足在不同缓冲液和试剂以及其他严

格筛选条件下的筛选要求。这些自动化平台的出现

为核酸适体的高通量筛选铺平了道路。
2. 2. 3 Tailored-SELEX

为了把体外筛选出来的核酸适体应用于临床，

需要提高其在生物体液中的稳定性，并且降低生产

成 本。目 前 已 有 的 筛 选 前 修 饰 ( pre-SELEX
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modifications)、筛 选 后 修 饰 ( post-SELEX modifica-
tions)、镜像 筛 选 ( spiegelmers) 等 技 术，虽 然 提 高 了

核酸适体抗核酸酶的稳定性，但是所获得的修饰适

体都只能通过化学合成的方法合成。由于标准的化

学合成法只能保证 60 个碱基以内的核酸序列有较

高的产率，序 列 越 长 产 率 会 越 低，成 本 也 会 相 应 增

高。因此常规 SELEX 的 60—90 个碱基的适体需要

进行合理的剪切才能应用于生物系统的检测。两端

的固定序列虽然方便 PCR 扩增，但常常也参与了适

体与靶分子 的 结 合，因 而 限 制 了 适 体 的 优 化 剪 切。
2003 年，Vater 等

［84］
建 立 的 加 尾 筛 选 技 术 解 决 了 这

一问题。该技术能够快速、直接地获得与靶分子结

合的 RNA 序列，而无需进一步的剪切实验。其基本

原理是首先构建两端各含有 4nt 和 6nt 固定序列的

随机文库，固定序列用于与接头序列连接搭桥。同

时合成文库两端的连接序列，含有 T7 启动子序列以

及可用碱裂解的碱基。合成的接头序列，能够与上

述连接序列和文库的固定序列退火，形成搭桥，用于

PCR 扩增。加 尾 筛 选 与 传 统 筛 选 相 比 多 了 引 物 连

接与 PCR 扩增后碱裂解除去引物两个步骤，进入下

一轮循环的仍为短固定序列的寡核苷酸库。加尾筛

选能够筛选出既简短，亲合力又很高的核酸适体，而

且可以应用于自动化筛选体系中。
2. 2. 4 Photo-SELEX

Jensen 等
［85］

利用 光 交 联 筛 选 技 术 筛 选 获 得 了

特异性靶向 HIV-1 的 Rev 蛋白的 RNA 适体。他们

把随 机 RNA 核 酸 库 中 的 尿 嘧 啶 用 其 类 似 物 5-
iodouracil(5-IU) 取代，当有靶蛋白存在时，用单色紫

外光照射，5-IU 即与靶蛋白产生局部特异性的共价

交联，使 RNA 与靶蛋白形成稳定的复合物。交联复

合物可以通过变性 PAGE 胶 与 游 离 的 RNA 进 行 分

离。这种方法利用比亲合作用更牢固的共价键进行

筛选，因此 所 获 得 的 适 体 也 将 具 有 更 高 的 选 择 性。
此方法可以进一步应用于研究核酸适体与靶蛋白的

相互作用。
2. 2. 5 Microfluidic-SELEX

Soh 等
［86］

通 过 整 合 磁 性 微 珠 筛 选 与 微 流 控 芯

片技术发展了一种快速、高效、广泛且自动化的核酸

适体 筛 选 平 台，即 microfluidic-SELEX 或 M-SELEX
( 见图 2)。这 种 基 于 微 流 控 芯 片 的 SELEX 技 术 利

用微尺度的一些独特优势来提高筛选效率:一方面

在微通道内植入铁磁结构，能够可逆地形成高强度

的局域磁场 梯 度，从 而 自 动、精 确 地 操 控 大 量 的 微

球;另一方面通过层流流体构筑的微通道装置将分

子扩散对分离纯度的负面效应降到最低，最终仅用

一轮 就 筛 选 出 特 异 性 针 对 BoNT /A-rLc 的 核 酸 适

体，解离常数 K d 为 33 ± 8 nM。为 了 进 一 步 提 高 微

流控芯片筛选的分离效率和操作可控性，Soh 等
［87］

又发展了一种操作更为简易的微流控芯片装置，无

需借助显微镜进行调试与优化，能够有效地避免微

气泡的产生，且允许更高的流速，这些细节上的改进

都使得微流控筛选技术日趋成熟。采用这种方法，

Soh 等通 过 3 轮 正 向 筛 选 就 获 得 了 streptavidin 的

DNA 核酸适体序列，并且通过 1 轮对 BSA 的反向筛

选进一步增强了核酸适体对 streptavidin 的亲合力，

解离常数达到(33 ± 5)nM。此方法首次提出将微流

控技术应用于核酸适体的筛选，不仅实现了高效、快
速、自动化筛选的目标，而且对微型化与集成化筛选

平台的发展有重要的指导意义。

图 2 基 于 微 流 控 芯 片 的 核 酸 适 体 微 磁 场 筛 选 流 程

图
［86］

Fig. 2 Overview of the M-SELEX process. ( A ) initial

ssDNA library; ( B ) target protein ( BoNT /A-rLc )-

conjugated magnetic beads; ( C ) incubation; ( D )

separation in the CMACS device; (E ＆ F) amplification via

PCR and single-stranded products generated; ( G )

measurement of binding kinetics［86］

2. 2. 6 FACS-SELEX
如何将特异性结合到靶物质上的核酸序列与未

结合序列有 效 分 离 是 体 外 筛 选 过 程 中 最 关 键 的 步

骤。目前 cell-SELEX 操 作 中 通 常 采 用 离 心 法 进 行

分离，但离心过程可能破坏细胞，而且无法区分活细

胞与死细胞结合上的差别。因 此，Mayer 等
［88］

发 展

了 FACS ( fluorescence-activated cell sorting) SELEX
以实现靶向特定细胞亚群的核酸适体的高效、快速

筛选( 见图 3)。具体方法是在包含活细胞和死细胞

的混合液与核酸库孵育之后，采用流式细胞仪分选，

获得特异针对活细胞表型的核酸序列，然后经 PCR
放大与单链化操作形成次一级筛选库，最终经过 10
轮筛选获得高亲合力的核酸适体。该方法通过核酸
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序列与特定细胞表型联合筛选获得特异性的核酸适

体，而不是单纯依靠核酸序列与靶分子之间的亲合

性，为从直接取自体液或一级组织的复杂细胞样本

中筛选靶向特定亚型细胞的核酸适体铺平了道路。

图 3 基于 FACS 的体外筛选流程图
［88］

Fig. 3 Fluorescence-activated cell sorting FACS-SELEX

scheme. Composite cell mixtures，which comprise dead cells

with reduced membrane integrity and vital cells， are

incubated with an ssDNA library. FACS sorts the dead cells

from the vital cells and thereby selects bound nucleic acids

associated with the vital-cell phenotype. The selected

nucleic acids can be amplified by PCR，and the resulting

ssDNA library serves as a starting library for the next

selection cycle［88］

2. 3 基于修饰核苷酸的筛选

DNA 或 RNA 结构在筛选过程中易受到酶降解

作用的影响而失去活性，对核苷酸单体进行各种化

学修饰不仅能够提高核酸适体筛选过程中抗酶解的

稳定性，而且具有无毒副作用等优点。
早期常采用 2′-氟代嘧啶和 2′-羟基嘌呤组合的

方式提高核酸适体的抗酶解能力，最典型的例子是

筛选获得了第一个 通 过 美 国 FDA 批 准 上 市 的 核 酸

适体药物 Macugen［89］。Macugen 是一段抗血管内皮

细胞生长因子核酸适体，用于治疗湿性老年性黄斑

变性(wet AMD)。该适体序列中 12 个 2′-羟基嘌呤

碱基被替换成 2′-氧代嘌呤，从而增强了抗酶解能力

和化学稳定性
［90］。另一种核酸适体药物 RB006 含

有 2′-氟代嘧啶碱基，是一种新型抗凝剂，能特异性

结合并抑 制 IXa 因 子
［91，92］。RB006 与 其 互 补 核 苷

酸解毒剂(RB007) 组成的 REG1 抗凝系统目前已经

进入Ⅱ期临床
［93］。

发展化学稳定性高、天然存在且能抗酶解的核

苷酸已经 成 为 筛 选 领 域 越 来 越 重 要 的 目 标。2′-氧
代甲基是后转录过程中常见的修饰基团，一个核糖

体中存在着超过 100 个 2′-氧代甲基核苷酸
［94］。2′-

氧代甲基核苷酸不仅 能 够 在 SELEX 筛 选 后 提 高 核

酸适体稳定性，而且相比 2′-氟代核苷酸合成费用低

廉，更 适 于 大 规 模 生 产 合 成。Burmeister 等
［95］

利 用

包括 2′-羟基 嘌 呤、2′-氧 代 甲 基 嘧 啶 等 在 内 的 各 种

化学修饰碱 基 组 成 的 文 库 进 行 VEGF165 筛 选，获 得

由 23 个 2′-氧 代 甲 基 核 苷 酸 组 成 的 核 酸 适 体 序 列

(ARC245) ，解 离 常 数 达 到 2nM。细 胞 实 验 显 示

ARC245 适体能有效抑制 VEGF165 受体的结合，在体

外血 清 中 可 稳 定 存 在 长 达 48h 而 不 发 生 降 解。
Burmeister 等

［96］
又报道了利用 2′-脱氧嘌呤和 2′-氧

代甲基嘧啶组成的 DNA 文库筛选获得能同时结合

凝血酶和 IL-23 的核酸适体序列。与全部由 2′-氧代

甲基核苷酸组成的抗 VEGF165 核酸适体类似，由 2′-
脱氧嘌呤和 2′-氧代甲基嘧啶 ( dRmY) 组成的抗 IL-
23 核酸适体能够高亲合性地结合靶分子，解离常数

达到 8nM。体外试验也证实其能有效抑制靶分子的

活性。

3 基于核酸适体的生物医学诊断

目前能用抗原抗体反应进行诊断的技术几乎都

可以用核酸适体替代，结合其分子识别功能和特殊

的信号传导机制，核酸适体在基础研究、药物研制和

生物医学诊断等领域发挥着越来越重要的作用。
3. 1 离子、小分子检测

核酸适体与不同的信号传导机制结合，如荧光

共振能量转移、电致发光以及比色法等，可以直接用

于无机离 子 和 小 分 子 的 快 速 检 测。Leclerc 等
［97，98］

设计了一种带正电荷的共轭高分子(CCP) 作为核酸

适体传感器的荧光标记基团实现对碱金属离子的快

速检测( 见图 4A)。其 原 理 是，没 有 K +
存 在 时，核

酸适体与高分子链形成的刚性双螺旋结构使荧光信

号发生猝灭;加入 K +
后，K +

与核酸适体特异性结合

释放出的高分子链使荧光信号重新恢复( 见图 4B) ，

检测限达到 10pM。他们还将此原理用于凝血酶的

检测，用 Cy3 染料标记凝血酶核酸适体，利用荧光能

量共振转 移 实 现 信 号 放 大。该 方 法 的 检 测 下 限 是

62pM。另外，由 于 核 酸 适 体 被 固 定 在 玻 璃 载 体 表

面，所以只需要 0. 4μl 样品，相比普通溶液法所需的

样品量(200μl) 能检测的分子数量降低了 2 个数量

级。Wang 等
［99］

发展了另一种利用 CCP 链对 K +
进

行检测的方 法 ( 见 图 4C)。基 本 原 理 是 K +
的 加 入

使标记有荧光素的核酸适体折叠成紧密的四聚体结

构，因为该结构具有更高的电荷密度而更接近 CCP
链，从而产生 更 高 的 荧 光 共 振 能 量 转 移 信 号 ( 见 图
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4D)。Huang 等
［100］

利 用 另 一 种 染 料 OliGreen 作 为

信号传导器，OliGreen 可以与单链 DNA 结合而使荧

光强度增强1 000倍。向 OliGreen 与 富 含 G 碱 基 的

核酸序列混合体系中加入 K +
时，DNA 序列会折 叠

成一个四聚体结构，从而释放出 OliGreen 并导致荧

光强度的减弱。

图 4 正电荷共轭高聚物传感器原理示意图
［97—99］

Fig. 4 Sensors based on cationic conjugated polymers

(CCPs) . (A) Structure of the CCP used in part B. ( B)

Fluorescent and colorimetric detection of thrombin ( Thr) of

K + . CCP and aptamer are positively and negatively

charged，respectively. ( C) Structure of the CCP used in

part D. (D) Fluorescent detection of K +［97—99］

ATP 是生命活动能量的直接来源，分析 ATP 体

内分布能够显示生命活动 的 进 展 情 况。为 此，Fang
等

［101］
发 展 了 一 种 利 用 金 属 配 合 物 Ru ［( phen ) 2

( dppz ) ］2 +
来 检 测 ATP 的 方 法。 Ru ［( phen ) 2

(dppz) ］2 +
在缓 冲 溶 液 中 不 发 光，但 当 与 核 酸 相 互

作用时可以发出荧光。利用该原理，Fang 等利用核

酸适体实现对 ATP 的 定 量 分 析，检 测 限 达 到 1nM。
Fang 等

［102］
还将此原理应用于其他核酸适体传感器

的设计，实 现 对 IgE、PDGF-BB、thrombin 的 检 测，检

测灵敏度分别为 0. 1、1. 0 和 0. 01nM。Zuo 等
［103］

设

计了一种结构转换的核酸适体传感器，将一段核酸

适体固定在电极上，与标记上二茂铁的互补 DNA 杂

交形成双链，ATP 加入后使核酸适体与目标分子形

成稳定的复合物结构，从而使得本来远离电极表面

并标记二茂铁的 DNA 解离下来，通过测定电极表面

二茂铁的循环伏安信号变化对 ATP 进行定量分析。
Fan 等

［104，105］
利用金纳米颗粒能够区分单链 DNA 和

双链 DNA 差异的性质发展了一种非标记型核酸适

体传感器，并用于 ATP 的检测。无 ATP 时，核 酸 适

体与其互补 DNA 形成双链结构，金纳米颗粒在一定

盐浓度条件下 呈 聚 集 状 态;而 当 ATP 存 在 时，适 体

与 ATP 结合后释放出的游离单链 DNA 能稳定金纳

米颗粒，使金纳米颗粒呈分散状态。该法不需对核

酸适体进行标记即可检测 ATP，且可拓展用于其他

生物分子的检测。
Stojanovic 等

［106］
构建了一种针对可卡因检测的

核酸适体传感器，分别在核酸适体的 3′端和 5′端标

记上荧光基团和猝灭基团，加入可卡因后核酸适体

构型发生变化，使荧光基团被靠近的猝灭基团猝灭

而实现对可卡因的检测。同时，他们设计了核酸适

体的比色探针应用于可卡因的检测。由于核酸适体

与 cyanine 染料之间的非特异性结合可被可卡因与

核酸适体间的特异性结合取代，因此可通过测定染

料 分 子 在 特 定 波 长 的 吸 光 度 变 化 计 算 可 卡 因

浓度
［107］。
Fan 等

［108］
利用金 纳 米 颗 粒 聚 集 程 度 不 同 而 显

示不同颜色的原理实现了对腺苷的可视化检测。具

体方法是将金纳米颗粒修饰上两种可同时结合腺苷

分子的核酸适体，腺苷与 DNA 片段自组装后使得金

纳 米 颗 粒 聚 集，从 而 颜 色 从 红 色 变 成 蓝 紫 色

( 见图 5)。

图 5 基于金纳米自组装的腺苷比色检测示意图
［108］

Fig. 5 Target-induced assembly of AuNPs for colorimetric

detection of adenosine. The nanoparticles are functionalized

with two different DNA molecules through thiol-gold

chemistry. The two kinds of nanoparticles are linked by

adenosine to form aggregates. In the presence of adenosine，

the nanoparticles assemble and turn blue colored［108］

3. 2 生物大分子检测

随着人类基因组计划的完成和功能基因学、蛋

白组学研究的开展，发展蛋白质等生物大分子的实

时跟踪检测、高灵敏分析方法成为后基因组学的研

究热点。传统 的 蛋 白 质 检 测 通 常 利 用 抗 原-抗 体 免
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疫分析方法，分析结果常受到抗体性质差异的影响。
核酸适体可与蛋白质特异性结合，在不同温度、盐浓

度、络合剂条件下进行变性与复性研究，因此在蛋白

质分析检测上的应用备受关注。
Landegren 等

［109］
利 用 核 酸 适 体 可 通 过 PCR 方

法进行扩增的特点，提高了酶联核酸适体诊断方法

的检测灵敏度。将两种不同的核酸适体结合到蛋白

或蛋白复合体两个接近的结合位点上，两种核酸适

体的游离 3′末端和 5′末端通过互补 DNA 链连接，最

后通过 PCR 方 法 进 行 实 时 扩 增 ( 见 图 6)。该 方 法

对靶蛋白的检测限可以达到 400attomoles，与传统的

ELISA 检测方法相比，灵敏度提高了1 000倍。

图 6 邻近连接检测法的原理示意图
［109］

Fig. 6 Principle of the proximity ligation assay［109］

利用荧光光谱的高灵敏度性质，荧光染料标记

的核酸适 体 在 蛋 白 检 测 中 发 挥 着 重 要 的 作 用。例

如，在 流 式 细 胞 分 析 中，Davis 等
［110］

用 荧 光 素 或 藻

红蛋白标记特 异 性 结 合 CD4 的 核 酸 适 体 从 而 选 择

性地对 CD4 +
细 胞 进 行 染 色。Ringquist 等

［111］
利 用

荧光素标记的 L-选择素核酸适体，实现 CD62L 阳性

白细胞的可视化检测。上述研究也提示可以利用核

酸适体与细胞表面靶分子的相互作用通过流式细胞

术进行靶细胞的特异性分选。此外，还可以用流式

细胞 仪 监 测 体 外 筛 选 实 验 的 进 程。 Giridharan
等

［112］
利用荧光偏振的方法检测 IgE，最低检测限可

达 350pM。为实现在复杂生物体系中蛋白的快速检

测，Yang 等
［113］

设计 了 一 种 光 转 换 的 核 酸 适 体 探 针

特异性检测血小板衍生生长因子 ( PDGF)。具体方

法是将荧光芘分子标记在 PDGF 核酸适体的 5′末端

和 3′末端，一旦 PDGF 与适体相互作用使其两端的

芘分子相互靠近，芘分子的荧光发射波长由单体的

400nm 转变为激发态二聚体的 485nm( 见图 7)。通

过监测荧光信号在 400nm 处的降低和在 485nm 处

的增强，实现 在 细 胞 体 系 中 对 PDGF 的 检 测。该 方

法的检测下限达到 4pM，线性范围 0—40nM。

图 7 基 于 光 转 换 的 芘 激 发 态 二 聚 体 检 测 PDGF 示 意

图
［113］

Fig. 7 Use of the pyrene excimer to probe PDGF［113］

纳米粒子由于具有比表面积大等性质，也被应

用于 核 酸 适 体 传 感 器 的 设 计 中。Chang 等
［114］

将

2nm 的光致发光金纳米点连接到 PDGF 上，同时 在

PDGF 核酸适体 上 修 饰 13nm 金 纳 米 颗 粒。当 体 系

中不存在游离 PDGF 时，两 种 纳 米 颗 粒 由 于 核 酸 适

体与靶 分 子 的 结 合 而 靠 近 导 致 光 猝 灭; 然 而 游 离

PDGF 会与连有 2nm 金纳米点的 PDGF 竞争相应的

核酸适体，从而减弱光猝灭效应，增强光信号。该方

法检测限可 达 到 80pM。此 外，Chang 等
［115］

将 荧 光

分子 N，N-二 甲 基-2，7-重 氮 芘 插 入 到 核 酸 适 体 中，

由于金纳米颗粒的猝灭作用荧光染料不发出荧光;

加入的 PDGF 与核酸适体特异性结合并释放出荧光

染料，从而导致荧光信号增强，检测限可达 8pM。

图 8 基于斑点印迹法对蛋白的可视化检测
［118］

Fig. 8 Description of colorimetric detection of protein by

aptamer-AuNPs conjugates based on a dot-blot assay［118］

Lee 等
［116］

将核酸 适 体 修 饰 到 光 纤 传 感 器 上 作

为识别分子检测凝血酶。待测的凝血酶溶液加入已

经结合核酸适体且标记有荧光素的凝血酶溶液中，

通过竞争反应测定凝血酶的浓度。这种光纤生物传

感器不仅具有检测限低的优势 (1nM) ，而且操作步

骤简便快 速，整 个 测 量 时 间 仅 需 15min。He 等
［117］

将纳米金颗粒表面修饰上一种凝血酶核酸适体，将

另一种核酸适体固定在磁性纳米颗粒上。当两种核

酸适配体与凝血酶蛋白结合形成磁性颗粒 /凝血酶 /
纳米金胶的三明治结构时，通过磁性分离后检测电

极表面纳米金胶电化学信号的变化，实现对凝血酶
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的检测。Wang 等
［118］

利 用 斑 点 印 迹 法 在 金 纳 米 颗

粒上修饰凝血酶的核酸适体，实现了对凝血酶快速

超灵敏比色检测( 见图 8)。
上述研究结果表明，核酸适体在发展各种可取

代抗体的蛋白靶向探针、测定体内蛋白质含量和研

究蛋白质的功能、疾病的早期诊断等方面具有巨大

的应用潜力。
3. 3 肿瘤细胞鉴别、分析

从分子水平实现早期癌细胞的准确检测具有非

常重要的意义，因此设计和发展特异性分子探针成

为癌细胞 早 期 检 测 的 关 键。Charlton 等
［122］

用
99m Tc

标记靶向人类中性粒细胞弹性蛋白酶的核酸适体并

在小鼠体内进行病变组织成像，与临床经常使用的

抗弹性蛋白酶 IgG 抗体相比，核酸适体具有更高的

信噪比。此外，标记有
99mTc 的核酸适体可以特异性

结合肌腱蛋白，该分子是乳腺癌、胶质母细胞瘤、肺

癌和 结 肠 癌 等 多 种 肿 瘤 的 标 志 物 ( 见 图 9 )［123］。
Korgel 等

［126］
利用生物素-亲合素作用将前列腺专一

性膜抗原(PSMA) 的核酸适体连接到具有近红外发

光性能的 CdTe 量 子 点 上，特 异 性 地 检 测 前 列 腺 癌

细胞，为核酸适体应用于活细胞及生物体内的分子

检测提供了新思路。

图 9 肌腱蛋白核酸适体的修饰及其二级结构
［123］

Fig. 9 Secondary structure and modification of the 39-mer

tenascin aptamer［123］

纳米材料具有特殊的光学、电学和磁学等性质，

与核酸适体相结合后可显著提高检测灵敏度，具有

重要的应用价值。Tan 等
［124，125］

将 纳 米 粒 子 连 接 到

核酸适体上，借助纳米粒子高比表面积的性质同时

与多个核酸适体结合增强信号以达到较高的检测灵

敏度。他们将 80 个荧光标记的 sgc8 核酸适体结合

到 12nm × 56nm 的 Au-Ag 纳米棒 上，使 得 核 酸 适 体

的亲合力提高了 26 倍，荧光强度提高了 300 倍。此

外，由于肿瘤细胞可使自组装的金纳米-核酸适体颗

粒相互靠近，由此产生的表面等离子体共振效应使

体系的颜色 发 生 改 变。只 要 体 系 中 含 有1 000个 肿

瘤细胞，就可以产生比色变化并被肉眼识别。利用

吸收光谱测定时，检测灵敏度更可提高到 90 个肿瘤

细胞。
在癌症早期检测中，从病人血液或唾液等收集

到的恶性肿瘤细胞含量通常较低，因此发展一类从

低含量体液中富集并检测肿瘤细胞的方法成为癌症

早期诊断的 关 键。Tan 等
［127］

利 用 新 型 双 功 能 纳 米

粒子应用于白血病细胞的快速富集与检测。采用一

种修饰有核酸适体的磁性纳米粒子进行靶细胞的萃

取和富集，另一种掺杂有荧光染料的纳米粒子加入

到待检测体系中实现信号放大。氧化铁掺杂的二氧

化硅纳米粒子具有尺寸小、比表面积大等性质，相比

普通微米尺寸粒子具备更强的萃取能力，因此比较

基于免疫表型或 PCR 等复杂、费时的检测技 术，该

方法只需 1h 即可完成分析。同时，该方法不仅能够

从全血样本中重复萃取获得靶细胞，更重要的是，能

应用于多种癌细胞的同时收集和检测。
此外，Tan 等

［128］
将微流控芯片技术与核酸适体

相结合，用经过核酸适体修饰的微流控芯片装置从

大量背景细胞中分选、捕捉靶细胞。由于微流控装

置所需样品用量少、通量高、检测快速等优点，所以

非常适合作为廉价、快速的生物医学检测平台。尽

管抗体修饰的微流控装置已经被用于癌症细胞的富

集，但是核酸适体相比于抗体更适合用于微流控芯

片的固定、修饰，因为 DNA 修饰的微流控装置不仅

能够保存更 长 的 时 间，而 且 适 合 临 床 简 便、快 速 使

用。例如，通 过 将 sgc8 共 价 修 饰 到 表 面 微 结 构 是

PDMS 的微流控 装 置 上，Tan 等 获 得 了 超 过 80% 捕

获效率和 97% 纯度的靶细胞 CEM 细胞。实验还发

现，通过减小微流控装置通道深度，以及利用脉冲式

细胞溶液流动替代使用恒定流速溶液能进一步提高

癌细胞的捕获效率。因此，基于核酸适体的微流控

富集装置将成为癌症早期诊断的快速、经济工具。
3. 4 肿瘤标志物的甄定

癌症的临床诊断目前仍主要基于影像学检查组

织和细胞的形态，存在分辨率较低，难以实现癌症的

早期诊断等问题。特异性检测恶性肿瘤相关基因和

生物标志物 是 实 现 癌 症 早 期 诊 断 的 一 个 最 有 效 方

法。然而，尽管肿瘤标志物在 1978 年就用于癌症的

临床实验诊断，但目前肿瘤标志物种类少，特异性和

灵敏度不够，且不足以阐明各种恶性肿瘤发生发展

的分子机制，无法确切地用于癌症的早期诊断。基

于抗体的蛋白芯片虽已被尝试用来寻找与恶性肿瘤

相关的蛋白质标志物，但由于恶性肿瘤的复杂性，以

及抗体制备和应用上的局限性而效果甚微。因此，

寻找一种可直接获得癌变组织、细胞的特征分子指



·1526· 化 学 进 展 第 22 卷

纹，高效发现癌症发生、发展过程中的生物标志物，

并实现这些生物标志物特异灵敏检测，对于癌症的

早期诊断和治疗具有非常重要的科学意义和临床价

值。Tan 研究小组
［153］

提出了基于细胞的 SELEX 并

用于发现肿瘤标志物。与传统抗体发现方法如噬菌

体展示肽库技术相比，细胞 SELEX 的一个优点是在

不用事先了解特异性标记物的前提下发现可以和肿

瘤干细胞结合的特异性适体，从而可直接用于各种

基础和应用研究。更重要的一点是，人们可以利用

这些特异性核酸适体对其所结合的细胞表面特征靶

点进行表征、鉴定，为发现肿瘤干细胞的特征标记物

提供 一 个 捷 径。本 节 将 论 述 如 何 利 用 基 于 细 胞

SELEX 筛 选 获 得 的 分 子 探 针 特 异 性 结 合 肿 瘤 标 志

物的过程。
利用 SELEX 技术进行靶向肿瘤标志物( 主要是

膜蛋白) 的 鉴 别
［119］

主 要 包 括 下 列 步 骤 ( 见 图 10) :

(1) 利用疾 病 细 胞 作 为 靶 细 胞，正 常 细 胞 作 为 参 照

细胞筛选核 酸 适 体;(2) 从 靶 细 胞 中 获 取 结 合 有 核

酸适体的细 胞 裂 解 液;(3) 从 溶 解 蛋 白 中 分 离 出 膜

蛋白部分;(4) 萃取核酸适体-蛋白复合物;(4) 通过

SDS-PAGE 分离靶 蛋 白;(5) 质 谱 测 序; (6) 鉴 定 靶

蛋白。Tan 等
［119］

通 过 细 胞 筛 选 获 得 了 能 与 人 急 性

淋巴细胞白血病 T 细胞(CCRF-CEM) 相结合的核酸

适体 sgc8。利用生物素标记的核酸适体 sgc8，与靶

物质结合形成复合物后能通过链霉亲合素修饰的磁

性微珠萃 取 获 得。通 过 与 随 机 DNA 作 对 照，利 用

sgc8 捕获的 特 征 蛋 白 质 消 化 并 用 LC-MS /MS 分 析

后发现跨膜蛋白受体，PTK7( 蛋白络氨酸激酶 7) 是

该核酸适体的靶物质。尽管 PTK7 同时也是结肠癌

激酶-4(CCK-4) 并 在 多 种 肿 瘤 细 胞 中 过 量 表 达，但

是其确切 功 能 目 前 尚 不 清 楚。上 述 结 果 首 次 证 实

PTK7 的过量表达与 T-ALL 细胞之间存在关联。
利用同样的 细 胞 筛 选 方 法，Tan 等

［120］
筛 选 获

得能与 Burkitt′s 淋巴瘤细胞结合并具有高亲合力的

核酸适体 TD05。通过对 TD05 进行化学修饰，例如

标记光活化基团，进一步提高了核酸适体捕获及富

集靶受 体 的 效 率。TD05 不 仅 能 特 异 性 地 识 别 在

Burkitt′s 淋巴 瘤 细 胞 中 表 达 的 免 疫 球 蛋 白 Mu 重

链
［121］，而且免疫球蛋白 Mu 重链在 B-淋巴细胞发育

早 期 的 表 达 水 平 与 Burkitt′s 淋 巴 癌 密 切 相 关。因

此，核酸适体有效地应用于甄别肿瘤细胞异常表达

的细胞膜受体。通 过 发 展 基 于 细 胞 SELEX 筛 选 获

得的高质量核酸适体探针识别靶蛋白，进而甄别、发
现与肿瘤细胞相关的潜在标志物具有重要的临床应

图 10 基于核酸适体的肿瘤标志物鉴别
［119］

Fig. 10 Aptamer-based biomarker discovery［119］

用价值和意义。

4 基于核酸适体的靶向治疗

分子水平靶向治疗的目标是使癌症治疗更加高

效、低毒和无副作用。基于 cell- SELEX 筛选获得的

核酸适体具有比抗体更好的化学性质，能够与蛋白

特异性结合并且可逆地影响蛋白功能，且不会引起

体内免疫原反应，渗透性好，有望成为新的靶向治疗

手段。
由于大部分核酸适体不能被细胞有效吸收，为

了实现细胞内的靶向分子运输，发展高效的核酸适

体载 体 系 统 成 为 该 领 域 研 究 的 关 键 问 题。 Tan
等

［129］
观察了 CEM 细胞核酸适体 sgc8 的内化过程，

发现内化的 核 酸 适 体 能 与 铁 传 递 蛋 白 的 内 涵 体 共

存，表明该核酸适体能够定向地进入靶向细胞，而且

没有细胞毒性。
将 抗 癌 药 物 和 靶 向 癌 细 胞 表 面 分 子 的 核 酸 适

体、抗体等偶联，可将药物特异性输送到癌灶，不仅

可以提高化疗效能，而且可以降低药物毒性。将易

被生物降解 的 高 分 子 与 抗 PMSA RNA 核 酸 适 体 形

成的 docetaxel 胶囊化纳米粒子应用于动物模型，结

果表明不仅能够显著提高药物的效能，而且降低了

毒性
［130］。Tan 等

［131］
将 doxorubicin 与 DNA 核 酸 适

体 sgc8c 共价连接后，sgc8c 显示出高亲合力以及被

靶向细胞的内涵体高度内化的能力 ( 见图 11)。由

于特殊的共价连接方法，sgc8c-doxorubicin 复合体可

以在酸性的内涵体环境中解离。细胞稳定性测试证

明 sgc8c-doxorubicin 结合体的药效与 doxorubicin 相

同，而且具有特异性分子识别能力。
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图 11 与 CCRF-CEM 细 胞 孵 育 ( a) 30 min，( b) 1 h，

and ( c) 2 h 后，sgc8c-Dox 复合体在细胞内的分布图
［131］

Fig. 11 Distribution of sgc8c-Dox conjugates inside CCRF-

CEM cells after incubation with cells for ( a) 30 min，( b)

1h，and ( c) 2h，respectively［131］

核酸适体直接作为药物在疾病的治疗中发挥着

越来越重要的作用。以往研究
［132—142］

曾经报道过核

图 12 抗血管内皮生 长 因 子 核 酸 适 体 ( pegaptanib) 的 修

饰及二级结构示意图
［148］

Fig. 12 Secondary structure and modifications of the anti-

VEGF aptamer pegaptanib (macugen)［148］

酸适体在治疗方面的应用，以及作为治疗试剂直接

应用于模型体系中
［143—147］。因为核酸适体在生物体

内容易被核酸酶降解，或因分子量太小而被机体清

除，故需对其进行各种修饰以适应作为治疗用药的

要求。Alexander 等
［93］

对之前报道的抗血管内皮生

长因子核酸适体进行了 2′-氟代和 2′-氧代甲基化学

修饰。其中，2′-氧代甲基修饰使得 VEGF 核酸适体

的亲合力提高了 17 倍，大大增加了脱氧胸苷的稳定

性。聚乙二醇化延长了核酸适体在体内的半衰期，

从而减少了给药剂量
［148］( 见图 12)。

近年来，利用光敏剂产生的活性氧自由基来杀

死病变细胞的光动力学治疗受到了人们越来越多的

关注
［149，150］。Tan 等

［151］
将 特 异 性 识 别 Burkitt 淋 巴

瘤细胞的核酸适体 TD05 化学连接到高效的光敏剂

Ce6 上，使光敏剂更加准确地滞留于病变部位，提高

了光化学治疗的靶向性( 见图 13)。Huang 等
［152］

将

特异性针对 肿 瘤 细 胞 的 核 酸 适 体 修 饰 到 Au-Ag 纳

米棒表面作为光热治疗剂，通过激光照射导致纳米

棒温度升高从而杀死癌细胞。该方法仅能高选择性

地杀死目标肿瘤细胞 (93% ) ，对其他正常细胞基本

不产生影响，正常细胞存活率达到 87%。上述利用

核酸适体进行光热治疗的技术为今后体内靶向治疗

肿瘤提供了新途径。

图 13 TD05-Ce6 细胞毒性分析示意图
［151］

Fig. 13 Cell toxicity assay results for Ramos cells ( P <

0. 05) after 30 min incubation，followed by irradiation of

light for 4 h and subsequent growth for 36 h［151］

5 结论与展望

SELEX 技术自问世以来，在筛选技术上不断丰

富和完善，应用领域不断拓展。通过筛选获得的核

酸适体在生物医学研究中蕴藏着巨大的价值，而且

部分产品已经通过 FDA 批准上市。目前，核酸适体

已经成为化学生物学、生物医学、治疗试剂研制及药

物筛选等研究的有效工具。但是核酸适体与其他药

物治疗方法相比仍然存在不足之处，例如核酸适体

制备成本相对较高;核酸适体虽能很好地与靶序列

结合，但它自身很难接近和穿透靶组织。
总体而言，SELEX 技术筛选获得了能特异性识

别重要离子、小分子、生物大分子、肿瘤细胞及其标

志物的核酸适体，这些核酸适体被广泛地应用于生

物医学检测、疾病标志物发现以及靶向治疗。例如，

利用核酸适体对癌症病人样本进行染色，通过流式

细胞计数等方法实现对癌症的快速诊断。此外，凡

是涉及抗体的诊断领域，几乎都可以用核酸适体替

代，特别是可以弥补抗体在诊断领域应用中的不足。
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SELEX 技 术 筛 选 到 的 核 酸 适 体 能 特 异 地 与 在 疾 病

发生发展中起重要作用的靶分子结合，阻断或封闭

靶分子的功能，从而达到治疗疾病的目的。除此之

外，通过现代生物技术和分析化学手段，将核酸适体

整合到微流控芯片装置和纳米生物传感器上不仅可

以实现疾病的早期诊断，而且特异性针对癌症细胞

的核酸适体作为靶向治疗药物，一方面能够降低药

物本身的毒性，另一方面还能够提高治疗的有效性。
同时，数量众多的特异性核酸适体的发现为个性化

治疗提供了可靠的保证。总之，核酸适体及其筛选

技术的不断进步，有助于人们进一步了解和认识分

子间相互作用、癌症发病的分子生物学机制，促进了

新兴检测、诊断和治疗技术的发展。

致 谢 感 谢 厦 门 市 科 学 技 术 局 项 目 ( No.
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