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适配子纤维蛋白靶向性验证及其抗凝活性测定 *
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摘要 目的：验证适配子 G81的纤维蛋白靶向性，评估适配子对凝血系统的影响。方法：以复钙法制备鼠源、人源体外纤维蛋白，将

不同浓度 Cy5.5标记的适配子溶液与之孵育，置于激光共聚焦显微镜下以固定的参数成像，用 ImageJ软件进行相对荧光强度分

析；将适配子 G81溶液加入血浆中，通过倍比稀释法得到含浓度梯度适配子的血浆，采用 SYSMEX CS-5100全自动血凝仪检测

PT、APTT、TT，评估适配子 G81对凝血功能的影响。结果：激光共聚焦显微镜显示适配子能与纤维蛋白结合，随着加入适配子量

的增加其相对荧光强度逐渐增强，表明适配子可与纤维蛋白结合，统计分析提示荧光强度与适配子存在量效关系；人源、鼠源纤

维蛋白结合的荧光强度无统计学差异（P>0.05）。在抗凝活性检测中，血浆中适配子 G81浓度达到 200 pmoL/mL时，各浓度统计分

析结果均显示 P＞0.05，表明适配子对 PT、APTT、TT的测量均没有统计学差异上的影响。结论：适配子 G81具有纤维蛋白靶向

性，且当加入的适配子剂量低于 200 pmol/mL时对内、外源性凝血功能、凝血酶时间均无明显影响。

关键词：血栓性疾病；适配子；纤维蛋白；荧光强度；抗凝活性

中图分类号：R-33；Q75；R331 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2019）12-2272-06

Fibrin-targeting Validation of Aptamer and its Anticoagulant Activity
Determination*

To verify the fibrin-targeting of aptamer G81 and evaluate its effects on the coagulation system.

Fibrin was prepared in vitro and the aptamer labeled with Cy5.5 at different concentrations was incubated with it. Fluorescence intensity

was observed under the laser confocal microscope and analyzed by ImageJ software. Then, the plasma containing the gradient concentra-

tion aptamer was obtained by the multiple dilution method and the aptamer G81 was added into the plasma. The prothrombin time (PT),

activated partial thromboplastin time (APTT) and thrombin time (TT) were detected by the automatic coagulometer to evaluate the ef-

fects on the coagulation function. Confocal laser microscopy showed that the aptamer could bind to fibrin, and the fluorescence

intensity increased with the rise of the aptamer. Statistical analysis indicated that there was a dose-effect relationship between relative flu-

orescence intensity and aptamers. And there was no significance in the fluorescence intensity between human and mouse fibrin(P>0.05).
In the detection of anticoagulant activity, there was no statistically significant difference between the concentration of aptamer G81 in

plasma below 200 pmol/mL(P>0.05). The aptamer G81 is fibrin-targeting and has no obvious effects on endogenous and ex-

ogenous coagulation functions and thrombin time when below 200 pmol/mL of aptamer.
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前言

心血管病是全球性的重大公共卫生问题，其高发病率是人

类健康的严重威胁，资料估计美国有 9210万成年人至少有一

种心血管疾病，到 2030年 43.9 %的美国成年人预计患有某种

形式的心血管疾病[1]。《中国心血管病报告》推算中国心血管病

现患人数 2.9亿[2]，高发病率、致残率对医疗支出和经济产生了

重大影响[3]。随着人口老龄化及城镇化进程的加速，心脑血管病

负担持续加重。血栓形成是心脑血管疾病最核心的病理过程，

而不管是动脉血栓还是静脉血栓，都富含纤维蛋白[4]。适配子是
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体外筛选的具有高度亲和力及特异性的单链寡聚核苷酸分子[5]，

通过静电相互作用、氢键、范德华力、碱基堆积或这些的组合与

目标分子相互作用，靶标可从小分子到大蛋白[6]，可以进行修

饰[7]，也能连接各种荧光基团或不同载体、纳米颗粒，或其他生

物分子[8]。STLEX技术的发展，在传统适配子的基础上，还可获

得针对病毒颗粒和单细胞生物的适配体，核酸适配体还可应用

于新型检测系统和抗菌抗病毒药物开发[9]，如艾滋病诊断和治

疗[10]。本实验组前期工作以纤维蛋白作为靶物质，筛选出与纤

维蛋白高亲和力、高特异性结合的适配子 G81[11]。本实验从体

外验证适配子 G81的纤维蛋白靶向性，并通过检测凝血酶原

时间（PT）、活化部分凝血活酶时间（APTT）、凝血酶时间（TT）

观察适配子 G81对凝血功能的影响，为下一步通过动物实验

进一步验证其靶向性、特异性打下坚实基础。

1 材料与方法

1.1 材料

纤维蛋白适配子 G81，昆明小鼠血浆、人血浆，5 %水合氯

醛，1M CaCl2溶液，3.2 %枸橼酸钠，PBS溶液；PT、APTT、TT试

剂盒，均为 SIEMENS公司产品，批号分别为：562867、557275、

47995。Nikon A1R型激光共聚焦显微镜，SYSMEX CS-5100全

自动血凝分析仪，Beckman Coulter Allegra X-15R 台式冷冻离

心机。96孔板，载玻片、盖玻片。

1.2 体外血栓及分组

参照文献 [12,13]，在 96 孔板中加入 100 滋L 血浆，再加入 2

滋L1M CaCl2溶液，重新启动凝血途径，其凝结物即视为纤维蛋

白。小鼠血浆以昆明小鼠深度麻醉后心脏采血，按 9:1 的比

例将全血与 3.2 %枸橼酸钠抗凝剂混合均匀后 3000 rpm离心

25 min所得。适配子溶于 PBS中，储存浓度为 100 pmol/滋L。
分组：实验组：100 滋L血浆加入 2 滋L 1 M CaCl2溶液，静置

形成纤维蛋白后转移至 1.5 mL避光 EP管中，加入 10 滋L适配
子溶液，37℃孵育 15 min，弃适配子溶液，加入 1 mL PBS置于

摇床上，130rpm震荡 5min，洗涤三次。设置 0.25-0.5-1pmol/10 滋L
浓度梯度组。空白组：100 滋L血浆加入 2 滋L 1M CaCl2溶液，形

成纤维蛋白。将各组纤维蛋白置于载玻片上，盖玻片小心压平，

激光共聚焦显微镜下观察，以固定的参数（HV 167，Offset 0，

Laser 44.5）扫描成像。

人源性纤维蛋白靶向性实验参照鼠源纤维蛋白方法进行。

1.3 ImageJ图片分析

参照文献[14,15]，将结合不同浓度适配子的纤维蛋白共聚焦

图片，用 ImageJ图片分析软件进行相对荧光强度分析，并进行

统计学分析。

1.4 抗凝血活性测定

按 9:1的比例将人静脉全血与 3.2 %枸橼酸钠混合均匀，

3000 rpm离心 25 min，取 10份离心后血浆上清混匀备用。

分组：实验组：将 G81适配子用 PBS稀释成 20 pmol/滋L，
取 20 滋L加入 980 滋L的血浆中，混匀后取 500 滋L测定 PT、

APTT、TT。剩下的 500滋L再加入 500滋L血浆，混匀后取 500滋L
测量。以倍比稀释法将血浆中 G81适配子浓度不断稀释，最终

为 400 pmol/mL、200 pmol/mL、100 pmol/mL、50 pmol/mL。对照

组：将 20滋LPBS加入 980滋L的血浆中，其余操作同实验组。

SYSMEX CS-5100 全自动血凝分析仪测定 PT、APTT、TT

数值。

1.5 统计学处理

采用 SPSS 19.0版本软件分析统计数据，正态分布计量资

料以 x± s表示，适配子不同浓度组纤维蛋白相对荧光强度分
析采用单因素方差分析，相同浓度的适配子、PBS组间各指标

差异的比较均采用独立样本 t检验，适配子不同浓度组血浆抗

凝活性各指标差异的比较采用单因素方差分析；方差分析中两

两比较采用 Bonferroni方法，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 适配子的合成及标记

适配子 3端连接 CY5.5荧光基团，由生工生物工程公司

（上海）股份有限公司合成。如图 1所示，合成的 G81适配子为

单峰，纯度较高，分子量约 20392.3 Da。

2.2 适配子具有纤维蛋白靶向性

体外鼠源、人源纤维蛋白实验中，不同浓度的适配子 G81

均能与之结合，如图 2、图 3所示。且随着加入适配子浓度的增

加，荧光强度随之增强，荧光强度与适配子浓度存在量效关系。

2.3 相对荧光强度分析

使用 ImageJ图片分析软件对结合有不同浓度适配子 G81

的鼠源纤维蛋白成像图片进行相对荧光强度分析，并进行统计

学分析。分别将鼠源、人源纤维蛋白相对荧光强度组间比较，均

P＜0.001，差异有统计学意义，表明不同浓度组纤维蛋白所结

合的 G81适配子相对荧光强度均具备差异性。将同等浓度的

鼠源、人源相对荧光强度两两比较，均 P＞0.05，差异无统计学

意义，表明适配子结合纤维蛋白能力无种属差异。随着加入适

配子浓度的增加，纤维蛋白相对荧光强度随之增强，相对荧光

强度与适配子浓度存在量效关系（图 4），表明纤维蛋白与适配

子可特异结合。鼠源、人源纤维蛋白的相对荧光强度变化，表明

适配子 G81具备体外纤维蛋白靶向性。

2.4 适配子对 PT、APTT、TT的影响

采用倍比稀释的方法检测适配子对凝血功能的影响，结果

如表 1、图 5所示。

PT值中，各浓度统计分析结果显示，均 P＞0.05，实验组和

对照组测得的 PT值差异均无统计学意义；即加入 G81后血浆

图 1 Cy5.5标记的 G81适配子质谱图

Fig.1 Mass spectrum of G81 aptamer labeled with Cy5.5
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图 2 激光共聚焦显微镜下适配子与鼠源纤维蛋白的结合

Fig.2 Fluorescence imaging of aptamer and mouse fibrin combination under the laser confocal microscopy

图 3 激光共聚焦显微镜下适配子的荧光成像 -人源纤维蛋白

Fig.3 Fluorescence imaging of aptamer and human fibrin combination under the laser confocal microscopy

中的 PT值无显著变化。APTT值中，各浓度统计分析结果显

示，均 P＞0.05，实验组和对照组测得的 APTT值差异均无统计

学意义；即加入 G81后血浆中的APTT值无显著变化。TT值中，

分析结果显示，血浆中 G81浓度为 400 pmol/mL时，P=0.004＜
0.05，实验组和对照组测得的 TT值差异有统计学意义；浓度为

50 pmol/mL、100 pmol/mL和 200 pmol/mL时，均 P＞0.05，实验
组和对照组测得的 TT值差异无统计学意义；即当加入 G81的

浓度低于 200 pmol/mL之间时，血浆中的 TT值无显著变化。

适配子不同浓度组血浆抗凝活性各指标差异的方差分析

显示 FPT=0.77，FAPTT=0.014，FTT=0.865，均 P＞0.05，各指标

差异无统计学意义。将不同浓度适配子组血浆抗凝活性进行两

两比较，均 P＞0.05，差异无统计学意义，表明不同浓度适配子

组内 PT、APTT、TT测量值无明显变化。

综上可见，血浆中适配子 G81的浓度低于 200 pmol/mL

时，对外源性凝血系统、内源性凝血系统、凝血酶时间均无明显

影响。

3 讨论

血栓形成是缺血性心脏病、缺血性脑卒中和静脉血栓栓塞

(VTE)的常见病理基础[16]。尽管各种抗血栓药物广泛用于动脉
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图 4 纤维蛋白共聚焦相对荧光强度分析

Fig.4 Analysis of fibrin confocal fluorescence intensity

Note: *P＜0.05.

和静脉血栓的预防和治疗，血栓栓塞性疾病仍然是全世界死亡

和残疾的主要原因。如 2010年，因缺血性心脏病和中风死亡人

数占全球死亡人数的四分之一[17]。血栓栓塞性疾病，临床上因

部位、血栓大小等的差异而出现不同的主症，症状多端，缺乏特

异性。随着我国社会人口老年化的进展，相关疾病的发生将更

加频繁，临床上对此类疾病的快速诊断、有效治疗的需求更加

强烈。

鉴于血栓栓塞性疾病的严重危害，许多抗血栓形成、溶栓

的药物被开发出来并在临床应用中不断加以改进，这些药物针

对的大部分是凝血因子以及激活血小板的蛋白质和受体。虽然

此类相关药物在临床上预防和治疗血栓方面效果不错，但存在

不同程度的意外出血、血小板减少等副作用，可引起其它并发

症，严重的会导致死亡。而不管是动脉血栓还是静脉血栓，纤维

蛋白都是其中的主要成分。适配子是体外筛选的单链寡聚核苷

酸分子，靶分子范围广泛，具备高特异性与亲和性，易合成，易

修饰[18]。SELEX技术的发展，使得多种适配子被开发出来[19-21]。

其研究应用前景广阔，如 2004年第 1个适配子药物Macugen

被美国 FDA批准用于治疗老年性黄斑变性(AMD)[22]。适配子

可通过识别特定的结合位点来抑制或控制目标的活性，利用其

高亲和力和特异性，药物可以靶向于所特定的细胞或组织，从

而提高其局部浓度和疗效[23]。特定适配子的结合能力可以通过

添加具有互补序列的寡核苷酸来限制或消除[24,25]，也可将两种

图 5 适配子抗凝血活性测定结果

Fig.5 Determination of the anticoagulant activity of aptamer

表 1 浓度梯度的 G81溶液对 PT、APTT、TT的影响

Table 1 Effects of aptamer on PT, APTT and TT

Concentration(pmol/mL) Groups PT(s) APTT(s) TT(s)

0 G81 10.68± 0.33 28.26± 3.63 18.50± 0.28

PBS 10.58± 0.11 27.82± 2.84 18.44± 0.22

50 G81 10.70± 0.35 27.78± 3.16 18.54± 0.27

PBS 10.62± 0.13 27.54± 3.21 18.54± 0.24

100 G81 10.84± 0.38 28.90± 3.92 18.66± 0.25

PBS 10.62± 0.15 27.92± 2.71 18.42± 0.29

200 G81 10.62± 0.31 29.08± 3.93 18.84± 0.22

PBS 10.68± 0.16 27.82± 3.19 18.66± 0.26

400 G81 10.40± 0.41 28.82± 4.61 19.56± 0.36*

PBS 10.72± 0.15 27.62± 3.16 18.66± 0.36*

适配子连接到一起以增强其功能[26]；适配子可在序列上连接各

种荧光基团或不同载体用于相关疾病的诊断和治疗[8]。有鉴于

此，促使研究者不断尝试立足于适配子靶向血栓形成各个阶段

及产物来开发新的药物，如靶向血小板[27]、凝血酶[28,29]、凝血因

子[30]等。凝血途径的最后阶段，是溶于血浆中的纤维蛋白原被

凝血酶酶解为纤维蛋白单体，进而交联形成不溶的、稳定的纤

维蛋白凝块，将血细胞网罗在内，形成血凝块。从目前的适配子

研究中，未见从纤维蛋白适配子的角度开发相关抗凝、溶栓类

的药物。本实验组前期在中药归经理论的启发下，通过 SELEX

技术筛选出具备纤维蛋白高亲和力、高特异性的适配子 G81[11]。

近红外荧光光学成像灵敏度高、无电离辐射，其成像技术的发

展，提供便捷、直观、安全地观察 G81适配子与纤维蛋白的结

合情况的方法。Cy5.5荧光染料，激发光波长 675 nm，发射光波

长 694 nm，可穿透软组织，用于组织或细胞的激光共聚焦成像

及小动物活体成像。参照文献[31-33]，我们委托生工生物工程公司

在适配子序列 3端连接 Cy5.5荧光基团，将适配子稀释成不同

浓度在体外与纤维蛋白孵育，充分洗涤后通过激光共聚焦显微

镜观察荧光成像情况。在预实验中，我们摸索出适配子溶液为

10 滋L时，纤维蛋白形成后转移到EP管中可与适配子溶液充分

接触，且放置于摇床上能震荡起进一步结合的作用。为了客观

比较成像的强弱，我们通过不断尝试，以固定的参数（HV 167，
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Offset 0，Laser 44.5）扫描成像，每次均提取相同的成像标准，观

察到随着加入适配子量的增加纤维蛋白之荧光强度逐渐增强，

使用 ImageJ图片分析软件对结合有不同浓度适配子 G81的维

蛋白成像图片进行相对荧光强度分析，并进行统计学分析，差

异有统计学意义，说明不同浓度组纤维蛋白所结合的 G81适

配子相对荧光强度均具备差异性。将同等浓度的人源、鼠源相

对荧光强度两两比较，均 P＞0.05，差异无统计学意义，表明适

配子结合纤维蛋白能力无种属差异。随着加入适配子浓度的增

加，相对荧光强度随之增强，表明适配子能与纤维蛋白结合，且

存在量效关系。

针对凝血途径设计的适配子，可能会影响到凝血功能，如

已经进入临床实验的凝血酶抑制剂核酸适配子 ARC-183，体外

抗凝血酶活性的分析表明，输注适配子后，以浓度依赖的方式

延长 PT、APTT[34]。适配子 Nu172亦呈现类似结果，静脉注射后

PT、APTT呈剂量依赖性增加[35]。在适配子 G81开展体内实验

前，本实验拟通过在血浆中加入梯度浓度的 G81并检测分析

PT、APTTT、TT来评估其对凝血功能的影响，避免后续在适配

子上偶联抗凝、溶栓蛋白后产生的应用效能评价问题，同时也

为后续体内实验提供应用剂量参照。文献[34-36]提示适配子静脉

给药后以浓度依赖的方式延长相关抗凝指标，本实验通过倍比

稀释的方式设置 50-100-200-400 pmol/mL浓度梯度，以 SYS-

MEX CS-5100全自动血凝分析仪测定 PT、APTT、TT，通过统

计学分析血浆中不同浓度适配子对 PT、APTTT、TT的影响，以

此评价适配子对凝血功能的影响。从数据分析来看，当加入的

适配子剂量低于 200 pmol/mL时对外源性凝血系统、内源性凝

血系统、凝血酶时间均无明显影响。当剂量达到 400 pmol/mL

时可能对凝血酶时间存在统计学差异的影响。

本研究立足于适配子，着重从体外纤维蛋白结合性方面证

实前期所合成的适配子 G81 具备高亲和力的纤维蛋白靶向

性，且未对凝血功能造成明显影响。本实验的局限在于是从体

外以全自动血凝分析仪的角度测定并分析血浆中不同浓度适

配子 G81对 PT、APTT、TT的影响，与文献中静脉注射的给药

途径上有所不同，尚需经体内实验继续验证。由于纤维蛋白适

配子未见其它文献报道，其功能如何证实及应用、剂量如何选

择，均需参考其它文献慢慢探索。不可否认的是，本实验为下步

偶联抗凝溶栓药物[37]的动物实验提供有力的剂量应用参考，为

进一步实现对血栓的精准靶向治疗，开发安全、高效抗凝溶栓

药物打下坚实基础，也为将来可能的临床应用奠定了良好基础。
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