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摘要 目的：筛选能高特异性、高亲和力结合 RANKL蛋白并有效抑制 RANKL对破骨细胞诱导分化作用的 DNA适配子。方法：首

先，采用原核系统表达并纯化 RANKL蛋白，通过 SELEX(Systematic evolution of ligands by exponential)技术从人工合成的单链随

机寡核苷酸文库中筛选能高特异性、高亲和力结合 RANKL蛋白的 DNA适配子。然后，用 RNAfolding sever software分析适配子

空间结构，以 ELISA检测 DNA适配子和 RANKL亲和力大小并筛选出亲和力最高的一组 DNA适配子用以验证 DNA适配子对

RANKL诱导破骨细胞分化的抑制作用。结果：① 成功在原核系统表达并纯化 RANKL蛋白；② 筛选出能高特异性、高亲和力结合

RANKL蛋白的 12个 DNA适配子。③ 与对照组相比，不同浓度 DNA适配子能明显抑制 TRAP阳性破骨细胞数量(P<0.05)，且浓

度越高抑制效果越明显。结论：成功筛选出的 DNA适配子能特异性结合 RANKL蛋白并有效抑制 RANKL对破骨细胞的诱导分

化功能。
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Identification of a DNA Aptamer Inhibiting RANKL-induced
Osteoclastogenesis in Vitro*

To select ssDNA aptamers with high affinity and specificity for RANKL which could efficiently inhibit

RANKL-induced osteoclastogenesis in vitro. Firstly, a 93nt single stranded DNA (ssDNA) random library was subjected to 14

rounds of selection against RANKL expressed and purified from the prokaryotic expression system by SELEX method. And then the

structure of ssDNA aptamers was analyzed by RNAfolding server software and the affinities of aptamers to RANKL were determined by

ELISA. Lastly, the inhibition effects of ssDNA aptamers on RANKL-induce osteoclastogenesis were verified in vitro. ① Mouse

RANKL was successfully expressed and purified by the prokaryotic expression system. ② Twelve ssDNA aptamers with high affinity and

specificity for RANKL were selected out. ③ the numbers of the TRAP+ multinucleated osteoclasts were decreased in different groups of

ssDNA aptamers comparing with control group(P<0.05). The ssDNA aptamers of RANKL have been successively selected

by the SELEX method for the first time and the selected ssDNA aptamers can effectively inhibit RANKL-induced osteoclastogenesis in

vitro.
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前言

骨组织代谢稳态主要依赖于成骨细胞成骨作用与破骨细

胞骨吸收作用之间的平衡。当破骨细胞活动增强，骨吸收活动

超过骨形成，骨代谢平衡被打破，就会导致高风险的骨折或关

节破坏[1-4]。近年来研究证实核因子资B受体活化因子配体(Re-

ceptor Activator of Nuclear Factor-资B Ligand，RANKL)对破骨细

胞的分化、成熟及功能都具有关键性调节作用。阻断 RANKL

与破骨细胞前体细胞 RANK结合可抑制破骨细胞的分化和成

熟[5,6]。目前，阻断 RANKL-RANK结合的策略主要围绕诱骗受

体 OPG[7]和抗 RANKL单克隆抗体[8]的拮抗以及抗 RANKL疫

苗[9]的主动免疫等方面。而以上策略除了 RANKL单克隆抗体狄

诺塞麦(Denosumab)进入临床实验外，其他策略均因有效性、安

全性等原因未能进入临床应用。而单克隆抗体因其制备工艺复

杂、成本较为昂贵的原因限制其广泛应用。因此，探索更为安全、

有效、廉价的阻断 RANKL-RANK结合的方法显得十分重要。
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通过 SELEX[10,11]技术筛选获得适配子，具有靶标分子广、

高亲和力和高特异性、易于标记和修饰、稳定性好、易于制备等

优点[12]，目前已广泛应用于医学、化学、药学、食品安全检测等

领域，展现出了良好的应用前景[13-16]。因此，本研究通过 SELEX

技术，以原核系统表达、纯化的 RANKL蛋白为靶标进行筛选

能特异性结合 RANKL的适配子，通过细胞实验证实该适配子

有效抑制了 RANKL对破骨细胞的诱导分化，为进一步探究阻

断 RANKL-RANK通路的新方法奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 材料

RT-PCR 试剂盒、T4 DNA 连接酶、 I、 I(TaKaRa,

Japan)；DNA Marker、Protein Marker、原核表达载体 pET-28a、

BL-21 (DE3) 感受态、ELISA 试剂盒 (Tiangen, China)；

Ni-NTA亲和层析介质(GenScript, China)；Amicon Ultra-15 mL，

10 kDa Centrifugal Filter Unit(Millipore，USA)；单链寡核苷酸文

库 (5-CCGTAATACGACTCACTATAGGGGAGCTCGGTACC-

GAATTC-(N30)-AAGCTTTGCAGAGAGGATCCTT-3)：两端为

固定序列，中间随机序列为 30个碱基，库容量大约 1015，上游

引 物 ：5'-CCGTAATACGACTCAC TATAGGGGAGCTCGGT-

ACCGAATTC-3'，下游引物：5'-AAGGATCCTCTCTGCAAA-

GCTT-3'，(Sangon Biotech, China)；酶标仪(Bio-Rad 680，USA)；

C57BL/6小鼠 (第四军医大学实验动物中心)；RANKL、M-CSF

(sigma，USA)。

1.2 方法

1.2.1 RANKL原核系统表达和纯化 提取 C57BL/6 小鼠骨

髓总 RNA，经 RT-PCR扩增，逆转录合成 cDNA，PCR扩增小

鼠 RANKL胞外段(70-316 aa)DNA片段，构建 pET28a-mRAN-

KL重组表达载体。测序确认序列正确后，提取 pET28a-

mRANKL重组表达载体质粒将其转化至 BL-21(DE3)感

受态细胞，然后接种至 LB(Kan+)平板筛选阳性转化子。然后挑

取单克隆，接种至 LB(Kan+)培养基，37℃，285 r/min震荡培养

过夜，按 1:100转接至 LB(Kan+)培养基，扩增菌液，OD600=0.

6~0.8时加入 1 mM IPTG，37℃，285 r/min震荡培养 10 h，收集

菌液，4℃离心，加入 Lysis平衡缓冲液(50 mM Na2HPO4, 0.3 M

NaCl, pH=8.0)，重新悬浮细胞，之后冰上超声破碎细胞，4℃离

心，收集上清液进行 Ni-NTA过柱纯化(参考金斯瑞蛋白纯化操

作步骤)。最后，收集纯化蛋白用Millipore超滤离心管进行蛋白

透析，浓缩。

1.2.2 SELEX筛选 筛选步骤参考以前文献[17]并进行部分修

改：取 1 nmoL单链 DNA溶液，95℃中加热 5 min，取出置冰浴

2 min，然后与 Ni-NTA缓慢震荡混合，室温孵育 30 min进行负

向筛选，收集未结合的单链 DNA进行正向筛选。将未结合的单

链 DNA与事先结合上 RANKL的 Ni-NTA缓慢震荡结合，室

温孵育 30 min，去除未结合的单链 DNA，收集与 RANKL结合

的单链 DNA。然后通过对称 PCR扩增单链 DNA文库，非对称

PCR合成新的单链 DNA文库，进行下一轮筛选，直到完成 14

轮筛选。将最后一轮筛选获得的 ssDNA文库扩增成 dsDNA文

库后，克隆到 T载体中，转入 DH5琢感受态细胞中，随机挑取
25个克隆。将 25个克隆进行测序。

1.2.3 ELISA检测适配子与 RANKL蛋白的结合 将测序成

功的单适配子序列，合成生物素标记的单适配子(bio-aptamer)。

然后用 ELISA法检测适配子与 RANKL蛋白的结合：用 RAN-

KL蛋白包被 96孔 ELISA板(5 滋g/mL，100 滋L/孔)，4℃过夜。

洗涤 3次，1 % BSA(100 滋L/孔)37℃封闭 2 h，洗涤 3次。加入

生物素化适配子 (4 滋g/mL，100 滋L/孔，设 PBS组为空白对照

组)，37℃孵育 2 h，洗涤 3次，加入 1:1000稀释的 HRP标记的

链霉亲和素(HRP-streptavidin; 100 滋L/孔)，37℃孵育 1 h，洗涤

3次，然后加入 ELISA底物液(邻苯二胺, 100 滋L/孔), 37℃避

光反应 15分钟。加入终止液(50 滋L/孔)，在酶标仪 450 nm处

读取 OD值。

1.2.4 破骨细胞培养 取 C57BL/6小鼠骨髓来源的单核巨噬

细胞，培养于完全 琢-MEM培养基中(10 %灭活胎牛血清，100

U/mL青霉素 /链霉素，2 mML-谷氨酰胺)继续增殖为 BMM细

胞。BMM细胞(2× 105个 /mL)以完全 琢-MEM培养基培养，并

以M-CSF(50 ng/mL)和 RANKL (100 ng/mL)诱导分化，同时加

入不同浓度的适配子(0.5，1和 5 滋M)进行干预。隔天换液培养

直到形成成熟破骨细胞。成熟破骨细胞进行 TRAP染色，计数

大于 3个核的 TRAP阳性细胞，记为破骨细胞。

1.2.5 细胞毒性分析 BMM细胞接种于 96孔板 (1× 105个

/mL)，以不同浓度的适配子干预 48 h。然后加入MTT 10 滋L/孔
(5 mg/mL)，37℃孵育 4 h 后，加入 DMS(150 滋L/ 孔)，溶解 10

min，490 nm处测吸光度 OD值。

1.3 统计学分析

数据采用 SPSS13.0软件处理，多组间计量资料的比较采

用单因素方差分析(ANOVA)，进一步两组间比较采用 SNK-q

检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 RANKL蛋白的原核表达和纯化

将 pET28a-mRANKL 重组表达载体质粒转化至

BL-21(DE3)感受态细胞中，经 IPTG诱导表达的 RANKL，经过

Ni-NTA亲和层析介质纯化。各蛋白组分经 SDS-PAGE分析证

实，RANKL蛋白成功表达和纯化(图 1)。

图 1 RANKL蛋白的原核表达和纯化

Fig. 1 Expression and purification of RANKL
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2.2 SELEX筛选 DNA适配子

以原核表达纯化的 RANKL蛋白为靶分子进行筛选 (图

2A)，以未结合 RANKL 的 Ni-NTA 为负向筛选，以结合上

RANKL的 Ni-NTA为正向筛选，经对称 PCR和非对称 PCR

扩增单链 DNA文库(图 2B)。将最后一轮筛选获得的 ssDNA文

库扩增成 dsDNA文库后，克隆到 T载体中，转化入 DH5琢感受
态细胞中，随机挑取 25个克隆。将 25个单克隆进行测序，结果

发现有部分空载体或克隆序列中有碱基插入或缺失。经过筛

选，得到 12个符合要求的适配子并进行同源性分析及序列编

号(aptamer1-12)(图 2C)。

图 2 SELEX法筛选 RANKL适配子

Fig. 2 The aptamers of RANKL selected by SELEX method

Note: (A)SELEX method. (B) PCR amplification. (C)Aptamers of RANKL.

2.3 ELISA检测适配子与 RANKL蛋白的结合

合成生物素标记的单适配子(aptamer1-8)与 RANKL蛋白

进行 ELISA检测，结果可见单适配子与 RANKL蛋白均有结合

能力 (图 3A)，其中 aptamer1结合能力最强。用 RNAfold web

server software对结合能力最强的 aptamer1,4,6和 8进行二级

结构分析(图 3B)，其中结合能力最强的 aptamer1具有充分的

茎环结构。

图 3 ELISA检测适配子与 RANKL的结合及适配子空间结构预测

Fig. 3 Determination of the affinities by ELISA and the structure by RNAfolding server software

Note: (A) Detection by ELISA. (B) Structure of aptamer.
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2.4 适配子对 RANKL诱导的破骨分化成熟的影响

为了检测适配子对 RANKL诱导的破骨细胞分化的影响，

选取和 RANKL亲和力最高的 aptamer 1作为研究对象。分别

以不同浓度的 aptamer 1(0.5,1和 5 滋M)干预 RANKL诱导的破

骨细胞分化。与对照组相比，不同浓度 aptamer 1处理的干预

RANKL诱导的破骨细胞存活率比较差异无统计学意义(P>0.

05，图 4B)，不同浓度 aptamer 1均能明显抑制 RANKL对破骨

细胞的诱导分化作用，且浓度越高抑制作用越明显(图 4A和C)。

图 4 适配子抑制了 RANKL诱导的破骨细胞分化

Fig. 4 Aptamer suppresses RANKL-induced osteoclast formation

Note: (A) TRAP staining (40× ). (B)MTT assay. (C)Quantitation of osteoclast number.

Data are expressed as x± SEM, n=3. *<0.05, compared with control group.

3 讨论

OPG/RANKL-RANK信号通路在破骨细胞分化、成熟和发

挥功能过程中起关键性作用[18,19]。因而，阻断 RANKL与 RANK

的结合可以有效抑制破骨细胞的分化和成熟，从而抑制破骨细

胞骨吸收作用 [20]。OPG作为诱骗受体可以竞争性阻断 RAN-

KL-RANK的结合 [7]，抗 RANKL单克隆抗体狄诺塞麦(Deno-

sumab)通过特异性抗原抗体结合封闭 RANKL，从而阻断破骨

细胞分化和成熟，有效提高骨密度[8,21,22]。但单克隆抗体本身也

存在制备工艺复杂、成本昂贵等缺点，而作为主动免疫的抗

RANKL疫苗也存在效价低、安全性等问题。因此，探索更为有

效、便捷的阻断 RANKL-RANK结合的方法显得十分重要。而

SELEX技术筛选的适配子在特异性和亲和力上可以和抗体媲

美。同时，其具有自己独特的优势：制备工艺简单，性质稳定，便

于修饰，免疫原性低以及可以常温运输、长期保存等[23]，已广泛

应用于疾病的识别、预防、诊断和治疗[12]。

本研究首次利用 SELEX技术筛选能特异性结合并能有效

拮抗 RANKL对破骨细胞诱导分化作用的 DNA适配子，研究

过程中，我们成功表达和纯化了小鼠 RANKL 蛋白胞外段

(70-316 aa)，并以纯化的 RANKL蛋白作为靶分子，利用 SE-

LEX技术成功筛选出 12个 DNA适配子，并用 ELISA检测适

配子与 RANKL的亲和力，发现筛选出的适配子均能和 RAN-

KL结合。然后，用 RNAfold serve software对其结构进行预测，

发现亲和力最高的适配子具有充分的茎环结构，可能是和

RANKL结合的区域，但需进一步实验加以证实。最后验证了适

配子对 RANKL诱导破骨细胞分化的抑制功能。

总之，本研究首次筛选出能特异性拮抗 RANKL的 DNA

适配子，并在细胞水平验证了适配子的功能，为探索阻断 RAN-

KL-RANK结合的新方法奠定基础。但本研究也存在需要进一

步优化的方面如提高原核表达的 RANKL蛋白的纯度，优化

SELEX技术的筛选条件以便获得更优的适配子，进一步探究

适配子和 RANKL结合的分子基础以及需要更为严谨的动物

实验来验证适配子在体内对 RANKL的阻断效果，从而实现骨

吸收性疾病的有效治疗。
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