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靶向甲型流感病毒血凝素的适配体筛选及其广谱抗病毒作用研究
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摘要: 甲型流感病毒 (IAVs) 具有快速突变和高度传染性, 在全球范围内引起大量发病和死亡, 因此开发广谱的

抑制剂至关重要。本研究以 IAVs血凝素 (HA) 为靶点, 通过CE-SELEX技术筛选获得了一组高亲和力、特异性适配

体Apt(HA)-1、Apt(HA)-4、Apt(HA)-9、Apt(HA)-25与Apt(HA)-93520, 通过 SPR方法测定该组适配体 [Apts(HA)] 与

HA蛋白的解离常数 (KD) 分别为 25.9、44.8、50.7、54.0和 45.2 nmol·L-1。Apts(HA) 可以识别与检测流感病毒国际通

用株A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) 和A/Fort Monmouth/1/1947 (H1N1), 以及临床分离达菲耐药株A/Liaoningzhenxing/

1109/2010 (H1N1)、金刚烷胺耐药株 A/Hunanzhuhui/1222/2010 (H3N2) 和 A/Fujiantongan/196/2009 (H3N2), 并具有

广谱的流感病毒抑制作用。该适配体抑制剂具有体外筛选易获得、稳定性好、结构简单、体积小等优点。本研究不

仅开发了针对 IAVs的新型广谱适配体, 对各种 IAVs具有广泛的抑制作用, 而且为开发通用病毒抑制剂开辟了一种

有效的策略。
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Abstract: Influenza A viruses (IAVs) exhibit rapid mutation and high infectivity, leading to a considerable 

number of cases and deaths globally. Thus, the development of broad-spectrum inhibitors is of paramount 

significance. In this study, targeting the hemagglutinin (HA) of IAVs, a set of high-affinity and specific aptamers, 

namely Apt(HA)-1, Apt(HA)-4, Apt(HA)-9, Apt(HA)-25, and Apt(HA)-93520, were obtained through CE-SELEX. 

The dissociation constants (KD) of this group of aptamers [Apts(HA)] with the HA protein were determined by the 

SPR method to be 25.9, 44.8, 50.7, 54.0, and 45.2 nmol·L-1, respectively. Apts(HA) can recognize and detect the 

internationally common influenza virus strains A/PR/8/34 (H1N1) and A/FM/1/47 (H1N1), as well as the clinically 

isolated Tamiflu-resistant strain A/Liaoningzhenxing/1109/2010 (H1N1), amantadine-resistant strains A/Hunanzhuhui/
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1222/2010 (H3N2) and A/Fujiantongan/196/2009 (H3N2), and possess broad-spectrum inhibitory effects on 

influenza viruses. These aptamer inhibitors feature strong in vitro accessibility, good stability, simple structure, and 

small size. This study not only developed novel broad-spectrum aptamers against IAVs, exerting extensive 

inhibitory effects on various IAVs, but also paved the way for an effective strategy in the development of universal 

virus inhibitors.

Key words: nucleic acid aptamer; systematic evolution of ligands by exponential enrichment; influenza A; 

hemagglutinin; broad-spectrum anti-influenza virus

流感病毒 (influenza virus) 是一种全球范围内

广泛传播的病原体 , 每年导致数百万感染病例和数

十 万 死 亡 病 例[1]。 流 感 病 毒 属 于 正 黏 病 毒 科 

(Orthomyxoviridae), 根据其核蛋白 (NP) 和基质蛋白 

(M) 的抗原性差异 , 可分为甲型 (A)、乙型 (B)、丙型 

(C) 和丁型 (D) 4种类型。其中, 甲型和乙型流感病毒

是引起人类季节性流感的主要病原体, 而甲型流感病

毒由于其高变异性和跨物种传播能力, 尤其具有潜在

的全球大流行风险[2,3]。近年来, 随着分子生物学和生

物技术的快速发展, 针对流感病毒的治疗策略也在不

断更新[4]。目前, 临床使用的抗流感药物主要包括神

经氨酸酶抑制剂 (如奥司他韦) 和酸性聚合酶核酸内

切酶抑制剂 (巴洛沙韦)[5,6]。然而, 由于流感病毒的高

突变率 , 这些药物面临着日益严重的耐药性问题[7]。

因此, 开发新型抗病毒策略成为当前流感研究的重要

方向之一。适配体 (aptamer) 作为一种新型的分子识

别工具, 因其高亲和力、高特异性和易于修饰等特点, 

在抗病毒领域展现出巨大的潜力[8,9]。

适配体是通过指数富集配体系统进化技术 

(systematic evolution of ligands by exponential enrichment, 

SELEX) 从随机寡核苷酸库中筛选得到的单链 DNA

或RNA分子。它们能够与靶标分子 (如蛋白质、细胞

或小分子) 以高亲和力和特异性结合, 对比抗体而言, 

具有分子量小、稳定性高、易于合成和修饰等优势。适

配体在生物医学领域的应用广泛, 包括疾病诊断、药物

递送和治疗等。近年来, 针对病毒蛋白的适配体研究逐

渐成为热点, 如针对HIV[10]、乙肝病毒 (HBV)[11]和埃博

拉病毒 (Ebola virus) 乃至新冠病毒 (SARS-CoV-2)[12,13]

的适配体已显示出良好的抗病毒效果。

流感病毒的表面糖蛋白血凝素 (hemagglutinin, 

HA) 和神经氨酸酶 (neuraminidase, NA) 是其感染宿主

细胞的关键蛋白[14]。其中, HA蛋白在病毒入侵过程中

具有核心作用[15]。HA蛋白由HA1和HA2两个亚基组

成, 其中HA1亚基负责与宿主细胞表面的唾液酸受体

结合, 而HA2亚基则介导膜融合过程。而针对HA蛋

白的适配体不仅可能直接阻断病毒与宿主细胞的结

合, 还可能干扰病毒的膜融合过程, 从而发挥抗病毒作

用[16,17]。因此, HA蛋白成为抗病毒适配体筛选的理想

靶标。

本研究旨在筛选和鉴定靶向流感病毒HA蛋白的

适配体, 并评估其对 H1N1、H3N2 及耐药株的识别检

测以及抗病毒活性。通过SELEX技术, 本研究从随机

寡核苷酸库中筛选出能够特异性结合HA蛋白的适配

体 , 并利用毛细管电泳 (capillary electrophoresis, CE) 

与表面等离子体共振 (SPR) 技术对其结合亲和力和特

异性进行表征。此外, 本研究还通过细胞实验评估了

适配体在体外的抗病毒效果。研究结果表明, 筛选得

到的适配体能够识别 5种流感病毒及耐药株, 且有效

抑制流感病毒对宿主细胞的感染。与传统的抗流感药

物相比, 适配体具有更高的特异性和更低的不良反应

风险。本研究通过筛选和鉴定靶向流感病毒HA蛋白

的适配体, 为流感病毒的治疗提供了新的思路和方法。

材料与方法

细胞和病毒 人肺癌细胞 (A549)、流感病毒 A/

Fort Monmouth/1/1947 (FM1, H1N1)和 A/Puerto Rico/

8/34 (PR8, H1N1) 购自美国典型菌种保藏中心。流感

病毒临床分离株达菲耐药株A/Liaoningzhenxing/1109/

2010 (Zhenxing, H1N1)、金刚烷胺耐药株 A/Hunan‐

zhuhui/1222/2010 (Zhuhui, H3N2) 和 A/Fujiantongan/

196/2009 (Tongan, H3N2) 由中国疾病预防控制中心病

毒病预防控制所舒跃龙教授提供。本室流感病毒毒株

常规用鸡胚传代后于−80 ℃冰箱保存。

A549 细胞使用 F-12 培养基 (Sigma 公司), 加入

10% 胎 牛 血 清 (FBS, Invitrogen 公 司) 和 1% 双 抗 

(Invitrogen 公司), 置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

全部实验均采用对数生长期的细胞进行。

试剂和药物 分析纯 H3BO3、Na2B4O7、NaOH (北

京化学工业集团有限责任公司); 80 nt FAM 标记

ssDNA 核酸库 : 5'-FAM-AGC AGC ACA GAG GTC 

AGA TG-(40N)-CCT ATG CGT GCT ACC GTG AA-3'。

引物 P1: 5'-AGC AGC ACA GAG GTC AGA TG-3', 标

记荧光的引物 5'-FAM-P1: FAM-5'-AGC AGC ACA 

GAG GTC AGA TG-3'), 引物 P2: 5'-TTC ACG GTA 
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GCA CGC ATA GG-3' [生工生物工程 (上海) 股份有限

公司]。流感病毒 (A/Puerto Rico/8/1934) hemagglutinin/

HA trimer protein (北京义翘神州科技股份有限公司); 

阳性对照药奥司他韦羧酸 (oseltamivir carboxylate, 

OC)、巴洛沙韦 (baloxavir, BAL) 和金刚烷胺 (amantadine, 

AH) (美国MedChemExpress公司)。

仪器 Beckman P/ACE MDQ毛细管电泳仪配荧

光检测器 (美国贝克曼库尔特公司); 75 μm 内径熔融

石英毛细管 (邯郸市鑫诺光纤色谱有限公司); 二氧化

碳孵箱、7500-fast realtime PCR system (美国赛默飞世

尔科技公司); 生物安全柜 (美国NUAIRE公司)。

基于毛细管电泳的指数富集配体系统进化技术 

(capillary electrophoresis based systematic evolution 

of ligands by exponential enrichment, CE-SELEX) 筛

选 将荧光标记的原始随机脱氧寡核苷酸文库溶液与

重组HA蛋白 (A/Puerto Rico/8/1934) 溶液混合后共同

孵育得到混合物; 将混合物进行毛细管区带电泳。毛

细管总长度 50.2 cm, 有效长度 40 cm; UV 214 nm 检

测。LIF检测激发和发射波长为 488和 520 nm。电泳

缓冲液 : 50 mmol·L-1 pH 8.7 硼酸盐缓冲液 ; 进样 : 

0.5 psi 5 s, H2O和电泳缓冲液分别冲洗毛细管 3 min。

新毛细管使用前 , 依次用 1 mol·L-1 NaOH、0.1 mol·L-1 

NaOH和蒸馏水冲洗 30 min活化。在电泳过程中, 游

离 ssDNA、重组 HA 蛋白和 ssDNA-HA 复合物在毛细

管中的迁移速率不同, 先后依次通过毛细管末端的检

测窗口, 收集 ssDNA-HA复合物。次级库扩增与纯化

方法见文献[18]。

SPR 亲和力检测 SPR 分析在 Reichert4 SPR 仪

器上进行。所有溶液均使用从Master Touch-S15uvf纯

水净化系统获得的超纯水制备, 运行缓冲液为 PBST 

(pH 7.6 PBS 缓冲液、0.05% Tween-20), 使用芯片为

CM5葡聚糖芯片, 靶蛋白HA固定化水平为～6 000 RU。

适配体用含 PBST 运行缓冲液配置所需的梯度浓

度 (1、0.5、0.25、0.125、0.063、0.031、0.016、0.008、

0.004 μmol·L-1)。将不同浓度的适配体以 25 µL·min-1

的速度依次注入 SPR流道, 采集实时 SPR信号。使用

Reichert4 进行的所有实验均控制在 25 ± 1 ℃。使用

BIAevaluation 软件 (version 4.1) 提供的 1∶1 Langmuir

模型进行数据分析, 计算平衡解离常数KD。

细胞毒性检测 (CCK-8法) A549细胞接种入 96

孔板 (2.5×104个/孔) 中培养 24 h后, 弃掉完全培养基, 

加入维持液稀释的不同浓度的适配体Apt(HA)-1、Apt

(HA)-4、Apt(HA)-9、Apt(HA)-25与Apt(HA)-93520。继

续培养 48 h后, 每孔加入 10 μL CCK-8, 37 ℃培养 2 h, 

酶标仪检测各孔吸光度 (A450) 值。

流感病毒RNA水平测定 (qRT-PCR法) A549细

胞 (2.5×105个/孔) 接种于 12孔板中培养过夜, 流感病

毒不同毒株感染细胞, 感染的同时加入不同浓度待测

HA适配体或阳性药AH (20 μmol·L-1), 感染 2 h后弃去

病毒液 , 加入用维持液稀释的适配体和阳性对照药

OC (20 μmol·L-1) 及BAL (10 nmol·L-1)。培养24 h后用

RNeasy MiniKit 提取细胞内总 RNA, 使用荧光定量

qRT-PCR 试 剂 盒 (HiScript® II One Step qRT-PCR 

SYBR Green Kit, Vazyme 公司) 检测流感病毒 M2 的

mRNA表达水平。以GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) 作为内参, 对Ct值进行归一化处理, 采

用 2−ΔΔCt相对定量方法计算目的基因流感病毒M2的表

达差异。RT-PCR引物见表1。

统计学分析 采用 GraphPad Prism 7.0软件作图, 

并对数据进行统计分析, 所有数据以 x̄ ± s表示, 多组

间均数比较采用单因素方差分析 (one-way ANOVA) 

进行组间的多重比较。P < 0.05表示具有显著性差异。

结果

1　CE-SELEX筛选靶向HA适配体

为确保适配体性能的稳定性, 在筛选过程中需要

考虑筛选条件与应用环境的一致性。本研究基于CE-

SELEX[19], 建立了体液背景中筛选压力逐轮递增的筛

选方法。该方法引入了人体液基质 (正常人唾液) 作

为筛选背景, 模拟靶蛋白存在的天然环境。在毛细管

电泳的自由溶液中, 对生物大分子复合物进行高效分

离。通过 4轮筛选, 获得一组具有良好性能的HA蛋白

适配体候选序列。

在第 1 轮筛选过程中 , 将重组 HA 蛋白 (A/Puerto 

Rico/8/1934 HA trimer protein) 与容量为 105的随机脱

氧寡核苷酸文库 (ssDNA library) 在唾液中相互作用, 

形成结合−解离平衡体系, 并通过毛细管区带电泳模

式 (capillary zone electrophoresis, CZE) 分离HA-ssDNA

复合物。在第 1轮筛选中 (图 1A), 1.0 μmol·L-1 HA蛋

白与 FAM标记的 ssDNA library在 40倍稀释的正常人

唾液中结合, CE分析图谱显示HA蛋白与初始 ssDNA 

Table 1　 Oligonucleotides used for real-time fluorescence 

quantitative PCR (qRT-PCR)

Oligonucleotide
5′ M2 (influenza)
3′ M2 (influenza)
5′ GAPDH
3′ GAPDH
5′ NP (PR8)
3′ NP (PR8)

Sequence (5′-3′)
GACCRATCCTGTCACCTCTGAC
GGGCATTYTGGACAAAKCGTCTACG
GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA
GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT
TGCTTCAAAACAGCCAAGTG
GATGCCCTCTGTTGATTGGT
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library在 3.4～4.2 min形成高于基线的解离区, 但未检

出复合物峰, 说明 HA 蛋白与初始 ssDNA library亲和

力较弱 , 复合物发生解离。收集 HA-ssDNA 解离区 

(3.4～4.2 min) 进行PCR扩增与纯化, 获得下一轮筛选

次级库。在第 2 轮筛选中降低 HA 蛋白浓度至

500 nmol·L-1以增加筛选压力 (图 1B), 同时增加背景唾

液浓度至 20 倍稀释 , 可以发现游离的核酸峰 (free 

ssDNA) 显著下降, 解离区峰面积增加, 说明与 HA蛋

白结合的 ssDNA序列得到富集。在后续的第 3、4轮筛

选中 (图 1C、D), 继续降低靶蛋白浓度 (分别降至

200 与 100 nmol·L-1), 同时增加背景唾液浓度至 10 倍

稀释, 在增加筛选压力的条件下, 与HA蛋白形成的稳

定复合物的量也同步提升, 且在第 4轮筛选中 2.3 min

处出现稳定的复合物峰, 说明高亲和力的序列被进一

步富集。对每轮得到的富集文库进行亲和力鉴定, KD

值降低了 2个数量级, 序列亲和力提升显著, 富集程度

适合测序。将第 4轮筛选的次级库PCR扩增后送至生

工生物工程 (上海) 股份有限公司进行高通量测序。

在自由溶液中筛选核酸适配体, 靶标与适配体的

结合位点是非定向的, 即 ssDNA可以结合在靶蛋白的

任意合适位点上。高通量测序结果中应选择具有代表

性的候选序列进行表征, 需要综合考虑序列的富集程

度 (测序频次) 与典型结构 (特征motif)。因此, 本研究

选取测序结果中高、中、低频次的 600条 ssDNA进行分

组motif聚类分析, 从中选取具有不同特征motif的候

选适配体 (图 1E)。本研究进一步通过二级结构模拟

识别出 5 条具有完整颈环或发夹结构的适配体 

(图1F)。

2　HA适配体的亲和力与特异性鉴定

通过 CE 和 SPR 实验检测 Apts(HA)与 HA 的亲和

力。CE 色谱图显示了 HA 与适配体结合的状态和强

度, 约 5.2 min处出现游离的适配体峰。与HA相互作

用后, 游离适配体峰值减小或消失, 而在 2.3～4.8 min

出现电荷质量比不均一的多态的复合物峰, 说明Apts

(HA) 与HA结合较强, 形成稳定的复合物 (图 2A)。进

一步地, 通过 SPR 定量评估适配体的亲和力 (图 2B), 

结果表明 Apts(HA) 对 HA 的亲和力分布在纳摩尔范

围内 , 且与 CE 方法评价的 KD值基本一致 (表 2)。其

中 , Apt(HA)-1 的亲和力最优 KD 值约为 25.9 nmol·L-1 

(SPR), 而其与 4 条适配体 KD 值则分布在 45.2～

50.4 nmol·L-1 (SPR)。为了评价Apts(HA) 的特异性, 本

研究引入 10倍稀释的正常人唾液, 血清中的高丰度干

扰蛋白 HSA, 以及其他病毒衣壳表面蛋白 RSV F、

SARS-CoV-2 S、HBV capsid 与 Apts(HA) 相互作用。

Figure 1　 Identification of hemagglutinin (HA)-targeting aptamers by capillary electrophoresis based systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment (CE-SELEX) and characterization of their binding affinity. A−D: Capillary electrophoresis chromatograms of 1−
4 rounds aptamer screening. FAM-ssDNA random library was detected by capillary electrophoresis (CE) equipped with laser induce 

fluorescence (CE-LIF). Since the protein is not labeled with fluorophores, only ssDNA is detected. The triangle symbol indicates the free 

ssDNA, and the arrow refers to the complex formed by the combination of ssDNA and HA; E: Candidate aptamers sequence; F: Secondary 

structure of Apts(HA)
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结果显示 , Apt(HA)-1/9/25 在与上述干扰组分相互作

用过程中峰面积无显著性变化 (图 2C), 说明这 3条适

配体与干扰蛋白不发生交叉结合 , 特异性良好。而

Apt(HA)-S结合, 说明Apt(HA)-4/9320在与HA识别与

结合时易受到体液环境以及其他病毒蛋白干扰。

3　HA适配体对 IAVs的特异性识别与检测

病毒的天然蛋白与重组蛋白可能存在构象差异。

HA 属于病毒包膜蛋白, 其部分结构域插入至病毒或

宿主的膜上, 而适配体是否能够稳定结合 HA的胞外

结构是决定其病毒阻断功能的关键。因此, 通过CE方

法评价了亲和力与特异性最优的Apt(HA)-1与 5种灭

活流感病毒的结合。基于CE的相互作用分析是在内

径为 75 μm 的熔融石英空心玻璃管中进行 , 直径为

100～300 nm 的流感病毒颗粒与 Apt(HA)-1以天然状

态在三维的自由溶液中相互作用, 这种不受固定化限

制的生物分子间的结合评价更接近体内环境。本研究

采用了灵敏的激光诱导荧光CE模式 (CE-LIF) 评估病

毒颗粒与荧光标记的Apt(HA)-1之间的相互作用。由

于病毒颗粒不含荧光, 因此在 LIF检测器下只能观察

到 Apt(HA)-1 和 Apt(HA)-1-病毒复合物 , 排除了其他

组分的干扰。

结果如图 3A所示, 游离的Apt(HA)-1在约 4.5 min

出现信号峰。将 70 000 TU·mL-1的灭活流感病毒通过

正常人唾液 (10倍稀释) 进行 2倍梯度稀释, 在分别加

入 5种灭活流感病毒后, 游离的Apt(HA)-1峰面积显著

降低, 表明 Apt(HA)-1与灭活病毒发生结合。且随着

灭活病毒颗粒数的增加, 游离的Apt(HA)-1逐渐减少, 

当灭活流感病毒浓度高于35 000 TU·mL-1时, 出现可检

测到的Apt(HA)-1-病毒复合物。定量分析显示, 游离核

酸峰面积降低与灭活病毒颗粒数 (547～35 000 TU·mL-1

内) 呈良好的线性关系 (R2均大于0.95) (图3B)。

Table 2　KD of Apts(HA) evaluated by CE and SPR

KD

Apt(HA)-1
Apt(HA)-4
Apt(HA)-9
Apt(HA)-25
Apt(HA)-93520

CE / mol·L-1

2.89E-08
5.57E-08
6.14E-08
5.21E-08
5.76E-08

SPR / mol·L-1

2.59E-08
4.48E-08
5.07E-08
5.40E-08
4.52E-08

Figure 2　Characterization of the affinity and specificity of aptamers of H1N1 HA protein [Apts(HA)] and identification of Apts(HA) by 

CE-SELEX and surface plasmon resonance (SPR). A: Affinity characterizations between Apts(HA) and HA were performed via CE (n = 3). 

The lower spectral line is the only FAM-Apts(HA) (final concentration 0.2 μmol·L-1), and the upper spectral line is the FAM-Apts (HA) 

interacting with HA with the final concentration of 0.1 μmol·L-1. The arrow indicates the complex formed by the combination of Apts (HA) 

and HA; B: Affinity characterizations between Apts(HA) and HA were performed via SPR; C: FAM-Apts(HA) (final concentration 

0.2 μmol·L-1) were respectively incubated with 10×Salive, HSA, RSV F, SARS-CoV-2 S and HBV capsid (final concentration 2 μmol·L-1) in 

a metal bath at 37 ℃ for 10 min and then injected into CE for analysis (n = 3). The signal peak area change (RFU) of the unbound Apts (HA) 

was used to evaluate its binding to the specific reference protein. n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs PBS (CON)
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4　HA适配体的药物安全性评价

作为一种潜在的抑制剂, 适配体的细胞毒性评价

尤为重要, 可用于排除因其毒性造成的细胞死亡而影

响抗病毒效果的判断。为此, 本研究用Apts(HA) 处理

A549 细胞 , 以检测 Apts(HA) 的细胞毒性。CCK-8 结

果显示 (图 4), Apts(HA) 对 A549无细胞毒性 (对细胞

活力的抑制作用均不超过 5%), 表明Apts(HA) 并不产

生直接细胞毒性。

5　HA适配体的广谱抗 IAVs药效

首先, 在A549细胞中, 检测Apts(HA) 对A/Puerto 

Rico/8/34 (PR8, H1N1) 和 A/Fort Monmouth/1/1947 

(FM1, H1N1) 流感病毒 mRNA 水平的影响。如图

5A～D 所示 , Apts(HA) 对流感病毒国际通用株 A/

Puerto Rico/8/34 (H1N1) 和 A/Fort Monmouth/1/1947 

(H1N1) 均有很好抑制作用 , 可剂量依赖性抑制 A/

Puerto Rico/8/34 NP mRNA 和 A/Fort Monmouth/1/

1947 M2 mRNA 的水平, IC50结果见图 5E。由于该组

适配体在筛选过程中所使用的靶标为流感病毒 PR8

株 (H1N1) 的 HA 蛋白 , 因此其对 PR8 株的 IC50 比对

FM1(H1N1) 低一个数量级。选择对这两株流感病毒

的抑制效果最好的 Apt(HA)-1适配体, 进一步评价其

对H1N1耐药株、H3N2及其耐药株的抑制活性。

耐药是导致临床抗病毒治疗失败的主要原因之

一, 在此作者还研究了适配体 Apt(HA)-1对临床分离

的金刚烷胺耐药株A/Hunanzhuhui/1222/2010 (Zhuhui, 

H3N2) 和 A/Fujiantongan/196/2009 (Tongan, H3N2)、达

菲 耐 药 株 A/Liaoningzhenxing/1109/2010 (Zhenxing, 

H1N1) 的作用。结果显示, Apt(HA)-1对耐药株同样具

有很好抑制作用 (图 5F), IC50 分别为 2.673 ± 0.175、

0.549 ± 0.153、0.295 ± 0.067 μmol·L-1, 表明 Apt(HA)-1

具有广谱抗流感病毒的作用, 且与金刚烷胺和达菲无

交叉耐药现象。

讨论

流感病毒, 尤其是甲型流感病毒, 因其快速突变能

力和高度传染性, 在全球范围内持续引发大量感染和

死亡病例, 已成为公共卫生领域的重大威胁。传统的

抗流感药物, 如神经氨酸酶抑制剂 (如奥司他韦) 和酸

性聚合酶核酸内切酶抑制剂 (如巴洛沙韦), 在治疗流

感病毒方面虽然展现了一定程度的疗效, 但由于流感

病毒的高突变率, 耐药性问题日益严重。因此, 针对流

感病毒, 开发新型抗病毒策略已成为迫切需要。

在众多新型抗病毒策略中, 适配体作为一种新型

分子识别元件, 在抗病毒药物领域具有广阔的应用前

Figure 4　The cytotoxicity of Apts(HA) on A459 cells by CCK-8 

assay. The cells were incubated with various concentrations of Apts

(HA) for 48 h. The cell viability was detected by cell counting kit-

8 (CCK-8) assay. n = 3, x̄ ± s

Figure 3　Characterization of stable complexes formed by aptamer recognition and binding of inactivated IAVs (H1N1 and H3N2) virus 

via CE. A: FAM-aptamer Apt(HA)-1 (0.2 μmol·L-1) was added to HA inactivated virus in 10-fold diluted saliva. CE analysis was performed 

after incubation at 37 ℃ for 10 min (n = 3). The spectral lines from top to bottom corresponded to inactivated virus at final concentrations of 

0, 547, 1 458, 2 917, 8 750, 17 500, and 35 000 TU·mL-1; B: Linear curve of Apt(HA)-1 for detecting IAVs (547−35 000 TU·mL-1)
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景。与传统的抗病毒药物相比, 适配体具有以下优势: 

① 高亲和力和高特异性 , 能够精确靶向病毒蛋白 ; 

② 分子量小, 易于穿透组织和细胞; ③ 易于合成和修

饰 , 可以通过化学修饰提高其稳定性和生物利用度; 

④ 低免疫原性, 不易引起免疫反应。

尽管适配体具有诸多优势, 前景广阔, 适配体药物

化仍面临关键挑战: ① 体内稳定性: 体内的核酸酶会

导致适配体快速降解, 从而影响其疗效。因此, 开发新

型核酸修饰技术, 提高适配体对核酸酶的抗性, 是当前

研究的重点之一。② 药代动力学: 适配体在体内的系

统清除速率快, 半衰期短, 导致其疗效持续时间有限。

通过构建适配体−纳米载体复合系统, 可以延长适配

体在体内的循环时间, 提高其疗效。③ 靶向递送: 如

何提高适配体在感染部位的富集效率, 是当前研究的

另一大挑战。通过优化给药途径和剂型, 以及开发智

能递送系统 (如 pH响应型或酶响应型纳米载体), 可以

实现适配体的精准靶向递送。随着生物技术的不断进

步, 适配体药物开发将重点关注以下几个方面: ① 多

靶点协同治疗: 开发针对流感病毒多个靶点的适配体, 

如 HA/NA 双靶向适配体鸡尾酒疗法 , 以提高治疗效

Figure 5　Inhibitory activities of Apts(HA) against influenza virus in A549 cells. A−D: A549 cells were infected with A/Puerto Rico/8/34 

(MOI = 0.02, A and B) or A/Fort Monmouth/1/1947 (MOI = 0.02, C and D) for 2 h in the presence of Apts(HA) with different concentration. 

Baloxavir 10 nmol·L-1 was added after infection. After 24 h of infection, the total RNA extracts were used for qRT-PCR analysis; E: 

Anti-IAV activity of Apts(HA) in A549. CC50 were determined by CCK-8 assay. IC50 were determined by qRT-PCR assay. The SI values 

were calculated as the ratio of CC50/IC50; F: Effects of Apt(HA)-1 against drug resistant strains of influenza virus. A549 cells were infected 

with influenza virus A/Hunanzhuhui/1222/2010 (MOI = 0.2), A/Fujiantongan/196/2009 (MOI = 0.02), A/Liaoningzhenxing/1109/2010 

(MOI = 0.2), for 2 h and treated with Apt(HA)-1 for 24 h at the same time. After treatment, viral M2 mRNA were analyzed by qRT-PCR. n = 3, 

x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs CON. OC: Seltamivir carboxylate; AH: Amantadine
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果, 减少耐药性的产生。② 智能递送系统: 构建能够

响应体内环境变化的智能递送系统, 如 pH响应型或酶

响应型纳米载体, 以实现适配体的精准释放和高效作

用。③ 诊疗一体化: 开发兼具诊断和治疗功能的适配

体探针, 实现疾病的早期诊断和及时治疗, 提高患者的

生存率和生活质量。

总之, 流感病毒抗病毒适配体的研究近年来取得

了显著进展, 靶向HA、NA、M2和NP蛋白的适配体已

显示出良好的抗病毒效果。随着技术的不断进步和研

究的深入, 适配体有望成为下一代抗病毒药物的重要

组成部分, 为人类应对流感等病毒性疾病的威胁提供

有力武器。本研究通过筛选和鉴定靶向甲型流感病毒

HA 蛋白的适配体, 不仅为流感病毒的治疗提供了新

的策略和方法, 也为适配体在抗病毒领域的应用提供

了重要的实验依据。
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