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　　［摘要］　靶标范围的不断拓展是指数式富集的配体系统进化（ＳＥＬＥＸ）技术和其他随机文库技术（如噬菌体表面展示技术

等）的显著特征之一。经过２０多年的发展，ＳＥＬＥＸ的靶标已经拓展到包括金属离子、各种有机小分子、药物、蛋白质等生物大

分子、致病微生物、活细胞和组织等在内的多种形式，以细胞和组织为靶标的ＳＥＬＥＸ筛选策略在肿瘤靶向诊断和治疗的研究

中也得到了初步应用，本文综述了ＳＥＬＥＸ技术的靶标拓展情况。
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　　指数式富集的配体系统进化（ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｌｉｇ

ａｎｄｓｂｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ＳＥＬＥＸ）技术是一种筛选蛋

白质分子高亲和力核酸配体的技术［１］，该技术自问世以来就

以获得高特异性、高亲和力结合于靶分子的寡核苷酸配体而

备受关注，目前已发展得更省时、高效，甚至实现了实验流程

的自动化。ＳＥＬＥＸ相关领域的发展是多方位的，主要包括

ＳＥＬＥＸ技术本身的发展和改进、ＳＥＬＥＸ靶标的扩展、核酸适

配体的修饰及应用领域拓展、有关适配体识别和结合机制的

分析研究，以及在蛋白质组学中结合现象的研究等。ＳＥＬＥＸ

技术的相关发展有力地促进了该技术获得的核酸适配体在

更多领域的广泛应用，它在基因治疗、肿瘤靶向诊断和靶向

治疗中的应用前景已经成为生物医药领域广泛关注的热点。

近２０年来，ＳＥＬＥＸ技术的靶标在很大程度上得到了拓展，本

文就ＳＥＬＥＸ技术的靶标拓展情况作一简要综述。

１　ＳＥＬＥＸ与Ａｐｔａｍｅｒ（适配体）简介

　　１９９０年，Ｔｕｅｒｋ和Ｇｏｌｄ［１］报道了一种全新的筛选蛋白质

分子高亲和力核酸配体的技术，即ＳＥＬＥＸ。同年，Ｅｌｌｉｎｇｔｏｎ

和Ｓｚｏｓｔａｋ［２］用随机ＲＮＡ序列库体外筛选到能与有机染料

结合的ＲＮＡ分子，并将这种功能性核酸命名为“ａｐｔａｍｅｒ”。

此后，用ＳＥＬＥＸ技术筛选获得的核酸配体被称为适体或适

配体（ａｐｔａｍｅｒ），其英文来源于拉丁语“ａｐｔｕｓ”，意即“合适的、

适当的”。这种经过多轮指数式富集筛选而得到的靶分子配

体具有类似于抗体但明显优于抗体的诸多特性，如亲和力更

高、特异性更强、可克隆测序、分子更小、免疫原性小、易于人

工大量合成、易被标记和修饰等。
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　　ＳＥＬＥＸ属于组合化学技术，它以靶标为基础从 ＲＮＡ／

ＤＮＡ随机库开始，通过多轮亲和筛选后将结合于靶标的核

酸配体复制扩增，再在体外转换成富集的ＲＮＡ／ＤＮＡ库，以

进入新一轮筛选，最终获取高亲和力、高特异性的核酸适配

体。基于对靶标的高特异性和高亲和力结合，核酸适配体现

已应用于基础研究、药物筛选、基因工程、临床诊断和临床治

疗，并具有日趋广泛的应用前景。在近２０年的发展历程中，

ＳＥＬＥＸ的靶标从最初的蛋白质分子开始，已经得到相当广

泛的拓展（图１）。

图１　ＳＥＬＥＸ技术的靶标拓展

Ｆｉｇ１　ＥｘｐａｎｓｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｓｆｏｒＳＥＬＥＸｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

ＳＥＬＥＸ：Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｌｉｇａｎｄｓｂｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ

２　分子或金属离子作为靶标

　　蛋白质分子是ＳＥＬＥＸ技术的主要靶标。ＳＥＬＥＸ技术

首次被报道时，所采用的靶标Ｔ４ＤＮＡ聚合酶就是典型的蛋

白质分子［１］，此后绝大多数ＳＥＬＥＸ筛选都直接或间接地以

蛋白质分子作为靶标。基因组学时代之后是蛋白质组学时

代，蛋白质是大部分生物学功能的执行者，蛋白质类靶标理

所当然地成为了ＳＥＬＥＸ技术的主要分子靶标。为获得高特

异性、高亲和力的核酸适配体，ＳＥＬＥＸ技术对所用蛋白质靶

标的基本要求是纯度高、数量足。因此，靶标蛋白的制备和

纯化就成为限制ＳＥＬＥＸ技术广泛应用的重要原因之一。对

于未知蛋白，不可能作为ＳＥＬＥＸ靶标进行适配体筛选；对于

某些新发现的已知蛋白，获取纯品的困难也可能在一定程度

上限制ＳＥＬＥＸ技术的应用。这些客观原因在很大程度上成

为促进人们拓展经典的蛋白类ＳＥＬＥＸ靶标的原始动力。

　　碳水化合物作为ＳＥＬＥＸ靶标的筛选已经获得成功。碳

水化合物大致分为单糖、低聚糖、多糖、糖蛋白中的多聚糖

等。早在１９９８年，有人以半乳糖、葡萄糖和甘露糖等单糖作

为靶标进行ＳＥＬＥＸ筛选并获得了ＲＮＡ适配体，这种适配体

能从其他单糖中识别半乳糖，但亲和力较低（解离常数Ｋｄ介

于１０－４至１０－５ｍｏｌ／Ｌ）［３］；以纤维二糖为靶标筛选的适配体

解离常数得到明显提高（Ｋｄ介于１０－５至１０－７ ｍｏｌ／Ｌ）［４］；而

以四聚糖为靶标从ＲＮＡ随机库中获得的适配体亲和力比原

始库ＲＮＡ高１０００倍［５］，与同族糖结合的特异性高于其他任

意类似糖，且与靶糖的结合能抑制细胞黏附反应，提示高特

异性、高亲和力结合碳水化合物的适配体在一定程度上可以

替代相应抗体（Ｋｄ介于１０－８至１０－１１ ｍｏｌ／Ｌ）；以脂多糖

（ＬＰＳ）为靶标进行ＳＥＬＥＸ筛选获得适配体的 Ｋｄ为１０－９

ｍｏｌ／Ｌ［６］。Ｌｉ等［７］以糖蛋白模型分子纤维素蛋白原（ｆｉｂｒｉｎｏ

ｇｅｎ）为靶标，筛选出的ＤＮＡ适配体能高亲和力结合糖蛋白

并能识别糖基化位点（Ｋｄ介于ｎｍｏｌ／Ｌ数量级）。这些研究

表明，ＳＥＬＥＸ的靶标从单糖到多糖，直至糖蛋白等逐步复杂

化的过程中，所获适配体的亲和力也逐渐升高，提示靶标结

构越复杂，适配体的亲和力可能越高。

　　核酸类分子作为靶标进行ＳＥＬＥＸ筛选具有相当的技术

难度。由于种种原因，多数ＳＥＬＥＸ筛选一般都采用非核酸

类靶标［８］。最近，基于靶向双链ＤＮＡ的寡核苷酸序列可能

具有潜在治疗效应的推论，有研究采用双链ＤＮＡ作为靶标

成功进行了 ＳＥＬＥＸ 筛选。Ａｙｅｌ等［９］建立了一种以双链

ＤＮＡ为靶标的通用ＳＥＬＥＸ筛选方案，他们在加入三股螺旋

稳定剂（６氨基９甲基１３Ｈ苯心得静喹啉衍生物）的前提下

以１３３ｂｐ双链ＤＮＡ为靶标，设计７０ｂｐ的双链ＤＮＡ反向筛

选步骤以消除筛选过程的人工假象，经过７轮筛选，获得了

特异性结合于双链ＤＮＡ的单链ＤＮＡ适配体；其中的三股螺

旋稳定剂能将解链温度提高到４０℃，并增强三股螺旋结构的

稳定性。无独有偶，Ｓｒｉｓａｗａｔ等［１０］则采用随机ＲＮＡ文库，以

ＨＩＶ１病毒的３′端长末端重复（ｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔ，ＬＴＲ）

双链ＤＮＡ为靶标进行ＳＥＬＥＸ筛选，获得了特异性结合于

ＬＴＲ的ＲＮＡ适配体，这些适配体按照结构特点被分成４组，

均能识别特定序列的双链ＤＮＡ。

　　ＳＥＬＥＸ的分子靶标除了蛋白质、蛋白质复合体结构、碳

水化合物、核酸和复合物靶标等生物大分子外，更多的是有

机小分子、辅因子、氨基酸、抗生素及其他药物分子、多肽、核

苷酸及其衍生物等［１１］。但针对脂类分子的ＳＥＬＥＸ筛选尚

未见报道。

　　在分子靶标ＳＥＬＥＸ日趋增多的同时，以金属离子作为

靶标进行的 ＳＥＬＥＸ 体外筛选也获得了成功。Ｗｒｚｅｓｉｎｓｋｉ
等［１２］以Ｃｏ２＋离子为靶标进行体外筛选获得两个适配体，尽

管体外筛选过程以Ｃｏ２＋作为靶标，但这两个适配体都表现出

较 宽 泛 的 特 异 性，它 们 对 Ｚｎ２＋、 Ｃｄ２＋、 Ｎｉ２＋ 和

［Ｃｏ（ＮＨ３）６］３＋也具有亲和力。无独有偶，早期采用Ｚｎ２＋和

Ｎｉ２＋为靶标进行的ＳＥＬＥＸ筛选，也体现了适配体对靶标识

别的相对宽容性［１３１４］。这些结果提示，以金属离子作为靶标

进行ＳＥＬＥＸ筛选所获适配体的特异性可能并不十分严格，

靶标结构越简单，适配体的特异性可能越差。

３　病原体及其产物作为靶标

　　直接以病原体为靶标进行筛选是ＳＥＬＥＸ技术进入临床

应用基础研究的重要标志。有研究以结核杆菌有毒菌株

Ｈ３７Ｒｖ进行ＳＥＬＥＸ筛选，获得高亲和力、高特异性适配体

ＮＫ２，ＮＫ２通过与 Ｈ３７Ｒｖ结合能促进ＣＤ４＋ Ｔ产生干扰素，

并延长注射 Ｈ３７Ｒｖ动物的生存期，动物脾脏内细菌数量显
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著下降，减少了肺泡肿胀和肺泡融合的发生，提示 ＮＫ２可抑

制结核菌活性，可用于抗分支杆菌治疗［１５］。Ｈａｍｕｌａ等［１６］以

悬浮活细菌为靶标建立了一种新的ＳＥＬＥＸ技术以筛选靶向

细胞表面多分子的ＤＮＡ适配体，他们选择表面富含多个表

面分子（潜在的靶标）的嗜酸乳杆菌为靶标，经过６～８轮

ＳＥＬＥＸ筛选获得的适配体具有高亲和力、高特异性，能高亲

和力结合于乳酸杆菌表面，靶向结合于细菌表面的Ｓ层蛋

白。Ｄｗｉｖｅｄｉ等［１７］以空肠弯曲菌为靶标进行ＳＥＬＥＸ筛选，

获得的适配体能有效识别空肠弯曲菌，采用这种方法对致病

菌进行识别，无需事先对靶标分子进行分离纯化。

　　ＬＰＳ是革兰阴性细菌的重要致病因子。Ｂｒｕｎｏ等［１８］采

用大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉＯ１１１：Ｂ４）来源的ＬＰＳ为靶标成功获得

了适配体，该适配体不但能结合ＬＰＳ，也能结合大肠杆菌并

具有抗菌活性，可能具有治疗耐药性细菌感染的潜在价值。

也有研究者采用ＳＥＬＥＸ技术筛选了ＬＰＳ抑制性适配体，并

观察了其在实验性脓毒症中的治疗效应，发现该适配体能抑

制ＮＦκＢ活性，提高内毒素血症小鼠生存率［１９］。

４　真核细胞作为靶标

　　以完整的活细胞作为靶标的 ＳＥＬＥＸ技术称为细胞

ＳＥＬＥＸ（ｃｅｌｌＳＥＬＥＸ）［２０］，其技术流程主要包括靶细胞与核酸

文库结合、收集靶细胞结合的核酸序列、用对照细胞进行负

筛选以消除跟对照细胞结合的核酸序列、所得核酸序列经

ＰＣＲ扩增作为富集库进行下一轮筛选；最终获得高特异性、

高亲和力结合于靶细胞的核酸适配体。目前，细胞ＳＥＬＥＸ
已经在肿瘤靶向诊断和靶向治疗研究中取得了骄人的成果。

　　研究表明，以Ｔ细胞急性成淋巴细胞性白血病细胞株为

靶标进行细胞ＳＥＬＥＸ筛选获得的核酸适配体，能识别所有

培养的Ｔ细胞非白血性白血病细胞株以及临床肿瘤患者的

标本，而不与正常的造血细胞、淋巴瘤细胞和骨髓瘤细胞结

合，从而实现了分子水平的瘤细胞识别，有助于肿瘤早期诊

断［２１］。与此相似，以卵巢癌、结直肠癌和肺癌细胞为靶标的

核酸适配体也筛选成功［２２２４］。值得重视的是，采用细胞

ＳＥＬＥＸ技术筛选的核酸适配体经荧光标记后，还可实现体

内肿瘤的示踪和显像，具有很高的特异性和敏感度，并且这

一过程无需事先明确靶细胞表面的分子表达和分布情况［２５］。

更有甚者，以急性白血病细胞为靶标进行ＳＥＬＥＸ筛选获得

高特异性、高亲和力核酸适配体，通过偶联纳米磁珠／荧光二

氧化硅纳米颗粒以增强适配体的敏感度和特异性，并借助纳

米颗粒实现了从血液等复杂基质中选择性富集肿瘤细胞的

目的，其中的荧光二氧化硅纳米颗粒则便于肿瘤细胞的高灵

敏度检出，最后利用共聚焦显微镜对富集细胞的特异性进行

验证。这种方法快速、低廉、灵敏度高，并可进行量化分

析［２６］。

　　细胞ＳＥＬＥＸ技术最大的优点在于直接以细胞为ＳＥＬ

ＥＸ靶标进行筛选，无需事先对靶细胞表面表达的各种分子

标志物进行分离鉴定。尽管如此，由于细胞表面分子标志物

众多，靶标鉴定及实际筛选过程中条件和影响因素也很复

杂，并且可能受到细胞状态等的影响，其结果分析必然更复

杂，要得到很好的适配体也不容易。

５　病理组织作为靶标

　　以病理组织为靶标进行ＳＥＬＥＸ筛选称为“组织ＳＥＬ

ＥＸ”；组织ＳＥＬＥＸ技术无疑在细胞ＳＥＬＥＸ技术的基础上进

一步简化了操作流程。与细胞ＳＥＬＥＸ类似，组织ＳＥＬＥＸ也

无需事先对靶细胞表面表达的各种分子标志物进行分离鉴

定。

　　Ｎｏｍａ等［２７］报道了组织原位ＳＥＬＥＸ筛选方法，并通过

适配体富集了多种靶标蛋白，他们用ＰＡＧＥ分离靶标蛋白后

再以荧光标记适配体用作“抗体”进行蛋白质印迹分析，证明

该方法能同时筛选出针对多个蛋白质分子的特异性适配体。

Ｌｉ等［２８］在乳腺癌研究中建立了一种全新的以石蜡组织切片

为靶标的ＳＥＬＥＸ。该研究以浸润性导管癌石蜡切片为靶标、

以邻近的正常组织为对照，经过１２轮筛选后获得单链ＤＮＡ
适配体ＢＣ１５；该适配体能有效识别组织切片和培养状态的

乳腺癌细胞，与邻近肿瘤的细胞或正常细胞株仅有微弱结

合。经磁珠分离、质谱仪解析和蛋白质印迹分析鉴定后，确

认ＢＣ１５的靶标是乳腺癌高表达的ｈｎＲＮＰＡ１；利用ＢＣ１５还

可从其他病理类型的乳腺癌（小叶癌、导管癌、粉刺状癌及淋

巴结转移癌）中检出导管癌细胞。该方法不但能鉴定肿瘤特

异性靶标，更可用于开发诊断肿瘤的特异性分子探针。

６　结　语

　　确定合适的靶标是ＳＥＬＥＸ筛选的关键和难点，靶标范

围的不断拓展既是ＳＥＬＥＸ迅速发展的显著特征，也是ＳＥＬ

ＥＸ应用拓展的重要标志。从金属离子、有机小分子到蛋白

质、糖类和核酸等生物大分子，乃至病原体、真核动物细胞和

病理组织切片，都可用作ＳＥＬＥＸ的靶标进行筛选。ＳＥＬＥＸ
筛选的目标是获取高亲和力、高特异性的适配体：以碳水化

合物为靶标的ＳＥＬＥＸ筛选初步提示，靶标结构越复杂，适配

体的亲和力可能越高；以金属离子为靶标的ＳＥＬＥＸ筛选提

示，靶标结构越简单，适配体的特异性可能越差。

　　ＳＥＬＥＸ靶标的每一次拓展都可能为实际应用带来革命

性的流程简化；细胞和组织ＳＥＬＥＸ技术无需事先对靶细胞

表面表达的各种分子标志物进行分离鉴定，可能成为肿瘤基

础研究、靶向诊断和靶向治疗的新型技术手段。然而，以真

菌、放线菌、衣原体、支原体、噬菌体、病毒或寄生虫等病原体

为靶标，以及以脂类分子为靶标进行的ＳＥＬＥＸ筛选研究目

前尚未见报道。
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