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毛细管电泳法高效筛选 ８⁃氧代鸟嘌呤 ＤＮＡ
糖基化酶的核酸适配体
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摘要：８⁃氧代鸟嘌呤 ＤＮＡ 糖基化酶（ＯＧＧ１）是人体中重要的功能蛋白，在修复 ＤＮＡ 氧化性损伤过程中起关键作

用。 氧化应激等引起的氧化损伤易导致炎症反应的发生，对 ＯＧＧ１ 的抑制可以一定程度上起到缓解作用；对癌细

胞 ＯＧＧ１ 的抑制有望作为癌症治疗的新方法。 目前的研究多集中于小分子对 ＯＧＧ１ 功能的影响和调控，而 ＯＧＧ１
的适配体筛选尚未见报道。 作为功能配体，适配体具有合成简单、高亲和力及高特异性等优点。 该文筛选了 ＯＧＧ１
的核酸适配体，结合毛细管电泳高效快速的优点建立了两种基于毛细管电泳⁃指数富集进化（ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ）技术的筛

选方法：同步竞争法和多轮筛选法。 同步竞争法利用单链结合蛋白（ＳＳＢ）与核酸库中单链核酸的强结合能力，与
目标蛋白 ＯＧＧ１ 组成竞争体系，并通过增加 ＳＳＢ 浓度来增加竞争筛选压力，以去除与 ＯＧＧ１ 弱结合的核酸序列，一
步筛选即可获得与 ＯＧＧ１ 强结合的核酸序列。 多轮筛选法在相同孵育条件和电泳条件下，经 ３ 轮筛选获得 ＯＧＧ１
的核酸适配体。 比较两种筛选方法的筛选结果，筛选结果中频次最高的 ３ 条候选核酸适配体序列一致，其解离常

数（ＫＤ）值在 １􀆰 ７１～２􀆰 ６４ μｍｏｌ ／ Ｌ 之间。 分子对接分析结果表明候选适配体 １（Ａｐｔ １）可能与 ＯＧＧ１ 中具有修复氧

化性损伤功能的活性口袋结合。 通过对两种筛选方法的对比，证明同步竞争法更加快速高效，对其他蛋白核酸适

配体筛选方法的选择具有一定的指导意义。 得到的适配体有望用于 ＯＧＧ１ 功能调控，以抑制其修复功能。
关键词：毛细管电泳；核酸适配体；８⁃氧代鸟嘌呤 ＤＮＡ 糖基化酶；竞争筛选；多轮筛选
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ｆｉｅｄ， ａｎｄ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｌｉｂｒａｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｒｏｕｎｄ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ． Ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ａｐｔａｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｒｅｅ ｒｏｕｎｄｓ． Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｓ， ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｕｎｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｗｅｒｅ ｃｏｎ⁃
ｓｉｓｔｅｎｔ， ａｎｄ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ＫＤ ｖａｌｕｅｓ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ １􀆰 ７１ ｔｏ ２􀆰 ６４ μｍｏｌ ／ Ｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ Ａｐｔ １ ｍａｙ ｂｉｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ＯＧＧ１ ａｃｔｉｖｅ ｐｏｃｋｅｔ， ｗｈｉｃｈ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｔｏ ｒｅｐａｉｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｏｎｅ⁃ｒｏｕｎｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌｌａ⁃
ｂｌｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｉｓ ｍｏｒｅ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｐｔａｍｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｐｔａｍｅｒ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｓ ａｎ
ＯＧＧ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．
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７２９．
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ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（７）：７２１－７２９．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＣＥ）； ａｐｔａｍｅｒ； ８⁃ｏｘｏｇｕａｎｉｎｅ ＤＮＡ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ； ｏｎｅ⁃
ｒｏｕｎｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ； ｍｕｌｔｉ⁃ｒｏｕｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

　 　 ８⁃氧代鸟嘌呤 ＤＮＡ 糖基化酶（ＯＧＧ１）是修复

ＤＮＡ 氧化性损伤的关键蛋白［１，２］，能够将 ＤＮＡ 双链

中的氧化损伤产物 ８⁃ｏｘｏＧ 通过碱基切除修复途径

（ｂａｓｅ⁃ｅｘｃｉｓｉｏｎ ｒｅｐａｉｒ， ＢＥＲ）进行特异性识别和切

除［３］。 ＯＧＧ１ 修复功能如果被抑制，将会导致正常

细胞的 ＤＮＡ 修复能力降低，ＤＮＡ 损伤蓄积，细胞凋

亡增加［４，５］。 但对于依赖 ＤＮＡ 修复功能的癌细胞

来说，ＯＧＧ１ 蛋白修复功能的抑制则可以作为治疗

癌症的新途径［６］。 此外，ＯＧＧ１ 也参与氧化应激等

引发的炎症反应，在一些免疫调节疾病［７，８］ 中，过敏

原会导致 ＯＧＧ１ 功能完好的上皮细胞产生更加严

重的炎症反应［９］，因此，削弱 ＯＧＧ１ 的功能也能在

·２２７·
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一定程度上缓解炎症反应。
　 　 目前的研究工作多集中于小分子对 ＯＧＧ１ 功

能的影响和调控研究，Ｄｏｎｌｅｙ 等［１０］ 筛选了数十种

药物以抑制 ＯＧＧ１ 的修复功能，目前其药物的效用

和特异性仍需验证；Ｖｉｓｎｅｓ 等［１１］ 发现了一种 ＯＧＧ１
的小分子抑制剂 ＴＨ５４８７，能够减弱 ＯＧＧ１ 引起的

炎症反应。 对 ＯＧＧ１ 修复功能有抑制作用的配体

的相关研究具有重要的理论意义和应用价值。 核酸

适配体是在体外通过指数富集配体进化技术（ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ， ＳＥＬＥＸ）得到的与靶标以高亲和力和

高特异性结合的单链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）或 ＲＮＡ。 筛选

ＯＧＧ１ 蛋白的核酸适配体，可作为潜在的 ＯＧＧ１ 功

能的调节因子，控制 ＯＧＧ１ 修复功能。 目前，未见

有 ＯＧＧ１ 蛋白的核酸适配体筛选及相关报道。

图 １　 两种筛选方法原理示意图
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｗｏ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

　 　 基于 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选核酸适配体有多种方

法［１２－１９］。 其中利用毛细管区带电泳的多轮筛选方

法是较为常用的筛选方法，通常需要 ３～４ 轮筛选可

获得核酸适配体；本课题组最近发展了一轮同步竞

争筛选方法［２０］，通过在筛选过程中引入竞争靶标，
并增加竞争靶标的浓度来增加筛选压力，同步提高

筛选序列的亲和力和特异性。 本文基于多轮筛选和

一轮同步竞争筛选方法，筛选了 ＯＧＧ１ 的核酸适配

体。 筛选的示意图如图 １ 所示，在竞争筛选中增加

竞争靶标单链结合蛋白（ＳＳＢ）的浓度就可以获得

ｓｓＤＮＡ 与 ＯＧＧ１ 稳定结合的复合物；多轮筛选需要

将 ｓｓＤＮＡ 与 ＯＧＧ１ 的复合物收集后 ＰＣＲ 形成 Ｓｕｂ
ｓｓＤＮＡ 以重复多轮筛选过程，收集亲和力不再提高

的轮次的复合物，并利用高通量测序对两种复合物

在 ＰＣＲ 后获得的 ｓｓＤＮＡ 进行分析。 采用分子对接

分析预测了核酸适配体 Ａｐｔ １ 与 ＯＧＧ１ 的结合位

点，发现该适配体可能与 ＯＧＧ１ 蛋白的活性口袋区

域结合，有望成为该蛋白的调控因子。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｐ ／ ＡＣＥ ＭＤＱ 毛细管电泳仪配荧光

检测器 （ 美国 Ｂｅｃｋｍａｎ⁃ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）、 Ｓ１０００ＴＭ

Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 仪 （美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司）、
Ｆｒｅｓｃｏ２１ 低温离心机（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆ⁃
ｉｃ 公司）、 ＰＩＣＯ２１ 台式高速离心机 （美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）、 ３００ Ｖ ／ ４００ ｍＡ ／ ７５ Ｗ
Ｐｏｗｅｒ 凝胶电泳仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司）。
　 　 熔融石英毛细管：７５ μｍ ｉ．ｄ．×５０􀆰 ２ ｃｍ （４０ ｃｍ
有效长度）（河北鑫诺光纤色谱有限公司）。 硼酸、
硼酸钠、氢氧化钠（分析纯，北京化工厂）。 ＯＧＧ１
重组蛋白（美国 ＩｍｍｕｎｏＣｌｏｎｅ 公司）； ８０ ｎｔ 荧光素

标记 （ＦＡＭ） 标记的 ｓｓＤＮＡ 核酸库： ５′⁃ＦＡＭ⁃ＡＧ⁃
ＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧ⁃４０⁃ＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴ⁃
ＡＣＣＧＴＧＡＡ⁃３′（两端为 ２０ ｎｔ 引物区固定序列，中
间为 ４０ ｎｔ 的随机序列）。 引物 Ｐ１： ５′⁃ＡＧＣＡＧＣＡ⁃
ＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧ⁃３′，标记荧光的引物 ５′⁃ＦＡＭ⁃

·３２７·
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Ｐ１：ＦＡＭ⁃５′⁃ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧ⁃３′），引
物 Ｐ２：５′⁃ＴＴＣＡＣＧＧＴＡＧＣＡＣＧＣＡＴＡＧＧ⁃３′（生工生

物工程（上海）股份有限公司）。
１．２　 溶液配制

　 　 毛细管电泳分离缓冲溶液：５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硼酸⁃硼
砂溶液（ｐＨ ７􀆰 ８）。 缓冲液需经 ０􀆰 ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ 滤膜

过滤后使用。 ｓｓＤＮＡ 核酸库固体粉末，使用前需按

照说明用超纯水溶解，配制母液。 配制好的母液于

９４ ℃变性处理 ５ ｍｉｎ，冷却至室温后取出备用。 根

据实验需要用孵育缓冲溶液稀释蛋白质和核酸

溶液。
１．３　 实验条件

１．３．１　 毛细管电泳条件

　 　 电泳运行缓冲液为 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７􀆰 ８ 硼酸⁃硼
砂缓冲溶液；分离电压为 １５ ｋＶ；分离温度为 ２５ ℃。
进样压力为 ３􀆰 ４５ ｋＰａ，时间 ５ ｓ。 激光诱导荧光检

测器（ＬＩＦ）检测激发和发射波长分别为 ４８８ ｎｍ 和

５２０ ｎｍ；毛细管在样品进样前需依次使用 ０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ、Ｈ２Ｏ 和电泳缓冲液冲洗 ３ ｍｉｎ。 使用

新毛细管时按照常规活化方法处理［２１］。
１．３．２　 ＰＣＲ 扩增条件及产物浓缩和纯化

　 　 详细步骤参考本课题组已报道的方法［２１］，具体

如下。
　 　 ＰＣＲ 扩增：将引物 Ｐ１、Ｐ２、收集模板、２ ×Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶预混液、双蒸水混合，９５ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎ，变性 １０ ｓ， ５９ ℃退火 ２０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ；循
环 ２０ 次后，７２ ℃后延伸 １０ ｍｉｎ。
　 　 ＰＣＲ 产物琼脂糖凝胶电泳：将 ＰＣＲ 产物与

ＤＮＡ 凝胶加样缓冲液混匀后依次注入进样孔中，９０
Ｖ 下电泳 ４０ ｍｉｎ，用凝胶成像分析仪拍照记录。
　 　 产物浓缩：ＰＣＲ 产物加入 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸钠溶液

及－２０ ℃预冷的无水乙醇混匀，１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ；加入 ７０％ 乙醇洗涤沉淀，弃去乙醇，沉淀干

燥。
　 　 产物纯化：切下琼脂糖凝胶电泳上目标条带，转
入 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，捣碎后加入 ｄｄＨ２Ｏ，振荡；加
入 Ｔｒｉｓ 饱和纯苯酚，振荡后离心；将上清液移入新

离心管，加入氯仿⁃异戊醇（２４ ∶ １， ｖ ／ ｖ），振荡后离

心；将上清液移入新离心管，加入无水乙醇、３ ｍｏｌ ／ Ｌ
醋酸钠溶液，混匀后离心，弃去上清液，室温下风干

沉淀物。
１．３．３　 序列分析与亲和力表征

　 　 核酸序列高通量测序及核酸适配体合成均由生

工生物公司完成，使用 ＮＵＰＡＣＫ 分析序列二级结

构。 平衡解离常数 ＫＤ 计算参考 ＮＥＣＣＥＥＭ 方

法［２２］，利用公式（１）进行计算。

ＫＤ ＝
Ｐ０ １＋

ＡＤＮＡ

Ａｄｉｓｓ＋ＡＤＮＡ·Ｐ

æ

è
ç

ö

ø
÷ －ＤＮＡ０

１＋
Ａｄｉｓｓ＋ＡＤＮＡ·Ｐ

ＡＤＮＡ

（１）

其中，Ｐ０ 和 ＤＮＡ０ 是 ＯＧＧ１ 和 ｓｓＤＮＡ 的初始浓度，
ＡＤＮＡ为游离 ｓｓＤＮＡ 的峰面积，Ａｄｉｓｓ 为解离区峰面

积，ＡＤＮＡ·Ｐ为 ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物的峰面积。
１．３．４　 分子对接

　 　 在 ＲＣＳＢ ＰＤＢ 数据库中检索 ＩＤ 为 ２ＸＨＩ 的结

构文件，由 ＵＣＳＦ Ｃｈｉｍｅｒａ 对其进行可视化并绘制

出 ＯＧＧ１ 的 ３Ｄ 结构。 适配体的 ３Ｄ 结构最初由

ＲＮＡ Ｃｏｍｐｏｓｅｒ 软件绘制，再通过模式 ＲＮＡ 网络服

务器和 ＭＤＷｅｂ 网络服务器转换为 ＤＮＡ ３Ｄ 坐标。
基于文献［２３］ 和 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库预测 ＯＧＧ１ 的结合

残基，利用 ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 对接程序对 ＯＧＧ１ 与适配体

进行全局刚性对接以预测二者的结合模式。 对接和

模拟过程都优先选择默认参数，并通过 ＦｉｒｅＤｏｃｋ 方

法［２４］ 迅速消除 ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 对接引入的空间冲突，
完成侧链位置和相对蛋白质方向的细化和优化。 消

除空间位阻后，使用能量分析功能模块对对接模型

根据界面能量得分进行排序。 最终选取的对接模型

其界面能量得分是最小化的范德华力、去溶剂化、静
电、氢键、二硫键、ｐ⁃堆积、脂类相互作用和旋转异构

体偏好的加权组合。

２　 结果与讨论

２．１　 同步竞争法筛选 ＯＧＧ１ 核酸适配体

　 　 在竞争筛选方法中，竞争蛋白的选择原则主要

有两个，一是可以选择不同的与核酸序列具有强结

合能力的蛋白作为竞争蛋白以达到竞争筛选、提高

筛选效率的目的；二是选择与靶标蛋白具有明显不

同电泳迁移时间的竞争蛋白，以便于区别各自复合

物峰，从而高效收集靶标蛋白与核酸序列的复合物。
参考本课题组建立的同步竞争筛选法，并考虑 ＳＳＢ
能够无序列选择性地与单链核酸以纳摩尔级别的

ＫＤ 结合［２０］，且其复合物峰与 ＯＧＧ１ 复合物峰在电

泳图谱中分离度较好，能够作为竞争蛋白结合与

ＯＧＧ１ 结合力弱的序列，因此选择 ＳＳＢ 作为竞争靶

标。 将 ＯＧＧ１ 靶标、ＳＳＢ 反筛靶与 ｓｓＤＮＡ 核酸库共

同孵育。 收集电泳图中的 ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物部
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分，进行 ＰＣＲ 扩增、纯化及高通量测序。 ＳＳＢ 反筛

靶的存在降低了靶标的非特异性结合，显著提高了

筛选效率，有助于获得高亲和力、高特异性的适

配体。

表 １　 ４ 条候选适配体序列及其热力学参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

Ａｐｔａｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ΔＧ ／

（Ｊ ／ ｍｏｌ）
ΔＨ ／

（Ｊ ／ ｍｏｌ）
ΔＳ ／

（Ｊ ／ （Ｋ·ｍｏｌ））
Ｔｍ ／
℃

ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ １ ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＧＣＣＡＣＡＴＴＡＧＴＣＴＣＡＣＣＡＣＴＡＣＣＴ
ＧＣＧＴＡＣＣＴＡＣＣＧＣＣＧＣＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

－ ２３５７１．６７ － ５１０７８９．３８ －１５７１．３４ ５２

ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ ２ ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＧＧＴＡＴＴＧＣＴＡＧＧＴＣＴ
ＡＣＡＴＧＧＡＡＣＴＴＧＴＴＡＡＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

－ ２６０４１．８８ － ５３９６７８．２９ －１６５５．９６ ５２．７

ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ ４ ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＧＣＧＡＡＧＣＧＴＡＣＣＧＧＣＴＡＣＣＣＡＧＴ
ＧＡＣＡＧＴＣＧＣＣＧＴＧＧＧＴＣＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

－ ３０３１２．４２ － ４５８４５４．４０ －１３８０．４５ ５８．９

ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ ６ ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＣＣＧＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣＣＣＧＡＴＣＡＡＧＡＴ
ＧＧＧＧＡＡＴＣＴＣＡＧＴＣＧＣＣＣＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

－ ２８７６３．３０ －４１７００５．１０ －１２５１．４９ ５９．９

　 　 从图 ２ 可以看出，０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的核酸库峰在 ６
ｍｉｎ 出现（见图 ２ａ）。 加入 １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的反筛靶

ＳＳＢ 后，游离核酸峰降低，同时在 ３􀆰 ８ ｍｉｎ 处出现

ＳＳＢ⁃ｓｓＤＮＡ 的复合物峰（见图 ２ｂ），由于该分离缓

冲溶液条件下，加入的 ＳＳＢ 蛋白羧基解离导致带负

电的单链核酸本身带电性发生变化，荷质比变小，游
离核酸峰迁移时间变快。 加入 ５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＧＧ１
后，游离核酸库峰面积降低，在 ２􀆰 ５ ｍｉｎ 处出现

ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物峰（见图 ２ｃ）。 将 ５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＯＧＧ１ 和 １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＳＳＢ 及 ｓｓＤＮＡ 库同时孵育，
电泳图中出现两种复合物的峰（见图 ２ｄ）。 因 ＳＳＢ
蛋白与 ｓｓＤＮＡ 之间具有强结合作用，增大其浓度可

以对 ＯＧＧ１ 与 ｓｓＤＮＡ 的结合形成竞争，从而增加对

ＯＧＧ１ 适配体的筛选压力。 在图 ２ｄ ～ ｅ 中，ＳＳＢ 的

浓度由 １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 增加到 ２􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＳＳＢ⁃ｓｓ⁃
ＤＮＡ 复合物的峰面积增大，ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物的

峰面积略有减小。 增加 ＳＳＢ 的浓度至 ４􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
和 ８􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 结合加入不同浓 度 ＳＳＢ 后 对

ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物峰面积的统计 （ 见图 ３ ），
ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物的峰面积与 ２􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 相比

没有明显变化（见图 ２ａ ～ ｆ），说明 ＯＧＧ１ 与 ｓｓＤＮＡ
已形成稳定的复合物。 通过在 Ｂｅｃｋｍａｎ 毛细管电

泳仪上设置相应的时间程序，收集 ２􀆰 ２ ～ ２􀆰 ８ ｍｉｎ 区

段的 ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物，直接进行 ＰＣＲ 扩增和

纯化后，由生工生物科技有限公司进行高通量测序。
２．２　 高通量测序及结果分析

　 　 剔除测序结果中读码区段错误及引物多聚体，
选择频次最高的 ４ 条序列 ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ １、２、４、６（见
表 １）。 利用 ＮＵＰＡＣＫ、Ｍ⁃ｆｏｌｄ 软件模拟序列二级

图 ２　 ＯＧＧ１ 蛋白的竞争筛选
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＯＧＧ１

　 ａ． ｓｓＤＮＡ （０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ）； ｂ． ｓｓＤＮＡ （０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ＳＳＢ
（ １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）； ｃ． ｓｓＤＮＡ （ ０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ＋ ＯＧＧ１ （ ５􀆰 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ）； ｄ． ｓｓＤＮＡ （０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ＯＧＧ１ （ ５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋
ＳＳＢ （ １􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）； ｅ． ｓｓＤＮＡ （ ０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ＯＧＧ１ （ ５􀆰 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＳＳＢ （ ２􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）； ｆ． ｓｓＤＮＡ （ ０􀆰 ０５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋
ＯＧＧ１ （５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）＋ＳＳＢ （４􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ．

图 ３　 ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物峰面积变化
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｅａｋ ａｒｅａ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ ｃｏｍｐｌｅｘ

结构及预测热力学参数，结果显示这些序列普遍形

成茎环结构（见图 ４）。 ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ １ 与 ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ ２
在 ３７ ℃时的 ΔＧ 较其他两条序列更低，说明这两条

序列更易折叠成稳定的二级结构。
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图 ４　 ４ 条候选序列的二级结构
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｆｏｕｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ

ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．３　 候选适配体的亲和力表征

　 　 通过 ＣＥ 方法对 ４ 条候选序列 Ａｐｔ １、２、４、６ 进

行亲 和 力 表 征 并 计 算 其 ＫＤ 值。 图 ５ 中， ０􀆰 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ａｐｔ １、２、４、６ 的电泳峰均在 ５􀆰 ３ ｍｉｎ 处

出现。 加入 ５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＧＧ１ 后，游离序列峰降

低，在 ２􀆰 ５ ｍｉｎ 处出现复合物峰（ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ １、２、４、
６ 复合物），以及复合物峰与游离序列峰之间的解离

区。 通过对复合物峰、解离区、游离核酸峰三者峰面

积的处理计算，ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ １、２、４、６ 的 ＫＤ 值分别为

１􀆰 ７ ± ０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ２􀆰 ６ ± ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ２􀆰 ８ ± ０􀆰 ２
μｍｏｌ ／ Ｌ、１􀆰 ８±０􀆰 １ μｍｏｌ ／ Ｌ（见图 ５）。
２．４　 多轮筛选法筛选 ＯＧＧ１ 核酸适配体

　 　 多轮筛选法是将核酸库和靶标混合物孵育后进

样，收集核酸⁃靶标复合物，并进行 ＰＣＲ 扩增、核酸

纯化，得到次级库（Ｓｕｂ⁃ｓｓＤＮＡ），然后进行下一轮

筛选。 通常在 ４ 轮以内便能得到高亲和力的适配

体。 为了验证竞争筛选的结果，在相同的筛选条件

下又采用多轮筛选法进行了筛选验证。
　 　 在第一轮筛选中，将 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｓｓＤＮＡ 核

酸库与 ５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＧＧ１ 混合孵育 １５ ｍｉｎ 后，进

图 ５　 候选序列与 ＯＧＧ１ 结合的电泳图及 ＫＤ 值（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｓ ａｎｄ ＫＤ ｖａｌｕｅｓ （ｎ＝３）

ｏｆ Ａｐｔ １， ２， ４， ６ ｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ ＯＧＧ１
Ａｐｔ １， ２， ４， ６： ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ； ＯＧＧ１： ５􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ．

行 ＣＥ 分析。 在图 ６⁃Ｒｏｕｎｄ １ 中，游离核酸峰出现

在 ５􀆰 １ ｍｉｎ 处，加入 ＯＧＧ１ 后，游离核酸峰面积降

低，在 ２􀆰 ５ ｍｉｎ 处出现 ＯＧＧ１⁃ｓｓＤＮＡ 复合物峰。 设

置相应的时间程序，对区间 ２􀆰 ０ ～ ３􀆰 ０ ｍｉｎ 的复合物

进行收集，经对称 ＰＣＲ 扩增、不对称 ＰＣＲ 扩增及纯

化过程，得到第一轮的次级库（Ｓｕｂ ｓｓＤＮＡ１）以用

于第二轮筛选。 将第一轮得到的次级库与 ５􀆰 ０
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μｍｏｌ ／ Ｌ ＯＧＧ１ 混合孵育 １５ ｍｉｎ 后，进行 ＣＥ 分析，
在图 ６⁃Ｒｏｕｎｄ ２ 中，加入 ＯＧＧ１ 后游离 Ｓｕｂ ｓｓＤＮＡ１
峰面积显著降低，在 ２􀆰 ５ ｍｉｎ 处出现复合物峰，收集

１􀆰 ８～３􀆰 ０ ｍｉｎ 区段复合物。 经对称 ＰＣＲ 扩增、不对

称 ＰＣＲ 扩增及纯化过程，得到第二轮的次级库

（Ｓｕｂ ｓｓＤＮＡ２）以用于第三轮筛选。 保持筛选条件

不变，将 Ｓｕｂ ｓｓＤＮＡ２ 与 ＯＧＧ１ 混合孵育进行第三

轮筛选（图 ６⁃Ｒｏｕｎｄ ３），收集 １􀆰 ９ ～ ３􀆰 ０ ｍｉｎ 区段内

复合物。 随着筛选轮次的不断增加，与靶标弱结合

的核酸序列不断被去除，使得亲和力更高的核酸序

列保留下来。 经三轮筛选后，分别计算蛋白与核酸

初始库和次级库间的 ＫＤ 值：第一轮 ＫＤ 值为 ３􀆰 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ，第二轮 ＫＤ 值为 ０􀆰 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ，第三轮为

１􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 实验结果表明，第二轮获得的核酸序

列的亲和力较第一轮有一个数量级的提升，第三轮

与第二轮所得核酸序列亲和力差别不大，并略弱于

第二轮。 因此，将第二轮获得的次级库经 ＰＣＲ 扩

增、纯化，送至生工生物科技有限公司进行高通量

测序。

表 ２　 多轮筛选与竞争筛选序列对比
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｕｌｔｉ ｒｏｕｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′－３′） Ｃｏｐｙ
Ｍｕｌｔｉ⁃ｒｏｕｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
　

ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＧＣＣＡＣＡＴＴＡＧＴＣＴＣＡＣＣＡＣＴＡＣＣＴＧＣＧＴＡＣＣＴＡＣＣＧＣＣＧＣＣＣ
ＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

１５２１

ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＧＧＴＡＴＴＧＣＴＡＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＧＡＡＣＴＴＧＴＴＡＡＣＣ
ＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

７６０

ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＧＣＧＡＡＧＣＧＴＡＣＣＧＧＣＴＡＣＣＣＡＧＴＧＡＣＡＧＴＣＧＣＣＧＴＧＧＧＴＣＣＣ
ＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

３６

Ｏｎｅ⁃ｒｏｕｎｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＧＣＣＡＣＡＴＴＡＧＴＣＴＣＡＣＣＡＣＴＡＣＣＴＧＣＧＴＡＣＣＴＡＣＣＧＣＣＧＣＣＣ
ＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

１３２

ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＧＣＧＡＡＧＣＧＴＡＣＣＧＧＣＴＡＣＣＣＡＧＴＧＡＣＡＧＴＣＧＣＣＧＴＧＧＧＴＣＣＣ
ＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

９１

ＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＧＡＴＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＧＧＴＡＴＴＧＣＴＡＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＧＡＡＣＴＴＧＴＴＡＡＣＣ
ＴＡＴＧＣＧＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＡ

１７

２．５　 高通量测序及结果分析

　 　 分析高通量测序结果，去除测序结果中读码区

段错误及引物多聚体，选取其中最高频次的 ３ 条序

列。 将结果与竞争筛选法得到的序列进行对比（见
表 ２），多轮筛选法筛选出的 ３ 条适配体序列与竞争

法得到频次最高的 ３ 条适配体的序列相同。 在多轮

筛选中经过 ３ 轮筛选得到的序列频次最高达到

１ ５２１ 次，而竞争筛选方法得到的适配体频次则较为

均一（１００ 次左右），多轮筛选过程是将可与靶标结

合的核酸序列通过逐轮筛选富集，而同步竞争筛选

法则是在共同孵育时，为靶标提供了一个强结合的

反筛靶，通过竞争结合以更有效地获得高亲和力和

图 ６　 ＯＧＧ１ 蛋白适配体 ３ 轮筛选的电泳图
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｒｏｕｎｄｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

ｏｆ ＯＧＧ１ ｐｒｏｔｅｉｎ′ｓ ａｐｔａｍｅｒ

高特异性的适配体序列。 因此当存在合适的竞争蛋

白的情况下，同步竞争筛选法仅通过一轮筛选即可

获得亲和力和特异性更好的适配体，且使筛选过程

加快，筛选时间和费用成本降低。

·７２７·
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２．６　 ＯＧＧ１ 与 Ａｐｔ １ 的分子对接分析

　 　 ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 是一种高效的基于几何形状互补增

强的刚性对接方法。 在 ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 中输入两个分

子的序列，并计算其中一个作为配体的分子相对于

另一个作为受体的分子的三维变换。 本次分析的两

个分 子 是 其 中 亲 和 力 最 高 的 ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ １ 及

ＯＧＧ１，根据给定的分子，ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 首先根据表面

形状（凹陷，凸起或平整）将其表面分解成几个模

块。 然后，它执行几何散列算法以匹配具有平整形

状的区块和具有凸起形状的模块，并生成一组有效

的变换。 将一组评分函数应用于每个候选变换来进

行更深入的评估用以估计所获得的复合物的原子去

溶剂化能量和形状互补性。 最后，应用均方根偏差

聚类 （ ＲＭＳＤ ） 将 冗 余 的 解 决 方 案 排 除。 在

ＰａｔｃｈＤｏｃｋ 成功对接并由 ＦｉｒｅＤｏｃｋ 进行细化后，选
择 １０ 个原始的对接结果进行结合分析。
　 　 通过使用 ＰｙＭｏｌ［２５］进行对接结果分析，并基于

全局自由能和结合残基选择最优的 ３ 个结果。

ＯＧＧ１ 在 ２４５～２７０ 位氨基酸残基处都具有螺旋⁃发
夹⁃螺旋结构，该处是 ＤＮＡ 的结合部位，同样也是酶

的催化活性部位；Ａｒｇ１５４ 和 Ａｒｇ２０４ 构成了识别 ８⁃
ｏｘｏＧ⁃Ｃ 碱基对的基础结构［２６］； Ａｓｎ１４９ 能够利用

氢键将 ８⁃ｏｘｏＧ 与 ＯＧＧ１ 形成的空隙填补；Ｃｙｓ２４９
和 Ｐｈｅ３１９ 之间会形成 ＯＧＧ１ 对 ８⁃ｏｘｏＧ 的识别口

袋，当氧化损伤发生产生的 ８⁃ｏｘｏＧ 被修复时会插

入该识别口袋；Ｇｌｎ３１５ 也对蛋白对底物的识别有

用。 分析对接结果显示从 ５′～３′端的 ５０～８０ 位的适

配体残基与指定用于 ＤＮＡ 和 ８⁃氧代鸟嘌呤结合的

两个主要活性位点结合（见图 ７）。 在 ＯＧＧ１ 适配体

复合物中观察到不同类型的相互作用，即 ５６ 个极性

接触、２６ 个范德华相互作用、３９ 个氢键、６ 个疏水相

互作用、１４ 个离子相互作用和 ７０ 个芳族相互作用。
分子对接结果表明所筛选的适配体的 ５０、５１ 位胞嘧

啶能与 Ａｒｇ１５４ 和 Ａｒｇ２０４ 形成氢键，且能够结合在

ＯＧＧ１ 蛋白的识别口袋上。

图 ７　 ＯＧＧ１ 的活性位点的残基名称和标识符
Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｓｉｄｕｅ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒｓ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＯＧＧ１

　 ＯＧＧ１⁃Ａｐｔ １ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｓｔ ５０－８０ ｒｅｓｉｄｕｅｓ （ ｆｒｏｍ ５′ ｔｏ ３′） ｗａｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｉｔｅ
ｏｆ ＯＧＧ１．

３　 结论

　 　 本文建立和比较了两种 ＯＧＧ１ 蛋白的核酸适

配体筛选方法，即同步竞争筛选法及多轮筛选法。
二者筛选到的 ３ 条适配体序列相同，同步竞争筛选

法效率更高，可通过一轮筛选获得高亲和力、高特异

·８２７·
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性的适配体。 分子对接分析表明，所筛选的 Ａｐｔ １
适配体可能结合于 ＯＧＧ１ 蛋白的活性口袋中，表明

该适配体有望作为 ＯＧＧ１ 潜在的功能调控因子，抑
制其修复作用。 适配体对 ＯＧＧ１ 作用的相关研究

正在进一步展开。
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