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丙型肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV）是经输血

传播引起的肝炎的重要病原体［1］。HCV感染引起

的丙型肝炎会导致肝硬化，严重者发展为肝癌［2-3］。

HCV非结构蛋白NS2是HCV基因组编码的跨膜蛋

白，在病毒复制周期、病毒装配过程、病毒粒子的装

配和释放过程中均具有重要作用［4］。HCV⁃NS2蛋

白抑制剂可以成功阻断HCV复制和装备等过程，

成为抗HCV治疗的一种可行的途径［5］。在此前的

研究中，本课题组通过指数富集的配基系统进化

（systematic evolution of ligands by exponential
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摘要：目的 对丙型肝炎病毒非结构蛋白NS2核酸适配子功能进行鉴定。方法 应用 ELISA方法检测适配子与

HCV⁃NS2蛋白的亲和力，检测适配子与HCV阳性血清的结合能力和适配子与不同比例稀释的HCV阳性血清的结

合能力，并与HCV阴性血清比较。结果 筛选得到 4条适配子序列A1、A2、A3、A4。4条适配子与HCV⁃NS2蛋白

的亲和力检测吸光度值分别为：A1：0.263、A2：0.515、A3：0.427、A4：0.339，均高于阴性对照吸光度值 0.001，差异有

统计学意义（P≤0.001）；4条适配子均与HCV⁃NS2蛋白有较高的亲和力，其中，适配子A2与HCV⁃NS2蛋白的亲和

力最高。适配子 A2 与 10 人份不同人来源的 HCV 阳性献血者血清（P1⁃P10）的结合吸光度分别为 0.157、0.145、
0.165、0.140、0.241、0.129、0.137、0.222、0.138、0.136，高于其与阴性血清结合吸光度 0.006，差异有统计学意义（P≤
0.001）。HCV⁃NS2与 1∶0、1∶1、1∶2稀释的HCV阳性血清结合吸光度分别为 0.223、0.151、0.093，均高于其与阴性血

清结合吸光度 0.005，差异有统计学意义（P≤0.001）；HCV⁃NS2适配子与不同比例稀释的HCV阳性血清的结合呈剂

量依赖性。结论 筛选得到的HCV⁃NS2适配子功能鉴定表明其具有较强的应用价值。
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Abstract：Objective To identify the aptamer of the non ⁃ structural protein NS2 of hepatitis C virus. Methods ELISA
methods was used to detect the affinity between the aptamer and HCV⁃NS2 protein. The binding capacity of aptamers to
HCV positive sera and the binding capacity of aptamers to HCV positive sera diluted in different proportions were detected
and compared with HCV negative sera. Results Four aptamer sequences A1，A2，A3 and A4 were obtained. The
absorbance values of four aptamers with HCV⁃NS2 protein were A1：0.263，A2：0.515，A3：0.427，and A4：0.339，which
were significantly higher than those of negative control（P≤0.001）. All of the four aptamers had high affinity with HCV⁃NS2
protein；among which，A2 had the highest affinity with HCV⁃NS2 protein. The binding absorbances of aptamer A2 with sera
of 10 HCV positive donors（P1 ⁃ P10） from different sources were 0.157，0.145，0.165，0.140，0.241，0.129，0.137，
0.222，0.138 and 0.136，respectively，which were higher than those of negative sera（P<0.001）. The binding absorbances
of aptamer A2 with 1∶0，1∶1 and 1∶2 diluted HCV positive sera were 0.223，0.151 and 0.093，respectively，which were
significantly higher than those with negative serum（P≤0.001），and showing a dose ⁃ dependent manner. Conclusion
According to the results of functional identification，aptamer of HCV⁃NS2 had application value.
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enrichment，SELEX）技术筛选出 HCV⁃NS2 蛋白的

DNA适配子［6］，并且对其一级序列和空间结构进行

了研究，在本研究中，对筛选得到的HCV⁃NS2适配

子的功能进行进一步的鉴定和研究。

1 材料与方法

1.1 材料 寡核苷酸适配子由艾基生物公司合成；

ELISA板购自加拿大 JET BIOFIL公司；显色试剂盒

购自Pierce公司；HCV⁃NS2重组纯化蛋白购自上海抚

生实业公司；HCV⁃NS2兔源多克隆抗体为本实验室

自制；HRP-标记羊抗兔 IgG购自Promega公司；胎牛

血清购自Gibco公司；PBST洗涤液本实验室自配。

1.2 HCV⁃NS2兔源多克隆抗体制备和鉴定 将1 mL
HCV⁃NS2蛋白（含 400 μg NS2蛋白）与 1 mL佛氏完

全佐剂混匀，制备成完全抗原；注射免疫新西兰大

白兔，每只兔子免疫 4个部位；免疫完后 10 d取血

测血清中抗体效价，共免疫 4~5次，每次免疫 20 d，
抗体效价达到 1∶20 000以上后对兔子进行最终放

血，收集的血液置于 37 ℃灭活 30 min后置于 4 ℃过

夜使其凝结释放血清，离心收集血清；通过亲和柱

纯化NS2蛋白抗体，使用 ELISA方法对抗体进行鉴

定，并用紫外分光光度计检测抗体浓度。

1.3 适配子与 HCV⁃NS2 蛋白的亲和力检测 将

HCV⁃NS2蛋白包被 ELISA板，100 μL/孔，4 ℃过夜；

PBST 洗涤孔板 3 次，用 1%牛血清白蛋白封闭，

37 ℃孵育 1 h；PBST洗涤孔板 3次，加入生物素标记

的 ssDNA适配子，37 ℃孵育1 h；PBST洗涤孔板3次，

每孔加入链霉亲和素-辣根过氧化物酶，100 μL/孔，

37 ℃孵育 1 h；PBST洗涤孔板 3次，加入 100 μL邻

苯二胺避光显色 20 min；使用 2 mol/L 硫酸终止

反应；使用酶标仪读板，检测 450 nm 波长的吸光

度值。

1.4 HCV⁃NS2适配子与HCV病人血清的结合能力

检测 收集无偿献血者中HCV检测阳性的血清，通

过ELISA试剂盒再次确定为阳性后用于实验；将HCV⁃
NS2多克隆一抗（1∶500，兔源）包被ELISA板，100 μL/
孔，4 ℃过夜；PBST洗涤孔板3次，用2%牛血清白蛋白

封闭，4 ℃过夜；洗板3次，将10个不同人来源的HCV
阳性血清分别加入到已经包被了NS2一抗的孔板中，

37 ℃孵育1 h；洗板3次，将适配子A2加入到孔板中，

37 ℃孵育1 h；洗板3次，加入链霉亲和素-辣根过氧化

物酶，100 μL/孔，37 ℃孵育1 h；加入100 μL邻苯二胺

避光显色20 min；使用2 mol/L硫酸终止反应；使用酶

标仪读板，检测450 nm波长的吸光度值。

1.5 HCV⁃NS2适配子与不同比例稀释的HCV病人

血清的结合能力检测 检测方法同 1.3，HCV阳性

血清按不同比例稀释（0∶1、1∶1、1∶2）。

1.6 统计学分析 采用 SPSS13.0软件进行统计分

析，采用 one⁃way ANOVA单因素方差分析，检验水

准α=0.05。
2 结 果

2.1 适配子的筛选与合成 在之前的实验中，本

课题组已经通过 SELEX技术筛选到与 NS2蛋白特

异结合指数富集的适配子 ssDNA 文库，并通过测

序，获得了 4条适配子序列的测序结果，在本次实

验中，通过艾基公司合成这 4条适配子序列，命名

为A1、A2、A3、A4。其一级序列见表 1。
表 1 适配子A1⁃A4一级序列

Tab.1 The sequence of adaptors A1⁃A4
适配子名称

A1
A2
A3
A4

一级序列

GGGAGACAAGAATAAACGCTCAAGTGCGTCCCATGCTGCTGACTTAAATGGGTGGAGGGCAGTTCGACAGGAGGCTCACAACAGG
GGGAGACAAGAATAAACGCTCAACGTGAAATTGTTGACCACTCATGGAATCTGATCTCGTTTTTCGACAGGAGGCTCACAACAGG
GGGAGACAAGAATAAACGCTCAAGAAAGGGGATAATCACTTAGGCCTCTCGAATAGTTTATCTTCGACAGGAGGCTCACAACAGG
GGGAGACAAGAATAAACGCTCAAAGAAAGTTGAGAACTGCTGTTATTTTGTTAACGTACATGTTCGACAGGAGGCTCACAACAGG

2.2 适配子与HCV⁃NS2蛋白的亲和力检测 通过

ELISA方法检测适配子A1、A2、A3、A4与HCV⁃NS2
蛋白的亲和力，结果显示，4条适配子均与HCV⁃NS2
蛋白有较高的亲和力。4条适配子与HCV⁃NS2蛋

白的亲和力检测吸光度值分别为：A1∶0.263、A2∶
0.515、A3∶0.427、A4∶0.339，均高于阴性对照吸光度

值 0.001，差异有统计学意义（P≤0.001）。其中，适

配子A2与HCV⁃NS2蛋白的亲和力最高，见图 1。

2.3 适配子 A2 与 HCV 阳性献血者血清的结合能

力检测 收集了 10人份不同人来源的HCV阳性献

血者血清（P1-P10），通过ELISA方法检测适配子A2
与HCV阳性献血者血清的结合能力。结果显示，适

配子A2与这 10份HCV阳性血清的结合吸光度分别

为 0.157、0.145、0.165、0.140、0.241、0.129、0.137、
0.222、0.138、0.136，高于其与阴性血清结合吸光

度0.006，差异有统计学意义（P≤0.001），见图 2。
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2.4 HCV⁃NS2适配子与不同比例稀释的HCV阳性

血清的结合能力检测 通过ELISA方法检测适配子

A2与不同程度稀释的HCV阳性血清的结合能力，

结果显示，相同浓度的适配子与不同比例稀释的

HCV阳性血清的结合力随稀释比例的增加而递减，

呈剂量依赖性。适配子A2与1∶0、1∶1、1∶2稀释HCV
阳性血清的结合吸光度分别为0.223、0.151、0.093，高
于其与阴性对照吸光度 0.005，差异有统计学意义

（P≤0.001），见图3。

3 讨 论

HCV感染导致的丙型肝炎作为全球慢性肝脏

疾病的主要病因，严重威胁着人类健康，已经成为

全球性的公共健康问题［7］。HCV感染后，由于其症

状不典型，容易出现漏诊。丙型肝炎发展为慢性肝

病的比率较高［8］。HCV检测可以在早期检查出丙

型肝炎病毒的感染，同时对指导临床治疗也具有较

大的意义。目前血站对于 HCV 的检测主要有

ELISA方法和核酸检测法［9］。ELISA方法检测血清

中抗-HCV 抗体，核酸检测法检测丙型肝炎病毒

RNA［10-11］。前者存在“窗口期”漏检问题［12］，后者存

在操作复杂，易出现假阳性等问题［13］。因此，能够

检出“窗口期”感染丙型肝炎病毒感染献血者的

HCV，对于输血安全和丙型肝炎防治均具有重要意

义。本研究对此前筛选得到的HCV⁃NS2蛋白DNA
适配子的功能进行研究，通过亲和力检测发现，筛

选得到的 4条适配子序列均与HCV⁃NS2蛋白具有

较高的亲和力，其中 A2适配子的亲和力最高。这

表明适配子与靶蛋白的结合是高亲和力的。寡核

苷酸适配子形成的空间结构包括发夹、口袋、凸环

等，与靶分子通过氢键、范德华力等形成稳定的复

合物［14］，这是寡核苷酸适配子与靶分子高亲和力结

合的基础。单适配子间的亲合力有差异，表明筛选

到的不同的适配子序列通过不同的空间结构可能

与HCV的不同位点结合。通过与HCV阳性献血者

血清的结合能力检测发现，适配子A2能够与HCV
阳性血清特异结合，并且结合能力呈剂量依赖性。

结果表明，适配子应用于丙型肝炎病毒的检测是可

行的。适配子与抗体是两种不同的物质，但适配子

可作为与抗体类似的作用而应用到各类疾病的诊

断上［15］。而且，与抗体相比，适配子与靶分子的结

合具有更强的特异性和更高的稳定性。

本研究采用的是单链 DNA 适配子，方便制备

而且比较稳定。由于单链DNA比双链DNA具有更

为复杂的空间结构，所以单链寡核苷酸比双链寡

核苷酸具有更加广阔的靶标，其应用也更为广泛。

综上所述，本研究筛选得到的HCV⁃NS2适配子

功能鉴定表明其具有较强的应用价值。
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