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　　摘　要：目的　利用指数富集的配套系统进化技术（ＳＥＬＥＸ）筛选人类疱疹病毒（ＥＢ病毒）阳性鼻咽癌细胞核酸适配子。方

法　体外合成长度为７８个核苷酸的随机ＤＮＡ文库，通过ＳＥＬＥＸ技术，以正常鼻咽上皮细胞为靶标进行消减筛选，以ＥＢ病毒阳

性低分化鼻咽癌细胞为靶标进行１０轮的筛选，克隆、测序，并对适配子进行鉴定。结果　流式细胞仪检测亚文库与靶细胞的结合

能力随着筛选轮数的增加荧光强度增强。聚类分析显示，适配子可以分为３个家族，１、２家族具有保守序列。结论　初步建立

ＥＢ病毒阳性鼻咽癌细胞适配子库，筛选到具有亲和力和特异性的核酸适配子。
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　　１９９０年Ｔｕｅｒｋ等
［１］报道了指数富集的配套系统进化技术

（ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｌｉｇａｎｄｓｂｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，

ＳＥＬＥＸ），它是一项新的组合化学技术，利用体外化学合成随

机寡核苷酸文库与靶分子相互作用，从中筛选出与靶分子特异

结合的寡核苷酸，即核酸适配子。适配子是近年来公认的在疾

病诊断和分子治疗中非常有应用前景的分子探针。本研究采

用消减ＳＥＬＥＸ技术和细胞ＳＥＬＥＸ技术对人类疱疹病毒（ＥＢ

病毒）阳性鼻咽癌细胞进行筛选，并对所筛选的适配子进行初

步鉴定，为进一步实现以核酸适配子为基础的鼻咽癌分子诊断

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　文库和引物　用于ＳＥＬＥＸ筛选的ＤＮＡ随机文库由上

海生物工程技术有限公司合成。文库两端为固定序列，中间为

４０个碱基的随机序列（５′ＡＣＣＧＡＣＣＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴ（

４０ｎｔ）ＡＧＴＡＴＧＡＧＣＧＡＧＣＧＴＴＧＣＧ３′）。ＰＣＲ扩增所

用的引物由ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计，上游引物５′标记ＦＩＴＣ荧光

标记。引物序列如下上游引物（Ｂ１）序列：５′ＦＩＴＣＡＣＣＧＡＣ

ＣＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴ３′，下游引物（Ｂ２）序列：５′ＣＧＣＡＡＣ

ＧＣＴＣＧＣＴＣＡＴＡＣＴ３′。

１．２　细胞株与试剂　正常鼻咽上皮细胞株（ＮＰ６９），ＥＢ病毒

阳性低分化鼻咽癌细胞株（Ｃ６６６），由中山大学附属肿瘤防治

中心曾木圣教授赠送。无血清培养基ｋｅｒａｔｉｎｏｃｙｔｅＳＦＭ，１６４０

培养基购自ＧＩＢＣＯ公司，胎牛血清购自杭州四季青，Ｄｕｌｂｅｃ

ｃｏ，ｓ磷酸盐缓冲液，酵母ｔＲＮＡ购自Ｓｉｇｍａ公司。洗涤缓冲液

（含有４．５ｇ／Ｌ葡萄糖５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２ 的Ｄｕｌｂｅｃｃｏ，ｓ磷酸盐

缓冲液），结合缓冲液（含有０．１ｍｇ／ｍＬ酵母ｔＲＮＡ和１ｍｇ／

ｍＬＢＳＡ的洗涤缓冲液）。

１．３　方法

１．３．１　ＳＥＬＥＸ筛选程序
［２］
　（１）文库预处理：单链ＤＮＡ文库

（１．２５ｎｍｏｌ）溶解在５００μＬ结合缓冲液中，９５℃热变性５ｍｉｎ，

冰浴１０ｍｉｎ。（２）细胞预处理：培养瓶中的细胞用洗涤缓冲液

洗３次，用０．５３ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）液进行消化，

收集细胞。（３）消减筛选：将预处理的文库液与 ＮＰ６９对照细

胞（２×１０６）４℃孵育６０ｍｉｎ，收集与ＮＰ６９不结合的核酸。（４）

不对称扩增获得亚文库：用消减筛选收集的核酸为模板，ＦＩＴＣ

标记的引物进行不对称ＰＣＲ扩增，回收单链作为第二轮筛选

的亚文库。（５）筛选：第二轮亚文库溶解于结合缓冲液中，９５

℃热变性５ｍｉｎ，冰浴１０ｍｉｎ，与Ｃ６６６细胞４℃孵育３０ｍｉｎ，

洗涤缓冲液洗涤，９５℃热变性５ｍｉｎ，获得与细胞结合核酸，通

过不对称扩增获得下一轮文库。（６）筛选的严谨性：通过增加

筛选条件的严谨性来获得高亲和力、高特异性适配子库。筛选

时间从６０ｍｉｎ降低到３０ｍｉｎ，洗涤液的体积从０．５～１．５ｍＬ，

洗涤次数从１次逐渐增加到５次，核酸与细胞的比例从１００到

４００。此外在筛选的过程中加入２０％磷酸盐缓冲液（ＦＢＳ）和

５０～３００倍的酵母ｔＲＮＡ降低文库的非特异性结合。经过１０

个循环后亚文库和靶细胞结合强度不再增加筛选终止。

１．３．２　不对称ＰＣＲ方法获得亚文库　（１）以收获的结合ｓｓＤ

ＮＡ为模板进行不对称ＰＣＲ扩增，反应条件为９４℃预变性３

ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６８℃９０ｓ，２０个循环。（２）制备变性胶，切胶

回收ｓｓＤＮＡ作为下一轮筛选的亚文库。（３）将亚文库进行系
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列稀释，荧光定量ＰＣＲ定量亚文库的量。

１．３．３　流式细胞仪分析亚文库　亚文库的亲和力：３×１０５ 细

胞（Ｃ６６６）与重悬于２００μＬ结合缓冲液中与ＦＩＴＣ标记的各轮

亚文库避光冰浴３０ｍｉｎ。用０．７ｍＬ结合缓冲液洗２次，重悬

于０．３ｍＬ结合缓冲液中。流式细胞仪检测荧光强度。ＦＩＴＣ

标记的原始文库作为阴性对照。

１．３．４　克隆测序及一级结构的分析　经１０轮筛选得到的ｓｓ

ＤＮＡ，用ＰＣＲ扩增成ｄｓＤＮＡ，目的条带单一且在７８ｂｐ，外送

上海生工进行克隆测序，ＲＮＡＳｔｒｕｃｔｕｒｅ软件分析序列二级结

构，ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行序列同源性比对。

１．３．５　适配子亲和力鉴定　３×１０
５ 细胞（Ｃ６６６）重悬于４００

μＬ结合缓冲液中，加入１００μＬ６个浓度梯度ＦＩＴＣ标记的适

配子或文库，避光冰浴５０ｍｉｎ，用０．７ｍＬ结合缓冲液洗涤２

次，重悬于０．４ｍＬ结合缓冲液中，３０ｍｉｎ内进行流式细胞仪

检测。所有亲和力检测实验均重复１次，取每个浓度适配子与

靶细胞结合的荧光强度的平均数来计算适配子的亲和力。适

配子与靶细胞结合的解离常数通过ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ软件作图

求得。

２　结　　果

２．１　鼻咽癌细胞ＳＥＬＥＸ筛选　应用Ｃ６６６鼻咽癌细胞进行

了１０轮筛选，用正常鼻咽上皮进行１轮消减筛选。筛选过程

中，在结合缓冲液中加入了一定比例的酵母ｔＲＮＡ以及ＢＳＡ

以封闭非特异性结合位点，去除非特异结合，提高筛选效率。

随着筛选轮次的增加，筛选条件的严格性不断增加，即逐渐增

加核酸与细胞的比例，缩短孵育结合的时间，增加冲洗次数、液

量和时间。

２．２　不对称ＰＣＲ方法收获单链ＤＮＡ文库　两步法不对称

ＰＣＲ扩增可以获得大量的ｓｓＤＮＡ，同时变性胶可以有效地回

收ｓｓＤＮＡ作为下一轮筛选的文库，见图１。

２．３　适配子库富集过程的监测　在以细胞为靶进行ＳＥＬＥＸ

筛选的方法中流式细胞仪以其速度快、分析细胞数量多、定量

准确的特性成为监测文库富集的最好手段。采用流式细胞仪

成功监测到适配子库富集，各轮文库与鼻咽癌细胞Ｃ６６６结合

流式检测荧光强度。见图２。

２．４　核酸适配子克隆、测序及结构分析　第１０轮筛选出的

ｓｓＤＮＡ适配子库用不带ＦＩＴＣ标记的引物进行ＰＣＲ扩增，扩

增所得ｄｓＤＮＡ条带单一且在目的片段位置，即可送生物公司

进行克隆、测序。ＲＮＡＳｔｒｕｃｔｕｒｅ对适配子进行二级结构的模

拟，发现适配子具有多种多样的二级结构，二级结构模拟图（图

３）。ＣｌｕｓｔａｌＸ对适配子进行序列比对，一级结构分析结果表

明所有序列无共同的保守序列，但可分为３个家族，２个家族

具有同源性序列，一个家族没有同源性序列。序列比对结果见

图４。

２．５　适配子亲和力鉴定　在每个家族选２个适配子进行亲和

力分析，发现适配子对Ｃ６６６细胞均具有一定的亲和力，通过

ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ拟合适配子饱和曲线图（图５），测定适配子的

Ｋｄ值。适配子２、６、８、１２、３、５与鼻咽癌细胞Ｃ６６６结合的 Ｋｄ

值分别为１５１．５、４０１．９、４１８．５、１７１．１、１４８．４和４８８．２ｎｍｏｌ／

Ｌ。适配子的亲和力与 Ｋｄ值成反比，Ｋｄ值越大亲和力越低，

因此适配子２与ＥＢ病毒阳性鼻咽癌细胞Ｃ６６６的亲和力最

高，Ｋｄ值达到１５１．５ｎｍｏｌ／Ｌ。

　　中性ＰＡＧＥ胶，Ｍ：２０ｂｐ标记物；１：回收的亚文库；２：ＰＣＲ产物。

图１　　不对称ＰＣＲ扩增获得亚文库

图２　　适配子库的富集

图３　部分适配子的模拟二级结构
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图４　适配子的同源性比对结果

图５　　适配子饱和曲线

３　讨　　论

细胞ＳＥＬＥＸ是ＳＥＬＥＸ技术的一个衍生技术，它的一个

非常突出的优点是在未知细胞表面分子标志的情况下寻找出

特异性识别细胞的适配子［３４］。适配子与抗体的功能有很多相

似之处，但是又优于抗体。适配子是体外化学合成的，合成

速度快，储存和运输方便，并且可以进行５′和３′端的核酸修

饰［５］，并且无毒性、免疫原型、在血液中存在时间短，高的

组织穿透性。因此适配子在肿瘤诊断和治疗等方面具有广泛

的应用前景［６７］。细胞ＳＥＬＥＸ技术目前已有不少成功的报

道。Ｓｈａｎｇｇｕａｎ等
［８］用细胞ＳＥＬＥＸ技术筛选到小鼠肝癌细胞

特异性的适配子；Ｃｈｅｎ等
［９］筛选了小细胞肺癌的核酸适配子，

此核酸适配子可以和靶细胞以外的其他小细胞肺癌细胞系特

异性结合，不与非小细胞肺癌腺癌、鳞癌、大细胞肺癌细胞系特

异性结合。

ＮＰ６９细胞是来源于人鼻咽的正常上皮永生化细胞系，

Ｃ６６６来源于鼻咽癌患者的鼻咽癌细胞系。ＮＰ６９与Ｃ６６６在

形态学上非常相近，都属于鼻咽上皮细胞，而在生物学上又有

显著的区别，一种是正常细胞，一种是肿瘤细胞。因此用Ｃ６６６

作为筛选的靶细胞，用ＮＰ６９作为阴性对照进行消减筛选可以

获得针对鼻咽癌细胞表面标志的适配子库。从适配子库中可

以进一步获得用于鼻咽癌诊断和治疗的适配子。

ＤＮＡ适配子可以形成发夹、假节等多种二级空间结构，进

而与靶物质形成稳定的复合物［９］。在随机ＤＮＡ文库中存在

各种结构的适配子，能够识别自然界中的各种靶物质。本研究

使用含有４０个碱基的随机 ＤＮＡ 文库，实际库容量在１×

１０１５１６
［１０１１］，通过细胞ＳＥＬＥＸ技术筛选到与鼻咽癌细胞Ｃ６６６

高亲和力的适配子库。鼻咽癌细胞表面存在着复杂的蛋白结

合位点，每个结合位点可以通过氢键和范德华力与不同亲和力

的适配子相结合。在筛选的初始，因为筛选条件不严谨，各种

亲和力的适配子均存在，随着筛选轮数的增加，适配子筛选的

条件越来越严谨，适配子之间通过竞争结合位点将亲和力高的

适配子筛选出来。

从图２可以看出，随着筛选轮数的增加亚文库与Ｃ６６６细

胞结合荧光强度逐渐增加，第６轮以后，亚文库中高亲和力的

适配子所占的比例增高，结合到Ｃ６６６细胞表面的高亲和力的

适配子群也随之增加，第１０轮亚文库与Ｃ６６６细胞结合的荧光

强度不再增高，说明亚文库Ｃ６６６细胞的结合达到饱和。

ＤＮＡ的保守序列又称基序（ｍｏｔｉｆ），作为结构域中的亚单

元，其功能是体现结构域的多种生物学作用。本研究经过１０

轮筛选，随机ＤＮＡ文库得到了明显的富集。克隆测序后进行

序列分析表明，所有适配子的随机区一级结构没有共同的保守

序列，但可以分为３个家族，其中两个家族具有共同的保守序

列，第１家族基序为ＴＴＴＴ（Ｇ／Ｔ）ＴＧ（Ｔ／Ｇ）ＴＴ，第２家族基

序为ＴＴ（Ｔ／Ｇ）ＧＴ。基序在ＤＮＡ适配子形成功能结构域中起

了至关重要的作用，每个基序代表 ＤＮＡ适配子不同的结构

域，同时决定了它结合不同的靶标位点。

ＥＢ病毒阳性鼻咽癌细胞Ｃ６６６表面存在大量的鼻咽癌细

胞特异性的抗原位点，以其作为筛选的靶细胞可以筛选到针对

不同抗原表位的适配子。本研究测序得到的适配子聚类分析

后有一部分适配子不能聚类也说明了与适配子结合的靶分子

的多样性。从每个家族选２个适配子进行亲和力鉴定，发现适

配子均对Ｃ６６６细胞具有一定的亲和力，每个适配子的亲和力

各不相同，亲和力最高的适配子Ｋｄ值为１５１．５ｎｍｏｌ／Ｌ。目前

正在增加适配子的测序量，扩大适配子的鉴定范围，找出更多

亲和力高的适配子，为今后鼻咽癌的适配子诊断奠定基础。
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合并先天性心脏病的比例高于非重症患组（χ
２＝１７．６４＞３．８４，

犘＜０．０５），合并先天性气道发育异常的比例也高于非重症组

（χ
２＝２６．４４＞３．８４，犘＜０．０５），差异均有统计学意义。可见年

龄大小、是否合并先天性心脏病或先天性气道发育异常也是影

响病情轻重的因素。

２．５　预后　１０５３例治愈出院，６０例好转出院，１２例死亡，因

病重放弃治疗出院２１例。死亡患儿中８例出现在２０１０年１２

月至２０１１年７月；因病重放弃治疗患儿中１６例出现在２０１０

年１２月至２０１１年７月。２０１０年１２月至２０１１年７月腺病毒

肺炎预后不良率（包括死亡和病重放弃治疗）比较２００９年６月

至２０１０年１１月显著增高（χ
２＝６．７５＞３．８４，犘＜０．０５）。

３　讨　　论

腺病毒属于ＤＮＡ病毒，可以引起一些轻微的感染如上下

呼吸道、胃肠道感染或结膜炎。少见引起出血性膀胱炎、肝炎、

出血性大肠炎、胰腺炎、肾炎、或脑炎。由于体液免疫不完善，

腺病毒感染在儿童中更常见。在未经治疗的重症腺病毒肺炎

患者中病死率可超过５０％。已经证实有５０多种腺病毒亚型。

不同的亚型引起的临床表现也不一样。不同国家或地区的流

行型不同，且还会随时间改变。新的亚型在国家或洲际间传播

使当地的流行型被新的亚型取代也时有发生［５］。例如中国北

京地区１９６２～１９８５年的流行型为 Ａｄｖ３型，而从１９８０～１９９０

年则转变为Ａｄｖ７型
［６］。

检测病毒的方法主要包括病毒分离培养、直接荧光抗体和

ＰＣＲ检测等。病毒分离培养能客观反映病毒感染的存在及其

分型，常作为金标准，但耗时耗力，不能及时指导临床治疗，标

本所含病毒数量少时会出现假阴性；ＰＣＲ检测具有高度灵敏

性，但其特异性不足，对于没有临床表现的病毒携带者也可检

出，流行病学研究时采用ＰＣＲ检测结果会夸大结果。直接荧

光抗体（ＤＦＡ）检测的灵敏度不如ＰＣＲ，但对检测临床相关的

病毒感染特异性更高，且比ＰＣＲ检测更为快速、直观和廉价，

故本文采用ＤＦＡ作为病毒检测方法
［４，７］。

本研究结果显示，在２０１０年１２月至２０１１年７月重庆儿

童医院住院肺炎患儿中腺病毒抗原检出率更高，病情更重，病

死率更高。由于本院患者来源覆盖重庆及周边地区，故此结果

提示重庆及周边地区在２０１０年１２月至２０１１年７月可能出现

了腺病毒的流行，且腺病毒流行型可能较之前发生了转换，变

得更具流行性，毒力更强，但此推论尚需流行病学调查结果佐

证。在２０１１年８月后腺病毒的检出率与重症比例明显下降，

推测可能与病毒流行一段时间后人群免疫力逐步提高使发病

率减少，病情减轻有关。此外，统计结果还显示年龄小、合并先

天性心血管发育畸形或气道发育畸形是患儿发生重症感染的

危险因素，与儿童呼吸道感染的危险因素一致［８］。遗憾的是我

院并未开展临床病毒分离培养检测，故未能对此次腺病毒流行

的类型加以甄别。
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ｐｙ：Ａｃｃｏｍｐｌｉｓｈｍｅｎｔｓａｎｄｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ［Ｊ］．ＣｕｒｒＣａｎｃｅｒ

ＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２００２，２（４）：３５５３６８．

［５］ Ｕｌｒｉｃｈ Ｈ，ＭａｒｔｉｎｓＡＨ，ＰｅｓｑｕｅｒｏＪＢ．ＲＮＡａｎｄＤＮＡ

ａｐｔａｍｅｒｓｉｎｃｙｔｏｍｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＣｙｔｏｍｅｔｒｙＰａｒｔＡ，

２００４，５９（２）：２２０２３１．

［６］ＣｅｒｃｈｉａＬ，ＧｉａｎｇｒａｎｄｅＰＨ，ＭｃＮａｍａｒａＪＯ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｓｐｅ

ｃｉｆｉｃａｐｔａｍｅｒｓｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＭｏｌＢｉ

ｏｌ，２００９，５３５：５９７８．

［７］ ＧｏｌｄＬ．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｌｉｄｅｓａｓｒｅｓｅａｒｃｈ，ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ，ａｎｄｔｈｅｒ

ａｐｅｕｔｉｃａｇｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９５，２７０（２３）：１３５８１

１３５８４．

［８］ＳｈａｎｇｇｕａｎＤ，ＬｉＹ，ＴａｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ａｐｔａｍｅｒｓｅｖｏｌｖｅｄｆｒｏｍ

ｌｉｖｅｃｅｌｌｓａｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｂｅｓｆｏｒｃａｎｃｅｒｓｔｕｄｙ

［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００６，１０３（３２）：１１８３８

１１８４３．

［９］ＣｈｅｎＨＷ，ＭｅｄｌｅｙＣＤ，ＳｅｆａｈＫ，ｅｔａｌ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＲｅｃｏｇｎｉ

ｔｉｏｎｏｆＳｍａｌｌＣｅｌｌＬｕｎｇＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓＵｓｉｎｇ Ａｐｔａｍｅｒｓ

［Ｊ］．ＣｈｅｍＭｅｄＣｈｅｍ，２００８，３（６）：９９１１００１．

［１０］ＦｉｔｚｗａｔｅｒＴ，ＰｏｌｉｓｋｙＢ．ＡＳＥＬＥＸｐｒｉｍｅｒ［Ｊ］．Ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｅｎｚｙｍｏｌ，１９９６，２６７：２７５３０１．

［１１］ＡｙａｓｅｎａＳＤ．Ａｐｔａｍｅｒｓ：ａｎｅｍｅｒｇｉｎｇｃｌａｓｓｏｆｍｏｌｅｃμｌｅｓ

ｔｈａｔｒｉｖａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ［Ｊ］．ＬｉｎＣｈｅｍ，１９９９，

４５（９）：１６２８１６５０．

（收稿日期：２０１２１１０８　修回日期：２０１３０３２１）

３０２２重庆医学２０１３年７月第４２卷第１９期




