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"摘要#
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目的
!

通过富集的配基系统进化技术"

FS/SM

$筛选出与幽门螺杆菌"

Ŵ

$菌体具有高亲和性适配

子!并且利用其检测组织和活体内
Ŵ

的感染%方法
!

培养
Ŵ

细菌!利用
FS/SM

筛选获得
Ŵ

菌体的适配子%

在
Ŵ

感染患者活检组织验证其结合%结果
!

从第
.

轮筛选所得
==ZR2

中筛选出一条高结合力的适配子命名为

Ŵ !

!将适配子
Ŵ !

区别于其他筛选出的适配子!并检测其与幽门螺旋杆菌的亲和力%结论
!

初步获得了针对
Ŵ

菌体筛选出高亲和性适配子!为开发
Ŵ

诊断试剂奠定了基础%
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目前幽门螺杆菌$

Ŵ

&全球范围内感染率高达
,%[

以上#

而在我国平均感染率约为
,'[

#且存在着地域差异*

!3"

+

)因

此#对其早期快速诊断是治疗的关键)传统的方法主要分为侵

入型和非侵入型诊断)鉴于传统检测方法灵敏度,特异度不

高,误诊率高等缺点#亟待开发一种能够快速,简便,特异性较

高的诊断方法#从而对
Ŵ

感染进行诊断)本试验选用
FS/3

SM

是一种成熟的应用到各种靶标筛选的技术#包括金属离

子,药物,氨基酸,细胞因子,抗菌药物,全菌体,多肽等#其中蛋

白质类靶分子最多*

-

+

)有学者曾报道#以结核分枝杆菌

W-1]H

的菌体为靶标#筛选获得能够与之特异性结合的
==Z3

R2

#该适配子能够用于诊断并阻断
W-1]H

感染*

$

+

)此外经

FS/SM

筛选获得的特异性结合靶分子的适配子与传统意义上

抗体相比#具有相对分子质量小#无抗原性#能够稳定合成#同

时便于荧光,生物素等多种修饰等特点#是极具应用前景的新

型生物制剂*

,

+

)

$

!

材料与方法

$#$

!

材料来源

$#$#$

!

菌株
!

Ŵ

标准菌株
RN4N!!.-1

由中国疾病控制中

心传染病预防控制所提供)

$#$#/

!

试剂及仪器
!

引物由上海生物有限公司合成!用于克

隆构建的主要试剂
L>)WY

,

SC5]Y

,

4$ZR2

连接酶等分子生

物学试剂购自
_6:)6+;>=

公司%核酸蛋白检测仪$德国
S

88

6+3

05:?

公司&%紫外透射仪$

L*5*)>

D

*+

D

F

@

=;6)

美国
gÊ

公司&%

8
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质粒,

ZW,>

菌由本实验室保存)

$#$#'

!

随机单链
ZR2

$

==ZR2

&文库的构建和引物合成
!

随

机$

==ZR2

文库的构建和引物合成构建了长度为
1&+;

的
==3

ZR2

文库#两端为固定序列#中间
$%

个核苷酸为随机序列#库

容量约为
!%

!$

!

!%

!,

)两个引物中分别含有
SC5]

*

和
L>)W

*

的酶切位点#随机
==ZR2,3aNa a22 44N 22N 2a4

NNa2aNN3R$%3aaa4N224aNa4N2423-

)引物
!

!

c

,3aNaa22 44N 422 42N a2N 4N2 N42 42a aa2

2N2a4NNa2aNN3-c

$划线部分为
SC5]

*

酶切位点&%引

物
"

!

c,3aNaaa24NN424a2NaN244a2NNN3-c

$划

线部分为
L>)W

*

酶切位点&)随机
==ZR2

文库和引物由上

海生物有限公司合成)

$#$#1

!

标本来源
!

由深圳市龙岗中心医院消化科内窥镜室提
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供)其中
Ŵ

诊断标准为!$

!

&患者有典型的临床症状%$

"

&

W3

S

染色检出弯曲螺旋状杆菌%$

-

&

Ŵ

培养阳性%$

$

&快速尿素

酶法检测阳性)其中任意两项为阳性均判为阳性)

$#/

!

方法

$#/#$

!

Ŵ

的培养
!

布氏培养基加入去离子水
&%%)/

#

R>eW

调节
8

W

值至
1#1

后补充去离子水至
!/

#

!"!i

高压

灭菌
"%)*+

)使用时按照体积比
,h!

加入胎牛血清和终浓度

为
"%[

的葡萄糖)在密闭的生化培养箱中
-&i

培养#氧气
h

氮气
h

二氧化碳
f,h&,h!%

)

$#/#/

!

==ZR2

文库及双链
ZR2

$

0=ZR2

&的扩增
!

将合成

的
==ZR2

文库扩增为
0=ZR2

文库!

!%`4>

T

ZR2

聚合酶

AB??6:

,单链寡核苷酸文库$

%#!.,

&

D

"

&

/

&,引物
:̂*)6:!

$

",

&

)59

"

/

&,引物
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$
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&

)59

"

/

&,

0R4̂ )*7

$

"#,))59

"

/

&,

4>

T

酶,

00W

"

e',i

预变性
,)*+

#再进行
',i-.=

#

.%

i-.=

#

1"i&$=

#共
!,

个循环#

1"i

延伸
,)*+

#行
-[

琼脂

糖凝胶电泳鉴定)并以扩增所得
0=ZR2

文库为模板#下游引

物
"̂

不对称扩增出下一轮筛选的
==ZR2

文库)反应条件同

上#向
N̂]

产物中加入
!

"

!%

体积预冷的
-)59

"

/

的
R>2C

#混

匀后#再向体系中加入
"

倍体积的冰预冷的无水乙醇#充分混

匀后#置于
j&%i

沉淀
$<

)

$#/#'

!

FS/SM

筛选
!

取
!%

.

C?BŴ

#加入洁净的
Ŝ

管中再

加入
"%%

&

/

筛选缓冲液$

"%))59

"

/ WŜ SF

#

8

Wf1#$

&#

-1i

孵育
"<

)

,%%%

D

离心
,)*+

弃去上清液#筛选缓冲液洗

涤
,

次后加入
"%%/

灭菌双蒸水#于
',i

加热
!%)*+

%吸取孔

中加热后的双蒸水做常规聚合酶链式反应$

N̂]

&)为了提高

筛选适配子的亲和力#采用梯度筛选的方式进行#即前
-

轮投

入
!%

.

C?BŴ

#第
$

!

.

轮投入
!%

$

C?BŴ

%为了提高筛选的特

异性#从第
"

轮筛选开始通过胃黏膜细胞和其他细菌$大肠杆

菌,链球菌,肠球菌,乳酸杆菌&进行反向筛选#将第
.

轮
0=Z3

R2

库#割胶回收)将
0=ZR2

和空载
8

gN!'

用
SC5]

*

和

L>)W

*

进行双酶切#用割胶回收
ZR2

片段的方法#纯化回

收酶切产物#测定浓度后#进行连接反应置于
!.i

#作用
!.<

)

将连接产物转化至
ZW,

中#挑取单克隆#提取质粒并进行酶切

鉴定)

$#/#1

!

相对亲合力的检测
!

$

!

&不同适配子库与
Ŵ

的亲和

力测定!以每轮的
0=ZR2

库为模板#加入以生物素标记的
!̂

引物扩增出生物素标记的
==ZR2

适配子库#用筛选缓冲液分

散
Ŵ !%

.

C?B

"

)/

#

-1i

孵育
"<

#按每管
"%

8

)5/

)每轮适配

子库做
-

个复孔)筛选缓冲液洗涤
==ZR23Ŵ -

次#每次
,

)*+

#加入
W]̂

标记的链酶亲和素$

!h"%%%

稀释&#每孔
!%%

&

/

#

-1i

作用
$,)*+

#

L̂F4

洗涤微孔板
-

次#每次
,)*+

)加

入
4PL

底物#

-1i

下作用
!

!

-)*+

#观察颜色变化#然后用
"

)59

"

/

浓硫酸终止)用酶标仪读出
$,%+)

波长时的吸光度

值)$

"

&单克隆适配子库与
Ŵ

的亲和力测定!以测序鉴定正

确的质粒为模板#以生物素标记的
!̂

引物扩增出生物素标记

的单个适配子#方法同$

!

&#不同适配子库与
Ŵ

的亲和力

测定)

$#/#2

!

对临床标本的检测
!

$

!

&适配子
Ŵ !

检测活检组织中

的
Ŵ

!收集活检组织经临床现有方法诊断为
Ŵ

感染)共计

选择确诊阳性患者
"1

例#反复多次抗菌药物治疗患者
!&

例#

男
!.

例#女
!!

例#年龄
".

!

.1

岁#每例标本分成两份#一份进

行临床检测#一份进行适配子免疫组织化学检测)将活检组织

标本涂布于洁净的载玻片#固定后#使用
_Y4N

标记的适配子

Ŵ !

与之孵育#

-1i"<

#

L̂F

洗涤除去未结合的
_Y4N

标记

的适配子
-

次#每次
,)*+

#在荧光显微镜下观察视野)

/

!

结
!!

果

/#$

!

ZR2

文库及筛选产物的
N̂]

扩增
!

化学合成的起始

==ZR2

随机文库#经
X96+5G

片段扩增为
0=ZR2

文库#然后经

不对称
N̂]

扩增得到的
==ZR2

随机文库#结果显示
0=ZR2

库片段大小在
ZR2)>:J6:

分子
!%%A

8

附近#与预期片段大

小 $

1&A

8

&相符)通过
FS/SM

筛选技术筛选获得特异性结合

Ŵ

的
.

轮
==ZR2

适配子库#将各轮单链适配子库行
-[

的

ZR2

琼脂糖凝胶电泳鉴定#结果显示#随着筛选轮数的增高#

其条带逐渐集中#说明其起始
==ZR2

文库中的复杂多样的二

级结构#经
FS/SM

筛选后#特异性结合
Ŵ

靶标的
==ZR2

二

级结构趋于一致的适配子被保留)

/#/

!

不同轮数适配子库及不同克隆单适配子相对亲合力的检

测
!

将起始文库和筛选的
.

轮适配子与
Ŵ

的亲和力进行比

较#结果显示第六轮具有最高亲和力$图
!2

&#考虑到适配子文

库的丰富性随将第
.

轮文库扩增的
0=ZR2

文库克隆至

8

gN!'

质粒#转化入
ZW,

#

后在经过氨苄青霉素抗性筛选后#

挑取单克隆菌落#提取质粒#经酶切鉴定和测序鉴定正确的
!.

个不同序列的单克隆适配子与
Ŵ

的亲和力比较#结果显示
1

号适配子具有最高亲和力#将结合力最高的
1

号适配子命名为

Ŵ !

$图
!L

&)

!!

注!

2

为不同轮数的适配子文库的亲和力的比较%

L

为不同单克

隆适配子的亲和力的比较)

图
!

!

不同轮数适配子文库亲和力及不同单克隆适

配子亲和力的比较

/#'

!

对临床标本的检测
!

_Y4N

标记的适配子
Ŵ !

与活检组

织中
Ŵ

特异性结合#在患者活检组织中能够清晰可见短杆状

的黄绿色荧光#而在正常组织对照组无荧光)经过对
"1

例患

者的活检组织的检出阳性率与
WS

染色,培养,尿素酶法的比

较#结果显示#适配子法有较高的特异性$表
!

&)

表
!

!

-

种方法对
Ŵ

感染患者的诊断

方法 阳性$

b

& 阴性$

j

&

Ŵ !

法
",

$

'"#,

&

"

$

1#,

&

快速尿素酶法
"-

$

&,#%

&

$

$

!,#%

&

血清学方法
""

$

&%#%

&

,

$

"%#%

&

'

!

讨
!!

论

Ŵ

是一种消化道致病菌#其与胃部疾病密切相关)而目

前临床诊断技术存在各种不足*

.

+

)因此#本课题采用
FS/SM

技术筛选与
Ŵ

具有高亲和力,高特异性结合的
==ZR2

适配

子)核酸适配子是一类新型的识别分子)与单克隆抗体相比#

其相对分子质量较低#没有免疫源性#可通过化学合成制备及

-
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-
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结构改造以及荧光,生物素等多种功能标记#化学稳定性好#能

可逆的变性与复性#可在常温下保存和运输#这些优点使适配

子在临床诊断及治疗中具有良好的应用前景*

1

+

)

本研究采用
FS/SM

技术经过
.

轮筛选后#利用
S/eR2

方法比较了各轮适配子库与
Ŵ

的结合能力#并从亲和力最高

的第
.

轮适配子扩增为双链库并构建到
8

gN!'

的载体质粒中

筛选出适配子
Ŵ !

#将其应用于患者活检组织的
Ŵ

检测中#

结果显示适配子
Ŵ !

能够在复杂的组织标本中特异性的识别

结合
Ŵ

#从而为临床诊断提供依据)而本次研究仍是基于活

检组织开展#虽然适配子
Ŵ !

表现出较高的灵敏度和特异度#

但是仍有悖于本研究的初衷#即口服修饰的荧光标记的核酸适

配子与
Ŵ

在体内结合后#提供体外红外荧光检测其是否有

Ŵ

感染#以及根据荧光强度评判感染的严重程度从而预测

Ŵ

导致胃部疾病的风险)同时#也有研究表明适配子与靶标

菌体的结合能够阻断细菌对宿主细胞的感染)因此#本研究筛

选出的适配子
Ŵ !

对
Ŵ

侵袭胃黏膜细胞是否发挥作用#也

值得进一步探讨)

综上所述#运用
FS/SM

技术成功地筛选到高亲和力及高

特异性结合
Ŵ

的
==ZR2

适配子#为
Ŵ

感染所致疾病的鉴

别诊断开辟了一条新的途径#具有良好的应用前景)
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用于血糖的日常监测)部分血糖仪达不到
YFe!,!'1

!

"%%-

最

低准确限要求#其检测结果不但无助于诊断和监测#反而会误

导医生和患者)因此#是否可以对血糖仪按照准确性进行适当

分级和说明#以帮助用户$尤其是对仪器缺乏对比和评价的患

者&选择适合使用目的的血糖仪#也能方便用户根据准确性说

明读懂血糖结果)

血糖仪间差异较大#需要在临床使用前进行评价或验证#

并结合不同医院患者人群的特点和临床需求选择合适的血糖

仪#如重症医学科,急诊科,呼吸科,血液科,儿科等科室可能对

抗干扰能力,危机值检测结果的准确性更为敏感#需要选择抗

干扰能力强,准确性高的血糖仪)在评价过程中#若按照

YFe!,!'1

的要求进行系统评价对部分医院有难度#需要建立

临床实用的验证方案)

YFe!,!&'

医学实验室认可和卫生行政部门均要求医院内

血糖结果具有可比性#但是缺乏相应的标准或实施方案)仪器

间的差异增加了医院内血糖仪比对的难度#因此建议选择同一

型号的血糖仪以保证院内血糖检测结果的可比性)

从
WN4

对系统准确性影响的试验结果可以看出#多数便

携式血糖仪受
WN4

影响较大)对于
WN4

异常的患者#

F;>;3

F;:*

8

的检测结果与生化分析仪接近#能达到
YFe!,!'1

的准确

限要求)

2CCB3N<6CJ

对于
WN4

降低的标本检测结果处于允

许范围的边缘)对于中,高值血糖标本#除
F;>;F;:*

8

外#其他

几款血糖仪在
WN4

异常时都有检测结果超过允许限#不能有

效排除
WN4

的影响#不适用于中度,重度贫血或红细胞增多

的患者)
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