
&

!

通讯作者#

,0DE6>

!

H?6>68

F

=<

.A

EC99#;9D

)

!综
!!

述!

适配子及其临床诊断的应用进展
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关键词"适体!核苷#
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生物传感技术#
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技术
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文献标识码"

/

文章编号"

!'+*0(!*&

"

"&!!
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!!

!44&

年#

"

名科学家采用体外筛选与
T2X

相结合的新技

术从人工构建的寡核苷酸文库中分别筛选到了与有机染料和

噬菌体
-L/

聚合酶特异性结合的寡核苷酸序列'

!0"

(

)这种新

技术后来被命名为指数富集配体系统进化技术$

7

A

7B?DEB6;?0

K9><B6989=>6
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S,P,[

&#筛选到

的寡核苷酸被命名为适配子$

E

I

BED?@

&)适配子是人工合成的

单链寡核苷酸$

-L/

或
XL/

&#能够与靶物质进行高特异性与

亲和性地结合#其功能类似抗体#但比抗体具有更多的优势#因

此颇受学者们的青睐)近年来#随着适配子研究的深入#其筛

选及修饰技术不断得到优化#在生物医学方面的应用领域越来

越广#特别是以其为识别分子的生物传感器为各种物质更高灵

敏度的检测提供了可能性)本文对适配子近年来筛选技术*靶

物质的筛选进展以及其在临床诊断中的应用情况作一综述并

进行展望)

?

!

适配子的筛选技术

?#?

!

S,P,[

技术的原理
!

S,P,[

技术是将体外筛选与
T2X

相结合的一项新的技术)它的原理是首先在体外人工构建一

个寡核苷酸文库#文库中的寡核苷酸两端是固定序列#中间是

随机序列#文库大小一般为
!&

!(

!

!&

!$

)然后将文库中的寡核

苷酸与靶物质进行孵育结合#从而形成适配子与靶物质的复合

物)将此复合物与未结合的寡核苷酸分离#之后洗脱复合物中

结合的寡核苷酸#并以后者作为模板进行
T2X

扩增#从而得到

靶物质的适配子比例较高的新文库#以备进入下一轮适配子筛

选之用)一般经过
%

!

!$

次筛选#即可获取靶物质对应的高特

异性与亲和性的适配子#然后将其进行克隆测序鉴定之后便可

用于生物医学方面的研究'

*

(

)

?#@
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S,P,[

技术的改进
!

随着对适配子筛选技术研究的不

断深入#传统的
S,P,[

技术逐渐暴露出一些缺点#如筛选过

程时间长*靶位点特异性不强等)为此科学家在传统的
S,P0

,[

技术的基础上对其进行了改进#目前能够满足不同需求的

S,P,[

技术已经相继亮相)基于核酸适配子修饰的光敏

S,P,[

$

I

C9B9S,P,[

&技术及混合
S,P,[

$

G>?8:?:S,P,[

&

技术能够对蛋白质与肽段的适配子进行高特异性地筛选#而且

产生率都很高#但不足之处在于这
"

种技术只是针对具有活性

反应位点的大分子设计的)定制
S,P,[

$

BE6>9@?:S,P,[

&技

术能够高效地筛选出蛋白质*肽段及小分子物质的适配子#而

且特异性较高#但是其适用范围有限)还有毛细管电泳
S,P0

,[

$

;E

I

6>>E@

A

?>?;B@9

I

C9@?767S,P,[

&技术能够经过几个循环

的筛选#即可以得到高亲和性与特异性的适配子#大大缩减了

筛选所用的时间#但是限于电泳技术的原理#此项技术同样不

适用于小分子物质适配子的筛选'

(

(

)另外#还有自动化的

S,P,[

技术的报道'

$

(

#这种技术可以将时间大大缩短#目前这

种技术已经能够成功地筛选出
2Z.0%

*

Q,1!

及
XC9

蛋白质

的适配子)此外还有如复合靶
S,P,[

$

;9D

I

>?gBE@

F

?B7S,P0

,[

&技术*消减
S,P,[

$

7<GB@E;B6K?S,P,[

&技术等)

@

!

适配子的筛选进展

适配子能否广泛应用于临床的检测#最终取决于已经筛选

到的靶物质的适配子)截至
"&&'

年#

/

I

BED?@-EBEGE7?

'

'

(公

布已经筛选到适配子的靶物质数量达到
"*4

个#其中大致可分

为有机物*无机物*核酸*肽段*蛋白质以及其他等#每种物质筛

选的适配子个数不一#性质也不一样#但大多数为核酸
XL/

#

少数为
-L/

)近年来随着
S,P,[

技术的发展#临床检测需求

的增加#广大学者开始致力于病毒*细菌*肿瘤细胞及标志物等

方面的筛选#并且取得了相应的进展)目前已经筛选到的适配

子相关病毒包括乙肝病毒表面抗原*丙肝的非结构蛋白酶和核

心抗原*

WJR

病毒核衣壳蛋白*冠状病毒的解旋酶*人类流感

病毒血凝素以及牛痘病毒等'

+04

(

)涉及到的细菌包括结核杆

菌*乳酸菌酸性细胞以及空肠弯曲菌等)随着适配子筛选技术

的不断提高#目前#愈来愈多的学者们逐渐将目光聚集在肿瘤

标志物以及肿瘤细胞适配子的筛选上'

!&0!*
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!

适配子的优缺点

适配子在生物学研究领域具有巨大的潜力#得益于其自身

的许多优势#包括如下几个方面!$

!

&靶分子范围广)可以从金

属离子等小分子到蛋白质这样的大分子乃至整个细胞)$

"

&高

特异性与亲和性)适配子能够识别出靶分子结构上如甲基与

羟基这样的细微区别#且与靶分子结合后的解离常数处于纳摩

尔和皮摩尔水平)$

*

&体外筛选#易人工合成)可以通过
S,P0

,[

技术的自动化进行大批量低成本生产#且批间差异较小#同

时也能针对毒素及免疫原性较弱的物质进行筛选)$

(

&稳定性

好)对温度及
I

W

不敏感#易于保存与运输)$

$

&易修饰#便于

标记)可以在适配子寡核苷酸的精确位点进行修饰#增强其稳

定性#同时能够连接各种标记分子与药物#进行临床诊治)$

+

&

分子小#空间位阻小)可以与靶分子高效绑定#也易实现细胞

内药物运送与治疗)尽管适配子与抗体相比具有几乎完美的

特性#但还存在一些不足之处#如!

XL/

适配子在体外容易被

核酸酶降解#小分子物质的适配子不易筛选等等)现在学者已

经能够运用一些技术手段克服核酸酶降解的问题了#至于小分

子物质适配子的广泛筛选#有待进一步研究)
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适配子型生物传感器

B#?

!

电化学生物传感器
!

电化学生物传感器$
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G697?879@

&是用电极作为换能元件#将分子生化反应的变化转

变为电阻*电流及电势等信号输出#从而实现待测物质的检测)

目前以适配子作为识别分子的电化学传感器的报道不断增多)
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等'
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(报道了一种电化学阻抗光谱法$
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国际检验医学杂志
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年
(

月第
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卷第
(

期
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&用于人类免疫球蛋白
J

F

,

的检测)在这

个过程中他们用适配子修饰的阵列电极对
J

F

,

进行了免标记

检测#同时将这种方式的检测结果与
J

F

,

抗体为识别分子的检

测结果进行了对比#发现在特异性与敏感性方面都具有相当的

优势#其线性范围为
"#$

!

!&&8D9>

"

P

#检测限达到了
&#!

8D9>

"

P

)

P6<

等'

!$

(研制了一种电流作为输出信号的适配子型

电化学传感器对腺苷进行了高敏感性与特异性地检测#这种传

感器是可重复利用的)此外还有通过适配与靶物质反应导致

电势的改变进而对物质进行检测的报道'

!'

(

)

B#@

!

光学生物传感器
!

以适配子为识别分子的光学生物传感

器$

9

I

B6;E>G697?879@

&是将适配子与靶物质结合后产生的变化

转变为光学信号#通过后者的参数变化对靶物质含量进行测

定)光学传感器的检测模式较多#包括!吸收*反射*荧光*化学

发光和磷光以及表面等离子体共振$

S<@=E;?

I

>E7D98@?790

8E8;?

#

STX

&等)目前以适配子为识别分子的表面等离子体共

振传感器是研究较多的一种#

Y7BEB8E

等'

!+

(开发了一种多通道

STX

传感器#对凝血酶适配子固定于传感器表面的
*

种方法

进行了探索性研究#发现抗生蛋白链菌素
0

生物素固定法在靶

物质检测的灵敏性与特异性上都是最好的)
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年
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等'

!%

(利用
J

F

,

适配子修饰的
STX

传感器对
J

F

,

进行了检测#

最低检测浓度为
"8D9>

"

P

)与上述电化学检测方法比较#敏

感性稍逊于电化学法#但与抗体检测法比较还是很高的)

XE0

5

?8:@E8

等'

!4

(报道了适配子用于分子信标的研究#他们通过荧

光的猝灭巧妙地对金属离子锌进行了检测#这项研究可用于环

境中各种金属离子含量的测定)

B#A

!

压电生物传感器
!

压电生物传感器$
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A

7BE>G697?879@

&是一种简单*无需标记而且响应速度较快的

传感器)适配子具有很好的特异性结合#将适配子用于这种传

感器可进一步增强其检测效能)

"&&4

年
ZE9

等'

"&

(研制了一

种适配子与石英微量天平相结合用于人血清中
J

F

,

敏感性检

测的生物传感器)他们将适配子固定在石英晶体表面的金膜

上#只要血清中的
J

F

,

与适配子发生反应#石英微量天平的频

移就会发生变化)此项研究发现这种传感器能够在
!$

分钟内

对血清中的
J

F

,

含量进行高敏感性与特异性的检测)实验证

明适配子修饰的金膜可以重复使用多次且敏感性不会下降)

目前适配子用于压电传感器的报道还不是很多#且多限于
J

F

,

的检测)

B#B

!

纳米生物传感器
!

纳米材料具有与宏观物质不同的优良

特性)随着对纳米研究的深入#学者们发现适配子修饰的纳米

材料更适用于生物学的研究#尤其是疾病的诊断方面)近年

来#这方面的报道不断增多#不过多数集中于荧光法检测与色

度法检测这两方面)

"&&$

年
P?K

A

'

"!

(首次报道了适配子修饰

的量子点对凝血酶的检测#其检测原理主要是基于量子点的荧

光共 振 能 量 转 移 $

=><9@?7;?8;?@?798E8;??8?@

FA

B@E87=?@

#

aX,.
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P6<

等'

""

(研究了适配子修饰的量子点与金纳米颗粒

对腺苷与可卡因的联合检测#取得了预期的效果)

\?@8?BB?

等'

"*

(还发现将荧光标记的适配子固定在固体表面进行的检测

比液体中具有更多的优点#如背景信号低*可重复利用*可长期

保存及实时监测等)目前随着肿瘤细胞适配子的筛选#开始将

其用于肿瘤细胞的识别检测)适配子修饰的量子点这种检测

法效能较高#但是必须依靠相应的仪器才能进行#达不到方便

易行的效果)为此#部分学者将适配子用于色度法检测的研

究)

"&&'

年
P6<

等'

"(

(报道了适配子的色度法用于腺苷与可卡

因的检测#这种方法快速简单#不到一分钟就可以看到结果)

\E8

F

等'

"$

(通过此方法的点阵列超敏感的检测了凝血酶蛋白#

检测限达到了
!(=D9>

"

P

)

F

!

展
!!

望

目前适配子的筛选*特性及应用方面的研究已经取得了显

著的成绩)随着
S,P,[

技术的不断发展与完善#各种可用于

临床检测的适配子将会越来越多地被筛选出来)这些能够与

靶物质进行高特异性与亲和性结合的寡核酸物质以其良好的

生物学特性会更广泛地用于临床疾病的诊治中)尤其是肿瘤

早期诊断方面#适配子与新兴的纳米技术相结合会产生出巨大

的效应#其临床应用前景是非常广阔的)
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直接组织分析
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勇&审校

"

!#

中国人民解放军第
!%!

医院!广西桂林
$(!&&"

#

"#
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组织#
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病理学#
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原位蛋白组学
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在生物医学研究中#新的生物标志物的发现和新药物的研

发#需要灵敏*高通量*全面*快速的分析技术)利用基质辅助

激光解吸附电离成像质谱$
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I
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F

68

F

DE777

I
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Q/P-J0JQS

&技术#直接

分析生物组织切片#对组织中化合物的组成*相对丰度及分布

情况进行高通量*全面*快速的分析#通过所获得的目标物质的

分布信息#发现生物标志物和监控化合物#该技术可用于组织

病理特征观察*疾病诊断*药物疗效监测以及生物标志物发现

等)

?

!

组织切片蛋白的原位分析

使用成像质谱仪#必要的组成部分包括自动光栅元件*自

动数据获取系统和可视化软件)近来#几乎所有的厂家都发展

了与其仪器相关的内部软件#并为这些仪器和图像重建系统装

置了驱动程序)根据样本切片产生的离子的不同#质谱成像仪

可分为几类!一类是通过脉冲激光照射#一类是通过高能粒子

的粒子辐射)以激光为基础的系统包括
Q/P-J

和激光解吸

附离子化仪器)二次离子质谱$

7?;98:E@

A

698DE777

I

?;B@9D?0

B@

A

#

SJQS

&系统通过连续的高度集中的高能粒子束粒子攻击)

一般来说#这些成像仪器大部分利用
Q/P-J0

飞行时间

$
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F

CB

#

Q/P-J0.Ya
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Q/P-J0.Ya

"

.Ya

和

.Ya0SJQS

)

Q/P-J0.Ya

成像仪器具有高通量的特点#

.Ya0

SJQS

成像仪器能提供亚微米的空间分辨率'

!

(

)这
"

个成像仪

器在质谱成像方面都具有强有力的优点)本综述主要讨论

Q/P-J0JQS

)

@

!

组织样本采集和制备

在整个样本采集*制备*质谱成像和最后的解释等过程中#

都要保持样本的化学代表性和空间完整性'

"

(

)避免在样本制

备过程中造成被分析化合物的降解和空间移位#防止冰晶形

成%避免切片打卷*起皱褶#选择适宜的切片厚度等)冷冻的组

织在恒温冷冻切片机上进行切割#切割平台的温度根据组织类

型保持在
d$

!

d"$)

之间)切片厚度一般在
!&

!

"&

'

D

#以

保证质谱分析时被分析物足够的组分浓度'

*

(

)

A

!

切片的
Q/P-J

的基质应用

大量的被分析物所选用的不同分子大小基质都凭经验来

选择)对于组织分析#常用的基质芥子酸$

S/

&*

"

0

氰基
0(0

羟基

肉桂酸$

W22/

&和
"

#

$0

二羟基苯甲酸$

-WN

&)

S/

能为高分

子量的蛋白提供最好的信号#

W22/

则主要应用于多肽和低

分子量蛋白#

-WN

则适用于小分子药物的信号获取)基质覆

盖通常有两种方法!斑点法和喷雾法)喷雾法是在可控条件下

振荡蒸发产生基质微粒#然后轻柔的覆盖于组织样品之上)在

此过程中#尽可能满足以下条件!组织切片上的被分析物无扩

散或移位%质谱成像的分辨率必须应大于共结晶的尺寸%基质

与被分析物形成良好的共结晶)基质浓度主要影响结晶的覆

盖率)通常
S/

的浓度以
!&

!

*&D

F

"

DP

为宜)将喷好基质

的组织切片放在室温下#待溶剂挥发析出结晶后放入干燥器中

干燥
"C

)

B

!

切片组织学染色和
Q/P-J0JQS

先进的
Q/P-J0JQS

软件可以在进行
Q/P-J

操作之前#

完成
Q/P-J

图像和宏观或显微光学图像的叠加)

为正确解释
Q/P-J0JQS

结果#必须联系切片组织学信

息)相邻的
"

张切片中#取
!

张用于苏木精
0

伊红$

W,

&染色#

因为这种染色方法可以获得更多的组织学信息#如可以将切片

中巨大的侵入性肿瘤区与大区域的结缔组织区组织特征显著

的区分开来)并为后续的解释提供一定的分子信息)近来#报
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