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肿瘤相关碳水化合物抗原的适配体研究*
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摘要 肿瘤细胞异常的糖基化模式是癌症的标志，在恶性转化和癌症进展中起着至关重要的作用。不同机制导致的肿瘤相

关碳水化合物抗原（tumor-associated carbohydrate antigens，TACAs）不仅是临床肿瘤学诊断中公认的生物标志物，也为治

疗干预提供了特定的靶点。适配体作为抗体或凝集素的有力替代品，近年来在碳水化合物的识别中展现了潜在的应用价值。

本文聚焦于癌症中异常的糖基化改变，综述了目前TACAs识别适配体的开发进展。依据适配体筛选程序中的靶标来源，阐

述了针对3种类型靶标，包括糖类分子、蛋白质聚糖表位，以及血清糖类抗原的筛选策略。从筛选方法、性能指标及相关

应用性方面对适配体进行了总结，并讨论了当前研究中存在的问题和未来发展方向。
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细胞表面丰富的碳水化合物除了构成能源和结

构要素外，还蕴含着大量的生物信息。异常的聚糖

表达已被发现参与涉及癌症的许多基本生物过程，

与肿瘤的发展和转移密切相关［1-2］。聚糖的特征结

构既可作为有价值的生物标志物用于疾病诊断，也

可以作为治疗靶点用于药物研发［3-7］。开发具有高

亲和力和高特异性识别的聚糖特异性识别制剂，是

与碳水化合物相关的基础研究以及临床相关的诊断

和治疗应用的核心。

不受直接遗传控制的聚糖生物合成和巨大的结

构复杂性长期以来阻碍了该领域的进一步进展［3-4］。

尽管目前基于抗体和凝集素靶向聚糖的方法在肿瘤

的临床诊断和预后中取得了很大进展，但这两种方

法都存在着一些局限性，例如抗体的生产仍然是一

个复杂且昂贵的过程［8-9］，凝集素固有的低亲和力

和特异性阻碍了其检测性能［10-11］。适配体是功能性

的单链DNA或RNA寡核苷酸，能够与小分子、蛋

白质以及整个细胞等一系列目标物种特异性结

合［12-14］，有望用于解决上述问题。近年来，适配

体在碳水化合物的识别中越来越受到关注，但相关

的文献综述仍然停留在十几年前［15］，与肿瘤生物

标志物有关的描述也在五年前被报道［16］。本文将

就肿瘤相关碳水化合物抗原的核酸适配体的最新进

展进行综述和评论。

1　癌症中的糖基化

细胞中存在着丰富的含有共价连接聚糖的复合

生物大分子，统称为糖复合体［17］。这些复合糖类

包括糖蛋白、蛋白聚糖和糖脂等多种类型，广泛分

布于细胞表面、细胞内分泌颗粒，以及构成细胞外

基质成分。糖蛋白分子中的聚糖含量和组成因蛋白

质不同而异，有的可高达20%，通过多种方式影响

蛋白质的结构和功能。蛋白聚糖以聚糖含量为主，

由糖胺聚糖共价连接于不同的核心蛋白质形成，是

构成细胞间基质的重要成分。糖脂则由聚糖和脂质

组成，是细胞膜脂的主要成分。此外，体内还存在

蛋白质、糖与脂质三位一体的复合物，即通过糖基

磷 脂 酰 肌 醇 （glycosylphosphatidylinositol， GPI）

连接到细胞膜上的GPI锚定蛋白。这些聚糖结构中

蕴含大量的生物信息，参与许多具有生理和病理意
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义的生物学功能，包括细胞间的识别和黏附、宿主

与病原体的相互作用、受精和胚胎发育、神经系统

发育、激素调节、肿瘤转移调节、免疫监视和促进

炎症反应等［18-19］。

与正常细胞相比，肿瘤细胞通常表现出异常水

平和结构的聚糖形式，其改变主要归因于糖基转移

酶和糖苷酶的过表达或下调［20-21］。Hakomori 和

Kannagi［22］首先提出了与肿瘤相关的碳水化合物改

变的两种主要机制，即所谓的不完全合成和新合成

过程。不完全的合成过程通常在癌症的早期阶段发

生，是上皮细胞中表达的复杂聚糖正常合成受损的

结果，导致了截短结构的生物合成，如黏蛋白型肿

瘤抗原的 O-聚糖截短，表达在胃肠癌和乳腺癌。

相反，新合成通常在癌症的晚期阶段观察到，是添

加的某些糖类决定簇，如糖脂和糖蛋白中唾液酸化

路易斯抗原的出现、不同的岩藻糖基化，以及唾液

酸化的末端结构等。这些异常的聚糖合成被认为是

癌症的标志，并随着肿瘤侵袭性的发展变得更加

明显。

糖基化的改变影响着癌症进展中的关键生物过

程，包括肿瘤转移、血管生成、癌细胞代谢和免疫

逃逸等［23-27］。恶性肿瘤发展的部分特征在于肿瘤细

胞克服细胞间黏附和获得侵袭周围组织的能力，唾

液酸化增加可通过局部负电荷间的静电排斥促进肿

瘤肿块的分离，E钙黏蛋白上异常的N-聚糖中则可

以稳定黏附连接，便于后期肿瘤成灶。肿瘤细胞上

唾液酸化的路易斯抗原可通过与选择素的相互作用

促进肿瘤细胞与血管内皮细胞的黏附，从而介导癌

转移和侵袭。在肿瘤细胞迁移的过程中，整联蛋白

是N-聚糖的载体，是细胞外基质中信号的重要受

体。血管内皮细胞生长因子受体（VEGFR）的异

常糖基化调节其与半乳糖凝集素的相互作用，并与

肿瘤血管生成有关。此外，癌细胞中增加的β-N-乙

酰葡糖胺的单糖基 （O-GlcNAc） 修饰可以充当

“营养传感器”，调节代谢以响应于变化的营养状

况。肿瘤特异性聚糖和免疫细胞上凝集素的相互作

用参与调节肿瘤的微环境，导致癌细胞对免疫系统

抗性的出现。例如，癌细胞表面聚糖的改变可以调

节唾液酸结合免疫球蛋白型凝集素 siglec-7介导的

自然杀伤细胞的细胞毒性，并有助于逃避免疫等。

这些糖基化的改变伴随着肿瘤细胞行为的变化，在

整个癌症发展和进展中都是活跃的参与者。

由于糖基化的改变与肿瘤的恶性发展密切相

关，异常聚糖结构可以作为生物标志物，是肿瘤诊

断、药物治疗以及生物医学成像的潜在靶标［28-29］。

已发现一些典型的聚糖表位在肿瘤细胞上独特表

达，这些修饰的碳水化合物表位被定义为肿瘤相关

碳水化合物抗原 （tumor-associated carbohydrate 

antigens，TACAs）［30］。简单的 TACAs 如终端聚糖

表位包括唾液酸、多聚唾液酸、唾液酸化路易斯抗

原和 Globo H，某些含唾液酸的糖鞘脂 GM1a、

GM2、GM3、GD2、GD3，以及 O-聚糖截短形式

sTn、TF 和 Tn 等。此外，一些肿瘤相关蛋白的    

N-糖基化复杂聚糖、血清糖类抗原也在近年来受

到越来越多的关注。发展针对这些聚糖的靶向制剂

不仅有助于癌症临床诊断和治疗方法的开发，也将

是肿瘤学相关基础研究中的有效工具。

2　聚糖识别的挑战和天然受体

与核酸和蛋白质合成不同，聚糖的生物合成并

没有模板的指导，而是依靠细胞中一系列酶的表达

和活性水平，特异性和有序性地组装成聚糖结构。

尽管组成聚糖的单糖种类和数量有限，但由于不同

单糖的性质和连接顺序、链的可能分支以及糖苷键

的位置和构象，聚糖结构具有显著的复杂性和多样

性。此外，聚糖可以通过一系列的单糖修饰进一步

多样化，包括甲基化、硫酸化、乙酰化和磷酸化

等［10］。因此，聚糖识别受体的开发存在独特的挑

战性，且需要多种策略来实现对生物医学相关聚糖

及其衍生物的选择性识别。

疾病特异性聚糖特征的鉴定和表征是开发新型

诊断标志物的第一个关键步骤，通过各种方法例如

色谱和毛细管电泳分离和检测从糖复合体中释放的

荧光标记聚糖，并结合质谱技术进行更详细的糖组

学和糖蛋白组学分析［31-32］。然而，一旦鉴定了潜在

的聚糖标志物，则需要高灵敏度的分析方法以便用

于临床实践，因此高亲和力和特异性的生物识别元

件十分重要。

一些TACAs 是极好的肿瘤生物标志物，长期

以来一直通过使用凝集素和单克隆抗体来检测。凝

集素作为碳水化合物的天然结合蛋白，广泛存在于

进化树的所有分支中，从微生物到真菌、动植物的

所有生物体中都有被发现。虽然在大多数情况下，

当凝集素组装成低聚结构时可以显示出较高的亲和

力，但其表面的浅凹槽结合口袋决定了它们对单糖

和相似聚糖末端结构的选择性不足［10， 33］。使用凝

集素进行聚糖识别的主要优势在于低成本的粗样品

检测，凝集素微阵列技术可实现复杂样品的高通量
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分析。此外，单克隆抗体是临床应用中癌症诊断和

治疗中最有效的生物制剂类别之一。然而聚糖对抗

体的产生提出了严峻的挑战，TACAs的不良免疫

原性、糖基序列的相似性，以及用于产生抗体的标

准宿主生物中固有表达的多种复杂聚糖都限制了相

应抗体的开发［8-9］。尽管已有一些抗聚糖抗体被批

准或正在临床试验中用于治疗癌症，例如 GD2、

GD3、路易斯抗原Y的抗体等［8］，总体来说碳水化

合物结合单克隆抗体的开发在数量和质量上都严重

落后于抗蛋白质/肽单克隆抗体。

3　TACAs识别相关核酸适配体的发展

适配体是一类能与目标分子特异性结合的单链

DNA/RNA寡核苷酸序列，这些序列能够折叠成稳

定的三级结构，对有机小分子、金属离子、蛋白

质、碳水化合物、细胞和病毒等表现出亲合性的功

能。作为一类亲和配体，适配体显示媲美传统抗体

的结合性能，同时还具有分子质量小、稳定性好、

合成容易、修饰方便等特点，因此在生物医学研究

等领域极具吸引力［34-37］。

适配体通常通过指数富集的配体系统进化

（systematic evolution of ligands by exponential 

enrichment，SELEX）筛选获得［38-39］。将核酸文库

与靶标分子孵育，经过多轮迭代筛选循环后，通过

序列测定和固相合成制备得到最终特异性识别靶分

子的适配体。经过多年的发展，SELEX已经研究

和开发了一系列方法［40-43］，并在提高序列性能或

探索筛选机制方面显示出独特的优势。SELEX方

法在文库设计、靶标类型、载体材料、筛选平台等

方面的改进，使得适配体的筛选技术更加高效和准

确。后SELEX的适配体优化策略，如剪裁、化学

修饰和诱变，可进一步改善适配体的结合亲和力、

靶向特异性、结构刚性、热稳定性和核酸酶抗性。

随着计算领域的发展，人工智能算法也正在影响着

SELEX。基于机器学习和生物信息学工具可以设

计出与小分子或蛋白质结合的适配体，将成为克服

传统 SELEX 工艺在时间、成本和可行性方面的

关键［44］。

由于其良好的特性，例如高稳定性、生产简

单、低廉的成本和生物相容性，适配体可以作为凝

集素或抗体的替代品，用于TACAs的检测和靶向

识别。尽管糖和寡核苷酸之间的非共价结合的相互

作用有限，因为糖类分子的结构中几乎没有带电基

团和芳香环部分，限制了疏水位点和氢键的相互作

用。目前已有相当多的工作描述了TACAs的各种

适配体，并具有μmol/L~nmol/L水平的亲和力。本

文将这些TACAs识别适配体进行归纳和整理，依

据 SELEX 程序中的靶标来源，分为 3 类来进行综

述：a. 糖类分子作为靶标；b. 蛋白质聚糖表位作为

靶标；c. 血清糖类抗原作为靶标。

3.1　糖类分子作为靶标

唾液酸、聚唾液酸（poly-SA）、唾液酸化的路

易斯抗原，以及某些神经节苷脂是相对简单且具代

表性的TACAs，它们大多可以从商业化途径获得。

直接以这些糖类分子作为靶标，即可筛选获得相应

的适配体。图1为常见的TACAs结构，表1为代表

性的TACAs适配体。通过SELEX方法的改进和后

SELEX 的适配体优化，适配体的平衡解离常数

（KD）可达到nmol/L水平，在生物技术、诊断和治

疗中显示出了巨大的潜力。

Table 1　Representative TACA-binding aptamers
表1　代表性的TACAs适配体

靶标

Neu5Ac

Neu5Ac

Neu5Gc

poly-SA

sLeX

sLeX

Globo H

GD2

GM3

GM3

筛选方法

靶标固定的琼脂糖珠-SELEX

文库固定的MB-SELEX

靶标固定的微孔板-SELEX

文库固定的MB-SELEX

靶标固定的琼脂糖珠-SELEX

文库固定的MB-SELEX

靶标固定的MB-SELEX

体内和体外的组合SELEX

靶标固定的MB-SELEX

微流体-SELEX

核苷酸

RNA

DNA

DNA

DNA

RNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

KD*

1.35 nmol/L

55.71 nmol/L

0.15 nmol/L

114 nmol/L

3.3 nmol/L

23.01 nmol/L

0.7 μmol/L

21.21 nmol/L

4.9 μmol/L

17.51 μmol/L

KD值测定方法

表面离子体共振

荧光测定

酶联免疫吸附测定

荧光测定

表面离子体共振

荧光测定

等温滴定量热法

荧光测定

平衡过滤透析法

等温滴定量热法

参考文献

［45］

［46］

［47］

［48］

［49］

［50］

［51］

［52］

［53］

［54］

时间/年份

2013

2021

2013

2022

2001

2022

2014

2021

2004

2019

*平衡解离常数（KD）=解离速率常数（Koff） / 结合速率常数（Kon），KD值越小，代表配体与受体间的亲和力越强［42-43］。
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3.1.1　唾液酸

唾液酸（SA）是九碳糖神经氨酸（Neu）酰化

衍生物的总称，广泛分布于自然界中［55］。唾液酸

是哺乳动物细胞表面聚糖的关键单糖构建块，在人

类中最常见的形式是N-乙酰神经氨酸（Neu5Ac）。

癌细胞中唾液酸转移酶活性的增加导致细胞表面糖

复合体的异常唾液酸化，有助于肿瘤细胞增殖、转

移、免疫逃避和耐药性。另一个重要的唾液酸成员

是N-乙醇酰神经氨酸（Neu5Gc），它虽然不存在于

健康人的组织中，但可以表达在一些内脏癌中，如

肝癌、胃癌和结直肠癌等。因此，对唾液酸的测定

为评估细胞的正常和病理过程提供了机会。

唾液酸是天然阴离子单糖，核酸分子上大量的

带负电荷磷酸基团可能会影响寡核苷酸文库向唾液

酸分子的富集。为了筛选对Neu5Ac具有高亲和力

的适配体，Cho等［45］使用酶学方法以有序的方向

将Neu5Ac固定在表面上（图2a）。因为Neu5Ac具

有 5个羟基官能团和 1个羧基官能团，常规的化学

偶联方式导致多个官能团以随机取向固定在支持物

表面。他们利用 α-2,3-唾液酸转移酶催化 Neu5Ac

从胞苷5'-单磷酸唾液酸（CMP-Neu5Ac）转移到固

体支持物表面，指导了Neu5Ac的定向固定化。作

者认为，与随机固定化Neu5Ac的方式相比，位点

特异性固定化有助于文库向Neu5Ac特定表位的富

集和识别。筛选获得的 RNA 适配体具有明显的   

高亲和力 （KD=1.35 nmol/L），是对应的凝集素

（SNA）的约 1/60。进一步，他们将该适配体的核

心结合域与具有自切割活性的核酶偶联，设计了适

配体酶传感器。在Neu5Ac存在下，适配体通过构

象变化改变酶的催化活性，进而影响底物荧光信号

的释放。适配体酶传感器可以有效地识别Neu5Ac

单体及其偶联聚糖（唾液酸乳糖、CMP-Neu5Ac和

poly-SA），而对非唾液酸糖（麦芽糖、葡萄糖和蔗

糖）基本没有响应。然而，最近的另一项研究工作

中对 Neu5Ac 不同官能团固定化的适配体筛选结

果，似乎并不完全支持以上观点。一项比较研

究［46］ 使 用 了 3 种 不 同 的 基 于 磁 珠 （MB） 的

SELEX 方法来筛选 Neu5Ac 特异性 DNA 适配体

Fig. 1　Structures of TACAs
图1　TACAs结构
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（图 2b）。两种方法属于靶标固定化的SELEX，由

于靶标Neu5Ac同时具有羟基和羧基，通过不同的

官能团将其固定在MB上，以研究官能团对适配体

筛选的影响。另一种方法属于DNA文库固定化的

SELEX，将单链 DNA 文库固定在 MB 上，而

Neu5Ac在筛选过程中保持自然构象以竞争性地从

MB上置换适配体序列。结果表明，偶联到MB上

的官能团的差异对筛选效率没有明显的影响，而

DNA文库固定化的SELEX在富集具有高亲和力的

序列方面表现出更高的效率。最优适配体 ap3-1经

截短优化后亲和力 （KD=55.71 nmol/L） 进一步增

加，构建的Neu5Ac荧光生物传感器可以轻松区分

Neu5Ac 与其他唾液酸单糖 （Neu5Gc、3-脱氧-D-

甘油-D-半乳壬酮糖、葡萄糖、蔗糖和麦芽糖），选

择性性能优于先前报道的Neu5Ac的RNA适配体。

另一个唾液酸成员Neu5Gc特异性的DNA适配体序

列也被开发［47］。通过将Neu5Gc羧基官能团固定化

的方式，体外筛选获得的适配体N8具有最高结合

常数值为 6.68×109 L/mol，但缺乏相应的选择性表

征数据。基于该适配体建立的免疫层析试纸生物传

感器可用于肿瘤患者组织中的 Neu5Gc 的视觉检

测，是一种简单、快速、灵敏的床旁检测替代

技术［56］。

3.1.2　聚唾液酸（poly-SA）

poly-SA是由2个及以上唾液酸残基（Neu5Ac）

形成的线性均一多聚糖链，聚合长度通常在8~400

之间［57］。poly-SA 主要附着在神经细胞黏附因子

（neural cell adhesion molecule，NCAM） 上，在调

节细胞间黏附、细胞迁移、神经发育和重塑过程中

发挥关键作用。正常成人组织中的 NCAM 缺乏

poly-SA表达，但在一些肿瘤组织，如成神经细胞

瘤、肾母细胞瘤、乳腺癌、非小细胞肺癌和小细胞

肺癌中存在poly-SA的再表达［58］。因其带有大量负

电荷且具有亲水性，poly-SA能减弱细胞间的黏附

作用及细胞与基质间的相互作用，从而促进癌细胞

的分离、浸润和远端转移，以及肿瘤向脑部转移的

倾向。

最近的一项工作中，Chen等［48］以三聚唾液酸

（tripolysialic acid，TPSA） 为靶标筛选了 poly-SA

特异性适配体。采用 DNA 文库固定化的 MB-

SELEX技术，获得的核酸适配体不仅能特异性识

别 Neu5Ac， 还 能 识 别 含 有 α -2, 8- 糖 苷 键 的           

poly-SA。最优适配体 Apt3 具有最高的亲和力          

Fig. 2　Different SELEX strategy for SA aptamers
图2　针对SA适配体的不同的SELEX策略

（a）Neu5Ac以位点特异性方式固定在固体支持物上以及适配体酶传感器的设计；（b） 3种不同的基于MB的SELEX方法。
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（KD=114.0 nmol/L） 和中等特异性，它能够将

TPSA与其他种类的糖类（蔗糖、乳糖、麦芽糖和

葡萄糖） 区分开来，但也表现出与 Neu5Ac 和

CMP-Neu5Ac的结合能力。以该适配体作为识别元

件，他们构建了一种基于荧光共振能量转移的新型

荧光生物传感器应用于人血清样品中poly-SA的超

灵敏检测，具有检测范围宽、检测限低、抗干扰性

好等特点。

3.1.3　唾液酸化的路易斯抗原

唾液酸化的路易斯抗原是一种表达在肿瘤组织

细胞表面糖脂和糖蛋白上的一组碳水化合物结构，

主要表达在粒细胞和某些肿瘤细胞表面，如结肠

癌、肺癌、乳腺癌等［59］。它是内皮细胞选择素蛋

白的配体，介导肿瘤细胞与血管内皮细胞间的黏附

作用，引起肿瘤的转移和扩散［60］。

最早在2001年报道［49］的唾液酸化的路易斯抗

原X（sialyl Lewis X，sLeX）特异性RNA适配体通

过靶标固定化的SELEX技术获得，显示出与市售

抗体相当甚至更好的结合能力，具有极低的解离常

数（KD=3.3 nmol/L）。尽管该适配体与 sLeX的结合

亲和力是乳糖的 100 倍，但对其他路易斯抗原

（sLeA、LeX、LeA）的选择性不明显，结合亲和力

仅高出 5~10 倍。RNA 适配体对表达 sLeX的 HL60

细胞与E选择素和P选择素的黏附具有抑制作用，

这表明其有潜力用作抗炎治疗的细胞黏附抑制剂。

直到近期才有另一项工作利用文库DNA固定化的

MB-SELEX 技术筛选了 sLeX 特异性的 DNA 适配

体［50］。最优适配体的 KD 为 23.01 nmol/L，但对

sLeX组成单元（LeX、Neu5Ac和半乳糖）也有较高

的结合力，选择性只有2~3倍。sLeA也被命名为碳

水化合物抗原19-9（CA19-9）［61］，在结肠癌和胰腺

癌患者的血清中被发现，并在临床中被用作胰腺癌

和其他胃肠道肿瘤的血清生物标志物，用于判断预

后、术后监测和监测临床对治疗的反应。已被报道

的一个针对 CA19-9 的适配体［62］具有很高的亲和

力 （KD=20.05 nmol/L），但并没有进行选择性测

试。此外，LeY抗原也被发现过表达于大多数腺上

皮来源的肿瘤细胞表面，且与肿瘤的生长、浸润、

转移密切相关［63］。LeY被认为是一个重要的肿瘤相

关糖抗原，临床试验中已有抗LeY单克隆抗体被开

发［64］，但目前尚无相应的适配体被报道。

3.1.4　鞘糖脂（GSL）

GSL是以神经酰胺（Cer）为母体，通过糖苷

键与聚糖共价连接而形成的复合脂［65］。GSL是细

胞膜脂的普遍成分，在分子信号传导、细胞黏附和

运动中发挥重要作用，使得大多数亚型不适合作为

癌症治疗的靶标。然而，与肿瘤相关的GSL包括

Globo H，以及含有唾液酸的鞘糖脂，可以通过控

制细胞黏附、运动和生长、上皮-间质转化、转移

以及耐药性来影响癌症的进展［66］。

最常见的 Globo 系列的癌症相关 GSL 抗原是

Globo H 神经酰胺，Globo H 残基参与常见肿瘤内

的免疫抑制和血管生成［67］。它在几种癌症中过表

达，包括乳腺癌、胃癌、肺癌、卵巢癌、子宫内膜

癌、胰腺癌和前列腺癌等。Wang等［51］使用一种新

的逐步序列构建 SELEX 方法来开发能够识别

Globo H的DNA适配体（图3a），即在SELEX程序

中逐步延伸DNA文库序列的长度，以确保所有可

能的序列都参与筛选过程。对于第一个SELEX程

序，合成含有 15个碱基随机区域的寡核苷酸文库

用于体外筛选。经过7轮体外筛选，对产物克隆和

测序，并选择与Globo H具有最高亲和力的特异性

适配体用于序列构建。通过在5'端和3'端将适配体

的长度各延长 7 个碱基随机区域，以生成新的

DNA文库用于第二个SELEX程序。在执行第二个

SELEX程序后，同样在最优适配体的两端各延长7

个碱基随机区域以生成新的DNA文库用于第三个

SELEX程序。通过第三个SELEX程序获得的命名

为241163的适配体结合亲和力（0.7 μmol/L）比第

一个 SELEX 程序的名为 24 的适配体（23 μmol/L）

好 30倍，表明DNA适配体与Globo H的结合力增

强。DNA 适配体 241163 能够区分与 Globo H 具有

显著结构差异的聚糖 （乳糖和甘露四糖），但对

Globo H类似物（甘露九糖、Globo四糖和Globo五

糖）有相似的结合亲和力。将该适配体与有机染料

偶联可作为一种有效、准确的分子标记探针，用于

在纳米尺度上的 Globo H 直接观察［68］。结合超分

辨率显微镜，可视化了Globo H在癌细胞膜上的详

细分布和空间聚类，为进一步理解癌症中碳水化合

物的空间结构和功能之间的关系提供了依据。

糖基部分含有唾液酸的鞘糖脂，常称为神经节

苷脂［69-70］。神经节苷脂分布于神经系统中，其头部

复杂的碳水化合物参与细胞间相互识别，因此在细

胞生长、分化，甚至癌变时具有重要作用。神经节

苷脂可根据含唾液酸的多少以及与神经酰胺相连的

糖链顺序命名，M、D、T 分别表示含 1、2、3 个

唾液酸，下标 1、2、3 表示与神经酰胺（Cer）相

连的糖链顺序（图 1）。目前与临床抗肿瘤治疗效
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用最相关的是二唾液酸神经节苷脂GD2
［71-72］。它在

正常组织中的表达水平较低，而在大多数神经母细

胞瘤（NB）、黑色素瘤和视网膜母细胞瘤以及几种

尤因氏肉瘤中大量表达。它可诱导酪氨酸磷酸化，

激活多种激酶途径，导致癌细胞增殖、迁移和侵袭

能力增强。Zhang 等［52］ 使用体内和体外的组合

SELEX方法成功筛选了GD2的DNA适配体DB99，

对GD2具有高亲和力（KD=21.21 nmol/L）。该适配

体不仅可以区分 GD2阳性和阴性细胞，而且可将

GD2与对照神经节苷脂（GM1a、GD3和GM2）区分

开。基于此GD2适配体，他们构建了一种多功能、

可生物降解的纳米药物靶向递送系统，用于靶向转

运阿霉素（Dox）和小干扰 RNA （siRNA）药物，

在肿瘤细胞和小鼠模型中表现出有希望的抗癌应用

和生物安全性。同年，该课题组也报道了另一个体

内 SELEX 方 法 获 得 的 GD2 的 DNA 适 配 体

DB67［73］，同样展现出对GD2阳性细胞的特异性结

合，但没有给出具体的KD值。适配体DB67介导的

pH敏感药物递送系统，能够靶向GD2阳性的肿瘤

细胞并释放Dox药物，延长小鼠存活期并抑制肿瘤

生长，显示出增强的抗NB肿瘤治疗效果。此外，

其他类型的神经节苷脂，如GD3、GM2、GM3和岩

藻糖基GM1也被报道和恶性肿瘤相关联［70］，但相

应的适配体鲜有开发。一个关于神经节苷脂 GM3

的DNA适配体在2004年被报道。为了获得具有高

亲和力的适配体，Masud 等［53］ 采用靶标固定的

MB-SELEX程序从阳离子修饰的DNA文库中筛选

唾液酸乳糖结合适配体。修饰的DNA文库是通过

对称和随后的不对称PCR制备的，使用在C5位置

带有末端氨基的胸苷三磷酸 （TTP） 衍生物 （图

3b） 和其他三个天然核苷酸，以及 KOD Dash 

DNA聚合酶，所得DNA文库中除前引物区域外所

有胸苷残基均被修饰的胸苷替换。获得的适配体由

于胸苷上带正电荷的氨基修饰，增加了对带负电荷

的唾液酸乳糖的结合（KD为μmol/L级），但没有进

行选择性测试。另一个被报道的GM3适配体［54］是

利用微流体装置快速筛选获得的，结合亲和力为

17.51 μmol/L。由于该适配体尚未进行结构上的优

化，较低的亲和力是可以理解的。

3.2　蛋白质聚糖表位作为靶标

表位特异性SELEX是针对聚糖区域有效筛选

适配体的另一种可能性。在这种类型SELEX程序

中（图4a），靶标分子为工程化的糖基化肽或糖基

化蛋白，且通常需要引入相应的非糖基化变体作为

阴性靶标来进行反向筛选，以引导靶向聚糖部位的

序列富集。该方法的最大优势在对于一些难以化学

合成和商业化获取的复杂结构聚糖，特别是N-连

接聚糖的适配体筛选工作中的可行性。此外，某些

N/O-糖基化位点处的核心肽序列也是抗原决定簇，

因此筛选获得的适配体可同时具有对肽和糖两个区

域的双重识别。

Fig. 3　Different SELEX strategy for GSL aptamers
图3　针对GSL适配体的不同SELEX策略

（a）逐步序列构建的SELEX方法用于Globo H适配体（N代表任意碱基）筛选；（b）修饰的TTP结构用于GM3适配体筛选。
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3.2.1　黏蛋白型O-糖基化

MUC1 （CD227）是黏蛋白家族（mucins）的

一员，一种 I 型跨膜糖蛋白［75］。正常细胞中，

MUC1胞外区结构为一个大的、高度糖基化的N端

结构域，而在肿瘤中，虽然其蛋白质核心的糖基化

位点与正常MUC1相同，但碳水化合物侧链明显要

短得多，且以唾液酰基为末端（图4b）。简单的黏

蛋白型 O-糖基化抗原，如 Tn 抗原（CD175）、TF

抗原（CD176）和唾液酸Tn抗原（sTn，CD175s），

是抗肿瘤治疗的非常有吸引力的靶点，因为它们在

大多数胃癌、结直肠癌、卵巢癌、乳腺癌和胰腺癌

中高度表达，而在健康组织中未检测到［76］。

MUC1的胞外多肽骨架含有空间结构稳定一致

的可变数目重复序列 （variable number of tandem 

repeats，VNTR），该区域富含 O-糖基化位点。肿

瘤细胞上MUC1糖链的改变，导致该区域的核心肽

抗原表位和糖抗原表位暴露出来，从而具有免疫原

性。一项适配体筛选工作以5个MUC1串联重复序

列的O-糖基化形式MUC1-5TR-GalNAc （Tn抗原）

作为靶标，获得了短的单链DNA适配体［77］。最佳

的适配体 5TRG2 对 Tn 抗原的亲和力达到 KD 为 

18.6 nmol/L，且可以很容易地区分含有或不含有

GalNAc残基的肽靶标。电泳迁移率位移测定显示

出 5TRG2 对单独的肽（5TR）和糖（GalNAc）这

两个区域也有一定程度的结合。合成DNA适配体

可以用作递送载体，将光动力治疗剂等前药货物特

异性地输送到上皮癌细胞，光激活以产生破坏性的

单线态氧而诱导细胞死亡。

3.2.2　蛋白质N-糖基化

一些肿瘤相关蛋白质的N-糖基化在近年来受

到越来越多的关注，尽管其确切的糖基化模式和糖

型变化尚未完全明了，已有少数研究者发展了靶向

这些特征聚糖结构的适配体。

血 管 内 皮 生 长 因 子 （vascular endothelial 

growth factor，VEGF）是一种高度保守的外分泌型

糖蛋白，可与肝素结合且选择性诱导血管内皮细胞

增殖［78］。VEGF 在肿瘤组织中的高水平表达与多

种肿瘤的发生和预后不良有关，如肺癌、肝癌、大

肠癌、卵巢肿瘤和神经系统肿瘤等。抗血管形成是

抑制肿瘤的扩散和转移的研究方向，因此VEGF已

成为药物开发的重要靶点。VEGF的N-糖基化肽片

段是肝素结合域的暴露部分，靶向结合该表位的

DNA适配体已被成功开发［79］。由于在SELEX策略

中包括了糖基化VEGF肽靶标的正向筛选和非糖基

化变体的反向筛选，最好的核酸适配体能够区分仅

因单个糖基化位点而不同的肽变体，且对糖基化

VEGF肽的亲和力（KD=2.5 μmol/L）是非糖基化变

体的 52倍。然而这项研究并未显示核酸适配体识

别天然VEGF的可行性，后续也没有在细胞和体内

应用的研究进展。

Fig. 4　SELEX strategy for targeting glycan epitope of proteins
图4　蛋白质聚糖表位作为靶标的SELEX策略

（a）表位特异性SELEX；（b）癌细胞MUC1结构；（c）分子印迹的磁珠用于聚糖结合适配体筛选［74］。
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前列腺特异性抗原 （prostate specific antigen，

PSA）是由前列腺上皮细胞产生的分泌蛋白，具有

极高的组织器官特异性。PSA在正常人血清中含量

极微，是诊断和预测前列腺癌的金标准。已有研究

表明，在肿瘤发生过程中，PSA的聚糖结构会发生

细微变化，检测这些特异性糖基化变化可能为临床

应用提供新的视角［80］。Díaz-Fernández等［81］首次

开发了靶向PSA聚糖结构域的DNA适配体。通过

在SELEX 程序中引入非糖基化的PSA蛋白进行反

向筛选，可将序列引导至聚糖部分。获得的适配体

虽然能够区分人 PSA 和非糖基化蛋白，但对具有

相似聚糖结构的蛋白质没有区分能力。为了实现核

酸适配体的更精细靶向，作者引入了更严格的反向

筛选步骤，使用PhoSL凝集素阻断序列对蛋白核心

岩藻糖的结合［82］。通过利用这种方法，新开发的

适配体PSAG-1可以识别蛋白质最内层的糖残基和

糖基化位点周围的肽区域。结合对适配体的结构预

测和截断研究，证实了适配体PSAG-1不仅具有高

亲和力（KD为 72 nmol/L），而且能够将人 PSA 与

具有非常相似的聚糖结构蛋白（如中性粒细胞明胶

酶 相 关 脂 质 运 载 蛋 白 （NGAL） 和 甲 胎 蛋 白

（AFP））区分开来。在电化学传感器中使用糖靶

向 PSA适配体和抗 PSA适配体（显示仅与 PSA的

蛋白质区域结合）构建三明治夹心结构，可用于定

量检测血清中的人PSA。

还有一些有趣的工作，巧妙地利用非肿瘤肽或

蛋白作为聚糖支架，筛选了靶向某些肿瘤相关的复

杂聚糖结构的适配体。Li等［74］以转铁蛋白作为糖

链来源，其胰蛋白酶解产物中的特定糖肽为阳性靶

标，引入人工合成的非糖肽用于反向筛选，成功获

得了对一个双触角双半乳糖基二唾液酸化N-聚糖

结构 A2G2S2 结合的适配体 （图 4c）。由于在

SELEX程序中使用分子印迹的磁珠作为糖肽靶标

固定和分离的基底材料，该方法避免了繁琐的聚糖

制备过程，并使天然复杂聚糖的构象易于暴露。基

于A2G2S2聚糖在肝癌患者中上调的表达量，作者

验证了该适配体在肝癌细胞靶向成像中的应用。最

近，该课题组［83］又提出了一种基于分子印迹磁珠

的消减SELEX策略，获得了高甘露糖聚糖的适配

体。该策略选取糖蛋白核糖核酸酶B和非糖蛋白核

糖核酸酶A作为交替的筛选靶标，两种蛋白质除了

一个高甘露糖基化位点外具有相同的三级结构。筛

选获得的高甘露糖聚糖的适配体不仅具有对乳腺癌

细胞和正常乳腺细胞的区分能力，而且展示了对病

毒抗原蛋白的有效识别和阻断能力。尽管这两个工

作中适配体对聚糖的亲和力（μmol/L 水平）和选

择性并不突出，但为开发其他有价值的复杂聚糖的

适配体提供了一种新思路。

3.3　血清糖类抗原作为靶标

一些最常见的临床上用于癌症诊断和恶性进展

监测，以及疾病复发的预后生物标记物，是肿瘤相

关血清糖类抗原［84-86］。它们是肿瘤细胞分泌的一

系列糖蛋白类物质，已被证明具有异常的癌症相关

糖基化。如表2所示，这些糖类抗原大多因对应的

单克隆抗体识别而命名，如碳水化合物抗原

CA125、CA153、CA724、CA199等。糖类抗原对

于恶性肿瘤的敏感性尤为高，依据其数值能够相对

特异性地提示肿瘤在人体内的生长部位，并判断患

者的病情严重程度。尽管已有多种基于抗体的商业

检测试剂盒可用，识别这些糖类抗原的新型适配体

的开发仍然具有重要价值，例如在成本和批量检测

上的优势。以这些血清糖类抗原作为靶标，已有相

应的适配体被筛选出来［62， 87-89］。除此之外，常见

的血清肿瘤标志物如癌胚抗原（CEA）、碱性磷酸

酶（ALP）也都是糖蛋白，以其筛选获得的适配体

具有对蛋白质和聚糖的混合识别［89-90］。适配体通

常展现出很高的亲和力 （KD 值大多在 nmol/L 水

平），可方便地用于生物传感器的构建和高灵敏度

的疾病标志物检测［91-92］。

Table 2　Common clinical serum CA biomarkers and their aptamers
表2　临床应用中常见的血清糖类标志物及其适配体开发

CA153

CA125

CA125

CA724

MUC1

MUC16

MUC16

STn

靶标固定的MB-SELEX

毛细管电泳-SELEX

靶标固定的微孔板-SELEX

膜过滤-SELEX

DNA

DNA

DNA

RNA

45.47

122.7

17.41

52.7

荧光测定

毛细管电泳法

荧光测定

荧光测定

乳腺癌

卵巢癌

卵巢癌

胃癌

［87］

［88］

［62］

［89］

2014

2016

2018

2018

血清

标志物

糖蛋白或糖类 筛选方法 核苷酸 KD/(nmol·L-1) KD值测定方法 癌症 参考

文献

时间/

年份



·2140· 2023；50（9）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

CA199

CA50

AFP-L3

sLeA鞘糖脂

唾液酸酯和唾液酸糖蛋白

AFP核心岩藻糖

靶标固定的微孔板-SELEX

膜过滤-SELEX

―

DNA

RNA

尚无

20.05

30.7

―

荧光测定

荧光测定

―

胆道、结直肠和

胰腺癌症

广谱肿瘤

肝癌

［62］

［89］

―

2018

2018

―

续表2

血清

标志物

糖蛋白或糖类 筛选方法 核苷酸 KD/(nmol·L-1) KD值测定方法 癌症 参考

文献

时间/

年份

对癌症早期诊断的特异性和敏感性的更高需

求，促使人们基于对某些血清蛋白质的特定糖型的

检测来寻找新的生物标记物用于癌前期的诊断。典

型的实例是AFP，一种用于检测肝脏疾病的血清学

生物标志物。虽然 AFP 是用于肝癌（HCC）诊断

的广泛验证的糖蛋白，但血清 AFP 水平不能区分

HCC和良性肝病。与慢性肝病相比，HCC患者的

岩藻糖基化指数显著提高，因此提出了另一种基于

AFP的糖基化形式（AFP-L3组分）的肿瘤标记物，

已被FDA批准用于肝硬化阶段早期HCC的血清检

测［93］。然而目前，AFP-L3的检测主要依赖于其对

凝集素的反应性［94-95］，尚无相应的适配体被开发。

4　总结与展望

自 1990年代核酸适配体首次报道以来，适配

体的发现和应用有了巨大的增长，但只有少数具有

足够的亲和力、特异性和稳定性的适配体可实际应

用，可用于聚糖识别的适配体更加有限。本综述主

要总结和讨论了癌症中特征性的糖基化改变，以及

肿瘤相关碳水化合物抗原核酸适配体的开发进展。

据统计，已报道的TACAs识别适配体只有十多余

种，适配体的亲和力在微摩尔到纳摩尔水平不等。

研究最多的TACAs是一些简单和代表性的聚糖结

构，如唾液酸、poly-SA、sLeX、GD2等。这些糖类

分子易于合成纯化和从商业化途径获得，可直接作

为SELEX程序中的靶标分子，筛选获得的适配体

显示出在生物传感、靶向成像、药物递送和治疗等

领域中的应用潜力。表位特异性SELEX为聚糖适

配体的开发提供了另一种可能性，它以工程化的糖

蛋白或糖肽作为靶标，通过正反向的筛选程序将文

库序列强制引导至聚糖及其周围区域。该策略使得

一些复杂结构聚糖，特别是N-连接多天线聚糖的

适配体筛选具有可行性，因为这些糖链的化学合成

和获取过程耗时、费力且产量低。尽管该方法目前

还不够成熟，如受到糖蛋白不均一糖型的限制，但

为开发其他复杂聚糖形式的TACAs适配体提供了

一种新思路。此外，临床上用于肿瘤诊断和检测的

血 清 糖 类 抗 原 ， 如 CA724、 CA153、 CA125、

CA199适配体也有被报道，相对有限的数量可能是

因为这些血清糖类抗原本身已经具有成熟的抗体。

然而，相对于抗体，适配体仍然是一股新兴的力

量，需要进一步的发展以确保持续进步。因此，迫

切需要高性能的聚糖识别适配体来促进基于适配体

的科学研究和转化应用。

虽然针对TACAs 识别适配体的研究已经取得

了较大进展，但仍然存在许多的应用挑战和改进空

间。在临床转化方面仍需更多努力，将核酸适配体

在癌症诊断和治疗中的应用提升到一个新的程度。

目前，有数十到数百种适配体正在进行临床试验或

临床前研究，它们识别的生物标志物绝大多数都是

糖蛋白。但值得注意的是，这些针对糖蛋白生物标

志物的适配体大都是在没有指向靶标特定区域的情

况下筛选获得的，糖基化是否参与适配体的结合也

并没有完全表征［96-97］，且获批用于临床治疗的适配

体药物仍然只有一种pegaptanib。

在未来的工作中需要在以下方面继续努力。一

方面，高性能的聚糖识别适配体的开发仍然是一大

难点。集中于建立寡核苷酸与聚糖之间亲和作用的

研究已经显示了长足的进步，通过SELEX变体策

略获得的最优适配体的亲和力可达到nmol/L水平。

然而聚糖结合实体需要能够区分微小变化的单糖连

接方式和分支异构体，如何增强适配体对特定

TACAs 靶标的选择性似乎是更大的挑战。另一方

面，TACAs 适配体在实际生物学环境中的应用尚

且不足。基于高效色谱和质谱的深度分析已使我们

能够测定各种临床样品中靶蛋白上的癌症特异性糖

型，以建立新的糖型特异性癌症生物标志物，这些

标志物将是适配体开发的新靶标。但大多数直接从

SELEX分离出的适配体未能达到实际应用的标准，

后SELEX策略对于提高适配体的质量具有重要作

用。在这种情况下，需要在制定有针对性的后

SELEX策略中做出努力，结合截断、突变、修饰
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等传统方法和新兴的计算机辅助方法（例如人工智

能和分子模拟技术等）建立基于其构效关系的适配

体指导数据库，以获得高质量的治疗性适配体。随

着SELEX技术的不断提高，相信将有更多新型的

TACAs 适配体被开发，特异性也将进一步提高，

核酸适配体将成为临床实践中具有巨大价值的

工具。
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Graphical abstract

Abstract　 Abnormal glycosylation of tumor cells is a sign of cancer, and it plays a vital role in malignant 

transformation and cancer progression. Tumor-associated carbohydrate antigens (TACAs) caused by different 

mechanisms have been suggested as biomarkers for clinical oncology diagnosis, as well as specific targets for 

therapeutic interventions. For both aspects, the development of TACA-specific binders with high affinity and 

specificity is of essential significance. Lectins and antibodies are the major biological tools for the recognition of 

specific glycans. However, due to the complex structural homology and low immunogenicity of glycans, the 

recognition capability of lectins and preparation of sugar-specific antibodies are facing distinct challenges. 

Aptamers, which are short single-stranded DNA/RNA oligonucleotides capable of recognizing a range of 

chemical and biological species, seem to be a potential solution. They exhibit several significant advantages, such 

as smaller size, better stability, easier synthesis, facile modification, lower toxicity, and immunogenicity, for        

                                      
∗ This work was supported by a grant from Qiushi Scientific Research Program of Zhengzhou University (32213131).

∗∗ Corresponding author.

LI Wei.  Tel： 86-18851825785， E-mail： liwei_dzlisa@zzu.edu.cn

YUAN Bao-Yin.  Tel： 86-15274906545， E-mail： yuanbaoyin@zzu.edu.cn

ZANG Ming-Xi.  Tel： 86-13673689762， E-mail： mzang@zzu.edu.cn

Received： July 19， 2023    Accepted： August 17， 2023



李薇，等：肿瘤相关碳水化合物抗原的适配体研究2023；50（9） ·2145·

in vivo utilization. In recent years, aptamers have attracted increasing attention in the recognition of 

carbohydrates, but review literatures on aptamers targeting glycans are lag behind. This review focuses on the 

current development of TACA-binding aptamers. Firstly, we present a brief overview of the role of glycosylation 

changes in cancer growth, and cite some frequent TACAs as recognized hallmark traits. Secondly, we discuss the 

major challenges that hinder the exploration of glycan recognition receptors, and compare the strengths and 

weaknesses of lectins and antibodies. Thirdly, we underline the unique advantages of aptamers, and summarize 

the available or improved TACA-binding aptamers. According to the target sources in the aptamer screening 

procedure, 3 kinds of targets including purified carbohydrate molecules, glycan epitope of proteins, and serum 

carbohydrate antigens are described. We highlight specific examples to emphasize the progress in terms of 

screening methods, aptamer performance and applicabilities. Finally, we conclude the main contents, and provide 

the suggestions and directions for developing more valuable, effective, and high-performance TACA-targeted 

aptamers in the future. In contrast with lectins and antibodies, aptamers are still a newly emerging force, and the 

aptamer-based scientific research and translational applications have experienced rapid expansion recently. It is 

worth noting that only a few aptamers with sufficient affinity, specificity, and stability could be used for practical 

applications, and the number of aptamers available for glycan recognition is even more limited. Until now, most 

aptamers against glycoprotein biomarkers have been obtained without directing the selection towards any specific 

region of the target. Consequently, in most cases it is not known whether glycan, peptide or both are involved in 

the binding. It has still remained a great challenge to screen glycan-specific aptamers, and more efforts are needed 

to elevate the application of aptamers in cancer diagnosis and treatment to a new level. With the continuous 

advancement of aptamer screening technology, we believe that more new types of TACA aptamers will be 

generated, and their specificities will be further improved. Therefore, nucleic acid aptamers hold great prospect 

and strong market in the future clinical practice, and the detection of glycoforms of current biomarkers is a 

promising approach to improve sensitivity and specificity in early cancer diagnosis.  
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