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要"目的
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通过
TVHV̂

技术筛选获得癌胚抗原"

/V<

#特异性核酸适配子!为建立
/V<

适配子检测方

法和肿瘤靶向治疗奠定实验基础$方法
"

构建长度为
99I

b

的随机
660N<

文库!体外筛选人血清
/V<

特异性

适配子!十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳"

T0T,E<PV

#检测特异性适配子结合蛋白$结果
"

经过优化体

外筛选条件!经
&.

轮筛选!获得特异性核酸适配子!经
T0T,E<PV

证实了其识别并特异性结合的物质为人血清

/V<

$结论
"

经体外
&.

轮筛选!证实了所获得的
/V<

适配子可特异性地与人血清
/V<

蛋白结合!为后续建

立
/V<

特异性检测平台提供基础!也为靶向治疗药物的研制提供一定的思路$
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广谱性肿瘤标志物癌胚抗原$

/V<

&已广泛应用

于临床多种恶性肿瘤如结直肠癌)乳腺癌)肺癌等的

疗效判断)病情发展)监测和预后评估*

&

+

(尤其在监测

结直肠癌的复发)转移方面有着独特的价值*

.,2

+

'然

而(实验室检测多采用单克隆抗体(它存在制备技术

复杂)费时费工)价格昂贵)生物稳定性差等特点(极

大地限制了其在临床疾病诊断)治疗及预后检测中的

应用'近年来(随着分子生物学技术的发展(检测研

究方面开发了许多新的工具(尤其是一种被称为核酸

适配子的探针(它是能广泛结合分子和细胞的单链

0N<

或
*N<

寡核苷酸(通过分子间相互作用折叠成

独特的三级空间结构(从而以高亲和性)高特异性与

靶标相结合'然而目前核酸适配子在肿瘤学检测方

面仍处于研究阶段'本研究旨在试图筛选出能与

/V<

特异性结合的适配子(为后续建立
/V<

特异性

检测平台提供基础(也为靶向药物治疗研制提供一定

的思路'

$

"

材料与方法

$1$

"

仪器与试剂
"

链霉亲和素磁珠及磁力架购自

E[#UC

Z

B

%帝肯酶标仪购自瑞士%辣根过氧化物酶标记

及未标记鼠抗人
/V<

抗体购自美国
<I\BU

%酵母

$*N<

)

E/*

相关试剂)

E/*

产物纯化试剂)

;'I
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0N<6$C

b

"BKKC[

及蛋白质
"BKKC[

购自上海生工生物

工程有限公司%其余试剂为国产分析纯'

$1%

"

方法

$1%1$

"

文库的构建和引物的合成
"

构建一个长度为

99I

b

的随机
660N<

文库(两端为
&9I

b

固定引物序

列(中间
;.

个
7$

随机序列(库容量大约为
&'&3

'合

成的序列如下!

;d,<D<//<P/DD<DD/<<DD,

;.7$,<P<D<PD<<PDP/<<D/D,2d

%引物序列

如下!

E&

为
;d,<D<//<P/DD<DD/<<DD,2d

(

E.

为
;d,̀5#,<D<//<P/DD<DD/<<DD,2d

(

E2

为
;d,<P< DDP/</DD</D< D/D,2d

'文库和

引物均由上海生工生物工程有限公司合成(高效液相

色谱法纯化'

$1%1%

"

TVHV̂

筛选
"

未标记
/V<

抗体$

&''

b

U#"

&

包被于
(3

孔板上(

8e

湿盒过夜(包被液为
'1';U#"

"

HNB?/+

2

(

b

?(13

(同时设
2

个阴性孔'

/V<

抗体

孔和
&

个阴性孔均以
2@

牛血清清蛋白$

T̀<

&于
2-

e

封闭
.%

(

/V<

抗体孔加入含
/V<

血清(

2-e

结合

2'U57

(随机
660N<

文库加入
T?J/!

液(

(;e

变

性
;U57

后迅速冰浴
&'U57

(恢复至室温'含有文库

的结合缓冲液先分别与阴性孔
2-e

结合
2'U57

(吸

取未结合上清液至
/V<

孔(

2-e

结合
2'U57

'冲洗

缓冲液洗孔
;

次(洗去未结合
660N<

(再加入洗脱缓

冲液
(;e&'U57

(洗脱与
/V<

结合的
660N<

(经酚
,

氯仿抽提)乙醇沉淀(将
660N<

溶于适量
KK?

.

+

中'

经
E/*

扩增后磁珠和
'1&U#"

"

HNB+?

分离单链

0N<

(作为下一轮投入的文库(按上述步骤反复进行(

共筛选了
&.

轮'

$1%1&

"

E/*

条件的优化
"

以筛选获得的
660N<

为

模板(

E/*

扩增(条件为!

.hE/* JB6$C[.;

(

H

(上

游)下游引物各
&

(

H

(模板
&'

(

H

(

KK?

.

+&2

(

H

'

(;e

预变性
2U57

(

(;e

变性
2'6

(

8;e

退火
&U57

(

-.e

延伸
2'6

(

&'

个循环(最后
-.e

延伸
-U57

'以

上述
E/*

产物的
&'

(

H

为模板(按照上述体系进行

条件优化!在第
&'

)

&;

)

.'

)

2'

个循环处分别取样找出

最适循环数'

$1%1'

"

适配子与
/V<

亲和力测定
"

分别以
E.

)

E2

为引物按照上述优化条件制备生物素标记原库及每

轮筛选获得的
660N<

(测定浓度'取
.'

b

U#"

"

H

生物

素标记适配子与
/V<

血清结合(

2-e

结合
2'U57

(

上磁力架静置
2U57

(弃上清液(用洗涤缓冲液清洗

2

次(加入辣根过氧化物酶标记
/V<

抗体(

2-e

孵育

2'U57

(上磁力架静置
2U57

(弃上清液(用洗涤缓冲

液清洗
2

次(在
8';7U

处测定吸光度值'

$1%1I

"

适配子结合蛋白的鉴定
"

在上述步骤得到的

磁珠
,

适配子
,

蛋白质三联复合物中加入十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳$

T0T,E<PV

&上样缓冲液(煮

沸
;U57

后离心取上清液(以
9@ T0T,E<PV

进行分

离(考马斯亮蓝染色'

%

"

结
""

果

%1$

"

/V<

核酸适配子
TVHV̂

筛选
"

为逐步增加筛

选压力(获得特异性适配子(在筛选过程中通过减少

文库量)增加洗涤数和时间(见表
&

%同时每轮筛选前

均经过反筛$与阴性孔)抗体孔相作用&步骤以降低非

特异性结合(从而筛选出具有较高亲和力和特异性的

核酸适配子'另外(以筛选后
660N<

为模板(经
&'

个循环扩增的产物为模板(按照优化后的条件进行扩

增(寻找最适循环数(结果显示最佳循环数为
.'

(见

图
&

'

表
&

""

&.

轮筛选所加
/V<

抗体&

660N<

库及
$*N<

量

轮数
/V<

抗体$

b

U#"

"

H

&

660N<

库$

b

U#"

"

H

&

$*N<

$

U

Z

"

UH

&

& &'' &''' '1''

. 9' 9'' '1.;

2 3' 3'' '1.;

8 ;' ;'' '1;'

; 8' 8'' '1;'

3 .' .'' '1;'

- &' &'' '1-;

9 &' &'' '1-;

( ; ;' '1('

&' ; ;' '1('

&& 2 2' &1''

&. . .' &1''

""

注!

&

为
&'

个循环(

.

为
&;

个循环(

2

为
.'

个循环(

8

为
2'

个循

环(

J

为
E/*"BKKC[

图
&

""

优化最佳循环数

%1%

"

适配子与
/V<

亲和力测定
"

随着筛选过程(分

别与
/V<

蛋白相结合的适配子越来越多(

8';7U

处

吸光度逐渐增加(当达到
&'

次时(随着筛选
8';7U

处吸光度变化较小(故最佳筛选次数为
&'

次(见图
.

'

%1&

"

T0T,E<PV

蛋白电泳鉴定核酸适配子结合蛋白

"

经
&.

轮筛选后的核酸适配子可特异性识别血清中

的某种蛋白(考马斯亮蓝染色证实该蛋白为
/V<

蛋

白(且与
/V<

阳性对照条带位置一致(相对分子质量

大约为
.''h&'

2

(证实筛选出的核酸适配子可特异性

识别人血清中
/V<

(见图
2

'
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图
.

""

/V<

与
660N<

的结合率

""

注!

J

为
JB[YC[

(

&

为适配子结合蛋白(

.

为
/V<

阳性对照

图
2

""

适配子结合蛋白
T0T,E<PV

电泳鉴定

&

"

讨
""

论

""

核酸适配子是由
TVHV̂

技术*

8,;

+筛选获得由

&;

"

9'

个
I

b

组成的一段
660N<

或
*N<

分子(能形

成独特的三维空间结构(可与靶物质高特异性)高亲

和力结合的核苷酸片段(不论在诊断还是治疗领域(

适配子将成为传统抗体的有力竞争对手*

3

+

'在检测

方面(研究者已利用
TVHV̂

技术筛选出许多特异性

识别癌症相关蛋白$如生长因子)血管内皮生长因子)

?V*2

)

NO,

+

`

)肌腱蛋白
/

或前列腺特异性膜抗原

等*

-,(

+

&和完整细胞$如淋巴细胞白血病)骨髓性白血

病)肝癌)小细胞肺癌和非小细胞肺癌&的核酸适配

子*

&',&(

+

(并利用适配子与靶物质之间的结合模式(已

将许多核酸适配子应用在生物分析报告)生物医学和

实验室检测阶段*

.'

+

'另外(研究者们将核酸适配子修

饰后构建了高灵敏度和稳定性检测凝血酶的适配子

传感器%在靶向治疗方面(具有与靶标物质特异性结

合的适配子可作为靶向药物或者载体'尽管目前已

经有研究报道了少数肿瘤相关适配子(然而仍然缺少

能广泛适用于多种恶性肿瘤的特异性适配子*

.&,.8

+

'

/V<

作为一种广谱肿瘤相关抗原(在多种肿瘤组

织中高表达(广泛应用于多种抗体靶向治疗)诊断'

本研究以人血清
/V<

为靶物质(通过体外
&.

轮筛选

富集(获得人
/V<

特异性核苷酸适配子(亲和力测定

显示(筛选获得的适配子可特异性与人
/V<

蛋白结

合'另外(进一步通过
T0T,E<PV

电泳鉴定与适配

子结合的蛋白即为人血清
/V<

蛋白'本研究组将进

一步把获得的核酸适配子克隆测序(分析其一)二级

结构(阐述其与
/V<

的结合位点及保守序列(为适配

子用于肿瘤的早期诊断)监测疾病的动态变化奠定了

初步的实验基础(同时也提示(以肿瘤标志物为靶标

筛选相应适配子具有广阔的应用前景'

'

"

结
""

论

""

本研究经
&.

轮
TVHV̂

技术筛选获得了特异性

结合人
/V<

蛋白的
660N<

核酸适配子(为建立核酸

适配子检测平台奠定了实验基础'
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