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含聚多价适配体的长链 ＤＮＡ用于抗肿瘤药物的靶向传输
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摘　要　采用滚环扩增（ＲＣＡ）方法合成含聚多价适配体的长链 ＤＮＡ（ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ），并负载抗肿瘤药物多柔比星
（Ｄｏｘ），用于靶向治疗白血病肿瘤细胞。研究结果表明，含聚多价适配体的ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ载药能力比单价适配体（ｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ）
提高了１０倍以上，而其对急性淋巴白血病细胞（ＣＣＲＦＣＥＭ）的靶向效率比单价适配体提高了约３５倍，极大降低了 Ｄｏｘ对
正常体细胞的不良反应。药物释放实验和肿瘤细胞杀灭实验同时证明，在酶的作用下，ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物进入肿瘤细
胞后能够短时间内释放出Ｄｏｘ，从而高效地杀灭肿瘤细胞。
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　　白血病约占肿瘤总发病率的３％，是儿童和青
年中最常见的一种恶性肿瘤，化疗是各种白血病的

主要治疗方法。然而，化疗经常伴随着严重的不良

反应，有时不良反应的危害甚至超过了治疗本身。

目前，靶向治疗已经成为该领域的主要研究热点，

例如利用抗体药物结合体、纳米靶向载体选择性
的将药物靶向至白血病细胞，以提高药效及降低其

非特异的不良反应。然而，这些靶分子的单价分子

识别白血病细胞受体，仍存在载药量小、靶向效率

低、选择性差等缺点［１－３］。因此，如何发展一种简

便、高效、特异性识别并杀灭肿瘤细胞的靶向载体

分子成为肿瘤化疗领域的当务之急。

多价靶向结合是改善药物传输的靶效率和选

择性最有效的途径。适配体是一小段经体外筛选

得到的寡核苷酸序列，能与相应的受体进行高亲和

力和强特异性的结合［４－６］。文献［７］报道将细胞适
配体固定在聚合物分子骨架或纳米颗粒表面上，得

到的多价配体与细胞受体之间存在多个靶点，既能
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提高键合力，又能增强特异性，并有利于促进细胞

的内吞作用。然而，目前构建多价适配体的过程中

毫无例外地采取了复杂的化学反应和繁琐的工艺

处理，造成应用上难以实现。

滚环扩增（ＲＣＡ）是一种新兴的制备多个 ＤＮＡ
重复单元的便利方法［８－９］，它是借鉴自然界中环状

病原微生物ＤＮＡ分子的滚环式复制方式而建立的
一种核酸恒温扩增技术。在 ＲＣＡ反应中，当有环
形ＤＮＡ模板和聚合酶时，通过 ＤＮＡ聚合酶的作
用，以环形ＤＮＡ为模板进行复制，最后形成了一条
与环形 ＤＮＡ模板互补的重复序列的 ＤＮＡ单链。
因此，可以将特异性靶向白血病细胞的适配体的互

补序列设计到环状模板之中，通过 ＲＣＡ反应就可
以得到含多个适配体的长链 ＤＮＡ，其对白血病细
胞具有高特异性和高亲合力地靶向结合，因而能用

于白血病的诊断和治疗。

!

　材　料

１１　药品与试剂
多柔比星（Ｄｏｘ，美国 Ｓｅｌｌｅｃｋｃｈｅｍ公司）；实验

中所用的各 ＤＮＡ均采购自美国 ＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＤＮＡ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，其序列见表１。人急性淋巴白血
病细胞（ＣＣＲＦＣＥＭ）和人 Ｂ淋巴瘤细胞（Ｒａｍｏｓ）
（美国ＡＴＣＣ公司）；Ｐｈｉ２９聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶
和ｄＮＴＰ（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。
１２　仪　器

ＳｙｎｅｒｇｙＨＴ酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＦＶ１０ｉ
共聚焦显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＬＳＲⅡ流式
细胞仪（美国ＢＤ公司）。

Ｔａｂｌｅ１　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｗｏｒｋ（Ｉｔａｌｉｃ：ａｐｔａｍｅｒｄｏｍａｉｎ）

ＤＮＡ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ ５′ＡＴＣＴＡＡＣＴＧＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＡＡＡＴＡＣＴＧＴＡＣＧＧＴＴＡＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＣＧ

ＣＧＣＴＴＴＴＴＧＣＧＣＧＣＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ３′
Ａｐｔａｍｅｒｃｉｒｃｕｌａｒｔｅｍｐｌａｔｅ ５′ＧＣＧＣＡＧＣＡＧＴＴＡＧＡＴＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＧＣＧＣＧＣＡＡＡＡＡＧＣＧＣＧＣＡＡＡＡＡＡ

ＡＡＡＡＴＣＴＡＡＣＣＧＴＡＣＡＧＴＡＴＴＴＴＣＣＣＧＧＣＧ３′
Ｓｃｒａｍｂｌｅｃｉｒｃｕｌａｒｔｅｍｐｌａｔｅ ５′ＣＡＴＣＧＧＡＣＡＴＡＧＣＴＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＧＣＧＣＧＣＡＡＡＡＡＧＣＧＣＧＣＡＡＡＡＡＡ

ＡＡＡＡＧＣＣＡＣＴＴＧＡＣＧＴＡＴＴＣＧＧＡＴＡＧＴＴＧＣ３′
ＡｐｔａｍｅｒＲＣＡｐｒｉｍｅｒ ５′ＡＡＣＴＧＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＡＡＡＴＡ３′
ＳｃｒａｍｂｌｅＲＣＡｐｒｉｍｅｒ ５′ＣＴＡＴＧＴＣＣＧＡＴＧＧＣＡＡＣＴＡＴＣＣＧＡ３′

"

　方　法

２１　ＲＣＡ反应
ＲＣＡ的详细实验步骤见文献［１０］。将引物

５０ｐｍｏｌ、环形ＤＮＡ模板（带有适配体的互补序列）
４０ｐｍｏｌ、１０×ＲＣＡ缓冲液 ２０μＬ以及 ｄＮＴＰｓ
１０μＬ，补水至总体积为２００μＬ，加入Ｐｈｉ２９聚合酶
引发反应，３０℃反应１０ｍｉｎ后升温至６０℃终止反
应。含多价适配体的ＲＣＡ产品（ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ）及不
含适配体的对照 ＲＣＡ产品（ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ）均用
０５％琼脂糖胶表征，并通过离心管进行分离纯化。
２２　ＤＮＡ负载抗肿瘤药物实验

由于设计 的 各 ＤＮＡ 分 子 （ｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ，
ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ以及 ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ）链上都可通过碱基
配对方式部分形成双链结构，而抗肿瘤药物阿霉素

（Ｄｏｘ）有嵌入 ＤＮＡ双螺旋结构中的特性。因此，
在９６孔板中，将１００ｎｍｏｌ／ＬＤｏｘ与各加量的上述
ＤＮＡ溶液室温共孵３０ｍｉｎ进行负载，然后通过酶标

仪对Ｄｏｘ荧光的检测来表征ＤＮＡ对药物的负载情
况，激发和发射波长分别为４８５和５９０ｎｍ。向负载
后的 ＤＮＡ／Ｄｏｘ复合物中加入 １Ｕ／μＬＤＮａｓｅⅠ
３μＬ切断ＤＮＡ长链研究药物释放情况。
２３　ＤＮＡ链上的荧光标记

向各ＤＮＡ溶液中加入微量 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，由于
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ是一种可结合于所有 ＤＮＡ双螺旋小
沟区域的发绿色荧光的染料，故其可用来标记

ＤＮＡ。ＤＮＡ与ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ室温结合１０ｍｉｎ后，离
心洗涤３次，去除游离染料。荧光信号可通过共聚
焦显微镜和流式细胞仪进行检测。

２４　细胞培养实验
ＣＣＲＦＣＥＭ细胞和 Ｒａｍｏｓ细胞培养在含有

１０％胎牛血清（ＦＢＳ）和 １％青霉素链霉素的
ＲＰＭＩ１６４０的培养液中。实验开始前，先用ＰＢＳ缓
冲液洗涤细胞。

２５　ＤＮＡ／Ｄｏｘ复合物靶向结合肿瘤细胞实验
将每毫升 １×１０６个细胞的 ＣＣＲＦＣＥＭ和

２３４
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Ｒａｍｏｓ细胞与 ＤＮＡ／Ｄｏｘ复合物在 ３７℃、５％ＣＯ２
的培养箱中培养１ｈ，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤，
用多聚甲醛对细胞进行固定，制片后在共聚焦显微

镜下进行观察。同时，采用流式细胞仪定量分析细

胞对ＤＮＡ／Ｄｏｘ复合物的靶向结合能力。
２６　细胞凋亡实验

将 ２００ｎｍｏｌ／ＬＤｏｘ，各 ＤＮＡ／Ｄｏｘ复 合 物
（２０ｎｍｏｌ／ＬＤＮＡ和２００ｎｍｏｌ／ＬＤｏｘ）与ＣＣＲＦＣＥＭ
或Ｒａｍｏｓ细胞在培养箱中培养２４ｈ，分别采用ＸＴＴ
和ＦＩＴＣａｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ试剂研究细胞凋亡情况。

#

　结果与讨论

３１　ＲＣＡ长链对药物Ｄｏｘ的负载与释放
本研究中选择的适配体（５′ＡＴＣＴＡＡＣＴＧ

ＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＧＧＡＡＡＡＴＡＣＴＧＴＡＣＧＧＴＴＡ
ＧＡ３′）对 ＣＣＲＦＣＥＭ上的 ＰＴＫ７蛋白有特异的靶
向性［７，１１］。每个适配体单元中的 ＡＴＣＴＡＡＣＴＡＧ
ＡＴＴＧ片段及 ＧＣＧＣＧＣＣＧＣＧＣＧ片段可通过碱
基配对的方式分别形成两个小双螺旋结构，可作为

载药区及荧光染色区（图１）。
图２所示谱图显示：每个 ＲＣＡ长链产物上约

含有３０～４０个适配体的重复单元，并且含聚多价
适配体的 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ与不含适配体的对比 ＤＮＡ
分子ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ链长相当。

从图３可见，抗肿瘤药物 Ｄｏｘ加入到各 ＤＮＡ
分子（ｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ，ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ以及 ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ）
后，会通过疏水作用进入到双螺旋区域，造成荧

光强度下降。实验结果表明：单价适配体与 Ｄｏｘ
形成１∶１的复合物，而每条带有适配体和不带有
适配体的 ＲＣＡ长链上（包括 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ及 ｐｏｌｙ
ｓｃｒａｍｂｌｅ）均能负载约 １０个 Ｄｏｘ分子，这说明
ＲＣＡ长链具有较强的载药能力。如果向各 ＤＮＡ／
Ｄｏｘ复合物中加入内切酶后，３０ｍｉｎ内绝大多数
药物均会被释放出来。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｃｈｅｍｅｏｆａｒｅｐｅａｔｕｎｉｔｏｆｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲＣＡｐｒｏｄｕｃｔｓ
１：ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；２：Ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ；３：Ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ（Ｄｏｘ）ｌｏａｄｉｎｇａｎｄｒｅｌｅａｓｅ
Ａ：ＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇＤｏｘｌｏａｄｉｎｇｔｏｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ，ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒａｎｄｐｏｌｙａｃｒａｍｂｌｅｂａｓｅｄｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕｅｎｃｈｉｎｇｏｆＤｏｘ；Ｂ：Ｄｏｘｒｅｌｅａｓｅｄｆｒｏｍｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ／
Ｄｏｘ，ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／ＤｏｘｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＤＮａｓｅＩ

３３４
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３２　聚多价适配体有效提高对肿瘤细胞的靶向
能力

将 ＣＣＲＦＣＥＭ或 Ｒａｍｏｓ细胞与各 ＤＮＡ／Ｄｏｘ
复合物共孵后，可通过ＤＮＡ载药区的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
荧光基团检测复合物对细胞的靶向能力。从图４
可见，不带ＰＴＫ７的Ｒａｍｏｓ细胞与带多价适配体的
ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物没有明显的相互作用，而
对于有ＰＴＫ７的 ＣＣＲＦＣＥＭ细胞来说，ｍｏｎｏａｐｔａｍ
ｅｒ／Ｄｏｘ复合物和 ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ／Ｄｏｘ复合物与细胞
的相互作用很弱，在显微镜图上没有观察到明显的

荧光，而 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物在细胞上显示出
较明显的ＦＩＴＣ荧光，说明细胞与复合物之间有强
烈的相互作用，该复合物对有 ＣＣＲＦＣＥＭ细胞着
特异的靶向能力。

将 ＣＣＲＦＣＥＭ或 Ｒａｍｏｓ细胞与各 ＤＮＡ／Ｄｏｘ
复合物共孵后，可通过ＤＮＡ载药区的 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
荧光基团检测复合物对细胞的靶向能力。从图４
可见，不带ＰＴＫ７的Ｒａｍｏｓ细胞与带多价适配体的
ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物没有明显的相互作用，而
对于有ＰＴＫ７的 ＣＣＲＦＣＥＭ细胞来说，ｍｏｎｏａｐｔａｍ
ｅｒ／Ｄｏｘ复合物和 ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ／Ｄｏｘ复合物与细胞
的相互作用很弱，在显微镜图上没有观察到明显的

荧光，而 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物在细胞上显示出
明显的ＦＩＴＣ荧光，说明细胞与复合物之间有强烈
的相互作用，该复合物对 ＣＣＲＦＣＥＭ细胞特异的
靶向能力。

为了定量比较 ｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物与

ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物对 ＣＣＲＦＣＥＭ细胞的靶向
能力，采用流式细胞仪研究了不同 ＤＮＡ浓度下
ＣＣＲＦＣＥＭ细胞的荧光强度。从图 ５Ａ中可见
１０ｎｍｏｌ／Ｌ的多价适配体的荧光强度显著高于单价
适配体，图 ５Ｂ结果表明含聚多价适配体的
ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ（Ｋｄ＝６５ｎｍｏｌ／Ｌ）对 ＣＣＲＦＣＥＭ细胞
的靶向能力比单价适配体（Ｋｄ＝２３０ｎｍｏｌ／Ｌ）高约
３５倍。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／ＤｏｘｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙｂｉｎｄｓｔｏｔａｒｇｅｔＣＣＲＦＣＥＭ
ｃｅｌｌｓＣｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅｓｏｆＣＣＲＦＣＥＭ／ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ（Ａ），ＣＣＲＦＣＥＭ／
ｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ（Ｂ），ＣＣＲＦＣＥＭ／ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ（Ｃ），ａｎｄＲａｍｏｓ／
ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ（Ｄ）

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡ／ＤｏｘｂｉｎｄｉｎｇｔｏｔａｒｇｅｔＣＣＲＦＣＥＭｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒａｎｄｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｏｆＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　　用荧光染料标记的 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物溶
液与ＣＣＲＦＣＥＭ细胞共孵后，５ｍｉｎ时的共聚焦显

微照片可见大量的 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ均匀地靶向到
肿瘤细胞的表面（图６），充分证明了多价适配体对

４３４
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目标细胞高特异的靶向能力。共孵２ｈ后，显微照
片清楚地表明 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物已内吞到
ＣＣＲＦＣＥＭ的细胞液内，说明该体系能有效地进行
细胞内化，２４ｈ后聚适配体的荧光信号基本消失，
说明此时载体已被溶酶体降解，Ｄｏｘ药物被完全
释放。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｏｆｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘｍｏｎｉｔｏｒｅｄｂｙｃｏｎｆｏ
ｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ

３３　聚多价适配体提高药物对肿瘤细胞的杀灭
能力

从图 ７可见：ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物具有比
Ｄｏｘ、ｍｏｎｏａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物以及ｐｏｌｙｓｃｒａｍｂｌｅ／Ｄｏｘ
复合物更强的肿瘤细胞杀灭率，２４ｈ杀灭率约
５０％。ＦＩＴＣａｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ的细胞凋亡实验也印证了
类似的结果。肿瘤细胞杀灭实验证明 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／
Ｄｏｘ复合物在进入细胞后，药物Ｄｏｘ能够有效释放，
从而高效靶向地杀灭ＣＣＲＦＣＥＭ细胞。

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＣｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔａｒｇｅｔＣＣＲＦＣＥＭａｎｄｃｏｎｔｒｏｌＲａｍｏｓｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒ２４ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｗｉｔｈＤＮＡ／ＤｏｘｓｔｕｄｉｅｄｂｙＸＴＴａｓｓａｙ

$

　结　论

采用 ＲＣＡ法合成了含多个适配体重复单元

的长链 ＤＮＡ，该聚合 ＤＮＡ能够有效负载抗肿瘤
药物 Ｄｏｘ形成 ｐｏｌｙａｐｔａｍｅｒ／Ｄｏｘ复合物，其对
ＣＣＲＦＣＥＭ细胞不仅具有高度的特异靶向能力，
能极大地降低药物 Ｄｏｘ对正常细胞的不良反应；
而且相对于单价适配体ＤＮＡ来说，载药效率大为
提高，进而有效增强了对肿瘤细胞的杀灭能力。

该体系的构建将为肿瘤治疗的靶向给药提供一

种新的选择。
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