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分子模拟指导核酸适配体文库设计
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(华侨大学医学院ꎬ 福建 泉州　 ３６２０２１)

摘要　 核酸适配体是利用配体指数富集的系统进化技术(ＳＥＬＥＸ)从随机文库中筛选获得一段有

功能的单链寡核苷酸ꎮ 但因筛选过程中的文库选择、洗涤次数、分离效率、缓冲液离子含量和 ｐＨ
值等多种因素的影响ꎬ迄今所报道的亲和力与特异性都很高的核酸适配体为数不多ꎮ 初始文库是

核酸适配体筛选的源头ꎬ作为 ＳＥＬＥＸ 技术的根本ꎬ其设计是否合理直接影响到筛选的成败和效率ꎮ
分子模拟能以核酸适配体文库为主体ꎬ计算机为主要工具ꎬ发展多种结构模拟与分析工具ꎬ辅助核

酸适配体文库的合理设计ꎮ 本文综述了现阶段利用分子模拟进行核酸适配体初始文库设计的相关

方法ꎬ希望能为从源头上提高核酸适配体筛选的成功率提供线索ꎮ
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　 　 核酸适配体是通过配体指数富集的系统进化技

术 ( ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔꎬ ＳＥＬＥＸ)从随机文库中筛选获得的功能

性单链寡核苷酸[１]ꎮ 通过将初始文库与靶标结合ꎻ
洗涤去除非特异性结合的序列ꎻ分离与靶标特异性

结合的片段ꎻ进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到次级文库进入下

一轮筛选ꎬ这样的循环过程使能与靶标结合的核酸

适配体在文库中富集ꎮ 由此可见ꎬ由于起始文库的

随机性和有限性ꎬ传统的核酸适配体筛选过程本身

就相当于大海捞针ꎮ 即使筛选全程的所有步骤都正

确操作ꎬ其结果依然不确定ꎮ 筛选过程中还有许多

影响筛选结果的因素ꎬ例如:靶标溶液的基体与浓
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度[２]ꎻ筛选时的洗涤次数ꎻ分离效率等ꎮ 因此ꎬ初始

文库作为核酸适配体筛选的源头ꎬ其设计的合理性

对于核酸适配体筛选的整个环节至关重要ꎮ 但实际

筛选过程所用的文库往往存在多种问题ꎮ 首先ꎬ核
酸适配体筛选初始文库的随机序列一般有 ３０ ~ ６０
个碱基[３]ꎮ 因此理论上初始文库容量为 １０１８ ~１０３６ꎬ
但因目前核酸合成的最大库容量只能达到 １０１６ꎬ实
际与理论库容量相比相差很大[４]ꎻ其次ꎬＰＣＲ 扩增

具有一定的偏好性[５ꎬ ６]ꎬ会使原本丰度不够大的文

库结构变得更加单一ꎻ最后ꎬ正如 Ｃａｒｏｔｈｅｒｓ 等所指

出的ꎬ核酸适配体结构越复杂ꎬ其与靶标结合的亲和

力越高[７]ꎮ 而 Ｇｅｖｅｒｔｚ 等研究发现ꎬ核酸适配体筛选

所用的初始文库大多数结构简单ꎬ其中含有的多是

简单的线性茎环结构以及低分支结构ꎬ而高阶结节

结构以及多分支结构含量较少[８ꎬ ９]ꎮ
初始文库是核酸适配体筛选的源头ꎮ 合理的文

库设计是筛选能否成功的根本因素ꎮ 分子模拟能通

过各种软件实现对靶标与核酸结构的模拟分析[１０]ꎬ
预测二者的作用位点[１１]ꎬ同时可以对初始文库的结

构模块进行高通量筛选[１２]ꎬ是辅助文库设计的有效

手段ꎮ 利用分子模拟的方法辅助文库设计ꎬ可缩小

初始文库的库容量ꎬ同时又不影响文库目的序列丰

度和二级结构的多样性ꎬ可从文库设计方面入手ꎬ提
高核酸适配体筛选的成功率和效率ꎮ 核酸适配体筛

选所用的初始文库由固定序列和随机序列组成ꎮ 固

定序列一般就是位于核酸适配体两端与引物互补用

于扩增的部分ꎬ其设计原理与引物设计原理相同ꎮ
现阶段ꎬ根据核酸适配体筛选目的不同ꎬ分子模拟指

导的初始文库随机序列的设计主要包括两大类:一
是为了优化已知结合序列的有指向性的文库设计ꎻ
二是为了获得全新的能与靶标结合的序列的无指向

性的文库设计ꎮ

１　 有指向性的文库设计

有指向性的文库设计是指在对靶标序列有所了

解的基础上ꎬ保留序列作用位点ꎬ对其他非作用位点

进行随机突变或直接对靶标序列进行随机突变ꎬ构
建二次筛选文库ꎮ 传统的 ＳＥＬＥＸ 方法效率低的原

因之一是ꎬ在对靶标可能要结合的序列一无所知的

情况下ꎬ要在随机文库中找到一条或几条序列ꎬ这个

过程非常困难ꎬ犹如大海捞针ꎮ 利用有指向性的文

库设计法设计的文库ꎬ虽然库容量远小于 １０１６ꎬ但文

库中的无效序列比例明显减少ꎬ目标序列的丰度显

著增高ꎮ 已有研究表明ꎬ这种文库设计方法能够有

效提高核酸适配体的筛选效率与成功率[１３]ꎮ 这种

文库设计主要存在两种情况ꎮ
１􀆰 １　 已知野生型靶序列情况下的有指向性的文库

设计

自然界中存在着许多能与基因元件结合的靶标

物质ꎬ它们能够通过与基因元件相结合ꎬ从而调控下

游基因的表达ꎮ 已有许多研究者利用这种已知的野

生型序列ꎬ并对其进行改造ꎬ设计筛选文库ꎮ 用该文

库筛选获得了功能更为优良的核酸适配体ꎮ 例如ꎬ
人 Ｔ 淋 巴 细 胞 白 血 病 病 毒 １ 型 ( ｈｕｍａｎ Ｔ￣ｃｅｌｌ
ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １ꎬ ＨＴＬＶ￣１)的 ＲＥＸ 蛋白ꎬ通过其

基因元件(ｒｅｘ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔꎬ ＸＢＥ)作用来调控病

毒 ｍＲＮＡ 的胞质转运ꎮ 利用该原理ꎬＢａｓｋｅｒｖｉｌｌｅ 等

在基因元件的基础上ꎬ通过对其序列进行突变ꎬ构建

筛选文库ꎬ从而筛选获得比基因元件亲和力高 ９ 倍

的 ＲＥＸ 蛋白核酸适配体[１４]ꎮ 同样ꎬＡｈｉｒｗａｒ 等将雌

激素受体 α(ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ αꎬ ＥＲα)的反应元件

(ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ ＥＲＥＳ)进行突变ꎬ通过

二级结构预测软件 ＭＣ￣Ｆｏｌｄ 确定序列二级结构[１５]ꎮ
在二级结构水平上对文库进行初步筛选ꎬ保证文库

二级结构与 ＥＲＥｓ 类似ꎬ然后利用分子对接[１６] 联用

的方法(同时使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ[１７]ꎬ ＨＡＤＤＯＣＫ[１８]

和 ＰａｔｃｈＤｏｃｋ[１９]三种软件进行对接ꎬ避免单一软件

算法缺陷)对文库序列进行评估ꎬ将分子对接评分

较高的序列进行分子生物学验证ꎬ最后获得能与雌

激素受体特异性结合的核酸适配体[２０]ꎮ
这种文库设计虽然具有一定的指向性ꎬ可提高

筛选成功率和效率ꎬ但在设计时需要考虑的一个重

要因素是在原有基础上的突变率以及随机化程度ꎮ
程度太低ꎬ突变碱基占原序列比例太小则设计的文

库库容量太小ꎻ突变率太高确实可以提高库容量ꎬ但
文库中的无效序列也会增加[２１]ꎮ
１􀆰 ２　 已知核酸适配体序列的有指向性的文库设计

核酸适配体筛选的目的是获得能与靶标高特异

性和高亲和力结合的核酸适配体ꎮ 但因初始文库设

计不合理以及 ＰＣＲ 扩增的偏好性等原因ꎬ传统的

ＳＥＬＥＸ 技术在大多数情况下难以成功筛选获得高

亲和力的功能性核酸适配体ꎮ 在核酸适配体序列已

筛选成功ꎬ但其亲和力又不理想或核酸适配体序列

太长ꎬ不适于进行下游研究的情况下ꎬ在已有序列的

基础上设计新的二次筛选文库ꎬ继续进行筛选ꎬ是提

高核酸适配体亲和力的有效方法之一ꎮ
２０１６ 年ꎬ Ｘｕ 等对已有的前列腺特异性膜抗原

(ｐｒｏｓｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｅｍｂｒａｎｅ ａｎｔｉｇｅｎꎬ ＰＳＭＡ)核酸适

２５２
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配体进行二级结构预测ꎬ并通过分子对接技术确定

其作用的关键碱基及结构模块ꎮ 在此基础上ꎬ对已

有核酸适配体进行碱基的截断、插入和突变ꎬ形成新

的二次筛选文库ꎮ 然后ꎬ利用二级结构预测软件

Ｖｆｏｌｄ ２Ｄ[２２] 和三维结构预测软件 Ｖｆｏｌｄ ３Ｄ[２３] 对其

进行结构预测ꎮ 通过分子对接技术评估文库序列与

靶标结合的亲和力ꎬ最后筛选获得了序列更短、亲和

力更高的核酸适配体[２４]ꎮ
凝血酶核酸适配体早在 １９９２ 年就已被筛选获

得[２５]ꎬ并且已被证明其独特的 Ｇ 四联体结构与其亲

和力和功能性密切相关[２６]ꎮ 在此基础上ꎬＩｋｅｂｕｋｕｒｏ
等对凝血酶核酸适配体进行随机突变ꎬ结合二级结

构预测软件保证其 Ｇ 四联体结构不被改变的前提

下设计获得二次筛选文库ꎮ 利用遗传算法对其进行

模拟演化ꎬ经过几轮优化最后获得了功能性更强的

凝血酶核酸适配体[２７]ꎮ
这种方法应用的前提是已经筛选获得了目的序

列ꎬ但其与靶标结合效果不佳ꎮ 在此基础上对该序

列进行突变设计文库再次进行筛选ꎮ 其目的是得到

亲和力更高的核酸适配体ꎮ
有指向性的文库设计方法ꎬ从目的序列覆盖率

以及筛选成功率上均比较高ꎬ但使用前提是有已知

的靶标序列ꎬ要在原来的基础上进行优化ꎬ增加核酸

适配体的亲和力ꎮ 而对目的序列未知的新靶标筛选

的文库设计不适用ꎮ

２　 无指向性的文库设计

在对靶标结合序列等信息不了解的情况下ꎬ要
设计出合理的初始筛选文库就要从增加文库序列丰

度及结构多样性着手ꎮ 研究表明ꎬ核酸适配体的亲

和力以及功能与其结构有着密切关系[２８]ꎮ Ｂｉｎｇ 等

对筛选出的 ２０ 条链霉亲和素核酸适配体进行二级

结构分析ꎬ在结构不同的 ２０ 条核酸适配体中发现了

一致的结构ꎬ并且该结构也存在于其他三个不同实

验室筛选获得的链霉亲和素核酸适配体[２９]ꎻ同样ꎬ
研究发现ꎬＡＴＰ 核酸适配体的二级结构由两侧的茎

和中间的一个环构成ꎬ并且利用分子对接分析发现ꎬ
二者的作用位点就在中间的环上[３０ꎬ ３１]ꎮ 不难看出ꎬ
核酸适配体一级序列的碱基组成ꎬ与其二、三级结构

的复杂程度对其与靶标的结合能力有较大的影响ꎮ
因此ꎬ通过增加筛选文库的一级序列丰度与结构多

样性以及复杂性(包括内环、凸环、多结节以及错配

等)ꎬ可以提高筛选出高亲和力核酸适配体的可

能性[７]ꎮ

２􀆰 １　 嵌入式文库设计法

众多研究发现ꎬ核酸适配体的二级结构中至

少有 １ 个茎环结构ꎬ并且茎环结构中的环形成的

口袋是其结合靶标的潜在位点[３２￣３４] ꎮ 因此ꎬ在筛

选所用的随机文库中ꎬ插入能够形成稳定茎环结

构的固定序列是提高文库筛选成功几率的一种思

路ꎮ ２００２ 年ꎬＤａｖｉｓ 等[３５] 插入一段茎环结构到随

机文库中ꎬ设计出 ＧＴＰ 的筛选文库(Ｆｉｇ.１Ａ)ꎬ为了

保证茎环结构的稳定性ꎬ在茎部设计多个 ＣＧ 互补

碱基ꎬ以提高其稳定性ꎮ 并将其设计的部分随机

文库( Ｆｉｇ. １Ａ)与序列长度相同的完全随机文库

(Ｆｉｇ.１Ｂ)１ ∶１混合进行筛选ꎮ 最后证明ꎬ筛选获得

的高亲和力核酸适配体均具有茎环结构ꎬ且全部

来自于嵌入式随机文库ꎮ
核酸三叶草结构是重要的结合口袋[３６]ꎬ它能够

通过中间的环状穴非特异性地包裹荧光小分子[３７]ꎬ
同时也是靶标分子特异性结合的位点[３８]ꎮ 利用这

一竞争结合特性能够很好地搭建起核酸适配体传感

器ꎮ 基于此ꎬＹｕ 等以检测亚甲基二氧吡咯戊酮为出

发点ꎬ将形成三叶草结构包裹荧光素的可卡因核酸

适配体[３７]的中间环部分ꎬ置换成随机序列形成筛选

文库(Ｆｉｇ.１Ｃ)ꎬ成功搭建了亚甲基二氧吡咯戊酮的

核酸适配体传感器[３９]ꎮ
这种方法简单快速ꎬ通过直接在随机文库中插

入茎环结构来提高文库结构多样性ꎬ人为在文库中

添加靶标的结合位点ꎮ 但由于 ＰＣＲ 扩增中的突变

和错配的发生ꎬ以及随机片段碱基与固定序列碱基

配对而导致的错配ꎬ都会导致预先设计好的茎环结

构在最后未能保留[４０]ꎮ
２􀆰 ２　 定向进化法

２􀆰 ２􀆰 １　 一级结构序列定向进化法　 由于 ＰＣＲ 的扩

增偏好性ꎬ在核酸适配体筛选过程中富集的核酸适

配体会在扩增过程中丢失ꎬ从而导致筛选的失败ꎮ
Ｌｉｎ 等在体外核酸适配体分子进化过程中引入诱变

ＰＣＲ 技术[４１]ꎬ不仅解决了 ＰＣＲ 扩增偏好性的问题ꎬ
而且进一步强化变异逐步扩延了文库ꎬ加上渐趋苛

刻的选择逐步吐弱纳强ꎬ促使核酸适配体序列趋向

高亲和力[４ꎬ ４２]ꎮ 其中ꎬ２′￣脱氧次黄嘌呤核苷￣５′￣三
磷酸(２′￣ｄｅｏｘｙｉｎｏｓｉｎｅ￣５′￣ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬ ｄＩＴＰ)的引入

在一级结构序列上丰富了文库容量ꎬ并且 ｄＩＴＰ 能与

核酸中的其他 ５ 种碱基形成配对[４３]ꎬ因此ꎬ文库二

级结构也会相应发生一定程度的改变ꎮ 这种方法利

用分子生物学较好地解决了 ＰＣＲ 扩增偏好性的问

题ꎬ虽然目前暂时仍未将 ｄＩＴＰ 引入到文库的分子模

３５２
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Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｍｅｔｈｏｄ　 　 (Ａ) Ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ ＧＴＰ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｅｍｂｅｄｄｅｄ ｍｅｔｈｏｄ. (Ｂ) Ｒａｎｄｏｍ
ｌｉｂｒａｒｙ ｏｆ ＧＴＰ. ( Ｃ) Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｔｈｒｅｅ￣ｗａｙ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ( ＴＷＪｓ) ｐｏｏｌ ｏｆ ３ꎬ ４￣ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉｏｘｙｐｙｒｏｖａｌｅｒｏｎｅ
(ＭＤＰＶ)

拟设计中ꎬ但这仍是分子模拟指导核酸适配体文库

设计的一个新思路ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 二级结构模块定向进化法　 二级结构模块

定向进化法是在已知结构模块与核酸适配体亲和力

功能密切相关的前提下ꎬ在文库设计过程中定向增

加结构模块在初始文库中的比例ꎮ 随机文库中的结

构多样性缺乏ꎬ是复杂结构(如高阶结结构)在已有

核酸适配体中罕见的原因[４４]ꎮ 为了进一步证明这

一点ꎬＬｕｏ 等人从核酸适配体数据库[４５] 中挑选了

２ ７９３种已知的核酸适配体ꎬ利用 ＶｉｅｎｎａＲＮＡ[４６] 对

其二级结构进行预测ꎬ同时利用 ＣｏｕｎｔＪｕｎｃｔｉｏｎｓ 算法

计算其结节数ꎬ结果发现ꎬ只有不到 １％的核酸适配

体具有四阶或五阶结节结构ꎬ值得注意的是ꎬ天然核

酸适配体往往具有高阶结节结构ꎮ 因此ꎬＬｕｏ 等人

利用随机过滤法:即对随机文库中的结节结构类型

进行统计ꎬ并将其中的五阶结节结构的非引物部分

进行随机突变以增加文库多样性(多阶结节结构)ꎬ
通过这种方法设计获得的 ＲＦＰｏｏｌＡ 文库(Ｆｉｇ.２Ａ)ꎬ
经统计发现ꎬＲＦＰｏｏｌＡ 文库与随机文库相比高阶结

节结构含量明显增加ꎻ利用基因过滤法:即设置一个

目标文库ꎬ其中各阶结构占有固定的比值ꎬ将经过随

机过滤的文库进行突变重组拷贝等操作ꎬ直至参数

与目标文库一致ꎬ使文库结构分布均匀得到文库

ＧＦＰｏｏｌ１ ( Ｆｉｇ. ２Ｂ )ꎬ 并 用 ＧＦＰｏｏｌ１ 文 库 利 用 与

Ｈｕｉｚｅｎｇａ[４７]相同的筛选方法及条件ꎬ筛选获得 ２ 条

呈五阶结节结构的 ＡＴＰ 核酸适配体[４８]ꎮ
这种方法能够从结构复杂性和多样性两方面定

向设计ꎬ适用于任何靶标的初始文库设计ꎬ但其局限

性在于这种方法需要从结构的复杂性和多样性上对

文库进行考量ꎬ相对于其他方法较为麻烦ꎮ
２􀆰 ３　 图案化文库设计法

Ｋｎｉｇｈｔ 的研究发现碱基在文库中的位置对文库

的丰度和文库序列的折叠是有影响的[４９]ꎮ 图案化

文库其实就是通过限定嘌呤碱基与嘧啶碱基的相对

位置以形成具有一定排布特点的文库ꎮ 受蛋白质中

疏水性氨基酸与亲水性氨基酸交替排布[５０] 启发ꎬ
Ｒｕｆｆ 将让嘌呤(Ｒ)与嘧啶(Ｙ)交替排布以增加碱基

配对的概率ꎬ设计了两套文库设计方案:(１) 让 Ｒ

４５２
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Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｌｉｂｒａｒｙ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｅｖｏｌｖｅ ｍｅｔｈｏｄ　 　 (Ａ) Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ＲＦＰｏｏｌＡ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ Ｒａｎｄｏｍ Ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. (Ｂ) Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＧＦＰｏｏｌ１ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｆｉｌｔｅｒｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ. (Ｃ) Ｔｈｅ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＲＦＰｏｏｌＡ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｆｏｌｄ. (Ｄ) Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧＦＰｏｏｌ１ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ Ｍｆｏｌｄ

与 Ｙ 作为一个复合体在文库中出现以增加形成茎

状结构的几率ꎬ并在它们中间插入随机序列 Ｎｎ 以

形成环状、凸环等结构作为靶标的可能结合位点ꎬ其
中 Ｒ 和 Ｙ 中的两种碱基出现概率相同ꎬ形成 ＲＹ 文

库(Ｆｉｇ.３Ｂ)ꎻ(２) 为碱基避免过度约束碱基位置导

致二级结构不稳定ꎬ将原本的 Ｒ(嘌呤)和 Ｙ(嘧啶)
设计成含有少量嘧啶和嘌呤的碱基混合体ꎬ中间插

入随机序列 Ｎｎꎬ形成 Ｒ∗Ｙ∗文库(Ｆｉｇ.３Ａ)ꎮ 随后

将相同长度的两种图案化的文库与随机文库混合ꎬ
分 别 筛 选 链 霉 亲 和 素、 免 疫 球 蛋 白 ＩｇＥ
(ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｅꎬ ＩｇＥ )、 表 皮 生 长 因 子 受 体

(ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ)的核酸适

配体ꎬ最后发现 Ｒ∗Ｙ∗文库在数轮筛选后的文库

富集情况、单克隆序列在文库中的出现频率以及核

酸适配体亲和力三个方面均优于 ＲＹ 文库及随机

文库[５１]ꎮ
图案化文库设计法从碱基组成及其在文库中的

位置入手对文库进行设计ꎬ同时对文库的平均折叠

自由能进行评估ꎬ适用于任何靶标的初始文库设计ꎬ
但其设计本意是要增加文库中的茎环、凸环等复杂

结构含量ꎬ虽然从理论上可以达到设计目的但并没

有对文库中的结构情况进行统计ꎮ

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＹ ｌｉｂｒａｒｙ ａｎｄ Ｒ∗Ｙ∗ ｌｉｂｒａｒｙ
ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｐａｔｔｅｒｎｅｄ ｍｅｔｈｏｄ　 　 (Ａ) Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
Ｒ∗Ｙ∗ ｌｉｂｒａｒｙꎬ ｔｈｅ Ｒ∗ ａｎｄ Ｙ∗ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｏｆ
ｐｕｒｉｎｅｓ ａｎｄ ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓꎬ ａｎｄ Ｎ ｍｅａｎｓ ｒａｎｄｏｍ ｂａｓｅｓ (Ｎ ＝
Ａꎬ Ｃꎬ Ｇꎬ Ｕ). ( Ｂ) Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲＹ ｌｉｂｒａｒｙ. Ｒ:
ｐｕｒｉｎｅｓꎻ Ｙ: ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓ

２􀆰 ４　 图案化结合虚拟筛选法

在 Ｒｕｆｆ[５１] ( ＰＴ１ 文库) 与 Ｌｕｏ[４８] ( ＰＴ２ 文库)
的工作基础上ꎬＣｈｕｓｈａｋ 将 Ｒ 与 Ｙ 进行不同的排列

组合新设计了 ２ 个文库 (ＰＴ３ꎻＰＴ４) (Ｆｉｇ.４)ꎬ并利

用分子模拟的方法从两个层次对 ４ 个文库进行浓

缩 优 化ꎮ ( １ ) 通 过 二 级 结 构 预 测 软 件

ＶｉｅｎｎａＲＮＡ[４６]预测文库序列的二级结构ꎬ从最小

自由能(最小自由能越低结构越稳定)与未配对碱

基数(未配对碱基结构更加灵活更容易与靶标结

合ꎻ未配对碱基可能作为原子的供体 /受体与靶标

形成氢键)两个方面进行考量ꎬ从二级结构上对文

库进行第一轮优化ꎻ(２)利用三维结构预测软件

５５２
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Ｒｏｓｅｔｔａ[５２]模拟文库序列三维结构ꎬ再利用分子对

接软件 ＡｕｔｏＤｏｃｋ Ｖｉｎａ[１７] 将文库序列与靶标进行

对接打分ꎬ筛选出与靶标结合的高分序列对文库

进一步浓缩和优化文库[５３] ꎮ
这种方法弥补了单纯的图案化设计法的不足ꎬ

它不仅从碱基含量和位置上对文库进行了设计ꎬ还
从结构稳定性及多样性上对初始文库进行浓缩ꎬ其
次ꎬ它还能针对不同的靶标对文库进行优化ꎬ缩小筛

选范围提高筛选效率ꎬ同时对小分子靶标的文库设

计也同样适用ꎮ

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｏｏｌ ＰＴ１ꎬ ＰＴ２ꎬ ＰＴ３ ａｎｄ ＰＴ４　
Ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｂｒａｒｙꎬ ｔｈｅ ｐｕｒｉｎｅｓ ( Ａꎬ Ｇ ) ｉｎｓｔｅａｄ ｏｆ Ｒꎬ ｔｈｅ
ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｓ (Ｕꎬ Ｃ) ｒｅｐｌａｃｅｄ ｂｙ Ｙ ａｎｄ Ｎ ｍｅａｎｓ ｒａｎｄｏｍ ｂａｓｅｓ
(Ｎ＝Ａꎬ Ｃꎬ Ｇꎬ Ｕ)

２􀆰 ５　 混合矩阵结合图论分析法

２００３ 年ꎬＧａｎ 等设计了一种能用于文库结构分

析的图论法[５４]ꎮ ２００５ 年ꎬＧｅｖｅｒｔｚ 等利用图论法分

析发现ꎬ随机文库普遍缺乏结构多样性ꎬ并且文库的

结构多样性取决于一级结构序列的取样方式[８]ꎮ
从一级结构取样方式以及结构多样性两个方面出

发ꎬＫｉｍ 等[５５]设计了一种利用混合矩阵结合图论分

析的文库设计的方法(Ｆｉｇ.５[５６]ꎬ引自:ｈｔｔｐ: / / ｒｕｂｉｎ２.
ｂｉｏｍａｔｈ.ｎｙｕ. ｅｄｕ / ｍｏｄｅｌｉｎｇ ＿ｐｏｏｌ ＿ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. ｈｔｍｌ)ꎬ这
种方法首先利用 ４×４ 核苷酸转移概率矩阵法在序

列水平上对文库进行取样ꎬ再结合图论法在二级结

构水平上对文库结构多样性进行分析ꎬ既保证了文

库序列取样的合理性ꎬ又保证了文库结构的多样

性[５５]ꎬ并且 Ｇａｎ 与其团队将这种文库设计方法编程

做成了文库设计软件 ＲＡＧＰＯＯＬＳ[５６]ꎮ
这种方法适用于任何靶标ꎬ但计算时间长ꎬ需要

高性能的计算设备ꎬ并且比较繁琐ꎮ

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｍｉｘｉｎｇ Ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｇｒａｐｈ Ｔｈｅｏｒｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ 　 　 (Ａ) Ｐｒｏｐｏｓｅ ｐｏｏｌｓ ｗｉｔｈ ｂｏｔｈ
ｒａｎｄｏｍ ａｎｄ ｂｉａｓｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｒｏｕｎｄ ａ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ. ( Ｂ) Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ Ｍｉｘｉｎｇ Ｍａｔｒｉｘ. ( Ｃ) Ｔｈｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ
ｓｐｅｃｉｆｙ ｍｉｘｉｎｇ ( ｏｒ “ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ” ｏｒ “ ｄｏｐｅｄ”) ｉｎ ｆｏｕｒ ｖｉａｌｓ ( Ａꎬ Ｃꎬ Ｇꎬ ａｎｄ Ｕ). ( Ｄ) Ａｐｐｌｙ ｍｉｘｉｎｇ ｍａｔｒｉｃｅｓ ｔｏ ｓｔａｒｔｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｌｅａｄ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｏｏｌｓ

３　 问题与展望

初始文库作为核酸适配体筛选的起点ꎬ其片段

长度、随机程度、碱基位置及组成、文库的结构多样

性等对筛选都具有较大的影响ꎬ基于计算机的分子

模拟技术ꎬ能通过编程对文库的取样方式、文库中各

碱基的位置以及组成比例进行设置ꎬ同时在二级结

构上对文库进行分析ꎬ结合靶标特点对文库作进一

步的优化和浓缩ꎬ不仅有效地缩小初始文库容量ꎬ而
且能增加文库结构多样性ꎬ使文库中的目的序列在

ＳＥＬＥＸ 前就进行富集ꎬ从而从根本上提高 ＳＥＬＥＸ
技术的效率ꎮ 但是目前该方法的应用也存在某些问

题:(１)暂时仍无一种文库设计方法完美地适用于

所有情况的文库设计ꎬ研究者必须综合靶标分子的

特点、核酸适配体的应用方向等多种因素ꎬ选择适合

自己的文库设计方案ꎻ(２)在分子水平上对核酸适

配体三维结构及核酸适配体与靶标结合的机制知之

甚少ꎬ分子模拟难以百分之百模拟出靶标与核酸适

配体的结合环境ꎻ(３)在计算机水平上高通量运算

对计算机性能要求较高ꎬ同时对核酸适配体以及靶

标三维结构的处理软件也需要进一步的完善和提

高ꎬ探索出除文库结构外会影响核酸适配体与靶标

结合的其他因素ꎬ以便更好的指导核酸适配体文库

的设计ꎮ
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[２０]　 Ａｈｉｒｗａｒ Ｒꎬ Ｎａｈａｒ Ｓꎬ Ａｇｇａｒｗａｌ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ
ａｐｔａｍｅｒ ｔｏ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｌｐｈａ ｕｓｉｎｇ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ ｄｏｃｋｉｎｇ
ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ａｓ ａｐｔａｍｅｒ￣ａｌｉｋｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ
[Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０１６ꎬ ６: ２１２８５

[２１]　 Ｈａｌｌ Ｂꎬ Ｍｉｃｈｅｌｅｔｔｉ ＪＭꎬ Ｓａｔｙａ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｓｉｇｎꎬ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓꎬ ａｎｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｐｒｏｔｏｃ
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｃｈｅｍꎬ ２００９ꎬ Ｃｈａｐｔｅｒ ９: Ｕｎｉｔ ９􀆰 ２

[２２] 　 Ｃａｏ Ｓꎬ Ｃｈｅｎ ＳＪ. Ａ ｄｏｍａｉｎ￣ｂａｓｅｄ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｌａｒｇｅ ａｎｄ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｓｅｕｄｏｋｎｏｔｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ[Ｊ] . ＲＮＡ Ｂｉｏｌꎬ ２０１２ꎬ ９(２):
２００￣２１１

[２３]　 Ｃａｏ Ｓꎬ Ｃｈｅｎ ＳＪ. Ｐｈｙｓｉｃｓ￣ｂａｓｅｄ ｄｅ ｎｏｖｏ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ３Ｄ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ[Ｊ] . Ｊ Ｐｈｙｓ Ｃｈｅｍ Ｂꎬ ２０１１ꎬ １１５(１４): ４２１６￣４２２６

[２４]　 Ｘｕ Ｘꎬ Ｄｉｃｋｅｙ ＤＤꎬ Ｃｈｅｎ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｏｆ ＲＮＡ ａｐｔａｍｅｒｓ[Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１６ꎬ １０３: １７５￣１７９

[２５]　 Ｂｏｃｋ ＬＣꎬ Ｇｒｉｆｆｉｎ ＬＣꎬ Ｌａｔｈａｍ ＪＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ￣

ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｔｈａｔ ｂｉｎｄ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｈｕｍａｎ ｔｈｒｏｍｂｉｎ
[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ １９９２ꎬ ３５５(６３６０): ５６４￣５６６

[２６] 　 Ｋｕｒｙａｖｙｉ Ｖꎬ Ｍａｊｕｍｄａｒ Ａꎬ Ｓｈａｌｌｏｐ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｄｏｕｂｌｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅｖｅｒｓａｌ ｌｏｏｐ ａｎｄ ｔｗｏ ｄｉａｇｏｎａｌ ｌｏｏｐｓ ｄｅｆｉｎｅ ｔｈｅ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｏｆ ａ
ｕｎｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ ＤＮＡ ｑｕａｄｒｕｐｌｅｘ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｓｔａｃｋｅｄ Ｇ
(ｓｙｎ)￣Ｇ(ｓｙｎ)￣Ｇ(ａｎｔｉ) ￣Ｇ(ａｎｔｉ) ｔｅｔｒａｄｓ ｆｌａｎｋｅｄ ｂｙ ａ Ｇ￣(Ｔ￣Ｔ)
Ｔｒｉａｄ ａｎｄ ａ Ｔ￣Ｔ￣Ｔ ｔｒｉｐｌｅ [ Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００１ꎬ ３１０ ( １ ):
１８１￣１９４

[２７] 　 Ｉｋｅｂｕｋｕｒｏ Ｋꎬ Ｏｋｕｍｕｒａ Ｙꎬ Ｓｕｍｉｋｕｒａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｒｏｍｂｉｎ￣ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＤＮＡ ａｐｔａｍｅｒｓ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ￣
ｍｉｍｉｃｋｉｎｇ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ [ Ｊ ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２００５ꎬ ３３
(１２): ｅ１０８

[２８] 　 Ｓｚｏｓｔａｋ ＪＷ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｓｓａｇｅｓ [ Ｊ ] .
Ｎａｔｕｒｅꎬ ２００３ꎬ ４２３(６９４１): ６８９

[２９] 　 Ｂｉｎｇ Ｔꎬ Ｙａｎｇ ＸＪꎬ Ｍｅｉ ＨＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｏｔｉｆ ｏｆ ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ａｐｔａｍｅｒｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ [ Ｊ] . Ｂｉｏｏｒｇ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍꎬ ２０１０ꎬ １８ ( ５):
１７９８￣１８０５

[３０] 　 Ｄｉｅｃｋｍａｎｎ Ｔꎬ Ｓｕｚｕｋｉ Ｅꎬ Ｎａｋａｍｕｒａ ＧＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
ｏｆ ａｎ ＡＴＰ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ＲＮＡ ａｐｔａｍｅｒ ｒｅｖｅａｌｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｆｏｌｄ[Ｊ] . ＲＮＡꎬ
１９９６ꎬ ２(７): ６２８￣６４０

[３１] 　 Ｊｉａｎｇ Ｆꎬ Ｋｕｍａｒ ＲＡꎬ Ｊｏｎｅｓ ＲＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｂａｓｉｓ ｏｆ ＲＮＡ
ｆｏｌｄｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｎ ａｎ ＡＭＰ￣ＲＮＡ ａｐｔａｍｅｒ ｃｏｍｐｌｅｘ[ Ｊ] .
Ｎａｔｕｒｅꎬ １９９６ꎬ ３８２(６５８７): １８３￣１８６

[３２] 　 Ｊｅｎｉｓｏｎ ＲＤꎬ Ｇｉｌｌ ＳＣꎬ Ｐａｒｄｉ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ＲＮＡ [ Ｊ ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ １９９４ꎬ ２６３ ( ５１５２ ):
１４２５￣１４２９

[３３] 　 Ｆａｎ Ｐꎬ Ｓｕｒｉ ＡＫꎬ Ｆｉａｌａ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ＦＭＮ￣ＲＮＡ ａｐｔａｍｅｒ ｃｏｍｐｌｅｘ[ Ｊ] . Ｊ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ １９９６ꎬ ２５８( ３):
４８０￣５００

[３４] 　 Ｇｅｉｇｅｒ Ａꎬ Ｂｕｒｇｓｔａｌｌｅｒ Ｐꎬ ｖｏｎ ｄｅｒ Ｅｌｔｚ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＮＡ ａｐｔａｍｅｒｓ
ｔｈａｔ ｂｉｎｄ Ｌ￣ａｒｇｉｎｉｎｅ ｗｉｔｈ ｓｕｂ￣ｍｉｃｒｏｍｏｌａｒ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｃｏｎｓｔａｎｔｓ
ａｎｄ ｈｉｇｈ ｅｎａｎｔｉｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ １９９６ꎬ ２４
(６): １０２９￣１０３６

[３５] 　 Ｄａｖｉｓ ＪＨꎬ Ｓｚｏｓｔａｋ ＪＷ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ ＧＴＰ ａｐｔａｍｅｒｓ
ｆｒｏｍ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄ ＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ
Ｓ Ａꎬ ２００２ꎬ ９９(１８): １１６１６￣１１６２１

[３６] 　 Ｌｉ Ｆꎬ Ｌｉｎ Ｙꎬ Ｌｅ ＸＣ. Ｂｉｎｄｉｎｇ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｔｈｒｅｅ￣
ｗａｙ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＤＮＡ
ｓｔｒａｎｄ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ [ Ｊ ] . Ａｎａｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１３ꎬ ８５ ( ２２ ):
１０８３５￣１０８４１

[３７] 　 Ｎｅｖｅｓ ＭＡꎬ Ｒｅｉｎｓｔｅｉｎ Ｏꎬ Ｓａａｄ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｆｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ａ ｃｏｃａｉｎｅ￣ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｐｔａｍｅｒ ｂｙ ａ
ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ [ Ｊ] . Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｃｈｅｍꎬ ２０１０ꎬ
１５３(１): ９￣１６

[３８] 　 Ｃａｎｏｕｒａ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｚꎬ Ｙｕ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ￣ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ: ａ ｇｅｎｅｒａｌｉｚａｂｌｅ ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｐｔａｍｅｒ￣ｂａｓｅｄ
ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｓｍａｌｌ￣ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃꎬ ２０１８ꎬ
１４０(３１): ９９６１￣９９７１

[３９] 　 Ｙｕ Ｈꎬ Ｙａｎｇ Ｗꎬ Ａｌｋｈａｍｉｓ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ￣
ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ａｐｔａｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ ｄｙｅ￣ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ ４６(８): ｅ４３

[４０] 　 Ｙａｎｇ ＫＡꎬ Ｐｅｉ Ｒꎬ Ｓｔｅｆａｎｏｖｉｃ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｃｒｏｓｓ￣ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ
ｗｉｔｈ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｓｅｎｓｏｒｓ[Ｊ] . Ｊ Ａｍ Ｃｈｅｍ Ｓｏｃꎬ ２０１２ꎬ
１３４(３): １６４２￣１６４７

[４１] 　 Ｋｕｉｐｅｒｓ ＯＰ. Ｒａｎｄｏｍ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ｏｆ ｄＮＴＰ ａｎｄ
ｄＩＴＰ ｉｎ ＰＣＲ[Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ １９９６ꎬ ５７: ３５１￣３５６

[４２] 　 Ｌｉｎ ＪＳꎬ ＭｃＮａｔｔｙ ＫＰ. Ａｐｔａｍｅｒ￣ｂａｓｅｄ ｒｅｇｉｏｎａｌｌｙ ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ＰＣＲ ｆｏｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｃｈｅｍꎬ ２００９ꎬ ５５(９): １６８６￣１６９３

[４３] 　 Ｏｄａ Ｙꎬ Ｕｅｓｕｇｉ Ｓꎬ Ｉｋｅｈａｒａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. ＮＭＲ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆｏｒ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄＩ:ｄＧ ｍｉｓｍａｔｃｈ ｂａｓｅ￣ｐａｉｒｉｎｇ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎ ＤＮＡ
[Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ １９９１ꎬ １９(１９): ５２６３￣５２６７

[４４] 　 Ｋｈｏｏ Ｄꎬ Ｐｅｒｅｚ Ｃꎬ Ｍｏｈｒ Ｉ. Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ
ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｒｇｉｎｉｎｅ￣ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｎｅ￣ｒｉｃｈ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｕｓ１１ꎬ ａ
ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｖｉｒｕｓ ｔｙｐｅ １￣ｅｎｃｏｄｅｄ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＲＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｈａｔ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ＰＫＲ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊ Ｖｉｒｏｌꎬ ２００２ꎬ
７６(２３): １１９７１￣１１９８１

[４５] 　 Ｌｅｅ ＪＦꎬ Ｈｅｓｓｅｌｂｅｒｔｈ ＪＲꎬ Ｍｅｙｅｒｓ ＬＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｐｔａｍｅｒ ｄａｔａｂａｓｅ
[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２００４ꎬ ３２(Ｄａｔａｂａｓｅ ｉｓｓｕｅ): Ｄ９５￣Ｄ１００
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