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适配体在体外细胞检测中的应用

唐德平１，张宇洁１综述，毛爱红２△审校

（１．兰州交通大学化学与生物工程学院，兰州７３００７０；２．甘肃省医学科学研究院，兰州７３００５０）

　　关键词：适配体；细胞检测；流式细胞术；微流体；纳米粒子

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．１３．０４７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）１３１６５１０４

　　抗体广泛用于细胞检测，其检测历史悠久，技术成熟，但抗

体具有体内筛选周期长，成本高；对温度敏感，易永久性变性，

对检测环境要求高等缺点，限制了抗体的应用范围。适配体能

与靶分子专一并紧密结合，是一种有前景的分子识别配基［１］。

适配体作为分子识别配基，与抗体相比具有独特的优势：首先，

适配体通过体外筛选，适用于非生理条件和（或）极端条件，筛

１５６１重庆医学２０１４年５月第４３卷第１３期
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选周期一般为２～３个月，最快只需２周，而抗体由体内产生，

筛选周期至少为３～６个月；体外可以筛选到针对弱免疫原性

或高毒性分子的适配体，而体内很难获得相应的抗体；其次，适

配体采用化学合成，产品批间差异极小，可被各种基团灵活修

饰，使其具有多种功能；再次，适配体具有化学稳定性，可耐受

苛刻条件，并具有一定的热复性；最后，适配体组成简单，分子

量较小，免疫原性低［２４］。适配体拥有抗体无法比拟的优势，已

被广泛研究用于临床检测［５］。本文综述了适配体在流式细胞

分析、纳米粒子细胞传感器、微流体细胞分离和组织学检查中

的应用。

１　流式细胞分析

流式细胞仪能够在几秒钟内分析上千个细胞，已被广泛用

于临床诊断。在流式细胞分析之前，通常用带有荧光的配基标

记。适配体已被开发用于细胞标记和流式细胞分析［６７］。

Ｒｉｎｇｑｕｉｓｔ利用二价抗Ｌ选择凝集素（ａｎｔｉＬｓｅｌｅｃｔｉｎ）适配体标

记淋巴细胞和中性白细胞，结果表明二价适配体在结合细胞

Ｌ选择凝集素中展示出特异性和选择性，其结合效应与抗Ｌ

选择凝集素抗体相似；二价适配体比单价适配体展示出更强的

亲和力，能改善流式细胞仪对靶细胞的检测。因此，增加适配

体的价数有望提高适配体的亲和力和增加流式细胞分析的效

率。Ｋｉｍ等
［６］通过分子组装合成出二价杂交适配体，但两个相

同或不同适配体长寡核苷酸序列的合成效率较低，且很难同时

合成多个链以获得超过二价的适配体。Ｚｈｏｕ等
［７］利用杂交适

配体树突状纳米材料模仿抗体结构和功能，并研究其在流式

细胞分析中的应用，结果表明：杂交适配体树突状纳米材料具

有高亲和力和高特异性，在流式细胞分析中有很大的应用潜

能。该材料的合成分两步进行：首先将适配体和树突状纳米材

料进行化学连接，然后将两个适配体进行分子内杂交形成二价

杂交适配体。适配体用于结合靶分子，而树突状纳米材料用作

载运荧光的位点。由于树突状纳米材料是一种多价纳米折叠

物，理论上，单个树突状纳米材料可连接多个适配体，从而可以

实现多价适配体的制备。

肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣ）和循环肿瘤细胞（ｃｉｒ

ｃｕｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ＣＴＣ）对肿瘤转移诊断和治疗效果评价具

有重要意义，但ＣＳＣ和 ＣＴＣ通常非常少，在早期癌症患者每

毫升血液中大约有５×１０９ 个正常细胞，而ＣＴＣ通常少于１００

个［８１０］。在检测前，靶细胞的富集是必不可少的。在富集过程

中，一些细胞形成细胞簇，细胞簇的特征与单个细胞不同。流

式细胞分析用于细胞检测具有广泛的应用前景，但利用流式细

胞仪分析所有靶细胞仍是一种挑战，需要进一步研究和改善。

２　纳米粒子细胞传感器

生物传感器是利用分子识别元件和待测物的特异性结合

产生的生物学信息，通过转换器转化为电、光等物理信号，从而

实现分析检测的目的［１１］。其具有快速、灵敏、特异性高、成本

低的优点。纳米粒子比表面积大，具有优异的光学、电学和磁

学性能，且能够在表面进行功能化修饰，可以大大提高生物传

感器的灵敏度和稳定性，已被广泛研究用于检测和诊断［１２１４］。

Ｔａｎ等研究表明适配体功能化纳米粒子可用于检测各种

细胞，其检测方法主要有２种：（１）将适配体功能化的磁性纳米

粒子和荧光纳米粒子混合，孵育在细胞悬液中。适配体功能化

的磁性纳米粒子具有细胞识别和细胞分离功能，可以快速将靶

细胞从混合物中提取出来，适配体功能化的荧光纳米粒子可用

于细胞检测，提高敏感性。因为生物标记分子通常在靶细胞表

面过度表达，靶细胞表面有多个生物标记分子。因此，磁性纳

米粒子和荧光纳米粒子可以结合到同一靶细胞上，而不必考虑

两种纳米粒子在结合靶细胞时的竞争作用。利用这种方法，靶

细胞可以从细胞混合物中分离和使用荧光成像、流式细胞仪和

酶标仪等方法检测。对同一样本可进行连续分离和多细胞检

测，其检测阈达到大约２５０个细胞／毫升血液。（２）应用适配体

功能化金纳米粒子。该方法基于金纳米粒子的等离子共振。

当金纳米粒子相互接近时，其吸收光谱移动，包含金纳米粒子

系统的颜色就会发生变化，当金纳米粒子被细胞特异的适配体

功能化后，他们就可识别靶细胞、组装在他们表面，形成一个类

似大金颗粒的单元。就可用比色法检测靶细胞，其检测阈约为

９０个细胞／毫升血液，１０００个靶细胞可导致肉眼可见的颜色

变化。该方法可将靶细胞从混合细胞中分离和检测，其优点是

灵敏度高，快速，不需要复杂的仪器。适配体功能化纳米粒子

具有检测靶细胞的潜能，但当检测系统中含显色分子时如胎牛

血清，影响检测阈，检测前应去除一些显色物质。当被检测靶

细胞数量较少时，如 ＣＴＣ，该方法需进一步改善以提高检

测阈。

３　微流体细胞分离

微流体装置具有比表面积大，能够快速实现生物分子和细

胞分离，已被广泛研究用于生物传感应用［１５１６］。Ｔｏｎｅｒ等将抗

体固定在微流体装置的表面，用于从人血中分离极少的ＣＴＣ，

可一步从每毫升全血中捕获５～１２８１个ＣＴＣ，而不需要预先

标记、稀释等操作，对癌症的早期诊断和长期监测具有应用价

值。但抗体细胞相互反应较强，可启动细胞间信号传递或导

致细胞死亡，不利于捕获细胞的复苏。为了复苏捕获的细胞，

生物芯片的表面包裹精氨酸甘氨酸天门冬氨酸（ＡｒｇＧｌｙ

Ａｓｐ，ＲＧＤ）肽功能化的藻酸盐，包被的藻酸盐可被螯合剂分

解，进而释放捕获细胞。尽管生物芯片包被藻酸盐可以富集细

胞，但其选择性较差，未包被的芯片表面也有大量细胞被捕获。

适配体功能化的微流体装置已经被研究用于分离癌细

胞［１７１９］。适配体功能化的微流体装置在不同的阶段用不同的

适配体功能化，可以同时富集多种细胞 ［１７］。Ｓｈｅｎｇ等
［１９］研究

表明，在流速６００ｎＬ／ｓ下，白血病细胞的捕获率达９５％，纯度

达８１％；从末处理的全血中分离色素瘤细胞，分离极限达到１０

个细胞／毫升血液，９３％被捕获的细胞具有生物学活性。Ｗａｎ

等［２０］研究表明，在微流体装置中，流速是影响分离效率的重要

因素。适配体功能化的微流体装置可用于细胞分离，与抗体功

能化的微流体装置相比，其分离极限相似，但更有利于捕获细

胞的复苏。

Ｆｌｏｒｅｓ等
［２１］研究表明ＣＴＣ比肿瘤细胞株更加脆弱。捕

获的ＣＴＣ的活性和功能复苏显得更为重要。因此，在临床实

践中需要发展一种非破坏的方法用于释放捕获的细胞。可采

用可溶性配基或与细胞受体无关的配基与适配体竞争结合，用

于释放被捕获的细胞。但当细胞与固定到同一材料上的多个

适配体结合后，通过单价配基或受体竞争不易破坏细胞适配

体间的相互作用，导致捕获的细胞不易被释放。因为细胞适
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配体间的多价作用强于配基适配体间的单价作用。而一些在

低温下筛选的适配体在体温时亲和力明显下降，这些温度敏感

型适配体可被开发用于微流体装置，用来非破坏性捕获

细胞［２２］。

４　组织学检查

免疫组化分析常用于活检样本中生物标记物的检查，组织

切片中的生物标记物通过抗原抗体反应被标记的抗体包被，

然后应用荧光染料或生色酶（如辣根过氧化物酶）使结果可视。

免疫组化分析中，抗体是主要试剂。适配体对靶分子具有高亲

和力，已被研究作为抗体替代分子用于组织学分析。

适配体可以被荧光标记，直接用于可视监测固体瘤中的生

物标记物。Ｚｈａｎｇ等
［２３］筛选到可与促红细胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏ

ｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）高亲和力结合的适配体。该适配体已经被研究

用于检测ＥＰＯ在人膀胱癌细胞系和人肿瘤尿道上皮组织中的

表达。显微图像表明，与抗ＥＰＯ抗体相比，抗ＥＰＯ适配体在

结合正常人尿道上皮组织时表现出较低的交叉反应。为提高

生物标记物检测的灵敏性，通常需要信号放大。传统的免疫组

化分析利用生色酶（如辣根过氧化物酶）氧化底物来放大信号。

适配体可被放射性核素标记，避免使用多种检测试剂。

Ｔｈｉｒｓｔｒｕｐ等
［２４］最近发明了一种新方法来放大信号，将适配体

与具有催化活性的氯化血红素化学连接，以二氨基联苯胺（３，

３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ）为底物来检测其催化功能。该连接物比

大多数抗体或酶小，易于化学合成，且比酶或抗体温度适应范

围广，可长期储存。但其缺点是没有生色酶敏感，需进一步提

高其灵敏度。Ｓｕｎ等
［２５］将荧光标记的适配体通过杂交与金纳

米粒子结合，此时荧光淬灭，当适配体与靶标结合后，适配体与

金纳米粒子脱离，产生荧光，该法能够降低本底反应，提高检测

灵敏度。

５　挑战和前景

适配体用于体外细胞检测已经获得了很多鼓舞人心的成

果，具有广阔的应用前景。但开发适配体作为诊断工具仍面临

很多挑战。（１）适配体的筛选。相比于种类繁多的抗体，针对

不同细胞的适配体种类有限，这是限制适配体用于细胞检测发

展的瓶颈，发展更高效的筛选方法，提高适配体的亲和力和特

异性还需深入研究；很多适配体是在界定的条件下筛选出来

的，适配体在其筛选的条件下对靶具亲和力，而在不同于筛选

条件下也许无功能。（２）多价适配体的合成。多价分子比单价

分子对靶分子具更高的亲和力，目前，可利用偶联反应或非共

价结合，通过化学连接２个或多个适配体来获得多价适配体，

但其合成效率较低，快速高效合成多价适配体的方法有待进一

步研究。尽管存在这些挑战，我们仍然相信在不久的将来，适

配体在临床诊断领域将得到广泛应用。
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结核病免疫学标记物研究进展

章明徐 综述，邓少丽 审校

（第三军医大学大坪医院检验科　４０００４２）
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　　结核病是由结核杆菌复合群（ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ

ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＴＢＣ）引起的慢性感染性疾病。据世界卫生组织统

计，全世界结核病每年新增病例８７０万左右，其中，１１０万人合

并 ＨＩＶ感染
［１］。目前，主要依靠有效的疫苗、精确的诊断技

术及合理的药物治疗等方法对结核病进行有效的控制。然而，

由于机体对结核杆菌（Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）免疫反应的复杂

性，致使目前为止对新型结核疫苗的评价、结核感染的诊断和

感染后治疗方案的调整等仍没有确切的免疫学评价指标。因

此，了解结核杆菌致病机制和宿主免疫反应之间的相互作用，

无疑将有助于找到合适的免疫学标记物，以便明确感染各阶段

评价指标。本文就结核杆菌感染不同阶段其与宿主的关系及

各类免疫学标记物潜在应用价值作一综述，以期针对结核病的

不同感染阶段确定特有的免疫学标记物，用以诊断结核病的病

程和治疗效果的评价。

１　免疫应答在结核杆菌致病机制中的重要作用

结核杆菌感染人体后的发病机制相当复杂，且非一成不

变。结核杆菌的致病作用与细菌在组织细胞内顽强增殖引起

炎性反应，以及诱导机体产生迟发型变态反应性损伤有关。人

体首次感染结核杆菌后并不一定发病，宿主的免疫系统针对结

核杆菌的固有免疫，以及引起的适应性免疫可以有效控制结核

杆菌的复制，造成潜伏感染；而当机体免疫力低下时，结核菌在

体内扩增造成继发感染。由此可见，（１）结核杆菌的暴露不一

定引起感染，提示结核杆菌有可能通过机体固有免疫应答机制

被清除，虽然这一机制目前尚未被证实；（２）感染结核杆菌后不

一定引发结核病，这与机体适应性免疫应答机制相关。

人体对结核杆菌的感染率很高，但发病率却较低。研究发

现，处于潜伏感染的患者只有不到１０％的人会进展为活动性

结核病，大多数潜伏感染患者体内的结核杆菌可以逃避宿主的

免疫系统监测，而在宿主体内存活长达数年［２］。因此，结核杆

菌致病机制与宿主免疫反应之间的相互作用关系是机体感染

结核杆菌后发病机制的重要环节。

２　机体对结核杆菌免疫机制及其免疫学标记物

２．１　固有免疫反应机制　人体对结核杆菌的固有免疫主要包

括被激活的巨噬细胞和致敏的Ｔ淋巴细胞。巨噬细胞通过受

体介导方式识别并杀灭结核杆菌，亦可以通过自身凋亡来抑制

结核杆菌进一步生长和繁殖。Ｔ细胞依据表面抗原识别受体

类型分为αβＴ细胞和γδＴ细胞
［３］。γδＴ细胞可分泌干扰素

γ（ＩＦＮγ）增强树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）产生白细胞介素

１２（ＩＬ１２），使之有效的启动ＣＤ８＋Ｔ细胞应答以对抗结核杆菌

（ＭＴＢ）。γδＴ细胞亦可抑制转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）的产生，上调ＩＦＮγ、肿瘤坏死因

子α（ＴＮＦα）、ＩＬ１２等表达，有助于抑制结核杆菌生长。

２．２　适应性免疫反应机制　适应性免疫又称特异性免疫，包

括抗原呈递，Ｔ细胞的识别、活化、应答两个阶段。抗原呈递细

胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌ，ＡＰＣ）在吞入抗原后逐渐成熟，并高

表达组织相融复合体Ⅰ（ＭＨＣⅠ）和 ＭＨＣⅡ分子，释放大量

ＩＬ１２诱导Ｔｈ１细胞反应
［４］。Ｔ细胞依据表面抗原不同可分

为ＣＤ４＋Ｔ细胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞，ＣＤ８＋Ｔ细胞可通过释放胞质

颗粒酶和Ｆａｓ／ＦａｓＬ诱导细胞凋亡杀灭病菌，亦可分泌ＩＦＮγ

活化巨噬细胞来清除结核杆菌。ＣＤ４＋Ｔｈ细胞又可以分为
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