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1 核酸适配体
核酸适配体（aptamer）是从人工构建的随机寡

核苷酸文库中筛选出的与目标靶分子高亲和力 、
高特异性结合的 SSDNA 或者 RNA， 一般由几十
个核苷酸 （20~60 nt）组成 。 其制备简单 、稳定性
好 、靶分子范围广 、易于修饰 ，且无免疫原性 ，被
称为“化学抗体”。 1990 年 Tuerk 等 ［1］首次在体外

人工构建的随机寡核苷酸文库中筛选出和噬菌体

T4DNA 聚合酶（gp43）特异性结合的 RNA 配体，此
后， 核酸适配体已成熟发展为新一代靶分子特异
性识别结合体， 核酸通过自身形成的空间结构可
以识别不同的分子靶标， 包括碳水化合物、 蛋白
质、细胞、细菌、小分子与病毒等。 筛选的适配体
与靶标复合物的解离常数从低等微摩尔级到高等

兆摩尔级 ［2］，亲和力逐渐增强。适配体的应用也逐
渐广泛，在生物医药、农用食品、环境等检测方面
具有重要的实用意义。第 1 个基于 RNA 适配体的
药物哌加他尼钠， 在 2004 年 12 月已被美国 FDA
通过，目前正应用于老年黄斑变性患者 ［3］。
2 SELEX 技术
筛选核酸适配体主要采用体外指数富集的配

基系统进化技术（SELEX），首先建立一个 1012~1014

库容量的随机寡核苷酸文库， 将靶目标与该文库
进行孵育，待靶标与核酸充分结合后，洗脱掉没有
结合的核酸序列， 并将结合靶标的核酸序列进行

PCR 扩增，用于下一轮筛选。 通过不断地结合、分
离、洗脱与扩增，一些与靶标不结合或亲和力较弱
的核酸相继被淘汰。 而具有高亲和力的核酸适配

体逐渐被富集起来。 最后富集的文库通过测序获
得特异性识别靶标的核酸适配体， 并对适配体进
行亲和力的检测。
3 核酸适配体亲和力的表征方法
3.1 细胞靶标核酸适配体亲和力的表征方法
细胞适配体亲和力表征方法最常用的为流式细胞

术， 其优点是可以计算出靶细胞与适配体结合的
平衡解离常数。流式细胞术是一种在液流系统中，
能快速测定单个细胞或细胞器的生物学性质 ，并
将特定的细胞或细胞器从群体中加以分类收集的

技术， 细胞的分选是通过分离含有单细胞的液滴
而实现的。 在流动室的喷口上配有一个超高频电
晶体，充电后振动，使喷出的液流断裂为均匀的液
滴，待测定细胞就分散在这些液滴之中。将这些液
滴充以正、负不同的电荷，当液滴流经带有几千伏
特的偏转板时，在高压电场的作用下偏转，落入各
自的收集容器中， 不予充电的液滴落入中间的废
液容器，从而实现细胞的分离。 Ababneh 等 ［4］在体

外筛选出 CD44 肿瘤干细胞标志物的 RNA 适配
体 Apt1，利用流式细胞术和荧光显微镜检查术的
方法分析了适配体与肿瘤干细胞的结合特异性 ，
荧光的不同强度反映 CD44 在这些细胞表面的表
达水平。 Aptaker 等 ［5］将细胞重悬在 PBS 溶液中利
用流式细胞术定量分析了适配体与靶标神经胶质

瘤相比较于和非癌或非胶质类型细胞的结合情

况。 通过共聚焦显微镜可以观察 aptamers 的细胞
摄入和定位分析 。 为了探讨胶质瘤细胞对 ap-
tamers 的选择性吸收是否为一个积极的过程 ，通
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过流式细胞仪测定了温度对细胞结合的影响。 由
于细胞与适配体结合之后， 流式细胞仪收集细胞
可能受到胰蛋白酶的威胁， 会潜在地降低适配体
结合在细胞表面受体的机率， 所以温度在 4℃为
宜，并通过以下公式计算 Kd 值：

Aptamerbound=（Bmax×Captamer）÷（Kd+Captamer）
其中，Bmax=最大限度结合位点；Captamer=适配体

的浓度。 但是多数流式细胞仪只能测量一个细胞
的总核酸量，总蛋白量等指标，而不能鉴别和测出
某一特定部位的核酸或蛋白的多少， 即它的细节
分辨率为零。
3．2 小分子靶标核酸适配体亲和力表征方法
小分子靶标包括一些不同基团组成的分子、 含相
同基团的同类分子和基团相同空间结构不同的手

性分子。由于传统的核酸适配体 Kd 值测定需要固

定靶标或核酸适配体，而对于小分子靶标，固定核
酸适配体，面临着灵敏度的考验，因为小分子结合
到核酸适配体引起的质量比较小； 而固定小分子
靶标，要通过化学修饰会影响亲和力的问题。小分
子靶标核酸适配体的亲和力表征方法主要有以下

几种方法。
3.2.1 超滤法 （ultrafiltration） 超滤技术由于其
成本低，速度快、灵敏度高而被普遍应用。 应用孔
径为 1~20 nm 的超滤膜过滤含有大分子或微细
粒子的溶液， 使大分子或微细粒子从溶液中分离
的过程。超滤膜一般选用硝酸纤维素膜，其使用形
式以斑点杂交最多，主要是因为样品的消耗量少。
硝酸纤维素膜上的孔径只允许游离的核酸适配体

通过，而利用吸附作用将分子靶标截留。对截留下
来的分子与滤液中的核酸适配体进行定量分析 ，
利用平衡状态下各组分的平衡分布评估计算核酸

适配体的 Kd 值。 Javed 等 ［6］筛选四环素的核酸适

配体，通过平衡透析膜，滤液中只有游离 SSDNA，
而游离四环素和四环素-SSDNA 复合物会被截留
在膜上。 然而，超滤法的不足之处在于，硝酸纤维
素膜不能完全保留核酸适配体-靶标复合物 ，从
而导致过高估算 Kd 值，不完整的保留可能是由于
核酸适配体与膜竞争靶分子的同一个结合位点 。
另外一个潜在的制约因素是， 硝酸纤维素膜对核
酸具有非特异性吸附， 针对非特异性吸附的问题
可以做没有靶分子的控制实验， 并在计算结合分
数时扣除吸附量。

3.2.2 荧光偏振法/荧光各向异性 （fluorescence
anisotropy/polarization；FA） 荧光各向异性是使用
光谱多模制板阅读器与偏振光学测量的。 在 FA
中，当高分子量成分被滴定到系统中时，分子量较
低的成分通常被标记为荧光分子使各向异性最大

化改变 ［7］。溶液中的荧光分子受偏振光激发，激发
时如果分子保持静止，则发射的荧光仍有偏振性，
如分子旋转或者翻转， 发射荧光的偏振平面会不
同于激发光偏振平面。 所以荧光分子的各向异性
和偏振性可以由以下方程表示：

A=（IⅡ-I⊥） ／ （IⅡ＋2I⊥）
P=（I⊥－IⅡ） ／ （I⊥＋IⅡ）
IⅡ表示与入射偏振光平行的发射光强度 ，I⊥

表示与入射偏振光垂直的发射光强度。 荧光各向
异性和荧光偏振在物理数学上相似并可以互换 。
在实验过程中最重要的是选择一个荧光寿命与其

旋转速度相匹配的荧光染料， 荧光染料和核酸适
配体之间的链接臂不宜太长， 否则会使荧光染料
的自由活动度增加， 从而降低荧光标记分子偏振
性的敏感度。
3.2.3 紫外光谱法与圆二色谱法（UV-Vis absor－
ption/Circular Dichroism） 紫外光谱法可以根据
核酸适配体与靶分子的最大吸收波长的强度变化

计算结合常数，是一种简单、成本低廉、较准确检
测技术。一般需要在筛选出的 Aptamer 的 5′端进行
FAM荧光标记 ，然后再进行荧光强度的检测 ［8］。
根据核酸适配体或其靶分子的最大吸收波长

的强度变化计算结合常数。 圆二色谱法 （circular
dichroism，CD）是利用平面偏振光研究溶液中 DNA、
靶分子的二级和三级结构的一种方法。 由于光学
活性物质对组成平面偏振光的左旋和右旋圆偏振

光的吸收系数（ε）是不相等的，εL≠εR，即具有圆
二色性。 如果以不同波长的平面偏振光的波长 λ
为横坐标， 以吸收系数之差 Δε=εL-εR 为纵坐标
作图，得到的图谱即是圆二色光谱，简称 CD。如果
某手性化合物在紫外可见区域有吸收， 就可以得
到具有特征的圆二色光谱。 在紫外可见光区域测
定圆二色谱与旋光谱， 可以推断分子的构型和构
象。 DNA 的圆二色谱是由其骨架结构中的不对称
糖分子和由这些糖分子的构型决定的螺旋结构产

生的。 根据靶分子对原有的 DNA 圆二色谱信号
的影响， 以及诱导产生的圆二色谱新信号的不同
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特点， 不仅可以得知靶分子与 DNA 具有相互作
用，还可以推断靶分子与 DNA 结合的不同模式。
这 2 种方法被广泛用于研究核酸适配体-靶标的
相互作用。 利用这 2 种方法测定出的适配体解离
常数一般都在（100±30）nmol/L。
3.3 细菌靶标核酸适配体亲和力表征方法 细
菌靶标适配体的筛选，一般需要先将靶标灭活，再
分离纯化菌体表面的蛋白质、多糖分子，并以这些
大分子作为靶标进行筛选， 或者直接以全细胞菌
体为靶标筛选适配体。 所以细菌靶标筛选的方法
类似于小分子，全细胞靶标的筛选，而筛选出的适
配体进行亲和力表征方法也类似于上述细胞 ，以
及小分子靶标的亲和力表征方法，主要有：①紫外
光谱法 ［9］：将适配体与靶标的孵育混合物通过离
心等方法分离后， 使用荧光光谱仪测定核酸靶标
复合物的荧光强度 ；②流式细胞仪法 ［10］：将孵育
之后的复合物通过流式细胞仪， 测定带有荧光标
记的适配体-靶标复合物的数量； ③表面等离子
体共振法 ［11］：可以直接检测适配体与靶标的结合
状态，并能利用同种不同来源的菌株，或者不同种
属的其他细菌来检测适配体的特异性。 一般与靶
标的亲和力越强，表明其特异性越强，与其他细菌
的结合力很弱。 适配体用于细菌检测时的灵敏度
还有很大的提升空间，使用荧光、同位素等手段标
记适配体，与其他传感器、分析系统联合使用可以
降低检测限。
3.4 其他 核酸适配体的亲和力表征方法还可
以通过高通量亲和定量 PCR 结合分析 ［12］，用核酸
适配体双链与靶标孵育，通过实时定量 PCR 对孵
育过程中释放的核酸适配体进行定量分析。 等温
滴定量热法（ITC） ［13］理论基于 aptamer-靶标复合
物的形成是一个放热过程， 可以同时测定 Kd 值，
化学计量比和热力学性质， 摄取的热必须与细胞
样品的结合部分和一定温度下反应的摩尔焓相

关。根据大分子靶标和适配体结合时构象的改变，
可以通过足迹分析法 ［14］测定其亲和力，因为与靶
标结合的核酸适配体不会被核酸酶降解。
4 总结与展望
近年来，针对核酸适配体的报道已有很多，其

优势与应用也广泛展现于各种研究项目中。 用于
检测靶标-核酸适配体结合状态的方法也越来越
多，但没有一种方法是堪称完美的。细菌表面结构

复杂，同一个细菌可能筛选出蛋白质、多糖、鞭毛
等的不同适配体， 其亲和力和特异性识别也较难
检测。而细胞筛选的适配体一般用于活体检测，但
是筛选是在体外进行， 细胞适配体能否在体内很
好的识别和结合靶标，也是正在探索的问题。随着
检测技术的快速发展，需要的样品量越来越少，Kd

值的测定速度也越来越快， 但许多检测方法仍然
受到限制， 例如荧光偏振法和紫外光谱法需要对
适配体进行荧光标记或者其他修饰， 可能会影响
适配体的空间结构，从而影响与靶标的结合，而表
面等离子体共振技术无需标记， 并且检测速度较
快，但是它的缺点在于难以区分非特异性吸附，并
对温度和样品组成等干扰因素比较敏感。 固定基
质的亲和力检测方法可能会引起非特异性结合 ，
所以建议 Kd 值的测定最好在核酸适配体与靶标

溶液结合的情况下进行。 未来也可以联合多种互
补的检测技术进行 Kd 值的相互印证，并了解核酸
适配体与靶标之间相互作用的机制， 可以帮助对
适配体的二级结构进行合理的设计， 了解适配体
与靶标相互作用中诱导构象的改变， 测量结合化
学计量学和平衡常数， 使核酸适配体-靶标结合
的亲和力检测速度更快、样品消耗量更低、灵敏度
更高。

主要参考文献

［1］ Tuerk C, Gold L. Systematic evolution of ligands by exponen-

tial enrichment: RNA ligands to bacteriophage T4 DNA poly-

merase. Science, 1990,249(4968):505.
［2］ Tombelli S, Minunni M, Luzi E, et al. Aptamer-based biose-

nsors for the detection of HIV-1 Tat protein. Bioelectrochem-

istry, 2005,67(2):135.
［3］ Siddiqui M A, Keating G M. Pegaptanib : in exudative age-

related macular degeneration. Drugs, 2005,65(11):1571.

［4］ Ababneh N, Alshaer W, Allozi O, et al . In vitro selection of

modified RNA aptamers against CD44 cancer stem cell marker.

Nucleic acid therapeutics, 2013,23(6):401.

［5］ Aptekar S, Arora M, Lawrence C L, et al. Selective Targeting

to Glioma with Nucleic Acid Aptamers. PloS one, 2015,10(8):

e0134957.

［6］ Niazi J H, Lee S J, Gu M B. Single-stranded DNA aptamers

specific for antibiotics tetracyclines . Bioorganic & medicinal

chemistry, 2008,16(15):7245.
［7］ Martin J A, Parekh P, Kim Y, et al. Selection of an aptamer

antidote to the anticoagulant drug bivalirudin. PloS one, 2013,

8(3):e57341.
［8］ Mckeague M, Bradley C R, De Girolamo A, et al . Screening



����������������������������������������������
and initial binding assessment of fumonisin b(1) aptamers. In-

ternational journal of molecular sciences, 2010,11(12):4864.
［9］ Duan N, Ding X, Wu S, et al . In vitro selection of a DNA

aptamer targeted against Shigella dysenteriae. Journal of micr-

obiological methods, 2013,94(3):170.
［10］ Suh S H, Dwivedi H P, Choi S J, et al. Selection and cha-

racterization of DNA aptamers specific for Listeria species .

Analytical biochemistry, 2014,459:39.
［11］ Lee S H, Ahn J Y, Lee K A, et al. Analytical bioconjugat-

es, aptamers, enable specific quantitative detection of Listeria

monocytogenes. Biosensors & bioelectronics, 2015,68:272.

［12］ De Girolamo A, Mckeague M, Miller J D, et al. Determinat-

ion of ochratoxin A in wheat after clean-up through a DNA

aptamer-based solid phase extraction column.Food chemistry,

2011,127(3):1378.

［13］ Potty A S, Kourentzi K, Fang H, et al. Biophysical charact-
erization of DNA aptamer interactions with vascular endothel-

ial growth factor. Biopolymers, 2009,91(2):145.

［14］ Mcmanus S A, Li Y. Multiple occurrences of an efficient self-

phosphorylating deoxyribozyme motif.Biochemistry,2007,46(8):

2198.

（E-mail：244267157@qq.com）

12 生 物 学 通 报 2018 年 第 53 卷 第 6 期

在人类社会发展历程中， 河流滋养着地球上
的万物，孕育了人类文明。 在人体内，流淌在血管
中的血液犹如 “河流 ”一样 ，滋养着每个细胞 ，并
为之提供氧气和营养物质。血液从心脏流出，经由
动脉流向全身， 在机体各个部位的毛细血管中进
行物质交换，将氧气和营养物质输送给细胞，再将
细胞中的废弃物带走， 由此， 动脉血转变成静脉
血。 随后，静脉血经由静脉流回心脏，心脏将静脉
血输送至肺部，在肺部的毛细血管中，低氧静脉血
重新转变成携带氧气的动脉血，再流回心脏，完成
一次完整的血液循环。 血液循环是维持各种组织
器官正常活动所必需的，一旦受阻，短时间内便会
对组织器官产生严重影响。 例如缺血性脑血管病
是因脑部血液供应障碍而导致供血区的脑组织缺

氧，进而出现脑组织坏死或软化 ［1］。诺贝尔生理学
或医学奖获得者著名生理学家巴甫洛夫曾说：“血

液循环是机体最主要的机能之一。”本文将从血细
胞发育、血液组成、血液功能及血液的应用 4 个方
面，详细阐述血液的发生与作用。
1 血细胞的发育过程
众所周知， 大多数生物都是由一个受精卵发

育而来的。随着发育的进程，生物体的各个组织和
器官逐步建成并发挥作用。在发育的早期阶段，受
精卵经过卵裂、 桑椹胚、 囊胚、 到达原肠胚阶段

（图 1）。 原肠胚期的细胞已经具有分化倾向性 ［2］，
血液发生正是起始于此 ［3］。 由于人类自身不能作
为实验对象和研究工具，因此，在探索血液发育过
程中，同为脊椎动物的模式生物，小鼠和斑马鱼，
便发挥了极其重要的作用。 由于小鼠和斑马鱼个
体小、便于养殖管理和成熟快，并且心血管系统早
期发育与人类十分相似 , 因此被广泛应用于血液
发育的研究。

生命的“河流”———血液

夏 均 王晓涵* 刘 峰**

（中国科学院动物研究所膜生物学国家重点实验室 北京 100101）

摘要 血液是存在于生物体内的重要组织，由血浆和多种血细胞组成，在物质运输、免疫
防御、内环境稳态的调控等方面具有非常重要的作用。 随着对血液学研究的不断深入，尤其是
对于体内造血发生和血细胞发育过程的深度解析，促进了体外造血及再生医学的蓬勃发展。着
重介绍血细胞发育、血液的组成和功能，并分析讨论现阶段以体外诱导造血干细胞为核心的血
液疾病治疗等方面的研究进展及应用前景。
关键词 血液 血细胞发育 血液功能 体外诱导造血干细胞
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