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SELEX技术筛选纤维蛋白适配子的研究 *
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摘要 目的：用纤维蛋白作为靶物质对 ssDNA随机序列文库进行筛选，旨在获得高亲和力的纤维蛋白适配子。方法：在体外人工合

成长度为 99个核苷酸的 ssDNA随机序列文库，文库中间区域为 63个核苷酸的随机序列，两端为 18个核苷酸的固定的引物序

列；然后以羧基磁珠为介质包被纤维蛋白，利用指数级富集的配体系统进化技术（SELEX）对 ssDNA随机序列文库进行反复筛
选，当结合率不再提高时对筛选出的适配子进行连接、转化及测序分析。结果：羧基磁珠成功地包被了纤维蛋白，包被效率为

87.65%，经 15轮逐步递增压力的筛选，获得了纤维蛋白适配子群，经测序分析比对发现适配子有很好的多样性。结论：应用
SELEX技术初步筛选出了亲和力较高的纤维蛋白适配子群，为下一步的鉴定及功能研究奠定了良好基础。
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The Study of Screening Fibrin Aptamer by SELEX Technology*

In order to obtain the high affinity aptamers of fibrin, fibrin was used as target for screening random
oligonucleotides library. A single-stranded DNA(ssDNA) random oligonucleotides library of 99 nucleotides was constructed in

vitro, with 63 nucleotides random sequence at middle region and 18 nucleotides immobilized primer sequences at both ends. The

carboxyl magnetic beads coated with fibrin were repeatedly screened by the stematic evolution of ligand by exponential enrichment

(SELEX) technique. When the combination rate was no longer increased, the screened aptamers pool were cloned into T vector and

transformed into Escherichia coli competent cells, and positive clones were sequenced. We successfully coated the carboxyl
magnetic beads with fibrin and the efficiency was 87.65%. The fibrin aptamers were obtained after 15 cycles of gradually increasing

screening pressure by SELEX technique. Sequence alignment results showed a good diversity of aptamers. We successfully

screened the high affinity aptamers of fibrin by SELEX technique, this would lay a good foundation for identification and functional

research of next experiment.
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前言

血栓的形成在心脑血管病的发生发展中占有重要的地位，

可导致脑卒中、心梗等严重疾病[1]，因此，防止血栓的形成对心

脑血管疾病的防治有着巨大意义。众所周知，纤维蛋白是在凝

血瀑布[2]的最后一过程形成，是血栓的关键成分，而目前现有的

抗凝药物多以抗凝血酶或抗血小板为主，有着诸多的不足和副

作用，比如易出血[3]、诱发血小板减少[4]等，因此，不少国内外学

者一直致力于新型抗凝药[5-7]的研发；中药归经历史渊源[8]，它的

理论可以追溯到《内经》，它体现了药物对机体脏腑或某部分的

选择性作用[9]，即药物作用的归属部位[10]。本研究用纤维蛋白作

为靶物质，以羧基磁珠为介质对单链 DNA(single-stranded

DNA, ssDNA)随机文库进行筛选，拟获得纤维蛋白适配子；因

适配子的高亲和力高特异性的特点[11,12]，类似于中药的归经，很

有可能实现疾病的靶向治疗[13]；纤维蛋白适配子的成功筛选为

下一步的治疗血栓性疾病的功能研究提供了基础。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 设计引物与构建随机 ssDNA 文库 引物 1 为 5’
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-CCATCCACACTCCGCAAG-3’, 引物 2 为 5’-ATGTAGAG-

GCAGCCGACG-3’，引物 3为 5’-FAM-CCATCCACACTCCG-

CAAG-3’， 引 物 4 为 5’-biotin-ATGTAGAGGCAGCC-

GACG-3’；构建了长度为 99 个核苷酸（nucleotide，nt）的随机
ssDNA 文 库 ，5’-CCATCCACACTCCGCAAG-N63-CGTCG-
GCTGCCTCTACAT，两端为固定的引物序列，中间 63个随机

序列，库容量大约为 1017~1018。随机文库、引物 1和引物 2由

福州总医院兰小鹏教授惠赠，引物 3与引物 4由上海生工公司

合成。

1.1.2 主 要 试 剂 0.1 mol/L 磷 酸 盐 （pH7.4）：0.59 g

NaH2PO4，5.8 g Na2HPO4·12H2O，溶于 150 mL 蒸馏水中，用

NaOH调节 pH至 7.4，定容至 200 mL，高压蒸汽灭菌；3 mol/L

硫酸铵：39.6 g（NH4）2SO4溶于 60 mL 0.1 mol/L磷酸盐（pH7.4）

中，磷酸盐定溶至 100 mL，高压蒸汽灭菌；1× 选择缓冲液：1.21

g Tris·HCl，1.169 g NaCl，0.041 g MgCl2，0.075 g KCl，溶于 150

mL蒸馏水中，用 HCl调节 pH7.4，定容至 200 mL，高压蒸汽灭

菌；1× 洗涤选择缓冲液：100 mL的 PH7.4的 1× 选择缓冲液
中加入 0.2 g牛血清蛋白（BSA），充分混匀，然后滤膜(0.22 滋m)

过滤，于冰箱 4 ℃保存备用；2× 磁珠结合 -洗涤缓冲液：2.0
mol/L NaCl，10 mmol/L Tris·HCl，1 mmol/L乙二胺四乙酸（ED-

TA），调节 pH7.5，常温保存；封闭液：将 0.1 g BSA加入 100 mL

灭菌 pH7.4 PBS缓冲液中，充分溶解后混匀，用 0.22 滋m 滤膜

过滤，于冰箱 4 ℃保存备用；2 mol/L NaOH：小心秤取 8 g

NaOH，加入 80 mL蒸馏水的烧杯中，待充分溶解后，用蒸馏水

定容至 100 mL，室温保存。1 mol/L HCl：85 滋L浓盐酸，加入
915 滋L蒸馏水；酵母 tRNA购自于 Invitrogen公司；BCA蛋白

质浓度测定试剂盒购于生工生物工程股份有限公司；环氧羧基

磁珠（Dynabeads M-270 Epoxy）与生物素标记的磁珠（Dyn-

abadsM-280 Streptavidin）均购自于 Dynal公司。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 羧基磁珠包被蛋白 ①用 2 mL DMF充分溶解 Dyn-
abeads M-270 Epoxy（60 mg，4× 109个）磁珠，使其浓度为 2×
109/mL；②漩涡震荡混匀磁珠，取 660 滋L磁珠平均分装于 2个
1.5 mL EP管，于磁力架上放置 4 min，小心去除上清；③各加
0.1 mol/L磷酸盐 1 mL，漩涡震荡 30 s混匀，摇床慢摇 10 min，
置于磁力架上 2 min，小心去上清；④从磁力架上取下 EP管，

各加 1 mL 0.1 mol/L磷酸钠重悬磁珠，漩涡震荡 30 s，置于磁力

架上 2 min，小心去上清；⑤加 400 滋L 0.1 mol/L磷酸钠，充分

混匀；加 400 滋L 0.5 mg/mL的纤维蛋白，充分混匀；加 400 滋L 3
mol/L的硫酸铵，充分混匀；⑥ 37 ℃恒温摇床孵育 20 h，次日把
EP管放磁力架上 2 min，小心颠倒磁力架以收集到全部磁珠，

吸出上清保存；⑦用 1 mL封闭液洗涤包被磁珠 4次，每次充分

混匀，放磁力架 2 min，吸弃上清；⑧用 600 滋L封闭液重悬磁
珠，4 ℃保存备用；⑨按 BCA蛋白定量试剂盒说明测定孵育

前、后纤维蛋白溶液中的蛋白含量，计算羧基磁珠包被纤维蛋

白的效率。

1.2.2 筛选 将 1.5 mL EP管中加满封闭液，4 ℃冰箱放置过
夜。用 0.5 mL 1× 选择缓冲液将随机 ssDNA文库（1.1 nmol，1

个 OD随机库）溶解于 1.5 mL EP管，95 ℃变性 5 min，立即置

于冰水混合物中 10 min。吸取 ssDNA文库于 BSA封闭的 EP

管中，于 37 ℃摇床中孵育 1 h（去除与管壁结合的 ssDNA）。另

取一个 BSA包被的 EP管，加入 100 滋L包被 fibrin的磁珠溶

液，用 150 滋L的 2× 磁珠结合 -洗涤缓冲液洗 3次（每次漩涡

震荡充分混匀，放置磁力架 2 min）。包被了 fibrin的磁珠溶液

中加入 ssDNA随机文库，充分混匀（从第 3轮开始递增性加入
tRNA），置于 37 ℃恒温摇床孵育 1 h，置磁力架上 3 min后去上

清液。用 500 滋L的 1× 洗涤选择缓冲液洗掉未与磁珠结合的
ssDNA，每次放置于磁力架 5 min后小心去掉上清液，共洗涤 3

次。然后加入 200 滋L双蒸灭菌水，于干式恒温器中 100 ℃加热
5 min，置磁力架上约 3 min，待液体清澈后吸取上清作为 DNA

模板进行扩增。

1.2.3 扩增 PCR 反应体系为 DNA 2 滋L，引物 1、2 (10

滋mol/L)各 1 滋L，Taq Mix 25 滋L，ddH2O补充至 50 滋L。PCR扩
增参数：首先 94 ℃下预变性 5 min；其次为循环参数 -① 94 ℃

变性 30 s，② 60 ℃复性 30 s，③ 72 ℃延伸 20 s，总共设 30个循

环；最后 72 ℃下进行 5-10 min的后延伸。取适量 PCR产物于
2~3 %琼脂糖电泳，观察条带大小位置是否正确。如条带大小正

确，大批量扩增 30~40管。
1.2.4 产物纯化 产物纯化按照 TAKARA纯化试剂盒步骤进
行：①首先请确认 Buffer WB中已经加入了制定体积的无水乙

醇；②其次空离步骤很重要，确保无残留的乙醇；③洗脱时将灭

菌水或 Elution Buffer加热至 60 ℃使用有利于提高洗脱效率，

并加在 Spin Column膜的中央处；④最后对纯化后的产物再次

电泳观察条带大小位置是否正确。

1.2.5 分离 ssDNA文库 重悬混匀 Dynabeads M-280 strepta-

vidin，取 100 滋L于 EP管中，放置于磁力架上约 2 min（确保溶
液变澄清），小心吸弃上清。从磁力架上取下 EP管，加入 100

滋L的 2× 结合 -洗涤缓冲液，混匀后置磁力架 2 min，吸弃上清

液。取下 EP管，加入 200 滋L 2× 结合 -洗涤缓冲液，重悬磁珠，

加入 200 滋L的 PCR纯化后产物，置于恒温摇床孵育 30 min，
在磁力架上放置 2 min后小心吸弃上清。然后用 1× 磁珠结合 -

洗涤缓冲液洗涤 3-5次，加入 50 滋L 100 mmol/L NaOH溶液，

在 37 ℃恒温摇床上孵育 30 min，目的是使 dsDNA解链为 ssD-

NA。放置于磁力架上后，含生物素的 ssDNA因与 Dynabeads

M-280 streptavidin结合而随磁珠贴附于管壁，不含生物素的
ssDNA却仍留于溶液中，吸取 ssDNA并用微量核酸定量仪进

行 ssDNA定量。加入 5 滋L的 1 mol/L HCl（中和 NaOH），即为

次一轮筛选的 ssDNA文库。
1.2.6 新一轮筛选 第 2轮的筛选条件和第 1轮一致，从第 3

轮开始加大筛选的压力，加入 tRNA竞争性结合（从 5 滋L逐渐
递增），逐渐加大纤维蛋白和 ssDNA随机文库的比例，并逐渐

增多了洗涤的次数、减少了孵育时间、加快了摇床转数等。在偶

数轮筛选过程中，我们用引物 4和引物 3进行 PCR扩增，经纯

化后分离单链，这样通过测定下一轮筛选前后的 ssDNA荧光

值，来计算各轮 ssDNA与纤维蛋白的结合百分率。
1.2.7 适配子的克隆测序 将第 15轮筛选产物扩增，纯化后

连接 T载体，转化大肠杆菌 JM109感受态细胞，每 100 滋L感

受态细胞加入 10 滋L的连接产物，冰浴 30 s，42 ℃热休克 90 s，

冰浴 1-2 min，然后加入 890 滋L SOC培养基震荡培养 1小时，

离心后取适量菌液（约 100 滋L）涂 LB 板，待液体干后倒置于
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37 ℃孵箱中过夜培养。挑取单克隆进行菌落 PCR验证，选取阳

性克隆子接种于 5 mL含 AMP抗性的液体培养基，37 ℃摇床
过夜，提取质粒送 Invitrogen公司测序并对结果进行比对分析。

2 结果

2.1 纤维蛋白包被磁珠的效率

如图 1 所示，标准曲线成直线关系，关系方程为 y=0.

0017x+0.1566，相关系数 R2=0.9993。根据关系方程计算，纤维

蛋白包被羧基磁珠前的溶液浓度为 0.413 mg/mL，包被后为
0.051 mg/mL，包被效率为 87.65 %。
2.2 纤维蛋白适配子的筛选

2.2.1 ssDNA的扩增和纯化 每轮洗脱下来与纤维蛋白结合

的 ssDNA，经 PCR扩增，取适量（3-5 滋L）产物于 2~3%的琼脂
糖凝胶进行电泳，电压 100 V，时间 20~30 min，然后置紫外灯

下观察条带大小。可见单一条带、大小在 100 bp附近（见图 2）。
2.2.2 ssDNA富集库与纤维蛋白的结合率 结果表明，结合率

大致经历了由高到低，又由低到高的过程，直至 13轮后，基本

保持稳定，继续筛选 2轮后，结合率无明显升高，遂停止筛选。

起初 2轮，为了得到尽可能多的适配子，没有加入 tRNA 竞争

结合，所以结合率较高；第 3轮后，逐渐增加了 tRNA的用量，

致使低亲和力的适配子被淘汰，所以结合率有所下降；后期高

亲和力的适配子越来越富集，结合率就得到提高，最后结合率

稳定在 34.23 %左右（见图 3）。
2.3 适配子的测序

将第 15轮筛选的产物 PCR扩增，经纯化后连接到 T载体

上并转化 JM109大肠杆菌中，挑取阳性克隆，接种于 AMP抗
性的液体 LB培养基中摇菌，按试剂盒说明提取质粒后送 Invit-

rogen测序。比对 10个测序结果发现片段大小与预期相符，且

两端均含有引物序列，中间部分 51-73位有较高的相似性，其

余部分不同，体现了较好的序列多样性（图 4）。

3 讨论

指数级富集的配体系统进化技术(SELEX)自上个世纪 90

年代开始兴起[14]，是一门将分子生物学与分子化学相结合的新

型技术，旨在通过重复的筛选，得到与靶物质高特异性高亲和

力结合的适配子；其基本原理是在体外人工合成一个随机 ssD-

NA文库，将文库与靶物质一起孵育，其中一部分 ssDNA可以

与靶物质结合，把这部分结合的 ssDNA与未结合的 ssDNA分
离开来，以此与靶物质结合的 ssDNA为模板进行 PCR扩增，

进行下一轮的筛选过程。通过重复的筛选与扩增，把一些与靶

物质无亲和力、低亲和力和中亲和力的分子洗去，而高亲和力

的分子即适配子被分离出来，接下来对适配子进行克隆、测序

即可得到其核酸序列。经过对其功能验证后，就可根据疾病的

需要，人工的大量合成特定的适配子，从而达到诊疗的目的[15]。

在筛选过程中，磁珠包被蛋白的效率严重影响后续的实

图 1 BCA蛋白定量试剂盒的标准曲线

Fig. 1 Standard Curve of BCA Protein Assay Kit

图 2 PCR产物琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of PCR products

Note : A: the results of 3rd cycle, B: the results of 15th cycle; M:500bp

maker; 1,2,3 stand for PCR products

图 3 ssDNA富集库与纤维蛋白的结合百分率

Fig. 3 The combination percentage of ssDNA enrichment library with

fibrin

图 4 测序比对结果

Fig. 4 The alignment results of sequence
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验，我们选用 Dynal公司的 Dynabeads M-270 Epoxy环氧羧基

磁珠为介质，这种磁珠的羧基能够与蛋白的氨基端相结合，操

作简便。然后利用 BCA蛋白定量法测定包被前后的纤维蛋白

溶液浓度，从而计算蛋白包被效率（87.65%）。纤维蛋白的成功
包被，为实验的顺利开展奠定了良好的基础。

影响 SELEX筛选结果的主要因素之一是适配子 -靶物质

分离方法的有效性，我们采用羧基磁珠作为介质[16]，操作简单，

整个筛选的过程完全可在液相环境中完成，这大大提高了分离

的效率；同样，把 PCR产物 dsDNA拆分为 ssDNA也是 SELEX

过程的重要环节，我们利用生物素标记磁珠为介质，其可以与

标记生物素的 ssDNA结合，利用磁力架将其与未标生物素的
ssDNA分离，方法简单、快速[17]，分离效率高，分离效果好。

为了降低背景环境的结合，我们在每轮的结合反应前使用

封闭液包被 EP管；为了提高筛选的效率，在筛选的过程中递增

性加入 tRNA与 ssDNA竞争结合，这样有利于从 ssDNA文库

中筛选出具有较高亲和力的纤维蛋白适配子；为了除去在 SE-
LEX过程中与磁珠、管壁结合的非特异性扩增序列，我们在 6、
9、12轮进行了反筛；为了提高筛选的特异性[18]，我们增加了摇

床转数及洗涤次数，降低了孵育时间，这些都加大了筛选难度，

但缺大大加快了筛选的进程。

PCR 扩增条件的优化对于生成 ssDNA 次级文库和 SE-
LEX的成功筛选起着至关重要的作用，在前几轮的 SELEX筛

选中，由于随机库中存在 1017条序列，很容易获得与靶蛋白结

合的序列，但是高亲和力结合的分子非常有限，所以要求较高

的退火温度和循环数来提高这部分核酸分子的浓度，随着筛选

轮数的增加，这些特异结合的核酸分子的量也增加并得到大量

富集，这就需要降低 PCR的退火温度和循环次数来调整核酸

分子产物的质与量。

第 15轮筛选出的适配子群，经克隆、测序得到了适配子序

列，通过比对测序结果发现中间部分序列有较高的相似性，这

些部分是适配子的保守序列，推测这很有可能是与纤维蛋白结

合的结构基础[19]，其余不同的部分表现了序列的多样性。适配

子与靶物质特异性结合作用类似于中药的归经，可以认为是对

中医归经理论的新认识，这无疑是把现代科技与传统中医理论

联系在一起，有助于推动中药的现代化[20,21]。

本研究经过 15轮的筛选，我们得到了与纤维蛋白特异性

结合、序列多样性的适配子，纤维蛋白适配子的成功筛选为其

下一步的鉴定及功能研究奠定了良好基础。
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