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　　摘　要：目的　预测转化生长因子βⅡ型受体（ＴＲβⅡ）胞外段蛋白与靶向适配子Ｓ５８的结合位点，并在体外进行验证，证实

Ｓ５８的结构稳定性。方法　通过适配子ｓｓＤＮＡ序列建立其三维结构，在蛋白质数据库搜索受体蛋白ＴＲβⅡ胞外段的晶体结构，

运用计算机辅助技术对两个分子进行对接实验，根据结果指导剪切优化适配子结构，分别用生物传感器技术及蛋白免疫印迹法验

证其亲和力。结果　核酸适配子ｓｓＤＮＡＳ５８与ＴＲβⅡ胞外段蛋白结合的可信位点包括位点Ⅰ（Ｔ４、Ｔ５、Ｇ６、Ｃ７）、位点Ⅱ（Ｇ１３、

Ａ１４、Ｔ１５、Ｃ１６、Ｇ１７、Ｃ１８）、位点Ⅲ（Ｔ３１、Ｇ３２、Ｔ３３、Ｃ３４）及位点Ⅳ（Ｇ４０、Ａ４１、Ｔ４２、Ｔ４３、Ｔ４４、Ｇ４５、Ｇ４６）。Ｓ５８与ＴＲβⅡ胞外段蛋

白的亲和力高，Ｓ５８的α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）表达明显较ＤＭＥＭ对照降低（犘＜０．０５），根据结果剪切适配子Ｓ５８后得到优化

后的ｓｓＤＮＡ亲和力、αＳＭＡ表达均不如Ｓ５８。结论　核酸适配子Ｓ５８为受体蛋白ＴβＲⅡ的高特异性分子，具有一定稳定性，任何

结构的改变均会降低与ＴβＲⅡ的亲和力。计算机辅助的分子对接技术成为一项探索分子间作用的重要手段，为医学基础研究提

供了良好的理论依据。
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　　抗青光眼滤过手术是治疗原发性青光眼的主要方法之一，

而滤过术后手术区的滤过通道瘢痕化是手术失败的主要原

因［１］。因此，临床上常使用５氟尿嘧啶、丝裂霉素等抗代谢药

物来抑制术后疤痕形成，提高手术成功率，但其无法完全避免

诸如滤过泡渗漏、低眼压、眼内炎、角膜损伤等并发症的发生。

所以，寻求一种更为安全、有效、毒性小的药物作用于抗青光眼

术后抑制瘢痕形成仍然是目前的研究方向。瘢痕的形成与转

化生长因子β（ＴＧＦβ）的活性有着密切关系
［２３］，其中 ＴＧＦβ

与其Ⅱ型受体（ＴβＲⅡ）的结合是导致组织瘢痕化的始动环节。

因此，拮抗或者抑制ＴＧＦβ与ＴβＲⅡ的结合，可为青光眼滤过

术后抗瘢痕提供新的方法。本课题组前期应用指数富集的配

基系统进化技术（ＳＥＬＥＸ）筛选出 ＴβＲⅡ的单链核酸适配子
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Ｓ５８，并验证了Ｓ５８可对ＴＧＦβ介导的人Ｔｅｎｏｎ囊成纤维细胞

（ＨＴＦｓ）分化产生抑制作用
［４］。适配子作用药物从基础转向

临床必须在稳定性上进行优化验证，甚至需要对基团修饰。而

核酸适配子能够识别靶分子并结合紧密是基于其三维结构，单

链核酸适配子结构灵活多变，能在溶液根据靶分子结构发生适

用性折叠重构，形成几何构象匹配、热力学稳定的空间结构，比

如与靶分子形成口袋、假结等结构［５］。因此，研究适配子Ｓ５８

的三维结构是有必要的，本研究建立Ｓ５８的三维模型，旨在预

测Ｓ５８与ＴβＲⅡ的结合部位，并进一步验证Ｓ５８的高亲和力及

特异靶向性，从而明确Ｓ５８的结构稳定性及特异性。

１　材料与方法

１．１　材料　本研究中所用细胞由本课题组前期原代培养的

ＨＴＦｓ传代而来
［６］，取第４～１０代对数生长期的细胞用于

实验。

１．２　主要试剂及仪器　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、

双抗、Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；人重组ＴＧＦβ２

蛋白（美国 Ｐｅｐｒｏｔｅｅｈ公司）；鼠抗人α平滑肌肌动蛋白（α

ＳＭＡ）单克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；鼠抗人单克隆βａｃｔｉｎ

抗体、辣根标记山羊抗兔ＩｇＧ、辣根标记山羊抗鼠ＩｇＧ（北京中

杉公司）；ＴβＲⅡ胞外段蛋白（美国Ｒａｐｉｄｂｉｏ公司），核酸适配子

Ｓ５８（５′ＡＣＡ ＴＴＧ ＣＴＧ ＣＧＴ ＧＡＴ ＣＧＣＣＴＣ ＡＣＡ ＴＧＧ

ＧＴＴＴＧＴＣＴＧＧＴＣＧＡＴＴＴＧＧＡＧＧＴＧＧＴＧＧＧＴＧＧＣ

３′）及各剪切序列均由上海生工生物工程公司进行ＤＮＡ合成。

生物传感器（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；蛋白电泳及转膜设备（美国

ＢｉｏＲａｄ公司）；光学倒置相差显微镜（日本Ｏｌｙｍｐａｓ公司）。

１．３　方法

１．３．１　三维建模　目前没有直接的软件可用于预测单链

ＤＮＡ的三级结构，本研究采用３ｄＲＮＡ
［７］先建立ＲＮＡ的三级

结构，３ｄＲＮＡ是一个基于ＲＮＡ序列和二级结构的预测方法，

再通过计算机测算翻译突变为ＤＮＡ的三级结构。首先应用

ＤＮＡ序列转录成ＲＮＡ序列，应用 ｍｆｏｌｄ
［８］软件进行ＲＮＡ的

二级结构预测，再通过输入ＲＮＡ序列和二级结构，３ｄＲＮＡ可

以预测ＲＮＡ的三级结构。得到ＲＮＡ的三级结构之后，需要

将其转化成对应的ＤＮＡ结构。这个过程分为两步：（１）核苷

酸突变；（２）优化结构。首先，对于ＲＮＡ结构中的每一个核糖

核苷酸分子，用对应的脱氧核糖核苷酸分子进行取代，即进行

重叠操作，重叠的原子只包括碱基。通过上述的重叠操作，得

到的ＤＮＡ分子可能有部分共价键断裂或者原子重叠，所以需

要进行结构的优化［９］，本研究采用ａｍｂｅｒ对其进行了优化。

ＴβＲⅡ胞外段蛋白可以直接通过蛋白质数据库搜索得到晶体

结构。

１．３．２　分子对接预测结合位点　得到２个分子的三维结构后

采用 ＨｅｘＳｅｒｖｅｒ程序
［１０］对２个分子进行对接。ＨｅｘＳｅｒｖｅｒ是

一个基于图像处理的进行蛋白质与蛋白质、ＤＮＡ、ＲＮＡ的对

接服务器。ＨｅｘＳｅｒｖｅｒ经过运行测算给出最有可能对接后的

２０个相互作用能量最低的复合物构象。在此基础上使用软件

ＢｉｎｄＮ
［１１］预测受体蛋白可能的结合位点，ＢｉｎｄＮ是一个基于网

络的根据氨基酸序列来有效预测蛋白质的ＤＮＡ、ＲＮＡ结合位

点工具。其预测ＤＮＡ的结合残基灵敏度为６９．４０％，特异度

为７０．４７％，根据支持向量机大于０．３７２５预测出２４个与

ＤＮＡ的结合残基位点，这样又进一步缩小了结合位点的范围。

最后进一步采用分子动力学模拟方法进行进一步细致的分子

对接。

１．３．３　适配子ｓｓＤＮＡ与ＴβＲⅡ的亲和力检测　采用第三军

医大学附属西南医院中心实验室建立的生物传感器技术检测

Ｓ５８及各剪切的ＤＮＡ与ＴβＲⅡ的亲和力大小。按照已经建立

的方法包被ＴβＲⅡ，Ｓ５８及剪切的ＤＮＡ各组均采用杜氏磷酸

盐缓冲液溶解成２００ｍｇ／Ｌ，取５μＬ上样，检测与ＴβＲⅡ的亲

和力［１２］。

１．３．４　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测人 ＨＴＦｓ中α

ＳＭＡ的表达　培养８瓶 ＨＴＦｓ待贴壁并长至７０％左右融合，

将培养基换为无血清培养基再培养２４ｈ，分别加以 ＤＭＥＭ

（ＤＭＥＭ对照组）、ＴＧＦβ２、ＴＧＦβ２＋Ｓ５８、ＴＧＦβ２＋Ｓ５８（３′５

ｂｐ）、ＴＧＦβ２＋Ｓ５８（３′１０ｂｐ）、ＴＧＦβ２＋Ｓ５８（５′５ｂｐ）、ＴＧＦβ２

＋Ｓ５８（５′１０ｂｐ）、ＴＧＦβ２＋Ｓ５８（５′１５ｂｐ）诱导ＨＴＦｓ２４ｈ，并

以此分为不同的组别。各组ＴＧＦβ２ 浓度均为２ｎｇ／ｍＬ，ＤＮＡ

浓度均为５０ｎｍｏｌ／Ｌ；中止刺激后ＰＢＳ清洗细胞３次，每次１０

ｍｉｎ，每瓶加入１８０μＬ含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液，提取细

胞总蛋白，考马斯亮蓝Ｇ２２５０法测定每个样本中的蛋白浓度。

根据蛋白浓度取３０μＬ样品上样，质量分数１０％的十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳进行电泳。蛋白质转膜１８０ｍｉｎ。

质量分数５％脱脂牛奶室温封闭膜２ｈ。鼠抗人αＳＭＡ单克

隆抗体按１∶２００比例加入到２ｍＬ５％脱脂牛奶中４℃孵育

膜过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，辣根标记山羊抗鼠ＩｇＧ

按１∶５０００比例加入到２ｍＬ５％脱脂牛奶中室温孵育２ｈ，

ＴＢＳＴ洗膜３次。发光液作用于膜上，暗室内曝光，观察Ｘ线

片上的条带，扫描后保存，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２软件（美国Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司）计算出胶片上各蛋白条带灰度值，计算出αＳＭＡ相

对表达量，并作出柱状图。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间差异比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　适配子ｓｓＤＮＡＳ５８及ＴβＲⅡ胞外段的三维模型　ＲＮＡ

预测为一个带发卡结构的ＲＮＡ，转换成单链ＤＮＡ时，ＤＮＡ自

身适应性互补形成局部双螺旋结构。蛋白质数据库中搜索得

到ＴＲβⅡ胞外段蛋白１ＰＬＯ，由１２２个氨基酸组成，有１０种自

然态结构，并且是以二聚体结构存在。比对ＴＧＦβ与其受体

的复合晶体结构，找到１０种自然态中最接近与配体结合时的

结合态结构１ＰＬＯ３，其结构紧密，包括了９个β折叠。见图１。

图１　　适配子ｓｓＤＮＡＳ５８（左）及ＴβＲⅡ胞

外段（右）的三维结构

２．２　适配子ｓｓＤＮＡＳ５８及ＴβＲⅡ胞外段蛋白的分子对接　

人为去掉ＤＮＡ３′端游离的５个碱基及受体蛋白两端游离氨基

酸部位，将优化后的Ｓ５８结构与ＴβＲⅡ胞外段蛋白进行分子对
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接，得到１０个相互作用能量最低的对接构象，相互作用能量包

括２个分子之间的静电力和范德华力，可以间接反映适配子

ＤＮＡ与ＴβＲⅡ胞外段蛋白的结合情况，相互作用的能量越低，

结合则越稳定。因此选择最低能量－５０２．６５ｋＪ／ｍｏｌ的对接构

象，见图２。对接位置位于ＤＮＡ的中间部位，运用Ｃｏｃｏｍａｐｓ

软件分析，使用８?作为定义结合残基的距离阈值，即对于复

合物中核酸的某个氨基酸残基，如果其包含的至少一个原子与

复合物中核酸序列的任何一个原子间的距离小于８?，那么这

个氨基酸残基为核苷酸结合残基。相对应的核酸结合位点分

别包括位点Ⅰ（Ｔ４、Ｔ５、Ｇ６、Ｃ７）、位点Ⅱ（Ｇ１３、Ａ１４、Ｔ１５、Ｃ１６、

Ｇ１７、Ｃ１８）、位点Ⅲ（Ｔ３１、Ｇ３２、Ｔ３３、Ｃ３４）及位点Ⅳ（Ｇ４０、Ａ４１、

Ｔ４２、Ｔ４３、Ｔ４４、Ｇ４５、Ｇ４６）。

图２　　适配子ｓｓＤＮＡＳ５８与ＴβＲⅡ胞外段对接位点

２．３　剪切Ｓ５８与亲和力检测　根据Ｓ５８与ＴβＲⅡ胞外段的结

合位于ＤＮＡ中间部位，采取分别从ＤＮＡ两端逐步剪切碱基，

每次剪切５ｂｐ。Ｓ５８与 ＴβＲⅡ胞外段的结合力最强，其次为

Ｓ５８５即３′端剪切５ｂｐ，但不论从５′端还是３′端开始剪切

ＤＮＡＳ５８，得到的结构修饰后ＤＮＡ亲和力与Ｓ５８相比均没有

明显增加，反而有所下降。见图３。

Ａ：５′端；Ｂ：３′端。

图３　　Ｓ５８１～７与ＴβＲⅡ胞外段的结合力检测

２．４　结构优化后ＤＮＡ作用下细胞αＳＭＡ的表达变化　α

ＳＭＡ是肌成纤维细胞的标志性蛋白，是瘢痕收缩的物质基础。

ＴＧＦβ２ 组刺激ＨＴＦｓ后αＳＭＡ表达较ＤＭＥＭ对照组明显增

加（犘＜０．００１），ＴＧＦβ２＋Ｓ５８组刺激 ＨＴＦｓ后αＳＭＡ表达较

ＴＧＦβ２ 组明显降低（犘＜０．００１），所有结构优化后的ＤＮＡ中

只有ＴＧＦβ２＋Ｓ５８（３′５ｂｐ）组较ＴＧＦβ２ 组αＳＭＡ表达有明

显降低（犘＜０．００１），但其降低程度不如ＴＧＦβ２＋Ｓ５８组，其他

组与ＴＧＦβ２ 组比较αＳＭＡ表达差异均无统计学意义（犘＞

０．０５），见图４。

Ａ：电泳图；Ｂ：柱状图。

图４　　各实验组刺激下 ＨＴＦｓ表达αＳＭＡ的变化

３　讨　　论

适配子在眼科方面已经有很大进展，目前许多研究显示适

配子如贝伐单抗、寡聚核ＲＮＡ寡聚苷酸、培加尼布等能通过

抑制血管内皮生长因子作用从而明显降低眼部的血管形成。

哌加他尼钠是第一个通过美国食品与药品管理局认证用于治

疗年龄相关性黄斑变性的核酸适配子药物［１３］，还有其他治疗

眼部新生血管的适配子药物在临床实验中。因此，能封阻ＴβＲ

Ⅱ降低青光眼术后滤过区纤维化形成的适配子Ｓ５８成为新的

研究切入点。适配子应用于临床治疗的优点在于其亲和力高、

稳定性好、易人工合成。所有的适配子能发挥高效、特异的作

用，基于其特殊的、稳定的三维结构，与靶分子特异的作用位点

结合，且具有较高的亲和力［１４］，所以，研究适配子与靶分子的

结合位点及结合力是解释适配子发挥生物效应的理论根据，并

且进一步验证适配子的稳定性可为适配子运用于临床药物提

供理论依据。

随着计算机技术的飞速发展，计算机技术辅助研究蛋白质

和核酸的相互作用成为当下的热点，特别是在药物分子的筛选

和设计方面已经有很大进展［１５］。其中分子对接是针对研究配

体与受体分子之间的相互作用，基于结合的复合物构象，预测

其结合模式与亲和力的一种重要理论方法。Ｌｕｓｃｏｍｂｅ等
［１６］

利用氨基酸序列的保守性构建计算机算法来预测蛋白质／

ＤＮＡ复合体中ＤＮＡ的结合位点。研究２个分子的结合位点，

首先需要建立２个分子的三维结构。寡核苷酸适配子在溶液

中可以形成假结、发夹、凸环、Ｇ四分体等三维空间结构，通过

氢键、范德华力、疏水堆积作用等与靶分子紧密结合。有研究

表明，适配子与靶分子的结合是相互诱导的适应性识别，当靶

分子存在时，单链 ＤＮＡ或 ＲＮＡ发生适应性折叠，与靶分子相

互识别［１７］。本实验中适配子Ｓ５８即为６０个碱基的寡核苷酸，

与靶受体蛋白作用时遵循“锁钥原理”，发生适应性自身碱基互

补情况，且ＤＮＡ带负电荷，在与靶受体蛋白结合时会向带正

电荷的碱性氨基酸靠近，ＤＮＡ分子的灵活性使其能够形成的

结构千变万化，单链ＤＮＡ有局部自互补的情况，由于适配子

的结构特殊性，其三维结构预测往往需要从二级结构着手，因

此ＤＮＡ的三维结构预测有一定难度。蛋白质的结构可以通

过蛋白质晶体学得到或者从蛋白质数据库中找到其已知的结

构，正如本实验中的ＴβＲⅡ胞外段蛋白结构。分子对接的结果

表明，ＤＮＡ与ＴβＲⅡ胞外段蛋白的结合位点均在空间结构上
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与受体相靠近或与受体存在氢键相互作用，这些位点在配体与

受体结合、定位和水解过程中可能发挥重要作用，实验从适配

子Ｓ５８的三维建模研究切入，合理地运用大量目前广泛得到认

可成功率较高的建模、分子对接软件，在理论上较为准确地预

测到适配子Ｓ５８与ＴβＲⅡ胞外段蛋白的结合位点，极大地减少

可能的结合位点数量，为进一步实验提供指导。

生物传感器是从分子水平检测生物分子活性力的技术手

段，其检测快速、灵敏度高、选择性强，近年来在医学领域应用

越来越广泛，特别是针对核酸与蛋白质的作用检测，Ｍｃｃａｕｌｅｙ

等［１８］研制了基于蛋白芯片基础的适体生物传感器来对蛋白进

行分析鉴定，这种传感器可以固定着针对不同蛋白质的ＤＮＡ

和ＲＮＡ适体。本实验也运用生物传感性针对ＴβＲⅡ胞外段

蛋白，根据计算机预测的核酸适配子与 ＴβＲⅡ胞外段蛋白的

结合位点提示５′端剪切掉５ｂｐ会影响到结合位点Ⅰ（Ｔ４、Ｔ５、

Ｇ６、Ｃ７），故５′端剪切进一步验证剪切后ＤＮＡＳ５８～４与ＴβＲ

Ⅱ胞外段蛋白的亲和力是下降的，细胞水平上也对ＴＧＦβ２ 刺

激后的 ＨＴＦｓ表达αＳＭＡ无明显抑制作用，这与计算机预测

的结果相符。又因为ＳＥＬＥＸ技术在筛选过程中是必须应用

大容量的随机寡核苷酸文库，大约在１０１０个随机ＲＮＡ 序列

中才有一个序列与靶分子特异结合［１８］，且核酸文库中是由中

间为一定长度的随机序列和５′、３′端的固定序列构成，固定序

列是多聚酶链式反应及其他酶学反应相关引物的结合位点。

因此，推测剪切掉的５′端序列是带有限制性内切酶位点的固

定序列。但当同时选择剪切３′端序列时，当剪切掉５ｂｐ时，

ＤＮＡ与ＴβＲⅡ胞外段蛋白亲和力有所下降，尽管能抑制ＴＧＦ

β２ 刺激后 ＨＴＦｓαＳＭＡ的表达，但实验组αＳＭＡ的表达仍较

Ｓ５８组强，抑制ＴＧＦβ２ 介导的 ＨＴＦＳ转分化作用是较Ｓ５８减

弱的，并且在剪切３′端非预测的结合位点后，适配子与ＴβＲⅡ

胞外段蛋白亲和力同样也下降。推测因单链核苷酸在不同的

溶液、ｐＨ、温度等因素下易形成多种空间构象，特别在剪切掉

适配子序列后极有可能改变核苷酸局部的结构，从而无法与靶

向ＴβＲⅡ胞外段蛋白质的关键作用位点结合。因此，进一步

论证了Ｓ５８为靶向ＴβＲⅡ的特异性分子，结构上具有高度稳定

性，任何结构的改变均会降低与ＴβＲⅡ的亲和力，为Ｓ５８的体

内实验提供了明确的理论基础。
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ｂｕｉｌｄｉｎｇｏｆｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｓｃｉ

Ｒｅｐ，２０１２，２（２０１２）：７３４．

［７］ＺｕｋｅｒＭ．Ｍｆｏｌｄｗｅｂｓｅｒｖｅｒｆｏｒｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｆｏｌｄｉｎｇａｎｄ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２００３，３１

（１３）：３４０６３４１５．

［８］ ＷａｎｇＪＭ，ＷｏｌｆＲＭ，ＣａｌｄｗｅｌｌＪＷ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄ

ｔｅｓｔｉｎｇｏｆａｇｅｎｅｒａｌａｍｂｅｒｆｏｒｃｅｆｉｅｌｄ．［Ｊ］．ＪＣｏｍｐｕｔ

Ｃｈｅｍ，２００４，２５（９）：１１５７１１７４．

［９］ ＭａｃｉｎｄｏｅＧ，ＭａｖｒｉｄｉｓＬ，ＶｅｎｋａｔｒａｍａｎＶ，ｅｔａｌ．ＨｅｘＳｅｒｖ

ｅｒ：ａｎ ＦＦＴｂａｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｏｃｋｉｎｇｓｅｒｖｅｒｐｏｗｅｒｅｄｂｙ

ｇｒａｐｈｉｃｓｐｒｏｃｅｓｓｏｒｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０１０，３８（Ｗｅｂ

Ｓｅｒｖｅｒｉｓｓｕｅ）：Ｗ４４５４４９．

［１０］ＷａｎｇＬ，ＢｒｏｗｎＳＪ．ＢｉｎｄＮ：ａｗｅｂｂａｓｅｄｔｏｏｌｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡａｎｄＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２００６，３４（ＷｅｂＳｅｒｖｅｒｉｓ

ｓｕｅ）：Ｗ２４３２４８．

［１１］ＧｅｎｆａＬ，ＪｉａｎｇＺ，ＨｏｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｉｓｏｌａ

ｔｉｏｎｏｆａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｎｔｉｅｎｄｏｔｏｘｉｎｍｏｎｏｍｅｒｆｒｏｍｒａｄｉｘ

ｐａｅｏｎｉａｅｒｕｂｒａｕｓｉｎｇａｆｆｉｎｉｔｙｂｉｏｓｅｎｓｏｒｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｉｎｔ

Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００５，５（６）：１００７１０１７．

［１２］ＮｇＥＷ，ＳｈｉｍａＤＴ，ＣａｌｉａｓＰ，ｅｔａｌ．Ｐｅｇａｐｔａｎｉｂ，ａｔａｒｇｅｔｅｄ

ａｎｔｉＶＥＧＦａｐｔａｍｅｒｆｏｒｏｃｕｌａｒｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎａｔ

ＲｅｖＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖ，２００６，５（２）：１２３１３２．

［１３］ＮａｖａｎｉＮＫ，ＬｉＹ．Ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄａｐｔａｍｅｒｓａｎｄｅｎｚｙｍｅｓａｓ

ｓｅｎｓｏｒｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＣｈｅｍＢｉｏｌ，２００６，１０（３）：２７２２８１．

［１４］ＲｏｈｓＲ，ＢｌｏｃｈＩ，ＳｋｌｅｎａｒＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙｉｎ

ａｂｉｎｉｔｉｏｄｒｕｇｄｏｃｋｉｎｇｔｏＤＮＡ：ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅａｎｄｂｉｎｄｉｎｇ

ｍｏｄｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓｉｎａｌｌａｔｏｍｍｏｎｔｅｃａｒｌｏｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２００５，３３（２２）：７０４８７０５７．

［１５］ＢａｒｂａｕｌｔＦ，ＲｅｎＢ，ＲｅｂｅｈｍｅｄＪ，ｅｔａｌ．Ｆｌｅｘｉｂｌｅｃｏｍｐｕｔａ

ｔｉｏｎａｌｄｏｃｋｉｎｇｓｔｕｄｉｅｓｏｆｎｅｗａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ＲＮＡ１６Ｓｂａｃｔｅｒｉａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｓｉｔｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＭｅｄＣｈｅｍ，

２００８，４３（８）：１６４８１６５６．

［１６］ＬｕｓｃｏｍｂｅＮＭ，ＴｈｏｒｎｔｏｎＪＭ．ＰｒｏｔｅｉｎＤＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ：

ａｍｉｎｏａｃｉｄｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｕｔａｔｉｏｎｓｏｎ

ｂｉｎｄｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｊ ＭｏｌＢｉｏｌ，２００２，３２０（５）：９９１

１００９．

［１７］ＨｅｒｍａｎｎＴ，ＰａｔｅｌＤＪ．Ａｄａｐｔｉｖｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｂｙｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ

ａｐｔａｍｅｒｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，２８７（５４５４）：８２０８２５．

［１８］ＭｃｃａｕｌｅｙＴＧ，ＨａｍａｇｕｃｈｉＮ，ＳｔａｎｔｏｎＭ．Ａｐｔａｍｅｒｂａｓｅｄ

ｂｉｏｓｅｎｓｏｒａｒｒａｙｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００３，１９（２）：

２４４２５０．

（收稿日期：２０１３１００８　修回日期：２０１４０１０４）
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