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摘要 目的　有效结合分子对接预测和表面等离子体共振实验评价技术，获得亲和力更强、序列最短的最优适配体。       

方法　针对前期筛选出的靶向蓖麻毒素的3条80 nt单链DNA适配体（L14、P3、L7），在明确各自二维随机区茎环序列与

靶蛋白结合能力的基础上，以H-DOCK分子对接为指导，分别确定蓖麻毒素适配体随机区的最短结合单元，从而构建两端

延长步进序列群，以表面等离子体共振技术测定序列群序列的亲和力和动力学参数，明确适配体的结合关键结构，从而筛

选得到最优适配体。结果　3条全长适配体的随机区适配体L14r、P3r、L7r均可形成一定的茎环结构，其中L14r较L14的亲

和力增强9倍、L7r增强2倍、P3r基本不变。对随机区适配体和蓖麻毒素进行分子对接，结果显示，L14r、P3r、L7r的对接

分数值皆优于阴性序列 40T，结合关键氨基酸个数分别为 11、8、9个，存在距离小于 5 Å的预测结合位点分别为 20、12、

15个，具有良好的与蓖麻毒素的结合能力。进一步明确了蓖麻毒素活性口袋所容纳的适配体最短结合单元L14rm、P3rm、

L7rm的序列构成，在此基础上构建出两端延长步进序列群。针对该步进群，基于结合关键氨基酸个数、结合位点个数、对

接得分等参数的变化和表面等离子体共振测定结果筛选出最优适配体。所获得的最优适配体L14rm、L7rm-2亲和力继续增

强了1~2倍。结论　随机区适配体能有效地与蓖麻毒素结合，较之全长适配体亲和力更强，分子对接结合步进序列群设计，

仅使用 17 条序列，便有效获得了 3 条最优适配体并明确其结合作用。3 条结合蓖麻毒素的最优适配体——L14rm、P3r、

L7rm-2的KD值分别为（64±30）、（167±19）、（120±1） nmol/L，亲和力提高到全长适配体的14、1、4倍。
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蓖 麻 毒 素 （ricin communis agglutinin 60，

RCA60）是最早发现的植物毒素蛋白，也是一种

凝集素，在油料作物——蓖麻的种子（蓖麻子）中

高丰度存在，一般可占到植物种子重量的1%~5%。

RCA60 的分子质量约 66 ku，结构由 A、B 两条链

组成，其中B链是一种对半乳糖（胺）具有特异性

的凝集素，可与真核细胞膜上的糖蛋白或糖脂的半

乳糖位点结合，介导 A 链进入胞内，而 A 链具有

N-糖苷酶活性，能够识别真核细胞 28S 核糖体

RNA（ribosomal RNA，rRNA）中含有5'-GAGA-3'序

列的特定核苷酸（nucleotide，nt）区域即α帚曲霉

蛋白-蓖麻毒素环（α-sarcin-ricin loop，SRL）结构

域，脱去其特定的腺嘌呤 （如水解小鼠细胞 28S 

rRNA的A4324位点腺苷酸上的N-糖苷键），使核糖

体失活并不可逆地抑制蛋白质合成，继而导致细胞

死亡［1］。

RCA60 是同时被列入国际《禁止化学武器公

约》和国际《禁止生物和毒素武器公约》的唯一一

种蛋白质毒素［2］，其小鼠静脉染毒的半数致死剂

量为 5~10 µg/kg［3］，具有剧烈毒性，且来源广泛、

易于制备、无特效解毒药。近年来国内外发生了包

括误食蓖麻子在内的多起中毒事件，以及多起
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RCA60白色粉末信件等恐怖事件，说明该类型毒

素对公共安全和民众健康存在高度危害。一直以

来，发展灵敏快速的分析检测方法、筛选有效的抑

制剂等都是RCA60防治研究的重要内容。

通过体外文库技术——指数富集的配体系统进

化 （systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment， SELEX） 所 筛 选 到 的 核 酸 适 配 体

（aptamer），具有高亲和力、高特异性、可功能化

修饰等特点，且易于实现在体外的大量、快速合

成，被誉为“化学抗体”［4］，是一类高效的亲和识

别元件。对于RCA60，目前已经报道了几种RNA

或单链 DNA （ssDNA）适配体，例如 Fan 等［5］筛

选出特异性结合RCA60 A链的RNA适配体RA80，

Lamont等［6］筛选出的特异性结合B链的DNA适配

体SSRA1、本课题组针对RCA60全蛋白进行筛选

所获得的 ssDNA 适配体 A3、 C1、 C5［7］、 L7、

L14、P3［8］等。

一般而言，通过 SELEX技术所获得的适配体

由两端固定引物和中间的一段非引物序列组成，典

型全长为 70~130 nt，但绝大多数情况下，并不是

全长序列均参与靶分子的识别，核心识别区域的长

度为20~50 nt不等，其他则为辅助支撑结构或无效

序列［9］，因此，在后续的应用或机理研究中需要

首先针对全长适配体进行一定的结构裁剪［10］。

自 1990年SELEX出现至今，国内外已经出现

了多种针对适配体的裁剪方法，绝大多数为经验试

错法。针对模拟产生的全长适配体的二级结构，人

为界定其局部高级结构（茎环、假结等）后，再采

用去除未配对结构、去除或缩短茎、缩小环等手法

获得截短结构［11］，还可对于截短结构再次进行随

机裁剪［12］、定点突变［13］，或通过遗传算法等构建

小型突变文库等获取更优结构［14］。前期本课题

组［5］通过构建步进式文库，构建向左缩进、向右

缩进、两端收缩、两端延伸序列群的途径，以合理

“穷尽”适配体序列中与靶蛋白产生亲和力的大多

数可能结果，针对重组促红细胞生成素α，成功裁

剪优化出一条27 nt的 ssDNA适配体。对于RCA60

的全长适配体，早期仅采用二维结构模拟及简单的

局部剪裁等思路，例如SSRA1是将 60 nt全长的适

配体保留随机区结构，经酶联免疫吸附法获得其与

RCA60 在不同溶液中的解离常数 （dissociation 

constant，KD）值为5~22 nmol/L。

多种适配体的结构剪裁方法极大依赖于经验和

直觉，具有较大的工作量以及不确定性。本工作以

分子对接模拟为指导、灵活引入步进式序列群策

略，驱动实验结果进行评估验证。首先将本课题组

前期筛选出的 3 条全长 ssDNA 适配体 L14、P3、

L7，在去掉引物区保留其随机区核苷酸序列的基

础上，通过三维（3D）分子对接预测了随机区适

配体 L7r、P3r、L14r 与 RCA60 的结合情况，并通

过所预测的蓖麻毒素活性口袋具体结合位点，分别

确定了3条适配体的最短结合单元。继而构建基于

最短结合单元的两端延长步进序列群，使用表面等

离 子 体 共 振 技 术 （surface plasmon resonance，

SPR）测定该序列群与 RCA60 的亲和力和动力学

参数，成功快速筛选得到亲和力更强、序列最短的

最优适配体。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

微量 RCA60、蓖麻凝集素 （ricin agglutinin，

RCA120）、相思子毒素（abrin）均由本实验室微

量 制 备 ， 电 泳 纯 度 大 于 95%。 L14 （CAGCT-

CAGAAGCTTGATCCTGTGACAGCAGGGGGAGT

GTGCGTAATAAGCGAGGAGATGACTCGAAGT-

CGTGCATAATCA）、P3（CAGCTCAGAAGCTTG-

ATCCTGTGAGTCGACCTGAGCCCGAGCAGGT-

TCCGAATCCGTGGACTCGAAGTCGTGCATCTG-

CA）、L7 （CAGCTCAGAAGCTTGATCCTGTGG-

ACAGGAGCTGGTTAAATAGGCAGCACCGAGCA

GACTCGAAGTCGTGCATCTGCA）、L14rm （CG-

TAATAAGCG）、P3r （GAGTCGACCTGAGCCCG-

AGCAGGTTCCGAATC）、L7rm-2 （TGGACAGG-

AGCTGGTTAA）等 ssDNA寡核苷酸序列由生工生

物工程公司合成（HPLC纯化）。N-羟基琥珀酰亚

胺 （N-hydroxysuccinimide， NHS）、 1- 乙 基 -3-       

（3- 二甲 基 氨 基 丙 基） 碳 酰 二 亚 胺 盐 酸 盐                     

（1-ethyl-3-（3-dimethylaminopropyl）-carbodiimide 

hydrochloride，EDC）、乙醇胺、氢氧化钠、乙酸

钠-乙酸缓冲液（pH 4.0）均购自 Cytiva 公司（美

国），其中EDC、NHS、乙醇胺来源于氨基偶联试

剂盒 （Cytiva，BR100050）；4-（2-羟乙基） 哌嗪-     

1-乙 磺 酸 （4-（2-hydroxyethyl） piperazine-1-

ethanesulfonic acid， HEPES）、 Tween 20 购自于

Sigma 公司 （Missouri，美国）。Zeba Spin 脱盐柱

（截止分子质量 7 ku）购自于 Thermo （美国）。超

纯水为 18.2 MΩ·cm，由 Milli-Q A10 水净化系统

（Millipore，MA，美国）制备。所有其他试剂均为
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分析纯及以上纯度，购自于国药化学试剂有限公司

（北京，中国）。

RCA60 是高毒性生物毒素，所有相关实验均

应根据生物安全操作指南进行。所有实验都在通风

良好的通风橱中进行，并佩戴防护手套和护目镜。

实验结束后，通过沸水蒸煮 30 min 或高压灭菌

（121℃，0.2 MPa） 20 min，对含有相关毒素的样

品进行完全洗消，然后用碱液（0.1 mol/L NaOH，

pH>10）浸泡1 h以上［15］。

1.2　SPR
所有亲和力及动力学参数测定均在 Biacore 

T200分子互作仪上进行（Cytiva，美国），缓冲液

为 HBS-T （10 mmol/L HEPES，140 mmol/L NaCl，

0.5% Tween 20，用NaOH调 pH为 7.4），包括缓冲

液配制用水及进样针清洗、仪器管路清洗用水在内

的仪器用水均经过灭菌处理并用0.22 μm滤膜（津

腾，中国）过滤后使用。

蛋白质在共价偶联前经脱盐处理，通过

Nanodrop 仪 （Eppendorf，德国） 测定其 260 nm、

280 nm处的紫外吸收，并使用Lowry-Kalcker经验

公式“蛋白质浓度（g/L） =1.45A280-0.74A260”计算

获得蛋白质浓度［16］，继而加入 10 mmol/L乙酸钠-

乙酸缓冲液（pH 4.0）稀释至50 mg/L。

1.2.1　芯片活化与蛋白质的共价偶联

使用Series S Sensor Chip CM5（Cytiva，美国）

芯片［17］，使用 100 mmol/L EDC、 391.2 mmol/L 

NHS 混合溶液流经 CM5 芯片中的 Fc 2 通道表面，

流速为 10 μl/min，持续时间为 900 s，以活化CM5

芯片上葡聚糖的羧基。向Fc 2通道注入50 mg/L 的

RCA60（pH 4.0）溶液，流速为10 μl/min，持续时

间 120 s，荷正电的RCA60 （等电点为 7.0［18］）通

过静电作用吸引到荷负电的葡聚糖表面后，其氨基

与葡聚糖上被活化的羧基实现共价偶联。每次蛋白

质偶联水平均固定为 5 000 响应单位 （response 

unit，RU），最后用 HBS-T 缓冲液冲洗 2 min 至基

线平稳［5］。Fc 1为空白通道。

1.2.2　样品处理及测定

所 有 寡 核 苷 酸 序 列 均 以 超 纯 水 配 制 为          

100 μmol/L的储备液，按使用量分装并置于-20℃

条件下储存，避免反复冻融。使用时，所有寡核苷

酸序列均以HBS-T缓冲液稀释至 2 μmol/L，95℃，

5 min变性后并缓慢恢复至室温，然后稀释为合适

的浓度梯度，提交至 SPR 进行测定，测定温度为

25℃。在Biacore T200中，装载入已偶联好蛋白质

的CM5芯片，缓冲液为HBS-T，流速为30 μl/min，

结合时间 120 s，解离时间 180 s，再生条件为     

0.1 mmol/L NaOH，30 μl/min，30 s，再生后基线

变化维持在±5 RU范围内。

对于全长及剪裁的各种适配体，首先在          

1 μmol/L的浓度下进行单次结合实验，判断序列变

化对结合相互作用的影响；再对出现阳性结果的样

品 进 行 多 循 环 动 力 学 （multiple cycle kinetics，

MCK）测定，进行亲和力和动力学参数评价。所

有操作由Biacore T200 Control Software （2.0.0）软

件控制。

1.2.3　数据分析

使用 Biacore T200 Evaluation Software （2.0.0）

软件，采用Kinetics，1∶1结合模式进行拟合，获

得结合速率常数（association velocity constant，ka）、

解离速率常数（dissociation velocity constant，kd）、

KD等数据。以 U<15，χ2接近 1 筛选出合理的拟合

结果。

1.3　分子对接

所有寡核苷酸序列通过Mfold（http://www.mfold.

org/mfold/applications/dna-folding-form.php）获取其

二维（2D）结构，条件为5 mmol/L Mg2+，140 mmol/L 

Na+，从中选取Gibbs自由能（ΔG）最低的模拟结

构。基于上述2D结构，通过RNAcomposer（https:

//rnacomposer.cs.put.poznan.pl/）实现 3D结构预测，

并 采 用 OpenBabel 2.4.1 软 件 获 取 pH 7.4 下 的

RCA60 （PDB ID：3RTJ）和多条候选寡核苷酸序

列的 3D 结构，并使用 SYBYL-X2.0 基于 Tripos 力

场进行能量最小化以减少构建模拟系统中的非正常

构象。针对RCA60，设置其A链的 rRNA N-糖苷酶

活性口袋中的 14 个关键残基 （R48、D75、N78、

Y80、 V81、 D96、 D100、 G121、 Y123、 R134、

E177、R180、E208、W211）为适配体对接位点，

将 RCA60 与多条序列通过 H-DOCK （http://hdock.

phys.hust.edu.cn/） 进行分子对接［19］。计算前 100

个姿势的DS值和配体RMSD值，进一步选择10种

较低DS的姿势。

2　结果与讨论

针对经SELEX筛选获得的核酸适配体时，一般

均需通过结构剪裁，获取较短的适配体序列，既保

留了其针对靶分子的核心序列，也节省了经济成本，

这也成为了适配体应用于生物传感、即时诊断、

DNA纳米技术、药物靶向递送之前的必备步骤。
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另外，在筛选和优化适配体时，合适的适配体

与靶分子间结合作用的预测及评价方法是必要的。

预测方法方面，已涌现出使用高通量测序技术、

FASTAptamer、APtaCluster等工具对实验产生的大

量序列进行测序、聚类、模型搜索以及多维度评

分，之后对筛选的结果进行结构模拟并进一步优化

的策略，其中通过 Mfold、Ufold、RNAcomposer、

ARES 等方法进行 2D、3D 结构预测，并使用 H-

DOCK、GRAMM、Z-DOCK等对适配体和靶分子

进行分子对接预测，这种策略允许更精确地评估适

配体-靶分子复合物的结合能力，可为进一步的序

列截短或突变提供有价值的信息［20］，但目前尚未

见基于分子对接指导适配体结构剪裁的系统报道。

实验方法方面，普遍使用凝胶电泳迁移率变动分

析［21］、SPR［22］、生物膜干涉技术［23］、等温滴定量

热法［24］、微量热泳动法［25］、分析超速离心技

术［26］，根据结合作用前后的特征值变化判定亲和

力及得到其他相关特征值如动力学参数、热力学参

数等［27］。其中SPR是一种实时无标记的检测技术，

在分子相互作用评价方面应用甚广，可以高通量地

提供亲和力及动力学特征参数。本工作即以分子对

接和SPR为核心技术，以RCA60为靶蛋白，提出

了并评估以 3D分子对接模拟及步进序列群指导适

配体优化的策略，可仅提交少量序列至SPR进行结

合评价实验。

2.1　适配体全长与随机序列的分子对接与SPR
测定

本团队前期通过毛细管电泳-SELEX技术，采

用非涂层毛细管或者中性涂层毛细管，进行了4轮

筛选，分别筛选到了 L14、P3、L7 等 3 条可与

RCA60结合的适配体序列，全长 80 nt，均存在多

个茎环结构，具有较低的ΔG 和 KD值。经 SPR 测

定，与已报道的 ssDNA适配体SSRA1相比，P3略

低于 SSRA1的KD值，但L7、L14的KD值要高 2~4

倍（图 1）。该 SPR评价方法所得的结果与筛选者

Lamont等［6］获取的KD值有所差异，应该是由于使

用的评价方法不同引起的。本工作所有的评价实验

都基于SPR进行，这就保持了较好的评价一致性和

可信度。

2.2　随机区适配体与分子对接

Goto等［28-29］根据RCA60和抑制剂的复合物的

X 射线晶体衍射结果揭示出，RCA60 的活性口袋

中， G121、 Y123、 R134、 E177、 R180、 E208、

W211 组成了初级口袋，R48、D75、N78、V81、

D96、D100 组成了次级口袋，两者被 Y80 残基划

Fig. 1　The 2D structures, Gibbs’ energy, and the SPR evaluation results of four aptamers, SSRA1, L14, P3 and L7
The Mfold results of SSRA1 (a), L14 (b), P3 (c) and L7 (d); and the multiple cycle kinetics results of SSRA1 (e), L14 (f), P3 (g) and L7 (h).
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分，Y80类似于“门”残基，其运动可导致抑制剂

从初级口袋滑向次级口袋，发生相互作用，这也可

能是抑制剂作用不佳的根本原因［30-31］。通过使用

H-DOCK，在 pH 7.4 的条件下，针对 RCA60 的活

性口袋 14个氨基酸残基进行分子对接，预先模拟

判断裁剪的适配体与蛋白质的活性口袋是否存在结

合，并使用 DS 值概算比较各适配体间结合力大

小，选取合适的适配体序列进行下一步评价与

验证。

先对全长适配体进行直接裁剪，保留随机区域

的发卡结构（具体剪裁位置如图 1的 2D结构图中

的虚线位置所示），分子对接结果显示，L14r（34 nt，

DS -262.8，RMSD 92.5 Å）、P3r（32 nt，DS -250.1，

RMSD 82.0 Å）、L7r （32 nt，DS -292.4，RMSD 

99.4 Å） 的 DS 值皆优于阴性序列 40 T （40 nt，  

DS -239.3， RMSD 91.5 Å ）。 其 中 L14r 共 与

RCA60 的 11 个关键氨基酸残基结合（R48、D75、

N78、 Y80、 D96、 D100、 G121、 R134、 R180、

E208、W211），距离小于5 Å的预测结合位点有20

个，P3r中的 4个核苷酸与RCA60活性口袋中 8个

残 基 （R48、 N78、 Y80、 D96、 D100、 R134、

R180、W211）紧密连接，包括 4个次级口袋残基

与3个初级口袋残基，共存在12个距离小于5 Å的

预测结合位点，L7r的2D结构为通过1个核苷酸相

连的2个茎环形式，其分子对接预测的结合位点则

产生在2个茎部分，与9个关键氨基酸相连（R48、

N78、 Y80、 D96、 D100、 Y123、 R134、 E208、

W211），存在 15 个距离小于 5 Å 的预测结合位点

（图2）。根据分子对接结果所示，推测三者具有良

好的与RCA60结合能力。

Fig. 2　The H-DOCK docking results of L14r, P3r and L7r
(a-c) The partial diagrams of RCA60 and L14r, P3r and L7r; (d-f) the binding of L14r, P3r and L7r to the primary and secondary active pockets of 

RCA60; (g-i) the docking bag details. Color annotation, yellow: RTA; green: aptamer; orange: primary pocket of RCA60; purple: secondary pocket 

of RCA60.
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        对 3 条随机区适配体进行 SPR 评价的结果表

明， L14r、 P3r、 L7r 与 RCA60 的 KD 值分别为

（109±20）、（167±19）、（228±68） nmol/L，与L14、

P3、L7 适配体的 KD 值 （（900±80）、（151±26）、

（526±40）  nmol/L）相比，L14r、L7r 的 KD值下降

至全长适配体的1/9和1/2，提示这两条全长适配体

中两侧过长的序列结构在与靶蛋白作用的过程中阻

碍了结合。对于 L14r，还可以从分子对接结果直

观性的发现，与活性口袋紧密结合仅有一段核苷

酸，提示可能还有进一步优化空间。P3全长序列

与截短序列KD值基本一致，两端长链形成的空间

结构对结合影响较不明显，说明固定序列为无效

序列。

2.3　确定最短结合单元及构建步进延长序列群

将L14r、P3r、L7r进行分子对接后，可顺利获

取 3 条适配体与 RCA60 活性口袋的结合位点。针

对上述 3 条随机区适配体，仅选取其与 RCA60 活

性口袋所结合的序列部分，将之往外扩展至该部分

能自折叠为一定的 3D结构，将上述序列作为最短

适配体结合单元（minimum aptamer binding motif，

MABM）。将 L14r、P3r、L7r 的 MABM 分别命名

为L14rm、P3rm和L7rm，分别比原随机区适配体

截短了 23、14、22 nt。进一步，对上述MABM构

建两端延长型的序列群，以期延长的游离核苷酸链

能通过与靶蛋白产生更多的相互作用位点而起到一

定的辅助结合效果，除了有利于溶液条件下的亲和

力评价，亦可明确MABM与RCA60结合的具体作

用规律。序列群组成如图3所示，共17条序列。

图4给出了3条MABM及其延长序列群的分子

对接结果，总结归纳了序列群的每条寡核苷酸与

RCA60 活性口袋中 14 个关键氨基酸的最短距离，

以此来推断两者结合的紧密程度。L14rm仅保留了

Fig. 3　The Mfold results of elongated sequences of L14r, P3r, and L7r
The dashed box represents the MABM. Color annotation, orange: G; yellow: C; blue: A, light bule: T.
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L14r 中 3' 端 的 茎 部 ， 分 子 对 接 预 测 L14rm         

（DS -232.1，RMSD 94.5 Å）与10个关键氨基酸相

连（R48、N78、Y80、D96、D100、Y123、E177、

R180、E208、W211），存在 18 个距离小于 5 Å 的

预测结合位点。以步进n=2构建其延长序列群，共

含5条序列。P3rm是含有5个碱基对的独立发卡结

构，DS值为-235.0，RMSD值为109.9 Å，与10个

关键氨基酸相连（R48、D75、N78、Y80、D100、

Y123、R134、E177、R180、E208）。其延长序列

群则构建了6条序列。

L7r 预 测 结 合 位 点 位 于 2 个 茎 末 端 之 间

（GGAGCT），将两侧延长两个碱基，形成了含有2

个碱基对的发卡结构，即将其作为 L7r 的 MABM

（L7rm）。L7rm （DS -272.5，RMSD 91.1 Å）分子

对接预测其与 13 个关键氨基酸相连（R48、D75、

N78、 Y80、 D96、 D100、 G121、 Y123、 R134、

E177、R180、E208、W211），存在 20个距离小于

5 Å的预测结合位点。其延长序列群则构建了 3条

序列。

经 SPR 测定，L14rm、L7rm 的 KD 值为 （64±

30）、174 nmol/L，说明两者与RCA60具有很好的

结合，验证了分子对接中预测的结合位点的正确

性，但 P3rm 的结构过于柔性，未测得有效的 KD

值，此时将其延长序列群重新逼近原P3r序列，应

可有助于恢复一定的结合力。因此，在确保

MABM能嵌合进入RCA60活性口袋的前提下，构

建两端延长序列群的策略是较为有效、简捷的。

两端延长序列群中，L14rm-1~L14rm-5两端分

别延长了 2 对碱基，L14rm-1~L14rm-3 DS 值逐渐

升高，连接关键氨基酸数目整体减少，提示此时未

形成稳定的茎部结构；L14rm-4和L14rm-5，分子

对接结果为L14rm-4 （DS -258.1，RMSD 94.4 Å）、

L14rm-5 （DS -281.4，RMSD 133.8 Å），关键性氨

基酸连接数目逐步增多 （图 4），对 DS 值较低的

L14rm-5 （DS -281.4，RMSD 133.8 Å） 进行 SPR

Fig. 4　The H-DOCK results of elongated sequences of L14rm, P3rm and L7rm
Two kinds of color annotation are shown. Color annotation for DS is from light blue to sky blue according to the decreased value; for minimum 

distances of different aptamer from 14 key amino acid residues in the primary and secondary pockets of RCA60 is from light green to dark brown, 

where white represents no interaction.
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测定，KD值为（158±46） nmol/L（表1，图5）。在

H-DOCK 结果中，L14rm-4 的 5'端 A3、G4、T5、

G6、 T7、 G8、 C9 与 RCA60 的 R125、 E127、

Q128、L133、 I205、T206、N209、S210、R213、

S228、P229、I230、Q231形成相互作用、L14rm-5

的 5'端的G1、G2、G3、G4、A5、G6、T7、G8与

RCA60的N88、N97、A101、D110、V111、Q112、

N113、R114、Y115、T116、F117 形成相互作用，

提示此时延长的核苷酸链起到一定的固定支撑的作

用，辅助两者结合，但最优适配体仍然为L14rm。

P3rm不与RCA60进行结合，将之逐步延长两

端直到构成P3r结构，其中P3rm-2、P3rm-6存在较

低 的 DS 值 ， KD 值 分 别 为 （375±175）、（629±    

126） nmol/L （表 1，图 5），进一步延长，两侧核

苷酸链形成第二个茎后恢复至P3r的结构，产生更

优的结合能力，提示P3r中第二个茎为辅助结合的

关键性结构，最终选择P3r为P3的最优适配体。

L7rm-1 （12 个氨基酸， 20 个结合位点）、

L7rm-2（6个氨基酸，7个结合位点）、L7rm-3（10

个氨基酸，14结合位点）连接氨基酸与距离小于 

5 Å的预测结合位点皆有所减少，提示结构的延长

阻碍了茎环结构进入蛋白质的活性口袋。而对接结

果 L7rm-1 （DS -227.1，RMSD 95.0 Å）、L7rm-2

（DS -283.8，RMSD 95.2 Å）、L7rm-3（DS -249.4，

RMSD 112.4 Å）显示DS值先下降再升高，L7rm-2

与 RCA60 结合效果更佳。SPR 测定结果表明，

L7rm-1、L7rm-3不具有结合能力，而L7rm-2的KD

值为（120±1） nmol/L （表 1，图 5），为L7的最优

适配体。

Fig. 5　SPR multiple cycle kinetic measurement results of L14r/P3r/L7r, L14rm/P3rm/L7rm and thereafter elongated 
sequences with RCA60
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3　结 论

针对目前适配体剪裁仍较依赖于经验驱动的现

状，本文针对蓖麻毒素的适配体，以分子对接模拟

为指导、灵活引入步进式序列群策略，驱动实验结

果评估验证，避免了人为判断因素，方便、快捷地

获得了最优适配体序列。所采用的分子对接的结果

参数（DS值、RMSD值）以及对接模型的模拟预

测具有较高的可信度，有效预测了各序列的结合可

能性。所选取的最短适配体结合单元，在两端延长

步进序列群的辅助下，仅使用了 17条适配体，就

得到了亲和力更强、序列最短的最优适配体。

L14rm、 P3r、 L7rm-2 的 KD 值分别为 （64±30）、

（167±19）、（120±1） nmol/L。 最 优 适 配 体 与

RCA60的亲和力提高到全长适配体的14、1、4倍，

也说明了本套基于分子对接和步进序列群的蓖麻毒

素适配体序列优化策略的独特价值。预期将在适配

体的结构剪裁方面有所裨益，也为蓖麻毒素的最优

适配体在传感和抑制剂等方面的应用奠定基础。
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Abstract　 Objective  To obtain the finest aptamers with stronger affinity and shortest sequences from the 

combination of molecular docking simulation and surface plasmon resonance (SPR) evaluation experimentation.

Methods  Towards three previously screened single-stranded DNA aptamers against ricin with 80 nt, L14, P3, 

L7, on the confirmation basis of binding ability between their 2D stem-loop sequences of random region with 

target proteins, the H-DOCK molecular docking was performed to guide the determination of their minimum 

aptamer binding motifs (MABM), and an elongated stepping sequence cluster was sequentially constructed. The 

affinity and kinetic parameters of the designed clusters were measured by SPR, in which the binding key 
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structures of the selected aptamers were depicted, and finally the finest aptamers could be selected. Results  All 

three random region aptamers, L14r, P3r and L7r, can form some certain hairpin structures, and the affinity of 

L14r is increased by nine times than L14, L7r increased by 2 times, and P3r kept the same. The results of 

molecular docking between the random region aptamers and ricin showed that, the docking scores of L14r, P3r 

and L7r were all lower than negative sequence of 40T, the number of key binding amino acids were 11, 8 and 9, 

and the predicted binding sites with distances less than 5 Å were 20, 12 and 15, respectively, indicating good 

binding ability with ricin. Further, the sequence composition of MABM, L14rm, P3rm and L7rm, were deduced 

from the binding structures confined in the ricin active pockets, and the elongated stepping sequence cluster was 

built. On the parameters including the number of key binding amino acids, binding sites, the docking scores, as 

well as the results of SPR evaluation, the finest aptamers were evolved, in which the affinity of L14rm and     

L7rm-2 continued to be increased by 1-2 times. Conclusion  The random region aptamer can effectively bind 

ricin with stronger affinity than the full-length aptamer. Molecular docking and stepping sequence clusters design 

can aid the fast evolution of three finest aptamers from only 17 sequences as well as the investigation of binding 

interaction. The KD values of the three finest aptamers against ricin, L14rm, P3r and L7rm-2, were (64±30), (167±

19) and (120±1) nmol/L, respectively, and the affinity was increased to 14, 1 and 4 times of the full-length 

aptamers.
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