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［摘 要］ 目的：采用指数富集的配基系统进化技术（SELEX）筛选获得一组已知和未知肝癌血清肿瘤标志物的适配体，为肝

癌的早期诊断提供新的便捷方法。方法：收集50例首次经诊断证实为原发性肝癌的患者血清，以及50例体检无异常的正常人

血清，并分别等比例混合制备成肝癌混合血清和正常人混合血清，作为筛选的靶标分子，磁珠作为分离载体。先将磁珠⁃正常

人血清复合物与 ssDNA文库结合，取上清再与磁珠⁃肝癌血清结合，经过洗脱、分离与肝癌血清结合的特异性 ssDNA，并进行扩

增，链霉亲和素磁珠法制备次级 ssDNA，进行9轮筛选，将9轮筛选获得的饱和文库与PMD18⁃T载体连接进行转化、挑选单克隆

送上海生工进行测序，同时利用流式细胞术测定肝癌血清肿瘤标志物适配体的亲和力（Kd值）。结果：经9轮筛选，成功分离出

200个核酸序列，其中序列不同的有10个。特异性检测表明，筛选得到的肝癌血清肿瘤标志物适配体与肝癌血清的结合解离

常数均在纳摩尔级水平，其中Seq⁃1、Seq⁃16、Seq⁃17、Seq⁃56、Seq⁃72号适配体能高特异性结合肝癌血清，与正常人血清不结合，

再通过 200例肝癌血清和 200例正常人血清进一步鉴定 5条肝癌血清肿瘤标志物适配体检出肝癌的阳性率，阳性检出率达

91%以上。结论：利用随机单链寡核苷酸文库成功获得与肝癌患者血清特异性结合的适配体，所获得的适配体具有拮抗肝癌

血清的能力，有可能为肝癌的早期诊断提供新的便捷方法。
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［Abstract］ Objective：To obtain a set of aptamers of liver cancer serum markers by SELEX screening，and to provide new molecular
biological detection method for the early diagnosis of liver cancer. Methods：Serum samples from 50 patients with primary hepatocellular
carcinoma（HCC）and 50 normal serum samples of which physical examination showed no abnormalities were collected and mixed in
equal proportions to prepare mixed sera of HCC and normal subjects. The serum was used as the target molecule for screening. Magnetic
beads⁃normal human serum complex was combined with ssDNA library. The supernatant was then combined with magnetic beads⁃liver
cancer serum to elute and isolate the specific ssDNA binding to serum of liver cancer. Nine rounds of ssDNA were screened by the
method of the streptavidin biotin method，and transformed into PMD18 ⁃T vector. The single clones were selected and sequenced by
Shanghai Biosystems. Affinity determination of serum tumor marker aptamers in patients was performed by flow cytometry. Results：After
9 rounds of screening，200 nucleic acid sequences were successfully isolated，of which 10 sequences were different. Specificity test
showed that the binding dissociation constants of serum tumor marker aptamers and HCC serum were all in nanomolar level. Among
them，Seq⁃1，Seq⁃16，Seq⁃17，Seq⁃56，Seq⁃72 aptamers could be bound to the serum of liver cancer with highly specificity，and could not
bound to the normal serum. The positive rate of serum tumor marker aptamers was detected in 200 cases of liver cancer serum and 200
cases of normal human serum，positive detection rate was more than 91% . Conclusion：The use of a random single ⁃ stranded
oligonucleotide library to successfully obtain an aptamer that specifically binds to liver cancer patient serum，and the obtained aptamer
has the ability to antagonize liver cancer serum，which may provide a new convenient method for the early diagnosis of liver cancer.
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目前，原发性肝癌的发病率位列世界第5，且发

病率在世界范围内逐年上升［1-2］。近年来临床治疗

手段有了进步，但 5年生存率极低。而治疗手段对

早期肝癌患者都有较好的疗效。因此，早期诊断、

治疗是目前提高肝癌患者生存率的最有效手段，建

立有效的肝癌早期检测方法具有重要意义。目前

影像学检查是肝癌诊断的主要方法，而血清标志物

检测是唯一无创伤的诊断手段［3］。血清标志物具有

易检测、可重复等优点［4］，在肝癌诊断中占有重要地

位。甲胎蛋白（AFP）是全世界应用最广泛的肝癌肿

瘤血清标志物［5］，但敏感性、特异性并不理想，有

30%~40%呈假阴性［6-7］。因此，寻找特异性更高、亲

和力更强的肝癌血清标志物是研究的热点。

指数富集的配基系统进化技术（systematic evo⁃
lution of ligands by exponential enrichment，SELEX）
是一种体外组合化学技术［8-9］，它利用体外人工合成

大容量的随机寡核苷酸文库，从中筛选出能与靶标

分子特异性结合的寡核苷酸，通过PCR扩增技术进

行指数富集，最终筛选得到高亲和力、高特异性的

适配体。依靠其折叠形成的特定二级或三级空间结

构实现与靶物质高亲和性、高特异性的结合［10-12］。因

此，适配体有望取代抗体成为新型的靶物质特异识

别分子［13-15］。本研究采用消减 SELEX技术，以磁珠

为载体，肝癌混合血清为靶标分子进行筛选。主要

原理是通过在筛选过程中扣除相似非目标靶物质

上所具有的靶分子适配体，消减后的次级库再投入

到目标靶物质进行筛选，得到目标靶分子的适配

体；靶标替换是将每轮筛选目标靶物质换成同类

目标靶物质，这样筛选得到的适配体为同类目标

靶物质上共同的靶分子标志物。然后再利用消减

从两组高度同源的靶分子混合物中筛选获得差异

靶分子的特异性适配体，同时利用靶标替换又可

筛选到不同靶标相同部分的适配体。最终筛选得

到的一组高特异性肝癌血清肿瘤标志物适配体，

有可能为肝癌的早期诊断提供新的便捷方法。

1 材料和方法

1.1 材料

磁珠：普洛麦格（北京）生物技术有限公司；随

机 ssDNA文库（83 nt，1.2 nmol）：5′⁃CTATAGCAATG⁃
GTACGGTACTTCC（35N）CAAAAGTGCACGCTACT⁃
TTGCTAA⁃3′（N=A、G、T、C），引物 P1：5′⁃CTATAG⁃
CAATGGTACGGTACTTCC ⁃ 3′，引物 P2：5′ ⁃ TTAG⁃
CAAAGTAGCGTGCACTTTTG⁃3′，引物Bio⁃P2：5′bio⁃

tin⁃TTAGCAAAGTAGCGTGCACTTTTG⁃3′均由上海

生工合成。肝癌患者血清、正常人血清由秦皇岛市

第一医院提供。

1.2 方法

1.2.1 肝癌血清肿瘤标志物适配体筛选

1.2.1.1 混合血清的配制

将收集到的50例首次经诊断证实为原发性肝癌

血清各取50 μL混匀，制备成肝癌混合血清，50 μL/管
分装，-80 ℃冰箱保存备用。以同样的方法制备正

常混合血清，分装后冻存备用。

1.2.1.2 正常混合血清消减SELEX筛选

取1 mL磁珠，结合600 μL正常混合血清，37℃孵

育2 h，弃去EP管中的正常混合血清，加入10 μmol∕L
tRNA（非特异性竞争剂进行筛选，增加筛选的特异

性），37 ℃ 孵育 30 min，用筛选缓冲液洗 2次，每次

1 min，再用结合缓冲液洗1次，1 min，结合初级 ssD⁃
NA文库（95 ℃，5 min；4 ℃，10 min；37 ℃，5 min），

37 ℃ 孵育 1 h。弃去未结合 ssDNA文库，用筛选缓

冲液洗 3次，每次 1 min，加入 200 μL纯水，95 ℃，

10 min，收集上清，作为下一轮筛选的次级库。重复

上述步骤进行下一轮筛选，共进行 2轮消减 SELEX
筛选。

1.2.1.3 荧光定量PCR扩增获得dsDNA
对消减后的 ssDNA文库进行荧光定量 PCR扩

增，反应体系包括上游引物P1 1 μL，下游引物Bio⁃P2
1 μL，dNTP 混合物8 μL，10×buffer 10 μL，荧光染料

（super greenⅠ）2 μL，模板DNA 160 μL，rTaqDNA聚

合酶（5 U∕μL）1 μL，纯水57 μL，充分混用，30 μL∕管，

分成 8管，实时定量PCR进行扩增。熔解曲线达到

平台期停止扩增。

1.2.1.4 链霉亲和素磁珠法制备 ssDNA
取 0.1 mL链霉亲和素磁珠于 1.5 mL EP管中，

加入扩增后的 dsDNA，37 ℃，孵育 30 min，弃上清

液，用 PBS 37 ℃水浴 4 min，加入 200 μL结合缓冲

液，95 ℃，5 min，收集上清液，然后将上清液加入到

反筛管中，37 ℃，孵育45 min，将未结合的 ssDNA文

库再与正筛管于 37 ℃旋转孵育 1 h，除去未结合的

ssDNA文库。

1.2.1.5 反筛

取0.3 mL磁珠于1.5 mL EP管中，标记为“1+”，即
正筛管，偶联200 μL肝癌混合血清，37 ℃，孵育2 h。
取0.3 mL磁珠于1.5 mL EP管中，标记为“1-”，即反

筛管，偶联 200 μL正常混合血清，37 ℃，孵育 2 h。
弃去正筛管、反筛管中的血清，加入 10 μmol ∕ L
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tRNA，37 ℃，孵育 30 min，用筛选缓冲液洗 2次，每

次 1 min，再用结合缓冲液洗 1次，1 min，结合初级

ssDNA文库（95 ℃，5 min；4 ℃，10 min；37 ℃，5 min），

37℃ 孵育 1 h。弃去未结合 ssDNA文库，用筛选缓

冲液洗 3 次，每次 1 min，加入 200 μL 去离子水，

95 ℃，10 min，收集上清，作为下一轮筛选的次级库，

重复上述筛选步骤。

1.2.2 克隆、测序

取筛选过程中第 9轮正筛管中的上清作为模

板，配制300 μL PCR体系。体系配方：10×Buffer（含

Mg2+）30 μL、模板 45 μL（筛选管中的上清）、4 种

dNTP混合液2.4 μL、引物P1 3 μL、引物P2 3 μL、5 uL
rTaq酶2 μL、超纯水214.6 μL，充分混匀后，50 μL∕管
分装，并置于普通PCR仪扩增20个循环（95 ℃，5 min；
94 ℃ 30 s；55 ℃ 30 s；72 ℃ 30 s），然后紫外光下切

割含目的DNA条带的胶块，利用胶回收试剂盒回收

纯化目的片段的dsDNA。

1.2.3 目的片段dsDNA与pMD18⁃T载体连接

将制好的dsDNA用超纯水溶解，然后与pMD18
⁃T载体连接，连接体系配方：pMD18⁃T 0.5 μL、插入

的目的片段 2 μL、solution 5 μL、ddH2O 383.5 μL，
16 ℃反应30 min，得到次级库dsDNA重组质粒。取

已连接好的重组DNA 10 μL加入到解冻的感受态

细胞，并设置阴性对照。涂板，置于含Amp的LB固

体培养基上培养，待形成单克隆。阳性克隆团送上

海生工测序。

1.2.4 肝癌血清肿瘤标志物适配体识别靶标分子

的亲和力

经过9轮筛选后富集得到的肝癌血清肿瘤标志

物适配体连接上 FITC标签，与磁珠在筛选缓冲液

（Cf = 200 nmol/L，Vf = 200 μL）中 37 ℃孵育 30 min，
用筛选缓冲液洗3次，每次1 min。磁珠结合正常混

合血清，偶联带有 FITC标签肝癌血清肿瘤标志物

适配体 37 ℃孵育 30 min，用筛选缓冲液洗 3次，每

次 1 min，作为阴性对照。FITC标记的适配体用流

式细胞术测定。用 SigmaPlot software 12.5（Jandel
Scientific）分析，肝癌血清肿瘤标志物⁃适配体的结

合解离常数（Kd值）通过下面的方程式计算获得：

Y=BmaxX ∕（Kd+X），其中Y代表平均荧光强度；Bmax代

表所测得的最大荧光强度；X为所加适配体的浓度。

1.2.5 肝癌血清适配体特异性

经亲和力测定分析结果可知，Seq⁃1、Seq⁃16、
Seq⁃17、Seq⁃56、Seq⁃72序列亲和力最高，将5条序列

送上海生工进行合成。取0.1 mL磁珠于1.5mL EP管

中，标记为“1+”，偶联50 μL肝癌患者血清，37 ℃，孵

育1 h；取0.1ml磁珠于1.5 mL EP管中，标记为“1-”，
偶联50 μL正常人血清，37 ℃，孵育1 h；弃去上述载

体中的血清，用筛选缓冲液洗 3 遍，每次 1 min，
“1+”、“1-”EP管各结合100 μL筛选得到的肝癌血清

肿瘤标志物适配体（95 ℃，5 min，4 ℃，10 min），37 ℃，

孵育30 min，用1 % Tween+PBS洗3遍，加100 μL纯

水，95 ℃，10 min，收集上清，RT⁃PCR检测。收集的

200份首次经诊断证实为原发性肝癌血清和 200份
正常人血清按上述步骤进行特异性鉴定。

1.2.6 肝癌血清肿瘤标志物适配体二级结构预测

测序所得序列，采用DNAMAN软件，依据DNA
最低自由能的运算法则，进行适配体二级结构预测

和结构分析。

2 结 果

2.1 肝癌混合血清复合靶SELEX筛选结果

2.1.1 肝癌混合血清复合靶SELEX筛选条件

共进行了9轮筛选，各轮筛选条件如表1。随着

SELEX筛选轮数增多，筛选条件越来越苛刻，文库∕
磁珠结合血清比例不断提高，孵育时间不断缩短。

2.1.2 肝癌混合血清与 ssDNA文库结合状况

以肝癌混合血清为靶标进行消减 SELEX筛选

过程中，随着筛选轮数的增加，ssDNA文库与肝癌

混合血清的结合不断增多，表明能与肝癌血清结合

的特异性适配体不断被富集。至第 9轮，ssDNA文

库与肝癌血清的结合已经达到饱和，故而终止筛选

（图 1）。整个筛选过程用实时定量 PCR进行动态

检测。

表1 肝癌血清肿瘤标志物适配体SELEX筛选条件

Table 1 SELEX screening conditions of hepatoma serum
tumormarker aptamers

轮

次

1
2
3
4
5
6
7
8
9

磁珠量

（mL）
1.00
1.00
0.50
0.50
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10

收获 ssDNA
文库量

（pmol）
69.5
46.3
79.8
59.7
42.9
51.6
49.1
30.1
28.1

ssDNA
文库量

（pmol）
69.5
46.3
52.0
50.0
40.0
45.0
40.0
30.0
28.0

肝癌混

合血清

量（μL）
600
300
350
300
275
250
225
200
175

文库∕
磁珠结

合血清

02
02
04
04
06
06
08
08
10

孵育时

间（min）
60
60
50
50
50
40
40
40
30
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2.2 肝癌血清肿瘤标志物适配体的Kd值

通过消减 SELEX技术筛选得到的肝癌血清肿

瘤标志物适配体与正常人血清（Negative）的结合明

显弱于与肝癌血清的结合（图2）。
经过 9轮筛选得到 10个肝癌血清肿瘤标志物

适配体序列，其测序结果见表2。
2.3 肝癌血清肿瘤标志物适配体同源性分析及进

化树分析结果

利用DNAMAN软件对10条肝癌血清肿瘤标志

物适配体进行多序列比对和同源性分析。测序结

图1 实时定量PCR检测肝癌血清肿瘤标志物适配体富集

结果

Figure 1 Real⁃time PCR detection of liver cancer serum
tumor marker aptamers enrichment results

1 2 3 4 5 6 7 8 9
轮次

ΔC
T

5.04.54.03.53.02.52.01.51.00.50.0

0

Seq⁃1适配体
Negative

荧光强度（a.u.）
100 101 102 103 104

0

Seq⁃16适配体
Negative

荧光强度（a.u.）
100 101 102 103 104

0

Seq⁃17适配体
Negative

荧光强度（a.u.）
100 101 102 103 104

0

Seq⁃56适配体
Negative

荧光强度（a.u.）
100 101 102 103 104

0

Seq⁃72适配体
Negative

荧光强度（a.u.）
100 101 102 103 104

图2 部分肝癌血清肿瘤标志物适配体亲和力分析结果

Figure 2 Affinity analysis results of serum tumor marker aptamers in partial hepatocellular carcinoma

果与预期长度一致。获得的适配体富含G和 T碱

基，主要可分为 3个区域。另外进一步绘制进化树

（图3），可以发现所得的核酸适配体主要分为F1、F2
和F3 3个家族。

表2 肝癌血清肿瘤标志物适配体序列

Table 2 Sequences of hepatoma serum tumor marker aptamers

名称

Seq⁃1
Seq⁃3
Seq⁃16
Seq⁃17
Seq⁃25
Seq⁃29
Seq⁃36
Seq⁃56
Seq⁃72
Seq⁃76

序列（5′➝3′）
GGCAGTGCAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACGATT
CCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACG
GCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATAC
GACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTG
TTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCA
AAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGGAACCGTAAAAAG
AAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGG
GACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGC
GGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGG
TGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAG

Kd（nmol∕L）
022 ± 70
079 ± 50
015 ± 10
023 ± 70
106 ± 60
099 ± 70
067 ± 80
012 ± 50
021 ± 80
126 ± 60
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Seq⁃1 Seq⁃16Seq⁃3 Seq⁃17

Seq⁃25 Seq⁃29 Seq⁃36 Seq⁃56
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图4 新获得的肝癌血清肿瘤标志物适配体二级结构预测图

Figure 4 Secondary structure prediction of novel tumor marker aptamers for newly acquired hepatocellular carcinoma

2.4 肝癌血清肿瘤标志物适配体二级结构预测结果

采用DNAMAN软件，依据DNA最低自由能的

运算法则，对肝癌血清肿瘤标志物适配体的核酸序

列进行二级结构模拟分析，显示适配体有丰富的二

级结构，主要以茎环结构和茎凸环结构为主（图4）。
2.5 肝癌血清肿瘤标志物适配体特异性鉴定结果

200份肝癌血清、200份正常人血清分别与5条
肝癌血清肿瘤标志物适配体的特异性鉴定结果如

图 5所示，与肝癌血清孵育后结合的 ssDNA的CT值

（循环数）与正常人血清孵育后结合的 ssDNA的CT

值的差值，即ΔCT值，鉴定结果表明 5条肝癌血清肿

瘤标志物适配体的ΔCT值都在4~5个循环左右，说明

我们成功筛选得到高特异性、强亲和力的肝癌血清

肿瘤标志物适配体（图5）。通过检测200份肝癌血清

样本，其中183份肝癌血清样本的ΔCT值在4~5个循

环，17份肝癌血清样本的ΔCT值在1.0~2.5个循环左

Seq⁃1
Seq⁃16
Seq⁃72
Seq⁃36
Seq⁃56
Seq⁃17
Seq⁃25
Seq⁃3

Seq⁃76
Seq⁃29

F1

F2

F3

图3 肝癌血清肿瘤标志物适配体进化树分析

Figure 3 Phylogenetic tree analysis of tumor marker apt⁃
amars in liver cancer
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右。阳性检出率达91%以上，有可能为肝癌的早期

诊断提供新的便捷方法。

3 讨 论

利用消减 SELEX技术筛选适配体的方法成本

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。

SELEX筛选所用的随机寡核苷酸文库常用的有 ss⁃
DNA文库和RNA文库。RNA文库空间结构丰富［16］，

与不同靶分子结合的特异性更强，但易受RAN酶降

解。血清中含有大量的RNA酶，所以限制了RNA
文库在血清核酸适配体筛选中的应用。ssDNA文库

稳定性好，易变性和复性，可长期保存。其适配体

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［17-18］，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［19-21］。

肝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

提高肝癌患者存活率的关键。血清成分特别复杂，

肝癌血清中理论上蕴藏着丰富的肝癌标志物，包括

已知的和未知的标志物，而且血清易获得、创伤小，

检测方便，因此，肝癌血清是非常好的寻找肝癌标

志物的材料，也是肝癌体外诊断研究的最佳标本。

适配体能与靶标分子高特异性结合，是良好的新型

分子识别工具。本研究针对多项肝癌血清肿瘤标

志物，通过 SELEX 技术筛选其适配体，建立一种利

用特异性寡核苷酸适配体组同时检测多种肝癌血

清肿瘤标志物的分子生物学检测新技术，从而提高

诊断的准确度和灵敏度。同时，可以利用SELEX技

术筛选得到未知的肝癌血清肿瘤标志物，最终建立

肝癌早期、中期、晚期血清标志物谱库，为肝癌的早

期诊断和早期治疗提供新的突破口。

利用DNAMAN软件模拟适配体的二级结构，结

果显示，适配体以茎环和口袋结构为主。这可能是

适配体与肝癌血清蛋白结合的结构基础。

本研究针对肝癌血清肿瘤标志物筛选适配体，

通过验证目标靶蛋白与适配体结合的特异性，为检

测肝癌试剂盒奠定了理论基础。另外，采用磁珠作

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。

综上所述，本研究以磁珠为 SELEX筛选介质，

以肝癌混合血清为 SELEX复合靶标分子，通过 9轮
消减SELEX技术筛选，成功筛选得到10个肝癌血清

肿瘤标志物适配体，其中Seq⁃1、Seq⁃16、Seq⁃17、Seq⁃
56、Seq⁃72号适配体能高特异性、强亲和力结合肝癌

血清，与正常人血清不结合，有可能为肝癌的早期

诊断提供新的便捷方法。
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