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摘要 核酸适配体作为新型的识别分子，在分析检测领域有极大的潜力。甾体激素是一类以环戊烷多氢菲为母核的激素，

包括性激素和皮质激素，在维持生命、调节生理状态等方面有着极其重要的医药价值。监测体内外的甾体激素含量对于疾

病监测和环境保护有着重要的意义。甾体激素的适配体筛选是将适配体应用到甾体激素的分析和检测的前提。目前研究者

已通过筛选获得了雌激素（如雌二醇（estradiol，E2）、雌酮（estrone，E1））、雄激素（如睾酮（testosterone，TES）、去甲

睾酮）、孕激素（如孕酮（progesterone，P4）），以及皮质激素（如皮质醇（cortisol，COR））的核酸适配体。本文总结了

上述已报道的甾体激素适配体的筛选原理及策略；对适配体序列、平衡解离常数（equilibrium dissociation constants，KD）

及测定方法等进行了简要归纳；介绍了计算机模拟技术在适配体筛选和优化方面的新思路；对目前开发的各类甾体激素适

配体传感器进行简要介绍，以期为后续研究提供参考。
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甾体激素，即类固醇激素，是一类以环戊烷并

多氢菲为母核的激素，由胆固醇经过一系列的酶解

反应而产生，按照其功能可分为性激素和皮质激

素，在维持生命、调节性功能、调控机体发育、免

疫调节、皮肤疾病治疗及生育控制等方面发挥重要

作用［1］。检测体内的甾体激素水平对于内分泌系

统疾病的诊断和治疗、生理状态的监测等有着重要

的意义［2-3］；甾体激素类药物在临床上也有着极大

的医药价值。但是，当甾体激素进入环境后，会成

为环境内分泌干扰物，污染水资源、土壤资源，威

胁民众的身体健康［4］。因此，能够对体内、环境

中的甾体激素进行高灵敏度和高特异性监测的技术

具有极广泛的应用前景。

核酸适配体是一段寡聚核苷酸链，可折叠成多

样的二级、三级结构，如茎、环、凸、G-四联体

和发夹结构等，与靶标特异性结合［5］。因此可作

为识别分子，用于分析检测领域。此外，适配体相

比于抗体，拥有稳定性高、合成周期短、无免疫原

性、靶标物质更广且易修饰等优点［5］。适配体的

筛选是其应用的前提，配体指数富集系统进化技术

（systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment， SELEX） 是体外筛选适配体的方

法［6］。适配体的筛选和分离方法多样，针对各种

靶标物质的结构和性质的不同，又衍生出许多

SELEX分支技术［7］。

目前研究者已对甾体激素中的雌激素（如雌二

醇（estradiol，E2）［8-13］、雌酮（estrone，E1）［10］）、

雄激素（如睾酮（testosterone，TES）［14］、去甲睾

酮［12］ ）、 孕 激 素 （ 如 孕 酮 （progesterone，

P4）［15-16］） 以及皮质激素 （如皮质醇 （cortisol，

COR）［17-18］）的核酸适配体进行了筛选。本文总结

了上述已报道甾体激素适配体的筛选原理及策略；

对 适 配 体 序 列 、 平 衡 解 离 常 数 （equilibrium 

dissociation constants，KD）及测定方法等进行了简

要归纳；介绍了计算机模拟技术在适配体筛选和优

化方面的新思路；对目前开发的各类甾体激素适配
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体传感器进行简要介绍，以期为后续研究提供

参考。

1　甾体激素的种类、结构及生理作用

甾体激素都含有环戊烷并多氢菲的甾体母核基

本结构（图1），系由3个六元环脂烃（A环、B环、

C环）和 1个五元脂环（D环）组成。甾体激素按

药理作用可分为性激素和皮质激素，按化学结构可

分为雌甾烷、雄甾烷和孕甾烷三大类。

雌激素以雌甾烷为母核，雌甾烷在C-13上连

有甲基，此甲基碳原子编号为 C-18，主要代表有

E2、E1等。雌激素有内源性和外源性之分，其作

用为刺激卵泡发育、促进第二性征出现、控制妊娠

和哺乳等。

雄甾烷在C-13及C-10上连有甲基，碳原子编

号分别为 C-18、C-19，此类激素为雄激素，主要

代表为TES，TES由睾丸间质细胞合成，对精子生

成具有重要意义，且可以促进第二性征出现，加快

蛋白质合成，与临床上前列腺癌等多种疾病有密切

的联系。

孕甾烷在C-13及C-10上也连有甲基，分别为

C-18、C-19，且在 C-17 上连有乙酰基，碳原子编

号分别为C-20和C-21。孕激素和皮质激素都以孕

甾烷为母核。孕激素中具有代表性的为 P4，它与

女性的月经周期、怀孕及胎儿发育有着密切的

关系。

皮质激素分为糖皮质激素和盐皮质激素，皆以

孕甾烷为母核，由肾上腺皮质合成和分泌，在调节

体内的水盐代谢和糖代谢发挥着重要作用。甾体激

素的三种母核结构及激素代表如表1所示。

甾体激素通常在非常低的浓度下以纳摩尔每升

或皮摩尔每升水平的浓度与核受体结合而发挥强烈

的生理作用。由于在生物体内含量极低，不同甾体

激素之间由于结构十分相似，还存在大量的立体异

构体，因此对甾体激素的高灵敏度和高特异性检测

难度较大。常见的检测甾体激素的方法有色谱法和

免疫法。色谱法如高效液相色谱、液相色谱-质谱

联用、气相色谱-质谱联用等；免疫法如免疫荧光

法、酶联免疫测定法和放射免疫分析法等［19-21］。这

两类方法灵敏度高、特异性强，但存在着价格昂

贵、操作繁琐、需要专业的技术人员、不适于现场

检测等缺点，因此亟需研发操作简单、结果快速、

成本低廉、可用于现场检测甾体激素的方法。

核酸适配体的出现为构建新型的生物传感器带

来了契机，自适配体开发的 30多年时间里，已有

Fig. 1　The structure of the steroid nucleus
图1　甾体母核结构

Table 1　Three nucleus structures of steroid hormones and 
their representatives

表 1　甾体激素的三种母核结构及激素代表

名称

雌激素

雄激素

孕激素

皮质

激素

母核结构

 

雌甾烷

 

雄甾烷

 

孕甾烷

 

孕甾烷

激素代表

 

17-β-雌二醇

 

睾酮

 

孕酮

 

皮质醇
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广泛的研究，在细胞［22-23］、蛋白质［24-25］等大分子

以及激素［26-27］、金属离子［28-29］和生物毒素［30-31］等

小分子检测领域中都有大量实例可提供参考。

2　甾体激素的核酸适配体筛选原理与策略

SELEX 技术自 1990 年开发至今已有 30 余

年［6］，并逐渐出现了多种衍生形式，如毛细管电

泳 SELEX 技术 （capillary electrophoresis-SELEX，

CE-SELEX）［32］ 、 磁 珠‑SELEX［33］ 、 细 胞

SELEX［34］、体内SELEX［35］和一轮SELEX［36］等。

甾体激素适配体的筛选基本原理同SELEX筛

选其他物质一样（图 2），其基本思路是体外先化

学合成一个寡核苷酸文库，将核苷酸文库与靶物质

混合形成靶物质-核酸的复合物，然后利用不同的

分离方法分离出与靶物质结合的核酸，以此核酸分

子为模板进行 PCR扩增，再进行下一轮的循环筛

选过程。通过重复的筛选与扩增，对多个筛选回合

后选择的潜在适配体进行测序，评估其亲和力与特

异性，最后得到与靶物质高亲和力与高特异性结合

的适配体［7］。

甾体激素属于小分子化合物，分子质量较小

（一般<500 u），已有研究指出，小分子靶点选择的

适配体比其他靶点选择的适配体亲和力低，小分子

的结构相比大分子来说复杂度较低，这限制了小分

子和适配体之间作用力的数量和强度，导致适配

子-靶标结合亲和力降低，也一定程度影响了适配

体的特异性［37］。筛选小分子靶标适配体的主要挑

战之一是靶标-核酸复合物和游离核酸的分离。靶

标的小尺寸并不会导致游离核酸和靶标-核酸复合

物之间存在较大的质量差异，使分离过程复杂化。

因此，选择小分子时通常需要固定靶标或者核酸其

中一个生物分子［38］。一般来说，SELEX技术可以

分为固定化靶标与非固定化靶标技术。

固定化靶标技术是最早运用的SELEX技术之

一。在 1990年，Ellington等［6］通过固定化靶标技

术，将靶标分子有机染料偶联到固体载体基质琼脂

糖颗粒上，随后将琼脂糖颗粒填入层析柱，通过亲

和柱层析的方法洗脱分离靶标-核酸复合物与游离

寡核苷酸，并通过聚合酶链式反应（PCR）将候选

核酸序列从琼脂糖凝胶颗粒上洗脱下来，从而获得

了几种小分子有机染料的RNA适配体。后来又有

研究者将小分子靶标通过化学偶联的方式将固定在

磁珠上进行筛选，即磁珠-SELEX［39-40］，当核酸文

库与磁珠-靶标偶联物混合孵育后，可通过磁性分

离的方法实现磁珠-靶物质-核酸复合物与游离核酸

的分离，将生物磁珠作为固相载体的方式简化了分

离过程，磁性分离使得适配体筛选更简便、高效。

固定化靶标的SELEX技术目前运用已经相当

广泛，但是对于小分子化合物来说，固定靶标的方

式也存在着一些局限性：a. 小分子表面可以偶联的

基团少，固定化过程比较繁琐，固定成功率较

低［37］；b. 基团进行偶联后，小分子可能会形成比

Fig. 2　The general process of aptamer isolation
图2　适配体筛选的一般流程
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较特殊的空间结构，阻碍官能团与适配体相互识

别、相互作用的过程，甚至可能无法筛选到候选适

配体［41］；c. 小分子经过偶联后也可能产生一些比

较特殊的位点，筛选得到的适配体只对偶联后的小

分子存在亲和力，这可能会对适配体的实际应用产

生不利影响［38］。

随着研究的不断深入，非固定化靶标技术逐渐

进入人们的视野，非固定化靶标技术分为固定文库

的SELEX技术和均相SELEX［42］。

Capture-SELEX技术就是一种固定文库的筛选

技术。2005 年，Nutiu 和 Li［43］报道了一种通过固

定文库而不是固定靶标的筛选方法（图 3），这种

方法主要是在核酸文库的序列中设计一段序列，这

段序列与生物素化的互补序列进行碱基配对，进而

将整个核酸文库固定在标记了链霉亲和素的珠子

上。当加入靶标后，靶标与核酸适配体相互作用，

与靶标亲和力强的核酸序列会“挣脱”互补序列，

进入到溶液中。而亲和力较弱、无亲和力的序列则

会留在固体基质珠子上，以此实现候选序列的分离

与富集。Capture-SELEX可以针对“天然”状态下

的靶标分子结构进行筛选，避免了由于靶标固定带

来的一系列不利影响，但可以看出，这种方法存在

着繁琐的文库固定操作，固定效率难以控制，也可

能出现文库在洗脱时与互补序列自发分离进而降低

筛选效率、增加筛选轮数等问题［42］。

均相SELEX技术指的是核酸-靶标复合物和游

离核酸在溶液中进行分离，文库和靶标均不进行固

定的技术。CE-SELEX 是一种典型的均相 SELEX

技术，它利用靶标-核酸混合物与游离寡核苷酸在

电泳时的迁移率差异，实现对候选适配体的分离。

在2005年，研究人员首次将CE技术用于一种小肽

靶标神经肽Y的适配体筛选中，结果表明仅经过4

轮筛选获得的 ssDNA适配体的亲和力可以与传统

SELEX 的 12 轮筛选获得的 RNA 适配体相媲美。

但是CE-SELEX也存在着设备昂贵、操作复杂的局

限性，且对于小分子来说，寡核苷酸在结合小分子

前后，在分子质量、电荷等方面产生的差异较小，

往往也存在着难以进行分离二者的情况［44］。氧化

石墨烯（graphene oxide，GO）具有通过 π-π堆积

吸附 ssDNA/RNA的特性，因而受到广泛关注。由

于GO吸附游离单链核酸的作用力比与靶标结合的

Fig. 3　In vitro selection of aptamers by the Capture-SELEX
图3　使用Capture-SELEX技术筛选适配体
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折叠核酸结构更为紧密，因此可用于分离筛选溶液

中游离的单链核酸，有研究者利用此原理构建了

GO-SELEX筛选方法［45］。GO与核酸文库、靶标共

孵育，当候选核酸适配体与靶标发生相互作用时，

核酸的构象产生变化，从而不能被GO吸附，通过

离心的方式分离出核酸-靶标复合物与游离核酸。

近年来也有研究者指出，GO-SELEX 存在着寡核

苷酸自解离、靶标可能同样被GO吸附的问题［41］。

几种SELEX的常见策略见图4。

另外，甾体激素含有疏水的甾体母核结构，水

溶性差，在筛选适配体方面也更具挑战，因为亲水

的核酸适配体没有多种疏水基团来构建和调整疏水

的“口袋”与靶标进行对接，这也是一个值得探究

的问题。Yang等［46］通过 5种严格的筛选方式获得

了三类甾体激素的高亲和力适配体，发现中等长度

的天然核苷酸链（<40个核苷酸）具有较广的识别

范围，具有四向连接和4×GN的基序可形成疏水腔，

易与甾体母核相互作用。关于疏水小分子的适配体

筛选，也有研究者通过在结合缓冲液中加入甲醇、

二甲亚砜或吐温，尽可能溶解难溶的靶标，在靠前

的筛选轮次中增大靶标浓度以富集候选适配体，最

后的轮次中减少靶标的浓度来提高选择的严格程

度，这样也能成功得到难溶性小分子靶标的高亲和

力、高特异性适配体［47］。下面对部分已报道的甾

体激素适配体根据分子结构和功能的不同分类进行

总结。

2.1　雌激素

雌激素的代表性激素是E2，是适配体研究最

多的一类甾体激素。最早报导的E2适配体出现在

2007 年。Kim 等［8］使用传统 SELEX 技术，将 E2

固定化，经过 7轮选择后分离出了E2的 10条单链

DNA适配体，并通过平衡过滤法测得适配体的KD

在0.1~3 μmol/L之间，进行电化学传感器的特异性

测试时，发现此适配体对1-氨基蒽醌和2-甲氧基萘

这两种结构相似物质几乎无亲和力，具有较好的特

异 性 。 Alsager 等［48］ 在 2014 年 同 样 使 用 传 统

SELEX技术将靶标固定化，经过 18轮选择后，得

到了长度为 75 mer 的适配体，将此适配体与纳米

颗粒进行偶联得适配体-纳米颗粒，加入一系列浓

度的E2与适配体-纳米颗粒在2 mmol/L Tris-HCl缓

冲液中共孵育、离心，通过荧光分光光度计检测上

清液的E2的浓度，计算、拟合得到此适配体的KD

为 50 nmol/L，特异性实验表明，此适配体不区分

E2、P4和TES，由于都存在甾体母体结构，结构

上只有细微差别，然而，对于不属于类固醇激素家

族的分子（例如双酚A和双酚 F），可以实现极好

的区分。可以看出，针对相同的靶标，采用相同的

筛选方法，不同的核酸库、筛选轮次和亲和力表征

方法，最后得到的适配体序列、亲和力和特异性也

Fig. 4　Several common strategies for SELEX
图4　几种SELEX的常见策略

（a）固定化靶标SELEX；（b）固定文库SELEX；（c）均相SELEX。
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不同。

经 SELEX筛选得到的适配体序列中通常含有

冗余碱基，这些碱基既不与靶标分子相互结合，也

不起接触支撑作用［49］。在适配体传感器设计中，

这些冗余碱基可能并不利于适配体与靶标结合时复

杂空间结构的形成［50］，还会干扰适配体与纳米材

料结合过程，影响材料复合效果［51-52］；Manimala

等［53］也证实更短的适配体序列拥有更好的组织穿

透力。因此，许多研究者将目光转为将适配体截

短，保留适配体核心作用部位来达到优化的目的。

Liu等［54］在原长 76 mer的E2适配体截分为两个小

片段（图 5），期望提高此适配体基于纳米金比色

法检测 E2 的灵敏度，结果表明，分裂后的 P1+P2

建立的比色传感器将检测限（LOD）提高了10倍，

可以检测到低至0.1 μg/L的E2，分裂后的P1+P2对

雌三醇、E1和19-去甲睾酮的分辨力虽较原长适配

体略有降低，却仍保留着区分雌激素样化合物双酚

A和己烯雌酚的能力。Alsager等［9］通过删除核酸

适配体序列中多余的侧翼核苷酸，对E2适配体进

行了截短优化，生成了长度为 35 mer 和 22 mer 的

适配体，利用紫外可见分光光度法测得KD分别为    

14 nmol/L和 11 nmol/L，并发现截短后的适配体对

E2的比色检测灵敏度可以提高 25倍，在特异性方

面保持着对雌激素样化合物双酚A和双酚F的分辨

力。Qiao等［13］同样对 2007年报道的原始E2适配

体进行了截短，在不同的位点保留了发夹结构、内

环和多环，并保留适当的双螺旋区域，这些特殊结

构通常被认为是最小的结构域，得到了具有不同序

列的新型截短适配体，其中长度为15 mer的E09适

配体对E2有着较高的亲和力，且保留着对双酚A

等物质的分辨力，在E2的分析检测中有着极大的

应用潜力。

为 了 提 高 筛 选 适 配 体 的 特 异 性 ，

Vanschoenbeek 等［55］实现了结合 E2 结构上环戊二

氢菲环的不同结构部分的两组适配体筛选（图6），

他们将两个核酸文库分别建立了 SELEX A 和

SELEX B 筛选程序，两个筛选程序均通过反复的

正、反选择进行。在SELEX A中，以E2为正分子

和结构类似物地塞米松作为反分子选择，产生了特

异性结合E2环戊烷并多氢菲B、C、D环上端的适

配体；在SELEX B中，以E2作为靶分子进行正选

择，以结构类似物去甲睾酮作为反分子选择了针对

E2的羟基化芳香A环的适配体。在两种方法的正

选择步骤中，将E2用作靶标分子，以确保两组都

能够结合E2。在反选择步骤中，使用地塞米松或

去甲睾酮来将两组适配体集引导至E2的不同官能

团，以此达到能筛选出能够特异性结合E2某部分

特定官能团的适配体。利用表面等离子共振技术测

得两种适配体对 E2 的 KD 分别为 36 μmol/L 和       

0.9 μmol/L。在验证适配体的特异性时，选用了几

种甾体结构物质——EE、雄烯二酮、可的松、脱

氧胆酸、E1、TES等6种类固醇激素。在SELEX A

中得到的适配体对 E2、EE和TES均有较强的亲和

作用，对其他激素有不同程度的结合。其中一条适

配体对E2的亲和力明显高于EE和TES，且对雄烯

二酮、可的松、脱氧胆酸、E1这几种物质无结合现

象。在SELEX B中得到的适配体中对E2、EE和E1

Fig. 6　Schematic illustration of the chemical structure of 
E2 with the most crucial epitopes for binding of aptamers 

of SELEX A and SELEX B
图6　SELEX A 和SELEX B 中产生的适配体结合E2的最关

键表位化学结构示意图

Fig. 5　Secondary structure of the E2 aptamer with 
length of 76 mer［54］

图5　原长76 mer的E2适配体的二级结构［54］

红色箭头表示该处截断产生P1和P2。
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均有结合现象，其中，对EE的结合力强于E2，对

E1的结合力弱于E2，但对其他激素无结合。这种

针对E2的不同官能团具有亲和力的适配体可以应

用于开发交叉反应性适配体传感器，为未来广泛甾

体激素的现场实时监测提供了研究基础，但目前还

未有学者将此类适配体应用到传感器设计中。

2.2　雄激素

TES 是最常见的具有甾体结构的雄性激素。

Skouridou 等［14］首次在 2017 年运用磁珠-SELEX，

对 TES 的适配体进行了正、反选择，以磁珠为载

体，将 TES 固定在磁珠上进行正选择，使用牛血

清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）作为反选

择分子可除去对蛋白质分子具有亲和力的序列来增

强适配体的特异性，使用P4、E2和达那唑作为反

选择分子去除可与 TES 类似结构结合的适配体序

列。最后得到了 10个适配体候选物，使用微量热

泳动法测得了其中的一个潜在G-四联体结构的适

配体 T5 的 KD为 5.7 nmol/L，证实了对睾酮的高亲

和力，在特异性方面，此适配体与 P4 结合较弱，

与E2没有结合。

19-去甲睾酮 （19-nortestosterone，19-NT） 是

一种将雄性激素经结构修饰后得到的雄性作用减

弱、同化作用增强的合成甾体激素。目前尚未有

19-NT的特异性适配体筛选成功的相关文献报道。

白文荟［56］利用其结构类似物——截短后的原始E2

适配体进行亲和力验证，发现片段化后的原始E2

适配体对19-NT具有很高的亲和性，并设计了适配

体夹心荧光猝灭法实现了对19-NT的快速检测。

2.3　孕激素

Jimenez 等［15］首次对 P4 适配体进行了筛选，

得到了命名为 P4G13 的最佳适配体，长度为        

60 mer。通过电化学阻抗谱和荧光分析法计算得到

适配体的KD为 17 nmol/L，且适配体具有较好的特

异性，与E2和炔诺酮有较弱结合。同样，为了优

化此P4适配体，Alhadrami等［16］在 2017年对其进

行了截短，通过在不同位点用荧光素标记不同的截

短适配体合成 FDNA，以猝灭剂标记DNA互补序

列为 QDNA，设计了截短的适配体/DNA 双链结

构。最初的双链结构中，荧光团和猝灭剂密切接

触，荧光强度最小。然而，在 P4 存在的情况下，

由于与靶标结合后适配体的构象发生变化，导致

FDNA、QDNA解离，荧光强度增加。其中一个被

截短的适配体显示出对P4的高亲和力，同时保留

了特异性，与E2、双酚A和维生素D有较弱结合，

截短后长度为 25 mer，使用荧光检测法测得KD为

2.1 nmol/L，比原始适配体提高了16倍。截短的P4

适配体被开发为新型的荧光适配体传感器，已用于

自来水和尿样中孕酮的检测。

2.4　皮质激素

COR是典型的皮质激素，张岭等［18］在2011年

通过靶标诱导变构解离SELEX技术对COR适配体

进行了筛选，以磁珠为介质，氨基化的寡聚核苷酸

序列（NH2-P3）在1,4-苯二异硫氰酸酯的作用下与

氨基磁珠偶联，NH2-P3与核酸文库可通过碱基互

补配对将文库固定。加入靶标孵育，当COR存在

时，与随机序列相互作用导致核酸序列从磁珠上解

离；收集解离的核酸序列，进行 PCR扩增，制备

次级文库，再进行第2轮的筛选，获得与靶标特异

结合的核酸适配体。12轮筛选后，测序获得 10个

适配体，组成上均为高G含量的序列。

Martin 等［17］也在 2014 年使用 Capture-SELEX

对COR适体进行了筛选，将生物素化DNA探针固

定在链霉亲和素包被的磁珠上，捕获探针与DNA

文库的 5'区域互补。当COR被添加到含有DNA文

库的磁珠溶液中时，结合序列与靶标相互作用时发

生构象变化，并从磁性珠子上分离、洗脱下来。从

第 3轮开始，进行反选择步骤，将P4添加到DNA

文库与磁珠的孵育池中，丢弃洗脱的序列，并将

COR 加入到文库中，保持与 cDNA/磁珠的结合。

最后使用微量热泳动法测得其中一条适配体的KD

为6.9 μmol/L。此适配体也具有较好特异性，可区

分去甲肾上腺素、肾上腺素和胆酸。

Jauset-Rubio 等［36］ 在 2019 年 利 用 counter-

SELEX、高通量测序技术和生物信息学等工具，

在一锅选择中实现了对3个不同但结构相似的甾体

激素——E2、P4 和 TES 的筛选。结合实验表明，

每种激素的适配体对各自的靶标均具有高亲和力，

并且计算得到的 KD 类似于先前报道的使用传统

SELEX方法选择的甾体激素适配体。最后，将筛

选出的适配体应用于微量滴定板分析中，还对每种

靶标的适配体与其他两种非靶甾体进行了检测，证

明了这些适配体的特异性［36］。已有报道的部分甾

体激素适配体的筛选策略、序列及长度、筛选体

系、表征方法和亲和性如表2所示。
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Table 2　The isolation strategy, sequence and length, buffer, characterization method, affinity and specificity of some steroid 
hormone aptamers have been reported

表2　已有报道的部分甾体激素核酸适配体的筛选策略、序列及长度、筛选体系、表征方法、亲和性和特异性

雌二醇 固定

靶标SELEX

固定

靶标SELEX

截短SELEX

截短SELEX

固定

靶标SELEX

GCTTCCAGCTTATTGAATT

ACACGCAGAGGGTAGCGG

CTCTGCGCATTCAATTGCT

GCGCGCTGAAGCGCGGAA

GC(E00, 76 mer)

ATACGAGCTTGTTCAATAC

GAAGGGATGCCGTTTGGGC

CCAAGTTCGGCATAGTGTG

GTGATAGTAAGAGCAATC

(E10, 75 mer)

GCGGCTCTGCGCATTCAAT

TGCTGCGCGCTGAAGCGC

GGAAGC (E01a, 43 mer)

GCTTCCAGCTTATTGAATT

ACACGCAGAGGGTA (E01b, 33 mer)

AAGGGATGCCGTTTGGGC

CCAAGTTCGGCATAGTG

(E10a, 35 mer)

GCCGTTTGGGCCCAAGTT

CGGC (E10b, 22 mer)

GGCACGGGGAGGCAGGGG

AGAGTGACACGCGGTCGG

TGAC (E2Apt1, 40 mer)

GGCACGTGACGGGGGATC

TGGGATACCTGGCGGATCC

GTGT (E2Apt2, 41 mer)

100 mmol/L Tris-HCl, 

200 mmol/L NaCl, 25 mmol/L 

KCl, 10 mmol/L MgCl2, 

5%乙醇, pH 8.0

2 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L

NaCl, 0.5 mmol/L KCl,

0.2 mmol/L MgCl2, 

0.1 mmol/L

CaCl2, 5%乙醇, pH 7.5

——

——

2 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L

NaCl, 0.5 mmol/L KCl,

0.2 mmol/L MgCl2, 0.1 mmol/L

CaCl2, 5%乙醇, pH 7.5

2 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L

NaCl, 0.5 mmol/L KCl,

0.2 mmol/L MgCl2, 0.1 mmol/L

CaCl2, 5%乙醇, pH 7.5

50 mmol/L Tris-HCl, 

300 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 

MgCl2, pH 7.5

50 mmol/L Tris-HCl, 

300 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 

MgCl2, pH 7.5

平衡

过滤法

荧光

检测法

纳米金

比色法

纳米金

比色法

紫外可见

分光光

度法

紫外可见

分光光

度法

平衡过

滤法

平衡过

滤法

0.13 μmol/L

50 nmol/L

0.1 μg/L

0.1 μg/L

14 nmol/L

11 nmol/L

0.6 μmol/L

0.56 μmol/L

对 1- 氨基蒽

醌和 2- 甲氧

基萘两种类

似物无亲和

力

不能区分E2、

TES 和 P4 这

三种甾体结

构物质，能

区分双酚 A

和双酚F

P1+P2 对 雌

三醇、雌酮

和19-去甲睾

酮的分辨力

较原长适配

体略有降低，

仍保持着区

分雌激素样

化合物双酚

A 和己烯雌

酚的能力

对 P4 和 TES

有部分响应，

保持着对双

酚A和双酚F

的分辨力

对 P4 和 TES

有部分响应，

保持着对双

酚A和双酚F

的分辨力

对E2和E1有

很强的结合

力，与乙炔雌

二醇无结合

对E2和E1有

很强的结合

力，与乙炔雌

二醇无结合

[8]

[48]

[54]

[54]

[9]

[9]

[10]

[10]

甾体

激素

筛选

策略

适配体的序列 (5'→3')、部分命名及长度 缓冲液 表征方法 亲和性

(KD/LOD)

特异性 参考

文献
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雌酮

睾酮

孕酮

皮质醇

截短SELEX

固定靶标

SELEX

固定靶标

SELEX

固定

靶标-SELEX

固定

靶标SELEX

截短-SELEX

固定文库

-SELEX

CGCGCTGAAGCGCGG 

(E09, 15 mer)

AGCAGCACAGAGGTCAGT

TCGTCGAATCAGCACCTCT

GCATAGGTTACGTTTATAC

TGCGCCTATGCGTGCTACC

GTGAA (80 mer)

TGTGTGTGAGACTTCGTTC

CGGCGATGGGGTAGGGGG

TGGGAGGGGCCGGACGGA

GGGGCAGCAAGGCATCAG

AGGTAT(80 mer)

AGCCATCGACGGTCGAAA

GCTAACATACACGCAAAG

CGGT (EEApt1, 40 mer)

AGCGGAACGTGGGGAGCT

TGCGGGCATACAAACTATG

GGA (EEApt2, 40 mer)

TAGGGAAGAGAAGGACAT

ATGATTGCGTGGGTAGGAA

GGGGCGGTGTGATCTGAAT

CGTTCGATTGACTAGTACA

TGACCACTTGA (86 mer)

GCATCACACACCGATACTC

ACCCGCCTGATTAACATTA

GCCCACCGCCCACCCCCGC

TGC (P4G13, 60 mer)

GATTAACATTAGCCCACCG

CCCACC (P4G13T2, 25 mer)

GGAATGGATCCACATCCAT

GGATGGGCAATGCGGGGG

GGAGAATGGTTGCCGCAC

TTCGGCTTCACTGCAGACT

TGACGAAGCTT (86 mer)

——

1×PBS, 10%乙醇, pH 7.4

1×PBS, 10%乙醇, pH 7.4

50 mmol/L Tris-HCl, 

300 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 

MgCl2, pH 7.5

50 mmol/L Tris-HCl, 

300 mmol/L NaCl, 5 mmol/L 

MgCl2, pH 7.5

20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 

100 mmol/L NaCl, 2 mmol/L 

MgCl2

0.5 mol/L MES缓冲液, pH 4.7

——

50 mmol/L Tris,137 mmol/L 

NaCl, 5 mmol/L MgCl2, pH 7.4

纳米金

比色法

表面等离

子体共

振法

表面等离

子体共

振法

平衡过

滤法

平衡过

滤法

微量热泳

动法

电化学阻

抗谱和荧

光测定法

荧光法

微量热泳

动法

0.02 mg/L

0.36 μmol/L

0.9 μmol/L

0.95 μmol/L

0.46 μmol/L

5.7 nmol/L

17 nmol/L

2.1 nmol/L

6.9 μmol/L

对P4有部分

响应 ,可分辨

双 酚 A、 四

溴 双 酚 A、

二烯雌酚

对E2的亲和

力明显高于 

EE 和 TES，

且对雄烯二

酮、可的松、

脱 氧 胆 酸 、

E1这几种物

质无结合现象

对E2、EE和

E1均有结合

现象，其中，

对EE的结合

力 强 于 E2，

对E1的结合

力 弱 于 E2，

但对其他激

素无结合

对EE有高于

E2/E1 53倍

的亲和力

不 结 合 E2、

E1和乙炔雌

二醇

与P4结合较

弱，与E2没

有结合

与E2和炔诺

酮 有 较 弱   

结合

与E2、双酚

A和维生素D

有较弱结合

可区分去甲

肾 上 腺 素 、

肾 上 腺 素 、

胆酸

[13]

[55]

[55]

［10］

［10］

［14］

［15］

［16］

［17］

续表2

甾体

激素

筛选

策略

适配体的序列 (5'→3')、部分命名及长度 缓冲液 表征方法 亲和性

(KD/LOD)

特异性 参考

文献
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3　计算机模拟技术应用于甾体激素适配体

的研究

目前已有大量的研究报道各种核酸适配体的先

进筛选方法，并开发了多样的生物化学传感器，但

核酸适配体与靶标的相互作用机制研究却相对较

少，适配体-靶标作用体系的物理特征仍不明晰，

如何进行适配体序列的优化还尚待解决，这也限制

核酸适配体的广泛应用。近年来各种生物信息学工

具开始在生物技术研究中大放异彩，已有多位研究

者利用计算机辅助手段对适配体和靶标进行研

究［57-60］，在借助计算机技术对核酸适配体建模及适

配体的计算机设计中，使用到一系列的计算机方

法，如分子对接、分子动力学和统计分析［61］。常

见的计算机辅助适配体筛选的经典流程从结构预测

建模开始，需要对核酸适配体及靶标进行 3D 建

模［62］；然后将适配体与靶标进行分子对接，接下

来进行分子动力学模拟，这一步可以评估适配体-

靶标复合物的稳定性，并以更高的精度确定结合

能；接着，分析适配体与靶标的相互作用，并对所

研究的适配体进行突变；随后返回至建模、分子对

接 等 步 骤 以 找 到 与 靶 标 结 合 力 更 高 的 适

配体［59，63-64］。

完整的计算机辅助适配体后优化过程通常步骤

较多、耗时较长，也有部分研究者根据现有的研究

基础以及现实需要，通过分析适配体的结构和分子

对接等方式为适配体的开发、优化和应用提供理论

和实践基础。

3.1　通过适配体的结构辅助筛选

核酸适配体与靶标的高度亲和力来源于它多样

的空间结构，这种丰富的空间结构通常由一些小的

结构功能单元组成，如茎环、G-四联体、发夹结

构等。在甾体激素适配体的研究中，一种是小的结

构 功 能 单 元 与 适 配 体 的 功 能 探 索 研 究 。

Vanschoenbeek 等［55］在针对 E2 结构中的环戊四氢

菲和羟基芳香烃两个官能团分别进行适配体筛选

时，使用Mfold软件模拟适配体，发现可识别环戊

四氢菲位点的适配体序列中，68%的序列存在3个

通过公共交叉点连接的双螺旋臂组成的三通结构。

Kato等［65］也发现适配体的三通结构，出现在结合

同样含甾体结构的胆酸适配体中，预测可能是三个

茎连接的交叉点形成疏水腔与胆酸可以相互作用。

后来，Yang 等［66］利用一个定向生成三通结构的

DNA库生成了一系列三向连接的适配体，这些适

配体能以不同的亲和力和选择性与四种甾体物质结

合。在定向结合E2结构的羟基芳香烃结构的适配

体中，Vanschoenbeek等［55］使用QGRS映射器预测

适配体则存在G-四联体结构。G-四联体结构是将

一个共同的支架与在目标识别中起作用的不同环基

元结合在一起，G-四联结构允许增强疏水性结合

各种类型的目标［5，67］。Skouridou等［14］在关于TES

的适配体筛选结果中，使用Mfold软件预测了10个

适配体候选物可能的构象，发现几个适配体存在多

个茎环结构，以及上述结合疏水分子中常见的三通

结构；其中也有一个特殊的适配体T5，其构象更

简单，G含量高达35%，使用QGRS映射器预测适

配体中存在着G-四联体的构象。张岭等［18］对皮质

醇的适配体筛选中，获得 10个皮质醇的适配体候

选物。序列分析显示，特异核酸适配体为高G含量

核酸序列，软件预测其中8个序列主要以G-四联体

二级结构为主。预测所有核酸序列的二级结构，存在

着 G-四联体、发夹、茎环等特异性结构。后来，

Jauset-Rubio等［36］在对几种甾体激素适配体的一锅选

择中，也使用Mfold软件在25℃，100 mmol/L NaCl

和2 mmol/L MgCl2的条件下对E2、P4和TES适配体

的二级结构进行了预测，也存在多个茎环结构。

综上，研究者们对甾体激素中 E2、P4、TES

和皮质醇的适配体结构的大量研究，可以找出一些

共同点，适配体在与甾体结构相互作用过程中，是

通过丰富的空间结构与靶标产生各种力的作用，这

种丰富的空间结构由一些小的结构功能单元组成，

如茎环、G-四联体、发夹结构等，其中G-四联体、

三通结构在甾体激素的适配体中出现得最多。有研

究者指出，在进行对甾体激素的实地检测分析时，

待测的溶液可以加入Mg2+、K+和Na+等离子，有助

于 G-四联体结构的形成，从而稳定测量的条件，

实现对甾体激素的快速精准分析［18］。

3.2　通过分子对接辅助筛选

另外一种常见的计算机辅助适配体筛选的方式

就是分子对接，分子对接相比于结构分析更加直

观，可以通过建模、对接和打分的流程来研究分子

间相互作用并预测其结合模式和亲和力。常见的可

用 于 核 酸 适 配 体 与 靶 标 的 分 子 对 接 软 件 有

ZDOCK、NPDOCK、AutoDock 和 AutoDock Vina

等［68］。但由于预测软件无法考虑到体系中多种复

杂因素，通过预测软件获得的三级结构精确度不

高，与实际情况的适配体结构差距较大，往往需要

通过GROMACS 等分子动力学软件重新计算出体
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系中适配体最合适的分子结构。分子动力学软件主

要是依靠牛顿力学的基本原理，模拟分子间的相互

作用和运动变化，可以准确预测分子间的结合模式

和结合能力，直观地展现分子间发生相互作用的动

态过程［61］。

甾体激素中关于E2适配体的结构与功能研究最

多。Hilder等［11］运用刚性分子对接、分子动力学模

拟了2017年之前报道的和自己设计的E2适配体与

E2相互作用时的特异性空间结构，并得出重要结

论，E2与适配体相互作用时会结合到适配体共有的

胸腺嘧啶环区域，且与E2有高亲和力的适配体存在

着四个重要特征：a. 适配体存在由T或G碱基组成

的环状结构；b. 环的大小和结构会影响与E2的结合

强度；c. G与E2的结合比T强；d. 适配体与E2的结

合力主要是E2分子中芳香环与胸腺嘧啶环区的核酸

碱基之间的范德华力。该研究证明了分子动力学模

拟技术在适配体科学研究中的有效性。

Eisold 等［69］使用分子对接、分子动力学模拟

研究了截短后的35 mer E2适配体在水溶液中与E2

的相互作用特点，对E2适配体的二级、三级结构

预测（图7）分析了适配体与E2之间的氢键、水介

导的氢键、π-π堆积和疏水作用力等。研究发现，

与 E2 强烈相互作用的优势碱基是 T12、T24 和

C26、E2与适配体的这几个碱基形成非共价键，并

贡献了大部分的结合能。除上述的优势碱基外，还

有与 E2 距离较小的碱基 G11、T12、G23 和 T25，

也参与了与E2的相互作用。由于E2是疏水小分子

且为刚性骨架，疏水相互作用是评估E2结合的关

键，该研究对非选择性疏水作用和水介导的氢键也

进行了分析，发现它们也有助于E2在适配体结构

内的结合；同时，作者也确定了适配体的5'和3'端

不与E2产生任何相互作用，因此适配体可以自由

地在两端被固定。适配体与E2的相互作用时的空

间构象如图8所示。此项研究对有针对性地设计适

配体结构提供了实践基础，有助于实现特异性结合

E2的适配体优化。

Fig. 8　Schematic representation of the spatial conformation of the 35 mer aptamer interacting with E2［69］

图8　35 mer适配体与E2相互作用的空间构象示意图［69］

Fig. 7　The secondary structure （a） and tertiary structure （b） of E2 aptamer with length of 35 mer［69］

图7　长度为35 mer的E2适配体的二级结构（a）及三级结构（b）［69］
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4　适配体传感器在甾体激素检测中的应用

适配体传感器，即基于适配体构建的生物传感

器。现阶段，基于不同原理的适配体传感器已被开

发用于检测甾体激素，包括荧光适配体传感器、电

化学适配体传感器、比色适配体传感器等。毫无疑

问，基于适配体识别的独特优势，可用于甾体激素

的适配体传感器真正进入应用市场已经胜利在望。

4.1　电化学适配体传感器

电化学适配体传感器，是以适配体特异性识别

靶标为基础，将适配体作为识别原件，通过分析目

标物结合前后电极表面的电化学响应信号变化来对

目标物进行定量检测。适配体可以通过吸附、自组

装和共价键结合等方式固定在电极表面。电化学检

测法具有灵敏度高、测量范围宽、准确度高等

优点［70］。

根据是否有标记物标记，可分为标记型和非标

记型的电化学适配体传感器。非标记型是指不在适

配体标记电活性信号分子，适配体固定到电极表面

后直接与目标物结合反应，会产生电流、电压或阻

抗等变化，从而确定待测物质的量。Jimenez等［15］

构建了用于快速检测 P4 的阻抗型电化学传感器。

通过自组装将核酸适配体固载在工作电极表面上，

引入目标物，适配体与目标物特异性结合，使得适

配体构象发生改变，电子转移阻抗增强，该传感器

对 P4 的线性检测范围为 10~60 μg/L，检出限可达

0.90 μg/L。标记型电化学适配体传感器是将具有电

活性或催化活性的标记物通过物理吸附或化学修饰

的方式标记在适配体上，通过适配体结合靶标物质

前后电活性物质产生的电信号变化，实现对靶标的

定量检测。常见的功能性标记物有亚甲基蓝

（MB）、辣根过氧化物酶（HRP）、二茂铁（Fc）和

生物酶等［71］。刘玉洁等［72］用制备的二硫化钴纳米

片与金纳米颗粒的复合物修饰玻碳电极，引入E2

适配体及其部分互补的富G杂交链，以MB为电化

学指示剂构建电化学传感器实现了对 E2 的测定，

该传感器具有一个较宽的线性检测范围（1.0×10-9~

1.0×10-12 mol/L），检测限可达7.2×10-13 mol/L。

与标记型电化学传感器相比，非标记型操作简

单、无需标记、且对靶分子影响小，从实际应用出

发，非标记性电化学传感器的优势较大［73］。考虑

到甾体激素的检测环境多样化，小型化、微型化的

电化学传感设备，是现场快速检测较为理想的检测

装置。随着近年来纳米技术的不断成熟，适配体传

感器设计策略不断得到优化，这为开发检测甾体激

素的电化学适配体传感器的发展起到了积极的推动

作用。

4.2　荧光适配体传感器

荧光检测法是基于荧光染料、荧光基团、荧光

纳米材料等作为信号实现对靶标的检测，具有灵敏

度高、操作简单、易自动化的优点。有研究者根据

荧光共振能量转移 （fluorescence resonance energy 

transfer，FRET）原理实现了对甾体激素的特异性

检测。刘晓等［74］以黑磷晶体为原料，利用超声辅

助液相剥离技术制备了黑磷纳米片作为荧光受体，

基于6-羧基荧光素标记的适配体与黑磷纳米片之间

的FRET转移机制，建立了荧光适配体传感器，可

对E2进行快速定量检测，检测限为1.0 μg/L。史学

丽等［75］基于 FRET原理，采用水热合成法制备了

铕掺杂的镓酸锌长余辉纳米颗粒，建立了一种基于

荧光适配体传感器 E2 定量分析方法，检测限为 

0.4 μg/L，该适配体传感器在检测目标激素时灵敏

度高、特异性强，并有效避免了牛奶基质等因素产

生的荧光干扰。

4.3　比色适配体传感器

纳米金 （AuNPs） 是直径在 1~100 nm 的微小

颗粒，制备简单且吸附力强，在分散状态下呈红

色，发生凝聚后变为蓝色。适配体可以吸附到

AuNPs 表面，保护 AuNPs 免于在高盐度下聚集变

蓝；当加入靶标后，适配体与靶标高度亲和，从

AuNPs 上解离下来与靶标结合，使 AuNPs 粒子在

高盐度下聚集，溶液由红变蓝。基于适配体的

AuNPs比色法结果肉眼可见、操作简单快速、易于

现场检测。

王欣等［76］建立了基于核酸适配体的AuNPs比

色传感器检测E2，将E2特异性适配体作为传感探

针，实验得出，当 AuNPs 与核酸适配体浓度比为   

1∶11 000时，在牛奶中E2的检测限为0.183 nmol/L。

陈爱亮课题组［77］基于AuNPs比色原理，构建了快

速检测E2的AuNPs比色传感器，可在 20 min内完

成检测，灵敏度可达 10 μg /L，线性范围为 10~   

10 000 μg/L。由于长链适配体与 AuNPs 亲和力高

于短链适配体的亲和力，为了提高 AuNPs 比色法

检测 E2 的灵敏度，陈爱亮等［54］又将 76 mer 适配

体剪切为 P1+P2两段，并建立了E2的比色检测方

法，结果显示灵敏度提高了 10 倍，检测限可达     

0.1 μg/L。2015 年，Alsager 等［9］利用圆二色谱测

定到该课题组 2014年筛选到的E2适配体上有 3个
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茎环，结合AuNPs适配体比色法并根据3个环及与

靶标的结合位点，将该 75 mer 的适配体截短为   

35 mer 和 22 mer 两个短链适配体，并建立 AuNPs

比色传感器检测E2，该方法的检测限为200 pmol/L，

检测灵敏度提高了 25 倍。在此基础上，Martin

等［17］在 2014年使用Capture-SELEX技术筛选得到

COR 适配体后，基于 AuNPs 建立了比色传感器，

检测范围为150~600 nmol/L，可满足人血清中游离

皮质醇的浓度变化范围（100~500 nmol/L），此传

感器具有较好选择性，对其他应激生物标志物如肾

上腺素和其他结构类似的分子无反应。基于核酸适

配体的AuNPs 比色分析检测方法具有较高的灵敏

度和特异性，简单、快速，具有良好的应用价值，

可开发为现场及时检测仪器。需要说明的是，由于

比色法多采用溶液相均相体系进行研究，在进行实

际样品分析时，AuNPs 的选择性会受到金属离子

或其他杂质的影响，部分杂质和靶标本身也会诱导

AuNPs聚集［78］，这些因素会直接影响到结果的准

确性和可靠性，因此在实际操作过程中，要考虑各

种因素干扰以及靶标物质是否会引起AuNPs聚集，

聚焦抗干扰能力提升是比色法的重要研究方向［79］。

5　总结与展望

适配体在甾体激素的检测领域具有广阔的应用

空间，利用适配体识别甾体靶标，建立基于传感技

术的检测方法，有望实现实际样品中甾体激素的快

速和灵敏检测。目前，针对甾体激素的适配体筛

选，如文中所述，已有雌激素、雄激素、孕激素和

皮质激素的报道，其中E2的研究最为广泛，然而

具有良好应用效果的甾体激素的适配体数量远不能

满足实际需要。目前适配体在甾体激素检测领域也

还存在诸多限制：a. 对于甾体激素的适配体研究还

不够透彻，适配体筛选仍是一个较大的工程，小分

子靶标或是文库的固定化仍是一个挑战，甾体激素

适配体的高效筛选仍然有很大的发展空间； b. 还

需要深入分析适配体-靶标构象关系，深入理解甾

体激素的适配体筛选的本质问题和SELEX过程存

在的不足，建立甾体激素适配体的亲和力和特异性

一致性评价标准，这也是甾体激素适配体得以广泛

应用的关键；c. 关于甾体激素的生物适配体传感器

已有大量实验室的研究报道，真正进入市场的适配

体传感器还未有一例，如何把实验室的研究成果批

量、集成生产，转化为灵敏、稳定、低成本的快速

检测设备（如试纸），还有很长的路要走。相信在

众多学者的共同努力下，甾体激素等小分子靶标的

适配体筛选与应用研究将会越来越成熟，越来越

完善。
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Graphical abstract

Abstract　Aptamers, as novel recognition molecules, have great potential in the field of analysis and detection. 

Steroid hormones are a kind of hormones with cyclopentane polyhydrophene as the mother nucleus, including sex 

hormones and corticosteroids, which have extremely important medical value in maintaining life and regulating 

physiological state. It is of great significance to monitor the content of steroids in vivo and in vitro for disease 

monitoring and environmental protection. The aptamer isolation of steroid hormones is the prerequisite for the 

application of aptamers to the analysis and detection of steroidal hormones. So far researchers have isolated 

aptamers for estrogens such as estradiol (E2) and estrone (E1), androgens such as testosterone (TES) and 

nortestosterone, and progesterone (P4) and corticosteroids such as cortisol (COR). This paper summarizes the 

isolation principles and strategies of the reported steroid hormone aptamers. The aptamer sequence, equilibrium 

dissociation constants (KD) and determination methods are summarized briefly. The new ideas of computer 

simulation technology in aptamer isolation and optimization are introduced. The various steroid hormone aptamer 

sensors developed at present are briefly introduced in order to provide reference for the follow-up research.
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