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个多 αspase 抑制物至少对关键 caspase 抑制，运用

化学试剂延迟细胞死亡延长生产细胞培养的时相已

被阐明，添加这些化学试剂是一种简单有效的方法，

将会被广泛应用到蛋白生产的工业中。

五、展望

利用抗凋亡的策略在细胞生长、静止和死亡阶

段均可延长细胞的生存期并延长培养细胞的生产时

相。 将来有抑制细胞凋亡能力的营养物质、基因 、化

学试剂会不断涌现，而且对于凋亡发生机理的阐明

将会更加促进和提高细胞的生存和蛋白的生产，并

且将这些方法运用到工业生产中 。
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适体及其在流式细胞术检测中的应用 祷

杨明杰 H 周建始

(广东省疾病预防控制中心广州 510300) 

摘 要 适体是一种本质为 RNA或 DNA 的小分子，它们能以配基形式像抗体一样与靶蛋白

呈高亲合力特异性结合，可在一定程度上取代抗体用于检测和治疗 。 就适体筛选的指数富集配基

系统进化技术原理、适体的优越性及其适体在流式细胞术检测中的应用进行了综述。

核酸不仅是遗传信息的载体，有的核酸分子还

具有酶的作用，如 DNA 酶 (DNAzyme) 和 RNA 酶

(Ribozyme)等，还有的核酸分子能以配基形式特异

地与靶蛋白高亲合力结合，像抗体一样具有识别和

调节靶蛋白功能的作用，这种核酸分子称为适配子

(Ligands) ，亦被形象地称为适体(Aptamers) 0 1990 

年，Gold 等[1 ]报道了适体的筛选方法一一指数富集

配基系统进化 (Systematic Evolution of Ligands by 

Exponential Enrichment ， SELEX)技术，这一技术迅

速得到广泛应用，近年更是倍受重视，不仅筛选出了

凝血酶、HIV-1 衣壳蛋白、阿默茨病淀粉肤和微管蛋

白等多种蛋白质的适体，还筛选出了与小肤、氨基

酸、有机物、金属离子等特异结合的适体，不少报道

还成功将适体用于诊断和治疗[2 ， 3 ] 。 本文就 SE­

LEX技术原理及其适体在流式细胞术检测中的应

用进行了综述。

一、 SELEX 技术原理及流程

SELEX技术的基本原理如下:在一定条件下，

一些单链小分子 DNA或卧-TA 可发生适应性折叠，

形成有复杂空间结构的分子，以配基的形式，通过氢

键、范德华力 、疏水作用等特异性地与靶分子高亲和

力结合，这些核酸分子即"适体" 。 因此，先合成一个

大容量随机核酸文库，并将其扩增并转化为单链

DNA或 RNA分子，在一定条件下与靶分子混合，然

后洗去不与靶分子结合或结合力低的核酸分子，筛
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选出与靶分子结合力高的核酸分子，扩增后再进行

上述筛选过程。 经过反复筛选和扩增，大量富集与

靶分子亲合力高的分子。 并可通过克隆、测序明确

这些核酸分子的结构特征[1 ] 。

SELEX技术的基本过程如图 1 所示，( 1)合成

一个中间为随机序列、两侧为固定序列的核酸文库。

中间随机序列长度一般为 20 一 40 个碱基，也有多达

80 个碱基者[4] ，文库容量多在 1013 一 1015 分子

间[2 ， 5 ] 。 两侧固定序列用为 PCR 引物的识别序列 ，

如筛选阳叫A适体，还应在 5 ' 端固定序列前加一段

便于进行体外转录的节启动子序列。 并合成相应

的 PCR 引物。 ( 2) 以该随机核酸文库为模板，经

PCR 扩增为双链 DNA，进一步转化成单链核酸。 进

行 DNA适体筛选，可通过不对称 PCR 等方法将双

链 DNA转化为单链 DNA;进行 RNA 适体筛选，则

通过体外转录将双链 DNA 转化为阳'JAo (3)单链

核酸在一定 pH值、盐离子浓度和温度等条件下，与

蛋白质等靶分子反应，洗脱去除不与靶分子结合或

结合力较低的核酸分子，进而分离出与靶分子结合

力较高的核酸分子，通过 PCR 或 RT-PCR 扩增为双

链 DNA，进一步用不对称 PCR技术等将双链 DNA

转化合成为单链 DNA 或体外转录成 RNA，用于再

一次筛选。 如此经过数轮至十余轮的筛选，获得与

靶分子特异性高亲合力结合的核酸分子，即适体分

子。 ( 4 )采用 PCR 或 RT-PCR 扩增筛选出的适体分

子，将其克隆人质粒载体，挑选若干克隆测序，分析

适体分子可能形成的空间结构及其特征，并进一步

鉴定不同适体分子与靶分子亲合力。

君臣洗 1问
=!>示: RNA适体筛选的特殊步骤; I Q今1 示 z 线形、凸环、假节、发夹等复杂空间结构的核酸分子.

图 1 SELEX 技术基本过程图示

受体的非特异性结合问题[ 10] 。 如茶碱与咖啡因在

结构上非常相似，仅存在一个甲基的差异，用单抗检

测茶碱与后者有交叉反应，而其特异适体与茶碱的

适体作为一种识别分子，相对抗体而言具有较 亲和力比与咖啡因的亲和力高 10 000 倍，用以检测

多优越性能，主要表现为以下方面: 茶碱时无交叉反应[ 11] 。

3. 靶分子范围广

适体筛选的靶可以是金属离子、有机染料、神经

递质、氨基酸、抗生素、辅因子、氨基糖背、核昔碱基

类似物、核背和肤等小分子物质，也可以是酶、生长

因子、抗体、基因转录调节因子、细胞蒙古附分子、植物

血凝素等较大的蛋白质分子，还可是完整的病毒颗

粒、细菌和红细胞等[10 ， 12 ] 。相比之下，抗原性弱的

蛋白很难获得其抗体，抗体的靶分子范围也窄得多。

-、 适体的优越性

1.亲合力高

适体可形成发夹( Hairpins)[6 ] 、凸环( Stem­

l∞p)[7 ] 、 假节( Pseudoknot ) [ 8] 和 G-四分 体(G­

quadruplex) [9]等结构，以配基形式与靶分子结合，结

合强度高，解离常数多在 pM- nM，有的甚至超过
天然配基[ 10 ] 。

2. 特异性强

适体不仅能识别靶分子一个甲基或起基的细微

变化，还可区分旋光异构对映体，而且没有抗体 Fc 4. 睿易制备
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虽然适体筛选要进行多轮洗脱和 PCR 扩增 ，但

成功筛选到一个靶分子的适体只需 2-3 个月时间 ，

获得适体的克隆后，通过 PCR 即可大量制备。 而抗

体筛选和制备至少 3-6 个月时间，其筛选和制备过

程也较为繁琐。

5. 稳定性好

DNA适体稳定性较好，卧~A适体在暗院戊糖 2

位引人氨基或氟后，能抵抗卧认酶降解，也有较好

的稳定性，便于长期保存和运输。 适体还可快速变

性、复性，能反复使用[3 ， 10 J 。 而抗体对温度较为敏

感，需要低温运输，易发生不可逆变性。

6. 与靶分子的结合条件可调控

由于适体筛选是离体条件下进行的，可以根据

实验需要设定筛选条件，从而实现适体与靶分子结

合条件的调控。 而抗体筛选是在在体或培养细胞条

件下进行的，很难调控抗体与靶分子的结合条件。

7. 适体分子较小，易于通透细胞膜进入细胞

内，可以检测细胞内的靶分子 ， 应用更灵活方
便[2 ， 3] 。

三、适体在流式细胞术检测中的应用

流式细胞术 (Flow cytometry , FCM)是借助流

式细胞仪检测细胞等单分散颗粒的高通量细胞生物

学分析方法，流式细胞术检测时常用荧光标记抗体

进行染色，以获得细胞表面或胞质内蛋白质分子表

达情况的信息 ，识别不同细胞亚群。 尽管荧光标记

抗体在流式细胞术检测中的广泛应用，极大地促进

了流式细胞术的发展和拓展了流式细胞术的应用范

围，但荧光标记抗体也存在一些自身的局限，如 :(1)

抗体制备生产较难，而且抗体容易变性，运输和保存

成本较高，所以流式细胞术检测用的荧光抗体价格

较为昂贵刊2)有的荧光标记抗体分子较大，难以穿

过细胞膜与胞质的抗原分子结合;(3)有的抗体能与

Fc受体非特异结合，影响流式细胞术检测结果的可

靠性等[13J 。由于适体具有前述的优越性能 ，如果能

以造体代替抗体用于流式细胞术检测，将有助于克

服或弥补抗体所有的局限，有利于降低检测成本和

提高检测的可靠性，促进流式细胞术检测的发展和

推广应用。

1996 年 Davis 等[ 13J 首次报道了适体用于流式

细胞术检测的研究，他们筛选到了与中性粒细胞弹

性蛋白酶(Neutrophil elastase，因也)高亲合力结合

的 DNA适体，发现荧光素(Fluorescein)标记的 DNA

适体能象抗 HNE 荧光标记抗体一样地有效检测

卧~E 包被的微珠。 并且发现荧光素标记的方式对

检测敏感性有明显影响，荧光素通过乙二醇连接于

DNA适体 5'或 3' 端较荧光素直接连接于 DNA适

体 5'或 3'端的荧光信号强，甚至强于抗 HNE 荧光

抗体的荧光信号。 鉴于抗体多为双价或多价，他们

还把两个 DNA适体分子的 3'端尾尾相连或一个分

子的 5' 端与另一分子 3' 端头尾相连形成双价适

体，发现双价适体与靶分子的亲合力提高了 10 倍。

此外，他们还发现以生物素标记 DNA适体后，再用

藻红素(Phycoerythrin ， PE )标记的链霉抗生物素作

间接标记也同样能检测卧m包被的微珠。 证实了

适体代替抗体用于流式细胞术检测的可行性。 1998

年，Davis 等[ 14 J 筛选了能特异识别人 CD4的 RNA

适体，并在 RNA 嘻院戊糖 2 位以氟修饰达到增强

其稳定性的目的。 在适体 5 ' 端标记上生物素后再

与荧光素或 PE 标记的链霉抗生物素反应，所获得

的间接荧光标记适体用于外周血 T辅助细胞的流

式细胞术检测均取得了满意结果，而且还成功地与

其他荧光抗体(CD14、 CD3)联合使用进行双色荧光

流式细胞术检测。 Blank 等[15J采用流式细胞术检测

了适体与靶细胞 (YPEN-1 血管内皮细胞)结合情

况，他们在适体筛选过程中，以 5' 端标记荧光素的

引物 PCR 扩增每一轮的 DNA适体，用此 PCR 产物

对细胞进行荧光染色，上流式细胞仪检测，发现随着

筛选轮数增加，适体与靶细胞的亲合力增加，细胞荧

光强度也逐渐增强，并最后趋于稳定。 他们的研究

表明，不仅适体可象抗体一样用于流式细胞术检测，

适体筛选中流式细胞术的应用也有利于获得适体与

靶分子亲合力的信息。

四、展望

抗体在流式细胞术检测中的应用已有 20 多年

的历史，但有关适体的研究才开展 10 余年，适体在

流式细胞术中应用的研究更是刚开始，不仅很多细

胞表面标志分子的适体有待筛选，一些细胞表面分

子虽已筛选到适体，但尚未开展应用于流式细胞术

检测的研究，而且目前还没有商品化的适体试剂可

供流式细胞术检测使用。 最近，有学者提出了通过

流式细胞术高通量筛选基于微珠的适体文库的构

想，并建立了一整套行之有效的方法，为大量筛选流

式细胞术用适体打下了良好基础[16) 。 我国也有学

者开展了应用 SELEX 技术筛选适体的研究，有报
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道筛选了丙型肝炎病毒核心蛋白 [ 17 )和炭瘟芽抱[ 18 )

等的适体。 我们目前也正致力于筛选能特异识别网

织红细胞的 DNA 适体，并拟将其以荧光标记后代

替抗 CD71 荧光抗体，用于网织红细胞的流式细胞

术检测相关研究。 从适体所具的优越性能，可以预

见适体完全可能代替抗体或与抗体互为补充地应用

于流式细胞术检测，适体筛选和适体在流式细胞术

检测中的应用研究是很有价值的研究方向。
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十字花科作物转基因研究进展 祷

李春)1顶 陈利萍H 张明方

(浙江大学园艺系杭州 310029) 

摘 要从转化受体、转化方法、转化频率、外源基因等方面对十字花科转基因研究进展进行

了综述。 并提出了当今十字花科转基因研究存在的问题。

十字花科( Crucij甘αce)植物包括许多重要的蔬

菜、花卉、油料和饲料等作物，在人民生活及农业生

产中有着重要的作用。 培育十字花科作物的优良品

种，满足社会生产和生活等各方面的需要，具有重大

的理论和实践意义。 迄今为止，利用常规育种技术

来改良十字花科作物品种虽然取得了一定的成

功[l] ，但同时还存在着选育年限过长、远缘杂交不

亲和以及有用亲本材料缺乏等问题，从而导致理想

品种选育困难。 植物转基因技术的兴起，为十字花

科作物品种的改良和培育提供了一条新途径。它作

为当代高效的育种辅助手段，解决了一些常规育种

难以解决的问题，并取得了一定的成效。 自 1985 年

仇ms[2 )获得了第一例十字花科转基因作物一一甘

蓝型油菜以来，十字花科植物转基因的研究引起了

世界上包括中国在内的很多国家的科学家的关注。

目前，利用十字花科植物的不同转化受体，通过直接

转化或间接转化等不同方式，已经得到了拟南芥、甘

蓝型油菜、花椰菜、大白菜、甘蓝、羽衣甘蓝、芜菁等

转基因植物。 同时，在转化受体、转化方法、不同外

源基因的导人以及转基因植物获得等方法研究上也

取得了重大进展。 现在已经获得的十字花科作物的

抗病、抗虫、高产优质等材料有几十余份，有的已经

进入田间试验。

本文将从以下几个方面对十字花科植物转基因

技术的研究进行简要综述，并对存在的问题及前景

进行讨论。

一、十字花科植物转基因研究进展

1.转化受体

幡基金项目 :浙江省自然科学基金(编号 :302340)和省

科技厅项目(编号 :2003C32038)资助。

H 通讯作者。 E-rnail: chenliping@习u . edu. cn 
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