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H22肿瘤细胞 aptamer的筛选与结构分析 
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(1．重庆医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室，重庆 400016； 
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【摘 要】目的：获得与H22肿瘤细胞特异性结合的aptamer=方法：利用SELEX技术，以小鼠Dc细胞为反筛选细胞，以H22肿 

瘤细胞为靶细胞，从体外合成的80bp随机单链 DNA文库中筛选出能与H22肿瘤细胞特异结合的 aptamer：采用荧光标记引物 

法检测 aptamer与 H22肿瘤细胞的亲和力：所获得的 aptamer采用 MACAW v2．05软件进行 aptamer序列的一级结构同源序列 

比较，用 DNASIS v2．5软件计算分析序列最低二级结构能量值 ，获得其二级结构模拟图：结果：本实验设计的文库序列 ：5 

一 CGTCGCTGCACATFCCG-N46-CGCACAGCTGGGA GTAC一3 具有较高的扩增效率，适合于 aptamer与以细胞为靶物质的筛 

选。经过 11轮循环筛选，随机单链 DNA文库与靶细胞结合的荧光强度从 l％ 升到59％．结合曲线进入平台期，表明结合已基 

本处于稳定状态，因此可以判断aptamer与靶细胞的结合基本已经处于饱和状态：对所获得的32个aptamer进行测序，然后进 

行一级结构和二级结构分析：一级结构分析获得 5个保守序列 ：AGGGA、AGAAGG、GTGAXAA、ATAGT、CAAGG，其余 10个 

aptamer无同源序列。二级结构分析表明，aptamer形成的茎环、凸环结构可能是与 H22肿瘤细胞特异性结合的结构基础。亲和力 

检测结果表明第 24号 aptamer具有最强的亲和力=结论：$JlN~ Jt单链寡核苛酸文库成功获得与 H22肿瘤细胞特异结合的 

aptamer，其一级和二级结构与亲和力密切相关： 
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Screening，cloning and structure analysis of aptamer binding to H22 tumor cells 

ZHOU y z et al 

(Department ofBiochemistry and Molecular Biolog?，College ofBasic Medicine．Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To obtain the single-stranded DNA aptamer that special1)r binds H22 tumor ells． ￡， dlS：H22 tum0r ce11s were 

acted as target and rat DC cells were acted as counter-target by using the process of systematic evolutinn of ligands bv exr)0nential 

enrichment，which was abbreviated as SELEX．Aptamer that special1)r bind H22 cancer cells were selected in vitro frnm 80br)rand0m sin
—  

gle—stranded DNA library．Aptamer affinity with H22 cancer cell was detected I y the fluores nPe一1abe1 d prim rs m thnd
． The acquired 

aptamer was analyzed its primary structure isogenetie sequen( P eomparisonb) MACA~X 、’2
．05 software．and was predicted its sec0ndary 

structure by using DNASIS v2．5 Software．Results：Libran
，  

for this experiment 5 一 CGTCGCTGCACATFCCG — f 46N 1一 CG— 

CACAGCTGGGAGTAC一3 had a higher PCR amplification efficacy
． was fit for the selecti0n whiPh aPt e11 as target．After 1 1 vc1es se- 

lection，fluorescence intensity of random single-stranded DNA binding with target cells was changed frnm l％ t0 59％
，
binding curve 

entered platform stage，i．e．．binding level was stead y state
， the binding that aptamer、、ith target cells WaS in saturatinn state

． There were 5 

conserved sequenced and the structure analysis rm ealed that the stem—loops or bulge was the main mntif in the inteI．a ti0n between 

aptamers and H22 cancer cel1．Conclusion：Aptamers against H22 cancer cell ha、r been identified 11、 SELEX methnds fr0m an 80 bD 

single—stranded DNA random library． 

【Key words】H22 tumor ce11；SELEX：Aptamer 

在肿瘤的基因诊断和基因治疗的研究过程中， 

获得高度特异性的肿瘤细胞定位标志是肿瘤导向 

治疗的重点和难点。传统上，人们以癌基因或抑癌 

基因及其表达产物或者肿瘤细胞抗原肽为肿瘤的 

作者介绍：周宇凡(1975一 )，男，硕士， 

主要研究方向 ：肿瘤的分子 生物 学 

特异性标志物：随着 SELEX技术 (Systematic Evo— 

lution of Ligands by EXponential enrichment，即配体 

指数级富集系统进化 )I]．21的兴起 ，又产生了一种新 

的能特异性检测肿瘤细胞并可以应用于肿瘤基因 

治疗的技术手段。 

我们以 H22肿瘤细胞为靶细胞，以小鼠 DC细 
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胞为反筛选细胞，从随机单链 DNA文库中筛选出 

具有较强结合活性的 H22肿瘤细胞的 aptamer，并 

对其结构进行了初步分析，为肿瘤细胞的检测和治 

疗奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1大肠杆菌 DH5 为本室保存 ；工具酶及分子量标准 

Taq DNA聚合酶、PCR Marker均购 自上海博亚生物技术有限 

公司；随机 ssDNA文库和引物由上海博亚生物技术有限工 

司合成 ；H22肝癌细胞株购 自武汉大学典型培养物保藏中 

心；琼脂糖购 自上海中科院药物所；dNTPs、酵母 tRNA、牛血 

清白蛋白(BSA)、蛋白胨、酵母浸提物 、溴化乙锭均购自上海 

博亚生物技术有限工司； 

1．1．2随机 ssDNA文库的构建和引物合成 

我们构建了长度为 80bp的随机 ssDNA文库 ，两端为固 

定序列，中间为46bp的随机序列。 

文库序列号： 

5’-CGTCGCTGCACATFCCG-N46-CGCACAGCTGGGAG TAC 

一 3 

上游引物：5 一CGTCGCTGCACATFCCG一3 

上游 FITC标记检测引物：5 一FITC—CGTCGCTGCA— 

CATFCCG -3 

下游扩增和测序引物 ：5 一GTACTCCCAGCTGTGCG 

一 3 

1．2 实验方法 

1．2．1小鼠DC细胞的制备 

颈椎脱臼处死小鼠，取出其股骨，剪除两端 ，用 PBS冲洗 

髓腔，低渗破红细胞，1×Hanks液洗 3次 ，用含 10％／b牛血 

清的 RPMI 1640液调细胞浓度为 1×106／ml。 

1．2．2 H22肿瘤细胞的制备 

取腹腔传代的 H22肿瘤细胞，PBS洗 3次，悬浮于 PBS 

中，调整浓度至 1×106／ml。 

1．2．3 SELEX筛选【 

1．2．3．1浓度 为 10 pmol／ l的随机 ssDNA文 库 35 l在 

200IXl选择缓冲液 (50 mmol／L Tris·HCI，pH 7．4，5 mmo1／L 

KCI，100 mmol／L NaCI，1 mmol／L MgCI2)通过加热 99 5 min 

进行变性，然后立即置于 0℃，5 min。为了降低背景结合，添 

加 了 5倍 mol数 的过 量 的酵 母 tRNA和 牛血 清 白蛋 白 

(BSA)。 

1．2．3．2将上述溶液分别与 1×106个 H22肿瘤细胞及空白对 

照管 (与细胞同等体积容量的 ddH：O)混合，孵育 37℃，30 

min。 

1．2．3．3离心 1000 r／min，5 min，去上清 ，沉淀加入选择缓冲 

液，混匀，再离心，如此反复 6次。 

1．2．3．4最后所得沉淀加入 ddH2O，加热 IO0~C 10 min。 

1．2．3．5离心 10000r／min，5min，取上清，经酚 ：氯仿抽提，乙 

醇沉淀，将 ssDNA溶解于 20IXITE缓冲液中。 

1．2-3．6上述溶液作为样品进行 PCR扩增。 

PCR反应体系为：模板 20 l，10×PCR缓冲液 10 l， 

dNTPs 5 IXl，MgCI2 3．5 l，上游引物和下游引物各 5 l，Taq 

酶 1U，加去离子水至 50 l。 

PCR反应条件为：94℃预变性 3 min，然后进行 20个循 

环，94℃变性 50 s，55℃复性 50 s，72℃延伸50 min，最后 72 

℃延伸 5min。 

1、2．3．7 PCR产物经过酚 ：氯仿抽提，乙醇沉淀 ，然后溶解于 

选择缓冲液中。 

1、2、3、8再按以上 3．1～3．7所述步骤，反复 11轮循环，最终成 

功获得与 H22肿瘤细胞特异结合的 aptamer。 

1．2、4、SELEX反筛选 

对于除最后一轮之外的每轮 SELEX筛选的 PCR产物 ， 

均以小鼠 DC细胞为靶细胞，进行一次反筛选，以增强 ap— 

tamer的特异性吸附。 

反筛选步骤如下 ： 

1．2．4．1 SELEX筛选的 PCR产物加热 99℃ 5 min进行变性 ， 

然后立即置于0℃，5 min。 

1．2．4．2将 1×106个小鼠DC细胞离心，去上清后加入上述 

溶液，在选择缓冲液下孵育 37℃，30 min。 

1．2．4-3随机 ssDNA文库与小鼠 DC细胞 的混合液在 1000 

r／min，5 min离心后取上清，用于下一轮 SELEX筛选。 

1．2．5荧光标记引物法检测亲和力 

在每一轮循环中，都需要检测筛选的 aptamer的特异性 

程度，我们采用对每一轮的SELEX筛选产物进行定量 PCR， 

上游引物采用上游 FITC标记检测引物代替，得到的产物经 

过酚 ：氯仿抽提，乙醇沉淀，然后溶解于选择缓冲液中，再然 

后与 H22肿瘤细胞吸附，在流式细胞仪下检测荧光强度，作 

为判断特异性程度的标准。整个操作过程注意密闭，防止透 

光 。 

1．2,6 SELEX筛选产物的克隆和测序 

经 1 1轮筛选得到的 ssDNA，用上游引物和下游测序引 

物经 PCR扩增成 dsDNA，回收纯化后连接 T载体，经筛选后 

随机挑选 32个克隆子进行序列测定，序列测定由上海博亚 

生物技术有限公司完成。 

1．2．7寡核苷酸 aptamer序列结构分析 

用 MACAW v2．05软件进行 aptamer序列的一级结构同 

源序列比较；用 DNASIS v2．5软件计算分析序列最低 二级结 

构能量值，模拟出 aptamer的二级结构图。 

2 结 果 

2．1 每轮循环的特异性效果检测 

每轮循环 PCR产物经过具有 FITC荧光标记的 

引物进行定量 PCR扩增后与 H22肿瘤细胞吸附， 
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图 1 每轮循环 aptamer亲和力荧光强度检测结果 

表 1 aptamer亲和力的检测结果 

aptamer编号 荧光强度 

72．69 

72_32 

70．66 

64．84 

62．02 

58．14 

57．16 

56．48 

53．16 

51．49 

49．91 

49-39 

48．84 

47_32 

46．05 

45．55 

44．96 

44．86 

44．22 

43．01 

42．64 

42．56 

38．61 

37．58 

35．06 

31．06 

29．82 

28．21 

27．02 

26．77 

26．45 

26．17 

然后在流式细胞仪下检测 FITC荧光强度 ，FITC荧 

光强度的大小与 aptamer和 I-I22肿瘤细胞的亲和力 

成正比关系，每轮循环的荧光强度值如图 1所示， 

结果显示随着筛选轮数的增加 ，ssDNA寡核苷酸 

aptamer与 H22肿瘤细胞结合的比例不断增加。 

2．2 筛选出的 aptamer亲和力的检测 

被筛选出的32个 aptamer，经过荧光标记引物 

法检测，获得其与 H22肿瘤细胞的亲和力如表 1所 

示。结果显示第 24号 aptamer亲和力最高，第 32号 

aptamer亲和力最低。 

2．3 寡核苷酸一级结构分析 

用 MACAW v2．05软件包分析 32个 aptamer的 

同源序列，发现一级结构分析所有序列均无共同的 

保守序列。但可以分成 6个家族(Family)：家族 1含 

有保守序列 AGGGA(2，4，7，16，19，28)；家族 2含 

有保守序列 AGAAGG(11，14，18，25，27)；家族 3含 

有保守序列 GTGAXAA(1，23，26，30)；家族 4含有 

保守序列 ATAGT(3，21，24，31)；家族 5含有保守序 

列 CAAGG(8，10，13)，家族 6其余 1O个 aptamer无 

保守序列(5，6，9，12，15，17，20，22，29，32)(图 2)。 

Family 1 

2 GCACTAGGAAGGGACCCCGTGGCCAAGGTAGCACGCGCGAGAGGAC 

4 TCGGATCGTTTGTCGCAAGCAAGTCAATA
— ．

GGGAAGCAGGTTTGAAG 

7 TCGGAAGAGCTAGGGGTG ATGATAGAGTGTAGGGAATGCCCGGG 

1 6 AACACG
—

AGG
—

GATGGACCTGTATTGAATGGCACAGTAAGGTATCAGA 

1 9 AcTAGTGTCGAGGGAcAcGTGTTGAGGATAGGGAcCATGTAAGGTA 

28 ACCACG GATCCCCGAGTGGGACTGG 蛐TCTCCGAGCGCA 

Family 2 

1 1 TGT~RCCTGTAGGCCAGGATGGAGAAGGACTCCTGAATCGCATTGG 

14 AACAGTCGGCAGAAGGTAGTAC 地CGTCCCGTGTGAGT自自自自GCA 

1 8 GGTGGACGGTAAAGGACACGGTGCG
—
AGA

—
AGGAGCGACCGCTAAGCG 

25 ACTTAATGAATGCGCAAAGCGGGAACCAGAAGGGAGAACAAGAAGC 

27 ACGCACGAGGGTG
．

A
． ．

G
．． ．

A
．． ．

A
． ．．

G
—
G
—
GGAGGAAGAGGACTCACGATAAGCCGG 

Family 3 

1 CCGGCACGTGCATTA鱼蛆 CAGTTAAGTĜ AAAGACATCGAAGATC 

2 3 AAGKAAGGAGATGACCAGGTGCATGGATGCGGGGGTGAKAKACTGG 

26 GGCGTTTAATCGTCTAGCACTATACCAGGCAGTAAGTĜ TAAAGGG 

30 CCACCCGGGTCGATCGGTGCGTGGGAAACGGAACAACGTGACAACT 

Family 4 

3 TGTGCACCTCTGATAGTGCAAGCAGGTTCCCCAGGGCCAAGCAATA 

2 1 CGACTGTGACCGTACCTATCGACTTTCATAGTTGCATGCAATGGCC 

24 AATAGTCTGAGCGGAATCAAGTGGTGCGGTGAGTTAGAGAGATCAA 

3 1 CAAATGCCTGAA
—

ATA
—
GTTCATGTGATCACTTGCATTGAGCGGGCAG 

Family 5 

8 ATTATGCTTACAGCATACTGGATAGGCCGAGCCGGCAAGGCGTTGA 

1 0 AGGTTCCGCTGGCAAGGAATCCTCGAACCAAGCCACTCAACGGAGT 

1 3 ATGAGATGGCGACTACCAGCCAACCCTGATGAGGCGGAAATCAAGG 

Family 6 

5 GACAAGTGACAGGTTGGAGATCACAGTAGGAGCAGGAGGGGGnCT 

6 AGTGTCTCATGATCCGAGAGTCACTAGGAGTGTATATCATTATAGG 

9 ACArAGCTCAAGCATACTAGCACGCCACCAGGÂ AACATGATGACA 

1 2 AGTGGCGCTACGGTAGCCCTGCAGCAACTGGTTTTA6GTAGCGTTA 

15 CTCrCCGCATATAGACATTCGTAGCTGCCGTATCGAATAACAACTA 

1 7 CGAATGCCTTTTGGCGTGGGATCGGGGACAATAAGGTCGAGCTGAA 

20 GGAAGGTCGGGAAGACGAATGAAACCTGGGTTTGCA6ACAAAGAAC 

22 AGATAAGATACGATCTTGTACTAGATTGGAACAACCAATAGAAGCG 

29 TCACAGTCCAGTAGAGACACGCAGTTTGCCGGACAGCCCATAATCA 

32 GTTACCAAGTAAGGCTACATGCTATATTTTGTATAAT 蛐 TACGAC 

图 2 寡核苷酸 aptamer随机区序列 

6 9 如 拍 m  ̈ 4 2 " 7 加 
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图 3 第6号 a口tamer模拟二级结构(第一类) 

结构特点：形成中间随机序列区膨起的二级结构 
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图5 第 10号 aptamer模拟二级结构(第三类) 

结构特点：5 端的固定序列区碱基与 3 的固定序列区碱基 

和中间随机区形成茎环结构，中间随机区形成茎环结构 
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图6 第 18号 aptamer模拟二级结构(第四类) 

结构特点：5 端或 3 端固定序列区分别与随机序列区形成 

茎环结构，中间随机区形成茎环结构 

2．4 寡核苷酸二级结构分析 

用 DNASIS v2．5软件包模拟 aptamer的二级结 

构，将结果分为4类：第一类：6，9，12，13，16，21，24，31 

等 8个序列形成中间随机序列区膨起的二级结构， 
一 级结构中家族 4(含有保守序列 ATAGT)中的 

75％属于此类 ；第二类 ：2，3，4，7，15，19，28，29，32 

等 9个序列的5’端的固定序列区碱基与 3’的固定 

序列区碱基形成茎环结构 ，中间随机区形成茎环结 

构，一级结构中家族 1(含有保守序列 AGGGA)中的 

83％属于此类 ；第三类：8，10，17，20，25等 5个序列 

5’端的固定序列区碱基与 3’的固定序列区碱基和中 

间随机区形成茎环结构，中间随机区形成茎环结构， 
一 级结构中家族 5(含有保守序列 CAAGG)中的67％ 

属于此类 ；第四类 ：1，5，11，14，18，22，23，26，27，30 

等 10个序列 5’端或 3’端固定序列区分别与随机序 

列区形成茎环结构，中间随机区形成茎环结构，一级 

结构中家族 3(含有保守序列 GTGAXAA)中的 100％ 

和家族 2(含有保守序列 AGAAGG)中的80％属于此 

类(图3～图6 o 

3 讨 论 

最初 SELEX技术应用于蛋白靶分子，随着该 

技术的不断发展和完善，SELEX过程也逐步应用到 

细胞等具有混合靶分子的物质中。本研究以 H22肿 

瘤细胞为例，探讨了 SELEX技术在以细胞作为靶 

物质的运用，以获得该细胞的表面标志的 aptamer， 

从而寻找细胞表面的新分子，特别是为找到新的肿 

瘤特异性表面标志物奠定了基础。 

当以蛋白或分子为靶物质时，可以采取纯化蛋 

白或小分子作为反筛选的靶物质_4．5】以肿瘤细胞为 

靶分子时，可以以正常组织的细胞作为反筛选物。 

例如 Blank等[31报道以大鼠脑神经胶质瘤血管内皮 

细胞为靶目标筛选后 ，再以正常内皮细胞为背景过 

滤掉相应的结合序列，得到一种仅识别肿瘤血管内 

皮细胞的片段，进一步确定出肿瘤血管内皮细胞表 

面的特定分子。反筛选的目的是为了降低两种类似 

细胞间的干扰，能更快速获得靶细胞的特异性 ap— 

tamer。这种方法能用于细胞分化以及肿瘤的诊断和 

治疗的研究中，也可以用于从混合多功能克隆中找 

到新蛋白[61。 

所筛选的 32个 aptamer中，其一级结构、二级 
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安全快速。③手术中使用生理盐水作为冲洗液，对患者的内 

环境的影响很小，不存在电切综合征的问题。④组织热损伤 

深度浅，只有 0．8mm，周围组织损伤可能性小。从理论上讲 

PVP不易穿透前列腺包膜，且能减少前列腺胞膜外勃起神经 

的损伤，从而减少术后勃起功能障碍的发生[71。 

在使用绿激光进行前列腺汽化手术过程中，需要有一 

定的操作技巧，才能快速 、安全地完成手术。主要有以下几 

点 ：①汽化前列腺组织应该有一定的顺序，基本同 TURP手 

术。②汽化时光纤头与组织保持在大约 0．5mm的距离，这样 

汽化的速度会最快。③汽化时会在手术部位形成大量的小气 

泡，影响视野，手术中影每隔 5～lOs停止汽化，观察一下创面 

情况。④出血需要光凝时，应保持 3~4mm的距离，其他时间 

避免工作距离较远时发射激光 ，减少光凝所致的组织水肿和 

坏死过多，降低手术后尿道刺激症状和尿潴留的风险。⑤鉴 

于一条光纤费用较高，当前列腺相对较小时，其使用寿命可 

以治疗多例患者，可根据前列腺大小(2度)约定 2～3名患者 

在同一手术 日内先后接受此手术，发挥一条光纤最大的功 

效，减少患者的经济负担。我科应用情况总结发现 ，初期治疗 

的十多例患者 ，手术后尿频、尿急症状发生率较高，考虑与手 

术中光纤头与组织距离掌握不好导致光凝过多有关。随着手 

术技巧的熟练，后期治疗的患者术后尿路症状明显减少。 

临床应用表明经尿道 KTP激光汽化术治疗前列腺增生 

症具有疗效确切、手术创伤小 、时间短、术中术后并发症少的 

优点目。可以作为前列腺增生症的理想手术方法，并且此手术 

方法特别适合高危患者的治疗[91。我们认为PVP治疗前列腺 

增生手术安全，病人痛苦少，操作简单，术后易于护理，康复 

快 ，出血少，住院时间短，无水中毒症状 ，术后不需膀胱冲洗。 

是前列增生及高龄 、高危患者较为理想的微创手术治疗方法。 

因患者随诊时间短，近期效果明显，远期效果待进一步观察。 
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结构与亲和力之间具有明显的相关性。例如，一级 

结构和二级结构提示，含有保守序列 ATAGT的亲 

和力相近，含有 GTGAXAA和 AGAAGG的亲和力 

也相近，这说明一级和二级结构的分析更有助于理 

解 aptamer与靶物质结合的机制。从二级结构的分 

析来看，aptamer与芽孢的结合可能取决于它们形成 

的茎环或茎凸结构，而它们的稳定性可能受周围碱 

基或三级结构的影响。 

本实验采取 H22肿瘤细胞为靶细胞 ，正常细胞 

小鼠DC细胞为反筛选靶细胞，可通过 SELEX来发 

现新的肿瘤标志、发育标志及不同的胞内信号分 

子，这些可能成为新的诊断或治疗用靶子。 
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