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综  述                                                               

核酸适配体及其在病原微生物学中的应用 

梁红茹 1,2，杨松涛 2，张涛 2，胡桂秋 2，夏咸柱 2 
1 吉林大学畜牧兽医学院，长春 130062 
2 军事医学科学院军事兽医研究所，长春 130062 

摘  要: 核酸适配体指利用指数富集配体系统进化技术筛选出的寡聚核苷酸片段，它可以特异性地识别靶标并与之结

合，已经广泛应用于基础研究、临床诊断、纳米技术等。以下综述了适配体在微生物学方面的应用。 
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Abstract:  Aptamers are a group of artificial oligonucleotides identified by exponential enrichment system evolution technology 
(Selective expansion of ligands by exponential enrichment, SELEX). Aptamers have been widely used in basic research, clinical 
diagnostics, and nano-technology. In this article we will introduce the technology of aptamer and summarize its applications in 
medical microbiology. 
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早在 1988 年至 1989 年，按照生物化学性质从

人工合成的核苷酸库中分离筛选核苷酸就已经有广

泛的报道。1990 年，Robertson 等通过亲和层析的方

法从人为构建的 RNA 文库中筛选到能够高特异性

和高亲和力地结合小分子 ATP 的 RNA 序列，此段

序列即为适配体[1]；同年，Tuerk 等在试验室成功地

从带有 8 个随机序列的 RNA 文库中筛选出可特异性

结合噬菌体 T4 DNA 聚合酶的序列[2]。 

适配体 (Aptamer) 是一种经体外筛选技术得到

的寡核苷酸序列 (RNA 或 DNA)，与相应的配体有

严格的识别能力和高度的亲和力 [3]，大小一般约

6~40 kDa。单链寡核苷酸，特别是 RNA 的一些二级

结构，如发夹、茎环、假节、凸环、G-四聚体等，

可使核酸分子形成多种三维结构，成为适配体与靶

物质特定区域结合的基础，二者之间的结合主要通

过“假碱基对”的堆积作用、氢键作用、静电作用
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和形状匹配等产生高特异性的结合力。适配体具有

高特异性、靶分子广、易于体外合成和修饰等优点，

已经在基础研究、临床诊断和治疗中显示了广阔的

应用前景。本文主要对于适配体的基本特点及其在

微生物学中的应用进行综述。 

1  核酸适配体的特点 

大量适配体的结构已经通过酶学或化学探测，

原子核磁共振 (NMR) 和 X 衍射探测确定。由于它

们的分子量相对比较小，NMR 方法相对更加适合检

测适配体的结构。 

1.1  适配体的大小 
大多数情况下，应用的适配体应尽可能的小，

以使成本更低，可以更容易和靶标结合等。因为功

能 RNA 折叠能力是有限的，适配体的最小长度通常

比可控的空间序列大，而且，从体外筛选过程最初

得到的适配体约 50 个碱基，包括用于扩增和转录的

两侧固定序列区和中间随机序列。重组缺失分析、

印记和体外合成法可以用于确定绑定于靶标所需的

最短核苷酸的大小。最小的适配体长度范围相当广

泛，例如在血管内皮生长因子内最小的长度在 23~35

个碱基；最小的黄嘌呤和鸟嘌呤配体有 32 个碱基；

链霉素配体有 46 个碱基；与血液丝氨酸蛋白酶 (蛋

白 C) 结合的最小部分配体可达 99 个碱基。适配

体分子量的范围在 7.5~32 kDa，一般标准大小是

10 kDa，标准适配体的暴露面积一般为 50~60 nm2。 

1.2  适配体的靶标物质 
大量的体外筛选已经表明筛选出的适配体可以

特异地结合任何靶标，包括小的离子 (例如 Zn2+)、

核苷酸 (例如 ATP)、肽、大的糖蛋白 (例如 CD4)、

病毒粒子、细胞、甚至组织 [4]，结合的靶标的大小

可以为 65 Da 到 150 kDa，理论上没有上限。 

适配体结合靶标有一定的特点：1) 适配体绑定

蛋白质的位点有一定的偏嗜性，大量报道表明适配

体结合于蛋白质的多聚阴离子位点，例如核酸或者

葡糖氨基聚糖类，包括凝血酶和其他凝血级联中的

蛋白酶、大量的肝素结合生长因子、细胞转录因子、

病毒调节蛋白等；2) 适配体即使为不同的结构，它

们在大蛋白上的结合位点有高度的相似性。例如，

研究发现 6 种针对血管内皮生长因子的适配体都结

合在相同的区域，它们与肝素和其他天然配体竞争

结合并交联与同一个半胱氨酸，4 个结构不同的适

配体与反转录酶结合在同一位置。例如用 3 种 RNA

库，不同的筛选程序，不同的筛选方法针对 HIV-1

的逆转录酶筛选的适配体，它们都具有假结结构并

且都绑定于酶的相同位点[5]。 

1.3  适配体的亲和力 
已报道的适配体和靶标的亲和力变化范围很

大，一般和小分子的亲和力相对比较低，例如适

配体与氨基酸结合，如瓜氨酸和精氨酸，亲和力

范围在 0.3~65 μmol 之间；与 ATP、黄嘌呤结合的

亲和力分别为 6 μmol、3.3 μmol；与多巴胺结合的

亲和力是 2.8 μmol；与维生素 B12 结合的亲和力是

9.0 nmol；适配体与典型核酸分子结合的亲和力在纳

摩尔范围，适配体与反转录病毒整合酶结合的亲和

力为 10~800 nmol；与反转录酶结合的亲和力为

0.3~20 nmol；与核蛋白结合的亲和力约为 2 nmol；

与核糖体 RNA 绑定氨基酸糖苷抗生素结合亲和力

大约是 0.8 nmol；免疫球蛋白家族所包括的蛋白质

筛选出的适配体亲和力在 2~40 nmol 之间，这可能

与免疫球蛋白和细胞表面糖蛋白的作用有关。 

1.4  适配体的特异性 
研究发现与靶标有高亲和力的适配体多数可以

表现为高特异性，可以区别有相似酶活性的不同酶

类，例如区分 α-凝血酶和 γ-凝血酶；区分猫免疫缺

陷病毒和其他 3 种反转录病毒的反转录酶；区分仅

仅有 23 个残基不同的蛋白激酶 C 的同工酶；区分结

构仅仅是 1 个甲基的差别的咖啡因和茶碱。 

然而，适配体也只是在一定程度上具有特异性，

有时也可以非特异地识别非靶标物质。例如辅酶

A 的适配体也能够识别 AMP；识别黄嘌呤的适配

体可以识别鸟嘌呤，但是不能识别腺苷胞嘧啶或尿
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嘧啶。 

2  核酸适配体的筛选方法 

适配体的体外筛选过程称为指数富集配体系统

进 化 技 术  (Selective expansion of ligends by 

exponential enrichment，SELEX)，指模拟自然进化

人工筛选技术，首先体外化学合成一个随机碱基数

为 n 的单链寡核苷酸文库，该文库则含 4n 个不同的

寡核苷酸序列，常用的寡核苷酸随机序列含 30 个碱

基，库容量高达 430(1018)；随机序列的两端为随后

PCR 循环时结合引物所必需的固定序列，由于这种

随机序列，而决定了库中每条链自然形成的空间构

象，即二级结构的多样性，决定了库中潜在地存在

能与各种蛋白和低分子靶物质有亲和力的核酸配

体[6]。一般筛选文库的容量巨大 (可达 1015 左右)，

理论上应用 SELEX 技术能筛选到自然界几乎所有

靶分子的适配子[7]。 

筛选过程包含和达尔文进化理论一样的 3 个过

程，分别是自发突变、自然选择、大量增殖，一般

包括几轮筛选，每轮循环包括 3 个主要步骤：1) 寡

核苷酸库和靶标分子孵育；2) 寡核苷酸复合物和

未结合的寡核苷酸分离；3) 结合的序列用 PCR 扩

增 [8]，再进入下轮的筛选过程，通过重复的筛选与

扩增那些与靶物质不结合或与靶物质有低亲和力、

中亲和力的 DNA 或 RNA 分子被洗去，而与靶物质

有强亲和力的 DNA 或 RNA 分子从非常大的随机库

中分离出来且纯度随 SELEX 过程的进行而增高，从

pmol 到 nmol，有的甚至到 μmol，最后占据库的大

多数 (＞90％左右)[9]，随着寡核苷酸库的逐渐富集

对靶标的亲和性增加。一般经过 6~15 次的循环就可

以获得特异性的适配体。 

3  核酸适配体在病毒方面的应用 

SELEX 技术发展至今，已针对广泛类型的病毒

靶分子如逆转录酶、解螺旋酶、核衣壳蛋白和调节

因子等筛选出了各自的适体。 

目前 SELEX 技术已经被广泛地应用到临床医

学的各项研究领域当中，包括疾病的诊断和治疗。

在多种病毒病研究中显示适配体能够识别和结合到

病毒的特定部位上，适配体可以作为功能阻断剂直

接影响病毒的复制、翻译中特定步骤，从而中断疾

病发生；适配体也可以特异性的识别被病毒感染的

细胞，从而用于诊断[10]。 

3.1  在流感病毒方面的应用 
流感病毒表面血凝素蛋白 (HA) 呈柱状，能与

人、鸟、豚鼠等动物红细胞表面的受体相结合引起

凝血，血凝素蛋白水解后分为轻链和重链两部分，

后者可以与宿主细胞膜上的唾液酸受体相结合，前

者则可以协助病毒包膜与宿主细胞膜相互融合，血

凝素是流感病毒最重要的抗原成分，也是抗体最重

要的结合位点。 

2004 年，Jeon 等筛选的 ssDNA 适配体作用于

HA 的受体绑定区域，阻断了病毒-宿主细胞的结合，

而抑制流感病毒的感染，并且在细胞培养的试验证

明筛选出的适配体可以阻断病毒感染细胞[11]。2006

年，Gopinath 等针对 A/Panama/2007/1999 (H3N2) 

株 HA 区域筛选出的适配体，和 HA 的亲和性比单

克隆抗体的亲和性高约 15 倍，可以用于鉴定 A 型流

感病毒的不同亚型，并且可以有效地抑制 HA 介导

的膜融合[12]。 

3.2  在肝炎病毒方面的应用 
肝炎病毒是指引起病毒性肝炎的病原体。甲型

肝炎病毒  (HAV) 呈球形，无包膜，核酸为单链

RNA；乙型肝炎病毒 (HBV) 呈球形，具有双层外

壳结构，外层相当一般病毒的包膜，核酸为双链

DNA；丙型肝炎病毒 (HCV) 是一种具有脂质外壳

的 RNA 病毒，直径 50~60 nm，其基因组为 10 kb

单链 RNA 分子。 

2001 年，Butz 等针对 HBV 核心抗原筛选的适

配体在细胞内和 HBV 核心蛋白结合，能有效地干

扰病毒衣壳的形成和病毒的生成 [13]。2002 年，

Biroccio 等筛选出针对 HCV 亚型 1a 的 RNA 适配
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体[14]；2003 年，Bellecave 等筛选出针对 HCV 亚型

1b 的 DNA 适配体[15]；2006 年，Tomai 等筛选出针

对 HCV 亚型 3a 的 DNA 适配体，主要作用位点是

RNA 依赖的 RNA 聚合酶，抑制聚合酶的活性，从而

干扰病毒的复制[16]。2009 年，Kikuchi 等筛选出针对

HCV 的 IRES 区域Ⅱ的适配体，IRES 对于 mRNA

的转录很重要，因此适配体通过影响病毒的转录，

从而影响病毒的复制[17]。2006 年，Fukuda 等筛选出

针对 HCV NS3 的适配体，NS3 为一种多功能酶，对

于 HCV 的复制和病毒扩增非常重要，筛选出的适配

体在细胞水平上显示能抑制病毒的繁殖[18]。 

3.3  在艾滋病毒方面的应用 
艾滋病，又称获得性免疫缺陷综合症 (Acquired 

immune deficiency syndrome，AIDS)，是由人类免疫

缺陷病毒 (Human immunodeficieney virus，HIV) 引

起的人体细胞免疫功能缺陷，导致一系列条件致病

微生物感染和肿瘤发生的致命性综合征。 

研究发现，在艾滋病毒的反转录酶上与适配体

结合的裂隙是酶与病毒模板及引物结合的部位。

Pheroze 等筛选针对反转录酶的适配体可以形成类

假结结构的二级结构，细胞水平上在病毒反转录的

早期可以有效地干扰 HIV 的复制，阻碍病毒基因的

延伸，并且毒性很小，较少形成耐药株。2000 年

Yamamoto 等筛选的针对 Tat 蛋白的 RNA 适配体，

可以明显抑制 HIV 的活性，在细胞水平上可以使

HIV-1 的复制减少 70％[19]。 

3.4  细胞-SELEX 病毒方面的应用 
病毒感染时，在复制、组装、释放过程中，病

毒蛋白会插入到细胞的表面从而修饰细胞表面成

分，细胞这种表面的改变或者产生的标志物使细胞

产生特异性的抗原，因此针对这种特异性的抗原设

计探针可以检测病毒感染的细胞。而且，病毒感染

细胞产生的标志物在未知的情况下，也可以用

SELEX 技术筛选出适配体，而这种识别特异性靶标

的适配体一旦筛选出可以用于检测病毒感染的细

胞。2009 年，Tang 等利用细胞-SELEX 技术，筛选

出识别牛痘病毒感染的 A549 细胞的适配体，它不仅

识别病毒感染细胞，而且识别细胞质膜上病毒修饰

成分[28]。 

4  核酸适配体在细菌方面的应用 

4.1  在细菌检测方面的应用 
适配体检测抗原是近年来发展起来的新技术，

将一个适配体末端交联到固相载体上作为捕获分

子，去捕获待测标本中的靶物质，另一个适配体的

5′端标有相应的指示剂，如荧光素、生物素、放射

性同位素或胶体金等标记转化为检测分子，当检测

分子与相应的待测标本结合后就会产生信号，以达

到检测的目的。 

结核分枝杆菌的基因编码的早期分泌蛋白

ESAT-6，仅存于结核杆菌和少数几种非结核杆菌中，

而所有的分支杆菌卡介苗菌株和非致病性分支杆菌

中均缺失该基因，因此 ESAT-6 作为区分 MTB 感染

和卡介苗接种或环境分枝杆菌感染的特异性抗原，

2007 年，马占忠等以 ESAT-6 为靶蛋白，通过 

SELEX 技术筛选获得 ESAT-6 的适配体，为结核病

诊断和治疗试剂的开发奠定基础[21]。2010 年，蔡江

丽等获得结核分枝杆菌分泌蛋白 64 抗体的适配体

并进行血清学检测方面的研究[22]。2004 年，潘勤等

针对 preppilS 蛋白运用 SELEX 筛选特异亲和伤感杆

菌 WB 型纤毛的 RNA 适配子，并进行了初步 RNA

适配子库的亲和力以及生物学作用的检测，为进一

步研究伤寒杆菌的致病机制和预防、治疗伤寒热症

的新型药物提供了基础[23]。 

现在研究认为细菌是一个含有多种成分的复合

物，以整个细菌作为靶分子进行筛选就可以在未知

细菌的内部结构、功能的情况下筛选出与其特异性

结合的一组适配体，与单个适配体相比，一组特异

性的适配体必定能提高检出的敏感性和特异性；更

重要的是组合应用能够提高适配体的通用性。 

4.2  在细菌治疗方面的应用 
虽然 SELEX 技术的研究应用依然在初级阶段，
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但是适配子作为直接蛋白配体、抑制剂以及临床疾

病的治疗药物已展现出潜在的应用前景，SELEX 技

术出现 8 年后就已经有应用于临床试验的产品。适

配体可以直接结合于靶物质表位，使病原不能和机

体结合而使疾病得到控制。因此在理论上，适配体

可以被用于治疗任何由有害基因的表达而引起的疾

病，例如细菌感染、病毒感染、炎性疾病等。 

2008 年，杨清武等为获得内毒素 (LPS) 的抑

制性适配子运用于临床脓毒症的防治，建立了从随

机单链 DNA (ssDNA) 文库筛选寡核苷酸的适配子

的 SELEX 技术平台，为后续的治疗性研究提供了

平台[24]。 

适配体折叠后形成的特定三维结构能与生物靶

标如蛋白质结合，因此适配体可以直接作为蛋白配

体，占据了致病因子的靶物质表位，从而控制疾病

的发生。 

5  其他 

原生动物锥虫 cruzi 是导致 Chaga 病的病原虫，

这种疾病通常侵犯神经系统和心脏，未经治疗的死

亡率很高。针对锥虫成虫期的 RNA 适配子能够使平

均受侵害的细胞中的锥虫数目呈剂量依赖方式减

少。1 μmol/L 的适配子能够抑制 50％~70％的锥虫

的入侵。 

此外，适配体可以作为分子探针用于很多疾病

的诊断，例如通过筛选出特异性的适配体，可以用

于肿瘤的诊断。 

6  展望 

适配体自问世以来取得了令人鼓舞的进步，特

别是一些 SELEX 衍生技术的发展，使核酸适配体作

为诊断和治疗药物的想法逐渐变为事实，迄今已有

适配体药物进入临床前期或临床期试验，并逐步成

为一类新型药物。Merck Serono 的董事 Bernhard 

Kirschbaum 认为 Aptamers 将在下一代的治疗药物

中起着非常关键的作用。  

2004 年末，Pifzer 和 Eyetech 公司共同研制的

用于治疗湿性老年黄斑变性的核酸适配子药物

“Macugen”(又名 Pegaptanib) 在美国被批准上市，

适配子在治疗方面的研究越来越深入。Aptamera 公

司研制的 AGRO100 是一种新型的核酸适体药物，

临床前试验表明 AGRO100 可在癌细胞表面与 

Nucleolin 结合，抑制癌细胞 DNA 的复制并诱导细

胞凋亡，并对多种癌细胞均有抑制作用，如肺癌、

宫颈癌、恶性黑色素瘤及白血病等，该药已于 2003

年第 3 季度进入Ⅰ期临床试验。 

适配体作为一种新型的核酸药物正迅速发展，

但是也存在一些不足之处，例如适配体虽然能与靶

分子高亲合强特异性结合，但它难以穿透细胞膜与

靶分子接近；适配体的半衰期大多较短。为了克服

适配体难以接近和穿透靶组织的缺点，位点特异的

传递系统成为药物合成研究的热点，而采用基因治

疗的方法，构建重组病毒然后在体内表达外源的

RNA 适体也成为一种新思路。相信随着适配体研究

的深入，以及适配体筛选制备技术水平的提高，以

上问题将逐步得到解决。而且由于适配体的高特异

性、高亲合力、可修饰性，它不但在疾病的治疗诊断

上有十分广阔的前景，而且在人类基因组学、蛋白

组学的研究中也将成为极为重要的研究工具之一。 
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