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功能化核酸适体的筛选及分子识别应用
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摘要 核酸适体是从寡核苷酸文库中筛选获得的一段单链寡核苷酸 .由于能与多种靶标分子高特异性结合,
核酸适体已发展成为一种新兴的分子识别工具,广泛应用于生物医学等领域 .天然核酸文库有限的化学组成

限制了核酸适体的结构和功能,进而限制了其在分子识别中的应用 .功能化核酸适体通过引入特定的化学官

能团使核酸序列具有更丰富的构象和功能,增强其分子识别能力 .然而,功能化核酸很难与核酸扩增方法兼

容,因而难以使用传统筛选方法进行功能化核酸的筛选 .因此,优化筛选方法对于获得具有优异性能的功能化

核酸适体至关重要 .本综述总结了功能化核酸适体的筛选方法,并介绍了其作为分子识别工具在生物医学领

域中的应用 .
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核酸适体是一类通过指数富集配体系统进化技术（SELEX）在体外筛选获得的单链寡核苷酸序

列［1，2］. 核酸适体能够折叠形成众多高级三维空间结构［3，4］. 通过与靶标分子间的空间结构匹配以及分子

间相互作用，核酸适体可以实现针对靶标分子的特异性识别和检测［5，6］. 与分子量约150 kDa的抗体相

比，核酸适体的分子量小（约15 kDa），组织穿透能力强，易进入细胞实现细胞内的分子识别［7，8］. 核酸

适体不仅能与金属离子和氨基酸等小分子结合，还能特异性识别蛋白质、细胞及组织等，靶标范围十

分广泛［6，9］. 此外，核酸适体可以通过化学方法精准合成，其化学和物理性质稳定，易于修饰和批量生

产［10］. 基于上述优势，核酸适体被广泛应用于疾病诊断、靶向治疗等生物医学领域［11~13］.
核酸适体具有优异的分子识别能力，然而天然核苷酸的种类有限（仅有AUCTG 5种），导致核酸适

体的识别对象和功能具有局限性［14］. 功能化核酸适体是指在核酸分子中引入天然核苷酸中不存在的特

定化学官能团，使核酸序列具有更丰富的构象和功能，以增强适体的分子识别能力［15］. 近年来，已经报

道了一系列经过化学修饰的核酸，修饰后的核酸具有天然核酸无法实现的特定功能［16］. 因此，经过合

理设计，功能化核酸适体有望展现出新的特性和功能，促进其在生物医学中的应用［14］. 然而，功能化核

酸适体很难与核酸适体扩增方法兼容，因而难以使用传统筛选方法进行功能化核酸适体的筛选［17，18］.
目前，在传统适体筛选方法SELEX的基础上，已经发展了多种不同的技术路线，开发出多种获得功能

化核酸适体的新型筛选方法［19，20］. 近年来，关于功能化核酸适体新型筛选技术的综述报道较多，但鲜见

从扩增兼容与否的角度介绍筛选技术的综述 . 本文将从该角度对功能化核酸适体筛选及其分子识别应

用进行综述 . 首先从扩增兼容和扩增不兼容两方面对功能化核酸适体的筛选方法进行阐述，而后从生

物医学领域概括了功能化核酸适体的分子识别应用能力，最后对功能化核酸适体的筛选和应用进行了

总结与展望 .
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1 功能化核酸适体的筛选

传统SELEX技术的基本流程主要包括文库构建、筛选富集、扩增、反筛、克隆测序和序列分析［21］.
首先，通过体外化学合成技术构建出一个单链寡核苷酸文库，将随机文库与靶标分子混合孵育，形成

靶标-核酸的复合物；然后洗脱与靶标分子未结合的核酸，分离出与靶标分子结合的核酸；接着将这些

核酸分子作为模板进行聚合酶链反应（PCR）扩增，扩增的序列作为下一轮筛选的文库再进行新一轮的

筛选［22］. 随后，将所获得的筛选文库再与对照分子孵育，孵育后收集未结合的核酸序列 . 后续通过多

轮重复筛选、分离和扩增的步骤，逐步淘汰低亲和力的核酸序列，富集与靶标分子高特异性结合的核

酸序列 . 最后，通过对所得的核酸序列进行克隆和测序，得到具体的序列信息，挑选出最优序列，进行

特异性和亲和力考察，最终确定目标核酸适体［23］. 为了增强核酸适体的分子识别能力，大量研究通过

对天然核苷酸进行功能化来扩大核酸适体的化学多样性［24，25］. 经过功能化的核酸适体能够展现出新的

性质和功能，提高核酸适体的分子识别能力，促进其分子识别应用［26，27］. 然而，在功能化核酸适体的筛

选过程中，由于大多数功能化核苷酸不能被 SELEX中传统的聚合酶所识别，阻碍了功能化核酸的扩

增，从而限制了功能化核酸适体的筛选［18］. 为此，大量针对扩增程序的研究用来克服功能化核酸适体

的筛选限制 . 本节从扩增兼容和扩增不兼容两方面总结了功能化核酸适体的筛选技术 .
1.1 扩增兼容的功能化核酸适体筛选

为了克服功能化核酸适体的筛选限制，研究者通过合理设计功能化核苷酸分子获得了与扩增相兼

容的功能化核苷酸 . 通过设计特殊的功能化核苷酸分子，使其保留天然核苷酸的结构特征从而适应天

然聚合酶，实现有效的扩增 . 1994年，Latham等［28］开发了第一个碱基修饰的功能化核酸适体 . 他们使

用Pd/Cu介导的1-碘-戊炔和5-碘-2′-脱氧尿苷偶联制备出5-（1-戊基）-2′-脱氧尿苷［图1（A）］. 首先运

用化学合成技术构建了包含20个随机碱基的寡核苷酸文库 . 随后，在5-（1-戊基）-2′-脱氧尿苷存在下

扩增该模板以构建初始核酸文库，其中胸腺嘧啶被修饰碱基完全取代 . 经过6轮选择和PCR扩增后，

筛选得到特异性识别凝血酶的功能化核酸适体 . 通过硝酸纤维素滤膜结合实验测定含不同数量修饰碱

基的克隆序列与凝血酶之间的结合能力［图1（B）］，功能化核酸适体与凝血酶之间的亲和力与核酸适体

中5-（1-戊基）-2′-脱氧尿苷的含量呈正相关 . 利用胸苷置换序列中的5-（1-戊基）-2′-脱氧尿苷后，发现

核酸适体与凝血酶之间无法结合［图1（B）中Clone 5 w/T］，表明修饰碱基对于核酸适体和凝血酶之间的

相互作用至关重要 . 尽管与天然核酸适体相比，所合成的功能化核酸适体与凝血酶的结合亲和力较

低，但这无疑是为扩增兼容功能化核酸适体的筛选开辟了新的途径 .

功能化的核苷酸分子不是传统PCR聚合酶的天然底物，因此要使修饰后的核苷酸在功能化核酸适

体的开发中得到有效应用，需要设计开发能与天然聚合酶相兼容的功能化核苷酸分子 . 受到Latham
等［28］研究发现的鼓舞，此后关于修饰核苷酸的研究越来越多 . 研究者对不同种类核苷酸的糖环、磷酸

或碱基进行修饰，通过天然聚合酶扩增，筛选出了相应的功能化核酸适体［29］. 对糖环的修饰，如2′-核

Fig. 1 Chemical structures of 5⁃(1⁃pentynyl)⁃2′⁃deoxyuridine(A) and the interaction between
radiolabelled aptamers and thrombin evaluated by itrocellulose filter binding(B)[28]

Copyright 1994, Oxford University Press.
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糖修饰（2′-deoxy，2′-hydroxyl，2′-fluoro和 2′-O-methyl），可以优化核酸适体的抗核酸酶降解能力，增

加核酸适体的稳定性 . 对磷酸的修饰（如硫代磷酸）和对碱基的修饰（如嘧啶侧链修饰氨基酸），可以增

强核酸适体与靶标分子的结合亲和力 . Bharat等［14］对胞嘧啶和尿嘧啶上的疏水芳香侧链进行双重修饰

（图2）. 据报道，KOD DNA聚合酶来自耐热古生菌，可以与多种修饰的嘧啶脱氧核苷酸相兼容［30］. 基于

此，研究者利用KOD DNA聚合酶进

行 PCR扩增，筛选出与前蛋白转化

酶枯草溶菌素 9/kexin9型（PCSK9）
选择性结合的功能化核酸适体 .
PCSK9属于前蛋白转化酶家族，参

与多种机体重要的功能，与胆固醇

血症、炎症和糖尿病的发生密切相

关［31，32］. 筛选得到的功能化核酸适体

能够有效结合并影响PCSK9蛋白的

活性，展现出治疗活性 . 与未功能

化的核酸适体相比，这种功能化核

酸适体对底物的亲和力更高，代谢

稳定性更好，在诊断和治疗等方面

具有巨大的研究潜力 .
天然聚合酶一般仅限于结合单一的非天然核苷酸或非相邻的非天然核苷酸对，而对于连续的非天

然核苷酸序列，其效果并不尽如人意［17，33］. 尽管通过设计保留天然核苷酸结构可以得到与传统PCR扩

增相兼容的功能化核酸适体，但是使用该方法获得的功能化核酸适体的种类和功能有限［34］. 因此，研

究者通过对PCR过程中聚合酶识别过程进行研究，开发了与传统聚合酶兼容的非天然碱基对 . Joyce和
Steitz［35］提出了小沟扫描假说，认为聚合酶是通过识别4种天然核苷酸基团向双螺旋小沟呈递的电子密

度进行序列扩增的 . 然而一般的非天然核苷酸缺乏这种电子密度，因此无法利用天然聚合酶进行PCR
扩增 . 基于此，Yang等［33］开发了含扫描电子密度的第五碱基Z［6-amino-5-nitro-3-（1-β-D-2-deoxyribofu⁃
ranosyl）-2（1H）-pyridone］和第六碱基 P｛2-amino-8-（1-β-D-2-deoxyribofuranosyl）-imidazo［1，2-a］-1，3，5-
triazin-4（8H）one｝，同时氢键重排使它们只与彼此配对［图3（A）］. 从分子结构上看，人工碱基P和Z在
结构上是互补的，除了Z中的硝基外，其余都与DNA中的天然碱基相似 . P-Z碱基对与天然DNA高度

兼容，为核酸适体提供了更丰富的构象 . 随后，研究者发现了可以很好地与含有P和Z的核苷酸相兼容

的HS Takara Taq DNA天然聚合酶，并且该聚合酶可以支持含有 4个连续非天然核苷酸的序列的PCR
扩增 . 此后，许多研究者使用含有P和Z的核酸文库来获得功能化核酸适体 . Tan等［15］分别选择了可配

对的P-Z碱基对、二茂铁碱基和氟碱基来建立人工扩展的筛选体系，其中二茂铁碱基可引入蛋白-金属

离子络合作用，氟碱基可引入疏水作用，P-Z碱基对可引入蛋白-硝基相互作用，提供核酸序列更丰富

的构象 . 他们利用这 3种类型的核酸文库，以三阴性乳腺癌细胞MDA-MB-231为靶标，筛选出可以抑

制整合素α3β1（Alpha 3 beta 1 integrin）生物学相关性能的核酸适体 ZAP-1［图 3（B）］. ZAP-1可以减少

α3β1与配体的结合，从而减少肿瘤细胞的黏附和迁移 . 这些研究表明，通过对核苷酸分子进行合理的

设计，可以筛选得到扩增兼容功能化核酸适体 .
1.2 扩增不兼容的功能化核酸适体筛选

对于可兼容PCR扩增的功能化核苷酸，可以实现与传统筛选过程相兼容的功能化核酸适体筛选，

然而这种方法只能对于少数可被天然聚合酶识别的功能化核苷酸有效［17］. 对于无法被天然聚合酶识别

的功能化核苷酸，研究者尝试通过改进扩增程序来实现核酸扩增，包括设计新的可识别功能化核苷酸

的聚合酶或使用替换PCR扩增方法来进行功能化核酸适体的筛选 .
1.2.1 设计新的聚合酶 由于在PCR扩增时，修饰后的核酸序列难以被天然DNA聚合酶识别 . 为了解

Fig. 2 Chemical structures of modified deoxycytidine(Mod⁃
dC) and modified deoxyuridine(Mod⁃dU) bearing a
5⁃(N⁃substituted⁃carboxamide) functional group R1

and R2, respectively
R1 group: Modifications on dC; R2 group: modifications on dU.
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决这一问题，Chen等［36］开发了Taq DNA聚合酶变体SFM4-3（Stoffel fragment mutant 4-3），它是一种可用

于DNA和RNA扩增的新型工程聚合酶 . 首先诱导Taq聚合酶突变构建酶库，利用噬菌体展示技术从噬

菌体显示的酶库中分离出具有所需特性的聚合酶变体，经过4轮筛选得到具有扩增C2位修饰的寡核苷

酸能力的聚合酶SFM4-3. 他们利用SFM4-3聚合酶对含糖环修饰如2′-甲氧基和2′-氟修饰的核酸序列

进行扩增，筛选出抗人中性粒细胞弹性蛋白酶（HNE）的核酸适体 . 此后，研究者进一步研究了SFM4-3
聚合酶的使用范围 . 目前，SFM4-3聚合酶的底物已扩展到2′-氯、2′-氨基和2′-叠氮化物修饰的核酸文

库（表 1）［36~41］. SFM4-3聚合酶的开发和应用为利用修饰的核酸文库筛选功能化核酸适体提供了重要

基础 .

1.2.2 替换PCR 除设计新的聚合酶来应对非传统PCR兼容的功能化核酸适体筛选，还可根据碱基互

补配对的原理，先利用天然核苷酸将富集文库中的功能化核苷酸替换，进行PCR后再将人工碱基替换

回原来的位置，从而实现目标序列的扩增［42］. 这种方法称为替换PCR.
通过引入非天然碱基对，可以直接增加核酸文库的化学多样性［43］. 目前，除P-Z之外，疏水性非天

Fig. 3 GACTZP artificial genetic system(A) [33], schematic diagram of molecular design of aptamers
containing P⁃Z pairs and the conformational regulation of integrin α3β1(B)[15]

(A) Left column: matched C⁃G, P ⁃Z, and T ⁃A pairs. Green parts: electron density presented to the minor groove. Right
column: the screening process by the six ⁃ letter artificial genetic system. (A) Copyright 2011, American Chemical Society;
(B) Copyright 2019, Wiley⁃VCH.

Table 1 Modified substrates of SFM4-3 polymerase

Type of accepted modification
2′⁃OMe
2′⁃Fluoro
2′⁃Azido
2′⁃Chloro，2′⁃amino/arabinose sugars

Functional aptamers were screened using modified nucleic acid library
Human neutrophil elastase（HNE）aptamer
Human neutrophil elastase（HNE）aptamer
Blood coagulation protein factor IX aptamer，neutrophil elastase（HNE）aptamer
——

Ref.
［36，39］

［37，38，41］
［40］
［38］
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然碱基对Ds｛7-（2-thienyl）imidazo［4，5-b］pyridine｝-Px（2-nitro-4-propynylpyrrole）也已广泛应用于DNA适

体的生成［44］. Ds碱基高度疏水，它的引入可以加强核酸适体与靶标蛋白疏水空腔间的相互作用，增加

核酸适体的结合亲和力 . 由于Ds碱基中含有分子量较大的噻吩，无法与天然碱基进行配对 . Px碱基主

链为五元吡咯环，与天然碱基相比空间位阻较小，能与Ds碱基进行配对 . 因此，Ds-Px常作为第三碱基

对共同被引入PCR过程，从而得到具有高保真度的扩增产物 . Hamashima等［45］提出了一种含Ds的DNA
测序方法，通过将Ds碱基替换为天然碱基进行PCR（替换PCR），用于常规的深度测序，从而确定DNA
中的Ds位置 . Kimoto等［20，45，46］根据特定的测序策略开发了一种含非天然碱基对的功能化核酸适体的筛

选方法，其核酸文库包含4个天然核苷酸和1个含Ds碱基的非天然核苷酸的［图4（A）］. Ds碱基能与靶

标蛋白的疏水空腔间产生强相互作用，为了促进核酸适体与靶标蛋白间的相互作用，核酸文库中没有

包含与Ds碱基配对的Px碱基，以防止Ds碱基核酸适体结构中形成Ds-Px碱基对从而阻碍了Ds的作

用 . 此外，文库中未配对的Ds还能增加核酸适体的结构多样性，进一步增强核酸适体的结合亲和力 .
如图4（B）所示，Kimoto等［46］通过使用Ds预置库来解决筛选过程后确定富集文库中每个含Ds序列位置

的问题 . Ds预置库包含有限数量的子库，每个子库中在天然碱基随机序列区域的特定位置嵌入1个、

2个或3个Ds碱基，并添加由2个或3个天然碱基组成的不同识别标签来识别每个子库 . 由于Ds碱基

在DNA复制过程中只与Px碱基配对，因此Px碱基仅在PCR扩增过程中引入，实现核酸文库的有效扩

增 . 利用Ds-预置文库筛选后，将Ds碱基替换成天然碱基，在不含Ds和 Px底物的情况下，使用 Taq
聚合酶对富集的文库进行替换PCR扩增 . 最后，通过深度测序确定序列，利用识别标签定位每个序列

中Ds的位置，再将Ds替换回原来的位点 . Kimoto等［20］利用该筛选方法，筛选出了特异性靶向2种人类

靶蛋白血管内皮细胞生长因子-165和干扰素-γ的功能化DNA适体，平衡解离常数（KD）分别为 0. 65
pmol/L和0. 038 nmol/L，亲和力比仅含天然碱基的核酸适体提高了100倍以上 . 相比于传统的SELEX，
这种独特的筛选方法能够在不改变天然聚合酶的基础上获得功能化核酸适体，进一步提高了一些传统

核酸适体的稳定性和亲和力 .

Fig. 4 Chemical structures of base pairs in DNA libraries containing hydrophobic Ds bases(A)[45] and
scheme of the SELEX procedure using DNA libraries with five different bases(B)[46]

(A) Copyright 2019, American Chemical Society; (B) Copyright 2017, American Chemical Society.
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2 功能化核酸适体的分子识别应用

分子识别在自然界中起着至关重要的作用［47］. 生物系统中存在着具有较高的结合强度和特异性的

多种生物分子对，如抗原和抗体、酶和底物等［48，49］. 这些自然产生的生物分子被广泛应用于生物传感等

生物医学领域［50］. 基于DNA、抗体等生物分子的生物传感器的开发在临床疾病诊断中发挥着重要的作

用［51］. 然而，许多生物分子的功能结构十分脆弱，在非理性条件的环境中易发生变性从而丧失功能，限

制了它们的应用［52］. 因此，探索既能识别目标分子，又具有优异稳定性的分子识别工具非常重要 .
核酸适体具有靶分子范围广、稳定性好、尺寸小、易于合成和修饰等天然抗体所没有的独特特性，

在分子识别方面具有巨大的潜力［53，54］. 目前，核酸适体作为分子识别工具已在生物传感、医学诊断和治

疗等生物医学领域中广泛应用［55，56］. 然而，天然核酸文库的化学组成有限，使得传统的核酸适体不仅容

易被核酸酶降解，而且缺乏化学和结构多样性，限制了其在生物分析中的应用［14］. 核酸适体的结合能

力是化学多样性和结构多样性共同作用的结果，通过优化传统的筛选方法引入天然核苷酸不存在的化

学基团，能够增强核酸酶抗性，提高结合亲和力，获得具有更高选择性和强识别能力的功能化核酸适

体，从而促进基于核酸适体的分子识别应用［23，57］. 本节将从生物标志物的发现与检测和肿瘤治疗药物

的识别与开发两方面，对功能化核酸适体的生物医学应用进行概述 .
2.1 生物标志物的发现与检测

生物标记物是正常生物学过程、病理过程或治疗干预药理学反应的标志性分子［30，58］. 生物标志物

如蛋白质、激素和酶等，存在于患者的体液、细胞或组织中，这些标志物会在疾病发生和发展过程中异

常地表达［58］. 因此，生物标志物检测可用于临床诊断、预后和风险预测［59］. 目前，已经建立了核酸、血

清蛋白、多肽及抗体等分子标记，然而，对疾病特异性生物标记的有效利用仍然很少，阻碍了疾病的早

期诊断和有效治疗［60］. 因此，生物标记物的识别与发现仍然是分子医学领域的一个紧迫挑战 . 核酸适

体能够特异性识别靶标分子，具有检测疾病的潜力 . 然而，一些生物标志物无法通过仅含4种天然核

苷酸的核酸文库找到相应的核酸适体 . 由于化学基团的引入，功能化核酸适体具有更丰富的空间构

象，增加了筛选所需核酸适体的可能性 .
胰腺癌是消化道常见恶性肿瘤之一，大多数胰腺癌患者在晚期才被诊断出来，确诊后的手术切除

率低，术后五年生存率约10%，是预后最差的恶性肿瘤之一［61］. 因此，开发一种灵敏的胰腺癌早期检测

的方法具有重要意义 . 为了识别胰腺癌的生物标志物亲环素B（CypB），Ray等［62］将2′-氟修饰的嘧啶引

入 ssRNA文库，设计了一种正负筛选法，筛选出一种功能化核酸适体M9-5（图5）. 该功能化核酸适体

具有较高的敏感性和特异性，可以用于区分癌变和非癌变的人胰腺细胞 . 他们使用市售的酶联免疫吸

附测定试剂盒在同一组癌症患者与健康志愿者血清中测量CypB水平，发现与健康志愿者血清相比，胰

腺癌患者血清中CypB水平显著提高 . 此外，M9-5结合实验结果显示，与青年志愿者组相比，胰腺癌患

者组M9-5适体与未稀释血清结合的比例显著升高，这与酶联免疫吸附试验的检测结果一致 . 作者认为

这种功能化核酸适体能够特异性结合胰腺癌的生物标志物，可以作为胰腺癌早期检测的工具 . 甘聚糖

3（GPC3）是肝细胞系表面生物标志物［63］. Zhang等［64］利用GPC3作为蛋白靶点，通过六字母的GACTZP
文库进行基于细胞的体外筛选实验，筛选出含P-Z碱基对的功能化核酸适体 . 这些功能化核酸适体可

以用来区分细胞是否含GPC3蛋白，因此可能对肝癌的治疗产生一定的作用 . 以上研究表明，核酸适体

的功能化可以丰富核酸适体的结构和功能，增强核酸适体与靶标分子间的结合亲和力 . 因此，利用功

能化核酸适体可以有效识别和检测生物标志物 .
肿瘤相关细胞膜蛋白靶点的识别对于了解肿瘤进展、开发新的诊断工具以及识别新的治疗靶点具

有重要意义［64，65］. 细胞膜表面表达异常的蛋白可作为肿瘤诊断、治疗和预后评估的生物标志物，然而目

前由于缺少有效的技术，细胞表面生物标志物的发现仍处于初期阶段［66~68］. 随着核酸适体筛选技术、

质谱技术等的不断发展，研究者陆续发现了一些新的肿瘤细胞表面生物标记物，如黏集素C、免疫球蛋

白M（IgM）等 . Mallikaratchy等［69］在对B细胞白血病的研究中，发现了一种能特异性识别Burkitt淋巴瘤
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细胞系Ramos细胞的功能化核酸适体TD05. 首先引入光活性尿嘧啶衍生物对TD05进行功能化，使其

细胞膜上的靶标蛋白进行共价交联，增强核酸适体与靶标蛋白间的结合亲和力 . 接着利用链霉亲和素

磁珠结合核酸适体捕获并富集靶标蛋白，最后将收集的蛋白进行质谱分析，确定了TD05的靶蛋白是

IgM重链区 . IgM是Burkitt淋巴瘤中表达的B细胞受体复合物的主要成分，是Burkitt淋巴瘤的潜在标志

物 . 这项研究表明，开发高质量的适体探针并鉴定其靶蛋白可用于发现新的与疾病相关的潜在标志

物，从而提高肿瘤的诊断和治疗水平 .
2.2 肿瘤治疗药物识别与开发

目前，肿瘤是危害人类健康的主要杀手 . 虽然已经开发出各种肿瘤治疗药物，但仍因药物成本

高、多药耐药等问题阻碍其进一步应用 . 因此，有必要开发更安全、更有效的治疗药物［70，71］. 核酸适体

能与靶标分子选择性结合，进一步封闭靶标的活性位点从而抑制其生物学功能，可作为肿瘤治疗的有

效药物［15，72］. 功能化核酸适体可进一步丰富其识别对象，增强与靶标间的结合亲和力，因此功能化核酸

适体有很大潜力通过识别药物分子指示药物设计，甚至作为治疗新药用于肿瘤治疗 .
喜树碱是一种植物抗癌药物，对肠胃道和头颈部癌等有较好的疗效［73］. Imaizumi等［74］针对喜树碱

衍生物1（CPT1）进行了2个独立的SELEX实验，一个使用天然DNA文库筛选得到天然的核酸适体作为

对照，另一个使用修饰的DNA文库，其中利用N-［2-（N6腺嘌呤基）乙基］氨基甲酰基乙烯基修饰的尿嘧

啶替代胸腺嘧啶，进行筛选得到相应的功能化核酸适体 . 在尿嘧啶的C5位上引入化学官能团N-［2-（N6
腺嘌呤基）乙基］氨基甲酰基乙烯基，有望增加分子间和分子内氢键及堆积相互作用的形成，进一步增

强核酸适体的识别能力 . 与筛选得到的天然核酸适体相比，功能化核酸适体对CPT1具有更高的结合

亲和力，证明了碱基修饰对亲和力增强的卓越功效，以及非天然核酸文库在开发小分子适体方面的实

用性 . 该功能化适体可以有效识别CPT1这一有效的抗肿瘤药物，具有巨大的应用潜力 .
近来的研究表明，功能化核酸适体可直接用于肿瘤治疗，且具有优异的治疗效果［75，76］. AS1411是

一种能够特异性结合肿瘤细胞表面核仁蛋白的DNA适体，可以诱导肿瘤细胞凋亡而不影响正常细胞的

生理活性 . 然而，AS1411的稳定性较差，限制了其在肿瘤治疗上的应用 . Yang等［77］通过插入2′-脱氧

肌苷（2′-dI）提高了适体AS1411的稳定性［图6（A）和表2］. 功能化的AS1411适体可以通过阻断DNA复

制来抑制乳腺癌细胞的增殖，从而达到治疗肿瘤的目的［图6（B）和（C）］. 基于此，Yang等［78］还进行了

Fig. 5 Schemeo of“positive/negative”SELEX strategy
Positive selection: human pancreatic ductal adenocarcinoma cell line MiaPaCa⁃2; negative selection: human pancreatic ductal
epithelial cell line HPDE⁃E6E7.
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更深入的研究，发现在AS1411中插入D-/L-异胸苷（D-/L-isoT）能进一步提高AS1411的稳定性，表现出

更强的肿瘤抑制能力（表3）. 干扰素-γ是一种抗肿瘤细胞因子，但易引起自身的不良免疫反应，因此有

必要开发与干扰素-γ结合的物质来中和抗体［79，80］. Matsunaga等［81］利用Ds-Px非天然碱基对修饰的DNA
适体靶向干扰素-γ，抑制干扰素-γ的生物活性 . 功能化DNA适体增强了适体的相容性和稳定性，可减

少治疗时的不良免疫反应，有利于实现温和的肿瘤治疗 . 综上所述，功能化核酸适体能够显著提高其

与靶标分子间的亲和力和选择性，可作为有效、安全的肿瘤治疗药物 .

3 总结与展望

自SELEX技术开发以来，已通过该技术筛选得到了能特异性结合小分子和生物大分子等靶标的核

酸适体 . 这些核酸适体作为新型的分子识别工具，已经广泛应用到生物医学的研究中 . 近年来，由于

天然核酸适体的功能多样性有限，人们对功能化核酸适体进行了探索，发现将功能结构单元整合到核

酸适体中有望赋予其新的结构和更多的功能 . 基于此，进化出人工扩展遗传系统的SELEX方法，并将

筛选得到的功能化核酸适体应用于生物医学等多个领域 . 本文主要介绍了功能化核酸适体的筛选方法

Fig. 6 The structure diagram of 2′⁃deoxynucleosides and AS1411(A), photographs of the dissected
tumors after treated with AS1411 or functionalized AS1411(B) and average tumor volume
after treated with AS1411 or functionalized AS1411(C)[77]

Copyright 2016, Springer Nature.

Table 2 Sequences of AS1411 and 2′-dI modified AS1411s

Aptamer
AS1411

FAN⁃1224dI

Sequence（5′⁃3′）
ggt ggt ggt ggt tgt ggt ggt ggt gg
ggt ggt ggt ggdI tgt ggt ggt ggdI gg

Aptamer
FAN⁃1324dI
FAN⁃1524dI

Sequence（5′⁃3′）
ggt ggt ggt ggt dIgt ggt ggt ggdI gg
ggt ggt ggt ggt tgdI ggt ggt ggdI gg

Table 3 Binding parameters for the affinity of D-/L-isoT(TD/TL) and/or 2′-dI modified AS1411 for nucleolin

Aptamer
AS1411
12D

KD/（nmol·L-1）
148.0
31.9

Aptamer
FCL⁃I（6L /12D）
FCL⁃II（6L /12D/24dI）

KD/（nmol·L-1）
9.56
4.7
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及其在生物医学方面的应用，尽管目前已经取得了一些进展，但仍有诸多问题需要解决：（1）SELEX
是一项复杂的技术，筛选过程中会受到多种因素的影响，如温度、缓冲液和离子强度等 . 有时即使经

过多轮筛选，最终文库中的高丰度序列还是无法特异性结合目标分子 . 针对目前核酸适体筛选效率较

低这一问题，有必要进一步研究核酸适体的筛选机理，从根本上推动筛选技术的进步 . 由于SELEX过

程涉及核酸序列和靶标分子间复杂的相互作用，使用机器学习算法可以帮助评估核酸适体在筛选过程

中受到的多种因素的综合影响，对于提高筛选效率具有一定的指导意义 .（2）在核酸中引入新的功能

基团、开发非天然核苷酸对于功能化核酸适体的发展和应用具有重要意义 . 然而，目前用于功能化核

酸适体的功能基团以及非天然碱基或碱基对的种类十分有限，所研究的功能化核酸适体的种类和数量

也很少 . 设计新的功能基团，或尝试结合多种不同的功能基团对核酸适体进行功能化，有望进一步增

加核酸适体的结构和功能多样性，提高其应用潜力 .（3）功能化核酸适体在活细胞和活体动物模型中

已经取得良好的应用结果，然而在实际应用中仍缺乏结构生物学的理论支持和大量临床样本的数据支

撑 . 因此，对于核酸适体未来的实际应用还需要进一步的深入研究 . 总之，功能化核酸适体筛选技术

的发展使其在生物医学等领域展现出前所未有的优势，在未来的生命分析科学中将成为不可或缺的分

子识别工具 .
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Selection of Functionalized Aptamers and
Their Applications in Molecular Recognition†
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Abstract Aptamers are single-stranded oligonucleotides selected from oligonucleotide libraries. Due to their
specific molecular binding ability，aptamers have been employed as molecular recognition tools and have been
widely used in biomedicine. The finite chemical composition of natural nucleic acid libraries limits the
structure and function of aptamers，thus restricting the applications of aptamers in molecular recognition.
Functionalized aptamers introduce specific chemical functional groups to endow nucleic acid sequences with
rich spatial conformation and new properties，enhancing their molecular recognition capabilities. However，
functionalized nucleic acids are difficult to be compatible with nucleic acid amplification methods，making it
difficult for traditional selection protocols to screen functionalized nucleic acids. Therefore，optimizing the
selection strategies is essential to obtain functionalized aptamers with excellent performance. This review
summarizes the selection methods of functionalized aptamers，and introduces the application of functionalized
aptamers as molecular recognition tools in the field of biomedicine.
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