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基于滚环扩增合成的多价适配体快速检测浆膜腔积液中肿瘤细胞的实验研究
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　　［摘要］　目的　基于多价适配体构建一种简单快速的肿瘤细胞的检测方法。方法　通过滚环扩
增反应形成多价适配体的长链支架（含重复的ＰｏｌｙＴ），与靶向核仁素的ＡＳ１４１１适配体荧光信号链（带
有ＰｌｏｙＡ）杂交后，构建多价适配体识别探针ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ，并对其进行表征。用流式细胞和共聚焦
显微镜分析ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ探针对肿瘤细胞识别的可行性，并进一步对识别条件进行了优化，最后对
临床浆膜腔积液标本中的肿瘤细胞进行检测，评价其特异性和敏感性。结果　构建的多价适配体识别
探针在室温下５ｍｉｎ即可识别肿瘤细胞，比单价的ＡＳ１４１１适配体识别肿瘤细胞的荧光强度高１００倍左
右，且最低检测限为３个细胞。该多价适配体识别探针在临床标本肿瘤细胞检测中，能很好地区分良恶
性细胞，敏感度为８７．８０％，特异性为９３．１０％。结论　基于滚环扩增合成的多价适配体能快速检测浆
膜腔积液中肿瘤细胞，操作方法简单，有较好的特异性和敏感度。
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　　肿瘤细胞的快速检测在恶性肿瘤的发生、治疗和
预后中起着非常重要的作用［１］。临床样品的复杂环

境使得很多方法难以检测样品中的稀有肿瘤细胞，极

大地限制了多种检测方法的灵敏度和特异性。目前，

临床实验室已将组织化学、免疫组织化学、流式细胞术

等技术应用于肿瘤细胞的检测［２］。组织化学染色存

在多种干扰作用，其敏感性可能不足以准确鉴定体液

标本中低丰度的肿瘤细胞。免疫组织化学由于细胞病

理切片的制备、固定、抗原提取等工作耗时较长，因此

基于免疫组化的体液标本分析更为复杂。流式细胞术

技术虽克服了评估的难度，实现了对多种细胞表面和

细胞内标志物的灵敏分析，但是需要昂贵的试剂和仪

器。因此，寻找一种简单、高效、低成本检查标本中低

丰度的肿瘤细胞的方法仍然是十分迫切的。核酸适配

体（ａｐｔａｍｅｒ）是一类具有特定三维构象的小分子 ＲＮＡ
或单链ＤＮＡ，长度一般为２０～８０个碱基，相对分子质
量（Ｍｒ）为６０００～３００００。同抗原抗体反应一样，核
酸适配体以构象互补模式（ｓｈａｐｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙ）特
异性识别靶点［３］。研究者以核酸适配体为平台发展

了多种高灵敏的肿瘤细胞检测方法［４］。然而单价的

适配体识别靶标时，仍然存在选择性差、靶向效率低的

缺点，导致检测和治疗效果不佳，限制了其在检测和治

疗应用中的发展。

　　在自然界中，生物系统经常使用多价协同相互作
用方式，其中一个生物实体上的多个配体同时与另一

个生物实体上的受体结合，以实现高亲和力和超选择

性的目的。目前分子生物学家正利用多价相互作用的

机制来制造新的分子组件，从而产生适配体的新功能

或增强现有适配体的性能［５］。多个相同的适配体被

修饰在金属纳米粒子［６］和脂质体［７］等支架上，或通过

滚环扩增［８］和杂交链式反应［９］形成 ＤＮＡ纳米结构中
以提高亲和力。多价适配体与靶标相互作用也相当于

提高了靶位点配体的有效浓度，产生比单价相互作用

之和还强得多的亲和力。相比单价适配体分子，多价

适配体有助于更快、更有效地检测目标细胞［１０］。因

此，构建多价核酸适配体是一种有效提高核酸适配体

在分析检测和临床治疗等领域的应用价值的策略。

　　滚环扩增（ｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＲＣＡ）是新近
发展起来的一种恒温核酸扩增方法［１１］。在 ＲＣＡ反应
中，当有环形ＤＮＡ模板和聚合酶时，通过ＤＮＡ聚合酶

的作用，以环形ＤＮＡ为模板进行复制，形成一条含有几
十、几百甚至上千个相互串联重复单元的单链ＤＮＡ［１２］。
ＡＳ１４１１适配体可以特异性识别并特异性结合膜表面
核仁素蛋白。核仁素蛋白是一种大小为７６×１０３的高
度磷酸化酸性蛋白，在正常细胞中主要分布于核仁，而

在高度增殖的细胞中，核仁素蛋白能在细胞膜表面大

量表达，其表达量与肿瘤细胞的恶性程度呈正相关，其

高表达也可作为细胞早期癌变的有效信号［１３］。目前

已证实 ８０多种恶性肿瘤细胞（如肺癌、乳腺癌、白血
病、淋巴瘤、胶质母细胞瘤等）表面高表达核仁素，

ＡＳ１４１１适配体对这些肿瘤细胞都具有高亲和力。多
个短链 ＡＳ１４１１适配体杂交到长的核酸支架上，从而
形成多价适配体。多价适配体可以诱导协同结合增加

与靶细胞的接触强度与频率。本研究制备了以 ＲＣＡ
产物作为多价支架，以 ＡＳ１４１１适配体为基础的多价
适配体，并探索其在肿瘤诊断中的应用。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　ＤＮＡ寡核苷酸序列见表１，均由上海生工生物有
限公司合成和纯化。使用的水通过 ＭｉｌｌｉＱ超纯水系
统（１８．２ＭΩ·ｃｍ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）进行处理。Ｔ４ＤＮＡ
连接酶（１５０Ｕ／μＬ）购自大连宝生生物科技有限公司。
ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶（１０Ｕ／μＬ）及其所对应的反应缓冲
液购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ公司。ｄＮＴＰｓ、硫黄素 Ｔ
（ＴｈＴ）、４ＳＧｅｌＲｅｄ核酸染料购自 ＢＢＩ公司。鲑鱼精
ＤＮＡ、ＤＬ二硫苏糖醇（ＤＴＴ）购自北京索莱宝有限公
司。ＥｖａｇｒｅｅｎＤｙｅ（２０×水溶液）购自 Ｂｉｏｔｉｕｍ公司。培
养细胞所需的血清和 ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０培养基来自
ＢＩ公司。ＤＡＰＩ、青霉素链霉素溶液（１００×）购自碧云
天生物有限公司。免疫细胞化学（ＩＣＣ）所使用的试剂
购于广州安必平医药科技股份有限公司。

　　恒温混匀仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）用于滚环扩增
反应；马尔文激光粒度分析仪（ＺｅｔａＳＩＺＥＲ３０００ＨＳ，美
国）用于核酸链Ｚｅｔａ电位检测；核酸电泳系统（六一仪
器有限公司，中国）用于聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＰＡＧＥ）；Ｍ２００型多功能酶标仪（ＴＥＣＡＮ，瑞士）用于
荧光光谱检测；Ｌｅｉｃａ共聚焦激光显微镜和奥林巴斯荧
光显微镜观察细胞表面荧光标记物；ＢＤＦＡＣＳｃａｎｔｏ流
式细胞仪分析探针标记细胞的荧光强度。
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表１　ＤＮＡ寡核苷酸序列

名称 序列（５′→３′）　　　　　　　　

ＡＳ１４１１ ＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧ

Ｃｉｒｃｌｅｐｒｉｍｅｒ ＴＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＡＧＡＡＡＧＧＣＡＡＴＧＡＣＡＴ

Ｐｒｅｃｉｒｃｌｅｔｅｍｐｌａｔｅ
ＰｈｏｓｐｈａｔｅＴＡＧＣＡＣＧＧＡＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＴＴＡＣＴＣＣＴＡＡＧＣＡＡＣＡＣＴＡＧＣＡＧＡＧＣＡＡＡＡＡＡＡＡ

ＡＡＡＡＡＡＡＡＴＧＴＣＡＴＴＧＣＣＴＴＴＣ

ＦＡＭＡＳ１４１１ｐｏｌｙＡ ＦＡＭＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ

ＡＳ１４１１ｐｏｌｙＡ ＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ

ＦＡＭＰｏｌｙＡ ＦＡＭＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ

１．２　细胞培养
　　Ａ５４９（人非小细胞肺癌细胞）、ＭＤＡＭＢ２３１（人
乳腺癌细胞）、ＢＥＡＳ２Ｂ（人正常肺支气管上皮细胞）、
ＮＣＩＨ４４６（人小细胞肺癌细胞）细胞株均来自重庆医
科大学肿瘤学及表观遗传学实验室，Ａ５４９、ＭＤＡ
ＭＢ２３１和 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞株在加入 １０％胎牛血清和
１％双抗的 ＤＭＥＭ中培养，ＮＣＩＨ４４６细胞株在加入
１０％胎牛血清和１％双抗的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中进行
培养，培养环境均为３７℃、５％ＣＯ２。在细胞长至密度
合适（７０％～８０％）的时候弃去培养皿中的培养液，用
含有ＥＤＴＡ的０．２５％的胰酶消化细胞１～２ｍｉｎ，观察
待细胞变圆后，加入完全培养基终止消化，取所有细胞

悬液放入干净的 １５ｍＬ离心管内。细胞用 ＰＢＳ离心
洗３次。细胞混悬于结合缓冲液（含有４．５ｇ／Ｌ葡萄
糖，０．１ｍｇ／ｍＬ鲑鱼精 ＤＮＡ，０．１ｍｇ／ｍＬＢＳＡ，５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２＋的ＰＢＳ）中，用罗氏细胞计数板进行细胞计数，以
进行后续检测。

１．３　滚环扩增反应及识别探针的构建
　　将１μｍｏｌ／ＬＰｒｅｃｉｒｃｌｅｔｅｍｐｌａｔｅ和１．５μｍｏｌ／ＬＣｉｒｃｌｅ
ｐｒｉｍｅｒ预先在１×Ｔ４ＤＮＡ连接酶缓冲液（６６０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，６６ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１００ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＡＴＰ，ｐＨ＝７．６）加热至９５℃，５ｍｉｎ在恢复至室温后加
入５０ＵＴ４ＤＮＡ连接酶后完全混匀，在１６℃环境中反
应１２ｈ后，６５℃下１０ｍｉｎ灭活连接酶。滚环扩增反
应在５０μＬ的反应溶液中进行，包括５μＬ成环产物、
５μＬ１０×ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶缓冲液［５００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１００ｍｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４，
４０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ］、５Ｕ ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶和 ８μＬ
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，在３０℃环境中反应一定时间之后，
６５℃下孵育１０ｍｉｎ使酶失活。之后为了构建识别探
针，取扩增产物与 ＦＡＭＡＳ１４１１ｐｏｌｙＡ在杂交液（含有
１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋，２００ｍｍｏｌ／ＬＮａ＋的 ＴＥ缓冲液）中杂
交，经过９５℃孵育１０ｍｉｎ后，冰上孵育１０ｍｉｎ，室温
环境放置２ｈ，以得到多价适配体探针（ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１
ＬＳ）用于识别细胞。与无荧光基团的ＡＳ１４１１ｐｏｌｙＡ杂

交形成的杂交产物仅用于后续的 Ｅｖａｇｒｅｅｎ荧光检测，
以判断多价适配体探针是否构建成功。与 ＦＡＭｐｏｌｙＡ
杂交后的产物 ＲＣＡｐｒｏｄｕｃｔｐｏｌｙＡＦＡＭ用于后续细胞
结合的对照实验。

１．４　凝胶电泳实验
　　将样品与６×加样缓冲液混合均匀后上样，用６％
非变性聚丙烯酰胺凝胶在 １×ＴＢＥ缓冲液中 １１０Ｖ电
泳４５ｍｉｎ，然后将胶取出，在３×ＧｅｌＲｅｄ染色液中泡染
１５ｍｉｎ，最后用凝胶成像仪进行成像分析。
１．５　Ｚｅｔａ电位检测
　　将单价的适配体ＡＳ１４１１和ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ稀释
成相同的浓度后，用马尔文激光粒度仪检测 Ｚｅｔａ电
位，实验重复３次。
１．６　荧光光谱检测
　　将５μＬ２０×Ｅｖａｇｒｅｅｎ与被检产物混匀，在全黑９６孔
板中通过４８８ｎｍ的激发光检测５０６～６００ｎｍ的发射
光谱，重复测量３次，取平均值作图。
　　将２μＬ１００μｍｏｌ／ＬＴｈＴ、５０μＬ２×ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲
液（终浓度为５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＬ，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，ｐＨ＝
７．２）、３８μＬｄｄＨ２Ｏ和１０μＬＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ溶液添
加到全黑９６孔板中，在４２５ｎｍ激发下监测４４５～６００ｎｍ
的发射光谱，重复检测４次。
１．７　细胞荧光成像和流式分析
　　在２４孔板内用细胞爬片接种细胞，待细胞贴壁后
倾斜孔板吸弃上清液，用预冷的 ＰＢＳ进行洗涤 ３次，
每次５ｍｉｎ，最后加入结合缓冲液（含０．１ｍｇ／ｍＬ鲑鱼
精ＤＮＡ，０．１ｍｇ／ｍＬＢＳＡ，５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋的ＰＢＳ）和识
别探针一起孵育，对照直接加入单价的ＡＳ１４１１ＦＡＭ或
ＲＣＡｐｒｏｄｕｃｔｐｏｌｙＡＦＡＭ，随后用ＤＡＰＩ染细胞核１０ｍｉｎ，
以上均在避光条件下进行。在每步染色后均用冷ＰＢＳ
洗３次。最后在保持爬片湿润的情况下用针头和无菌
镊子取出，倒扣于滴有５μＬＤａｋｏ封片剂的载玻片上，
可置于－２０℃避光保存，观察时取出避光恢复至常温
后共聚焦荧光显微镜下观察。对于细胞结合条件优化

实验，稀释成约 １０５个细胞的细胞悬液，与 Ｍｕｌｔｉ
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ＡＳ１４１１ＬＳ探针在不同的温度以及不同时间的条件下
孵育，然后用ＢＤｃａｎｔｏ流式细胞仪计数约１００００个细
胞检测。为了确定多价适配体探针与细胞结合的敏感

性，用流式细胞仪测定了含有不同细胞数（３～３８０００个
细胞）样品，以高速率检测３０ｓ，每个样品重复３次，流
式结果均用ｆｌｏｗｊｏＶ１０进行数据分析。
１．８　多价适配体在临床样本检测中的应用
　　收集本院２０２０年３－６月患者浆膜腔积液标本共
７０例（包括胸水４９例，腹水１６例，心包液５例），均来
自重庆医科大学附属第一医院细胞病理室。研究经重

庆医科大学附属第一医院伦理委员会批准［科伦审

２０２０５４３号］。将离心后的细胞沉淀收集于生理盐水
中，离心洗涤３次，将细胞标本分为两部分：一部分进
行ＨＥ染色用于细胞病理学诊断，另一部分与 Ｍｕｌｔｉ
ＡＳ１４１１ＬＳ探针孵育，荧光显微镜下观察。将代表性
的临床样本制成细胞块，切片后进行免疫细胞化学

（ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＣＣ）染色鉴别。
１．９　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析。两组之间
比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　检测原理及设计
　　研究使用的靶向序列为适配体ＡＳ１４１１，所设计的
预成环的寡核酸链含有两段重复单元，均由 １５个 Ａ
碱基构成。实验原理见图１。通过滚环扩增反应获得
具有支架 ＤＮＡ长链，并与 ＦＡＭＡＳ１４１１ｐｏｌｙＡ以合适
的浓度比混匀后，ｐｏｌｙＡ与 ＤＮＡ长链上的重复 Ｔ序列
进行互补配对，柔性缠绕的ＤＮＡ长链得到进一步的展
开；再与样本中的细胞进行孵育，从而使靶向细胞与

ＤＮＡ长链上的多个ＡＳ１４１１适配体结合。由于协同效
应，使得靶向细胞得到高效快速的识别，进而实现对其

快速成功检测。

图１　基于滚环合成的多价适配体对肿瘤细胞快速
诊断的原理示意图

２．２　滚环产物支架和识别探针ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ的制
备和验证

　　为了证实环状模板的成功制备以及滚环扩增的
ＤＮＡ长链的合成，使用凝胶电泳对不同的反应产物进
行分析。成环后的模板明显要比预成环的单链迁移得

慢且亮度更高，滚环产物滞留在加样孔内，反应时间为

１５ｍｉｎ后的产物条带中不见多余的成环产物（图２）。
说明短时间内即可获得较大分子量的滚环产物。
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Ｍ：ＤＮＡ标准；１：环引物；２：预成环的模板；３：成环产物；

４～７：分别为扩增５、１５、３０、６０ｍｉｎ产物

图２　６％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

　　由于ＡＳ１４１１是富Ｇ序列，可形成Ｇ四链体，硫黄
素Ｔ（ｔｈｉｏｆｌａｖｉｎＴ，ＴｈＴ）是一种水溶性荧光染料，与 Ｇ
四链体的结合会导致可见光区的发射增强，形成特征

性的荧光光谱（图３Ａ）。在最大发射波长４８５ｎｍ处，
与ＴｈＴ结合后，ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ探针较单价ＡＳ１４１１的
荧光强度明显升高（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ）。滚环产物经过热
激活后荧光很弱（图３Ｃ），表明滚环产物经热激活后没
有聚集现象的发生，而 ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ与 Ｅｖａｇｒｅｅｎ结
合后荧光强度很高，证实了其杂交的成功。Ｚｅｔａ电位
检测结果显示，与单价 Ｚｅｔａ电位相比，ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１
ＬＳ的电荷明显增多（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｄ）。这也可证实
ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ的成功制备。
２．３　细胞检测的条件优化及性能分析
　　为了获得最佳的检测效果，通过控制不同的变量
来获得最佳的实验参数。在 ４℃、２５℃（室温）以及
３７℃的条件下孵育的Ａ５４９细胞均能获得很好的荧光
效应，３７℃的荧光强度略微下降（图４Ａ）。因此选择
室温作为孵育的最佳温度。而在孵育５ｍｉｎ的时候荧
光强度就达到饱和（图４Ｂ），说明这一探针的识别靶细
胞的高效性。荧光显微镜下观察到细胞膜周围一圈有
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很强的荧光信号，且分布不均（图５），可能与细胞膜上
过表达的核仁素分布不均有关。流式细胞仪检测结果

也显示 ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ所检测出的细胞荧光强度比
单价ＡＳ１４１１直接标记高出１００倍左右。
　　特异性检测结果显示，Ａ５４９（人非小细胞肺癌细

胞）、ＭＤＡＭＢ２３１（人乳腺癌细胞）、ＮＣＩＨ４４６（人小
细胞肺癌细胞）这３种肿瘤细胞株的荧光信号均大幅
增强，而ＢＥＡＳ２Ｂ（人正常肺支气管上皮细胞）细胞
株未被 ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ探针识别，未观察到荧光信
号，见图６。
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Ａ：结合ＴｈＴ的荧光发射光谱图；Ｂ：各组在４８５ｎｍ处与ＴｈＴ结合的荧光强度　１：ＴｈＴ；２：ＲＣＡｐｒｏｄｕｃｔｐｏｌｙＡ＋ＴｈＴ；
３：ＡＳ１４１１＋ＴｈＴ；４：ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ＋ＴｈＴ；ａ：Ｐ＜０．０１，与 ＡＳ１４１１＋ＴｈＴ比较；Ｃ：结合 Ｅｖａｇｒｅｅｎ的荧光发射光谱图；
Ｄ：单价ＡＳ１４１１和ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ的Ｚｅｔａ电位　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＡＳ１４１１比较

图３　ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ探针的表征图
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图５　探针识别Ａ５４９细胞的共聚焦荧光成像（Ａ）和流式细胞仪分析结果（Ｂ）
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图６　不同肿瘤细胞系及正常细胞系的共聚焦荧光成像（Ａ）和流式细胞仪分析结果（Ｂ）

　　采用ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ探针与Ａ５４９细胞的定量分
析进行敏感性实验。通过梯度稀释获得３～３８０００个
细胞的多个样本，经过流式细胞仪检测观察到随着细

胞数量的减少，检测到标记的细胞数逐渐减少。通过

作校准曲线图可以发现，血细胞计数器得到的 Ａ５４９
细胞数量与通过ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ检测到的Ａ５４９细胞
数量之间在３～３８０００细胞数范围内成线性相关，Ｙ＝
０．９６９３Ｘ－４０．９９，Ｒ２＝０．９９９５，所检测出的最低检测

限为 ３个细胞（样品体积为 ５００μＬ）。由此可知，
ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ多价适配体探针识别肿瘤细胞具有
较高的敏感性。

２．４　临床体液样本的检测
　　由于 ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ多价适配体探针的良好的
敏感性和特异性，进一步探索其在临床检测中的应用，

评估在临床浆膜腔积液检测中的特异性和敏感度。多

价适配体探针与临床标本中的细胞孵育后，用荧光显
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微镜观察结果见表２。图７显示具有代表性的经过免
疫细胞化学证实细胞类型的临床标本，可以看出在阳

性标本中 ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ多价适配体探针能有效检
出肿瘤细胞，并能与样本中其他背景细胞（如白细胞、

红细胞、淋巴细胞、间皮细胞、巨噬细胞等）明显区分。

在已知临床诊断的５４例样本中，细胞学诊断的阳性率
为９２．５９％。而ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ多价适配体检测的阳
性率为８８．８９％。根据最终的病理结果，计算出 Ｍｕｌｔｉ
ＡＳ１４１１ＬＳ多价适配体在临床样本中诊断的敏感度为
８７．８０％，特异性为９３．１０％。

表２　ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ探针在临床标本中的检测结果

编号 细胞学诊断 ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ诊断 临床诊断（原发部位）

１～１４ 腺癌细胞 阳性 肺腺癌

１５ 不典型细胞 阴性 肺腺癌

１６ 不典型细胞 阳性 肺腺癌

１７ 异型细胞 阳性 肺腺癌

１８ 异型细胞 阳性 肺腺癌

１９ 阴性 阴性 肺腺癌

２０ 阴性 阴性 肺腺癌

２１ 不典型细胞 阳性 肺鳞癌

２２ 阴性 阴性 肺鳞癌

２３～２５小细胞癌细胞 阳性 小细胞肺癌

２６ 不典型细胞 阴性 乙状结肠恶性肿瘤

２７ 鳞癌细胞 阳性 宫颈癌

２８ 腺癌细胞 阳性 宫颈癌

２９～３２ 腺癌细胞 阳性 卵巢癌

３３ 低分化癌细胞 阳性 喉癌

３４ 腺癌细胞 阳性 胃癌

３５ 异型细胞 阴性 胃癌

３６ 阴性 阴性 肝癌

３７ 腺癌细胞 阳性 胆管癌

３８～４２ 腺癌细胞 阳性 未明确

４３～４７ 阴性 阴性 未明确

４８～５０ 阴性 阳性 未明确

５１ 淋巴瘤 阳性 未明确

５２ 不典型细胞 阴性 未明确

５３ 不典型细胞 阳性 未明确

５４～５５ 阴性 阴性 结核性胸膜炎

５６～５７ 阴性 阴性 结核性心包积液

５８ 阴性 阳性 结核性腹膜炎

５９～６１ 阴性 阴性 心力衰竭

６２ 阴性 阴性 肺炎

６３ 阴性 阴性 全身感染

６４～６６ 阴性 阴性 肾炎

６７ 阴性 阴性 急性肾损伤

６８ 阴性 阴性 肝硬化

６９ 阴性 阴性 肝囊肿

７０ 阴性 阴性 低蛋白血症
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Ａ：腺癌细胞，ＩＣＣ：ＴＴＦ１（＋）；Ｂ：鳞癌细胞，ＩＣＣ：Ｐ６３（＋）；
Ｃ：腺癌细胞，ＩＣＣ：ＴＴＦ１（＋）；Ｄ：小细胞肺癌细胞，ＩＣＣ：ＣｇＡ
（＋）；ＩＣＣ：免疫细胞化学

图７　荧光显微镜观察具有代表性的临床样本免疫
细胞化学检测结果

３　讨论

　　核酸适配体是基于 ＳＥＬＥＸ技术从随机寡核苷酸
文库中筛选获得的对靶物质具有很高特异性与亲和力

的寡核苷酸序列［１４］。适配体易于标记荧光且活性不

受影响，因此易于结合应用其他检测技术。但是单价

的适配体常常与靶标结合时具有弱结合力，或本身易

被细胞内吞，从而导致检测时过高的假阳性和假阴性，

这是其在免疫检测分析中应用的一个主要障碍。

　　免疫学检查常通过汇集多个单克隆抗体或使用多
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克隆抗血清来提高抗体亲和力［１５］。由于适配体在检

测中具有广阔的应用前景，有很多研究者采用多个适

配体的鸡尾酒法来提高检测的敏感性［１６］。不幸的是，

由多种适配体组成的鸡尾酒配方大大增加了临床开发

的复杂性和成本。为了增加适配体的亲和力，开发具

有多个结合位点的多价或多齿适配体，用于复杂靶点，

如蛋白质、细菌或其他细胞表面的多个表位的分析是

近年来的发展趋势［５］。

　　近年来多价性在生物分析方案中得到了成功实
现，识别的靶标可以被多个信号分子放大。此外，多价

相互作用还可以大大提高目标生物分子的识别能力，

这是生物传感器的重要步骤。多价性也已成为传感信

号放大的一个关键概念［１７］。此外，多价性可以提高生

物分子相互作用的结合选择性［１８］。当结合价增加时，

非特异性相互作用选择性减少，而相应地，特异性相互

作用显著增加。利用这些高选择性多价结合探针可以

开发出一种灵敏度和选择性都有所提高的生物传感

器。多价所具有的相互作用力比单价的弱结合力更加

稳定而有力，提高了与靶点的结合力。

　　滚环扩增反应是一种新发展起来的核酸恒温扩增
方式，已经广泛运用到检测的信号放大［１９］、ＤＮＡ纳米
结构［２０］及靶向药物运输［２１］中。ＡＳ１４１１适配体对恶
性肿瘤细胞都具有高亲和力。而 ＣＫ１９、ＥｐＣＡＭ都是
属于上皮细胞恶性肿瘤的标记物，在间叶恶性肿瘤细

胞中低表达或不表达。核仁素作为筛选肿瘤细胞的标

记物具有更大优势。本研究利用 ＲＣＡ反应的扩增
ＤＮＡ长链作为支架，然后将与癌细胞表面核仁素结合
的ＡＳ１４１１适配体杂交到支架上，从而形成多价适配
体，构建识别探针 ＭｕｌｔｉＡＳ１４１１ＬＳ。Ｅｖａｇｒｅｅｎ是一种
嵌入ＤＮＡ染料，本身无荧光且对单链 ＤＮＡ的结合亲
和力很弱，但在与双链的ＤＮＡ结合后发出高强度的荧
光［２２］。通过 ＰＡＧＥ胶电泳、Ｅｖａｇｒｅｅｎ染色证明了多价
适配体构建成功。由于 ＡＳ１４１１是富 Ｇ序列，可形成
Ｇ四链体，硫黄素Ｔ（ＴｈＴ）是一种水溶性荧光染料，已
被证实对 ＤＮＡ的 Ｇ四链体具有高度特异性，它与 Ｇ
四链体的结合会导致可见光区的发射增强，形成特征

性的荧光光谱［２３］。多价适配体并没有失去这一性质，

而且与 ＴｈＴ结合后，荧光强度升高，明显高于单价适
配体。另外，多价适配体的负电荷较单价适配体的负

电荷明显增加，而细胞本身也呈负电荷，是 Ｍｕｌｔｉ
ＡＳ１４１１ＬＳ探针能特异、高选择性识别肿瘤细胞的一
个重要原因。因此，本研究采用该探针检测临床标本，

能有效的检出肿瘤细胞，所检测出的最低检测限为

３个细胞，远低于单价适配体的检测限［２４－２５］，并能与样

本中其他背景细胞（如白细胞、红细胞、淋巴细胞、间

皮细胞、巨噬细胞等）明显区分，具有较高的敏感性和

特异性。该方法能在室温下进行，孵育时间短。这种

方法能大大缩短检测时间，对于检测人员的要求更低，

且能初步筛选出各种来源的肿瘤细胞，不过这一方法

不能对肿瘤细胞进行进一步分型，但是基于结合核仁

素的ＡＳ１４１１适配体构建的多价适配体作为肿瘤早期
筛查的方法，具有极大的应用前景，或可用于肿瘤细胞

的辅助诊断。

　　综上所述，本研究构建了一种快速且灵敏度高的
检测方法，该方法通过滚环扩增构建多价适配体，再与

携带有荧光基团的短核苷酸链碱基互补配对后，能得

到非常强的荧光信号；该探针的制备只需一台简单的

恒温混匀仪即可实现。在检测效能方面，该方法能够

很好地区分出肿瘤细胞，具有较高的特异性和敏感性。

因此，该检测方法为肿瘤细胞在复杂生物样本中的检

出提供了新的思路，并提高检出效率和准确性。
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