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癌胚抗原特异性单克隆抗体（Anti-CEA）核酸适配体的筛选
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［摘 要］ 目的：筛选癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，CEA）特异性单克隆抗体（Anti-CEA）的核酸适配体（aptamers），为肺癌
血清肿瘤标志物核酸适配体的筛选奠定实验基础。 方法：利用羧基化琼脂磁珠作为筛选介质，以 Anti-CEA 为筛选的目标靶分
子，通过消减 SELEX 技术及实时定量 PCR 技术，从随机 ssDNA 文库中筛选出与 Anti-CEA 特异性结合的 aptamers，并通过凝胶
阻滞实验（EMSA）鉴定筛选到的 Anti-CEA-aptamer 复合物，然后将得到的第 10 轮富集文库扩增为双链 DNA，通过切胶纯化后，
连接 PMD18-T 载体，转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，同时利用交错 PCR 技术鉴定阳性克隆，经测序，获得 aptamers 的序列。
结果：经过 10 轮筛选得到了 4 条与 Anti-CEA 结合的 aptamers，测序结果显示均为不同序列。 结论：验证筛选出的与 Anti-CEA
结合的 aptamer， 特异性检测结果表明 2 号 aptamer 与靶分子结合的特异性很高， 且与非特异蛋白无明显吸附， 筛选出的

aptamers 用于识别 Anti-CEA，将为肺癌的早期诊断和早期治疗提供新的突破口。
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［Abstract］ Objective： To screen aptamers to carcinoembryonic antigen （Anti-CEA）， which will lay the experimental foundation for
obtaining aptamers to serum tumor markers of lung cancer． Methods： We used carboxyl magnetic microspheres （CMM） as carrier，
anti-CEA for the screening target， and subtractive SELEX as well as real-time quantitative PCR techniques to screen aptamers to
anti-CEA from random single-stranded oligonucleotide libraries． We identified the anti-CEA-aptamers via electrophoretic mobility shift
assay （EMSA）． And then， the 10th round of screening was amplified for double-stranded DNA， purified by gel after cutting，
connected with PMDTM18-T vector and transformed in the competent cell of Ecoli．DH5α． Meanwhile， we identified positive clones
through interlaced PCR technique． Finally， we obtained sequences of aptamers． Results： The results showed that four aptamers
connected with Anti-CEA were obtained with different sequences after 10 rounds of screening． Conclusion： The specificity test of
screened binding apatamers demonstrated that with No．2 aptamer has a high specificity to Anti-CEA， and it could not be bound with
non-specific proteins． These aptamers could be used to recognize the Anti-CEA， ultimately， to offer a new breakthrough for the early
diagnosis and early treatment of lung cancer．
［Keywords］ subtractive SELEX； carboxyl magnetic microspheres； Anti-CEA； aptamer；lung cancer
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肺癌是目前全球范围内致死率最高的恶性肿

瘤之一，严重威胁人类的生命健康。 许多临床就诊
的肺癌患者属于癌症中晚期，以致失去了最佳治疗

机会。 此外，肺癌患者的 5年生存率极低，仅有 5％～
10％［1］。 因此，早期诊断和早期治疗是提高肺癌生存
率的关键。 目前，临床上采用肺癌血清肿瘤标志物
联合检测的诊断手段，提高了肺癌诊断的准确性和
灵敏度［2］。最常见的肺癌血清肿瘤标志物有：神经元
特异性烯醇化酶（NSE）、癌胚抗原（carcinoembryonic
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antigen，CEA）、 细胞角蛋白 19 片段（CYFRA21-1）、
胃泌素释放肽前体（ProGRP）、鳞状细胞癌相关抗原
（SCC-Ag）等［3］。 其中 CEA 是一种大分子糖蛋白，与
肺癌的关系已经有大量文献报道，其可作为早期肺
癌诊断及预后判断的指标。然而 CEA的提取纯化技
术有限， 因此本研究选用 Anti-CEA。 核酸适配体
（Aptamer）是一种具有高亲和力、强特异性的识别目
标靶分子的单链 DNA 或 RNA［4］。 其具有优于传统
抗体的诸多优点，例如：作用的靶分子范围比较广
泛，无免疫原性，稳定性很好且易于修饰等，因而可
以代替抗体用于临床检测和治疗。 Aptamer 的筛选
主要依赖于 SELEX技术，本实验采取的消减 SELEX
技术是一种新型的改良 SELEX技术， 其主要原理为
SELEX筛选时去除与非特异靶分子结合的寡核苷酸
序列，然后将消减后的次级文库作为目标靶分子结合
的文库进行筛选［5］。
此外，本研究采用的羧基化琼脂磁珠是目前一种

新型的筛选介质， 它是对琼脂磁珠进行一定的表征，
使表面赋予新的官能团即－COOH， 作为一种阴离子
交换基团，与表面带正电荷的靶蛋白偶联，用于研究
靶蛋白与 DNA结合的特性。与普通磁性材料相比，具
有较强的超顺磁性，并且修饰过的磁珠具有良好的生
物相容性，易于吸附蛋白 ［6－8］。 最终本研究筛选到的
Anti-CEA 的 aptamers 可特异识别 Anti-CEA，为肺癌
的早期诊断和早期治疗提供新的方法。

1 材料与方法

1．1 材料
小鼠 Anti-CEA 抗体 （100 μg，sc-48374，Santa

Cruz 公司 ， 美国 ）； 小鼠抗 HBsAg 单克隆抗体
（2．1 mg ／ mL，P3G9A8，北京科卫临床诊断试剂有限
公司）； 兔抗 CD133 单克隆抗体 （100 μL，3621-1，
Abcam公司，美国）；随机 ssDNA文库（88 nt，1．2 nmol）：
5′-CTATAGCAATGGTACGGTACTTCC（40N）CAAA-
AGTGCACGCTACTTTGCTAA-3′ （N ＝A、G、T、C）， 引
物 P7：5′ -CTATAGCAATGGTACGGTACTTCC-3′ ，引
物 P11：5′-TTAGCAAAGTAGCGTGCACTTTTG-3′，交
错 PCR 通用引物 M13-47：5′ -CGCCAGGGTTTTC-
CCAGTCACGAC-3′（上海生工生物工程公司）；羧基
化琼脂磁珠、大肠杆菌 DH5α（甘肃省医学科学研究
院医学分子生物研究中心提供）；PMD18-T 载体系
统及 PCR 所用相关试剂（TaKaRa 公司，日本）；其他
试剂均为分析纯。

GeneAmp PCR System 2700PCR 仪 （Applied

Biosystems公司，美国）；MVT-28凝胶成像仪（Herolab
公司，德国）；ROTOR-GENE 3000 实时定量 PCR 仪
（Rotor-Gene公司，美国）；迷你双垂直电泳槽 DYCZ-
24DN（北京六一仪器厂）；SHZ-82 恒温调速摇床（常
州国华仪器有限公司）；TGL-16A 高速冷冻离心机
（长沙平凡仪器仪表有限公司）。
1．2 方法
1．2．1 Anti-CEA 核酸适配体的筛选

①结合：取适量羧基化琼脂磁珠，将其等量分
配， 并置于 2个 1．5 mL EP 管中， 分别为标记 “＋”
“－”。 “＋” 管中加入 50 μL 稀释 5 倍的 Anti-CEA
（1 mg ／mL），即筛选管；“－”管中加入 50 μL 稀释 50
倍的 Anti-HBsAg即反筛管，将其置于 37℃孵育 1 h；
②封闭：弃去抗体，用 0．01 mol ／ L pH 为 7．4 的 PBS
溶液分别对筛选管和反筛管洗涤 3遍后，各加入 1 mL
封闭液 （含 0．1％牛血清白蛋白及 0．1％酪蛋白），置
于 37℃孵育 1 h；③结合随机 ssDNA文库：弃去封闭
液，用含 1．5 mmol ／ L Mg2＋的 PBS 溶液分别对筛选管
和反筛管洗涤 3 遍后，将预处理的文库先加入反筛
管中，置于 37℃孵育 2 h，然后吸取反筛管中的上清
将其加入筛选管，并置于 37℃孵育 2 h。 收集筛选管
中的上清后 ， 用含 0．3％Tween-20 的 1．5 mmol ／ L
Mg2＋的 PBS 溶液分别对筛选管和反筛管洗涤 3 遍，
并分别换管后用 PBS溶液洗涤 1遍。分别换入 PCR
管， 并加入 90 μL 1．5 mmol ／ L Mg2＋的 PBS 溶液于
“＋”“－”管中，置于 GeneAmp PCR System 2700 PCR
仪 （95℃ 5 min，4℃ 1 min），10 000 r ／min离心 1 min。
分别吸取上清并保存；④富集效果检测：取保存的
筛选管和反筛管中的上清各 6 μL， 加入实时定量
PCR 体系后， 置于 ROTOR-GENE 3000 实时定量
PCR 仪上机检测 ssDNA 的富集程度（95℃ 6 s，60℃
34 s，扩增 50个循环）。 100 μL实时定量 PCR体系：
10×Buffer 10 μL，4种 dNTP混合液（每种 25 mmol ／L）
0．8 μL， 引物 P7 0．15 μL， 引物 P11 0．15 μL，Taq
DNA 聚合酶 0．5 μL，荧光染料（super greenⅠ）1 μL，
超纯水 87．4 μL。 配制好的体系快速混匀后，分装置
PCR管，每管 24 μL。
1．2．2 制备次级文库
参照廖世奇等 ［9］实验中的不对称 PCR 技术制

备次级文库。
①探索最佳双链循环数： 配制 100 μL PCR 体

系：10×Buffer 10 μL，模板 10 μL（电泳后保存的筛
选管中的上清），20 mmol ／ L Mg2＋ 4 μL，4 种 dNTP混
合液（每种 25 mmol ／ L）0．8 μL，引物 P7 1 μL，引物
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P11 1 μL，Taq DNA聚合酶 0．5 μL， 超纯水 72．7 μL。
分装于 PCR 管，每管 10 μL，取其中 4 管置于 Ge-
neAmp PCR System 2700 PCR 仪扩增 （95℃ 5 min；
94℃ 30s，55℃ 30 s，72℃ 30 s）， 每隔 3 个循环取一
管。 然后对上述取出的样品进行非变性聚丙烯酰胺
凝胶电泳确定最佳双链循环数，并以筛选管中的上
清为模板，加入 4 份实时定量 PCR 体系，扩增至最
佳双链循环数，得到双链；②探索最佳单链循环数：
配制 100 μL 不对称 PCR 体系：10×Buffer 10 μL，模
板 10 μL（扩增得到的双链），20 mmol ／ L Mg2＋ 4 μL，
4种 dNTP混合液（每种 25 mmol ／ L）0．8 μL，引物 P7
2 μL，引物 P11 0．2 μL，Taq DNA 聚合酶 1 μL，超纯
水 72 μL。 分装于 PCR管，每管 10 μL，取其中 6 管
置于 PCR仪扩增（扩增条件同上），每隔 5 个循环取
一管。 然后对上述取出的样品进行变性聚丙烯酰胺
凝胶电泳确定最佳单链循环数；③配制 200 μL PCR
混合体系，以上述最佳单链循环数为标准大量扩增
ssDNA，切胶纯化得到次级文库。
1．2．3 采用 EMSA鉴定 Anti-CEA-aptamer 复合物
第 10 轮富集的筛选管 ssDNA， 取其中 10 μL，

并加入 5 μL 稀释 5 倍的 Anti-CEA 混合后记为 1
号样，2 号样为 10 μL 稀释 5 倍的 Anti-CEA，3 号样
为 10 μL ssDNA，置于 37℃，孵育 1 h。然后对上述 3
个样品进行琼脂糖凝胶电泳（配制 1％琼脂凝胶，电
压 80 V，电泳 1 h），观察 Anti-CEA-aptamer 复合物
的阻滞条带。
1．2．4 转化克隆测序
以第 10 轮筛选产物连接 PMDTM18-T 载体，转

化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，挑取克隆团，并利
用交错 PCR 技术鉴定后送去上海派森诺生物科技
有限公司测序，获得 aptamers的序列。
1．2．5 Anti-CEA与 aptamers结合的特异性鉴定
取 4 份等量羧基化琼脂磁珠， 分别偶联 Anti-

CEA、抗 HBsAg 抗体、CD133 特异性单克隆抗体、牛
血清白蛋白。按照 1．2．1方法所述，结合文库为第 10
轮的筛选产物，检测筛选到的 aptamers 与 Anti-CEA
结合的特异性。

2 结 果

2．1 Anti-CEA核酸适配体筛选结果
第 1 轮筛选结果：筛选管及反筛管无区分，即

靶蛋白与文库无明显富集（图 1）。 经过 10 轮筛选
后，筛选管及反筛管中 ssDNA 的富集程度有明显
差异（图 2），差异在 5 个循环数左右，并且筛选到

第 10 轮时筛选管 ssDNA 的富集和第 9 轮一样 ，
即富集程度已经达到最大，表明成功筛选到 Anti-
CEA 的 aptamers。

2．2 制备次级文库
以阳性筛选管为模板， 寻找最佳双链循环数。

如图 3A所示，第 10轮筛选富集的 ssDNA 最佳双链
循环数为 15，通过实时定量 PCR 仪扩增至 15，然后
以此为模板，寻找最佳单链循环数；如图 3B 所示，
在循环数为 30时，单双链明显分开，而且无杂带，即
30为最佳单链循环数； 在变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
时，片段长度相同的 ssDNA 和 dsDNA，其 ssDNA 的
泳动速度比 dsDNA 慢， 进而能有效分离单双链［10］。
则图中 30 对应的上条条带为 ssDNA， 下条条带为
dsDNA， 按照循环数 30 大量扩增 ssDNA 切取对应
的条带，切胶纯化作为次级文库。
2．3 EMSA鉴定 Anti-aptamer 复合物结果
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图 1 第 1 轮筛选结果
Figure 1 The result of the first round
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图 2 第 10 轮筛选结果
Figure 2 The result of the 10th round
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A： 筛选最佳双链循环数，9、12、15、18 为扩增的循环数；B：筛
选最佳单链循环数 ，5、10、15、20、25、30 为扩增的循环数 ；M：DNA
marker。

图 3 最佳双链循环数和最佳单链循环数
Figure 3 The best double-stranded loop count and the best

single-stranded loop count
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如图 4 所示，Anti-aptamer 复合物条带，与 Anti-
CEA和 aptamer条带相比，被明显阻滞。
2．4 交错 PCR鉴定阳性克隆及测序结果

随机挑取 14 个克隆团，通过交错 PCR 技术，将
通用引物 M13-47 分别与引物 P7、P11 组合，并加入
挑取的克隆团菌液，经 PCR扩增。 若通用引物 M13-
47 与 P7 组合在 170～180 bp 之间扩增出核酸条带，
证明目的片段正向插入载体； 若通用引物 M13-47
与 P11组合在 170～180 bp 之间扩增出核酸条带，证
明目的片段反向插入载体。 结果如图 5 所示：170～
180 bp 之间部分克隆有一条清晰组合条带，另一条
无条带，证明筛选的 aptamer转化成功。 测序结果如
下：5′-CTAGGATCCCCACTCACCATCTCTCAGCTTG-
CTTCCTAGC-3′。
2．5 Anti-CEA 与 aptamers结合的特异性鉴定结果
经特异性鉴定试验所示：2 号 aptamer 与 Anti-

CEA 作用的特异性很强，与其他非特异蛋白均无吸
附（图 6）。

1 2 3

1：Anti-aptamer 复合物条带；2：Anti-CEA；3：aptamer。

图 4 EMSA 鉴定结果
Figure 4 The result of EMSA identification
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图 6 Anti-CEA 与 aptamers 结合的特异性鉴定
Figure 6 The specificity of aptamers bound with Anti-CEA
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M：DNA Marker；1、2、3、4、5、7、8、9、10、11、13、14 为不同的菌液样品；6、12 为空白对照。

图 5 交错 PCR 鉴定结果
Figure 5 The result of interlaced PCR identification

3 讨 论

利用消减 SELEX 技术筛选 aptamers 的方法成
本较低、操作简单、快速、高效，并且能最大限度地
去除非特异蛋白的富集，筛选效率得到很大提高。 其
aptamers具有结构的多样性，与各种目标靶蛋白结合
时显示出高选择性、强亲和力和高特异性，在检测蛋
白方面，优于传统的抗原－抗体免疫手段［11－12］，具有广
阔的应用前景。

血清是体外诊断研究的最佳标本，同时，肿瘤
标志物的检测是临床上唯一的无创性诊断手段 ［13］。
肺癌作为严重威胁人类健康及生命的恶性肿瘤之

一，受到人们的高度关注，早期诊断和早期治疗是
提高肺癌患者存活率的关键。 本研究拟针对多项肺
癌血清肿瘤标志物， 通过 SELEX 技术筛选其 ap-
tamers，建立一种利用特异性寡核苷酸适配体组，同
时检测多种肺癌血清肿瘤标志物的分子生物学检

测新技术，从提高诊断的准确度和灵敏度。 同时，利
用 SELEX技术探索未知的肺癌血清肿瘤标志物，最
终建立肺癌早期、中期、晚期血清标志物谱库，为肺
癌的早期诊断和早期治疗提供新的突破口。
本研究针对 CEA 特异性单克隆抗体筛选核酸

适配体，通过验证目标靶蛋白与适配体结合的特异
性，为今后其他肺癌血清肿瘤标志物 aptamers 的筛
选奠定了良好的实验技术基础。 此外，采用羧基琼脂
磁珠作为筛选介质， 提高了靶蛋白与载体的偶联率，
是目前 SELEX筛选中良好的载体材料， 今后将通过
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链霉亲和素与生物素之间较强的作用力，探索新的制
备 ssDNA的方法，进一步提高筛选效率。
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