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基于单链 DNA 浓度法的哈维氏弧菌核酸适配体亲和特异性研究 
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摘要: 本研究采用核酸适配体的单链 DNA 浓度来表征其亲和力, 通过测定核酸适配体与靶细菌哈维氏弧菌(Vibrio 
harveyi)结合后 ssDNA 的浓度, 来研究该核酸适配体的亲和特异性和亲和常数, 并通过荧光显微镜法对其亲和特异

性进行验证。结果显示, 采用单链 DNA 浓度法测得该核酸适配体对靶细菌哈维氏弧菌的亲和力是非目标菌的 15.2
倍以上; 荧光显微镜直接观察发现只有靶细菌能较好结合有荧光标记的核酸适配体, 并呈现明显荧光; 荧光阻断

法发现靶细菌和非靶细菌都未呈现明显荧光, 证明了该适配体有较好的亲和特异性, 也进一步验证了单链 DNA 法

的测定结果。在亲和常数的测定方面, 利用单链 DNA 浓度法测得该核酸适配体的亲和常数 Kd=(33.70±7.83) nmol/L, 
相应的拟合系数为 R2=0.960, 有较好的准确性和可靠性, 说明采用单链 DNA 浓度法来测定适配体的亲和力和亲和

常数是可行的。 
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核酸适配体通常是指在体外利用指数富集配

体的系统进化技术(Systematic Evolution of Ligands 
by Exponential Enrichment, SELEX), 即 SELEX技

术 , 筛选得到的寡核苷酸分子包括 ssDNA 和

RNA[1]。它具有亲和特异性高、靶标范围广、稳

定性好等特点[2], 已在生命科学研究、药物筛选、

靶点鉴定、环境监测等多个领域受到广泛关注[3]。

亲和特异性是选择和判断核酸适配体的一个重要

指标。一个好的核酸适配体必须对靶目标有较高

的亲和特异性[4]。因此, 测定核酸适配体的亲和

力 , 研究其对靶目标的亲和特异性, 既是对靶目

标识别鉴定的前提, 也是核酸适配体研究开发的

基础。目前有关核酸适配体亲和力的测定方法众

多, 比较常用的方法是对核酸适配体进行标记后, 
再对相应标记进行检测[5-9], 如较为经典的流式细

胞术, 一般都需要对核酸适配体进行荧光标记[5-7], 

这种方法由于引入了标记基团, 有可能会导致核

酸适配体空间结构的变化, 影响其亲和力, 而且

标记的引入也大大增加了检测成本, 而如果采用

流式细胞仪等大型仪器进行检测, 则检测成本还

要大幅增加[10]; 此外, 一些学者还报道了一些较

新颖的亲和力检测方法, 如表面等离子体共振法

(SPR)[11]、高效液相色谱法(HPLC)[12]、荧光定量

PCR 法[13]、纳米金颗粒法[14-15], 但这些方法尚不

普及, 其应用效果还有待进一步确认。 
哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)属于弧菌科, 弧菌

属, 菌体呈短杆状, 长 1~2 μm, 极生单鞭毛, 最适

温度为 20~35 ℃[16]。它可以感染鲈、金头鲷、石

斑鱼、大黄鱼等多种海水养殖鱼类, 也是养殖对

虾的主要病原体, 对海水养殖业有巨大危害[17-18]。

因此, 对哈维氏弧菌进行准确有效的检测和鉴定

是十分必要。而哈维氏弧菌的核酸适配体在哈维
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氏弧菌的识别鉴定中展现出较好的应用前景。 
通过前期研究笔者实验室获得了哈维氏弧菌

的一系列核酸适配体 , 并采用地高辛−过氧化物

酶方法对这些核酸适配体的亲和特异性进行了初

步研究[19]。但后期的研究发现, 地高辛−过氧化物

酶的检测方法过于繁琐。本研究利用核酸适配体

的单链 DNA 特性, 将核酸适配体与靶细菌——哈

维氏弧菌孵育结合, 通过测定哈维氏弧菌上结合

的单链 DNA 浓度, 来表征该核酸适配体对哈维

氏弧菌的亲和力, 进而研究其对哈维氏弧菌的亲

和特异性, 最后通过荧光显微镜来验证其亲和特

异性, 旨为水产病原微生物核酸适配体的开发应

用提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  核酸适配体  核酸适配体为笔者实验室前

期筛选得到的哈维氏弧菌核酸适配体, 其序列为: 
5ʹ−TCAGTCGCTTCGCCGTCTTCAGCCGGGGTG 
GTCAGTAGGAGCAGCACAAGAGGGAGACCC
CAGAGGG−3ʹ。用于荧光显微镜鉴定直接观察法

实验中的核酸适配体, 其 5ʹ端标记有 FAM 荧光

素。核酸适配体的合成和标记都由上海生工生物

工程有限公司完成。 
1.1.2  实验用菌  哈维氏弧菌、溶藻弧菌(Vibrio 
alginolyticus)、嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydro-
phila)、迟钝爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)和大

肠杆菌(Escherichia coli)由集美大学水产病害实

验室鉴定并提供。 
1.1.3  培养基和缓冲液  胰蛋白胨大豆肉汤培养

基(TSB 培养基), 用于哈维氏弧菌、溶藻弧菌、嗜

水气单胞菌和迟钝爱德华氏菌的培养; LB 培养基

(Luria-Bertani 培养基), 用于大肠杆菌的培养。 
20×缓冲液: 氯化钠(NaCl) 5.844 g, 氯化钾

(KCl) 3.725 g, 三羟甲基氨基甲烷(Tris-HCl) 6.06 g, 
六水合氯化镁(MgCl2·6H2O) 2.033 g。上述物质全

部定容至 100 mL 超纯水中, 调 pH 至 7.4。使用

时用超纯水稀释为 2×和 1×缓冲液。 
1.2  实验方法 
1.2.1  核酸适配体的亲和力测定  依次通过菌处

理、核酸适配体处理、菌与核酸适配体结合、洗

涤、加热分离和检测等步骤测定核酸适配体对相

应细菌的亲和力, 具体如下。 
菌处理: 取一定量的菌液, 6000 r/min, 离心

5 min 后弃上清, 用 1×缓冲溶液洗涤 3 次后再用

2×缓冲溶液重悬。测其 OD 值, 根据其 OD 值和

菌的标准曲线, 配制成浓度为 108 cfu/mL 的菌液。 
核酸适配体处理: 用 2×缓冲溶液将 10 μmol/L

无荧光标记的核酸适配稀释至 0.3 μmol/L 后, 95 ℃
变性 5 min, 再 4 ℃冰浴 10 min。 

菌与核酸适配体结合 : 取 100 μL 菌液   
(108 cfu/mL)和上述处理过的 100 μL (0.3 μmol/L)
核酸适配体混合作为实验组; 另取 100 μL 菌液

(108 cfu/mL)和 100 μL 2×缓冲溶液混合作为对照

组; 每组 3 个平行。实验组和对照组都在 30 ℃, 
100 r/min 摇床结合 30 min。  

洗涤: 结合完毕后, 6000 r/min 离心 5 min, 去
上清, 用 200 μL 1×缓冲溶液洗涤 3 次并离心去上

清, 以去除未结合菌的核酸适配体, 最后用 100 μL 
2×缓冲溶液重悬。 

加热: 菌液洗涤并重悬后, 在 95 ℃加热 5 min, 
15000 r/min 离心 10 min, 取上清用于后续测定单

链 DNA 浓度。 
检测: 用 K5500 超微量紫外可见分光光度计

分别测定实验组和对照组的单链 DNA 浓度, 实
验组的单链 DNA 浓度=菌的背景值+结合到菌上

的核酸适配体的浓度, 对照组的单链 DNA 浓度

则为菌的背景值; 用结合到菌上的核酸适配体的

浓度表示的亲和力=实验组的单链 DNA 浓度−对
照组的单链 DNA 浓度。 
1.2.2  核酸适配体的亲和常数测定  核酸适配体

处理: 用 2×缓冲溶液将 10 μmol/L 无荧光标记的

核酸适配依次稀释至 10 nmol/L、20 nmol/L、   
40 nmol/L、60 nmol/L、80 nmol/L 和 100 nmol/L。 

结合: 取 100 μL 浓度为 108 cfu/mL 的菌液, 
分别与 100 μL 浓度为 10 nmol/L、20 nmol/L、

40 nmol/L、60 nmol/L、80 nmol/L 和 100 nmol/L
的上述核酸适配体结合, 作为实验组; 另取 100 μL
浓度为 108 cfu/mL 的菌液和 100 μL 2×缓冲溶液结

合作为对照组; 每组 3 个平行。实验组和对照组
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都在 30 ℃, 100 r/min 摇床结合 30 min, 然后按照

1.2.1 的亲和力测定方法对实验组和对照组进行

洗涤和亲和力的检测, 最后以核酸适配体浓度为

横坐标 , 以亲和力为纵坐标 , 采用双曲线函数

(hyperbola 函数), 用 Oringin9.0 软件进行非线性

拟合, 可得到相应核酸适配体的拟合曲线及其亲

和常数和拟合常数。 
1.2.3  利用荧光显微镜鉴定核酸适配体的亲和特

异性  直接观察法: 用带有荧光标记的核酸适配

体分别与各种菌孵育后, 在荧光显微镜下观察适

配体和菌的结合情况。具体如下。 
结合和洗涤: 取 100 μL 浓度为 108 cfu/mL 的

菌液与 100 μL 浓度为 0.03 μmol/L 的带有荧光标

记的核酸适配体孵育, 作为实验组; 100 μL 浓度为

108 cfu/mL 的菌液与 100 μL 2×缓冲溶液孵育, 作
为对照组; 实验组和对照组都在 30 ℃、100 r/mim
下摇床孵育 30 min, 然后按 1.2.1 的方法进行洗

涤、重悬。 
涂片观察: 取上面洗涤重悬后的菌悬液 1 μL

涂于玻片上, 酒精灯加热固定; 番红染色 1 min
后用适量超纯水洗净; 待其干后置于荧光显微镜

下观察, 并在亮度为 71%, 伽马值为 0.65, 荧光

强度 2 档的条件下分别拍摄明场(bright field)和荧

光场(fluorescence field)下的图片。 
荧光阻断法: 先用没有荧光标记的核酸适配

体分别与各种菌孵育, 再加入有荧光标记的核酸

适配体孵育, 在显微镜下观察菌的荧光是否被阻

断。具体如下:  
结合和洗涤: 取 100 μL 浓度 108 cfu/mL 的菌

液先与 100 μL 浓度为 0.03 μmol/L 的无荧光标记

的核酸适配体在 30 ℃、100 r/mim 下摇床孵育

30 min, 然后按 1.2.1 的方法进行洗涤、重悬。重

悬后再加入 100 μL 浓度为 0.03 μmol/L 的有荧光

标记的核酸适配体, 在 30 ℃、100 r/mim 下孵育

30 min, 然后用按 1.2.1 的方法进行洗涤、重悬。 
涂片观察: 同直接观察法。 

1.3  统计分析 
所有实验数据都重复至少6次以上。利用EXCEL

软件中的 t 检验对实验数据进行组间差异分析, 
P<0.05 为显著差异, P<0.01 为极显著差异。 

2  结果与分析 

2.1  核酸适配体的亲和特异性研究 
如图 1 所示, 核酸适配体对目标菌哈维氏弧

菌的亲和力要显著高于溶藻弧菌、大肠杆菌、嗜

水气单胞菌和迟钝爱德华氏菌等非目标菌 (P< 
0.01), 对哈维氏弧菌的亲和力约是非目标菌的

15.2 倍以上, 显示出该核酸适配体对哈维氏弧菌

有较好的亲和特异性和识别鉴定效果。 
 

 
 

图 1  核酸适配体对不同菌的亲和力比较 
Ah: 嗜水气单胞菌; Ec: 大肠杆菌; Et: 迟钝爱德华氏菌; Va: 溶
藻弧菌; Vh: 哈维氏弧菌. 不同字母表示差异显著(P<0.05). 
Fig. 1  Comparison of aptamer affinity with different bacteria 
Ah: Aeromonas hydrophila; Ec: Escherichia coli; Et: Edward-

siella tarda; Va: Vibrio alginolyticus; Vh: Vibrio harveyi.  
Different letters indicate significant difference (P<0.05). 

 
2.2  核酸适配体对哈维氏弧菌的亲和常数 

核酸适配体对目标菌哈维氏弧菌的亲和力随

着核酸适配体浓度的增加而增加, 并在后期逐渐

趋于稳定, 呈现出亲和常数常见的双曲线函数特

征(图 2)。用双曲线函数对曲线进行拟合后可得其 
 

 
 

图 2  核酸适配体的亲和常数饱和曲线 
Fig. 2  Saturation curve of affinity constants of the aptamer 
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亲和常数 Kd=(33.70±7.83) nmol/L, 相应的拟合系

数 R2=0.960, 呈现出较好的拟合效果。 
2.3  利用荧光显微镜鉴定核酸适配体的亲和特

异性 
分别采用直接观察法和荧光阻断法鉴定核酸

适配体的亲和特异性。直接观察法中(如图 3A), 
在放大 200 倍的荧光显微镜下, 未结合过核酸适

配体的 5 种菌(哈维氏弧菌、溶藻弧菌、大肠杆菌、

嗜水气单胞菌、迟钝爱德华氏菌), 无论在明场还

是在荧光场条件下都未呈现出明显的荧光(图 3A
中的 Vh、Va、Ec、Ah、Et), 说明这些菌在实验条

件下自身是不带荧光的; 但与核酸适配体结合后,  
 

 
 

图 3  荧光显微镜下核酸适配体对不同菌的识别效果 
A.直接观察法; B.荧光阻断法. BF: 明场; FLUO: 荧光场;  

Ah: 嗜水气单胞菌; Ah+Apt: 与核酸适配体混合后的 
嗜水气单胞菌; Ec: 大肠杆菌; Ec+Apt: 与核酸适配体 
混合后的大肠杆菌; Et: 迟钝爱德华氏菌; Et+Apt: 与 
核酸适配体混合后的迟钝爱德华氏菌; Va: 溶藻弧菌; 

Va+Apt: 与核酸适配体混合后的溶藻弧菌; Vh: 哈维氏 
弧菌; Vh+Apt: 与核酸适配体混合后的哈维氏弧菌. 
Fig. 3  Identification of the aptamer towards different  

bacteria under fluorescence microscope 
A. Experiment by direct observation; B. Experiment by  
fluorescence blocking method. BF: bright field; FLUO:  

fluorescence field; Ah: Aeromonas hydrophila; Ec: Escherichia 
coli; Et: Edwardsiella tarda; Va: Vibrio alginolyticus;  

Vh: V. haveyi; Ah+Apt: A. hydrophila mixed with aptamer; 
Ec+Apt: E. coli mixed with aptamer; Et+Apt: E.tarda mixed 
with aptamer; Va+Apt: V. alginolyticus mixed with aptamer; 

Vh+Apt: V. harveyi mixed with aptamer. 

靶细菌哈维氏弧菌在荧光场下显现出明亮的黄红

色荧光, 而非目标菌溶藻弧菌、大肠杆菌、嗜水

气单胞菌和迟钝爱德华氏菌在荧光场下依然没有

明显荧光(图 3A), 说明带有荧光基团的核酸适配

体能与靶细菌哈维氏弧菌较好地结合, 即有较好

的亲和特异性, 但对其他 4种非目标菌的亲和力较

弱。荧光阻断法的结果则显示, 在放大 200 倍的

荧光显微镜下, 包括靶细菌哈维氏弧菌在内的 5种

菌都未观察到明显的荧光(图 3B), 说明靶细菌哈

维氏弧菌出现了荧光阻断现象, 这也进一步表明

该核酸适配体对哈维氏弧菌有较好的亲和特异性。 
2.4  不同放大倍数下核酸适配体对哈维氏弧菌

的识别效果 
利用荧光显微镜在不同放大倍数下观察结合

了核酸适配体的哈维氏弧菌(图 4), 从中可以看出, 
在分别放大了 200 倍、400 倍和 1000 倍的荧光显微

镜下, 结合了核酸适配体后的哈维氏弧菌显现出

明亮的黄红色荧光, 明显区别于背景, 说明该核酸

适配体对哈维氏弧菌有较好的亲和力和识别效果。 
 

 
 

图 4  不同放大倍数下核酸适配体对 
哈维氏弧菌的识别效果 

BF: 明场; FLUO: 荧光场; A: 放大 200 倍;  
B: 放大 400 倍; C: 放大 1000 倍. 

Fig. 4  Recognition of Vibrio harveyi mixed with aptamer 
under fluorescence microscope of different magnifications 

BF: bright field; FLUO: fluorescence field;  
A: magnification of 200 times; B: magnification  

of 400 times; C: magnification of 1000 times. 
 

3  讨论 

本研究利用核酸适配体对靶目标的高亲和特
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异性及其单链 DNA 特性, 通过测定靶目标上的

单链 DNA 浓度来表征其亲和力, 进而研究该核

酸适配体的亲和特异性和亲和常数, 结果显示该

核酸适配体对哈维氏弧菌有较好的亲和特异性 , 
这与之前采用地高辛−过氧化物酶法所获得的结

果是一致的[20]。而且, 之前的方法测得的该核酸

适配体的亲和常数 Kd=(34.75±5.61) nmol/L[20], 而
此次采用单链 DNA 法测得该核酸适配体的亲和

常数 Kd=(33.70±7.83) nmol/L, 二者极为接近, 说
明采用单链 DNA 浓度法来测定核酸适配体的亲

和力和亲和常数是可行的。采用地高辛−过氧化物

酶法测定核酸适配体亲和力, 需要使用地高辛标

记核酸适配体与靶细菌孵育, 然后再加入辣根过

氧化物酶标记的兔抗地高辛抗体 , 形成菌−核酸

适配体−地高辛−辣根过氧化物酶标记兔抗地高辛

抗体复合物, 最后还要经过显色剂显色和酶标仪

测定, 整个过程较为繁琐、复杂[19]。而本研究采

用的单链 DNA 法, 不仅不需要标记核酸适配体, 
而且核酸适配体与靶目标菌孵育洗涤后可以直接

用超微量紫外分光光度计来测定其亲和力, 整个

过程更为简便、快捷。 
目前有关核酸适配体的亲和力测定方法并不

统一, 不同学者常常根据自己研究的需要建立不

同的亲和力测定方法[21]。其中, 相当多的方法都

是要对核酸适配体进行标记, 然后再对相应标记

进行检测的, 有的还需通过 PCR 进一步放大检测

信号[5-9]。本研究通过测定靶目标上核酸适配体的

单链 DNA 浓度来表征其亲和力, 无需对核酸适

配体进行标记, 无需 PCR 扩增, 可直接用超微量

紫外分光光度计进行测定, 不仅比之前的地高辛

−过氧化物酶法的检测效率有了大幅提高, 比一

些 PCR 法在检测效率上也有较好的提升[10]。该方

法仪器设备要求简单、检测迅速、结果稳定、检

测成本低, 在当前众多核酸适配体的亲和特异性

检测方法之中, 不失为一种快捷、经济、可靠的

检测手段。 
有关水产病原弧菌的荧光显微镜鉴定已有学

者进行了研究, 并取得了较好效果[22-23]。其主要

原理就是通过一抗来特异性识别目标菌, 再通过

带有荧光标记的二抗对目标菌进行荧光标记, 最

后通过荧光显微镜实现对目标菌的鉴定。由于核

酸适配体对靶细菌有较好的亲和特异性, 且容易

进行荧光修饰, 因此, 本研究在直接观察法中采

用带有荧光标记的核酸适配体来代替其中的一抗

和二抗, 再通过荧光显微镜来进行鉴定, 结果显

示, 用核酸适配体替代抗体进行荧光显微镜鉴定

有较好的识别鉴定效果。本研究还采用荧光阻断

法来鉴定该核酸适配体的亲和特异性, 即先用没

有荧光标记的核酸适配体与菌孵育, 之后洗去未

结合的核酸适配体, 再加入带有荧光标记的核酸

适配体与菌孵育, 最后荧光显微镜观察, 结果发

现目标菌哈维氏弧菌出现了荧光阻断现象, 这表

明目标菌哈维氏弧菌在与荧光标记的核酸适配体

结合之前, 菌上相应的结合位点已被无荧光标记

的该核酸适配体所占据, 阻止了后续荧光适配体

的结合, 从而出现荧光阻断现象。而对于其他 4
种非目标菌, 由于与该核酸适配体的亲和力较弱, 
因此在这两种方法中, 它们的荧光都很弱。荧光

显微镜的鉴定结果进一步证明了该核酸适配体对

哈维氏弧菌有较好的亲和特异性, 也进一步表明

用单链 DNA 浓度法测定核酸适配体的亲和力和

亲和常数是准确可靠的。 
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Affinity and specificity of aptamer against Vibrio harveyi based on its 
ssDNA concentration 

PENG Yinglin, LIU Huimin, YAN Qingpi, WANG Wei, XU Jing, ZHENG Jiang 
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Abstract: Aptamers are oligonucleotide molecules obtained by systematic evolution of ligands by exponential 
enrichment, which have a high affinity and specificity towards their target. Aptamers are applied in many fields, 
such as life science research, drug screening, target identification, and environmental monitoring. Affinity deter-
mination of an aptamer and its specificity are necessary for the research and development of the aptamer. There-
fore, a novel affinity determination of aptamer, called ssDNA concentration method, was developed to study the 
specificity and affinity constant of an aptamer against Vibrio harveyi. The affinity and affinity constant of the ap-
tamer were determined by measuring the ssDNA concentration of the aptamer binding to the V. harveyi. The af-
finity of the aptamer against the target bacteria V. harveyi detected by the ssDNA concentration method, was 
15.2 times higher than that of the non-target bacteria. The affinity and specificity of the aptamer were also verified 
by fluorescence microscopy. There are two main methods of fluorescence microscopy, the direct observation 
method and the fluorescence blocking method. The direct observation method is observing the binding of aptamer 
and target bacteria under fluorescent microscope after bacteria were incubated with fluorescent labeled aptamer. 
The results verified by the direct observation method under fluorescence microscopy showed that the target bacte-
ria V. harveyi emitted significant yellow-red fluorescence after binding with the FAM-labeled aptamer, but little 
fluorescence was found in other four kinds of non-target bacteria (Vibrio alginolyticus, Aeromonas hydrophila, 
Edwardsiella tarda, and Escherichia coli), proving that the bacteria have no spontaneous fluorescence. Further-
more, the fluorescence blocking method involves incubating bacteria with no fluorescent label aptamer first, fol-
lowed by incubating with fluorescently labeled aptamer, and observing whether the fluorescence is blocked under 
the microscope. We found that all bacteria including the target bacteria V. harveyi had no significant fluorescence. 
These results of the fluorescence blocking method proved that the aptamer had an excellent affinity and specificity 
towards the target bacteria V. harveyi, which also verified the determination of the ssDNA concentration method. 
The affinity constant (Kd) of the aptamer measured by the ssDNA concentration method is equal to 33.70± 
7.83 nmol/L, and its corresponding fitting coefficient R2 is equal to 0.960, which showed that the ssDNA concen-
tration method is accurate, reliable, and feasible in the determination of affinity and affinity constant of an aptamer. 
The ssDNA concentration method used in this study is practical due to the simple equipment, short measurement 
time, and convenient operation. 
Key words: aptamer; affinity and specificity; concentration of ssDNA; fluorescence microscope 
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