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小分子靶标的非固定化核酸适配体筛选技术研究进展
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摘要：核酸适配体是通过指数富集配体系统进化（ＳＥＬＥＸ）技术获得的一段核糖核酸（ＲＮＡ）或单链脱氧核糖核酸

（ｓｓＤＮＡ），可用于靶标的特异性识别。 核酸适配体具有易于化学合成和修饰、高热稳定性、低毒性与低免疫原性等

优势。 小分子靶标的核酸适配体在新药研发、肿瘤治疗、疾病诊断、超快速灵敏检测、环境污染监测和毒品检测等

领域具有广泛的应用前景。 然而，小分子因结构简单、分子质量小且可供核酸结合的基团有限，导致靶向小分子的

适配体结合不稳定，为适配体的筛选与传感器的开发带来了巨大挑战。 高效的筛选技术是获取高性能适配体的关

键，目前适用于小分子靶标的核酸适配体筛选技术主要分为 ３ 类：基于靶标固定的筛选技术、基于核酸库固定的筛

选技术以及靶标非固定化的筛选技术。 与其他两种筛选技术相比，靶标非固定化的筛选技术所需的筛选轮数更少

且获得的适配体亲和力更高（通常在 ｎｍｏｌ ／ Ｌ 水平）。 本文总结了小分子靶标的非固定化核酸适配体筛选技术（包
括氧化石墨烯（ＧＯ） ⁃ＳＥＬＥＸ、毛细管电泳（ＣＥ） ⁃ＳＥＬＥＸ 和纳米金辅助（ＧＮＰ） ⁃ＳＥＬＥＸ ）的原理、优缺点及应用进

展。 此外，本文总结了在适配体特异性评价中对照靶标的选择策略。
关键词：指数富集配体系统进化技术；小分子靶标；非固定化核酸适配体筛选技术；综述
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性、低毒性与低免疫原性等优点；其中，小分子靶标

的核酸适配体在新药研发、肿瘤治疗、疾病诊断、超
快速灵敏检测、环境污染监测和毒品检测等领域具

有广泛的应用前景［２－７］。 目前，已有 １００ 余种靶向
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３⁃（３⁃二甲基氨基丙基） ⁃碳二亚胺 （ １⁃ｅｔｈｙｌ⁃３⁃（ ３⁃
ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ） ⁃ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ， ＥＤＣ） 和 Ｎ⁃
羟基琥珀酰亚胺（Ｎ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ， ＮＨＳ）等
多种标准化学方法来实现固定［１０－１３］。 此外，即便小

分子被固定，固相介质也会对小分子的官能团产生

掩蔽效应，进而改变其理化性质，这严重限制了小分

子与适配体的有效结合［７］。 有研究［１４］表明，基于靶

标固定的筛选技术（如偶联小分子）获得的适配体

对自由靶标的亲和力大大降低或完全丧失。 与基于

靶标固定的筛选技术相比，近年来基于核酸库固定

的筛选技术得到了更为广泛的应用，其中捕获

（Ｃａｐｔｕｒｅ） ⁃ＳＥＬＥＸ 技术是这一领域的典型代表。
贾海静等［９］ 基于 Ｃａｐｔｕｒｅ⁃ＳＥＬＥＸ 技术，考察了 ３６
种靶标的实验条件，并分析了所获适配体的亲和力

与特异性，探讨了实验条件与适配体性能之间的关

系。 同时，贾海静等［９］ 还以氧化石墨烯（ＧＯ） ⁃ＳＥＬ⁃
ＥＸ 技术作为参照，对比了近三年采用靶标非固定

化的筛选技术所获得的 １３ 种小分子靶标适配体的

实验条件及适配体性能。 结果表明，与基于核酸库

固定的筛选技术相比，靶标非固定化的筛选技术所

需的筛选轮数更少，且获得的适配体亲和力更高

（通常在 ｎｍｏｌ ／ Ｌ 水平）。 因此，使用靶标非固定化

的筛选技术，有望解决因靶标或核酸库固定而导致

的适配体亲和力下降的问题。
　 　 近年来，针对小分子靶标的非固定化核酸适配体

筛选技术发展迅速，主要包括以下 ３ 种：ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ
技术、毛细管电泳（ＣＥ） ⁃ＳＥＬＥＸ 技术和纳米金辅助

（ＧＮＰ） ⁃ＳＥＬＥＸ 技术。 在 Ｗｅｂ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ 数据库
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中，通过输入“ＧＯ” “ＣＥ” “ＧＮＰ” “非固定化筛选技

术”这 ４ 种关键词中的任意一种，并结合“小分子”
与“适配体”两个关键词进行检索，共可检索到 ４５
篇与小分子靶标的非固定化核酸适配体筛选技术相

关的研究论文；其中，２００５ － ２０１１ 年发表了 ４ 篇，
２０１２－２０１７ 年发表了 １８ 篇，２０１８－２０２３ 年发表了 ２３
篇。 本文主要对 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术、ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

和 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的原理、优缺点及研究进展进

行了总结，探讨了在适配体特异性评价中对照靶标

的选择策略。

１　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

１．１　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的介绍

　 　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 是一种以 ＧＯ 为靶标⁃适配体复合

物分离介质的筛选技术。 ＧＯ 是一种新型的二维碳

纳米材料，它能够通过核酸碱基与 ＧＯ 六边形单元

之间的 π⁃π 堆积作用来吸附 ｓｓＤＮＡ 或 ＲＮＡ，而双

链 ＤＮＡ 因其碱基被包裹在双螺旋结构内部，不会

被 ＧＯ 吸附。 在筛选过程中，ＧＯ 能够有效吸附游

离核酸库中的 ｓｓＤＮＡ，而较难吸附与靶标结合的核

酸序列，因此 ＧＯ 可用于去除那些未与靶标结合的

游离 ｓｓＤＮＡ。 同时，ＧＯ 在水溶液中具有良好的分

散性和亲水性，能够有效降低表面自由能，是理想的

非固定化筛选分离介质。 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术无需固

定靶标，因此避免了靶标构象的变化，是一种简单、
快速的适配体筛选方法。
　 　 ２０１２ 年，Ｐａｒｋ 等［１５］ 首次提出了 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技

术，并成功筛选出了烟酰胺磷酸核糖转移酶（ｎｉｃｏ⁃
ｔｉｎａｍｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＮＡＭＰＴ）的

适配体。 目前，ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术已成功应用于多种

小分子靶标（包括农药、毒素、抗生素、药物、生物代

谢物、有机污染物）的 ＤＮＡ 适配体筛选［１６－３６］，所获

得的适配体序列、筛选轮数及平衡解离常数（ＫＤ）等
见表 １。 以 ＫＤ 来衡量小分子靶标与适配体之间的

亲和力，ＫＤ 值越小，表示靶标与适配体之间的亲和

力越高；反之，ＫＤ 值越大，亲和力越低。 如表 １ 所

示，经过 ４ ～ １６ 轮筛选后，所获得的 ＫＤ 为 ０􀆰 ２８ ～
２６０􀆰 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。
１．２　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的优势与应用

　 　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术可用于混合靶标的正向与反

向筛选，从而成功筛选出多个靶标的适配体。 多重

（ｍｕｌｔｉｐｌｅ） ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术能够利用 ＧＯ 来筛选出

一组针对混合小分子靶标的适配体，是一种简单、快
速且高通量的适配体筛选方法。 如 Ｎｇｕｙｅｎ 等［１６］

利用 ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术，通过正向与反向筛

选，成功实现了多个靶标适配体的同时筛选。 在反

向筛选过程中，首先将 ６ 种不同的反筛靶标与核酸

库混合，然后加入 ＧＯ 分散液，经过 １ ｈ 的孵育后，
通过离心来去除与反筛靶标结合的 ｓｓＤＮＡ。 在正

向筛选过程中，将结合了反筛靶标⁃ｓｓＤＮＡ 复合物

的 ＧＯ 与戊唑醇、抗倒胺、苯噻草胺 ３ 种混合靶标进

行孵育，使 ｓｓＤＮＡ 的结构发生改变，从而导致其从

ＧＯ 表面脱附，并与相应的靶标结合，形成靶标⁃
ｓｓＤＮＡ复合物。 经过正向筛选后，靶标⁃ｓｓＤＮＡ 复合

物会被释放回溶液中，随后再利用聚合酶链式反应

（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）、聚丙烯酰胺凝

胶 电 泳 （ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＰＡＧＥ）及测序技术，筛选出 １０ 种不同的靶标适配

体，所获得的 ＫＤ 为 １０ ～ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 该研究不仅

为 ３ 种靶标（戊唑醇、抗倒胺、苯噻草胺）分别筛选

出了 ３ 个特异性适配体，而且还发现了能够同时靶

向 ２ 个或 ３ 个不同靶标的适配体。 对多个靶标的适

配体进行同时筛选，不仅为适配体在分子诊断和生

物技术领域的发展带来了新机遇，还为基于适配体

的生物传感器应用开辟了广阔的前景。
　 　 采用 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术有助于获得高亲和力的

适配体。 Ｇｕ 等［２３］ 分别使用磁珠（ＭＢ） ⁃ＳＥＬＥＸ 技

术和 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术对冈田酸的适配体进行筛选，
结果 表 明， 使 用 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技 术 所 获 得 的 ＫＤ

（（５􀆰 ６３±３􀆰 ５５） ｎｍｏｌ ／ Ｌ）约为 ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 技术（ＫＤ

为（１３４􀆰 ８±１􀆰 １２） ｎｍｏｌ ／ Ｌ）的 １ ／ ２４，说明亲和力提

高了约 ２４ 倍。 Ｇａｏ 等［２０］ 分别使用 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技

术和 ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 技术对膝沟藻毒素 １ ／ ４ （ＧＴＸ１ ／ ４）
的适配体进行筛选，并在实验条件尽可能一致的前

提下，对比了两种技术的筛选效果。 结果表明，通过

ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ技术筛选获得的 ６ 个适配体均表现出了

极高的亲和力，ＫＤ 为 ６２ ～ ６５３ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，而通过 ＭＢ⁃
ＳＥＬＥＸ技术筛选得到的适配体中，仅有 ３ 个序列能

够与靶标结合，且 ＫＤ 处于 μｍｏｌ ／ Ｌ 水平。 与 ＭＢ⁃
ＳＥＬＥＸ 技术相比，ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 在 ｓｓＤＮＡ 回收率、序
列同源性和适配体亲和力等方面都表现出了更大的

优势；并且，ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的筛选效率更高，能够

快速吸附未结合的 ｓｓＤＮＡ，极大地简化了分离步

骤，使得操作更为便捷。
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表 １　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术在小分子靶标适配体筛选中的应用
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ （ＧＯ） ⁃ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ （ＳＥＬＥＸ）

ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｉｎ ａｐｔａｍｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｔａｒｇｅｔｓ

Ｔｙｐｅ Ｔａｒｇｅｔｓ Ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′－３′）
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｒｏｕｎｄ

Ａｆｆｉｎｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａ⁃
ｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

ＫＤ ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｐｅｓｔｉｃｉｄｅｓ ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ， ｉｎａｂｅｎ⁃
ｆｉｄｅ， ｍｅｆｅｎａｃｅｔ［１６］

ＣＧＴＡＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＴＡＧＣＡＧＣＧＴＣＣＡＣＧＡＧＴＧＴＧＧ⁃
ＴＧＴＧＧＡＴＣＣＧＡＧＣＴＣＣＡＣＧＴＧ， ｅｔｃ．

５ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ
ｃａｌｏｒｉｍｅｔｒｙ （ ＩＴＣ）

１０．００－１００．００

ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ （ＧｌｙＰ） ［１７］ ＧＧＡＣＡＧＣＴＧＧＣＣＧＣＧＴＡＧＣＧＡＧＡＣＡＣＧＴＡＣＡＡＧＧ⁃
ＴＡＣＴＡＴＡＣＧＧＣＴＧＧＣＡＴＡＴＧＴＡＴＣＴＧ

８ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓａｙ

３０．７３±１．２５∗

ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘａｍ
（ＴＭＸ） ［１８］

ＧＴＣＧＡＣＧＧＡＴＣＣＡＣＣＧＡＣＣＡＴＧＣＡＡＡＧＡＴＧＣＡＣＡＡ⁃
ＡＡＡＣＧＡＣＡＧＣＡＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡＣ

９ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ａｓｓａｙ

１１８．３４±１３．８５∗

Ｔｏｘｉｎｓ Ｔ２ ｔｏｘｉｎ［１９］ ＧＴＡＴＡＴＣＡＡＧＣＡＴＣＧＣＧＴＧＴＴＴＡＣＡＣＡＴＧＣＧＡＧＡＧ⁃
ＧＴＧＡＡ

１０ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ２０．８０±３．１０∗

ｇｏｎｙａｕｔｏｘｉｎ １ ／ ４
（ＧＴＸ１ ／ ４） ［２０］

ＡＡＣＣＴＴＴＧＧＴＣＧＧＧＣＡＡＧＧＴＡＧＧＴＴ ８ ｂｉｏｌａｙｅｒ ｉｎｔｅｒｆｅｒ⁃
ｏｍｅｔｒｙ （ＢＬＩ）

２１．９０

ｄｏｍｏｉｃ ａｃｉｄ （ＤＡ） ［２１］ ＡＡＡＡＡＴＡＡＴＴＴＡＡＡＴＴＴＴＣＴＡＣＣＣＡＡＴＧＣＴＴＴＴＣＧＣ⁃
ＡＴＡＡ

１６ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ６２．０７±１９．９７∗

ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ
（ＴＴＸ） ［２１］

ＴＣＡＡＡＴＴＴＴＣＧＴＣＴＡＣＴＣＡＡＴＣＴＴＴＣＴＧＴＣＴＴＡＴＣ １６ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ４４．１２±１５．３８∗

ｓａｘｉｔｏｘｉｎ （ＳＴＸ） ［２１］ ＣＴＴＴＴＴＡＣＡＡＡＡＴＴＣＴＣＴＴＴＴＴＡＣＣＴＡＴＡＴＴＡＴＧＡＡ⁃
ＣＡＧＡ

１６ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ６１．４４±２３．１８∗

ｇｌｉｏｔｏｘｉｎ［２２］ ＣＡＴＧＴＧＴＣＣＡＣＡＴＧＧＡＧＧＴＧＡＣＣＴ ８ ＢＬＩ， ＩＴＣ １９６．００

ｏｋａｄａｉｃ ａｃｉｄ［２３］ ＡＴＴＴＧＡＣＣＡＴＧＴＣＧＡＧＧＧＡＧＡＣＧＣＧＣＡＧＴＣＧＣＴＡＣ⁃
ＣＡＣＣＴ

８ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ５．６３±３．５５∗

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ Ｇ
（Ｐｅｎ Ｇ） ［２４］

ＣＡＣＣＡＧＴＣＡＧＡＣＡＧＣＡＣＧＧＴＧＡＣＴＧＧＡＧＴＧＡＣＧＴＣ⁃
ＧＧＴＡＣＣＴＧＡＧＡＴＣＧＡＧＴＧＡＣＧＴＣＧＧＴＡＣＣＴＧ

９ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｅｎｓｉｎｇ

１０５．１５±１．９４∗

ｐａｔｕｌｉｎ［２５］ ＧＧＣＣＣＧＣＣＡＡＣＣＣＧＣＡＴＣＡＴＣＴＡＣＡＣＴＧＡＴＡＴＴＴＴＡ⁃
ＣＣＴＴ

１５ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ２１．８３±５．０２∗

ｏｆｌｏｘａｃｉｎ［２６］ ＴＧＧＣＧＣＴＴＡＧＧＴＧＴＡＡＴＡＡＣＣＴＧＡＧＧＡＣＧＧＣＴＴＧＧ，
ＴＧＧＴＴＡＡＡＣＣＡＣＧＧＴＧＡＡＣＣＡＣＴＧＣＧＣＡＧＴＡＧＧＴＣ

７ ｂａｌａｎｃｅｄ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ １３０．１０， １５９．１０

Ｄｒｕｇｓ ｒａｃｔｏｐａｍｉｎｅ
（ＲＡＣ） ［２７］
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ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｃａｎｎａｂｉｎｏｉｄｓ
（ＳＣｓ） ［２８］
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５ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｅｎｓｉｎｇ

－

ｓｕｌｆａｍｅｔｈａｚｉｎｅ
（ＳＭＺ） ［２９］
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ＧＴＣＧＣ
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ＧＴＧＣＡＴＣＴＧ

６ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ５．０４±１．９９∗

２５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ
Ｄ３［３４］
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８ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ０．３３±０．０５∗

Ｏｒｇａｎｉｃ
ｐｏｌｌｕｔａｎｔ
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　 　 基于 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术筛选出的适配体已应用

于多个领域，如药物靶向传输、肿瘤细胞检测、病原

体或生化指标检测及农药检测等。 在药物靶向传输

方面，Ｍｏ 等［３７］开发了一种以 ＤＮＡ⁃ＧＯ 纳米聚集体

（ＤＮＡ⁃ＧＡ）为载体的 ５′⁃三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ⁃５′⁃
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＴＰ）响应型抗癌药物递送策略，并
成功用于控制小分子抗癌药物多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉ⁃
ｃｉｎ， ＤＯＸ）的释放。 ＤＮＡ⁃ＧＡ 由 ＧＯ、两个 ｓｓＤＮＡ
（ＤＮＡ１ 和 ＤＮＡ２）和 ＡＴＰ 的适配体组成。 利用 ＧＯ
与 ＤＯＸ 之间的超分子 π⁃π 堆叠作用，ＤＮＡ⁃ＧＡ 的

分层结构可以高效率地负载 ＤＯＸ，形成 ＤＯＸ ／ ＤＮＡ⁃
ＧＡ 复合物。 在此过程中，ＤＮＡ⁃ＧＡ 的平均尺寸增

大，比表面积减小，这有助于抑制 ＧＯ 中 ＤＯＸ 的释

放。 当 ＡＴＰ 存在时，ＡＴＰ 会与其适配体结合，导致

ＤＯＸ 从 ＤＯＸ ／ ＤＮＡ⁃ＧＡ 复合物中解离。 因此，与缺

乏 ＡＴＰ 的细胞外液相比，高 ＡＴＰ 水平的环境（如细

胞质）更能促进 ＤＯＸ 从 ＤＯＸ ／ ＤＮＡ⁃ＧＡ 复合物中释

放。 该研究结果表明，通过 ＤＮＡ⁃ＧＡ 与体内特定内

环境之间的作用，可以精准控制药物的释放，从而实

现药物在特定细胞内的按需靶向递送。 在肿瘤细胞

检测方面，ＧＯ 与适配体的缀合物能够从血液中靶

向捕获肿瘤细胞，随后采用特殊成像方法对捕获的

肿瘤细胞进行分析，可用于肿瘤疾病的早期诊

断［１９，３８］。 基于此，Ｐｒａｍａｎｉｋ 等［３９］ 报道了一种双光

子发光平台，该平台由 Ｓ６ ＲＮＡ 适配体与 ＧＯ 共轭

构成，可用于乳腺癌细胞（ＳＫ⁃ＢＲ⁃３）的靶向生物成

像。 当 ＧＯ 与 Ｓ６ ＲＮＡ 适配体结合后，展现出极高

的双光子吸收特性。 当 Ｓ６ ＲＮＡ 适配体与ＳＫ⁃ＢＲ⁃３
靶向结合后，通过近红外光的照射，能够激发出强烈

的双光子荧光信号，由此可以区分靶向的 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３
与其他非靶向细胞。 在病原体或生化指标检测方

面，将 ＧＯ⁃适配体与其他纳米材料联合用于生物传

感器的制备［４０，４１］，能够显著提升传感器在生物检测

应用中的灵敏度。 Ｈｅ 等［４２］报道了一种基于 ＧＯ⁃适
配体的高灵敏度电化学检测平台，用于凝血酶的检

测。 在该平台中，凝血酶的适配体被固定在电极的

一侧，电化学氧化还原探针被固定在电极的另一侧。
当凝血酶存在时，固定在电极上的适配体会与其结

合，形成电子屏障，阻碍电子传递，从而导致固定在

电极另一侧的探针所产生的电化学信号减弱。 此

外，ＧＯ 的不导电性进一步加剧了探针电化学信号

的降低。 因此，通过监测凝血酶识别前后电化学检

测平台信号的变化，可以实现凝血酶的高灵敏度检

测。 结果表明，该方法对凝血酶具有较高的灵敏度

（检出限（ＬＯＤ）为 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）和较宽的线性范围

（０􀆰 ００５ ～ ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 在农药检测方面， Ｋｏｎｇ
等［１８］采用 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术，经过正向与反向筛选，
共筛选出了 ５ 个具有代表性的噻虫嗪（ ｔｈｉａｍｅｔｈｏｘ⁃
ａｍ， ＴＭＸ） 适配体。 选择亲和力最高的适配体

ｓｅｑ．２０ （ＫＤ 为（２１０􀆰 ４７±７９􀆰 ３７） ｎｍｏｌ ／ Ｌ）进行截短

处理，截短后的适配体（ ｓｅｑ．２０⁃１ 和 ｓｅｑ．２０⁃２）均表

现出了更高的亲和力（ＫＤ 分别为（１１８􀆰 ３４±１３􀆰 ８５）
ｎｍｏｌ ／ Ｌ 和（１２３􀆰 ３５±２９􀆰 ８０） ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 研究将截短

后的适配体 ｓｅｑ．２０⁃２ 和原始适配体 ｓｅｑ．２０ 用作识

别元件，构建了基于金纳米颗粒的比色适配体传感

器，用于蔬菜样品中 ＴＭＸ 的检测。 结果发现，适配

体 ｓｅｑ．２０⁃２ 对 ＴＭＸ 的检测灵敏度（ＬＯＤ 为（１􀆰 ６７±
０􀆰 １２） ｎｍｏｌ ／ Ｌ，信噪比 （ Ｓ ／ Ｎ） ＝ ３） 优于适配体

ｓｅｑ．２０ （ＬＯＤ 为（３􀆰 ３３±０􀆰 ２３） ｎｍｏｌ ／ Ｌ， Ｓ ／ Ｎ ＝ ３），
这一结果证实了截短后的适配体作为识别元件在检

测 ＴＭＸ 中的可行性。
１．３　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术存在的问题与挑战

　 　 使用 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术筛选小分子靶标的适配

体时，主要存在下述问题与挑战：（１）在实验过程

中，ｐＨ 和温度的变化或某些离子的存在都可能削弱

ｓｓＤＮＡ 与 ＧＯ 表面之间的结合力，使得 ｓｓＤＮＡ 自发

地从 ＧＯ 表面解吸附，进而降低筛选效率。 此外，如
果小分子靶标被 ＧＯ 吸附，那么利用 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技

术将无法有效筛选出针对该小分子靶标的适配体。
（２）ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术依赖于 ＧＯ 的特定理化性质，
因此制备具有单一理化性质的 ＧＯ 是确保 ＧＯ⁃
ＳＥＬＥＸ技术稳定性和应用准确性的关键。 （３）在适

配体筛选过程中，ＧＯ 和小分子靶标均与适配体之

间存在亲和力，如何增加这两种亲和力之间的差异，
也是一个需要解决的问题。 （４）有研究［４３，４４］ 表明，
ＧＯ 具有一定的细胞毒性，这可能会限制其在临床

上的进一步应用。

２　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

２．１　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的介绍

　 　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术能够在自由溶液中促进靶标与

核酸库的相互作用，并有效地将迁移率存在明显差

异的靶标⁃核酸复合物与未结合的核酸分离开；此
外，该技术还能够在毛细管的出口端定时、精确地收

集靶标⁃核酸复合物。 一般来说，采用 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技

术仅需 １～４ 轮筛选，即可获得蛋白质等生物分子的
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适配体。 在适配体筛选过程中，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术能

够保持靶标与核酸库的天然结构，并可以模拟生物

体的内环境，是最理想的适配体筛选方法［４５］。
　 　 目前，ＣＥ 主要有 ７ 种基础分离模式［４６－５３］，其中

被应用于 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的分离模式有 ３ 种，分别

为毛细管区带电泳（ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｚｏｎｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＣＺＥ） ［４６，４７］、 亲 和 毛 细 管 电 泳 （ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＡＣＥ） ［５０］和毛细管等速电泳（ｃａｐ⁃
ｉｌｌａｒｙ ｉｓｏｔａｃｈｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＣＩＴＰ） ［５３］。 在此基础上，
多种 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选模式得以发展，以下将重点介

绍 ７ 种常见的筛选模式。 （１）平衡混合物的非平衡

毛细管电泳（ＮＥＣＥＥＭ） ⁃ＳＥＬＥＸ［５４－５６］：首先将靶标

与核酸库共同孵育，待形成“结合⁃解离”平衡混合物

后，再将其注入毛细管柱中进行复合物的分离与收

集。 （２）低 ｐＨ（ＬｐＨ） ⁃ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ［５７］： ＣＺＥ 背景缓

冲液的 ｐＨ＜３，使得靶标⁃核酸库混合物中的游离核

酸与复合物的迁移方向相反（即游离核酸向进样端

迁移）， 从而实现复合物的高 效 分 离。 （ ３ ） 非

（Ｎｏｎ） ⁃ＳＥＬＥＸ［５８－６０］：在 ＣＺＥ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选过程中，
轮次间不进行次级库的扩增与纯化步骤，而是将上

一轮筛选后收集的复合物组分直接与靶标混合，并
进行下一轮的 ＣＺＥ 筛选。 （４）同步竞争毛细管电泳

（ｓｃＣＥ） ⁃ＳＥＬＥＸ［６０］：将核酸库与两种靶标进行共孵

育，两种靶标会各自特异性地结合其对应的有利序

列并形成复合物，随后通过一次 ＣＺＥ 分离过程，即
可同时收集到这两种靶标的复合物。 （５）单步毛细

管电泳（ｓｓＣＥ） ⁃ＳＥＬＥＸ［６１］：在基于在线反应的单步

ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 模式中，混合、反应、分离、检测以及复合

物的收集均通过一个单步的在线过程完成。 （６）平
衡混合物的平衡毛细管电泳（ＥＣＥＥＭ） ⁃ＳＥＬＥＸ［６２］：
将靶标加入到 ＣＥ 的运行缓冲液中，随后将核酸库

进样至毛细管柱内；在电泳过程中，与靶标结合的核

酸序列与游离的核酸序列因迁移速度的差异而分

离，从而实现复合物的分离与收集。 （７）毛细管瞬

时等速电泳（ｃｔＩＴＰ） ⁃ＳＥＬＥＸ［６３］：通过使用先导电解

质和尾随电解质，游离核酸与复合物能够根据二者

电泳淌度的差异实现有效分离。
　 　 ２００５ 年以来，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术已被应用于各种

小分子靶标适配体的筛选（表 ２） ［５５，６４－７０］。 然而，由
于小分子靶标⁃核酸库复合物与未结合核酸库之间

的荷质比差异较小，它们在电泳过程中的迁移速度

相近，这使得复合物与未结合的核酸库难以有效分

离，进而无法对复合物进行精确的定性及定量分析。

因此，通过电泳图谱无法直观地监测到复合物的形

成及状态，即无法实现复合物的可视化，这也是传统

ＣＺＥ 分离模式难以直接分离和精准收集复合物的

主要原因。 上述小分子靶标⁃核酸库复合物的收集

过程较为盲目，未充分考虑到复合物与未结合的核

酸库无法分离的情况。 因此，小分子靶标⁃核酸库复

合物的可视化是适配体成功筛选的关键。
　 　 为了解决小分子靶标⁃核酸库复合物与未结合

核酸库难以分离的问题，本课题组［７１］ 创新性地开发

了动态竞争吸附毛细管电泳（ｄｙｎａｍｉｃ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤｃａＣＥ ） ⁃
ＳＥＬＥＸ 模式。 ＤｃａＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 是一种全新的筛选策

略，通过增大未结合核酸库与复合物之间的荷质比

差异，可以实现二者的有效分离。 在我们长期致力

于蛋白质与核酸库结合的研究过程中，发现了一系

列被称为“核酸捕手”的蛋白质［７１］，这些蛋白质具有

极强的核酸结合能力，并能够无差别地与各种核酸

序列结合。 基于此发现，我们在筛选体系中引入了

“核酸捕手”蛋白质（如转铁蛋白），并将其作为竞争

靶标。 该“核酸捕手”蛋白质能够有效吸附未与小

分子结合或结合程度较弱的游离核酸库，所形成的

竞争靶标⁃核酸库复合物的荷质比远高于小分子靶

标⁃核酸库复合物的荷质比。 通过贝克曼荧光电泳

图谱可直观监测到竞争靶标⁃核酸库与小分子靶标⁃
核酸库两种复合物的形成及状态，从而实现小分子

靶标⁃核酸库复合物与未结合核酸库的可视化分离。
此外，根据小分子靶标⁃核酸库复合物的迁移时间，
设置精确的收集区段，可以实现小分子靶标⁃核酸库

复合物的精准收集。 利用 ＤｃａＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选策

略，研究已成功实现 ７ 种小分子的适配体筛选。
２．２　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的优势与应用

　 　 目前，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术已被应用于多类别、性质

各异的小分子靶标适配体的筛选，包括抗生素、多
肽、毒素、激素、神经递质、代谢产物、兴奋剂和有机

化合物等。 该技术能够依据小分子靶标的化学特性

和生物活性来选择合适的分离模式，通过优化小分

子靶标与核酸库之间的结合条件及小分子靶标⁃核
酸库复合物与未结合核酸库之间的分离条件来设计

筛选策略。 因此，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术在针对不同结构特

征小分子靶标的适配体筛选方面具有广泛的适用性。
　 　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术能够在自由溶液中筛选适配

体，无需对核酸库或靶标进行固定。 该技术可以直

接对混合物进行分离 ，使适配体能够从各个位

·２０３·
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表 ２　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术在小分子靶标适配体筛选中的应用
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点与靶标结合，避免了因固相固定靶标而导致的筛

选偏差。 在常用的固定化方法中，小分子靶标或核

酸库需通过共价或非共价的方式连接到固相载体

上。 然而，这种固定过程可能会遮蔽靶标的部分结

构，从而导致筛选偏差。 例如，Ｐｒｏｓｋｅ 等［７２］ 将神经

肽 Ｙ（ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ Ｙ， ＮＰＹ）固定在磁珠上，并成功

获得了 ＮＰＹ 的适配体（ＤＰ３）。 然而，当 ＮＰＹ 被分

割成不同片段并分别与 ＤＰ３ 结合时，ＤＰ３ 仅能够与

ＮＰＹ 的部分区域发生相互作用。 相比之下，采用

ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术对 ＮＰＹ 的适配体进行筛选时，可以

避免因靶标固定而导致的 ＮＰＹ 结构掩蔽问题，从而

降低筛选偏差［７０］。
　 　 当采用 ＣＺＥ 和 ＤｃａＣＥ 的分离模式时，ＣＥ⁃
ＳＥＬＥＸ 技术可在电泳分离过程中实现复合物的可

视化监测。 与传统的 ＳＥＬＥＸ 技术相比，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ
技术在电泳分离的同时还能够对复合物的组分进行

检测。 特别是当采用荧光标记的核酸库时，该技术

能够高灵敏地可视化监测筛选过程中结合序列的富

集程度及复合物的形成状态，并且支持对各轮次级

库与靶标亲和力变化的定量评估。 这一特性使得筛

选过程变得更加可控，为实时调整筛选条件和循环

次数提供了依据，进而提高了筛选效率和准确性。
　 　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术无需进行负筛步骤，因此筛选

效率较高。 大多数采用固相基质的筛选方法都需要

进行负筛步骤，该步骤涉及将正筛所用的核酸库与

用于固定靶标的固相基质进行孵育，旨在去除那些

可能与固相基质非特异性结合的假阳性序列［７３］。
由于 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术在自由溶液中进行，无需对小

分子靶标或核酸库进行固定化处理，因此省去了负

筛步骤，这也是 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的优势之一。 与传

统的筛选方法（需 ８ ～ １２ 轮筛选）相比，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ
技术仅需 １～４ 轮筛选即可获得高亲和力的适配体，
并且每轮筛选中的复合物分离过程仅需约 １０ ｍｉｎ。
　 　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术所需的进样量小。 即便进样量

处于 ｎＬ 级水平，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 仍能够保持超高的分离

效率，显著降低对核酸库和靶标的消耗，因此该技术

非常适合用于珍贵靶标的筛选。
２．３　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术存在的问题与挑战

　 　 当前在小分子适配体筛选领域，应用 ＣＥ⁃
ＳＥＬＥＸ技术的研究相对较少，主要原因有以下几

点：（１）ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的大多数分离模式无法实

现小分子靶标⁃核酸库复合物的可视化监测，导致复

合物难以被精确收集，这成为限制 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

在该领域应用的一大瓶颈。 （２）小分子靶标⁃核酸库

复合物与未结合核酸之间的电泳淌度差异还会受到

电泳溶液性质的影响［４５］，如 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术对离子

强度和 ｐＨ 的要求较为严格，这些特定的条件可能

会与 ＳＥＬＥＸ 其他步骤所使用的溶液条件发生冲突。

·３０３·
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（３）ＣＥ 的进样体积较小，单次进样的混合物样品量

有限，导致可有效利用的核酸库序列数变少。 因此，
通过 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术分离得到的复合物不够完整，
存在核酸序列缺失的可能。 此外，这一状况可能导

致每次筛选的重复性存在差异，进而影响对筛选效

果的准确评估。 （４）在复合物的分离过程中，溶液

的盐浓度和温度会对分离效果产生影响。 若复合物

与小分子靶标或未结合核酸之间的迁移时间差异过

小，可能会导致它们之间难以互相分离。 因此，在利

用 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术进行筛选的过程中，适配体与小

分子靶标之间的最佳结合条件以及复合物与未结合

核酸之间的最佳分离条件可能无法统一，导致最终

的适配体结合条件难以界定。

表 ３　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术在小分子靶标适配体筛选中的应用
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　 ∗： ｎ＝ ３．

３　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

３．１　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的介绍

　 　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术利用金纳米颗粒表面带有的

正电荷来吸附 ｓｓＤＮＡ，从而实现小分子靶标⁃ｓｓＤＮＡ
复合物与未结合 ｓｓＤＮＡ 之间的分离。 这一特性虽

与 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ 技术相似，但二者的机制不同［７４］。
具体来说，金纳米颗粒通过范德华力和强静电相互

作用与 ｓｓＤＮＡ 的碱基紧密结合［７５］， 从而吸附

ｓｓＤＮＡ。 然而，金纳米颗粒不易吸附那些已与靶标

结合的适配体，因此金纳米颗粒可用于去除未与靶

标结合的游离 ｓｓＤＮＡ。 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术完全依赖

于适配体与靶标之间的亲和力，只有与金纳米颗粒

完全分离的适配体才能进入下一轮的 ＳＥＬＥＸ 筛选，
这一机制显著提高了适配体筛选的灵敏度。 ＧＮＰ⁃
ＳＥＬＥＸ 有望成为未来 ＳＥＬＥＸ 技术的一个重要发展

方向，并可能成为传统 ＳＥＬＥＸ 的优秀备选策略。

　 　 最初，ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的筛选模式是先将核

酸库与靶标孵育，再加入金纳米颗粒共同孵育。 在

这个过程中，金纳米颗粒会吸附所有未与靶标结合

的核酸，而与靶标紧密结合的适配体则不会被金纳

米颗粒吸附，随后通过离心操作即可将这两部分有

效分离。 然而，适配体与靶标之间的相互作用较弱，
主要包括静电相互作用、氢键和 π⁃π 堆叠［７６，７７］；其
中氢键的能量约为 ２５ ～ ４０ ｋＪ ／ ｍｏｌ，而 π⁃π 堆叠的

能量甚至更低（约为 １０ ｋＪ ／ ｍｏｌ），这些作用力远弱

于金纳米颗粒对 ｓｓＤＮＡ 的吸附作用力。 因此，这种

筛选模式主要存在以下两个问题，首先，金纳米颗粒

对 ｓｓＤＮＡ 具有较高的亲和力，一些已与靶标结合的

序列仍可能被吸附在金纳米颗粒上，从而导致在离

心过程中丢失；其次，在多轮筛选过程中，即便添加

了靶标，富集后的次级核酸库仍可能继续吸附在金

纳米颗粒表面，难以判断筛选是否到达终点。 Ｃｈａｔ⁃
ｔｅｒｊｅｅ 等［７８］提出在 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选过程中采取以

下步骤：首先，将核酸库与金纳米颗粒进行孵育，使
ｓｓＤＮＡ 吸附在金纳米颗粒表面；随后加入小分子靶

标，此时仅有那些既能与靶标结合且结合亲和力大

于其与金纳米颗粒结合亲和力的适配体才能从金纳

米颗粒表面释放出来。 适配体的释放，金纳米颗粒

在盐溶液中发生聚集，导致溶液颜色由红色转变为

紫色。 同时，该过程中金纳米颗粒的分散状态（呈
现红色）或聚集状态（呈现紫色）可以作为实时监测

候选适配体富集程度的指标，并帮助判断筛选过程

的终止。 上述筛选模式仅适用于那些在与靶标结合

时倾向于完全从金纳米颗粒表面脱离的适配体。 目

前，ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术已成功应用于多种小分子靶

标的适配体筛选，如表 ３ 所示，经过 ８ ～ １１ 轮筛选
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后，所获得的 ＫＤ 为 ０􀆰 ０１７～２１􀆰 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ。
３．２　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的优势与应用

　 　 利用 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术筛选出的适配体具有较

强的特异性和较高的稳定性。 Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ 等［７８］ 通

过 ８ 轮筛选获得了能够靶向敌敌畏（ＤＶ）的适配体

（ＤＶ２）， ＫＤ 为 ０􀆰 ８５ μｍｏｌ ／ Ｌ。 进一步评估了 ＤＶ２
的交叉反应性及其对与 ＤＶ 结构相似农药的区分能

力，结果发现，ＤＶ２ 对 ＤＶ 展现出了极高的特异性，
回收率约为 ８３％。 此外，该研究利用筛选出的 ＤＶ２，
开发了一种基于适配体⁃纳米酶的比色测定法，该方

法对ＤＶ 的 ＬＯＤ 为 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ，并且该方法在河水和

商业苹果汁等复杂环境中依然能保持稳定的检测性

能。 上述结果表明，ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 可作为筛选高特异

性小分子适配体及快速构建相应传感器的技术平台。
　 　 通过 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术筛选得到的适配体可用

于生物传感研究中的比色检测或化学发光检测。
２０１９ 年，Ｌｉ 等［８０］以金纳米颗粒作为分离基质，经过

１１ 轮筛选获得了锌 （Ⅱ） ⁃原卟啉Ⅸ （ ｚｉｎｃ （Ⅱ） ⁃
ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ Ⅸ， ＺｎＰＰⅨ）的适配体，进一步截短

后得 到 适 配 体 ＺｎＰ１􀆰 ２ （ ＫＤ 为 （ ９􀆰 ５３ ± １􀆰 ８６ ）
μｍｏｌ ／ Ｌ）。 研究发现，ＺｎＰ１􀆰 ２ 对与 ＺｎＰＰⅨ化学结

构相似的Ｎ⁃甲基中卟啉Ⅸ（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ ｍｅｓｏｐｏｒｐｈｙ⁃
ｒｉｎ Ⅸ， ＮＭＭ）表现出了良好的荧光增强效应。 此

外，在与血红素（ｈｅｍｉｎ）结合后，ＺｎＰ１􀆰 ２ 的过氧化

物酶活性增强。 以上结果表明，作为一种功能性适

配体，ＺｎＰ１􀆰 ２ 具有成为发光荧光探针和脱氧核糖核

酸酶的潜力，并可作为过氧化物酶的替代品，广泛应

用于比色检测或化学发光检测。

表 ４　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ、ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 和 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的分离介质、筛选机制及优缺点
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ， ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

ｏｆ ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ， ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ ａｎｄ ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｍｅｄｉｕｍ

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ ＧＯ π⁃π ｓｔａｃｋｉｎｇ ｓｉｍｐｌｅ， ｑｕｉｃｋ， ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ，
ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ

ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ， ｍｉｓｔａｋｅｎ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ，
ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ

ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ

ｃｈａｒｇｅ⁃ｔｏ⁃ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍｏｄｅｓ， ｎｏ
ｆｉｘｉｎｇ， ｈｉｇｈ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｉｎ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ， ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｉｎ
ｄｅｆｉｎｉｎｇ ａｐｔａｍｅｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ ｇｏｌｄ ｎａｎ⁃
ｏｐａｒｔｉｃｌｅ

ｖａｎ ｄｅｒ Ｗａａｌｓ ｆｏｒｃｅｓ
ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ｅａｓｙ
ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｓｔ， ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，
ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｍｏｎｉｔｏｒａｂｌｅ

ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ

　 　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术能够在连续的筛选（正向或

负向筛选）轮次中直接监测适配体库的富集情况。
此外，该技术操作简单、便捷且成本较低，其分离过

程仅需离心机，而无需依赖其他大型仪器设备，这对

小分子适配体的筛选工作极为有利。 Ｌｅｅ 等［８１］ 选

取油菜素内酯（ＢＬ）和双酚 Ａ（ＢＰＡ）作为小分子靶

标，基于 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术搭建了一个可视化实时

监测平台，实现了适配体的快速筛选。 通过监测筛

选轮次间的颜色变化（以消光比（Ｅ５２０ ／ Ｅ７００）表示金

纳米颗粒的颜色变化），该研究可以很容易地监测

每轮筛选中适配体库对靶标（或负筛靶标）亲和力

的增减。 该方法无需对小分子靶标进行修饰，也无

需其他监测步骤，能够快速确定特异性适配体库的

富集情况，从而迅速筛选出相应的适配体。
３．３　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术存在的问题与挑战

　 　 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术在富集某些小分子靶标的适

配体方面存在局限性。 Ｄｉｎｇ 等［８２］ 研究发现，在采

用 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术筛选腺苷适配体时，从金纳米

颗粒上释放的序列数量极少，大多数 ｓｓＤＮＡ 仍被吸

附在金纳米颗粒上。 由此推断，ＧＮＰ 对 ｓｓＤＮＡ 的

强吸附作用可能会阻碍某些小分子靶标与 ｓｓＤＮＡ
的结合，即便发生结合，适配体也可能仍然附着在金

纳米颗粒的表面［３４，８３，８４］。 因此，ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

可能无法对那些与小分子靶标结合能力较弱的适配

体进行筛选，这极大地限制了该技术的推广与应用。
　 　 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ、ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 和 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

的分离介质、筛选机制及优缺点总结于表 ４。 综上

所述，针对各种小分子靶标，首先需要评估这些小分

子与核酸库的亲和力，然后再选择合适的适配体筛

选技术。 若小分子靶标与核酸库之间的亲和力相较

于 ＧＯ 与核酸库之间的亲和力存在较大差异，则选

择 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ；若小分子靶标与核酸库的结合能力

强，则选择 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ 技术；若小分子靶标能够在

自由溶液中与核酸库形成稳定的复合物，且该复合

物的荷质比及迁移率与未结合核酸库存在明显差

异，则选择 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术。
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４　 适配体特异性评价中对照靶标的选择标准

　 　 准确评价适配体的特异性是当前小分子适配体

研究所面临的挑战之一。 在特异性评价过程中，通
常会引入其他小分子作为对照靶标，通过比较小分

子靶标⁃适配体和对照靶标⁃适配体的结合情况来评

估适配体的特异性。 其中，对照靶标的选择直接影

响特异性评价结果的准确性和真实性。 适配体特异

性评价中对照靶标的选择主要考虑同源性、特殊的

化学修饰及结构相似性。
４．１　 同源性

　 　 对于多肽类小分子靶标，一般选取与目标多肽

同源性≥５０％ 的多肽作为对照靶标，由此鉴定出的

适配体能有效区分不同种类的多肽靶标来源。 例

如，人 Ｃ５ａ 和小鼠 Ｃ５ａ 均与猪过敏毒素（Ｃ５ａ）具有

较高的同源性（分别为 ７０％ 和 ６７％） ［６６］，因此在对

猪 Ｃ５ａ 的适配体进行特异性分析时，选择人 Ｃ５ａ 和

小鼠 Ｃ５ａ 作为对照靶标。
４．２　 特殊的化学修饰

　 　 对于有特殊修饰的小分子，通常选择去除特殊

修饰或化学结构相似的小分子作为对照靶标，以此

来检测适配体对特殊修饰小分子靶标的识别能力。
例如，利用 ＡＣＥ 方法分别评估适配体与糖基化的血

管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）肽（１６ 肽）、非糖基化的

ＶＥＧＦ 肽以及同样经过糖基化修饰的非同源 １６ 肽

之间的结合亲和力［６７］，以此实现适配体的特异性评

估。 此外，该方法还可用于适配体对小分子靶标特

殊修饰位置的特异性评估。 Ｗｉｌｌｉａｍｓ 等［６５］ 为了检

验赖氨酸 １６ 乙酰化的组蛋白 Ｈ４ 肽（ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４⁃
Ｋ１６Ａｃ）与适配体的特异性，同时使用 ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４⁃
Ｋ８Ａｃ 与适配体进行结合实验。 表面等离子体共振

（ＳＰＲ）分析结果表明，与 ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４⁃Ｋ１６Ａｃ 相比，
适配体对 ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ４⁃Ｋ８Ａｃ 的选择性提高了 ２ ４００
倍，说明该适配体具有位置特异性。
４．３　 结构相似性

　 　 对于有机化合物类的小分子靶标，通常选择与

靶标具有相似分子结构和相近分子质量的有机化合

物作为对照靶标。 杨歌等［６９］ 将与盐酸克伦特罗

（Ｃｌｅｎ）具有相似分子结构和相近分子质量的沙丁

胺醇（Ｓａｌ， Ｃ１３Ｈ２１ＮＯ３， Ｍｒ 为 ２３９􀆰 ３１ ｇ ／ ｍｏｌ）作为

对照靶标，利用纳米金比色法验证了适配体与 Ｃｌｅｎ
之间的结合特异性。

５　 展望

　 　 小分子靶标的非固定化核酸适配体筛选技术

（主要包括 ＧＯ⁃ＳＥＬＥＸ、ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 和 ＧＮＰ⁃ＳＥＬＥＸ
技术）发展迅猛。 研究者们将多种新型材料应用于

小分子靶标的适配体筛选，并依据靶标的特性设计

出多样化的筛选模式。 在此过程中，新的筛选技术

不断得到开发、优化和完善，从而在筛选效率、特异

性、准确性以及高效性等多个方面实现了显著提升。
然而，当前可应用的小分子靶标适配体在数量和效

果上均远未达到实际需求。 随着纳米材料的不断发

展，越来越多的新型纳米材料将被用作分离介质，以
用于小分子靶标的核酸适配体筛选。 理想的纳米材

料对核酸碱基的亲和力应介于 ＧＯ 与金纳米颗粒之

间，这样既能防止核酸库因自行解吸附而从纳米材

料表面脱落导致阳性序列的丢失，又能最大限度地

减少因纳米材料吸附性过强而引发的非特异性干

扰。 此外，通过在筛选过程中引入高通量测序技术，
可以监测每一轮次级核酸库序列的进化特征信息；
在此基础上，结合生物信息学进行辅助筛选，不仅能

够缩短筛选周期，还能提高筛选的成功率。 目前，计
算机辅助技术是改造和优化适配体序列及结构的主

要方法。 建立小分子适配体的计算机辅助筛选平台

（包括虚拟筛选、结构预测与优化），并结合动力学

模拟研究，将为适配体的结构设计、性能优化以及结

合机理的深入探索提供重要指导。
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