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核酸适体在儿童恶性肿瘤诊断与靶向治疗中的研究进展

张毅彬　王彦鹏　综述　　刘静　审校

（中南大学生命科学学院分子生物学研究中心，湖南 长沙　410078）

［摘要］　核酸适体（aptamer）是运用指数富集的配体系统进化技术（SELEX）从体外人工合成的随机寡

核苷酸序列库中经过多轮筛选后得到的单链 DNA 或 RNA，它可以高亲和力与金属离子、小分子、糖类、脂质

以及蛋白质等靶标特异性结合，具有制备方便、热稳定性好、低免疫原性等优点。核酸适体在分子成像、生物

传感、疾病早期诊断及药物靶向治疗等生物医学领域中有很大的应用潜能。在儿童恶性肿瘤中，核酸适体技术

具有实现肿瘤的早期诊断以及靶向治疗的应用前景，可避免传统化疗带来的儿童生长发育障碍以及远期的脏器

功能不良等副作用。本文总结了与儿童恶性肿瘤相关的核酸适体筛选与应用的研究进展。
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Research advances in the role of aptamers in the diagnosis and targeted therapy of 
pediatric cancer
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Abstract: Aptamers are single-stranded DNA or RNA which are isolated from synthesized random oligonucleotide 
library in vitro via systematic evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) and can bind to metal ions, 
small molecules, carbohydrates, lipids, proteins, and others targets with high affinity and specificity. Aptamers have 
the advantages of simple preparation, good thermal stability, and low immunogenicity and have great potential in 
the medical fields such as molecular imaging, biosensing, early diagnosis of diseases, and targeted therapy. Aptamer 
technology may be useful for early diagnosis and targeted therapy of pediatric cancer, and may avoid the side effects of 
conventional chemotherapy, such as growth and development disorders and long-term organ dysfunction. This article 
reviews the latest research advances in the selection and application of aptamers for pediatric cancer.
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儿童恶性肿瘤是指发生在儿童期的恶性肿瘤，

其发病率呈逐年上升趋势，成为仅次于意外事故

的儿童主要死因之一 [1-2]，其致病因素主要与遗传

有关，肿瘤潜伏期短、生长迅速、侵袭性强。儿

童恶性肿瘤可分为血液系统肿瘤和实体瘤两大类，

血液系统肿瘤主要为白血病和淋巴瘤，实体瘤主

要分为中枢神经系统肿瘤、皮肤与软组织肿瘤、

腹部与胃肠道肿瘤、泌尿生殖系统肿瘤以及骨肿

瘤 [3]。儿童恶性肿瘤的早期防治有助于更快的制定

治疗策略，能显著提高疾病的诊治效果。

近年来，随着基因组学和蛋白质组学的不断

进步，研究发现肿瘤细胞膜表面独特表达、过度

表达或突变的蛋白受体可作为肿瘤细胞的生物标

志物，同时也是肿瘤诊治的主要药物靶点，目前

大多数药物或治疗方法针对这些靶点设计并抑制

其致癌活性 [4]，其中核酸适体（aptamer）技术在

恶性肿瘤的早期诊断和靶向治疗方面展现出巨大

潜 力 和 优 势 [5]。 早 在 1981 年，Sidney Altman 和
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Thomas Cech 发现 RNA 不仅是遗传信息的载体，

还具有像蛋白质一样的催化活性，并因此获得

1989 年诺贝尔化学奖，之后一系列的研究证明核

酸能进行基因表达调控、催化、配体结合等多种

生化反应 [6]。在当时为了探究如何才能找到与某

个特定靶标相结合的 RNA 分子，Ellington 等 [7] 和

Tuerk 等 [8] 在体外构建了随机核苷酸文库，筛选

分离得到了对靶标具有特异性结合能力的 RNA 序

列。Tuerk 等 [8] 将这种筛选方法称为指数富集的配

体系统进化技术（systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment, SELEX），此后 Ellington 等 [9]

又筛选出了具有结合能力的 DNA 序列。

通过 SELEX 技术筛选得到的寡核苷酸序列被

称为核酸适体，核酸适体通常是指长度为 20~80

个碱基的单链 DNA 或 RNA 序列，具有高亲和力和

特异识别某种靶标分子的能力 [10]，其识别靶标的

原理是通过核苷酸碱基互补配对、π-π 堆积、氢

键、静电力等多种作用力发生自身适应性折叠后形

成特定的三维结构 [11]，并依靠这种三维结构和靶

标之间的分子作用力与靶标高亲和力、高特异性结

合 [12]（图 1），其结合解离常数能达到纳摩尔和皮

摩尔水平，与单克隆抗体相当。此外，与抗体相

比核酸适体还具有靶标分子范围广泛、热稳定性

好、批次差异小、合成价格低、免疫原性低、组

织穿透性好、易于化学修饰等多种独特的优势 [13]，

例如针对低免疫原性分子和毒素，抗体较难以制

备，而核酸适体却能够在体外顺利完成筛选 [14]，

因此核酸适体作为一种极有前景、有望与抗体媲

美的药物，在生物医学领域被广泛研究。

图 1　核酸适体与靶标分子结合 [13]　　核酸适体折叠成特殊三维构象并通过多种分子作用力与靶标分子发生结合。

1　SELEX 适体筛选

SELEX 技术的基本思想来源于自然选择进化

理论，其筛选过程一般包括以下几步 [15]：首先体

外化学合成 DNA 寡核苷酸文库，每个寡核苷酸序

列由中间的随机序列和两边用于结合引物的固定

序列组成，随机序列通常含有 20~40 个碱基，文

库中包括 1013~1015 个不同的 DNA 序列，足够大的

库容量可以产生大量的结构多样性的分子，有利

于筛选出和靶标特异性结合的核酸分子。若要筛

选 RNA 适体，DNA 文库将会被转录形成 RNA。 

然后，将寡核苷酸文库和靶标分子在一定条件下

孵育，将与靶标分子结合的核苷酸序列分离出来，

并进行纯化，最后，经过 PCR 或 RT-PCR 扩增分

离出的结合序列，得到次一级文库，用于下一轮

筛选。一般经过 8~15 轮反复筛选，即可富集到和

靶标分子具有高亲和力和特异性结合的核酸适体

序列。在肿瘤研究领域，SELEX 技术主要分为基

于 蛋 白 的 protein-SELEX 技 术 和 基 于 细 胞 的 cell-
SELEX 技术，筛选得到的一系列核酸适体能与蛋

白或者肿瘤细胞高亲和力特异性结合，其技术流

程见图 2。作为肿瘤诊断和给药的载体，其中某些

核酸适体本身还具备肿瘤治疗的能力。

1.1　Protein-SELEX

Protein-SELEX 是最先运用在肿瘤研究中的

核酸适体技术。通常的筛选方法 [16] 是首先将蛋白

基因序列构入质粒载体，通过原核或真核表达并

纯化出蛋白分子，利用目标蛋白 - 标签蛋白的分

子进行正向筛选，用只带标签蛋白的分子反向筛

选，并且通常会利用标签蛋白（如谷胱甘肽巯基

转移酶）固定在固相载体如琼脂糖珠或磁珠上与

核酸文库孵育，待核酸分子与蛋白充分结合后，

洗掉液相中未结合的核酸分子，将结合的核酸进

行 PCR 扩增得到次一级文库，最后经过测序分析
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后挑选出富集程度较高的核酸序列即为核酸适体，

它能与目标蛋白结合，而不结合标签蛋白。但这

种方法不适合于体外表达的蛋白与该蛋白在体内

的天然构象不一致的情况，因此又发展出了纯化

蛋白与细胞交叉筛选的技术，从而可得到靶向蛋

白分子胞外区域的核酸适体 [17]。近年来，多种与

儿童肿瘤相关的蛋白被筛选出核酸适体，相关文

章总结见表 1。

图 2　SELEX 技术示意图 [17]　　图 A 为基于蛋白筛选的 protein-SELEX，图 B 为基于细胞筛选的 cell-SELEX，首先将

核酸文库与反向筛选的分子或细胞孵育，去除与之结合的核酸，将余下的核酸与正向筛选的靶标分子或靶细胞进行孵育，并

扩增与之结合的核酸，经过多轮的筛选后进行测序鉴定并挑选出高亲和力的核酸序列，即为核酸适体。

表 1　通过 protein-SELEX 筛选的核酸适体

靶标蛋白 核酸适体名称
核酸适体长度

(nt)
解离常数
(nmol/L)

靶标蛋白相关肿瘤 文献

CD123
ZW25 66 29.41 

急性髓细胞白血病 [18]

CY30 66 15.38

RUNX1 S4-S 52 3.5±0.4 急性髓细胞白血病 [19]

RUNX1 Apt1-S 38 0.99±0.22 急性髓细胞白血病 [20]

β-arrestin-2

β-att2A1 79 19.83

慢性髓细胞白血病 [21]β-att2A2 80 4.13

β-att2A3 80 22.03

E-selectin、P-selectn SDA 91 98±16 嗜酸性粒细胞白血病 [22]

CD117 CD117-specific aptamer 81 4.24 急性髓细胞白血病 [23]

mIgM
R1.1 59 73.2±13.7

伯基特淋巴瘤 [24]

R1.2 41 35.5±8.9

CD30
C2NP 31 2 间变性大细胞淋巴瘤

霍奇金淋巴瘤
[25]

NGS6.0NP 30 100

CD40
CD40Apt1 65 20

B 细胞淋巴瘤 [26]

CD40Apt3 65 10

Tenascin-C TTA1 39 50 胶质母细胞瘤 [27]

midkine Apt-1 40 - 神经母细胞瘤 [28]

WT1

RNA20 78 87.4±10.4

肾母细胞瘤 [29]RNA22 77 13.8±1.1

RNA38 77 17.8±1.4

HMGA2 HMGA2-aptamer 23 - 视网膜母细胞瘤 [30]

PDGFRβ Gint4.T 33 9.6 胶质细胞瘤 [31]

A B
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1.2　Cell-SELEX

Cell-SELEX 技术以活细胞作为靶标进行核酸

适体筛选，由于传统的 protein-SELEX 筛选一般需

要体外表达并纯化出蛋白分子，而蛋白在体内环

境或细胞中的构象可能与体外不一致，因此基于

细胞筛选的 cell-SELEX 应运而生 [32]。它可以在不

清楚细胞表面标志物的条件下进行筛选，筛选过

程中核酸适体靶向细胞膜表面的不同分子，并且

保持了细胞表面蛋白分子的天然构象，还可以利

用筛选到的核酸适体发现新的靶标分子或者肿瘤

标志物。Cell-SELEX 一般包括两个过程：对靶向

细胞的正向筛选和对非靶向细胞的反向筛选，利

用这个方法筛选出的核酸适体不仅能够识别不同

的肿瘤细胞，还可以用来检测肿瘤细胞与正常细

胞或者两类肿瘤细胞在分子水平的差异情况，发

现新的肿瘤细胞表面标志物。Cell-SELEX 在肿瘤

早期诊断、成像及肿瘤治疗方面开辟了新的途径。

运用 Cell-SELEX 技术筛选儿童肿瘤核酸适体的相

关文章总结见表 2。

表 2　通过 cell-SELEX 筛选的核酸适体

肿瘤 靶细胞 核酸适体 靶标蛋白 解离常数 (nmol/L) 文献

急性淋巴系白血病 CCRF-CEM sgc8 PTK7 0.80±0.09 [33]

急性早幼粒系白血病 HL-60 KH1C12 - 5.4±1.6 [34]

急性早幼粒系白血病 NB4 JH6 Siglec-5 2.77 [35]

弥漫性大 B 细胞淋巴瘤 Toledo sgd5 - - [36]

伯基特淋巴瘤 Ramos TD05 IGHM 74.7±8.7 [37]

霍奇金淋巴瘤 HDLM2
PS1

-
5.0±0.5

[38]

PS1NP 10.0±0.6

胶质肉瘤 K308 WQY-9-B - 23±5 [39]

胶质细胞瘤 U87Δ aptamer 32 EGFRvIII 0.62±0.04 [40]

胶质细胞瘤 GBM TICs
A1, A2, A3

- 0.12~3.75 [41]

A4, A5, A6

胶质细胞瘤 U118
GBM128

-
20±10

[42]

GBM131 37±13

胶质细胞瘤 U87-EGFRvIII

U2

EGFRvIII

3.37±0.98

[43]
U8 4.35±1.17

U19 16.78±5.90

U31 8.10±2.36

胶质细胞瘤 U87MG
SA43 Ku70 21.6±4.6

[44]

SA44 Ku80 21.1±3.3

胶质细胞瘤 U87MG GL43.T EphB2/3 433.5±136.6 [45]

骨肉瘤 U-2 OS No.6 - - [46]

骨肉瘤 K7M2 LC09 - 22.92 [47]

2　核酸适体在儿童恶性肿瘤中的应用

核酸适体作为与抗体相似的识别元件，具有

高亲和力、高特异性、低免疫原性等特点，在生

物标志物的发现、肿瘤诊断、生物成像以及药物

靶向运输方面等多个生物医学领域拥有良好的应

用前景，目前已有 8 种核酸适体药物进入临床试

验或上市 [48]。本文总结了核酸适体技术在儿童肿

瘤中的应用。

2.1　核酸适体用于儿童恶性肿瘤的诊断

肿瘤的早期发现是肿瘤诊治中极其重要的医

疗策略，核酸适体与纳米技术联合运用后可被设

计成生物传感器，通过生物传感器与靶标分子间

的结合作用，将信号输出放大变成可测量的信号，

用于分子检测、肿瘤细胞分离富集、疾病早期诊断，

具有易于分析研究、记录和成像 [49] 的优点，使其

有望成为肿瘤早期筛查的有效方法。
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2.1.1　光学传感器　　光学核酸适体传感器通常

使用灵敏度高的荧光素或者能进行显色的物质作

为标记，以光强度作为输出检测的信号。急性淋

巴细胞白血病是儿童中最常见的恶性肿瘤疾病，

高灵敏度早期检测白血病是临床医生面临的重大

挑战。Bahreyni 等 [50] 设计双适体（sgc8c 和 ATP 适

体）- 功能化的石墨烯氧化物复合物来检测 molt-4
细胞（人急性淋巴细胞白血病 T 细胞），该检测

依赖于 sgc8c 作为分子识别探针，在溶酶体中存在

大量 ATP 的环境中，复合物释放带有 FAM 标记的

ATP 核酸适体，产生强烈的荧光发射，极大地提

高了急性淋巴细胞白血病的诊断率。Tan 等 [51] 基

于核酸适体修饰的荧光二氧化硅纳米粒子（FSNPs）

开发了一种简单、高灵敏度的检测白血病细胞的

方法，在该策略中，胺标记的 sgc8 核酸适体通过

氨基和羧基之间的酰胺偶联与羧基修饰的 FSNP

缀合，使用流式细胞术和荧光显微镜评估 sgc8-
FSNPs 的敏感性和特异性，结果表明 sgc8-FSNPs

以高灵敏度和特异性识别白血病细胞。可见核酸

适体修饰的 FSNPs 在检测白血病方面具有极大的

潜力。

2.1.2　电化学传感器　　电化学传感器是目前比

较热门的传感器类型，它拥有更高的检测敏感度、

可适性，并且能微型化，成本也更加低廉，通过核

酸适体与靶标结合后适体结构变化，从而直接或

间接引起电极表面的电流发生变化，从而更加灵

敏地进行检测。Khoshfetrat 等 [52] 将硫醇化的 sgc8c

核酸适体固定在金纳米颗粒包被的磁性 Fe3O4 纳

米颗粒 Apt-GMNPs 上，加入到核酸适体发卡中的

溴化乙锭提供了用于量化白血病细胞的输出信号，

将白血病细胞结合 Apt-GMNPs 后，适体发卡结构

被破坏，嵌入分子被释放，导致电化学信号减弱。

在最佳条件下，适体传感器在 10~106 cell/mL 的白

血病细胞的动态范围内呈线性变化，该方法提供

了一个高度灵敏、有选择性、简单且强大的白血

病早期检测方法。此外，制作的传感器已用于检

测人血浆等复杂病症中的白血病细胞，且无任何

严重干扰。Xi 等 [53] 报道了一种基于核酸适体 - 纳

米孔的生物传感器用于检测伯基特淋巴瘤细胞株

Romas 细胞，识别 Romas 细胞的核酸适体与 Romas

细胞结合后，预先互补结合在核酸适体上的 cDNA

序列脱落下来并触发酶促 DNA 扩增，最终导致电

流释放并被记录，这种方法展现出优异的灵敏度，

可以检测少至 5 个 Romas 细胞。

2.2　核酸适体治疗儿童恶性肿瘤

核酸适体能与各种药物相连接，利用核酸适

体的靶向作用进行精准治疗 [54]，可以减少传统药

物在杀伤肿瘤细胞的同时也在破坏正常细胞、组

织的副作用。此外，某些核酸适体本身就具有治

疗能力 [55]，可以通过结合靶标分子并封闭其结合

位点的作用，抑制靶标分子及下游信号通路的功

能，发挥出抗肿瘤效应。

2.2.1　核酸适体对肿瘤的直接治疗作用　　核酸

适体能通过与靶蛋白结合，抑制靶蛋白结合位

点 的 活 性 从 而 发 挥 作 用。Amero 等 [45] 通 过 cell-
SELEX 筛选到一条靶向神经胶质瘤细胞 U87MG 的

核酸适体 GL43.T，经鉴定其靶标分子为酪氨酸激

酶受体 Eph，Eph 受体和其配体 ephrin 在多种肿

瘤中高表达，是药物治疗的有效靶点，GL43.T 与

Eph 受体结合后，阻止其与配体结合，抑制肿瘤细

胞的增殖和迁移能力，并促进细胞凋亡。Kishida

等 [28] 筛选了靶向 midkine 蛋白的 RNA 核酸适体，

适体能阻断 midkine 蛋白与神经母细胞瘤 TNB1 细

胞结合，进而通过减少 Notch2 和 HES1 的表达，

抑制了 TNB1 细胞和小鼠异体移植瘤的增殖能力。

Subramanian 等 [56] 发现核仁素蛋白在视网膜母细胞

瘤组织和细胞表面高表达，能促进肿瘤发生和血

管生成，使用靶向核仁素的核酸适体 AS1411 处理

视网膜母细胞肿瘤株 Y79 和 WERI-Rb1 后，能下

调 miRNA-18a 的表达，显著抑制肿瘤细胞的生长，

在体内的实验中也表现出相同的效应。

2.2.2　核酸适体连接药物　　核酸适体的高特异

性及高亲和力的性质使其能作为一种出色的化疗

给药系统，通常用非共价或者共价结合的方式使

核酸适体与药物相连接，其中运用最广泛的是阿

霉素（DOX），作为一种经典化疗药物，DOX 能

插入 DNA 链中，阻滞 DNA 的复制与转录。CD123

是 急 性 髓 细 胞 白 血 病 的 肿 瘤 标 志 物，Wu 等 [18]

使用 protein-SELEX 的方法筛选出能特异性结合

CD123 的两条核酸适体，通过改造使其携带 DOX

形成偶联复合物，在小鼠异体移植瘤模型中，该

复合物可显著缓解 DOX 对正常细胞的毒性，抑制

肿瘤生长并延长小鼠存活时间，这为 CD123 高表

达的 AML 肿瘤治疗提供了一条新策略。Zhao 等 [23]
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利用 CD117 的特异核酸适体与化疗药物甲氨蝶呤

相偶联，能特异性诱导 AML 细胞凋亡、阻滞细胞

周期，并且在患者样本中能特异性抑制原代 AML

细胞生长，而对正常骨髓细胞没有毒性作用。

2.2.3　核酸适体与基因技术结合　　核酸适体还

能与 siRNA 和 miRNA，甚至目前热门的 CRISPR/

Cas9 技术结合进行应用。Liang 等 [47] 开发了一种

核酸适体与 CRISPR/Cas9 相结合的技术用于骨肉

瘤的治疗，他们将筛选得到的靶向骨肉瘤细胞的

核酸适体与聚乙二醇、聚乙烯亚胺和胆固醇共价

结合形成脂质聚合物，并将带有剪切血管内皮生

长因子 A（VEGFA）的 CRISPR/Cas9 质粒包裹在

该聚合物中，降低了骨肉瘤细胞中 VEGFA 表达和

分泌，抑制了小鼠骨肉瘤的血管生成、肺转移以

及骨损伤。

3　结语

随着核酸适体技术的不断研究，各种快速高

效的筛选方法被开发出来，其中基于细胞的 cell-
SELEX 技术可筛选出靶向细胞表面未知蛋白的核

酸适体，进而促进新的生物标志物的发现，为疾

病特别是肿瘤的早期诊断、成像、治疗以及预后

提供了更好的方法和技术手段。另外，核酸适体

的各种应用相关技术也越来越丰富，尤其是与药

物和纳米材料的联合应用将有可能成为肿瘤治疗

方法中的一大利器。不过核酸适体也存在一些缺

陷，比如单链 DNA 及 RNA 在体内易被降解，半

衰期短，靶向特异性不足，缺乏临床研究数据等等。

但不可质疑的是，核酸适体的诸多优点以及基于

此的诸多应用已经日益受到关注，相信未来的研

究将会促进和推动核酸适体技术在临床肿瘤诊断

与治疗方面发挥更大作用。
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