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摘摇 要摇 核酸适配体是通过指数富集配体系统进化(SELEX)筛选方法获得的,能够与靶标分子高亲和力和

特异性结合的单链 DNA 或 RNA。 蛋白质是一种非常重要的生物功能大分子,迄今为止,已经开发了许多

SELEX 技术,用于蛋白质的适配体的筛选。 目前,适配体的筛选优化方法主要集中在提高筛选效率、降低筛

选成本,以及提升适配体性能等方面,从而获得可与靶标分子以高亲和力和高特异性结合的适配体。 适配体

与靶标分子亲和力的表征是关键的筛选步骤,用于判定所筛选的适配体是否可以满足后续应用需求。 本文归

纳总结了 2016 年以来蛋白质靶标的适配体筛选的研究进展,对核酸适配体筛选过程中有关核酸库的优化方

法和筛选方法的改进、新筛选方法的开发、核酸适配体的应用等方面的研究进行了评述。

关键词摇 核酸适配体; 蛋白质; 筛选; 指数富集配体系统进化; 评述

摇 2020鄄01鄄09 收稿; 2020鄄02鄄25 接受
本文系国家自然科学基金项目(Nos. 21675012, 21874010, 21827810)资助
* E鄄mail: qufengqu@ bit. edu. cn

1摇 引 言

核酸适配体是指通过指数富集的配体系统进化技术(Systematic evolution of ligands by exponential
enrichment, SELEX)在体外筛选获得的可与靶标高特异性和高亲和力结合的单链 DNA( ssDNA)或

RNA。 核酸适配体的靶标范围广,包括蛋白质、多肽、小分子、细胞、细菌,甚至组织。 核酸适配体可通过

化学方法合成,与抗体相比,核酸适配体具有成本低、易修饰、稳定性好等特点。 此外,核酸适配体有较

好的组织渗透性,易进入细胞,且无免疫原性。 近年来,以蛋白质为靶标的核酸适配体在分子生物学、生
物技术、生物医学等领域广受关注。

核酸适配体是通过体外筛选获得的,故可根据特定应用环境或靶标分子特征进行筛选。 1990 年,
Tuerk 和 Gold[1]首次采用 SELEX 技术从随机序列中筛选获得 T4 DNA 聚合酶的 RNA 配体序列,并预测

通过 SELEX 技术可筛选获得任何蛋白质或其它目标分子的高亲和力配体。 同年, Ellington 和Szostak[2]

通过亲和色谱柱方法筛选获得具有特异性结合于有机染料的 RNA 配体序列,并将其定义为“适配体冶。
1992 年, Toole 等[3]筛选获得具有抑制人凝血酶催化作用的首个 DNA 适配体。 核酸适配体的筛选过程

主要包括随机寡核酸库的建立、核酸库与靶标的相互作用、靶标鄄核酸复合物的分离、次级库的形成(通
过聚合酶链式反应(PCR)进行扩增),再重复以上筛选步骤。 不同的筛选方法,重复筛选 3 次不同,一
般需4 ~ 20 轮的筛选。 最后对筛选得到的核酸序列进行测序,获得与靶标分子以高亲和力特异性结合

的适配体序列[4]。
尽管以蛋白质为靶标的核酸适配体应用前景广泛,但其筛选过程复杂,一般需要十多轮筛选,耗费

大量人力、财力和时间,并且,筛选所得的核酸适配体还可能存在亲和力不高、特异性不好等问题,影响

其后续应用。 因此,适配体的筛选仍是目前适配体研究应用亟待解决的问题。 本研究组在之前的综

述[4]中,归纳总结了 2015 年之前的研究工作。 近年来,对 SELEX 技术的改进和发展的相关研究主要集

中在核酸库的优化和筛选方法的改进、适配体的结构优化和计算机辅助筛选等方面。 本文综述了

2016 年以来, 以蛋白质为靶标的核酸适配体的筛选过程中核酸库的优化方法和筛选方法的改进、新筛

选方法的开发、适配体亲和力表征方法以及核酸适配体的应用等工作。
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2摇 核酸库的设计与优化

基于对 RNA 分子可形成功能性空间结构的认识,早期的 SELEX 技术中优先使用 RNA 随机文

库[5]。 随后的研究结果表明,单链 DNA(ssDNA)能够形成比 RNA 更复杂的三级结构,且 ssDNA 的化学

性质更稳定、易合成,筛选过程中不需要额外的逆转录步骤,相比于 RNA 适配体筛选更节省时间和成

本[6]。 目前,超过 85%的适配体筛选使用了 ssDNA 随机文库[7,8]。
大多数适配体体外筛选使用 ssDNA 或 RNA 的随机文库。 然而,它们在体外相对稳定,但在体内则

很容易被核酸酶降解,通常在 10 s 内就会被破坏。 此外,小片段的 ssDNA 或 RNA 可提供的分子结构简

单,相互作用位点有限; 并且,当其进入生物体体内时,循环时间短,可被肾脏快速过滤。 考虑到 ssDNA
与 RNA 的结构多样性[9]、与靶标的结合能力以及在体内的稳定性与功能等因素,初始核酸库的设计与

优化是 SELEX 的重点考虑问题之一。
2. 1摇 核酸库长度

筛选所用的核酸库一般是按照核酸合成的标准方法进行合成。 通常在两端分别设计两段固定的引

物序列,中间区域由 4 个核苷酸随机排序组成,核苷酸数为 N。 理论上,每个合成的核酸库应有 4N个不

同的序列,序列的长度为引物鄄N鄄引物。 核酸库中 N 的选择主要由经验决定,并因实际合成技术的限制,
核酸库所含的实际的序列数约为 1014 ~ 1015条[10]。 较短的随机区域(N<20)可确保合成得到完全覆盖

的序列空间(即每条随机序列至少有 1 个分子),但可能会因序列较短而使核酸分子的结构多样性减

少。 另一方面,较长的随机区域(N>40)则可能提供更多的序列的三维结构与结构多样性,但仅能覆盖

序列空间的一小部分(理论上应该存在的序列不能全部出现) [11]。 目前,已经筛选报道的有短至 8 个核

苷酸[12]和长至 228 个核苷酸的适配体序列[13],而大多数筛选仍使用随机区域长度 N 为 20 ~ 60 nt 之间

的核酸库。
不同长度的核酸库可同时用于蛋白质靶标的适配体筛选。 Lee 等[14] 采用双库策略(Double library

(DL) SELEX),将不同长度的两个核酸库(16 nt 与 20 nt)同时用于筛选 VEGF16的 ssDNA 适配体。 两个

核酸库的部分碱基序列互补。 通过 DL鄄SELEX,获得一对可结合在蛋白不同位点上的适配体。
此外,也可对次级库的核酸长度进行裁剪,缩短次级库长度以简化适配体序列并提高其亲和力。

He 等[15]通过截短(Truncation)SELEX 方法筛选了人红细胞生成素 琢 的核酸适配体 In27。 经首轮筛选

得到次级核酸库后,对此次级库进行截短,以构建由所有可能的核苷酸序列截短组成的步进型文库,重
复以上步骤,直至获得具有更高亲和力的最短适配体序列。 所获得的适配体 In27 没有原始的茎环部

分,但仍保留了对靶标的亲和力。
2. 2摇 利用修饰的核酸库筛选(Modified SELEX)

对核酸序列进行化学修饰是改善适配体性能的重要一步。 通过化学修饰可增加核酸序列对核酸酶

的耐受性[16],延长其血液半衰期[17],减慢肾脏滤过,提升热稳定性[18,19]。 然而,筛选后的适配体序列修

饰可能因为其结构变化,导致对靶标亲和力和特异性的降低[20 ~ 22],故一般在 SELEX 时直接使用修饰的

核酸库进行筛选。 使用修饰的核酸库可增加核酸序列中官能团的种类,提升核酸库的多样性。 目前,主
要的核酸库修饰包括:(1)对核糖的修饰:核糖 2爷位进行氟代(2爷鄄fluoro) [23 ~ 25]、氨基化(2爷鄄amino)以及

甲基化(2爷鄄omethyl)等[26]; (2)对磷酸骨架的修饰:包括硫代磷酸酯修饰与采用具有特殊核糖骨架的异

种核酸(Xeno nucleic acids,XNA) [27],如锁核酸(LNA)、己糖醇核酸(HNA)、解锁的核酸(UNA)、2爷鄄脱
氧2爷鄄氟鄄茁鄄D鄄阿拉伯糖(FANA)核酸库等[28]; (3)对碱基的修饰:对碱基进行替换或者添加非天然

碱基[29,30]。
Wang 等[31]采用在 5鄄dU 上进行氨基酸官能团修饰的 XNA 库,筛选了两种免疫检查点蛋白(PD鄄1

和 PD鄄L1)的适配体。 两种适配体 XA鄄PD1鄄78 和 XA鄄PDL1鄄82 与 PD鄄1 和 PD鄄L1 的抗体相比,具有相似

的细胞结合强度。 Gawande 等[32] 对核酸库的 5鄄dC 和 dU 两处进行修饰,筛选了蛋白转换酵素

Subtilisin / Kexin9 型(PCSK9)蛋白的适配体 SOMAer。 实验结果表明,SOMAmer 的双碱基修饰与单碱基

修饰相比,对其靶蛋白不但具有良好的特异性和更高的亲和力(KD臆30 nmol / L),还具有更大的表位覆
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盖; 此外,其抗核酸酶性能也显著增加。
尽管经过修饰的核酸序列具有良好的核酸酶抗性,但在 PCR 扩增时难以被 DNA 聚合酶识别,导致

次级库的扩增效率降低,多轮次筛选时次级库制备困难。 为了解决这一难题,Chen 等[33]开发了针对核

糖修饰的核酸库为底物的 Taq DNA 聚合酶 SFM4鄄3 变异体,该变异体能够扩增含有 2爷鄄OMe鄄和 2爷鄄F鄄修
饰的核酸序列。 这是一种可用于扩增 XNA 的新型工程化聚合酶,利用 SFM4鄄3 聚合酶扩增 2爷鄄F[34] 与

2爷鄄OMe[35]修饰的核酸序列,筛选了抗人嗜中性白细胞弹性蛋白酶(HNE)的适配体,该适配体含有 2爷鄄F
与 2爷鄄Ome 修饰,解离常数 KD分别为 20 和 45 nmol / L。 最近,SFM4鄄3 聚合酶的底物已经扩展到 2爷鄄氯
(2爷鄄Cl),2爷鄄氨基(2爷鄄Am),2爷鄄叠氮基(2爷鄄Az)和阿拉伯糖(FANA)修饰的核酸库[36],该酶的研发和应

用为使用修饰的核酸库筛选适配体奠定了重要基础。
使用对磷酸骨架进行修饰的核酸库在 PCR 扩增时也需要使用特殊的聚合酶。 TgoT 聚合酶 D4K

(TgoT polymerase, D4K)突变体可以合成完全修饰的 FANA 核酸库,并能将修饰的 DNA 转录回天然

DNA[37]。 Larsen 等[38]鉴定了一种 Mn2+依赖性聚合酶 Kod鄄RI,该酶能够扩增完全修饰的 TNA(琢鄄L鄄苏糖

核酸)核酸库,在整个复制周期(DNA寅TNA寅DNA)中,速度比 Therminator DNA 聚合酶快 5 倍,保真度

高 20 倍。
2. 3摇 其它修饰

遗传字母扩展 SELEX(ExSELEX 与 AEGIS鄄SELEX) [39]是利用含有非天然碱基对的 DNA 库进行适

配体筛选,通过掺入非天然碱基对可显著增加适配体功能的多样性。 ExSELEX 所使用的核酸库中掺入

了疏水碱基 7鄄(2鄄噻吩基)咪唑并(4,5鄄b)吡啶(Ds)核苷酸,可与人工合成的 Px 碱基形成 Ds鄄Px 碱基

对。 将含有 Ds 的 DNA 库与靶标进行孵育,回收的次级库用 6 种核苷酸(即 4 种天然核苷酸、Ds 和 Px)
进行 PCR 扩增。 Kimoto 等[30] 以含有疏水性的非天然碱基对(Ds鄄Px)的 DNA 库,筛选了 VEGF165 的

ssDNA适配体,并在适配体的茎部区域引入了一个稳定的迷你发夹结构,以稳定含有 Ds 碱基的 DNA 序

列。 结果表明,筛选的适配体具有更好的热稳定性和核酸酶稳定性,并且对靶标表现出低至 pmol / L 水

平的亲和力; 与“著名的冶VEGF165的 RNA 适配体相比,该适配体可以在无 Ca2+环境下与 VEGF165结合,
说明引入 Ds鄄Px 碱基对和微型发夹基序可产生高性能的核酸适配体。 Matsunaga 等[40]通过 ExSELEX 筛
选了 von Willebrand factor A1鄄domain(vWF)的 Ds 适配体(KD =75 pmol / L),同样在序列的 3爷鄄末端引入

了稳定的微型发夹基序,进一步改善了适配体在人血清中的半衰期及热稳定性。 AEGIS鄄SELEX 中引入

了另一对人工合成碱基 dP鄄dZ,dP鄄dZ 系统是两个含芳香族核的碱基,显示出交替的 puAAD鄄pyDDA(即
嘌呤“受体鄄受体鄄供体冶和嘧啶“供体鄄供体鄄受体冶)的氢键连接模式。 互补核苷酸 dZ 和 dP 形成一个碱

基对,比标准的 dG鄄dC 对更稳定。 Zhang 等[41] 将 Glypican鄄3 蛋白过表达于肝细胞表面,通过 AEGIS鄄
SELEX 方法筛选获得 5 个含 AEGIS 的适配体。

光敏筛选(Photo SELEX)是通过将带有光反应基团(卤代嘧啶)的核酸库与含有芳香族和含硫残基

的靶蛋白一起孵育。 当暴露于紫外线环境时,高亲和力序列通过电子传递机制与靶标共价交联,然后对

复合物进行分离并酶解蛋白质靶标,通过 PCR 扩增和多轮筛选获得适配体序列。 与常规的非共价结合

的筛选方法得到的适配体相比,Photo SELEX 可通过核酸库的光敏性,使核酸序列与蛋白质靶标反应,
形成共价键,增加了适配体对靶蛋白的亲和力[42]。 通过 Photo SELEX 技术,已获得人免疫缺陷病毒1 型

(HIV鄄1)Rev 蛋白的 RNA 适配体。 但是, 由于在光激发下,目标分子只能通过芳香族和含硫氨基酸残

基共价交联,限制了该方法可筛选的靶标范围,并降低了适配体的特异性。 此外,用 5鄄IU 或 5鄄BrdU 替

换核酸序列中的碱基 T 时, 需要进行大量的取代位置优化,也限制了该方法的普遍应用。
核酸库的设计与优化还包括镜像筛选(Spiegelmer SELEX) [43 ~ 46] 以及嵌合库(Chimeric SELEX)的

设计与使用[47]等。 此外,还应考虑核酸库中引物序列的设计[48,49],或结合生物信息学分析指导核酸库

的设计与合成。 而且,使用修饰的核酸库进行适配体筛选时,必须考虑由非天然核苷酸可能引起的化学

毒性和免疫原性,以提高修饰适配体的生物相容性。

3摇 复合物分离

分离核酸与靶标形成的复合物是 SELEX 的关键步骤之一。 基于复合物分离技术开发的 SELEX 方
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法主要包括硝化纤维素膜过滤 SELEX、微珠 /磁珠 SELEX、微柱 SELEX、毛细管电泳(CE)SELEX、微流

控自由流电泳 SELEX、微流控芯片 SELEX、SPR鄄SELEX、微阵列 SELEX、AFM鄄SELEX 等,表 1 列举了

2016 年至今蛋白质靶的适配体筛选所用的基于分离的 SELEX 方法。
表 1摇 不同 SELEX 方法的优点与局限
Table 1摇 Advantages and limitations of some systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) methods

方法
Method

靶标
Target

轮次
Round

优势
Advantages

局限
Limitations

参考文献
Ref.

硝化纤维素膜
过滤鄄SELEX
Nitrocellulose
filter binding
SELEX

结核分枝杆菌分泌蛋白 MPT64, HIV鄄1
整合酶,CD33,埃博拉病毒分泌蛋白
Mycobacterium tuberculosis secreted
protein MPT64, HIV鄄1 integrase, CD33,
Ebolavirus secreted protein

8 ~ 10

操作简单, 无需特
殊仪器, 适配体与
靶标在溶液中结合
Easy operation, no
need of special
instrument, In
solution aptamer鄄
tiarget binding

靶标 受 滤 膜 限 制,
筛选轮次多, 存在
非特异性结合
Target limited by
filter, multiple
selection rounds,
non鄄selective binding

[50 ~ 53]

磁珠鄄SELEX
Bead鄄based
SELEX

艾滋病毒 gp41 抗原、EpCAM、前蛋白转
化酶 枯 草 素、 凝 血 因 子 Xia、 PDL鄄1、
PD鄄1、甲型流感核蛋白、CD19、人体总
血红蛋白和糖化血红蛋白、BSA、CD70、
谷氨酸脱氢酶、膜联蛋白 A2、茁2m 蛋白
水解淀粉样蛋白片段、胸苷激酶 1、HA
蛋白、前列腺特异性抗原、乳铁蛋白、人
HECT 泛素连接酶 WWP1、VEGF165、葡
萄球菌肠毒素 A、聚(C)结合蛋白 2、C
反应蛋白、茁鄄乳球蛋白、脂多糖结合蛋
白
HIV gp41 antigen, EpCAM, proprotein
convertase subtilisin, coagulation factor
XIa, PDL鄄1, PD鄄1, infiuenza A nucleo鄄
protein, CD19, human total and glycated
hemoglobins, BSA, CD70, glutamate
dehydrogenase, Annexin A2, proteolytic
amyloidogenic fragment of 茁2m, thymi鄄
dine kinase 1, HA protein, prostate鄄spe鄄
cific antigen, lactoferrin, human HECT
ubiquitin ligase WWP1, VEGF165, staph鄄
ylococcal enterotoxin A, poly(C)鄄binding
protein 2, C鄄reactive protein, 茁鄄lactoglo鄄
bulin, lipopolysaccharide binding protein

3 ~ 12

适用于大多数靶标,
易对筛选进行调控
Suitable for most
targets, easy tuning of
selection

需对靶标进行固定
Target immobilization

[14, 23 ~ 25,
31, 32, 48,
49, 54 ~ 75]

微柱鄄SELEX
Microcolumn
SELEX

血管紧张素 II 肽、趋化因子配体 21、纤
维母细胞生长因子受体 3
Angiotensin II peptide, the chemokine
ligand 21, fibroblast growth factor receptor
3

6 ~ 12

样品消耗量少, 存
在死体积和非特异
性吸附
Low consumption of
analytes, small dead
volume and non鄄spe鄄
cific binding

需对靶标进行固定,
需微柱装置
Target immobiliza鄄
tion, microcolumn
device

[29, 76, 77]

毛 细 管 电 泳鄄
SELEX
CE SELEX

玻璃体结合蛋白、Tau 蛋白、牛乳铁蛋
白、凝血酶、MutS 蛋白、单链核酸结合
蛋白、血小板衍生生长因子
Vitronectin, Tau, bovine lactoferrin,
thrombin, MutS, SSB, PDGF鄄BB, H鄄TF

1 ~ 4

快速分离结合与未
结合的适配体, 样
品消耗量小, 适配
体与靶标在溶液中
结合, 筛选轮次少
Fast isolation of
bound aptamers from
unbound ones, low
consumption of
analytes, in solution
aptamer鄄target
binding, fewer
selection rounds

需 CE 仪器, 初始库
容量相对较小, 靶
标范围局限于与适
配体电泳迁移速率
存在差异的
CE instrument,
relatively small size of
starting library,
restricted to targets
that cause a shift in
aptamer electro鄄
phoretic mobility
pattern

[78 ~ 86]

微流体鄄SELEX
Microfluidic
SELEX

MUC1、IgA、IgE、与心血管疾病相关的
蛋白质生物标志物、乳铁蛋白、前列腺
特异性抗原
MUC1, IgA, IgE, protein biomarkers
associated with cardiovascular disease,
lactoferrin, prostate鄄specific antigen

2 ~ 8

样品消耗量小, 筛
选轮次少
Low consumption of
analytes, fewer
selection rounds

需对靶标进行固定
或包埋, 可能会存
在交叉污染
Target immobilization
or encapsulation,
Possible for cross
contamination

[87 ~ 93]

微阵列鄄SELEX
Microarray SEL鄄
EX

恶性疟原虫乳酸脱氢酶
Plasmodium falciparum lactate
dehydrogenase

1

高通量, 固定的适
配体与溶液中靶标
平衡结合
High throughput,
equilibrium binding
with in鄄solution target
and immobilized
aptamer

初始库容量小, 需
要制备芯片, 需微
阵列扫描仪测定结
合
Small size of starting
library, chip
construction,
microarray scanner is
required to measure
binding

[94]

365第 5 期 赵丽萍等: 蛋白质的核酸适配体筛选及应用的研究进展 摇 摇



续表 1(Continued to Table 1)
方法

Method
靶标
Target

轮次
Round

优势
Advantages

局限
Limitations

参考文献
Ref.

In鄄silico SELEX
肝细胞生长因子、人雌激素反应原件、
EpCAM
Hepatocyte growth factor, human estrogen
response elements, EpCAM

~ ~
快速, 高通量
Fast analysis, high
throughput

初始库容量小, 计
算方法及程序复杂
Small size of starting
library, complicated
computational
methods and programs

[95 ~ 97]

细胞鄄SELEX
Cell SELEX CD33, CD20, CD24 3 ~ 12

不需预先对靶标进
行了解, 靶标呈现
自然状态, 有利于
生物标志物的发现
No need for prior
knowledge of target,
target in a native
state, biomarker
discovery

局限于细胞表面的
分子, 存在死细胞
引起的非特异性吸
附, 需对适配体和
未知靶标进行分离
Limited to cell surface
molecules, non鄄selec鄄
tive binding induced
by dead cells,
Isolation of aptamer
against unknown
targets

[52, 98, 99]

原子力显微镜鄄
SELEX
AFM SELEX

人血清白蛋白
HSA 4

筛选轮次少
Fewer selection
rounds

仪器昂贵, 需对靶
标或适配体进行固
定
Expensive instrup鄄
ment; immobilization
of
apatmer and target
初始库容量小, 小
分子 靶 标 受 局 限,
需要 SEC 相关仪器
Small size of starting
library

[100]

尺寸排阻鄄SEL鄄
EX
SEC SELEX

人血浆凝血因子峪
Human plasma coagulation factor 峪 8

适配体与靶标在溶
液中结合
In solution aptamer鄄
target binding

Restricted to small
molecules targets
SEC instrument

[101]

3. 1摇 CE鄄SELEX
CE鄄SELEX 是快速、高效筛选核酸适配体的方法之一。 在 CE鄄SELEX 中,通常将核酸库与靶蛋白孵

育后,进行 CE 分离分析。 高压电场下,未结合的核酸序列与核酸鄄靶蛋白复合物因迁移速率不同而分

离。 在毛细管的出口端收集复合物,经 PCR 扩增、纯化,生成次级库,再进行下一轮筛选。 通常 CE 只需

1 ~ 4 轮筛选即可获得高亲和力和特异性的适配体[102]。 在 CE鄄SELEX 中,靶蛋白与适配体的结合发生

在自由溶液中,避免了对靶蛋白或核酸库的固定,同时可降低非特异性结合,且二者相互作用不受空间

位阻影响。 CE鄄SELEX 方法可进一步改进为平衡混合物的非平衡毛细管电泳(NECEEM)、平衡混合物

的平衡毛细管电泳(ECEEM)及 Non鄄SELEX 等系列筛选方法[4]。 本研究组建立了两种新的 CE鄄SELEX
模式: 同步竞争结合筛选方法(Synchronized competition CE鄄SELEX, scCE鄄SELEX)和一步快速 CE鄄SEL鄄
EX(Single鄄step CE鄄SELEX, ssCE鄄SELEX)。 Yang 等[86]建立了双靶蛋白的 scCE鄄SELEX 方法,将两种靶

蛋白 A、B 与核酸库同时孵育,二者竞争结合达到动态平衡状态后,将混合物注入 CE 中进行分析。 两种

靶蛋白与核酸库结合分别形成两种复合物,二者具有不同的迁移速率,能够与未结合的核酸库完全分

离。 在同步竞争结合筛选过程中,蛋白 A 和蛋白 B 彼此为反筛靶,通过竞争效应为对方增加筛选压力,
显著提高了筛选效率,仅需一轮筛选即可得到高亲和力(KD 值在 nmol / L 级)和特异性良好的适配体。
该方法扩展了高效筛选核酸适配体的 CE鄄SELEX 方法的应用。 Zhu 等[79,81,82]建立了一种基于在线反应

的 ssCE鄄SELEX 模式,将核酸序列与靶蛋白的混合、孵育、核酸序列与靶蛋白鄄核酸复合物的分离、检测以

及复合物的收集在一步 CE 运行中完成(图 1),并对影响复合物生成的关键因素(如孵育缓冲溶液、靶
蛋白与核酸序列的比例等)及影响靶蛋白鄄核酸复合物分离与收集的因素(电压、温度、进样时间等)进
行了考察。 进一步利用该模式成功筛选了人凝血酶以及牛乳铁蛋白的适配体。 此外,还利用此模式对

6 种蛋白进行了适配体筛选的初步实验,结果表明,ssCE鄄SELEX 模式对蛋白靶标核酸适配体的筛选具

有普适性。 近期,本研究组在 Biotechnology Advance 期刊发表了多功能 CE 用于核酸适配体筛选的综
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图 1摇 基于 ssCE 模式的反应[79]

Fig. 1 摇 Online reaction based single鄄step capillary
electrophoresis (ssCE) mode[79]

述[102],对近年来 CE 技术在核酸适配体筛选方面的

应用进行了全面地归纳和总结。 Krylov 研究组[85] 提

出了理想过滤式毛细管电泳法( Ideal鄄filter capillary
electrophoresis, IFCE),即在生理 pH 值和生理离子

强度(pH 7, 150 mmol / L NaCl)时,可使游离的核酸

序列与靶蛋白鄄核酸复合物反向移动,分离效率高达

109。 同时,较高的离子强度可抑制靶标与核酸序列

的非特异性结合,故一步筛选可获得高亲和力适配

体序列。
3. 2摇 微流控 SELEX

微流控技术在复合物分离方面也有明显优

势[103,104]。 2005 年,Hybarger 等[105] 首次将微流控芯

片技术运用到 SELEX。 微流控 SELEX 主要有两种

方式: 将靶分子固定在磁珠上,用核酸库与磁珠孵

育[106],在微通道内外加上磁铁,形成高强度的局域

磁场梯度, 精确控制大量的微磁珠; 或用溶胶鄄凝胶包封靶分子,再将核酸库加入包封的溶胶鄄凝胶

中[107],通过将这些目标分子包封在凝胶液滴中,在微流控芯片内进行分离。 与 CE鄄SELEX 相似,使用

微流控分离所需的样品量非常少,可严格控制筛选条件,加速适配体进化[108]。 如筛选过程中通过控制

流速,在靶标损失最小的情况下去除弱结合的或非特异性结合的核酸序列[8],通过 1 ~ 6 轮筛选可获得

高亲和力适配体[106]。
Hong 等[92]开发了一种基于磁珠的多功能微流控筛选平台,该芯片将筛选芯片和定量芯片结合。

将 BSA(反筛靶标)包被的磁珠和粘蛋白 1(MUC1)包被的磁珠分别注入到筛选芯片反筛区域和正筛区

域。 将初始 ssDNA 库首先注入筛选芯片的反筛区域,在此区域中,一部分核酸库与 BSA 结合; 未结合

的核酸库流入正筛区域,与 MUC1 结合,从而减少了非特异性吸附。 同时,可通过倒置荧光显微镜观察

荧光信号的变化监测整个筛选过程。 收集磁珠上与目标蛋白结合的核酸序列进行扩增生成次级库,用
于下一轮筛选。 重复上述步骤,进行多轮筛选,并将每个次级库注入定量评价芯片,通过荧光强度实时

评价每轮筛选的富集程度。 由于次级库可特异性地结合微通道中的 MUC1 包被的磁珠,当每轮富集的

荧光强度不再明显增加时,停止筛选。 该筛选平台可在流动的环境中同时进行正筛和反筛,并可通过连

续洗涤来施加高强度筛选条件。 与常规孵育方法相比,该筛选方法明显减少了核酸的非特异性结合,还
可消除弱结合的核酸。 通过 2 轮筛选,获得 3 条与 MUC1 高亲和力 (KD 值分别为 44. 8、22. 4 和

65. 0 nmol / L)和特异性结合的适配体序列,并被用于癌细胞的标记和外泌体捕获。
利用荧光显微镜可监测微流控 SELEX 过程,但因观测区域的限制,荧光强度的均匀采集比较困难。

Xu 研究组[88]提出了 PMM(Protein microarray integrated into microfluidic chip)鄄SELEX 方法, 通过静电吸

附将蛋白固定在芯片上,制备蛋白质微阵列芯片,嵌入 SELEX 微流控芯片中,并注入核酸库。 与靶标蛋

白结合的核酸序列被保留在蛋白质芯片上,未结合的序列流出。 通过荧光芯片扫描仪对保留在蛋白质

芯片上的核酸序列进行均匀成像,以监测筛选过程中蛋白与核酸的结合。 以乳铁蛋白为靶标制备了靶

蛋白芯片,以 BSA、酪蛋白、乳球蛋白等为反筛靶制备了反筛蛋白芯片,将两块蛋白芯片同时嵌入到

SELEX 微流控芯片,可同时进行正筛和反筛。 通过 7 轮筛选得到了 KD值为 nmol / L 级的适配体。
在微流控 SELEX 中,无法在芯片上直接完成核酸序列的扩增,使得与核酸结合的靶标包被磁珠可

能在后续扩增与筛选过程中因移液和转移而丢失。 Sinha 等[87]设计了一个小型的自动化微流控 SELEX
平台,它集样品的输送、孵育及核酸扩增于一体,用非靶蛋白包被磁珠进行 1 轮反筛后,用靶蛋白进行

5 轮正筛。 筛选过程可以在一个芯片中连续进行, 6 轮筛选只需 8 h。 微流控中的 PCR 过程由自制的温

度控制模块进行,利用 Arduino 电路和温度传感器进行实时温度检测,实现了芯片上的 PCR 温度循环。
每次循环后,收集 PCR 产物以琼脂糖凝胶电泳确认筛选过程。 利用此平台,筛选了 3 种与心血管病相
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关的蛋白标志物的适配体。
微流控 SELEX 在实际筛选时有所不足,如样品的注入量不稳定、微通道需要进行表面修饰提高亲

水性,并且还没有商品化的微流控设备等。
3. 3摇 原子力显微镜(AFM) SELEX

原子力显微镜(AFM)是可在分子水平上精确检测分子间亲和力、相互作用和识别特征的方法[109]。
AFM 灵活的悬臂末端的尖头,可以检测样品表面和悬臂之间的微弱力。 当尖端接触到样品表面或与样

品表面靠近接触时,悬臂的挠度被反射到悬臂背面的激光束记录下来[110,111]。 利用 AFM 方法可以动态

检测样品表面与悬臂梁之间的作用力,并用于高亲和力适配体的筛选,即 AFM鄄SELEX。
Yusuke 等[112]用 AFM鄄SELEX 通过 3 轮筛选得到了高亲和力的凝血酶适配体(KD = 200 nmol / L)。

将链霉亲和素固定在悬臂顶端,再结合生物素化的 ssDNA 库,而将凝血酶固定在金片上。 当悬臂末端

与金片接触时,抗凝血酶的 DNA 适配体会与金片上的凝血酶结合,形成的 DNA鄄凝血酶复合物滞留在金

片上,得到高亲和力的 DNA 适配体。 Takenaka 等[100] 提出了一种新型 AFM鄄SELEX 方法。 通过 T 和 A
碱基配对作用将核酸库(含有 35 mer 腺嘌呤(A35))固定在金芯片(含 10 mer 胸腺嘧啶(T10))上,将人

血清白蛋白(HSA)固定在悬臂上。 当 HSA 与核酸分子的相互作用大于 A鄄T 间的相互作用时,该核酸分

子会因与蛋白的结合而使悬臂发生变化,基于悬臂变化可进行高亲和结合的适配体筛选。 这个过程中,
连接分子间的相互作用(A鄄T 间作用)在减少或控制筛选轮数方面起着关键作用。 通过 4 轮筛选,得到

了 HSA 的特异性适配体。 虽然 AFM SELEX 方法筛选轮次较少, 3 ~4 轮内即可得到高亲和力的适配体。
但是,该方法存在 AFM 仪器设备昂贵、需要对靶标和适配体进行固定,以及初始库容量较小等局限。
3. 4摇 其它 SELEX

分子印迹聚合物具有识别模板分子功能,也可用于适配体筛选。 Liu 研究组[67] 开发了一种基于聚

糖印迹磁性纳米颗粒(MNPs)的 SELEX 方法,有效地筛选到与糖蛋白特异性结合的适配体。 采用硼酸

盐亲和可控定向表面印迹方法合成了多糖印迹 MNPs,以此多糖印迹 MNPs 为亲和界面与靶标糖蛋白结

合,再以靶标糖蛋白结合的 MNPs 为亲和底物筛选适配体。 多糖印迹的 MNPs 对糖蛋白表现出较高的

亲和力和特异性,因此可优先结合目标糖蛋白,同时排除不需要的物质。 以 RNase B 和转铁蛋白两种具

有代表性的糖蛋白作为靶蛋白,通过 3 轮筛选得到对两种靶蛋白具有高亲和力和特异性的适配体。 该

方法具有亲和度高、速度快、避免阴性筛选等优点。

4摇 非纯化靶蛋白的适配体筛选

4. 1摇 全细胞蛋白的适配体筛选(Cell鄄SELEX)
目前报道的适配体筛选多使用重组蛋白或具有稳定构象的纯化蛋白, 但当靶蛋白处于修饰状态或

其结合域可能被掩蔽时,不能很好地识别核酸分子[113]。 例如,虽然 EGFR峪蛋白的 RNA 适配体可以结

合在大肠杆菌中表达的重组 EGFR峪蛋白,但不能识别真核细胞表面表达的全长 EGFR峪蛋白[114]。
Cell鄄SELEX 是将整个细胞作为靶标,由于细胞表面复杂,包含了大量的蛋白,因此,可针对多种靶

标分离出相应的适配体。 全细胞筛选具有以下优点: 不需要预先了解靶标分子构象; 细胞表面分子呈

现自然构象和分布; 可避免纯化过程中靶标结构的破坏; 还具有筛选未知分子适配体的潜力[115 ~ 118]。
Haghighi 等[98]以淋巴球抗原(CD20)蛋白过表达的 HEK293T 细胞为靶标,经过 11 轮筛选得到 KD

为 nmol / L 级的 CD20 适配体。 该适配体被用于细胞的特异性识别,有望替代抗体用于免疫缺陷、自身

免疫性疾病、白血病和淋巴瘤的诊断和治疗。 He 等[119] 报道了两种由 Cell鄄SELEX 筛选获得的适配体,
它们可与紫杉醇耐药卵巢癌细胞系(A2780T)表面的两种不同的糖蛋白特异性结合。 这两种核酸适配

体对目标细胞均有较高的选择性和较强的亲和力,并且适配体与靶细胞的结合不依赖于二价离子,对血

清中的核酸酶有较强的耐受性,可用于人血清中耐药卵巢癌细胞的检测。 Bing 等[120] 经 5 轮筛选获得

了碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase,AP)二聚体的适配体 BG2,该适配体可结合碱性磷酸酶二聚体而非

其单体,可用于细胞和组织上蛋白质二聚体的原位检测。
Cell鄄SELEX 可以解决真实细胞表面蛋白的适配体筛选,但很难直接筛选到细胞表面表达量较少的
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蛋白的适配体。 此外,还需要去除死细胞(如利用流式细胞仪分选以及基于微珠的方法等)以减少非特

异性结合的干扰; 全细胞的靶标组成复杂而且需要多轮筛选才能获得高亲和力和高选择性的适配体。
筛选过程中通常需要反筛步骤,以提高适配体的特异性,如筛选某肿瘤细胞的肿瘤标志物的核酸适配体

时,需要以其它肿瘤细胞或正常细胞为反筛靶。 与单一靶标的适配体筛选方法相比,全细胞表面靶蛋白

的鉴定是 Cell鄄SELEX 筛选的难点,可将与适配体特异性结合的靶标提取后,通过质谱的方法对靶蛋白

进行鉴定。 但是,由于某些靶蛋白含量低、疏水性强、不易提取等,使得其分离、鉴定和表征较为困难,真
正的全细胞蛋白靶的适配体筛选还难以实现。
4. 2摇 体内蛋白的适配体筛选(In鄄vivo SELEX)

体外筛选的适配体可能因不具有组织通透性而无法在体内发挥作用。 体内筛选( In鄄vivo SELEX)
是指利用疾病相关模型的小鼠直接进行体内筛选。 首先,将修饰后具有抗核酸酶性能的核酸库通过静

脉注射到荷瘤小鼠中,收集目标靶器官 /组织,提取结合的核酸序列后在体外进行扩增得到次级库。 将

次级库注入动物体内,重复进行体内筛选。 筛选时,可使用荧光分子层析成像(FMT)对深埋器官中的

肿瘤进行成像,观察核酸序列在体内的结合和迁移。 体内筛选策略用于鉴定原位定位结合肿瘤的适配

体,具有药物靶向递送和有效设计诊断试剂的潜力。 Chen 等[121]通过 In鄄vivo SELEX 鉴定了前列腺癌骨

转移小鼠模型中的骨靶向适配体,筛选获得 Toll 样受体 4(TLR4)阻断适配体,有望用于急性中风治

疗[122]。 Mai 等[123]在淋巴瘤小鼠模型中筛选了对淋巴瘤骨髓细胞具有高特异性的 ssDNA 适配体。
体内筛选具有原位和实时筛选的优点,但筛选的适配体具有明显的个体差异,因此,即便筛选成功

也在很大程度上限制了其普适性应用。 如果使用修饰的核酸,还需考虑聚合酶扩增修饰核酸的能力限

制。 此外,体内结合的核酸序列的提取过程更加复杂,增加了筛选难度和成本。

5摇 基于生物信息学的 SELEX(In鄄silico SELEX)
In鄄silico SELEX 是一种基于计算机技术的非实验筛选和优化适配体的新方法, 可为适配体筛选的

3 个关键过程提供计算解决方案,包括: 增强型初始库的设计、序列的富集、高亲和适配体的鉴定。
In鄄silico SELEX 主要包括两个步骤: (1)根据二级结构设计增强型的初始库。 对核酸库的分析表明,高
亲和力的适配体的热力学参数与其他序列存在差异。 例如,GTP 适配体二级结构的自由能明显低于相

同长度的其它随机序列。 因此,在初始核酸库的设计中可以减少具有简单茎环结构或微分支结构的序

列,同时,最大化稳定低能结构,以形成增强型的初始库,用于下一步筛选。 (2)通过分子对接计算进行

筛选。 不同的分子对接工具可用于识别与靶标结合的序列。 Zhang 等[124] 开发了改良版 DOVIS 包,可
用于 RNA 库的高通量虚拟筛选。 根据分子对接分析的数据(如结合自由能和适配体的平衡解离常

数),选择适配体候选序列进一步研究。
Yokoyama 等[95]运用 G4 启动子衍生的适配体筛选技术(G4PAS)与 In鄄silico maturation (ISM)技术,

通过计算机辅助定向进化成功筛选了肝细胞生长因子(HGF)的适配体,并进一步通过 ISM 方法将 HGF
适配体的特异性提高了 45 倍。 Ahirwar 等[96]设计了人雌激素反应元素(ERE)的 RNA 类似物作为初始

文库,筛选了雌激素受体 琢(ER琢)的类适配体。 首先,对单链 RNA 类似物进行建模,并使用 AutoDock
Vina、HADDOCK 和 PatchDock 软件完成与靶标的对接,判断其作为 ER琢 适配体的可能性。 进一步通过

等温滴定量热法测定 ER琢鄄RNA 相互作用的热力学参数,并验证了计算机模拟预测结果。 最后获得

Ka =1. 02依0. 1伊108 mol / L 的 RNA 序列为 ER琢鄄适配体 ERaptR4,并通过细胞化学和固相免疫分析证实

了 ERaptR4 适配体的靶向特异性。 Bavi 等[97] 筛选了上皮细胞粘附蛋白(EpCAM)的 15鄄mer RNA 适配

体。 首先,生成初始库序列,并模拟其全部序列的 3D 结构,通过分子对接、分子动力学模拟以及结合自

由能计算筛选适配体,并估算其亲和力。 进一步通过流式细胞术和荧光显微镜验证了该 RNA 适配体可

结合癌细胞表面过表达的 EpCAM。

6摇 蛋白质适配体的应用
6. 1摇 疾病相关蛋白的检测

蛋白质的适配体可作为检测探针用于各种传感检测。 基于适配体的光学检测、电化学检测以及结
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合各种纳米材料的检测方法都可以显著提高检测灵敏度[125]。 D侏az鄄Fern佗ndez 等[65] 经过 8 轮筛选得到

了特异性识别前列腺特异性抗原(PSA)糖基化部分的适配体,将此适配体用于夹心式电化学传感器的

设计可以检测人血清中的 PSA(检出限为 0. 66 ng / mL)。 该传感器检测的前列腺增生患者血清的结果

低于标准 ELISA 方法的检测结果,表明该传感器可精确检测到含量更低的具有明显糖基结构的 PSA。
所设计的传感器可为临床前列腺特异性抗原检测提供新的方法,有望改良现有临床检测方法,获得更精

准的检测结果,减少不必要的前列腺癌活检。 Ruan 研究组[126] 以甲胎蛋白特异性结合的适配体修饰的

CdTe 量子点(QDs)为供体,以抗 AFP 抗体的金纳米粒(AuNPs)为受体,基于 FRET 原理,实现快速灵敏

检测血清中的 AFP(线性范围为 0. 5 ~ 45 ng / mL,检出限为 400 pg / mL)。 随着越来越多的生物标志物的

适配体被筛选报道,所建立的各种传感器方法可以方便地用于多种生物标志物的检测,并且有望用于相

关疾病的更好诊断,甚至现场检测。
6. 2摇 生物成像

适配体荧光探针具有肿瘤穿透性好、生物相容性好、信噪比低和分辨率高的优点[127],在生物成像

中的应用越来越广泛。 特别是以活细胞为筛选靶标的多种具有特殊生物学功能适配体的出现,为基于

适配体的荧光探针在生物成像领域的应用奠定了基础,也提供了优异的分子工具[128]。 Bavi 等[97] 通过

In鄄silico SELEX 筛选了 EpCAM 的 RNA 适配体,利用荧光显微成像观察到所筛选的 RNA 适配体可特异

性地与 EpCAM 阳性细胞结合,而不与 EpCAM 阴性细胞系结合。 此实验结果表明,RNA 适配体分子小,
对肿瘤生物标志物 EpCAM 具有良好的选择性和高亲和力,有望用于新型分子成像和靶向治疗。
6. 3摇 治疗药物

由于适配体具有可与小分子药物和蛋白配体竞争结合靶标的能力[129],被认为具有潜在的药物性

能,可用于疾病治疗。 此外,适配体还具有激活目标受体的功能,或可作为载体向目标细胞或组织递送

治疗药物[130]。 例如,适配体有作为抗病毒药物的潜力。 有研究表明,针对 gp120 的合成衍生物的 RNA
适配体可中和 HIV鄄1[131]。 此外,RIG鄄I 的 RNA 适配体可以抑制新城疫病毒(NDV)、疱疹性口炎病毒

(VSV)和流感病毒的复制[129]。
6. 4摇 生物标记物的发现

与疾病相关的新生物标志物的发现有助于疾病的早期发现和及时治疗。 生物标志物还可用于靶向

给药及细胞成像等,开发新型生物标志物及其识别探针在医学研究和临床检测领域十分必要,也有强烈

的市场需求。 目前,抗体是最常用的识别分子。 与抗体相比,适配体有可能可以根据病变细胞表面未知

膜蛋白的分子差异,将病变细胞与正常细胞区分开来,因此适配体在发现新的生物标志物方面有巨大的

潜力。 采用 Cell鄄SELEX 方法进行适配体筛选,能够发现新的肿瘤生物标志物,而不需要事先对肿瘤生

物标志物进行了解[132]。 先构建针对靶细胞的核酸库,然后根据核酸库的结合活性对不同蛋白进行分

离,最后,通过质谱分析鉴定蛋白。 例如,Berezovski 等[133] 在未成熟和成熟树突状细胞中分别发现了

6 个和 3 个生物标志物。 Jia 等[134]通过 Cell SELEX 和基于适配体的蛋白的纯化策略,鉴定出 CD109 作

为鼻咽癌的潜在生物标志物,用于早期诊断和靶向治疗。

7摇 总结与展望

自 1990 年 SELEX 技术被提出以来,核酸适配体的研究取得了长足进步,被认为是具有发展前景的

新型分子探针,所筛选的核酸适配体数量增加迅速。 近年来,随着对传统 SELEX 筛选方法的改进以及

高通量测序和计算机辅助设计等新技术的快速发展,核酸适配体的筛选效率已显著提高(如筛选轮次

显著减少、筛选周期明显缩短以及适配体的亲和力提高等),但仍未有自动化、标准化的适配体筛选程

序和方法。 亲和力的测定方法虽多,但没有统一的标准或界限,用于判定筛选的适配体是否可以满足后

续应用的要求。 不同的筛选方法测定的亲和力难以对应,甚至在数量级上有很大差异,也缺少可将不同

方法测定的亲和力之间进行转换的标尺。 特别是,有效好用的适配体(如凝血酶等靶标分子的“明星冶
适配体)还十分有限,远不能满足实际应用的需求。 因此,适配体筛选的机理和高效筛选方法还有待深

入研究,适配体所面临的这些问题也将会转化为促进适配体发展和应用的研究动力。
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Development of Apatmer Screening Against
Proteins and Its Applications

ZHAO Li鄄Ping, YANG Ge, ZHANG Xiao鄄Min, QU Feng*

(School of Life Science, Beijing Institute of Technology, Key Laboratory of Molecular Medicine and Biological Diagnosis,
Ministry of Industry and Information Technology, Beijing 100081, China)

Abstract摇 Aptamers, short single stranded DNA or RNA, are selected through systematic evolution of ligands
by exponential enrichment ( SELEX), which can bind with target molecules with high affinity and high
specificity. Proteins are vital functional macromolecules. Many SELEX techniques have been developed for
screening of aptamers against proteins. In recent years, in order to obtain aptamers with high affinity and
specificity, many SELEX methods have been developed to enhance selection efficiency, reduce cost and
improve aptamer properties. Affinity characterization is also the key procedure in aptamer selection, which
demonstrates if the obtained aptamer can satisfy the application requirement. In this review, the progress in
aptamer screening for protein targets were summarized, and the optimization methods of nucleic acid library,
improvement and development of screening methods and application of aptamers against proteins were mainly
emphasized.
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