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抑制肿瘤坏死因子!!的 "#$ 适配子的筛选与鉴定
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摘 要 应用 F9G9H 技术筛选能与 5+6 结合的 I+3 适配子。化学合成随机寡聚 I+3 库，以 5+6 为靶蛋白，经过

!$ 轮 F9G9H 筛选，将所得产物克隆、测序。根据所测序列化学合成寡聚 I+3 适配子，用生物素1亲和素1辣根过氧化

物酶显色系统检测适配子与 5+6 的结合活性；用鼠 G"$" 细胞检测适配子拮抗 5+6 活性。结果显示，所筛选到的寡

聚 I+3 能与 5+61!高亲和力结合，并能在细胞培养中拮抗 5+61!的细胞毒活性。
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F9G9H 是“配体通过指数富集达到系统进化”

（FMNE-.7E:C -,()BE:(= (O ):>7=PN /M -8A(=-=E:7) -=0:C<1
.-=E）的缩写，是由 5B-0Q 和 R()P 在 !""% 年分别研究

出的一种新型体外筛选技术［!］，用于研究小分子核

酸与靶物质相结合的部位、序列及空间构象。经

F9G9H 筛选出的配体称为适配子（3AE7.-0）。目前，

该技术已被成功地用于筛选各种靶物质的结合序

列，包括小分子、肽、单体蛋白、核酸、病毒等等［$］。

用 F9G9H 技术筛选出的与细胞因子及其受体特异

结合的寡核苷酸具有很多优点，如高特异性、高亲和

力，能很快进入靶组织，具有快速的血浆清除率，从

肾脏排泄，免疫原性低，可以反复使用等，是一种理

想的抑制剂［&］。

5+61!是一种多功能的细胞因子，除能引起肿

瘤细胞 凋 亡 之 外 还 具 有 多 种 生 物 学 功 能。同 时

5+61!是一种重要的炎性因子，与许多自身免疫性

疾病相关，如成人类风湿性关节炎（S3）、儿童多发

性风湿性关节炎（TS3）、脓毒血症、心肌炎、系统性

红斑狼疮（FG9）及糖尿病等。拮抗 5+61!是治疗这

些疾病的重要措施之一。目前已经研制出多种用于

治疗这些疾病的 5+6 蛋白抑制剂，如可溶性受体、

单克隆抗体等［L］。但国内外尚未见到 5+6 核酸抑

制剂方面的研究报道。本文应用 F9G9H 技术筛选

出 5+61!的 I+3 适配子，并对其生物学活性进行了

研究。

% 材料和方法

%&% 寡聚 "#$ 库的构建与引物的合成

寡聚随机 I+3 库由大连 57U7S7 公司合成，两

端为固定序列以便 VWS 扩增，中间 L% 个为随机序

列的 单 链 I+3：4X1RRR 3RR 3WR 35R 553（+L% ）

33R 33R 3W5 WRW 33R 3 1&X，其库容约为 !%!#。

VWS引物参考 V0:.-0 I-N:>= 软件设计，由大连

57U7S7 公司合成。其序列如下：

引物 !：4X1RRR 3RR 3WR 35R 5531&X；引物 $：

4X15 W55 RWR 3R5 W551&X。
%&’ ()*)+ 过程

取随机 I+3 库 !"G 作 VWS 扩增（"4Y L4N，L4Y
!.:=，K$Y!.:=，Z 4；"4Y L4N，44Y !.:=，K$Y !.:=，

Z $%；"4Y L4N，L4Y !.:=，K$Y 2.:=，Z !），将产物

回收。

取 !"G 作不对称 VWS，循 环 参 数："4Y &.:=；

"4Y !4N，44Y !4N ，K$Y !4N Z !4；K$Y 2.:=。引物 !
与引物 $ 的浓度比分别为 !：!、!%：!、4%：!、!%%：!、

4%%：!。不对称 VWS 的产物作琼脂糖凝胶电泳分

析。根据预实验结果，引物 ! 与引物 $ 的最佳浓度

比为 4%：!。

将产物回收，加 [:=P:=> /BOO-0（$ Z ，!.()\G +7W)，



!"##$%&’ ()*+,-%，.##$%&’ /0-%. ）.""!’，123 2#*4，

冰浴 2#*4；加入 5!’ (67（5!0&!’），893 5:；过硝酸

纤维素膜（";!2!#），用 5 < =*4>*40 ?@AAB) 2#’ 冲洗；

然后将膜放入 CD 管，加入 8""!’ B%@E*40 ?@AAB)（?*4>,
*40 ?@AAB) 中加 CF(G 5"##$%&’）和 .""!’ 9#$%&’ 尿

素，123 2#*4；用等体积的酚&氯仿抽提；异丙醇沉

淀，9"H乙醇洗沉淀，最后溶于 8"!’ >>I.J。

取上述洗脱的 F6G 5"!’ 作模板，进行不对称

D-K 扩增，产物回收后用于下一轮筛选。

!"# 克隆和测序

LC’CM筛选 5. 轮后，将筛选产物 D-K 扩增后

连接到 NOC/,( PBQE$)（D)$#B0R）上，转化大肠杆菌

FI2"。小量提取质粒，经酶切鉴定正确后测定 F6G
序列。

!"$ %&’ 序列分析

用 F6GLSL P.;2 软件分析所得序列最低二级结

构能量值。

!"( %&’ 适配子的化学合成

根据测定的 (67 特异的 F6G 适配子序列，化学

合成寡聚 F6G，并将其 2T 端用生物素标记。

!") 适配子与 *&+ 结合活性的测定

!")"! 酶联法：用 5""40&孔 (67 包被 1U 孔酶标

板；5H =LG 封闭；将 2T标记生物素的寡聚 F6G 对倍

稀释后加入各孔；然后与辣根过氧化酶标记的链亲

和素反应，JDF 显色。

!")", F$E,?%$E 法：将 2T 标记生物素的 F6G 适配

子与 (67 混合，893水浴 5:。然后结合到硝酸纤维

素膜。洗去未结合的核酸，加辣根过氧化酶标记的

链亲和素，FG= 显色。

!"- 适配子拮抗 *&+ 活性的测定

小鼠 ’1.1 细胞在 1U 孔细胞培养板培养成单

层。每孔加入含 5!0&#’ 的丝裂霉素，和 (67 与连续

稀释的 F6G 适配子的混合物。893 -J. 孵箱培养，

.! : 后开始观察细胞的杀伤情况，待 (67 对照孔细

胞破坏达 V V V V 时记录结果，/(( 染色，29"4# 测

!" 值。

, 结 果

,"! ./0/1 筛选产物的克隆和测序

按照材料与方法中的 LC’CM 过程进行了 5. 轮

筛选，使能与 (67,"结合的序列富集。然后将筛选

出的 F6G 适配子克隆到 NOC/,( 载体，提取质粒作

内切酶谱鉴定，其中一个克隆的鉴定结果见图 5。

图 5 内切酶谱鉴定 (67 适配子克隆

7*0W5 KB+E)*QE*$4 #RN $A (67 RNER#B) Q%$4B

选 52 个克隆子测定其 F6G 序列，结果如下：

5 2T-OG(-(G-O(OO(OG-(-G(G-O(O(-OG(O(O--(((-- 8T
. 2T(O-G-G--OO(OG(((GO--(OO-O(O-((-G--((-G-- 8T
8 2TG(OO-O-GO(-OO-OG-GG(-G-(((OO((G-(G((OO-- 8T
! 2TO-G-G-(GGO(((-(G-G-O(-(-O(-O---(-(((O(O- 8T
2 2T-O-O-O(GGG(-((-((-(O((G---(-(-((-G(O(-O- 8T
U 2T(OOOOG(O-OO(-(O--(GG-GG-GOOO-((-G-((G--- 8T
9 2T(OO-OGO(G(G-(-G-GGG--(-(-G-GOOGG--(OOOO- 8T
X 2T(---G(-GGGG--GGG(((-OOO(-(O-(-(-(-(-(O-- 8T
1 2T--G-O(-(G-G-((G----(O(OG-GO-(G(G-(-G(-G- 8T
5" 2T--OG-O(G-(-OO(GOG-GGO(----(OGGO(O(OG-O-- 8T
55 2TOO-OOOO(-(-(GGGO(O(O((G(-G(-(O-((O((OO-- 8T
5. 2T-G-(O(GG(-GOGOO-((((((G-(-(-O-(O-G((--OO 8T
58 2T----O--G(O(O-((GO(O-GG(GG-O((-(-G--O---- 8T
5! 2T-G-(O(((OG-O(((-OOG((GGOOGO(--O-(-O-G--- 8T
52 2T-O-(OOGOOG-OG(O((GG((GOG--O-GG-(G-G((O-G 8T

,", *&+ 适配子的二级结构分析

用 F6GLSL P.;2 软件分析 52 个适配子序列的

最低二级结构能量，模拟其二级结构，发现至少可能

存在 ! 种二级结构，主要特征都包括发夹结构或茎

环结构。这些结构与其结合功能的关系尚待进一步

研究。

,"# 适配子与 *&+ 亲和力的测定

F$E,?%$E 测定结果表明，我们筛选的 F6G 适配

子可与 (67 结合，并随浓度变化而改变。当 (67 为

2!0、++F6G 量不超过 !!0 时，信号随浓度增加逐渐

增强；++F6G 量大于 !!0 后，信号不再增强；当 ++F6G
量少于 5"Y U

!0 时，无阳性信号，见图 .。

将 52 种生物素标记的 F6G 适配子各取同样量

进行酶联法检测，结果表明不同的适配子序列与 (67
的亲和力不同，见图 8。其中 5" 号最高，. 号最低。
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图 ! "#$%&’#$ 检测适配子对 ()* 的亲和性

*+,-! .+/0+/, 12213 #4 ()* 15$16782 $72$70 9+$: "#$%&’#$

图 ; 酶联法检测适配子与 ()* 的亲和力

*+,-; .+/0+/, 12213 #4 ()* 15$16782 $72$70 #/ <=>?@ 5’1$7
A B AC - ?7’7D$70 ()* 15$1678；AE- .’1/F；AG - )7,1$+H7 D#/$8#’；

AI- J1/0#6 ")@ ’+&8183

!"# $%& 适配子对 ’%( 活性的拮抗作用

用鼠 =K!K 细胞测定 ")@ 适配子拮抗 ()* 的活

性。图 L 为 M(( 法检测 ")@ 适配子中和 ()* 活性

的结果，显示我们筛选到的核酸适配子对 ()* 具有

中和活性，能抑制 ()* 对 =K!K 细胞的杀伤作用。根

据我们的结果推算，A!, 的核酸能中和 !NC /, ()*
蛋白的活性。

图 L 在小鼠 =K!K细胞检测 ")@适配子对 ()* 的拮抗活性

*+,-L @/$1,#/+2$ 1D$+H+$3 #4 15$1678 $# :()*%"#/ = K!K D7’’ ’+/7
A B AC- ?7’7D$70 ()* 15$1678；AE - ()* D#/$8#’；AG- )#861’ = K!K D7’’

) 讨 论

单链寡核苷酸无论在分子结构和功能上都有多

样性，因此构建单链寡核苷酸的随机序列库，其结构

的多样性将提供特异性结合靶位点的分子。经过多

轮的扩增和筛选，就可能从随机序列库中得到与靶

分子高亲和力结合的适配子。我们从库容为 AOAE 的

随机 ")@ 库中筛选出与 ()* 特异结合的 22")@，并

对其亲和力进行了检测。结果显示筛选出的 ")@
适配子能以高亲和力与 ()* 结合，可以作为 ()* 的

拮抗剂。我们知道 ()* 与其受体的亲和力较低，而

用 ?<=<P 技术筛选出的与细胞因子特异结合的寡

核苷酸具有高特异性，高亲和力，所以是一种理想的

抑制剂［C］。目前，国内外尚未见到有 ()* 核酸抑制

剂方面的研究报道。我们的工作为开发新的治疗

()* 相关的疾病的药物具有重要意义。
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诚 征 广 告

《生物工程学报》是由中国科学院微生物研究所和中国微生物学会主办的综合性的学术刊物。主要报道我国生物技术领

域科学和技术的新进展和新成果，刊登的内容包括：基因工程、细胞工程、酶工程、生化工程、生物反应器等各个方面，涉及工

业、农业和医学等诸多领域。刊载的文章有 \<_以上是获“]\U”高技术、国家自然科学基金资助或属“八五”、“九五”攻关及省

部级重大项目的研究论文，为国内从事生物技术的科研人员必读的刊物。

过去的几年，本刊以严谨的态度、诚实的信誉，赢得了厂商和读者的信赖，与许多公司建立了良好的长期合作关系。

《生物工程学报》设有广告专版，真诚欢迎国内外厂商来此发布产品、技术和服务信息，刊登仪器、设备、试剂等方面的广

告。我刊除彩色四封外，还有精美彩色、黑白插页供选择。

需要刊登广告的客户，可电话告知您的 E(M，我们会立即将报价单传真给您，洽商确定版位后，即由科学出版社广告部（我

刊广告代理）与您签定正式的刊登合同。

《生物工程学报》广告联系人：武 文 电话‘传真：<;<&\>==SU<U Q&?()G：BXP^ C0.K )?K (BK B.
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