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摘要：外泌体密切参与细胞间通讯，调控细胞生理过程，是目前癌症和其他疾病早期诊断的潜在生物标志物之一。
因此，具有特定功能的外泌体的检测与分离具有重要临床意义。 与此同时，开发低成本、高灵敏度的外泌体特异性

识别元件，将在疾病早期诊断和治疗过程中发挥关键作用。 核酸适配体是通过指数富集配体系统进化技术（ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ， ＳＥＬＥＸ）筛选获得的、可与靶标特异性结合的单链脱氧核

糖核酸或核糖核酸，具备稳定性高、可化学合成、高亲和力和特异性以及靶标范围广等独特优势。 目前，靶向外泌

体的适配体已应用于细胞成像、药物递送、疾病诊疗等众多研究领域。 然而，外泌体的异质性以及复杂结构，为精

准识别特定外泌体的适配体筛选带来巨大挑战，高效的筛选技术是获得优良性能适配体的关键。 本文总结了外泌

体适配体筛选过程中关键靶点的功能及其选择策略，概述了目前应用于外泌体适配体筛选的主要方法与应用，包
括磁珠⁃ＳＥＬＥＸ、微流控⁃ＳＥＬＥＸ、硝酸纤维素膜⁃ＳＥＬＥＸ、细胞⁃ＳＥＬＥＸ 和毛细管电泳⁃ＳＥＬＥＸ 等 ５ 种筛选技术，并对

其分离原理、优势与限制以及最新应用进行阐述与分析。 最后，对外泌体适配体筛选所面临的问题与挑战进行了

总结与展望。
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ｅｘｏｓｏｍｅ

　 　 外泌体是细胞经过“内吞⁃融合⁃外排”等一系列

调控过程而形成的直径为 ３０ ～ １５０ ｎｍ 的圆形单层

膜结构的细胞外囊泡［１，２］。 外泌体含有母细胞的蛋

白质、核酸和脂质等重要生物分子，是介导细胞间分

子转运及信息交流的多功能载体［３，４］。 目前，已发

现多种类型的细胞在正常及病理状态下均具备分泌

外泌体的能力，包括干细胞、免疫细胞、神经细胞以

及各类肿瘤细胞等，其外泌体可改变细胞外基质的

微环境，将信息传递至受体细胞，并引发病理或生理

功能的改变［５，６］。 此外，外泌体反映了母细胞的表

型状态，已成为肿瘤、心血管疾病、神经退行性疾病

和免疫疾病的重要生物标志物。 外泌体的早期检测

不仅能提高患者的生存率，还可避免过度诊断或过

度治疗的风险。 因此，外泌体的精准识别与鉴定为

疾病治疗开辟了新的可能。 传统的外泌体检测方法

主要包括基于聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅ⁃
ａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ）的核酸检测、蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ， ＷＢ）、酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍ⁃
ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）、表面等离子体共振

（ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ， ＳＰＲ）、表面增强拉

曼 散 射 （ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ，
ＳＥＲＳ）、荧光检测、微流体技术等［７－１３］。 然而，由于

临床样本中外泌体的丰度有限且复杂基质易产生干

扰，迫切需要开发灵敏度高、特异性强、易于获取、成
本效益高且可靠的检测方法。
　 　 基于核酸适配体的生物传感器可实现对外泌体

的精准识别与定量分析，成为外泌体检测领域的重

要工具。 同时，其设计灵活，可适用于多种检测平

台，在外泌体检测领域展现出广阔的应用前景。 核

酸适配体通过指数富集的配体系统进化技术（ ｓｙｓ⁃

ｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎ⁃
ｒｉｃｈｍｅｎｔ， ＳＥＬＥＸ）体外筛选获得，能够与靶标结合

的单链脱氧核酸（ｓｉｎｇｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄ， ｓｓＤＮＡ ） 或 核 糖 核 酸 （ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ，
ＲＮＡ）形成 Ｇ⁃四链体、发夹、凸环、假结等特殊的三

维空间结构，能够以高亲和力与特异性识别结合靶

标。 与传统抗体相比，作为新型识别分子的核酸适

配体具有可化学合成、易于修饰、批次间差异小、低
毒性与低免疫原性等独特优势。 适配体可通过修饰

不同功能的基团，获得信号传感功能，进而构建各种

类型的生物传感器，如荧光标记、酶标记、放射性标

记等［１４－１６］。 其中，基于适配体构建的电化学、荧光

和比色传感器等已成功用于肝癌、乳腺癌、胃癌以及

前列腺癌等细胞来源外泌体的检测［１７－２２］。
　 　 然而，由于外泌体的复杂性及其多样化的生物

学特性，筛选出高效、稳定的适配体仍面临诸多技术

挑战。 目前，在实际应用中，能够满足灵敏度和特异

性要求的适配体传感器仍十分有限。 高效的筛选技

术是获得优良性能适配体的关键。 自适配体概念提

出［２３］３０ 多年来，已开发出 １０ 多种改良型 ＳＥＬＥＸ 技

术。 目前，适用于外泌体靶标的主要包括固定化和

非固定化两大类。 基于靶标 ／寡核苷酸文库固定的

技术，通常将完整外泌体或其表面特征蛋白或寡核

苷酸文库偶联在固相载体表面，以去除未结合的核

酸序列。 加入固相载体的优势在于便于将与靶标蛋

白结合的序列和未结合序列进行分离，从而提高筛

选效率和成功率。 然而，固定化可能会改变外泌体

特征蛋白的天然构象，进而影响适配体的识别能力。
非固定化筛选技术则可以直接在溶液环境中完成筛

选。 溶液环境能够更好地模拟分子在天然状态下的
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相互作用，使得筛选条件更接近实际的生理环境，因
而可以避免因固定化导致的靶标构象变化，提高适

配体性能的稳定性。
　 　 目前，针对外泌体的筛选技术主要包括 ５ 种

（见图 １）：磁珠⁃ＳＥＬＥＸ （ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄ⁃ＳＥＬＥＸ，
ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ）、微流控⁃ＳＥＬＥＸ（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ⁃ＳＥＬＥＸ，
Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ）、硝酸纤维素膜⁃ＳＥＬＥＸ（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ⁃
ＳＥＬＥＸ， ＮＣ⁃ＳＥＬＥＸ）、细胞⁃ＳＥＬＥＸ （Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ）
和毛细管电泳⁃ＳＥＬＥＸ （ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ⁃
ＳＥＬＥＸ， ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ）。 本文对用于适配体筛选的

外泌体特征靶蛋白进行了归纳总结，系统地介绍了

外泌体的筛选技术，包括分离原理、技术优势、最新

应用以及所面临的问题与挑战，并进一步讨论了高

通量测序（ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＮＧＳ）、计
算机辅助筛选和化学修饰等新兴技术在外泌体适配

体筛选领域的发展趋势及其潜在应用。

图 １　 外泌体核酸适配体筛选技术原理
Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｎｕｃｌｅｉｃ⁃ａｃｉｄ ａｐｔａｍｅｒ⁃ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

ＳＥＬＥＸ： ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ； ｓｓＤＮＡ： ｓｉｎｇｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ．

１　 用于适配体筛选的外泌体特征靶蛋白

　 　 大量蛋白质组学研究表明，外泌体的蛋白质组

成复杂多样，通常可分为两类，即支持外泌体结构和

功能的共有蛋白质以及反映外泌体来源和潜在功能

的特异性蛋白质。 一方面，共有蛋白质是所有外泌

体中普遍存在的蛋白质，主要参与外泌体的形成、分
泌、运输和膜结构的维持，支持外泌体的基本生物学

功能。 这类蛋白质主要包括四跨膜蛋白超家族

（ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ８２ 和 ＣＤ９）、膜转运和融合蛋白

（Ａｎｎｅｘｉｎｓ 和 Ｒａｂｓ）、热休克蛋白（Ｈｓｐ６０、Ｈｓｐ７０、
Ｈｓｃ７０ 和 Ｈｓｐ９０）等。 其中，ＣＤ６３ 在外泌体中高度

表达，目前已成功筛选得到靶向 ＣＤ６３ 的适配体，并
广泛应用于外泌体的分离与检测。 此外，更多的外

泌体共有蛋白质被鉴定出来，成为潜在的外泌体适

配体筛选的重要靶点。 Ｋａｌｌｕｒｉ 团队［２４］ 利用定量蛋

白质组学发现，Ｓｙｎｔｅｎｉｎ⁃１ 蛋白丰度最高且普遍存

在于各种来源外泌体中，揭示其可能成为外泌体的

新型生物标志物。 Ａｌｉｘ 和 ＴＳＧ１０１ 蛋白是内体分选

复合物 （ ｅｎｄｏｓｏｍａｌ ｓｏｒｔｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ， ＥＳＣＲＴ）途径中的重要蛋白质，在不同阶

段调控外泌体的形成和释放。 其中，Ａｌｉｘ 蛋白可与

Ｓｙｎｄｅｃａｎｓ 等膜修饰蛋白相互作用，调节外泌体的

产生［２５］。 同样，浮舰蛋白⁃１（ ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１）作为外泌体

膜关键结构蛋白，参与囊泡形成和维持外泌体结构

完整性［２６］。 目前，针对外泌体共有蛋白质的适配体

筛选研究较多，但共有蛋白质在不同来源外泌体中

普遍存在，导致以此类蛋白质为靶标筛选得到的适
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配体难以区分外泌体来源。 因此，有必要筛选针对

特征蛋白标志物的适配体，实现外泌体来源的鉴定。
　 　 特定细胞来源的外泌体具有其特征性的蛋白标

志物。 例如，树突状细胞和巨噬细胞含有丰富的主

要组织相容性复合物体（ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｍｐｌｅｘ， ＭＨＣ），在抗原呈递和 Ｔ 细胞激活过程中

发挥着关键作用。 而 ＦａｓＬ 蛋白在自然杀伤（ｎａｔｕ⁃
ｒａｌ ｋｉｌｌｅｒ， ＮＫ）细胞来源外泌体中特异性表达。 此

外，特定肿瘤细胞来源外泌体也包含特异性表达的

蛋白标志物。 其中，上皮细胞黏附分子（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ， ＥｐＣＡＭ）在结直肠癌细胞

来源外泌体中高表达，糖类抗原 １２５（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ａｎｔｉｇｅｎ １２５， ＣＡ１２５）是卵巢癌细胞来源外泌体中

常见的标志物，人表皮生长因子受体⁃２（ｈｕｍａｎ ｅｐｉ⁃
ｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２， ＨＥＲ２）常见于乳

腺癌细胞来源外泌体，而 ＥＧＦＲ 则与非小细胞肺癌

等癌症相关［２７－３０］。 目前，已成功筛选出特异性靶向

癌症相关外泌体蛋白的适配体， 包括 ＥｐＣＡＭ、
ＨＥＲ２、前列腺癌特异性膜抗原 （ ｐｒｏｓｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｔｉｇｅｎ， ＰＳＭＡ） 和程序性死亡配体 １
（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃ｌｉｇａｎｄ １， ＰＤ⁃Ｌ１）等。 适配体

对外泌体特征蛋白的特异性识别，能够在外泌体鉴

定和检测中发挥重要作用。

２　 外泌体的核酸适配体筛选技术

２．１　 ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

　 　 １９９６ 年，Ｈａｍｍ 课题组［３１］ 首次提出 ＭＢ⁃ＳＥＬ⁃
ＥＸ 技术，筛选得到铁蛋白抗体的 ＲＮＡ 适配体。
ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 是利用 ＭＢ 作为载体固定寡核苷酸文

库或靶标的筛选方法。 ＭＢ 是一种由多层结构组成

的磁性颗粒，其核心是通过自由基乳液聚合形成的

聚苯乙烯材料。 在核心的外部，依次包覆有多层不

同的材料，可赋予颗粒特定的化学性质或功能，例如

增强磁性或提供反应位点。 为满足不同的固定需

求，ＭＢ 表面通常会修饰环氧基、链霉亲和素、羧基、
氨基以及甲苯磺酰基等特定的官能团，通过共价结

合或生物亲和性将核酸序列或靶标固定在 ＭＢ 表

面。 在此基础上，通过施加外部磁场除去未结合的

核酸序列，而与靶标特异性结合的核酸序列得以保

留。 此外，ＭＢ 在水溶液中具有良好的分散性和亲

水性，能快速响应外部磁场，目前已成为适配体筛选

方法中应用最普遍的固相载体之一。
　 　 ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 的优势在于其较高的富集效率，尤

其适用于复杂体系中靶标的筛选。 因此，ＭＢ⁃ＳＥＬ⁃
ＥＸ 在外泌体适配体的筛选中具有广泛的应用，能
够显著减少非特异性结合，提高适配体的亲和力与

特异性，通常经过 ８ ～ ２４ 轮筛选可获得靶向外泌体

的适配体［３２，３３］。 此外，通过在 ＭＢ 表面修饰干扰蛋

白可直接进行负筛，有效排除非特异性结合序列。
Ｎｉａｚｉ 等［３４］首先将 ＭＢ 与牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅ⁃
ｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）偶联物作为靶标进行 １ 轮负

筛，以去除非特异性结合的序列；在此基础上进一步

以乳腺癌细胞来源外泌体中高表达的 ＨＥＲ２ 蛋白为

靶标，经过 １２ 轮选择获得了靶向 ＨＥＲ２ 蛋白的 ７ 条

ＤＮＡ 候选序列；其中，适配体 Ｈ２ 在序列富集过程中

出现频次最高，并且对 ＨＥＲ２ 蛋白具有高亲和力

（ＫＤ 约为 ２７０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 Ｓｏｎｇ 等［３５］ 以 ＭＢ 作为固

相载体，经过 １２ 轮筛选获得靶向乳腺癌、胃癌和结

肠腺癌细胞来源外泌体中 ＥｐＣＡＭ 蛋白的适配体

ＳＹＬ３。 通过截短处理，得到的序列 ＳＹＬ３Ｃ（ＫＤ ＝（３８
±９） ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１； （６７±８） ｎｍｏｌ ／ Ｌ， Ｋａ⁃
ｔｏ Ⅲ）相较于 ＳＹＬ３，亲和力提升了约 ２ ～ ２􀆰 ５ 倍。
ＳＹＬ３Ｃ 可精准靶向 Ｋａｔｏ Ⅲ和 Ｒａｍｏｓ 混合细胞中

的 ＥｐＣＡＭ 阳性细胞，从混合细胞中特异性捕获

ＥｐＣＡＭ 阳性的 Ｋａｔｏ Ⅲ细胞，捕获效率达到 ６３％。
因此，适配体 ＳＹＬ３Ｃ 有望用于 ＥｐＣＡＭ 阳性外泌体

的鉴定与分离。
　 　 由于 ＭＢ 本身可能会与寡核苷酸文库发生非特

异性结合，因此，在 ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 过程中通常会引入

ＭＢ 进行反筛，以提高适配体的特异性。 Ｂｏｙａｃｉｏｇｌｕ
课题组［３６］ 将 ＭＢ 与前列腺癌细胞外泌体表面特征

蛋白 ＰＳＭＡ 偶联筛选 １０ 轮后，用不含 ＰＳＭＡ 蛋白

的 ＭＢ 进行 ２ 轮反筛，得到适配体 ＳＺＴＩ０１。 并基于

ＤＮＡ 适配体二聚体复合物（ｄｉｍｅｒｉｃ ＤＮＡ ａｐｔａｍｅｒ
ｃｏｍｐｌｅｘ， ＤＡＣ）开发了一种 ｐＨ 敏感型抗肿瘤药物

递送系统，将小分子抗癌药物多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉ⁃
ｃｉｎ， Ｄｏｘ）靶向递送至 ＰＳＭＡ 阳性细胞。 在酸性环

境下，Ｄｏｘ 从 ＤＡＣ 中释放并进入细胞核，发挥细胞

毒性作用，杀伤肿瘤细胞。 该系统对 ＰＳＭＡ 阳性细

胞具有高度选择性，而 ＰＳＭＡ 阴性细胞对 ＤＡＣ 的

吸收极少，从而降低了药物的系统毒性。 而适配体

ＳＺＴＩ０１ 对 ＰＳＭＡ 特异性识别，使其具有被开发成为

前列腺癌外泌体适配体传感器的应用潜力。 ＭＢ⁃
ＳＥＬＥＸ 过程中，以完整的外泌体作为靶标，可增强

适配体对天然状态下外泌体的特异性识别能力。
Ｅｓｐｏｓｉｔｏ 等［３７］运用“反筛⁃正筛”交替循环策略，先
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以 ＭＢ 与正常乳腺上皮细胞来源外泌体的偶联物进

行反筛，去除非特异性结合序列，继而使用乳腺癌

（ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ， ＢＣ）细胞来源外泌体进行正筛，富
集能够特异性识别 ＢＣ 细胞来源外泌体的序列。 经

过 ８ 轮筛选，最终获得与 ＢＣ 细胞来源外泌体高亲

和 力 结 合 的 适 配 体 ｅｘ⁃５０􀆰 Ｔ （ ＫＤ 约 为 ０􀆰 ８
ｎｍｏｌ ／ Ｌ），其靶点为 ＨＥＲ２ 蛋白。 此外，适配体 ｅｘ⁃
５０􀆰 Ｔ 还可特异性识别 ＢＣ 患者血清中的外泌体。
　 　 基于 ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选得到的适配体具有高特

异性识别外泌体靶标的优越性能。 靶向肿瘤生物标

志物的适配体可精准、高效识别与结合肿瘤细胞来

源外泌体，促进肿瘤靶向治疗、细胞成像以及捕获新

策略的开发。 然而，ＭＢ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选外泌体适配体

存在以下问题与挑战：１）由于需要靶标固定化，完
整外泌体作为靶标的固定密度难以控制，高密度的

外泌体拥挤可能会阻碍适配体与其相互作用，而密

度过低则无法提供足够的结合位点，影响有效序列

的富集；２）在固定化过程中，外泌体表面蛋白可能

会因与 ＭＢ 等固相载体的结合而导致天然构象发生

改变，进而影响适配体的结合位点和筛选结果；３）
在 ＭＢ⁃外泌体复合物的洗脱过程中，外泌体容易发

生破损，导致非特异性结合增加，从而降低筛选效

率；４）由于外泌体适配体筛选以及免疫捕获的应用

与 ＭＢ 的理化性质密切相关，因此制备理化性质稳

定且一致的 ＭＢ 是确保筛选准确性的关键前提；５）
外泌体适配体筛选过程中，如何减少 ＭＢ 表面与非

外泌体靶标之间的非特异性吸附以提高筛选的准确

性和特异性，是亟待解决的问题。
２．２　 Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

　 　 Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ 是通过在微流控芯片上固定寡核苷

酸文库或靶标的筛选方法［３８］。 利用微加工手段，在
硅、玻璃或有机聚合物等材料制成的基质上构建的

流体微通道、反应微腔室和储液池等微型结构元件

称为微流控芯片，能将样本孵育、分离、检测等过程

中的基础功能模块集成在微米级别的芯片中，实现

分析过程的全自动化。 此外，微流控芯片因其具有

集成化、小型化以及样品消耗量小、高通量等特点而

备受关注。 为实现多样化固定策略，微流控芯片表

面通常会修饰特定官能团，如链霉亲和素、氨基、羧
基、环氧基以及羟基等，可通过生物亲和性或共价结

合等机制将核酸序列或靶标固定在其表面。 通过流

体冲洗去除未结合的序列，并且使用适当的洗脱缓

冲液或通过改变环境条件（如盐浓度或 ｐＨ 值）释放

结合的序列。
　 　 基于微流控芯片的 ＳＥＬＥＸ 技术是一种高效、自
动化的适配体筛选方法，可有效实现适配体的快速

和高通量筛选，目前已被广泛应用于外泌体适配体

的筛选［３９－４２］。 ＭＢ 与微流控芯片结合的筛选技术，
即微磁性分离 ＳＥＬＥＸ，可通过微型化的磁力捕获装

置实现复合物在微流通道中的分离。 由于大部分靶

蛋白易偶联至 ＭＢ 表面，因此在芯片微流通道中填

充 ＭＢ 介质，可实现靶蛋白⁃寡核苷酸文库复合物与

未结合或弱结合核酸序列的分离。 目前，基于微磁

性分离 ＳＥＬＥＸ 技术已成功应用于多种来源外泌体

的适配体筛选，通常经过 ５ ～ １０ 轮筛选即可得到靶

向外泌体的适配体。 Ｈｕａｎｇ 等［４３］ 开发了一种微流

控 ＳＥＬＥＸ 芯片和竞争性检测芯片相结合的新型微

流控系统，实现了孵育、分离和扩增筛选过程的自动

化。 以肝癌细胞来源外泌体中高表达的甲胎蛋白

（ａｌｐｈａ ｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＦＰ）作为靶标，通过 ６ 轮筛

选，获得特异性靶向 ＡＦＰ 蛋白的适配体，ＫＤ 低至

２􀆰 ３７ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 目前，ＡＦＰ 适配体已被应用于肝癌

临床诊断的生物传感器开发。 Ｎｉｎｇ 等［４４］ 利用该适

配体构建 ＳＥＲＳ 传感器，可实现肝癌细胞来源外泌

体的高灵敏检测。 此外，Ｊｉｎ 等［４５］ 利用荧光标记的

ＡＦＰ 适配体与氧化石墨烯（ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ， ＧＯ）
之间的荧光猝灭效应，并结合酶介导的信号放大策

略，成功建立了能高灵敏检测肝癌细胞来源外泌体

的方法。
　 　 此外，基于 ＭＢ 的 Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ 技术能在连续的

筛选轮次中，直接监测正筛或负筛富集的次级库，分
离过程只依赖于外加磁场的作用和微流控系统中的

流体流动，无需其他仪器，操作简单方便，成本低，对
于外泌体适配体的筛选非常有利。 Ｚｈａｎｇ 团队［４６］

开发的多功能微流控筛选平台，同时集成了负筛、正
筛区域。 首先，在负筛区域利用 ＢＳＡ 作为对照蛋白

质进行负筛，以去除非特异性结合的序列，在此基础

上将未结合的序列引入正筛区域与黏蛋白 １（ｍｕｃｉｎ
１， ＭＵＣ１）结合，富集得到特异性靶向 ＭＵＣ１ 蛋白

的序列。 经过 ２ 轮“负筛⁃正筛”循环，最终筛选得到

特异性靶向 ＭＵＣ１ 的适配体 Ｔ１⁃２０（ＫＤ ＝ （２２􀆰 ４ ±
７􀆰 ２） ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 同时，平台通过监测 Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ 轮

次间的荧光强度变化，实现次级库对 ＭＵＣ１ （或

ＢＳＡ）亲和力的快速监测。 此外，筛选得到的适配体

Ｔ１⁃２０ 可成功区分 ＭＵＣ１ 阳性细胞系（如 ＭＣＦ⁃７、
Ａ５４９）和阴性细胞系（如 Ｔ、ＨａＣａＴ），且 Ｔ１⁃２０ 对
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ＭＣＦ⁃７ 细胞来源外泌体的捕获效率可达到 ６４％。
　 　 基于 Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选得到的适配体能高效捕获

并区分不同来源的外泌体，有望在肿瘤早期诊断以

及精准治疗方面发挥重要作用。 然而，目前尚无研

究使用 Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ 技术直接利用完整的外泌体进行

筛选。 此外，在 Ｍ⁃ＳＥＬＥＸ 过程中，在固定外泌体特

征蛋白靶标时，蛋白可能会因与微流控芯片的结合

而导致其天然构象发生改变，进而影响适配体的结

合位点和筛选结果。 如何减少流体力学效应（剪切

力、流速）对适配体与外泌体蛋白靶标结合的影响，
也是亟待解决的问题。
２．３　 ＮＣ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

　 　 １９９０ 年，Ｔｕｅｒｋ 和 Ｇｏｌｄ［２３］ 首次提出 ＳＥＬＥＸ 技

术，并利用 ＮＣ 膜作为分离介质，从含有 ６５ ５３６ 条

序列的寡核苷酸文库中成功筛选获得靶向 Ｔ４ ＤＮＡ
聚合酶的 ＲＮＡ 适配体。 ＮＣ 膜是一种由纤维素经

硝化反应生成的多孔膜过滤材料，因其良好的亲水

性、稳定性、高效结合蛋白质的特性而被广泛应用。
ＮＣ⁃ＳＥＬＥＸ 利用 ＮＣ 膜作为固相基质，将靶标固定

于膜表面筛选结合的核酸序列，并通过加热或使用

特定的缓冲液进行回收。 由于 ＮＣ 膜具有很强的分

子吸附能力，在 ＳＥＬＥＸ 过程中能够高效分离与靶标

结合的适配体，同时减少未结合序列的干扰。 目前，
该技术已成功应用于外泌体的 ＤＮＡ 适配体筛选，
通常经过 ８ ～ ２０ 轮筛选后，适配体的 ＫＤ 可以达到

ｎｍｏｌ ／ Ｌ 级。 Ｇｒｅｅｎ 等［４７］ 利用约 ３ × １０１４ 个 ｓｓＤＮＡ
分子（５００ ｐｍｏｌ）寡核苷酸文库，以高表达血小板源

性 生 长 因 子 （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，
ＰＤＧＦ）的肺癌细胞来源外泌体为靶标，进行 １２ 轮

筛选，成功获得与 ＰＤＧＦ⁃Ｂ 链结合的 ＤＮＡ 适配体

（ＫＤ 约为 ０􀆰 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）。 该适配体能够区分 ＰＤＧＦ
的不同亚型并抑制 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 与其受体 α 和 β 结

合，阻止细胞增殖，有望成为治疗癌症的 ＰＤＧＦ 拮

抗剂。
　 　 通过 ＮＣ⁃ＳＥＬＥＸ 可筛选获得识别外泌体特异

性表达蛋白的适配体，可精准区分同一标志物的不

同亚型。 目前，ＮＣ⁃ＳＥＬＥＸ 技术仅用于蛋白靶标的

适配体筛选，无法直接以完整外泌体作为靶标。 然

而，外泌体特异性表达的蛋白质可能会因吸附到

ＮＣ 膜上而发生构象变化，影响适配体的结合方式。
此外，ＮＣ 膜具有较强的非特异性吸附，如何减少

ＮＣ 膜表面与干扰蛋白质之间的吸附，是提高 ＮＣ⁃

ＳＥＬＥＸ 准确性和特异性的关键。
２．４　 Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

　 　 Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 是利用完整细胞或外泌体作为靶

标的筛选技术［４８］。 Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 过程中，细胞或外

泌体膜表面蛋白质能维持原有的天然结构和生物活

性，有助于确保适配体性能的稳定。 Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 通

常以肿瘤细胞或肿瘤细胞来源外泌体作为靶标，并
在第二或第三轮引入负筛步骤，以正常细胞或正常

细胞来源外泌体为参照靶标去除非特异性结合序

列，实现适配体特异性的进化。 Ｗａｎｇ 等［４９］ 采用含

有扩展碱基 （ Ｚ 和 Ｐ） 的寡核苷酸文库进行 Ｃｅｌｌ⁃
ＳＥＬＥＸ，成功获得靶向 ＨｅｐＧ２ 细胞来源外泌体的适

配体 ＬＺＨ８，其具体靶点为 ＥｐＣＡＭ， ＫＤ 值约为 ９６􀆰 ０
ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 基于适配体 ＬＺＨ８ 的强结合特性，将其与

ＤＮＡ 纳米四面体结合构建电化学传感器，实现了对

ＨｅｐＧ２ 细胞来源外泌体的灵敏检测。 Ｈｏｒｎｕｎｇ
等［５０］以 ＶＣａＰ 细胞来源外泌体为靶标进行 １ 轮正

筛，并用 ＬＮＣａＰ 细胞来源外泌体进行 ４ 轮负筛，最
终获得一组亲和力在 ｎｍｏｌ ／ Ｌ 级的适配体。 其中，
适配体 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ７ 能特异性识别 ＶＣａＰ 细胞来源

外泌体，ＫＤ 约为 ３􀆰 ０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 在此基础上，研究通

过生物素标记的 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ７ 与 ＶＣａＰ 细胞来源外

泌体裂解物共孵育，使用链霉亲和素包被的 ＭＢ 捕

获 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ７⁃靶标复合物。 进一步加热洗脱与 Ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ ７ 结合的蛋白质，并通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行分

离，最终通过液相色谱⁃质谱鉴定 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ７ 的靶

标为 Ｙ⁃盒结合蛋白 １ （Ｙ⁃ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＹＢＸ１）。
　 　 Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 技术的优势在于可利用活细胞或

完整外泌体进行筛选，能够在复杂体系中识别具有

天然构象的靶蛋白。 此外，Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 技术具有无

需靶标纯化、可识别未知靶标等优势，通常经过 ３ ～
１２ 轮 筛 选 后， 适 配 体 的 ＫＤ 可 以 达 到 ｎｍｏｌ ／ Ｌ
级［５１－５４］。 Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选获得的适配体能基于膜

表面的分子差异而识别不同类型的外泌体，而据此

鉴定出的靶标可能成为潜在的肿瘤标志物。 然而，
Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选细胞或外泌体适配体的过程中，仍
面临一些问题和挑战，主要包括：１）外泌体膜表面

蛋白的数量和种类众多，确定具体的靶标工作量巨

大；２）适配体不仅能够与外泌体的膜蛋白选择性结

合，甚至会发生内化现象，为适配体的靶标鉴定工作

带来挑战；３）Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ 过程中通常会引入多轮负
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筛步骤，在提高适配体特异性的同时增加了操作的

复杂性，且使筛选时间和经济成本大幅提升。
２．５　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术

　 　 ２００４ 年，Ｂｏｗｓｅｒ 和 Ｍｅｎｄｏｎｓａ［５５］首次将 ＣＥ 应

用于适配体的筛选，建立了 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 方法。 ＣＥ⁃
ＳＥＬＥＸ 是以高压电场作为驱动力，并通过毛细管作

为分离通道，根据不同分析物在毛细管中的迁移速

率差异来实现复合物分离的筛选技术。 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ
过程中无需固定靶标和寡核苷酸文库，二者以天然

构象在自由溶液中相互作用，进一步对复合物进行

高效分离与自动化的精准收集。 此外，ＣＥ 具有高

分辨率、高灵敏度等特性，极大地缩短了筛选周期

（１～４ 轮），是目前公认的高效筛选适配体的方法之

一［５６－６４］。 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选获得的适配体已在医学

诊断、环境监测、药物开发等领域得到了广泛应

用［６５－６７］。
　 　 目前，ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 已成功用于筛选外泌体靶标

的适配体。 Ｚｈａｏ 等［６８］ 提出了一种基于 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ
技术的新型三步进化增强筛选策略，以 ＮＫ 细胞来

源的外泌体作为靶标，通过 ５ 轮 ＣＥ 筛选，成功筛选

得到特异性靶向 ＮＫ 细胞来源外泌体的适配体 Ａｐｔ⁃
６， ＫＤ 约为 ２７􀆰 ６ ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 筛选过程包括 ３ 个主要

步骤：１）第 １ 轮和第 ３ 轮分别以 ＮＫ 细胞来源外泌

体的特征蛋白 ＰＲＦ１ 和 ＦａｓＬ（重组蛋白）为靶标，促
进适配体候选序列的精确收敛；２）第 ２ 轮和第 ４ 轮

以完整的 ＮＫ 细胞来源外泌体为靶标，提供天然构

象的 ＰＲＦＩ 和 ＦａｓＬ 蛋白，确保适配体性能稳定；３）
第 ５ 轮以充间质干细胞来源外泌体为靶标进行负

筛，以实现适配体的特异性进化。 筛选得到的 Ａｐｔ⁃
６ 可区分来自不同细胞或体液的外泌体，为从复杂

体液中识别疾病相关外泌体提供了更有效的工具。
　 　 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 的优势在于纳升级的进样量，适用

于难获取的生物样本的适配体筛选。 同时，无需靶

标或寡核苷酸文库的固定化，可进行亚细胞以及细

胞结构等复杂结构靶标的适配体筛选。 此外，电泳

分离过程中可实现复合物的可视化，实时监测适配

体序列的富集情况和复合物的生成状态，即时调整

筛选策略从而有效提高筛选效率与准确性。 基于

ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 筛选得到的适配体具有高特异性，能够

识别不同来源的外泌体靶标，可用于肿瘤检测以及

靶向治疗。 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 技术在适配体筛选领域发展

较为迅速并趋于成熟，外泌体由于其异质性和结构

复杂性，大小、组成、表面标志物之间存在显著差异，
因此在 ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ 过程中需要引入以纯化后的特

征蛋白为靶标的精准收敛步骤，以实现特定外泌体

的精准识别。 此外，由于外泌体表面含有多种蛋白

质，使得其易吸附在毛细管内壁上，导致分离效果下

降，可能对筛选效果造成未知影响。
　 　 综上，ＳＥＬＥＸ 技术在筛选外泌体适配体中的应

用见表 １。

表 １　 ＳＥＬＥＸ 技术在筛选外泌体适配体中的应用
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＥＬＥＸ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｐｔａｍｅｒｓ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
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Ｈ２
（ＤＮＡ）

ＨＥＲ２ ＧＧＧＣＣＧＴＣＧＡＡＣＡＣＧＡＧＣＡＴＧＧＴＧＣＧＴＧＧＡＣＣＴＡＧＧ⁃
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ＧＧＧＴＴＧＧＣＣＴＧ

１２ ２２．８±６．０ ＦＡ ［３５］

ＳＴＺＩ０１
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（ＤＮＡ）
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表 １　 （续）
Ｔａｂｌｅ １　 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｓｔｒａｔｅｇｙ

Ａｐｔａｍｅｒ Ｔａｒｇｅｔ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）
Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｒｏｕｎｄ

Ａｆｆｉｎｉｔｙ
ＫＤ ／

（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

Ａｆｆｉｎｉｔｙ⁃
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ
Ｒｅｆ．

ＮＣ⁃ＳＥＬＥＸ ＡｐｔＰＤＧＦ

（ＤＮＡ）
ＰＤＧＦ ＣＡＣＡＧＧＣＴＡＣＧＧＣＡＣＧＴＡＧＡＧＣＡＴＣＡＣＣＡＴＧＡＴＣＣＴＧ⁃

ＴＧＴ
１２ ０．１ ＮＣ ｆｉｌｔｅｒ ｂｉｎ⁃

ｄｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ
［４７］

Ｃｅｌｌ⁃ＳＥＬＥＸ ＬＺＨ８
（ＤＮＡ）

ＥｐＣＡＭ ＣＡＴＡＴＴＡＧＴＡＣＧＧＣＴＴＡＡＣＣＣＰＣＡＴＧＧＴＧＧＡＣＡＣＧＧＴ⁃
ＧＧＣＴＴＡＧＴ （Ｐ： Ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）

－ ９６．０ ＦＡ ［４９］

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ７ ＹＢＸ１ ＣＴＡＧＣＡＴＧＡＣＴＧＣＡＧＴＡＣＧＴ ５ ３．０ ＥＬＯＮＡ ［５０］

Ｓ３
（ＤＮＡ）

ＣＤ１０９ ＴＡＡＣＡＣＧＡＣＡＧＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＧＴＣＧＡＡＣＣＣＴＧＡＣＡＧＣ⁃
ＧＴＧＧＧＣ

２５ １１．９３±１．４０ ＦＡ ［５１，
５２］

Ｓｇｃ８ｃ
（ＤＮＡ）

ＰＴＫ７ ＡＴＣＴＡＡＣＴＧＣＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＡＡＡＴＡＣＴＧＴＡＣＧＧＴＴ⁃
ＡＧＡ

２０ ０．８０±０．０９ ＦＡ ［５３］

ＬＬ４Ａ
（ＤＮＡ）

ＣＤ６３ ＧＣＴＧＧＡＣＴＣＡＣＣＴＣＧＡＣＣＡＧＡＧＣＣＡＴＴＧＧＧＴＴＴＣＣＴＡ⁃
ＧＧＡＡＡＴＡＧＧＧＣＣＴＴＴＡＣＴＡＴＧＡＧＣＧＡＧＣＣＴＧＧＣＧ

１５ ８２．１８±１２．９９ ＦＡ ［５４］

ＣＥ⁃ＳＥＬＥＸ Ａｐｔ⁃６
（ＤＮＡ）

ＰＲＦ１，
ＦａｓＬ

ＴＣＧＧＴＣＧＧＣＴＣＡＧＴＴＧＡＧＧＴＴＴＡＡＣＣＣＡＧＴＡＧＧＣＧＣＡ⁃
ＣＣＡ

５ ２７．６ ＣＥ⁃ＬＩＦ ［６８］

　 ＣＤ６３： ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ６３； ＰＤ⁃Ｌ１： ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｄｅａｔｈ⁃ｌｉｇａｎｄ １； ＨＥＲ２： ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２； ＥｐＣＡＭ：
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ； ＰＳＭＡ： ｐｒｏｓｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｔｉｇｅｎ； ＰＳＡ： ｐｒｏｓｔａｔｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ； ＡＦＰ： ａｌｐｈａ ｆｅｔｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ； ＭＵＣ１： ｍｕｃｉｎ １； ＰＤＧＦ： ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ； ＹＢＸ１： Ｙ⁃ｂｏｘ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １； ＣＤ１０９： ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １０９；
ＰＴＫ７： ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ７； ＰＲＦ１： ｐｅｒｆｏｒｉｎ １； ＦａｓＬ： ｆａｓ ｌｉｇａｎｄ； ＦＡ： ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ； ＥＬＯＮＡ： ｅｎｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ａｓｓａｙ； ＳＰＲ： ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ； ＣＥ⁃ＬＩＦ： ＣＥ⁃ｌａｓｅｒ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．

３　 总结与展望

　 　 核酸适配体作为外泌体研究领域的新兴研究热

点，为外泌体的精准识别与靶向递送等应用提供了

重要支持。 目前，用于外泌体适配体的筛选技术主

要包括固定化和非固定化两种。 其中，固定化筛选

技术操作简便、高效，适合高通量的适配体筛选。 而

非固定化筛选技术则更有利于保持靶标的天然结

构，并可以模拟生物体内环境，获得的适配体具有更

大的应用潜力。 目前，外泌体的适配体已成为构建

生物识别和靶向递送体系的理想工具，能够实现临

床样品中外泌体的快速、灵敏检测，并在肿瘤、心血

管疾病、神经退行性疾病等早期诊断中展现显著优

势。 然而，目前可应用于外泌体靶标的适配体数量

有限，远少于抗体，且可识别的靶标种类主要局限于

少数高表达的特征蛋白，难以满足实际应用需求。
因此，提高筛选成功率，获得更多可用的外泌体适配

体，是拓展其应用的关键。 从生物信息学角度，随着

ＮＧＳ 技术的引入，研究者们能够跟踪每轮次级库的

序列进化特征和富集趋势，通过生信分析辅助动态

调整和优化筛选策略，快速解析适配体库中潜在的

高亲和力序列，从而缩短筛选周期并提高成功率。
此外，计算机辅助技术是目前用于优化、改造适配体

序列和结构的主要手段。 构建外泌体适配体的计算

机辅助筛选平台，以实现外泌体适配体的虚拟筛选、
结构预测与优化以及分子动力学模拟研究，将为适

配体的结构设计、优化以及结合机制提供重要指导。
此外，由于外泌体是纳米级别的囊泡、密度低且易在

生物体液中分散，因此适配体在循环体液中识别外

泌体时，需具备长时间循环和抗降解等特性，确保拥

有更高的稳定性和有效性。 在筛选过程中，通过引

入聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ， ＰＥＧ）、甲基化等

化学修饰，利用锁核酸（ ｌｏｃｋｅｄ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ＬＮＡ）
和肽核酸（ｐｅｐｔｉｄｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ， ＰＮＡ）等人工寡核

苷酸文库，能够显著提升适配体在体内的抗降解能

力和循环时间。 同时，也应关注适配体修饰对其结

合能力与细胞毒性的影响。 ＮＧＳ、计算机辅助筛选

和化学修饰以及人工核酸等多种新兴技术的迅速崛

起，也为外泌体核酸适配体的高效筛选和结构改造

提供了新策略和新视角，推动外泌体核酸适配体筛

选技术更趋完善。
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