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　　在２０世纪９０年代初，美国的Ｔｕｅｒｋ等
［１２］在实验室中发

明了一种叫做指数富集配基的系统进化（ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｆｌｉｇａｎｄｓｂｙｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，ＳＥＬＥＸ）技术，由此技术

筛选出来的寡核苷酸命名为适配子（ａｐｔａｍｅｒｓ）。适配子可以

和抗体媲美，甚至优于抗体。具有以下特点［３］：（１）可以保持蛋

白的天然结构属性，性能稳定，可以常温运输、长期保存；（２）筛

选适配子过程简单，周期短（一般２个月左右）；（３）相对分子质

量比抗体分子小，具有快速的血浆清除率、高组织穿透力、免疫

原性低、变性可逆（数分钟内可以再生，因此可以反复使用）；

（４）可在适配子中插入基因组或化学合成修饰（镜像异构适配

子、糖基化、连接在大分子载体等方法）实现多层面调控，可直

接用于生物检测、诊断及肿瘤靶向治疗。现结合肿瘤方面阐述

细胞ＳＥＬＥＸ（ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ）及其适配子在肿瘤研究中的应用及

意义。

１　采用ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ技术筛选适配子

　　ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ技术是将整个细胞作为靶标筛选出特异性结

合的寡核苷酸适配子的方法，该技术可以不需要了解靶细胞的

分子组成、蛋白结构及其他差异性信息，其核心技术是利用任

意２种完整的活细胞膜表面分子水平之间的差异来筛选能特

异性识别靶细胞的适配子，以准确地区分正常细胞和靶细胞。

具体方法：将体外用组合化学的方法合成随机寡核苷酸序列

ＤＮＡ／ＲＮＡ作为筛选的原库，与靶细胞（一般选择过表达细

胞）孵育以筛掉不与靶细胞结合的序列，再与同源细胞系为对

照细胞（一般选择低表达／不表达细胞）孵育以筛掉与靶细胞和

对照细胞都结合的序列，得到的特异性序列经过体外ＰＣＲ／

ＲＴＰＣＲ扩增技术，得到的双链ＰＣＲ样品，经过８％尿素胶／链

霉亲和素磁珠分离等方法得到单链ＤＮＡ／ＲＮＡ用于下一轮筛

选的次文库。经过多轮筛选（一般５～２０轮），最终获得的单链

ＤＮＡ／ＲＮＡ进行克隆测序，分析序列同源性得到与靶细胞高

亲和力、特异性强结合的适配子。

２　在标志物发现上的应用

２．１　在肿瘤标志物上的应用　由于在癌变的过程中，相关的

基因表达异常导致了癌细胞各种表面分子尤其是蛋白水平的

改变。陈文学等［４］应用荧光标记适配子，与流式细胞技术结

合，对正常鼻咽癌上皮细胞株与鼻咽癌细胞株进行ＣｅｌｌＳＥＬ

ＥＸ消减筛选出特异性适配子。目前，应用ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ技术

筛选得到了针对肿瘤相关蛋白血小板衍生生长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔ

ｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ，ＰＤＧＦ）、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、ＨＥＲ３、ＮＦκＢ、ＴｅｎａｓｃｉｎＣ、

Ｎｕｃｌｅｏｌｉｎ以及甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）
［５］、黏蛋白１

（ｍｕｃｉｎ１，ＭＵＣ１）等核酸适配子已广泛应用于肿瘤的诊断和靶

向治疗研究［６］。

２．２　在病毒、细菌标志物上的应用
［７］
　近年来，在人类免疫缺

陷病毒（ＨＩＶ）ｇａｇ相关蛋白、大肠杆菌以及抗菌药物（四环素、

新霉素和青霉素类抗菌药物等）等方面多有报道。Ｈａｎｄｙ等
［８］

用毒素蛋白联合物的方法筛选出首个海洋毒素ＳＴＸ的适配

体，并且能运用到食源性毒素检测中。适配子与靶分子结合能

力强，解离度常数（ｋｄ）常在ｐｍｏｌ／Ｌ～ｎｍｏｌ／Ｌ之间。Ｈａｍｕｌａ

等［９］运用改良ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ筛选出嗜酸乳酸菌的完整活细胞

的适配 体，其 平 均 解 离 系 数 为 （１３±３）ｎｍｏｌ／Ｌ，并 得 到

ｈｅｍａｇ１Ｐ特异性和亲和力最高。Ｋｈａｔｉ等针对变异株病毒

ｇｐ１２０部分保守区域（结合细胞因子）筛选得到２′ＦＲＮＡ适配

子不但能高亲和力结合ｇｐ１２０，而且将抑制 ＨＩＶ１感染人外周

血单核细胞（ＰＢＭＣｓ）的活性提高了１０００倍。Ｗａｎｇ等
［１０］筛

选出朊病毒蛋白的适配子，可以特异识别不同构象的朊蛋白，

避免了抗体的局限性，因而有可能用于疯牛病等疾病的诊断。

３　在肿瘤诊断中的应用

３．１　 适配子与生物工具结合性诊断应用　目前，ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ

筛选得到的适配子应用在诊断上主要有流式细胞分析法、生

物／压电生物传感器、生物质谱、表面增强拉曼散射等。核酸适

配子具有优越于抗体独特的性质，结合现代细胞遗传学以及分

子生物学的 ＭＩＣＭ 等技术，使得诊断手段由细胞水平上升到

亚细胞水平及分子水平。诸如生物传感器技术的发展，核酸适

配子生物芯片复合物等在临床诊断上的应用，与ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ

技术在临床诊断上取得了较好效果，如刘星等［１１］用生物传感

器ＳＥＬＥＸ技术对弓形虫（ＴＯＸ）等进行了多通道间检测，检测

系统稳定性良好，线性检测范围理想。有报道核酸适配子也可

以制成生物芯片，用于体内分子成像研究，能特异性地同时定

量检出３种混于血清和细胞提取物中肿瘤相关蛋白（次黄嘌呤

单磷酸脱氢酶Ⅱ、血管内皮生长因子和碱性成纤维生长因子）。

３．２　适配子作为探针性诊断应用　基于适配子的特异性识别

功能，可以设计出很多应用在临床上检测诊断的新方法，如以

荧光染料［１２］、纳米粒子及电化学活性探针等多种探针性应用

形式增加检测灵敏度。Ｓｈｉ等
［１３］利用 ＴＤ０５与荧光染料Ｃｙ５

组成Ｃｙ５ＴＤ０５探针成功用于Ｂ细胞性淋巴瘤移植小鼠的体

内分子成像，可以更准确地靶向诊断肿瘤；Ｇａｏ等
［１４］合成的适

配子ＧＭＴ８纳米粒子能有效定位于恶性胶质瘤移植小鼠的肿

瘤位点；Ｃｈｅｎ等
［１５］用连有抗肝癌细胞核酸适配体的荧光共振

能量转移（ＦＲＥＴ）纳米粒实现了对不同肿瘤细胞的检测；Ａｖｃｉ

Ａｄａｌｉ等
［１６］设计了一个可激活的核酸适配体荧光探针用于体
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内肿瘤成像，这种探针只有在与细胞膜表面蛋白结合后，才会

引起探针上的荧光分子激发，从而用于肿瘤早期组织的检测诊

断。诸多适配子的探针性检测方法不仅灵敏度高，而且特异性

强，对肿瘤发生的早期诊断和防治具有积极的意义。

４　在肿瘤治疗中的应用

　　近来研究发现，第１个通过美国食品药品管理局（ＦＤＡ）批

准的适配子药物 Ｍａｃｕｇｅｎ
［１７］对糖尿病性黄斑水肿、增生性糖

尿病视网膜病和视网膜静脉狭窄也有一定的治疗效果［１８］。目

前，针对核仁蛋白的ＡＳ１４１１适配子已经进入临床试验。靶向

药物可以提高肿瘤的治疗效率，降低药物治疗产生的毒副作

用，适配子与细胞的结合具有很好的靶向性，常与现代生物技

术结合应用于肿瘤靶向治疗中，本身作为靶向材料／运输工具

与化疗药物耦联形成轭合物，以及应用于纳米脂质体、小分子

干扰ＲＮＡ等技术。

适配子具有相对安全、血浆清除率快、组织穿透力强、价格

适中等优点。Ｍｅｎｇ等
［１９］将适配子ＴＬＳ１１ａＧＣ与多柔比星组

成ＴＬＳ１１ａＧＣＤｏｘ轭合物能特异性结合肝癌细胞ＬＨ８６并抑

制肝癌细胞增长；Ｇａｏ等
［１４］借助纳米分子生物化学技术，合成

适配子ＧＭＴ８多西紫杉醇纳米粒子靶向药物提呈系统以诱

导恶性胶质瘤细胞凋亡和抑制肿瘤生长；Ｒａｏ等
［２０］通过脂质

体法将抗 ＨＰＶ１６Ｅ６核酶、空载体质粒分别导入宫颈癌ＣａＳｋｉ

细胞，对照发现转染核酶的ＣａＳｋｉ细胞Ｅ６基因的表达明显减

少，对化疗药物顺铂敏感性增加了２１２８倍，细胞凋亡率明显

增加；Ｚｈａｎｇ等
［２１］以乳腺癌细胞 ＭＣＦ１０ＡＴＩ为靶细胞筛选出

的适配子ＫＭＦ２１ａ能特异运送大分子链霉亲和素进入靶细

胞，若将ＫＭＦ２１ａ结合其他介质如化疗药物用于乳腺癌诊治

或许能产生靶向治疗的作用；Ｋｕｒｏｓａｋｉ等
［２２］研发出一种由质

粒ＤＮＡ、聚乙烯亚胺和 ＭＵＣＩ组成的肿瘤靶向基因输送系统，

显著抑制表达 ＭＵＣＩ人类肺癌细胞株Ａ５４９细胞的生长。

５　适配子的应用前景

　　目前，适配子实际应用仍受诸多限制，在人体内使用的安

全性以及稳定性等评价尚需做很多工作。近２０年来，Ｃｅｌｌ

ＳＥＬＥＸ技术在不断地革新，尤其是新型的分子生物技术以及

材料等高科技技术的不断发展，如流式细胞分析技术、原子力

显微镜技术、小分子ＲＮＡ干扰技术以及生物芯片、纳米技术

等前沿技术的发展，适配子筛选技术将能很好地促进肿瘤标志

物的发现、早期诊断以及靶向治疗。ＣｅｌｌＳＥＬＥＸ筛选技术与

分子生物学技术组合的新技术也在不断出现，诸如与光学适体

传感器的结合、生物共振、免疫组织化学荧光等多重组合。相

信随着针对适配子在肿瘤研究的不断深入，越来越多针对肿

瘤、病毒以及细菌等靶分子筛选的适配子将被更多地应用于临

床，对肿瘤的临床诊断治疗及药物的研究开发都将带来更广阔

的前景。
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ＧＬＰ１受体激动剂与糖尿病肾病


姚　迪，张　红 综述，陆卫平△审校

（南京医科大学附属淮安第一医院内分泌科，江苏淮安２２３３００）

　　［关键词］　ＧＬＰ１受体激动剂；糖尿病肾病；发病机制

［中图分类号］　Ｒ５８７．２ ［文献标识码］　Ａ ［文章编号］　１６７１８３４８（２０１５）０７０９８１０３

　　糖尿病肾病是糖尿病微血管主要并发症之一，早期表现为

肾小球肥大、基底膜增厚、系膜扩张，逐渐发展为肾小球、肾小

管间质纤维化，最终导致肾衰竭［１］。糖尿病肾病的发病机制尚

未完全阐明。目前认为其主要机制有高血糖、肾脏血流动力学

改变、氧化应激和炎性反应等。临床上用于治疗糖尿病肾病的

药物如ＡＣＥⅠ类及ＡＲＢ类对其虽有一定疗效，但对延缓糖尿

病肾病的进展却不十分理想。ＧＬＰ１受体激动剂作为一种新

型降糖药物，因其特殊的生理作用引起了广泛关注，ＧＬＰ１受

体激动剂能通过多种机制延缓糖尿病肾病的发生、发展，为糖

尿病肾病的治疗提供了全新的选择方案。本文就近年来ＧＬＰ

１受体激动剂改善糖尿病肾病的研究进展综述如下。

１　ＧＬＰ１及其受体

　　ＧＬＰ１是由位于回肠末端和结肠肠黏膜的Ｌ细胞分泌的

一种含有３０个残基的肽类激素
［２］，ＧＬＰ１的分泌与进食刺激

及机体内营养消耗有关，并通过与其受体（ＧＬＰ１Ｒ）结合来发

挥作用，这种受体不仅大量存在于胰岛细胞中，还在肾脏细胞、

神经细胞、胃肠道细胞、心脏、血管平滑肌细胞和内皮细胞中表

达［３］。ＧＬＰ１作用于多个器官发挥多种功能：在胰腺中，能够

通过促进胰岛素分泌和抑制胰高血糖素来调节血糖，而且这种

作用呈葡萄糖依赖性，除此之外，它还具有刺激β细胞增殖、减

少β细胞凋亡的能力；作用于中枢，可以增加饱腹感、降低食

欲，减少食物摄入和延迟胃排空；在肝脏中，ＧＬＰ１可以促进肝

糖原合成，抑制肝糖原分解和输出；它具有保护血管内皮，调节

血压、血脂，以此改善心血管功能的作用。正因为ＧＬＰ１的这

些效应，ＧＬＰ１被应用于治疗糖尿病。而体内产生的内源性

ＧＬＰ１半衰期很短，具有活性的 ＧＬＰ１（７３６）会被二肽基肽

酶４（ＤＰＰ４）迅速降解为无活性的 ＧＬＰ１（９３６），成为限制

ＧＬＰ１治疗糖尿病及其并发症的瓶颈，因此，ＧＬＰ１类似物及

其激动剂应运而生。目前，已上市的ＧＬＰ１受体激动剂主要

有，（１）艾塞那肽：一种从希拉毒蜥唾液中分离的含有３９个氨

基酸残基的多肽激素，与ＧＬＰ１有５３％的同源性
［４］。（２）利拉

鲁肽：为一种长效的 ＧＬＰ１受体激动剂，与天然 ＧＬＰ１有

９７％的同源性。近年来，研究发现在肾脏组织中存在 ＧＬＰ１

受体，ＧＬＰ１可以通过这些受体对肾脏产生保护作用
［５］。

２　ＧＬＰ１受体激动剂改善糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）引起的肾

脏损害

　　无论是１型或是２型糖尿病所致的糖尿病肾病，慢性高血

糖是导致其发生、发展的主要机制［６］。而在高糖环境中产生的

ＡＧＥｓ在糖尿病肾病的发生、发展中扮演着重要角色。ＡＧＥｓ

是葡萄糖和蛋白质氨基基团、脂质、核酸之间非酶促反应产生

的一种稳定的交联产物，随着糖尿病患者患病年限的增加和高

血糖状态的持续，ＡＧＥｓ不断积聚，并沉积于糖尿病伴或不伴

有终末期肾衰竭患者的肾小球基底膜、系膜细胞、内皮细胞和

足细胞中，并与其受体ＲＡＧＥ相互作用，引起一系列炎性反应

和产生氧化应激，导致血管通透性增加、滤过膜功能损伤、肾小

球高滤过、基底膜增厚、肾小球和肾小管间质硬化，蛋白尿的产

生。有研究发现终末期肾病的糖尿病患者肾脏组织中 ＡＧＥｓ

浓度几乎是无肾病糖尿病患者的２倍，提示ＡＧＥｓ水平与糖尿

病肾病的严重程度相平行［７８］。Ｏｊｉｍａ等
［５］研究发现肾小管上

有ＧＬＰ１受体存在，且ｅｘｅｎｄｉｎ４能作用于这些受体，显著抑

制肾小管细胞中ＡＧＥｓ介导的ＲＡＧＥｍＲＮＡ水平和过氧化物

的产生。Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ等
［９］观察到ＧＬＰ１通过激活ｃＡＭＰ通路来

抑制系膜细胞中ＲＡＧＥ的基因表达，并抑制 ＡＧＥｓ与ＲＡＧＥ

相互作用引起的炎性反应，而且这种效应能够被ＧＬＰ１Ｒ特异

性小分子干扰ＲＮＡ阻断。ＧＬＰ１能够降低暴露于 ＡＧＥｓ的

系膜细胞中活性氧（ＲＯＳ）的生成和单核细胞趋化蛋白１

（ＭＣＰ１）基因及蛋白表达，减弱氧化应激及炎性反应，从而产

生肾脏保护作用。

３　ＧＬＰ１受体激动剂对肾脏血流动力学的影响

　　糖尿病肾病肾脏血流动力学改变首先以肾小球高滤过、高

灌注和肾小球毛细血管内高压为特征。Ｋｕｔｉｎａ等
［１０］研究发

现，艾塞那肽能够通过刺激前列腺素Ｅ２ 的释放和增加近端肾

小管向肾单位和集合管远端的血流来增加水负荷大鼠体内自

由水清除率，并且这种效应能够被ＧＬＰ１Ｒ拮抗剂所阻断。另

外，高血压也是导致肾小球高滤过和加速糖尿病肾病进展的一

个非常重要的因素，血压和肾小球囊内压升高与糖尿病肾病的

发病密切相关，高血压会促进全身的小动脉包括肾小动脉的硬

化，高收缩压和高肾小球囊内压能够促使蛋白尿产生，并诱发

局部炎性反应和促纤维化细胞因子释放，导致肾脏损伤［１１］。

Ｏｋｅｒｓｏｎ等
［１２］进行了为期６个月关于艾塞那肽和胰岛素对糖
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