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［摘要］ 目的 探究核酸适配体对岩沙海葵毒素（PLTX）细胞毒性的拮抗作用。方法 采用细胞毒性实验

分别检测并比较 PLTX 对小鼠胚胎成纤维细胞株 NIH-3T3、仓鼠卵巢细胞亚株 CHO-K1 及人永生化角质形成细胞株

HaCaT 的毒性作用，以及核酸适配体 13-S3 对 PLTX 细胞毒性的拮抗作用（PLTX 与适配体的浓度比例均为 1 ∶ 1）。

采用红细胞溶血实验检测 PLTX 对绵羊红细胞的溶血作用，以及适配体对 PLTX 溶血活性的抑制作用。结果 细胞毒

性实验结果显示，HaCaT 细胞的 IC50 为（1.24±0.93）nmol/L，CHO-K1 细胞的 IC50 为（3.95±0.78）×10－3 nmol/L，
NIH-3T3 细胞的 IC50 为（5.18±1.92）×10－3 nmol/L。与PLTX 对照组比较，各浓度（9.3×10－4、9.3×10－3、9.3×10－2、 
9.3×10－1、9.3、93.3 nmol/L）PLTX＋适配体 13-S3 组的 HaCaT 细胞存活率均升高（P 均＜0.05）。在 12.5 nmol/L 
PLTX 浓度下，与 PLTX＋适配体 N7-T（节球藻毒素 R 的特异性适配体）组相比，PLTX＋适配体 13-S3 组的溶血率

下降更明显（P＜0.05），表明适配体 13-S3 能够特异性地抑制 PLTX 对绵羊红细胞的溶血活性。结论 HaCaT 细胞

存活率对 PLTX 浓度变化（9.3×10－4～93.3 nmol/L）具有较好的梯度响应，相应浓度的核酸适配体能够拮抗 PLTX 对

HaCaT 细胞的毒性作用。在 12.5 nmol/L PLTX 浓度下，相应浓度适配体能够有效抑制 PLTX 对绵羊红细胞的溶血活

性，具有细胞保护作用。
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Antagonistic effect of nucleic acid aptamer on cytotoxicity of palytoxin
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［ Abstract ］ Objective To explore the antagonistic effect of nucleic acid aptamer on cytotoxicity of palytoxin 
(PLTX). Methods The cytotoxicity of PLTX on mouse embryonic fibroblast cell line NIH-3T3, Chinese hamster ovary 
cell line CHO-K1 and immortalized human keratinocyte cell line HaCaT and the antagonistic effect of aptamer 13-S3 to 
PLTX (with the concentration ratio of 1∶1) were detected and compared by cytotoxicity experiment. The hemolytic effect 
of PLTX on sheep erythrocytes and the inhibitory effect of aptamer on the hemolytic activity of PLTX were detected by 
erythrocyte hemolysis test. Results The cytotoxicity test showed that the half inhibitory concentration (IC50) of HaCaT 
cells was (1.24±0.93) nmol/L, that of CHO-K1 cells was (3.95±0.78)×10－3 nmol/L, and that of NIH-3T3 cells was 
(5.18±1.92)×10－3 nmol/L. Compared with the PLTX control group, the survival rates of HaCaT cells were significantly 
increased in different concentration (9.3×10－4, 9.3×10－3, 9.3×10－2, 9.3×10－1, 9.3, and 93.3 nmol/L) PLTX＋aptamer 
13-S3 groups (all P＜0.05). At the concentration of 12.5 nmol/L PLTX, compared with the PLTX＋aptamer N7-T (the 
specific aptamer of nodularin-R) group, the hemolysis rate of PLTX＋aptamer 13-S3 group decreased more significantly  
(P＜0.05), indicating that the aptamer 13-S3 could specifically inhibit the hemolytic activity of PLTX on sheep erythrocytes. 
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岩沙海葵毒素（palytoxin，PLTX）是已知毒 
性最强、结构最复杂的非肽类天然生物毒素之一，

对小鼠的半数致死剂量为 150 ng/kg［1］，仅次于

刺尾鱼毒素。其分子式为 C129H223N3O54，分子量

为 2 660～2 680［2］，由若干不饱和脂肪链和环醚

单元构成，含有 64 个手性中心。1971 年，Moore
和 Scheuer［3］首次从一种夏威夷软珊瑚中分离出

PLTX，但直到 1994 年才首次被化学合成［4］。

PLTX 主要在软珊瑚（Palythoa 和 Zoanthus）、 
甲藻（Ostreopsis）及蓝藻（Trichodesmium）等体

内产生，并通过食物链富集到鱼类、甲壳类、棘皮

类（海胆、海星类）和软体动物（腹足类、双壳类

和头足类）等海洋生物体内［5］。PLTX 中毒事件通

常有 4 种接触途径：口服接触、皮肤接触、吸入接

触和眼部接触。至今，在热带和亚热带地区已经报

道了多起因食用受 PLTX 污染的鱼或蟹而致命的食

物中毒事件［6-10］。在温带地区，浮游植物可能在海

洋沿岸水域发生具有季节性、区域性和物种特异性

的水华，其间吸入海洋气溶胶或皮肤暴露于海水可

导致沿海人群发生 PLTX 中毒［11-12］。此外，水族馆

管理员或珊瑚爱好者在处理或接触珊瑚的过程中，

PLTX 可以通过气溶胶或皮肤接触等形式被人体吸

收导致呼吸系统疾病或皮炎［13-14］。受污染的液体、

气溶胶、灰尘或皮肤等可以通过接触眼部进入人

体，导致角膜损伤甚至角膜穿孔［15］。

目前研究表明，PLTX作用靶点主要是钠钾泵，

其通过将钠钾泵转化为单价阳离子的非特异性离子

通道，允许离子的被动流动，改变细胞内外的离子

浓度而发挥强大的生物活性［16］。PLTX 也作用于

肌质网钙泵，可增加细胞内钙浓度并降低细胞内的

酸碱度，同时钙离子是重要的第二信使，干扰钙离

子的正常转运可能会影响细胞骨架的正常功能，导

致肌动蛋白微丝扭曲，诱发细胞的程序性死亡［17］。

此外，PLTX 是一种强有力的肿瘤促进剂，可引发

非程序性细胞死亡，呈现许多癌性坏死的特征［17］。

近年来，科学家发现单链 DNA 或 RNA 寡核

Conclusion The survival rate of HaCaT cells has a good gradient response to the change of PLTX concentration (9.3×10－4- 
93.3 nmol/L), and corresponding concentration of nucleic acid aptamers can antagonize the cytotoxicity of PLTX on HaCaT 
cells. At a concentration of 12.5 nmol/L PLTX, the corresponding concentration of aptamer can effectively inhibit the 
hemolytic activity of PLTX on sheep erythrocytes and play a cytoprotective role.

［ Key words ］ palytoxin; aptamer; cytotoxicity; cytoprotection 
［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(12): 1391-1396］

苷酸能够折叠成特定三维结构，高特异性、高亲

和力地结合靶分子，这些寡核苷酸称为核酸适配

体。核酸适配体是通过指数富集的配体系统进化

技术（systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment，SELEX）从单链 DNA 或 RNA 寡核苷

酸文库中筛选出的能够特异性地与靶分子结合的

功能性核苷酸序列。适配体类似于抗体，能够结

合不同靶分子，与抗体相比具有如下优势［18-19］： 
（1）具有更高的亲和力和特异性；（2）于体外合成

而不经过动物实验，且合成迅速便捷，价格低廉，生

产批次差异小；（3）分子量小（12 000～30 000）， 
免疫原性低，不易引发免疫反应；（4）结合靶分子

范围广，包括整个细胞、大分子的蛋白质复合物和

小分子的无机物及有机物等，最低可与分子量约为

60 的靶分子结合；（5）可进行多种化学修饰，使半

衰期延长、具有核酸酶抗性和改善药代动力学等，

以提升适配体体内稳定性和生物多样性；（6）体 
外稳定性高，对温度和 pH 不敏感，可被核酸酶降

解，便于保存并用以制作各类试剂及试纸。以上这

些特性使适配体成为广泛应用的理想候选物，如疾

病诊断与治疗、生物传感器设计、纳米治疗、分子

成像，以及从复杂混合物中纯化特定目标分子等。

研究显示，PLTX 可以通过强的氢键和静电作用

在 DNA 模型的 S 型槽顶稳定结合，这为核酸适配体

在 PLTX 检测中的应用奠定了基础［20］，同时也表明

适配体在治疗 PLTX 引发的中毒事件中可能具有潜

在价值。为探究适配体在 PLTX 治疗和防护领域的

应用价值，本研究利用细胞毒性实验比较了PLTX对

小鼠胚胎成纤维细胞株 NIH-3T3、仓鼠卵巢细胞亚

株 CHO-K1 及人永生化角质形成细胞株 HaCaT 的毒

性作用及适配体对PLTX细胞毒性的拮抗作用，此外

利用红细胞溶血实验检测 PLTX 对绵羊红细胞的溶

血作用及适配体对 PLTX 溶血活性的抑制作用。

1 材料和方法

1.1 研究对象 NIH-3T3 细胞、CHO-K1 细胞和
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HaCaT 细胞均购于武汉大学中国典型培养物保藏

中心。

1.2 适配体、试剂与仪器 在基于 SELEX 筛选

得到序列（5'-ACCGACCGTGCTGGACTCA-N42-
ACTATGAGCGAGCCTGGCG-3'）［21-22］的 基 础 上

进行优化，获得的适配体 13-S3 委托生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。细胞活性与增殖检

测试剂盒购自上海和元生物技术股份有限公司，

F-12K 培养基、FBS、胰蛋白酶购自美国 Gibco 公

司，DMEM 培养基购自美国 HyClone 公司，改良型

RPMI 1640培养基购自美国Thermo公司。PLTX（批

号 1908YA1）购自日本富士胶片和光纯药株式会

社。Multiskan FC 酶标仪购自美国 Thermo 公司。

1.3 细胞培养 NIH-3T3 细胞培养在含 10% FBS
的 DMEM 培养基中，CHO-K1 细胞培养在含 10% 
FBS 的 F-12K 培养基中，HaCaT 细胞培养在含 10% 
FBS 的改良型 RPMI 1640 培养基中，细胞培养条件

均为 37 ℃、5% CO2。

1.4 PLTX 对不同细胞的细胞毒性实验 在 96 孔

板中加入 100 μL 细胞悬液（5 000 个 /100 μL）。将

培养板置于培养箱中预培养 24 h，向培养板各孔中

加入PLTX 至终浓度分别为 9.3×10－4、9.3×10－3、 
9.3×10－2、9.3×10－1、9.3、93.3 nmol/L，再将培养 
板置于培养箱中孵育 24 h；每孔加入 20 μL CCK-8
溶液（此时每孔溶液 200 μL），将培养板置于培养

箱中孵育 1～2 h。用酶标仪测定 450 nm 处的光密 
度值。

1.5 适配体对细胞毒性的拮抗作用实验 适配体

13-S3 的预处理：将所使用的适配体 13-S3 用筛选

缓冲液溶解，－20 ℃冻存。使用时配制成相应浓度，

95 ℃变性15 min，骤冷10 min。室温下溶解后按照

1 ∶ 1 的比例与相应浓度的 PLTX 溶液混合，涡旋

振荡后孵育 15 min 备用。向 96 孔板中加入 100 μL 
细胞悬液（5 000 个 /100 μL），将培养板置于培养

箱中预培养 24 h，向培养板各孔中加入不同浓度的

PLTX＋适配体 13-S3 混合液，将培养板置于培养

箱中孵育 24 h；每孔加入 20 μL CCK-8 溶液（此时

每孔溶液 200 μL），再将培养板置于培养箱中孵育

1～2 h。用酶标仪测定 450 nm 处的光密度值。

1.6 PLTX 的红细胞溶血实验 用移液器取 2% 绵

羊红细胞（上海语纯生物科技有限公司）350 µL 分

装到 1.5 mL EP 管中，3 000×g 离心 5 min，弃上清，

加入筛选缓冲液吹打混匀，3 000×g 离心 5 min， 
反复洗涤 3 次，最后用筛选缓冲液定容至 350 µL 
（红细胞密度约为 1×106 个 /mL）。控制组加入

筛选缓冲液，阳性组加入 Triton X-100 溶液，实验

组加入终浓度分别为 5、10、15、20、25 nmol/L 的

PLTX 溶液，分别定容至 700 µL，吹打混匀，25 ℃ 

旋转孵育 6 h。将孵育液 3 000×g 离心 5 min，取

200 µL 上清液于 96 孔板中，用酶标仪测定 578 nm
处的光密度值，计算红细胞溶血率。

1.7 适 配 体 对 PLTX 红 细 胞 溶 血 活 性 的 抑 制 
实验 用移液器取 2% 绵羊红细胞 350 µL 分装到

1.5 mL EP 管中，3 000×g 离心 5 min，弃上清；加

入筛选缓冲液吹打混匀，3 000×g 离心 5 min，反

复洗涤 3 次，最后用筛选缓冲液定容至 350 µL（红

细胞密度约为 1×106 个 /mL）。以节球藻毒素 -R
（nodularin-R，NOD-R）特异作用的适配体 N7-T［23］ 

做对照，检测适配体 13-S3 对 PLTX 是否具有特

异性抑制溶血作用。取适配体溶液，95 ℃变性

15 min，骤冷 10 min，将 PLTX、适配体混合物

按 1 ∶ 1 比例配制，在旋转混匀仪上孵育 15 min。
控制组加入筛选缓冲液，阳性组加入 Triton X-100
溶液，PLTX 对照组加入终浓度为 12.5 nmol/L 的

PLTX 溶液，适配体对照组加入终浓度为 12.5 nmol/L 
的 PLTX＋适配体 N7-T 混合液，实验组加入终浓度

为 12.5 nmol/L 的 PLTX＋适配体 13-S3 混合液，分

别定容至 700 µL，吹打混匀，25 ℃旋转孵育 6 h。
将孵育液 3 000×g 离心 5 min，取 200 µL 上清至

96 孔板中，用酶标仪测定 578 nm 处的光密度值，

计算红细胞溶血率。

1.8 统计学处理 应用 SPSS 25 软件进行统计学

分析。计量资料以 x±s 表示，不同 PLTX 浓度下

PLTX 组与 PLTX＋适配体混合液组的数据比较采

用配对 t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 PLTX 对不同细胞的细胞毒性作用 镜下观察

可见，PLTX 抑制了细胞增殖，诱导细胞皱缩变圆 
（图 1）。结果（图 2）表明，CHO-K1 细胞的 IC50

约为（3.95±0.78）×10－3 nmol/L，NIH-3T3 细胞

的 IC50 约 为（5.18±1.92）×10－3 nmol/L，HaCaT 
细胞的 IC50 约为（1.24±0.93）nmol/L。在 9.3×10－4～ 

93.3 nmol/L 浓度范围的 PLTX 中，HaCaT 细胞存活
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率随着 PLTX 浓度的变化具有较好的梯度响应，因

此选用 HaCaT 细胞进行后续适配体保护实验。

图 1 PLTX 对 CHO-K1 细胞、NIH-3T3 细胞和

HaCaT 细胞的作用（40×）

Fig 1 Effects of PLTX on CHO-K1 cells, NIH-3T3 cells, 

and HaCaT cells (40×)
PLTX: Palytoxin.

图 2 PLTX 对 CHO-K1 细胞、NIH-3T3 细胞、HaCaT

细胞的细胞毒性作用

Fig 2 Cytotoxicity of PLTX on CHO-K1 cells, NIH-3T3 

cells, and HaCaT cells
n＝3, x±s. PLTX: Palytoxin.

2.2 适配体对 PLTX 致 HaCaT 细胞损伤的抑制 
作用 由图 3 可见，与 PLTX 对照组相比，各浓度

PLTX＋适配体 13-S3 组 HaCaT 细胞存活率均升高

（P 均＜0.05），表明适配体 13-S3 对 PLTX 作用

于 HaCaT 细胞的毒性作用具有拮抗作用，可以抑

制 PLTX 所致的 HaCaT 细胞损伤。

2.3 PLTX 对红细胞具有溶血作用 溶血实验结果

显 示 5、10、15、20、25 nmol/L 浓 度 的 PLTX 对

绵羊红细胞作用 6 h 后的溶血率分别为（82.55± 

2.10）%、（88.19±2.31）%、（88.22±1.02）%、

（90.37±3.50）%、（91.21±0.87）%，表明 PLTX 
具有明显的溶血活性，且其溶血作用随 PLTX 浓度

的升高而增大。

图 3 适配体对 PLTX 作用于 HaCaT 细胞 

细胞毒性的拮抗作用

Fig 3 Antagonistic effect of aptamer against cytotoxicity 

of PLTX on HaCaT cells
*P＜0.05 vs PLTX control group. n＝3, x±s. PLTX: Palytoxin.

2.4 适配体对 PLTX 溶血活性的抑制作用 PLTX
对照组溶血率为（91.09±0.23）%，而 PLTX＋适

配体 13-S3 组溶血率为（4.53±0.08）%，PLTX＋ 

适配体 N7-T 组溶血率为（8.66±0.16）%，其中

PLTX＋适配体 13-S3 组溶血率下降更明显（P＜ 

0.05），表明适配体 13-S3 能够特异性抑制 PLTX
的溶血活性。

3 讨 论

人类大多数 PLTX 中毒事件是由于食用有毒海

鲜引起的，还可以通过吸入和皮肤途径引起中毒反

应。目前，PLTX 中毒缺乏特异性治疗的药物，严

重时可导致死亡，通常采用对症治疗和支持治疗：

口服中毒者用洗胃、利尿、人工呼吸和补液等方法

治疗；吸入或皮肤接触中毒者用皮质类固醇、非甾

体抗炎药、组胺拮抗剂、雾化 β- 激动剂和 / 或氧气

疗法来缓解症状［24］。PLTX 是一种极强的冠状动

脉收缩剂，可导致进行性心肌缺血、心室颤动或心

脏骤停，尽管动物实验表明血管扩张剂如罂粟碱和

硝酸异山梨酯可以用作解毒剂，但只有中毒后立即

注射入心脏才能发挥解毒作用［25］。因此，对 PLTX
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中毒事件的预防和治疗非常重要。

欧洲食品安全署建议 PLTX 在贝类中的含量上

限为 30 mg/kg，目前 PLTX 主要的检测方法包括小

鼠生物检测法、细胞毒性实验和酶联免疫法等，急

需特异度和灵敏度更好的检测方法。核酸适配体技

术是一项新兴的检测技术，已被广泛用于生物医学

领域。适配体介导的分子识别具有高特异性，能区

分细微的分子差异，如急性髓系白血病细胞体外诊

断［26］。2017 年，Gao 等［22］将 PLTX 固定在生物传

感器表面，用 HRP 标记的核酸适配体作为生物识别

受体与PLTX竞争性结合，并利用生物膜干涉技术进

行检测。该方法具有实时、灵敏、快速的特点，为

定量、定性检测食物中的 PLTX 提供了新方向。

此外，核酸适配体本身也已经被开发作为治

疗剂，例如哌加他尼（pegaptanib）是一种对血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）165 亚型具有特异性的 RNA 适配体，可以

抑制 VEGF 促进血管生成、增加血管渗透性及刺

激炎症反应等，用于治疗与眼部新生血管相关的年

龄相关性黄斑变性和糖尿病性黄斑水肿［27-28］。为

探究核酸适配体在 PLTX 治疗和防护领域的应用价

值，本实验参考既往研究选取了 NIH-3T3 细胞、

CHO-K1 细胞、HaCaT 细胞进行 PLTX 细胞毒性实

验和核酸适配体保护实验。

本研究使用的核酸适配体 13-S3 与 PLTX 有

较高的亲和力，基于适配体与 PLTX 能够特异性结

合，适配体能够抑制 PLTX 对 HaCaT 细胞的细胞毒

性作用。原因可能由于 HaCaT 细胞对 9.3×10－4～ 

93.3 nmol/L 浓度梯度的 PLTX 响应性较好，也可能

由于 HaCaT 细胞是角质形成细胞，在 PLTX 刺激

下释放促炎介质（1×10－2 nmol/L）［29］影响了适配

体的活性，此外基因表观遗传学的修饰也可能影响

HaCaT 细胞对 PLTX 的反应性。

由于 PLTX 的溶血活性，分光光度溶血实验被

广泛用于检测不同基质中的 PLTX［30］，本研究利用

PLTX 对绵羊红细胞的溶血作用评价细胞水平适配

体对 PLTX 的拮抗作用。在抑制 PLTX 对绵羊红细

胞溶血的实验中，对核酸适配体进行高温水浴后快

速冷却，淬火后适配体呈一定二级结构，更有利于

适配体与 PLTX 结合，实验结果表明在 12.5 nmol/L
浓度 PLTX＋适配体（浓度比例为 1 ∶ 1）处理 6 h
的条件下适配体能够有效抑制 PLTX 对绵羊红细胞

的溶血活性，起到细胞保护作用。
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