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Abstract
Systematic evolution of ligand by exponential 
enrichment (SELEX) is a new combinational 
chemical methodology for in vitro selection 
of specific aptamers. Aptamers are artificial 
oligonucleotide ligands with high affinity 
binding to target molecules. They are isolated 
from combinational libraries of synthetic 
oligonucleotide by an iterative process of affinity 
selection, recovery and amplification. Several 
properties of aptamers such as convenient affinity 
selection and high affinity and specificify make 
them widely used. Their affinity and specificity 
for a given protein are superior to antibodies 
and make it possible to isolate a matching ligand 
and adjust its bioactivity. This article reviews the 
development and potentially clinical application 
of aptamers targeting at hepatitis C virus. 
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摘要
指数富集配基的系统进化(systematic evolution 

of ligand by exponential enrichment, SELEX)技
术是一类新的组合化学技术, 应用人工合成的
随机寡核苷酸文库, 通过体外筛选、分离、富
集获得能与靶物质特异性结合的寡核苷酸适
配子. 具有实用范围广、筛选过程简便、适配
子有高特异性和高亲和性等特点. 适配子的选
择性在很多方面优于抗体, 在分子识别研究中
具有重要价值, 可用于靶物质的测定、阻断靶
物质的生物活性. 本文综述SELEX技术及寡
核苷酸适配子在丙型肝炎病毒诊断和治疗领
域的最新进展, 并且对其前景进行分析和预测.  

关键词: 适配子; 丙型肝炎病毒; 指数富集配基的系

统进化技术
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0  引言

Tuerk et al [1]和Ellington et al [2]在1990年分别研究

出一种新型体外筛选技术, 即建立人工设计的

随机寡核苷酸库, 从这类随机序列库中筛选出

与靶分子高度特异结合片段, 此过程称为配体

系统进化的指数富集过程(systematic evolution 
of ligands by exponential enrichment, SELEX), 经
SELEX筛选出的配体称为aptamer, 即适配子(适
配分子). Shtatland和Singer et al [3]又创造性地发

挥此技术, 建立了基因组筛选技术, 将筛选形式

从单靶物质筛选扩展到多靶物质筛选, 为生物

界、生物化学界、医学界提供了高效、快速的

检测手段和治疗方法. 本文就与丙型肝炎病毒

(hepatitis C virus, HCV)相关的适配分子作一综述. 

1  适配分子筛选的一般程序和要点

各种分子的适配分子筛选的程序大同小异, 多采

用亲合方法, 即固定配体, 使其与扩增的寡核苷

酸库混合培养, 待配体与寡核苷酸结合后洗去

非结合核酸, 然后洗脱配体-适配分子复合物, 回
收核酸, 扩增, 再进入下一轮筛选. 筛选适配分子

最重要的是如何保证核酸库的多样性. 从理论上

®
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HCV的适配子的
最新研究成果作
一综述.
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讲, 自由核酸的长度越大, 库容就越大, 但一般说

来与蛋白或其他分子相互作用的核酸序列不会

超过100 bp, 多集中于15-45 bp之间. 对双链DNA
来说, 库容达1013便可进行有效筛选, 单链DNA
及RNA库容要求更低. 为保证PCR扩增的效果, 
寡核苷酸两端应为AT丰富区且不应有对称结构. 
PCR扩增时, 为防止某些特殊序列的超比例扩增, 
循环次数一般不超过20次.

2  寡聚核苷酸适配子的特性和优点

寡聚核苷酸适配子容易形成各种形状的二级结

构和三级结构, 如发夹、口袋、假结、凸环和

G-四聚体等空间结构, 通过这些空间结构与靶

分子间通过氢键、范德华力等相互作用形成稳定

的复合物. 有研究表明当靶目标存在时, 单链DNA
或RNA发生适应性折叠, 与靶分子相互识别[4]. 

SELEX技术所筛选的靶分子广泛, 可包括

蛋白质、小分子有机物、金属离子、多糖、有

机染料, 甚至可以是完整的细胞、病毒和孢子

等[5-7]. 
寡聚核苷酸适配子对靶物质的识别具有高

亲和力. 寡聚核苷酸作为拮抗剂时解离常数为50 
pmol/L-10 nmol/L, 与细胞因子与受体结合常数

基本相同[8]. 适配子对靶物质的结合具有高特异

性. 核苷酸、氨基酸的寡聚核苷酸适配子能将

他们与突变体、镜像体区分开来. 适配子甚至

能够分辨出靶分子结构上1个甲基或1个羟基的

差别, 如茶碱特异性RNA适配子对茶碱的亲和力

比对咖啡因(与茶碱仅差1个甲基)高10 000倍[9]. 
与抗体相比寡聚核苷酸适配子的筛选周期

很短, 一般只需要8-15个循环, 约2-3 mo, 而制备

mAb至少需要3-6 mo. 目前已建立多种用于适配

子筛选的自动化系统[10], 其筛选效率大大提高. 
在合成过程中, 各种报告分子和功能基团能够

很容易地被精确地标记到适配分子上的特定部

位. 同时适配分子的性质是可逆的, 变性后可以

很快地复性, 他可以长期保存并可在常温下运输.

3  寡聚核苷酸适配子的优化

目前已有多种方法对适配子进行优化, 以增加

其抗核酸酶能力, 或使其更加稳定. 如镜像异构

适配子(spiegelmer aptamer)以L-核糖代替D-核
糖合成的寡核苷酸抗核酸酶的能力明显增强[11]. 
将适配子联接到大分子载体上, 可使其血浆中

的存留时间更长[12]. 引入锁核酸(locked nucleic 
acid)的杂合DNA适配子也明显增强了抗核酸酶

的能力[13]. 环状DNA适配子在血清或血浆中的

半衰期超过10 h[14]. 对寡聚核苷酸适配子进行化

学修饰(如荧光染料、放射性核素的标记、糖

基化和硫代等)[15-16], 也可以提高他的稳定性, 增
加他的生物利用度, 使其更易于检测. 在血浆中, 
未经修饰的RNA适配子的半衰期是几秒钟, 将
核糖的五碳环上的第二位进行化学修饰可以使

适配子的半衰期延长到5-15 h[17-18].

4  HCV相关的适配分子研究进展

HCV被认为是引起输血后肝炎的主要致病因子, 
丙型肝炎易发生慢性化并可能进展为肝硬化和

肝细胞癌. HCV属于人类黄病毒属, 是一单股、

正链RNA病毒, 基因组全长约9.5 kb, 由5'非编码

区, 3'非编码区及中间一单一开放阅读框架组成. 
单一开放阅读框架编码约3010-3030个氨基酸的

多蛋白前体(NH2 C E1 E2/NS1 NS2 NS3 NS4A 
NS4B NS5A NS5B COOH), 其中C E1 E2在宿主

信号肽酶作用下裂解成核心蛋白和包膜蛋白; 
而NS2 NS5是非结构蛋白区, 在NS2 NS3蛋白酶

和NS3编码的丝氨酸蛋白酶的作用下裂解产生

成熟的NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B蛋
白. 在这些蛋白中, NS5B是一条重要的RNA依赖

的RNA聚合酶(RNA-dependent RNA polymerase, 
RDRP), 其对HCV的复制起重要作用. 

Vo et al [19]使用SELEX技术得到了8组NS5B
特异的RNA适配分子, 60%在40 nt长的随机区

内的5'端有保守序列YGUAGR(Y = 嘧啶, R = 
嘌呤), 并且74%的配体分子在3'端以(A/C)U结

尾, 适配分子与NS5B形成的特异结合解离常数

极低. 但是, 这些适配子必须以包括两端的保守

核苷酸在内的整体才能与NS5B形成极强的结

合, 研究发现其结构中包含三个茎环结构, 带
有内凸出部分, NS5B的结合区域在5'端的两个

茎环结构之间. 针对HCV亚型3a的NS5B Jones  
e t  a l [20]筛选得到两种D N A适配子 r10/43和 
r10/47, 均能抑制NS5B的RDRP活性. 其解离常

数据估计分别为1.3±0.3 nmol/L(r10/43)和23.5
±6.7 nmol/L(r10/47), 而抑制常数分别为1.4±
2.4 nmol/L和6.0±2.3 nmol/L. 这两种适配子显

示极高的特异性, 仅能对HCV亚型3a的NS5B起
作用, 而不能抑制HCV亚型1a和1b的NS5B多聚

酶活性. Bellecave et al [21]利用SELEX技术得到

两种适配子, 可特异性抑制HCV NS5B的多聚酶

活性, 而不能抑制脊髓灰质炎病毒3D多聚酶的

活性. 其中被标记为27v的适配子的35 nt长的可

■研发前沿
HCV的治疗一直
是医学界的难题, 
HCV相关的适配
子的研究刚刚起
步, 其应用大都在
实验室检测方面. 
对HCV有治疗作
用且能投入实用
的适配子是一亟
待研究的问题. 适
配子与抗体相比
优点不少, 但其自
身也有缺点, 如何
降低生产成本, 增
加稳定性, 加强靶
向性, 将是今后适
配子治疗领域的
研究重点.
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变区与其和NS5B结合及抑制能力有关, 他能与

RNA模板竞争结合到HCV多聚酶上. 而Biroccio 
et al [22]针对NS5B进行筛选, 得到2条有特异性高

亲和力的适配子, 其解离常数到达nmol级, 并且

与GB病毒B的NS5B根本不结合. 通过变异分析

发现这2条适配子有相同的茎环结构, 此结构与

适配子和NS5B之间的紧密结合有关, 并且这2条
适配子可抑制NS5B的多聚酶活性, 与模板RNA
之间不存在竞争性, 表明适配子与模板RNA并

没结合在同一位点上. 这些适配子有助于研究

NS5B的空间结构与功能之间的关系, 作进一步

的修饰后具有潜在的治疗应用价值. 
HCV非结构蛋白3(HCV NS3)具有蛋白酶、

NTP酶和RNA解旋酶活性, 在病毒的复制及病

毒体的成熟和装配中起着重要作用. 
Kumar et al [23]筛选得到适配分子G6-G16和

G6-G19, 动力学研究表明G6-G16和G6-G19均
能抑制NS3的RNA解旋酶活性, 而且G6-G16还
能抑制NS3的蛋白酶活性, 抑制常数为3 µmol/L. 
Nishikawa et al [24]从一个随机DNA库得到数种适

配分子, 其共同特点为都有一5'端单链区及一有

保守序列(5'-GGA(U/C)GGAGCC-3')的茎环区. 
其中适配子5在体外实验中表现了很强的抑制

解旋酶活性的能力, 其含有保守序列的茎环区

相当重要, 若其结构被破坏则适配子5失去抑制

解旋酶活性的能力. 
Fukuda et a l [25]在一个有30个核苷酸可变

核心区的RNA库中得到一批NS3蛋白酶活性区

(DeltaNS3)特异性的适配子. 这些适配分子被

分被分成3组: G9-Ⅰ, -Ⅱ和-Ⅲ, 其结合常数大

致为10 nmol/L, 可抑制大约90%的DeltaNS3和
MBP-NS3(融合了麦芽糖结合蛋白的全长NS3)
蛋白酶活性. 进一步研究发现这些适配子有共

同序列5'-GA(A/U)UGGGAC-3', 这一序列通过

二级结构形成一个环[26]. 其中G9-Ⅰ对NS3蛋白

酶活性的抑制是非竞争性的, 通过蛋白酶抑制

试验分析表明Del taNS3的161位精氨酸和130
位精氨酸对于NS3与G9-Ⅰ的结合起着基本作 
用[27]. 在G9-Ⅰ中发现一个51 nt长的片段(NEO-
Ⅲ)是G9-Ⅰ发挥抑制能力的最小有效片段, 并
利用此片段发现G9-Ⅰ抑制酶活性需要适配子

的茎Ⅰ, 茎Ⅲ和环Ⅲ的参与[28]. Fukuda et al [29]将

(U)14加到G9适配分子NEO-Ⅲ的3'端, 形成的

NEO-Ⅲ-14U比原适配分子更有效的抑制了NS3
的蛋白酶活性, 并且也能抑制解旋酶活性. 在细

胞中也证实NEO-Ⅲ-14U能抑制NS3的蛋白酶活

性, 可能是通过降低NS3与HCV正链的3'非编码

区(3'-UTR)的特异性结合来发挥作用. Umehara 
et al [30]将解旋酶适配子的结构域#5Delta通过寡

核苷酸U链连接于双功能适配子NEO-Ⅲ-14U 
和蛋白酶适配子G9-Ⅱ的3'端. 通过优化间隔

序列的长度得到了两种适配子NEO-35-s41和
G925-s50, 这两种适配子在体外都更有效的抑制

了NS3的蛋白酶和解旋酶活性, 特别是与NEO-
Ⅲ-14U相比对解旋酶活性的抑制能力上升了4-5
倍. 其中G925-s50在细胞内抑制了NS3的蛋白酶

活性, 在体外实验中抑制了HCV复制. Umehara 
et al [31]在此基础上又设计和构建了新的双功能

适配子NEO-35-sX和G925-sX (X: 5-51 nts), 这些

适配子通过寡U区与HCVNS3区结合, 其对NS3
蛋白酶及解旋酶活性均有抑制, 对NS3解旋酶活

性的抑制能力较前面的适配子增强了10倍. 
Nishikawa et al [32]构建了一个G9适配子表达

系统, 其中使用了巨细胞病毒增强子和鸡beta-
肌动蛋白(CAG)启动子, 将丁型病毒(hepatitis D 
virus, HDV)核酶与G9-Ⅱ适配子相结合, 构建了

一个HDV核酶-G9-Ⅱ适配子嵌合体(HA), 这个

嵌合体能在体内产生稳定的RNA从而产生串联

的功能单位重复序列. 为将转录成的RNA适配

子运送至胞浆中去, 对来自逆转录病毒的转运

构成单位作了一个小改动后连接到H A的3'端
(HAC), 而从HA(n)和HAC(n)形成的转录本RNA
都被HDV核酶处理成G9-Ⅱ适配子单位. HDV核

酶-G9-Ⅱ适配子表达质粒被导入HeLa细胞中后

成功抑制了NS3的蛋白酶活性. 
U r v i l e t a l [33]筛选得到一个R N A适配子

10G-1, 其与NS3的结合常数为650 nmol/L, 在体

外能抑制NS3的蛋白酶活性. 通过磷酸盐修饰干

扰分析发现10G-1结合至NS3过程中G28-U34和
A47-A55的磷酸化起着关键作用. 

HCV的5'非编码区(341 nt)在所有HCV分离

株中是最保守的区域, 高度有序, 有发夹型结构, 
形成稳定的二级结构, 且含有帽非依赖性mRNA
翻译所必须的内部核糖体进入位点(i n t e r n a l 
ribosomal entry site, IRES). IRES包括HCV5' 
NCR和部分C区基因, 有稳定的空间构象, 含有

核糖体的有效结合部位和与内部翻译起始相关

的起始因子的结合部位, 以内部起始调控介导

HCV蛋白的翻译启动, 在翻译调控中具有重要

作用[34-36]. 据推测IRES的二级结构是由四个结

构区(Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, Ⅳ)组成, 对翻译的起始十分重

要. 从44到118位的核苷酸是构成Ⅱ区的关键结

■相关报道
SELEX技术是一
种新型体外筛选
技术 ,  近年在不
同方面进行了改
进 ,  向着高效、
自动化、筛选更
高亲和力适配子
的方向发展 .  适
配子在医药、基
础研究、疾病诊
治和分子识别等
领域有广泛应用. 
Stoltenburg et al对
SELEX技术的发
展、适配子的优
缺点和应用进行
了详细论述.
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构, 研究表明这个区的结构的完整性对IRES指
导的翻译的有效性十分重要. Da Rocha Gomes 
S et al [37]筛选出一种RNA适配分子, 此分子形成

一个不完全的发夹结构, 带有一个内环, 与Ⅱ区

的顶端环相互作用, 形成一个顶端环-内环复合

体, 通过分析发现的这类RNA-RNA的相互作用

中由富含鸟嘌呤、胞嘧啶的上端和下端茎组成

的互补环起着至关重要的作用. HCV IRES的Ⅲ

d亚单位对IRES与核糖体40 s亚单位的结合有

关. 针对Ⅲd亚单位Toulmé et al [38]筛选出特异的

适配分子, 不论是与核糖体40 s亚单位一起加入

IRES中, 或是加入已经形成的40 s亚单位-IRES
复合体中, 适配分子在8 nmol/L浓度下使得IRES
的保持率减少50%. Romero-López et al [39]通过新

的体外筛选方法得到10个RNA适配子, 能结合

到IRES上抑制翻译启动, 其抑制效率高达95%. 
Kikuchi et al [40]得到的RNA适配子结合于IRES的
Ⅱ区及Ⅲ-Ⅳ区, 在体外实验中成功抑制了IRES
依赖性翻译, 其中结合于Ⅲd区的3-07适配子的

抑制能力特别强.

5  HCV相关适配分子的应用

HCV相关的适配分子目前主要用于实验室检测

HCV的存在. Cho et al [41]将NS3特异性适配子嵌

合入锤头状核酶茎Ⅰ和茎Ⅲ中构成适配核酶, 
并制成生物感应器, 可用于检测HCV的存在. 而
Lee et al [42]将通过基于蛋白芯片分析得到HCV
核心抗原特异性适配子制成生物感应器, 用于

HCV诊断, 结果其特异性在HCV感染患者的血

清中得了很好的证实. Cho et al [43]将HCVNS5B
特异性的适配子应用于HCV检测, 可以从含有

96 fmol NS5B的800 nL HCV患者血清中检测出

NS5B的存在, 其检测极限被推测为9.6 fmol/L. 
Hwang e t a l [44]通过纳米工程微悬臂技术使用

R N A适配子作为受体分子可以探测极微量的

HCV解旋酶的存在. 随着HCV适配子的研究进

展, 相信高特异性及高灵敏度的HCV生物感应

器很快可投入临床使用. 

6  结论

HCV的治疗一直是医学界的难题, 随着SELEX
技术的发展, 适配子已从寡聚核苷酸适配子发

展到多肽适配子, 目前已发现一种能抑制NS3解
旋酶活性的多肽适配子[45]. 随着越来越多的针对

HCV的适配分子被发现, 对适配分子及与相应

HCV成分的研究必将导致对HCV的进一步的了

解, 相信对HCV的诊断和治疗会有一个新的突

破. 虽然前景非常乐观, 适配子的大量应用也存

在一些限制性因素: 早期的主要问题是适配子

的稳定性, 通过努力目前已克服了药物代谢动

力学的限制, 适配子在血液中的半衰期有望达

到24 h以上; 与其他制药方法相比, 适配子制备

的成本较高; 而且与抗体一样, 适配子很难独立

接近和穿透靶组织; 适配子的高特异性使针对

动物靶物质的特异性适配子不能用于人体, 如
与牛凝血酶高特异性结合的寡核苷酸配基不能

识别人凝血酶[46]; SELEX的筛选条件与天然条

件不可能完全相同, 因此, 获得的适配子的结合

位点与天然条件下的结合位点可能不一致 [47]. 
如何降低生产成本, 增加稳定性, 加强靶向性, 
将是今后适配子治疗领域的研究重点. 
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■名词解释
生物传感器 :  是
将生物活性材料
(酶、蛋白质、抗
体、抗原等)与物
理化学换能器有
机结合, 是物质分
子水平的快速、
微量分析方法. 
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■同行评价
本 文 综 述 了
S E L E X技术及
HCV相关适配分
子的研究进展, 但
对分子机制的描
述较为浅显, 若作
者能对分子机制
进行深入介绍, 将
是一篇很好的论
文. 
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第二十次全国中西医结合消化学术会议征文通知

本刊讯 中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会决定于2008-11在上海市召开第二十次全国中西医结合

消化系统疾病学术会议, 并同时举办全国中西医结合消化疾病(重点为肝病、内镜与胃癌)新技术新理论继续

教育学习班. 学习班招收对象: 中西医结合、中医或西医的消化专业医师、科研人员、研究生等. 参加学习班

者授予国家级1类继续教育学分; 大会论文报告者另授继续教育学分6分. 

1      征稿内容

消化内镜技术及其中西医结合临床应用; 脂肪肝、慢性肝炎与肝硬化等常见肝病的中西医结合基础与临床研

究; 消化道肿瘤中西医结合诊疗; 脾胃学说及其临床应用; 其他消化系统疾病(包括食管、胃、肝、胆、胰腺等

疾病)的基础研究、临床研究与实践等.

2      征稿要求

请注明作者姓名、单位、详细通讯地址、邮编. 稿件请附800字论文摘要, 尽可能以电子信件的形式将稿件传

送, 截稿日期: 2008-09-30.

3      联系方式

刘成海, 201203, 上海市浦东新区张衡路528号上海中医药大学附属曙光医院肝病所, 传真: 021-51324445或

51328500, shxhhy2008@yahoo.cn或czs.xiaohua@163.com


