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·基础研究·
SELEX 技术筛选变形链球菌 UA159 适配子可行性的研究 *

黄 博 彭 磊 王 帅 刘筱娣 郭丽宏△

（北京大学口腔医院生物教研室 北京 100081）

摘要 目的：研究 SELEX 技术用于筛选口腔致龋菌适配子的可行性。方法：化学合成长度为 35mer 的随机 ssDNA 文库，利用 SE-
LEX 技术，分别以变形链球菌 UA159（以下简称变链 UA159）、乳杆菌和离心管作为靶物质，筛选适配子，不对称 PCR 扩增筛选产

物，所得适配子进行克隆、测序，分析其二级结构，并对其二级结构进行了初步分析。结果：显示各个靶物质的筛选产物在第二轮

筛选时就已经表现出具有特征性的二级结构。结论：SELEX 技术可以用于口腔致龋菌适配子的筛选。
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单链 DNA 或 RNA 可以藉自身形成的三维空间结构与其

他各种分子(蛋白质、核酸等)相互作用。以此为基础体外构建随

机寡核苷酸文库，然后利用指数级富集的配体系统进化技术

(SELEX)，经过数轮的筛选和扩增，所得到的具有高亲和力和

高特异的寡聚核苷酸，称为核酸适配子(aptamer)[1,2]。理论上，只

要核苷酸库中的序列有足够的多样性，我们可以通过 SELEX
技术筛选出针对任何靶分子的适配子[3]。核酸适配子的作用机

制不同于核酶和反义核酸，而与单克隆抗体类似。通过与靶分

子特异结合，核酸适配子可起到识别或抑制靶分子生物学活性

的作用[4]。适配子具有靶分子范围广、与靶分子结合亲和力高、
特异性强、精确识别、易体外合成与修饰等特点。它已在基础研

究、临床诊断与治疗以及新药研发等诸多领域展示了广阔的应

用前景[6,7]，特别是近几年基于适配子的生物芯片、生物传感器、
分子信标等检测新技术已初步显示出良好的敏感性和特异性,
在人类疾病诊断中具有良好的应用前景[8-10]。

龋病是一种由多种因素复合作用所导致的牙齿硬组织进

行性病损，是口腔主要的常见病，也是人类最普遍的疾病之一，

世界卫生组织已将其与癌肿和心血管疾病并列为人类三大重

点防治疾病。变形链球菌已被公认为是龋病的主要致病菌[11]。
目前的大量研究是将细胞或蛋白作为靶物质进行筛选 [12-14]，然

而将细菌作为靶物质，除了炭疽芽孢和结核分枝杆菌外[5,15]，此

方面的报道很少。此文利用 SELEX 技术，分别以变链 UA159、
乳杆菌和离心管作为靶物质，从随机文库中筛选出分别与靶物

质结合的寡核苷酸适配子，并对其结构进行了初步分析，比较

不同靶物质适配子所具有的特征性二级结构，不但为口腔致龋

菌作为靶物质，筛选获得高特异性及高亲和力的适配子奠定了

基础，也为适配子应用于龋病易感性检测及预防提供了可能。

1 材料与方法

1.1 材料
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1.1.1 DNA 随机文库的构建 用于 SELEX 筛选的 DNA 随机

文库，两端为固定序列，中间 35 个碱基为随机序列，其库容为

1012-13。序 列 为 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA-ran-
dom35mer region-TTCGACATGAGGCCCGGAT-3'。
1.1.2 引物 PCR 过程中所用的引物由 Primer Design 软件设

计，筛选出两条引物，无任何二级结构形成，序列如下：引物Ⅰ

5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA-3'；引物Ⅱ 5'-GATC-
CGGGCCTCATGTCGAA-3'，引物Ⅰ和引物Ⅱ分别对应于随机

DNA 库的两端固定序列，引物Ⅱ 3' 端标记生物素，所有引物均

由上海英骏公司合成。
1.1.3 实验材料 PCR 所需 dNTP、TaqDNA 聚合酶购自北京美

莱 博 公 司 ， 筛 选 缓 冲 液 ：1mol/L NaCl、40mmol/L Tris·HCl、
2mmol/L MgCl2 pH 7.5。
1.1.4 菌株及载体 变链 UA159（UCLA 赠送），乳杆菌为本实

验室 -80℃贮存，1.5mL PS 离心管购于 Axygen 公司，pEGM-T
购于北京天根生物有限公司。
1.2 方法

1.2.1 SELEX 过程 1）100μM 的随机 ssDNA 文库分别与变链

UA159（108 个 /ml）、乳杆菌（108 个 /ml）和离心管 37℃孵育

1h；2）10000 rpm 离心 10min，弃上清；加入筛选缓冲液 1mL 重

悬细菌，10000 rpm 离心 10min，反复此过程 3 遍，洗去未与细

菌结合的 DNA；4）去离子水 50μL，99℃加热 3min，离心分别

取上清为模板，进行 PCR 扩增。
1.2.2 PCR 反应条件 先将筛选产物进行 10 轮的对称 PCR。
PCR 反应体系组成：去离子水从靶物质上洗脱下的 DNA 混合

液 3～5μL，10 ×缓冲液 5μL，10μM 引物 1μL、10mM dNTP
2μL，去离子水补齐 50μL反应体系; 循环参数为: 95℃预变性

5min, 然后进入 PCR 循环: 95℃变性 30s, 65℃退火 30s, 72℃
延伸 30s, 共 10 个循环，72℃再延伸 5min。

之后，再将对称 PCR 的产物进行不对称 PCR。 PCR 反应

体系组成：对称 PCR 产物 3～5μL，10×缓冲液 5μL, 10μM 上

游引物 3μL、1μM 下游引物 0.6μL、10mM dNTP 2μL，去离子

水补齐 50μL反应体系；循环参数为: 95℃预变性 5min, 然后进

入 PCR 循环：95℃变性 30s, 65℃退火 30s，72℃延伸 30s，共

30 个循环，72℃再延伸 7min。

1.2.3 克隆、测序及序列分析 将所得产物回收 / 纯化后分别连

入 pEGM-T 载体，经蓝白斑筛选后，分别随机挑取变链 UA159
和离心管筛选产物的 8 个阳性克隆，以及乳杆菌筛选产物的 4
个阳性克隆，送测序 （上海英骏公司）。将获得的序列利用

RNAstructure 3.7 软件进行分析。

2 结果

2.1 不对称 PCR
如下图，电泳第 2 和第 3 道由于不对称 PCR 模板量过高，

条带较弥散，第 4 道和第 5 道为模板量分别为 1μL 和 0.5μL
的不对称 PCR 产物，条带集中，位置正确。可见在模板量适合

的情况下不对称 PCR 可获得较好的 ssDNA 产物，如图：

2.2 SELEX 筛选产物的克隆和测序

分别对筛选出的 DNA 适配子进行了克隆，在以变链

UA159 作为靶物质筛选出的 25 个克隆子中随机选出了 8 个测

序；在以乳杆菌为靶物质筛选出的 11 个克隆子中随机选出了

4 个测序；在以离心管为靶物质筛选出的 17 个克隆子中随机

选出了 8 个测序。测序结果如下（划线部分表示随机核苷酸序

列）：

图 1 第二轮筛选 PCR 产物的 2% 琼脂糖电泳结果

第 1 道：100bp marker; 第 2、3、4、5 道分别为第二轮筛选产物，不同模

板量进行 PCR 扩增的产物

电泳条件：80V 40min

Fig.1 The results of agarose electrophoresis that screering 2% PCR

products in the secoud round

变链 UA159 筛选结果：

5#10# 序列：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- GTCACGTGGGATCAACACCACAATACTAGCAACAA-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

11# 序列：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA-GT- AGTGAGGA TGGTCGATTA ATAGGTGCCG TGCCCTTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

13# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- TTTGAACTCG CTCGTACCTG CTTTTGATTG TGTTA -TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

17# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- TTTATTTTTG TCTGTAACGG GCTGCTGTT CTTGG -TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

25# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- TGTTGGTCTT AGTTATCATG GTATGCAGGC ACTAG-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

8# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- GTTGGCTGTT ATTGCTTGTT GAGAGTTTCA CGTTC-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

12# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- AGGGCGGACT TGTTAGTTCA GGATTCCGTGATTG-TTCGACAT-
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2.3 适配子二级结构分析

变链 UA159 适配子以双茎环结构为主，占测序总数的

75%，具有特征性的双茎环结构（如图 2）：双茎环大小差异十分

明显（5#，10#，11#，13#，17#，25#），大环至少由 20 个以上的核

苷酸组成，组成小环的核苷酸数目为 5 至 9 个，这些结构占双

茎环结构的 100%，8# 和 12# 具有三茎环的二级结构，与离心

管的适配子 52# 和 54# 结构相似，占测序总数 25%。

GAGGCCCGGATC- 3'
乳杆菌筛选结果：

3# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- GTCAACCACA AGATGGACAC GCTCACAACA TCCGA-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

4# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- GCACTATAAC GAACGACCAC TTACGGCCCC AATCC-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

5# 序列 : 5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- ACCACATATA GGCGTAAAGA CCCGTACACG CATAA-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

2# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- GCAGTAACCT GCATGCGCGC ACTCTGCTCC AAAAC-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

离心管筛选结果：

54# 序 列 ： 5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA-CGCACATACTATTCGTAGAGTGTAGAAGAA AGAAA-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

7#52# 序列：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- CCGACCCACGCCACCTATACTGAATCCTAA ATGGA-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

10#、51# 序 列 ：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA-GAAATGCATTCGTCAGATAACAAGGCCACC TGACA-TTCGA-
CATGAGGCCCGGATC- 3'

9#56# 序列：5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA- TTGCCTTGTGCACAGAATTCGGTGTGTTAA TCTGT-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

19# 序 列 ： 5'-GGGAGCTCAGAATAAACGCTCAA-AGGGCGGACTTGTTAGTTCA GGATTCCGTGATTG-TTCGACAT-
GAGGCCCGGATC- 3'

图 2 变链 UA159 适配子二级结构

Fig.2 The secondary structure of streptococcus mutans UA159 aptamer

乳杆菌适配子以双茎环结构为主，占总测序结果的 75%，

具有其特征性的双茎环结构（3#，5#），与变链 UA159 适配子相

比，两茎环的大小相当，大环由 16 或 17 个核苷酸组成，组成小

环的核苷酸数目最少为 14 或 15 个（3#，5#），此特征性结构占

双茎环结构的 66.7%，4# 适配子的二级结构与变链 UA159 适

配子相似，占测序总数的 25%，2# 适配子具有三茎环的二级结

构，与 1.5mL 离心管的适配子 52# 结构相似，占测序总数 25%。
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离心管适配子则同时具有双茎环和三茎环的二级结构（图

4），各占 50%。这些结构中，有两种结构在变链 UA159 适配子

和 乳 杆 菌 适 配 子 中 从 未 见 过 ， 第 一 种 双 茎 环 结 构

（9#,56#,10#,51#） 占测序总数的 50%；第二种三茎环结构

（54#），占测序总数的 12.5%；其他的结构在变链 UA159 适配

子和乳杆菌适配子中出现过（7#，52#，54#），各占其测序总数的

25%。

图 3 乳杆菌适配子的二级结构

Fig. 3 The second structure of Lactobacilli aptamer

图 4 离心管适配子二级结构

Fig. 4 The secondary structure of centrifugal tube aptamer

3 讨论

近年来，随着免疫学、分子生物学和基因工程技术的飞速

发展，极大推动了变形链球菌疫苗的发展。其基本原理是抗原 -
抗体模式的宿主免疫应答反应，达到预防和治疗疾病的目的[7,8]。
但是此类疫苗生产较为复杂、成本高、存在副作用。SELEX 技

术是一种新的化学技术。它应用大容量的随机寡核苷酸文库，

结合体外 PCR 技术，以指数级富集与靶分子结合的寡核苷酸，

经筛选得到高亲和力、高特异性的寡核苷酸适配子。核酸适配

子的作用机制与单克隆抗体类似，通过与靶分子特异结合，核

酸适配子可起到识别或抑制靶分子生物学活性的作用，并且适

配子具有易合成、成本低、容易操作等特点[4]。在基础研究、临床

诊断与治疗以及新药研发等诸多领域展示了广阔的应用前景。
目前，大多研究都集中在利用 SELEX 技术对细胞、蛋白的适配

子进行筛选[12-14]，以细菌为靶物质的研究很少，目前仅有针对炭

疽芽孢和结核分枝杆菌的研究[5,15]，筛选出的特异性适配子通

过与这两种细菌结合，作为诊断探针用于样本的检测。本实验

将口腔致龋菌作为靶物质进行筛选，分析 SELEX 技术对于筛

选变链 UA159 适配子的可行性，为获得高特异性及高亲和力

的适配子奠定了基础。
本研究构建全长为 80mer 的随机 ssDNA 文库, 中间含有

35 个随机寡核苷酸，理论库容为 1016，实际库容为 1013-14，足以

筛出目的寡核苷酸[16,20,21]。由于单链的寡核苷酸形成的空间结构

要比双链寡核苷酸的空间结构多，被筛选的机会要大于双链，

所以在保证库容的情况下，还应保证每一轮筛选产物 ssDNA
的量。传统的方法是将筛选产物先进行 PCR 扩增，然后将扩增

产物 99℃热变性，解链为 ssDNA，这种方法所得到的 ssDNA
文库不稳定，很容易在操作过程中复性，重新形成双链结构。本

实验采用的是传统的对称 PCR 与不对称 PCR 相结合的方法：

在不对称 PCR 前先进行对称 PCR 是为了增加不对称 PCR 的

模板量，但是考虑到 PCR 会造成文库的偏移，所以减少轮数至

10 轮；然后将对称 PCR 的产物作为不对称 PCR 的模板进行扩

增[22]。采用不对称 PCR 的方法，其主要原理是在扩增体系中引

入不同引物浓度，不对称引物的比例一般为 50：1 或 100：1，在
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开始的 10 至 15 个循环中主要产物是双链 DNA，但当低浓度

的引物被耗尽后高浓度引物介导的 PCR 则会产生大量单链

DNA。此方法所得的 ssDNA 文库更加稳定，不易受到操作的影

响。
变链 UA159、乳杆菌、离心管分别作为靶物质筛选所得的

适配子，通过 RNAstructure 3.7 软件模拟其二级结构，结果显

示：不同靶物质筛选所得的适配子具有明显的结构差异。变链

UA159 适配子和乳杆菌适配子都以双茎环的二级结构为主，所

有变链 UA159 适配子双茎环结构中，100%的筛选产物表现出

特征性的一大一小、不对称的双茎环结构；所有乳杆菌适配子

双茎环结构中，75%的筛选产物表现出大小相当的对称双茎环

结构；除了以上高比例出现的特征性二级结构外，这两种靶细

菌筛选的适配子中，各有 25%的适配子表现出与 1.5mL 离心管

适配子相似的二级结构。考虑到靶细菌的筛选是在 1.5mL的离

心管中进行的，所以有可能性是部分与管壁结合的寡核苷酸在

获得靶细菌适配子的同时被一同洗脱下来。而 1.5mL离心管作

为靶物质筛选所得适配子结构中，同时具有双茎环结构和三茎

环结构，各占 50%。其中 10#，51# ，9#，56# 和 54# 这两种结构

在变链 UA159 适配子和乳杆菌适配子中从未见过。综上所述：

以不同靶物质筛选所得的适配子均具有其特征性的二级结构，

除了由于管壁上少量结合的寡核苷酸混入变链 UA159 和乳杆

菌适配子中，出现在筛选产物中，各个高比例特征性的筛选产

物均未在其他筛选产物中发现，所以这些特征性的茎环结构很

可能就是适配子与靶物质结合的结构学基础，近一步说明以口

腔致龋菌作为靶物质进行 SELEX 筛选的可行性。筛选得到高

亲和力和高特异性的适配子，在龋病的易感性检测方面有广阔

的应用前景。
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