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要"目的
!

研发能特异性结合穿孔素的
IQ9

适配体并构建适配体电化学传感器!为发展穿孔素的新型检测技术提供基

础$方法
!

体外合成全长为
S&

个碱基并含有
'L

个随机寡核苷酸的单链
IQ9

文库!库容量大约为
&`&%

&%

!以穿孔素蛋白为靶

标!利用指数富集配体系统进化技术"

"UCUc

#!从单链
IQ9

文库中筛选能够结合穿孔素蛋白的
IQ9

适配体%采用
B+F548

程序

"

<.1/;52'P!

#预测二级结构%设计并构建适配体电化学传感器!进行穿孔素电化学特异性检测!绘制标准曲线$结果
!

经多轮筛

选!获得
$

条穿孔素蛋白的
IQ9

适配体!分别为序列
"Ue&

#

"Ue$

!适配体
"Ue$

能够特异性结合穿孔素!并可通过电化学方法

用于检测穿孔素!而其与牛血清清蛋白&

'

+

干扰素&肿瘤坏死因子
%

结合较弱$该电化学传感器检测穿孔素的线性水平范围为
&

#

!%2N54

!检出限为
%PJ2N54

$结论
!

成功利用
"UCUc

筛选获得特异结合穿孔素的
IQ9

适配体!其在研发针对穿孔素的新型检

测技术方面具有应用潜能$

关键词"穿孔素%

!

适配体%

!

指数富集配体系统进化技术
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穿孔素是机体内具有细胞毒作用的效应分子#主要由细胞

毒性
*

细胞和自然杀伤细胞$

QE

细胞%细胞质颗粒释放(

&

)

#具

有抗病毒'抗肿瘤等活性#在免疫监视中起重要作用*适配体

是利用指数富集配体系统进化技术$

"UCUc

%从含有大量序列

的随机文库中筛选出能与靶物质高特异性'高亲和力结合的配

体(

!

)

*与抗体比较#适配体具有易合成储存'易修饰'免疫原性

低'价格低廉及低毒性等特点*目前#适配体作为新型医疗工

具被广泛应用于研究'诊断和治疗(

'

)

*传统的穿孔素检测方法

通常为酶联免疫吸附试验$

UCD"9

%#此方法成本相对较高*利

用
IQ9

适配体替代抗体检测穿孔素将更为经济'高效*至今

为止#国内外尚无穿孔素适配体的相关报道#本研究通过
"UC+

Uc

筛选获得针对穿孔素的适配体#并通过电化学方法在体外

分析其对穿孔素的结合性质*现报道如下*

$

!

材料与方法

$P$

!

材料
!

单链
IQ9

$

//IQ9

%文库$南京全式金公司%#由

S&

个寡核苷酸构成#两端为
&S

个碱基的固定序列#中间为
'L

个碱基的随机序列#库容量约为
&`&%

&%

#包括
L̂+----*R

-9RR*R 9****R-*-99R*+

$

Q'L

%

+9R* 9*-R-*

99*-9RR-RR9*+'̂

'引物
,

,S&+",

$

L̂+----*R-9R

R*R9****R-*-99R*+'̂

%'引物
+

,S&+9,

$

L̂+6;50;2+

9*--R--*R 9** 9R- R9* 9-*+'̂

%*其他材料包括

I

7

2H4

公司提供的
I

7

2H3.H8/B+!S%"01.

>

0H<;8;2

$

IB+"

%#

D2+

<;015

O

.2

公司提供的酵母
0)Q9

#

*HAH1H

公司提供的聚合酶链

反应$

,-)

%试剂#欧孚生物科技有限公司提供的
,-)

纯化试

剂盒#

9N1./:5

公司提供的牛血清清蛋白$

6"9

%#艾博抗$上

海%贸易有限公司提供的重组人穿孔素蛋白'干扰素
+

'

'肿瘤坏

死因子
+

%

#

/;

O

NH

公司提供的二甲基甲酰胺$

IBG

%'硫酸铵'氢

氧化钠等*

$P/

!

方法

$P/P$

!

羧基磁珠包被蛋白
!

取
&NCIBG

溶解水平为
!`

&%

(

"

NC

的
IB+"

磁珠溶液于离心管$

U,

管%#

%P&N54

"

C

选择

缓冲液$

L%NN54

"

C

三羟甲基氨基甲烷'

&%%NN54

"

C

氯化钠#

&

NN54

"

C

氯化镁#

LNN54

"

C

氯化钾#

>

VJPK

%洗涤磁珠#

$%%

"

C

结合缓冲液$

&%NN54

"

C

三羟甲基氨基甲烷'

&NN54

"

C

乙二胺

+

%K''

+

检验医学与临床
!%&J

年
&&

月第
&K

卷第
!!

期
!

CH3B.8-4;2

!

Q5<.N3.1!%&J

!

X54P&K

!

Q5P!!



四乙酸'

!P%NN54

"

C

氯化钠#

>

VJPK

%重悬#加入
$%%

"

C

水平

为
&N

O

"

NC

穿孔素溶液#混匀&加入
$%%

"

C

水平为
'N54

"

C

的硫酸铵溶液#混匀#

'J[

震摇孵育
!%=

#放磁力架
LN;2

#吸

出上清液#收集到全部磁珠#封闭缓冲液(

&Z6"9+

磷酸缓冲盐

溶液$

,6"

%#

>

VJPK

)洗包被磁珠
K

次#

&PSNC

封闭缓冲液重

悬磁珠
K[

保存备用*

$P/P/

!

//IQ9

文库筛选
!

取
!%%%

>

N54//IQ9

文库#用
&

NC

选择缓冲液稀释#经
(L[

变性
LN;2

#冰浴
&LN;2

*先将

//IQ9

文库加入
6"9

$

!LN

O

"

C

%封闭的
U,

管中进行负筛#

'J

[

孵育
&=

#去除与管壁结合的
//IQ9

#将负筛后的
//IQ9

文

库与包被穿孔素的磁珠混合#同时加入酵母
0)Q9

竞争结合#

'J[

反应
&=

#置磁力架#弃上清液#用洗涤选择缓冲液$

%P!Z

6"9

#选择缓冲液%洗去未结合的
//IQ9

#

!%%

"

C

去离子水重

悬穿孔素包被磁珠#

&%%[

加热
LN;2

#置磁力架#分离上清液

保存*

$P/P'

!

,-)

扩增
!

以筛选得到的上清液为模板#优化
,-)

反应条件#引物
,S&+",

和
,S&+9,

扩增双链
IQ9

$

(K[

预变

性
LN;2

#

(K[

变性
'%/

#

L%[

退火
'%/

#

J![

延伸
'%/

#

J![

延伸
LN;2

#

'%

个循环%*

$P/P1

!

,-)

产物纯化及分离
//IQ9

!

严格按产品操作说明#

利用核酸纯化柱进行
,-)

产物纯化#并在碱性条件下分离得

到单链
//IQ9

#作为下一轮筛选的文库#重复以上步骤*

$P/P2

!

克隆测序及适配体二级结构分析
!

将第
&!

轮筛选产

物克隆至
>

BI&S+*

载体中并转化至
IVL

%

感受态菌#经蓝白

斑筛选#随机挑取
$

个克隆进行测序#序列测定由上海生工生

物技术公司进行*按着
b?A.1

的最小自由能原则#通过
B+F548

程序$

<.1/;52'P!

%对适配体进行二级结构的分析预测 (

K

)

*

$P/P)

!

适配体
"Ue$

电化学传感器的构建
!

$

&

%适配体
"Ue$

电化学应用检测原理*设计并合成
&

条
L̂

端巯基化'中间序列

为
RK

分体而两端序列与穿孔素适配体
"Ue$

互补的探针$设

计探针%#另合成
&

条
L̂

端加入核酸外切酶作用位点$

999

%的

"Ue$

#设计探针与
"Ue$

预先形成
IQ9

双连体#

IQ9

双连体

通过金巯键固定在已经预处理好的金电极上#巯基己醇封闭*

穿孔素加入后#

"Ue$

和其特异性结合#形成具有特定空间构

象的聚合物#使
"Ue$

从
IQ9

双连体解离出来#从而使
IQ9

双链体的结构破坏#将设计探针中
RK

分体结构暴露出来*为

监测每一步实验成功与否#笔者将每一步固定结合后的电极进

行电化学循环伏安法测试#循环伏安法采用的反应体系为含有

%P&N54

"

C

氯化钾和
LNN54

"

C

六氰合铁络合离子"六氰合亚

铁络合离子的混合溶液*扫描电压为$

f%P!

%

#

%P$X

#扫描速

率为
L%NX

"

/

*存在氯化高铁血红素$

V.N;2

%的情况下#

RK

分体发生结构变化#与
V.N;2

特异度结合形成血红素过氧化

物酶的模拟酶体#后者可催化过氧化氢的氧化还原反应#放大

穿孔素蛋白检测的反应电流*此外#在加入核酸外切酶
).:hF

后#

).:hF

作用于穿孔素
+"Ue$

复合物#使
"Ue$

裂解为核苷酸

片段#释放出穿孔素#穿孔素可重新结合
IQ9

双连体中的

"Ue$

#从而起循环放大作用*

!!

$

!

%

IQ9

双连体的合成*设计探针溶解在水平为
&%

NN54

"

C,6"

缓冲液(

&L%NN54

"

C

氯化钠'

&%NN54

"

C

三$

!+

羧

乙基%膦#

>

VJPK

)中#避光孵育
&=

#避免二硫键的形成及非特

异性结合*将水平为
&%NN54

"

C

的适配体
"Ue$

溶液$

&%

NN54

"

C,6"

缓冲液'

&L%NN54

"

C

氯化钠'

L%NN54

"

C

氯化

钾'

&$NN54

"

C

氯化镁#

>

VJPK

%与水平为
&%NN54

"

C

的设计

探针溶液等比例混合*用
&%NN54

"

C,6"

缓冲液$

&L%NN54

"

C

氯化钠'

L%N54

"

C

氯化钾'

$NN54

"

C

氯化镁#

>

VJPK

%将混

合溶液稀释至每寡核苷酸
&NN54

"

C

*将稀释后的混合
IQ9

溶液
(%[

加热
LN;2

#逐渐冷却至室温后
'J[

孵育
!=

#

IQ9

双链体即可形成*

!!

$

'

%电化学传感器的准备*金电极用
%P%L

"

N

的铝粉打磨

光滑#分别在水和乙醇的超声波中清洗#然后将金电极于
%PL

N54

"

C

的硫酸中#通过电化学循环伏安法扫描
&%

次清洗#扫描

电压为$

f%P'

%

#

&PLX

#速率为
&%%NX

"

/

#然后在氮气中干

燥*金电极在
IQ9

双链体溶液中室温孵育
!%=

#使
IQ9

双

链体通过金巯键固定在金电极表面*采用
&%NN54

"

C

的
,6"

缓冲液$

&L%NN54

"

C

氯化钠#

>

VJPK

%清洗电极#

&NN54

"

C

的

甲基环己烷$

B-V

%溶液封闭金电极表面
&=

#

,6"

缓冲液清洗

电极#不同水平穿孔素和
%P%'W

"

"

C).:hF

混合溶液
!%

"

C

#

'J

[

孵育电极
(%N;2

#

,6"

缓冲液清洗电极#

&%

"

N54

"

C

的
V.+

N;2

溶液电极表面孵育
&=

#形成血红素过氧化物酶的模拟酶

体结构*最后将电极于水平为
&%NN54

"

C

的
,6"

缓冲液$

&L%

NN54

"

C

氯化钠#

L%NN54

"

C

氯化钾#

>

VJPK

%和
&NN54

"

C

的

过氧化氢混合溶液中进行循环伏安法检测#扫描电压为$

f

%PS

%

#

%X

#速率为
!%NX

"

/

#选择
f%PSX

处的电流反应作为

解析信号*

/

!

结
!!

果

/P$

!

适配体二级结构的分析
!

将第
&!

轮筛选产物进行克隆

测序#得到
$

条含
'L

个寡核苷酸碱基适配体的序列#序列分别

为
"eU&

$

R*-RRR-9RRR**-RR-R*9*-R*R*-

RRR*-9

%'

"eU!

$

R*R *R9 *-R -*R R*R R9* *--

*RR--R-R*9-99-

%'

"eU'

$

-*RR*R---R---R9

*--*--9**9***R----9R

%'

"eUK

$

9-99R*9*9

R9RR*--*RR--9---**R-R-*--

%'

"eUL

$

RR-

**--R-*R*-9*R-RR-**-R-9-9-*99R*-

%'

"eU$

$

R*-R--R*9R*9*9R9R-9RR*RRRR*R-R

R-9**

%*经过
-4?/0H4c

软件和
BH:H@!P%L

软件分析#

$

条

适配体并无共同的保守序列*

/P/

!

适配体二级结构的分析
!

采用
B+F548

程序$

<.1/;52'P!

%

对
$

条适配体进行二级结构的分析预测*结果显示#

$

条适配

体结构各异&除
"Ue!

外#均有茎环结构#且
"Ue'

'

"UeK

和

"UeL

具有双茎环&

"Ue$

具有
!&

个碱基的大茎环结构而其他

适配体的茎环结构均小于
&%

个碱基*

/P'

!

适配体传感器的电化学特性

/P'P$

!

金电极逐步修饰的表征监测
!

采用循环伏安法在
%P&

N54

"

C

氯化钾和
LNN54

"

C

六氰合铁络合离子"六氰合亚铁络

合离子的混合溶液中对金电极的修饰进行表征监测#裸金电极

电流峰值最大#为
&P$̀ &%

fK

9

&

IQ9

双链体固定于电极表面

后#阻碍了电子传递#电流峰值降低#为
&P%`&%

fK

9

&巯基乙

醇封闭后#电流峰值进一步降低#为
%P(̀ &%

fK

9

&穿孔素和核

酸外切酶加入体系后#破坏了
IQ9

双链体结构#仅剩设计探

针固定于电极表面#电子转移阻力降低#电流峰值增加#为

&P!L̀ &%

fK

9

*

/P'P/

!

核酸外切酶
).:hF

的作用
!

采用循环伏安法验证反应

体系中核酸外切酶
).:hF

的作用*取
'

支电极#电极准备及检

测均按照
&P!P$

*在
B-V

封闭'缓冲液清洗后#

'

支电极加入

不同的反应物#电极
H

加入
&%NN54

"

C

的
,6"

缓冲液$

&L%

NN54

"

C

氯化钠#

>

VJPK

%

!%

"

C

作为空白对照#电极
3

加入
&%

2N54

"

C

穿孔素
&%

"

C

和
&% NN54

"

C

的
,6"

缓冲液$

&L%

NN54

"

C

氯化钠#

>

VJPK

%

&%

"

C

#电极
:

加入
&%2N54

"

C

穿孔素

&%

"

C

和
%P%'W

"

"

C).:hF

*结果显示#

H

电极
f%PSX

的电流

值为
f%PJL

"

9

#

3

电极
f%PSX

的电流值为
f!PJ&

"

9

#

:

电极

+

&K''

+

检验医学与临床
!%&J

年
&&

月第
&K

卷第
!!

期
!
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!
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!

X54P&K

!
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f%PSX

的电流值为
fKPSL

"

9

*核酸外切酶
).:hF

使解析信

号明显放大#提高了传感器的敏感度*

/P'P'

!

孵育时间的优化
!

&%2N54

"

C

穿孔素和
%P%'W

"

"

C

).:hF

加入电化学传感器后#孵育时间的优化见图
&

*

图
&

!!

孵育时间的优化

/P'P1

!

不同水平穿孔素的循环伏安法反应监测及标准曲线
!

取
J

支电极$

H

#O

%#按照
&P!P$

进行电极准备及检测#电极
H

#

O

加入穿孔素水平依次为
%

'

&

'

L

'

&%

'

!%

'

L%

'

&%%2N54

"

C

#

H

电

极
f%PSX

的电流值为
f%PJL

"

9

#

3

电极
f%PSX

的电流值

为
f&P!&

"

9

#

:

电极
f%PSX

的电流值为
f!PSL

"

9

#

8

电

极
f%PSX

的电流值为
fKPSL

"

9

#

.

电极
f%PSX

的电流值

为
f$PJ!

"

9

#

F

电极
f%PSX

的电流值为
fSP'%

"

9

#

O

电

极
f%PSX

的电流值为
f&&P!'

"

9

*穿孔素的水平在
&

#

!%

2N54

"

C

范围时与电流变化呈线性#线性方程为
)]f%P'&&3f

&P%LK

#

M

!

]%P(J'

*

/P'P2

!

适配体传感器特异性检测
!

采用
6"9

'

'

+

干扰素'肿瘤

坏死因子
%

及
'

种物质与穿孔素组成的混合组分对适配体传

感器特异性进行检测#各组分水平均为
&%2N54

"

C

#其中混合

组分各组分水平均为
&%2N54

"

C

*各物质分别替代穿孔素进

行电化学检测#操作方法同电化学传感器的准备
&P!P$

*结果

显示#加入
6"9

的电极
f%PSX

解析电流值为
f%PSL

"

9

#加

入
'

+

干扰素的电极
f%PSX

解析电流值为
f&P%$

"

9

#加入肿

瘤坏死因子
%

的电极
f%PSX

解析电流值为
f%P(K

"

9

#而加

入混合组分的电极
f%PSX

解析电流值为
fKPK$

"

9

*由结果

可知#该传感器对穿孔素具有较高的选择性#特异性高#抗干扰

能力强*

'

!

讨
!!

论

!!

穿孔素是人体内一类由
>

1F;

基因编码的蛋白质#相对分子

质量为
$J̀ &%

'

(

L

)

#穿孔素和颗粒酶
6

具有杀伤靶细胞的细胞

毒性作用*穿孔素产生于多种组织器官#与机体的攻击防御机

制有关(

$

)

*其在靶细胞膜上聚合形成活性孔道#在钙离子作用

下形成渗透压反差#导致靶细胞胀裂坏死(

J

)

#临床上主要发挥

免疫监视功能#抵御内外环境中致病物质的危害*为筛选到确

实能结合穿孔素的
IQ9

适配体#本研究选择的靶标为重组人

穿孔素蛋白#蛋白靶标纯度较高#更容易筛选到与靶标特异性

结合的
IQ9

适配体*适配体是通过
"UCUc

合成的
//IQ9

或
)Q9

的寡核苷酸(

S

)

#能特异性识别并结合小分子'蛋白质

和细胞等多种靶物质(

(+&%

)

*由于适配体容易被合成和修饰#其

作为小分子识别的配体作用广泛(

&&

)

*某些与神经退行性病变

相关的蛋白质适配体#已应用于诊断和治疗中(

&!

)

*本研究利

用
"UCUc

筛选出
$

条寡核苷酸序列#成功构建了核酸外切酶

辅助放大电化学传感器信号用于检测穿孔素的方案*由于各

种原因#本研究未构建其他
L

条适配体的传感器#而其他
L

条

适配体能否通过电化学传感器应用于检测穿孔素#仍需进一步

研究*已筛选出的适配体
"Ue$

在电化学传感器的构建中#体

现出与穿孔素蛋白结合的高亲和力和高特异度特征#核酸外切

酶催化靶物质循环提高了适配体传感器的敏感度*该传感器

应用于检测穿孔素具有敏感度高'稳定性好'低检出限和可再

现性#在临床诊断检测中有较好的应用前景*
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