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摘要:通过分析列举成功筛选应用实例及研究新趋势ꎬ对计算机模拟辅助虚拟筛选核酸适体方法的适用性、程序性、必要性

进行综述和分析ꎬ为计算机虚拟筛选技术推动核酸适体的开发和应用提供新的思路ꎮ
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　 　 核酸适体是 ２０ 世纪 ９０ 年代发展的一类体外筛

选的可与目标分子高效、高特异性亲合的单链

ＲＮＡ、双链 ＤＮＡ 或单链 ＤＮＡ 寡核苷酸片段[１]ꎬ具有

相对于抗体的诸多优势ꎬ在医药、生物传感器等领域

有广泛的研究和应用ꎮ 适体的筛选是通过“指数富集

配体系统进化体外筛选技术”(ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎ－ｒｉｃｈｍｅｎｔꎬＳＥＬＥＸ)ꎬ在众多

随机序列中通过多次扩增－亲合筛选－分离的循环

获得ꎮ 循环过程中关键步骤之一是使用高效的分析

检定、分离技术和仪器(如生物传感器等)将与目标

物具有高亲和性的“适体”分离ꎬ因而随机影响多ꎬ
耗费较大ꎬ制约其应用的发展ꎮ

核酸适体的筛选和应用基础是在单分子水平上

与目标分子之间的相互作用[２]ꎬ主要机理与分子的

空间结构特征密切相关ꎮ 生物大分子空间结构研究

的实验技术是基于对所获取纯净分子结晶进行 Ｘ
射线衍射或核磁共振成像来解析其空间结构ꎬ对于

科研条件的需求较高ꎬ研究周期也比较长ꎮ 其研究

成果则形成了便于利用的各种生物信息学数据库资

源ꎬ满足科研的需求ꎮ
与此同时ꎬ计算机和信息技术的快速发展ꎬ为科

学家提供了便利ꎮ 分子模拟研究[３] 是依赖于量子

力学、分子力学ꎬ在分子或原子水平上利用计算机来

构造、实现、分析和存储复杂的分子模型ꎬ计算微观

粒子之间的相互作用的方法ꎬ可提供直观的分子立

体图像ꎬ核酸适体筛选研究中也有涉及ꎮ 本文中将

对计算机分子模拟相关技术、方法在核酸适体筛选、
应用方面的主要方式及相关结果进行分析ꎬ提出应

用计算机技术改进核酸适体筛选、应用的思路和

建议ꎮ

１　 核酸适体空间结构的计算机模拟

核酸适体识别目标分子高亲合性的基础是其特

异性的空间结构ꎬ二者在接触面上能形成原子或分
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子间的相互作用ꎮ 寡核苷酸的不同碱基间的相互作

用即可形成具有不同特异性空间结构和状态的空间

结构模体ꎬ对其进行预测有助于了解核酸适体的功

能ꎮ Ｓｚｃｚｅｓｎｉａｋ 等[４]对非编码 ＲＮＡ－ＲＮＡ 相互作用

预测研究中考虑 ＲＮＡ 二级结构时增进了预测准确

性ꎻＦｉａｎｎａｃａ 等[５] 以 １３ 类 ＲＮＡ 特征二级结构进行

非编码 ＲＮＡ 结构预测分类ꎬ获得了 ７４％的准确率ꎻ
表明 ＲＮＡ 的空间结构受到其二级结构特征的影响ꎮ
研究报道中常见模体有 Ｇ －四聚体、发夹、茎环

等[６]ꎬ相关序列和空间结构特征被越来越多地收录

到数据库中[７]ꎮ 借助计算机的运算能力和生物信

息学数据的积累ꎬ而对寡核苷酸序列结构及碱基排

列顺序的规律性深入研究ꎬ有助于揭示和预测核酸

适体的空间结构ꎮ
１􀆰 １　 ＲＮＡ 适体空间结构预测

ＲＮＡ 在天然状态下大多为单核苷酸链ꎬｍＲＮＡ
启动识别区、ｔＲＮＡ 等由相近碱基间相互作用所形成

的特定空间结构实现其生物功能ꎮ 深入研究 ＲＮＡ
天然结构的形成方式ꎬ有助于开发 ＲＮＡ 适体空间结

构预测的相关方法和程序ꎮ 早期 ＲＮＡ 序列二级结

构的预测方法多依赖碱基排列顺序形成的分子自由

能、原子间相互作用的距离和稳定性ꎬ如 ｍｆｏｌｄ[８] 预

测方法等ꎮ 为了提高预测的准确度ꎬＲｅｕｔｅｒ 等[９] 提

出了基于已知小片段的二级结构ꎬ同时考虑热力学

参数和 ＲＮＡ ２′ －羟基酰化实验数据限制的 ＲＮＡ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 方法ꎬ用来预测单链 ＲＮＡ 的二级结构ꎮ 近

年来ꎬ随着对核酸结构模体种类和作用机理研究的

深入ꎬ预测程序和方法报道增长迅速ꎬ并且方法中较

多地参考已知的各种 ＲＮＡ 结构模体、空间形状特

征ꎮ ＲＮＡｓｃＣｌｕｓｔ[１０]方法以 ＲＮＡ 结构模体作为预测

分析的基础ꎮ ＪＮＳＶｉｅｗｅｒ[１１] 内置能够获得一致性预

测结果的多种 ＤＮＡ / ＲＮＡ 预测方法以提高预测准确

性ꎬ并提供二级结构的图形ꎮ 这些方法促进了 ＲＮＡ
二级结构预测的实用性ꎮ

预测 ＲＮＡ 适体的空间结构是以预测的二级结

构为基础的ꎮ Ｂｉｅｓｉａｄａ 等[１２] 提出 ＲＮＡＣｏｍｐｏｓｅｒ 程

序来预测 ＲＮＡ 空间结构ꎬ其输入为 ＲＮＡ 序列ꎬ输出

为预测分子能量最低或最多聚类的 ＲＮＡ 空间结构

三维图形和数据ꎬ便于进行分子对接的虚拟筛选ꎮ
此外ꎬＤａｓ 等[１３]提出了天然 ＲＮＡ 空间结构的从头预

测方法 ＦＡＲＮＡꎬ通过全原子模型的应用来预测一般

非典型区域的 ＲＮＡ 空间结构ꎮ
综上所述ꎬ虽然对于 ＲＮＡ 适体空间结构的预测

程序种类较多ꎬ所依据的原理、采用的算法、对结果

输出的评价体系和方法也有所差异ꎬ但总体趋势是

更加注重运算速度和已知 ＲＮＡ 结构模体类型对适

体空间结构的影响ꎮ 因而ꎬ在进行以针对蛋白质类

目标物的 ＲＮＡ 适体设计筛选时ꎬ其空间结构的预测

应当依据 ＲＮＡ 适体序列长度、结构模体特征、作用

对象性质、结构评价、输出文件方式、计算机性能等ꎬ
选取适宜的预测方法ꎮ
１􀆰 ２　 ＤＮＡ 适体空间结构预测

与 ＲＮＡ 不同ꎬ天然状态的 ＤＮＡ 主要为碱基互

补配对原则所决定的稳定双螺旋结构ꎬ因而形成的

高级结构也较为相近ꎮ 其空间结构的预测和重建亦

以双链稳定结构的形成为基础ꎬ偏向大量 ＤＮＡ 所形

成的纳米量级特殊结构和功能的预测ꎮ 预测程序主

要有 ３Ｄ－ＤＡＲＴ[１４]、ｏｘＤＮＡ[１５] 等ꎮ 对于适体适用的

单链短 ＤＮＡꎬ其二级结构预测方法报道较少ꎬ且主

要关注 ＰＣＲ 过程中的单链构象多态性研究ꎬ适用于

适体的预测方法一般近似 ＲＮＡꎬ空间结构预测的专

用方法和程序鲜有报道ꎮ ＲＮＡ 适体由于其核糖上

所含有的 ２′－羟基未参与形成有稳定氢键的碱基配

对ꎬ故而基团的反应活性较大ꎬ从而影响功能稳定

性ꎮ 因此对 ＤＮＡ 适体空间结构的研究有利于了解

ＤＮＡ 适体的作用机理ꎬ而对空间结构模体认识的积

累促进了新的应用ꎮ ２０１７ 年ꎬ Ｊｅｄｄｉ 等[１６] 对单链

ＤＮＡ 序列做二级结构预测后ꎬ等效转换单链 ＲＮＡ
模型ꎬ再将单链 ＲＮＡ 模型转换成单链 ＤＮＡ 空间结

构ꎬ最后精炼得到单链 ＤＮＡ 空间结构ꎬ为 ＤＮＡ 适体

的虚拟筛选提供了发展的思路ꎮ

２　 适体－蛋白相互作用分子模拟预测

在适体筛选中ꎬ对能够发生相互作用的核酸适

体与目标物形成的复合物进行收集、分离、鉴别是筛

选的关键步骤ꎬ并且这一过程受到初始筛选序列集

大小、筛选方法本身效率及具体的操作条件、分离鉴

别方法的有效性等诸多因素影响ꎮ 此外ꎬ这一过程

还需要不断重复ꎬ耗费大量时间和研究精力ꎬ因此通

常会影响适体的成功筛选ꎮ 蛋白质与 ＲＮＡ 或 ＤＮＡ
相互作用(如 ＤＮＡ 复制、ＲＮＡ 转录等)是生命活动

的基础ꎬ许多特异性的相互作用模式和规律已经被

解析出来ꎬ成为理解和预测适体－配体相互作用的

基础ꎬ并用于相关的高通量虚拟研究ꎮ 由于适体目

标种类繁多ꎬ如小分子、离子、细胞等ꎬ因此分子模拟

研究方法需要具有较强的针对性ꎬ本文中主要关注
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适体－蛋白相互作用分子模拟预测ꎮ
对于能够发生潜在相互作用的 ＲＮＡ 碱基位点

区域ꎬ以及蛋白质氨基残基位点区域进行预测的方

法有 ＲｓｉｔｅＤＢ[１７]、ＰＲＩｄｉｃｔｏｒ[１８]等ꎮ ＲｓｉｔｅＤＢ 是用于预

测能与 ＲＮＡ 碱基发生相互作用的蛋白质作用位点

的数据库ꎮ ＰＲＩｄｉｃｔｏｒ 是一种直接输入生物大分子

序列的考虑蛋白－ＲＮＡ 相互作用模式ꎬ在氨基残基－
核苷水平预测蛋白质、ＲＮＡ 各自的相互作用位点的

方法ꎮ
对于适体－蛋白质相互作用复合物空间结构的

分子对接预测方法有 ＺＤＯＣＫ[１９]、ＲｏｓｅｔｔａＤｏｃｋ[２０]、
ＮＰＤＯＣＫ[２１] 等ꎮ ＺＤＯＣＫ 是从相互作用分子的三维

形状角度ꎬ在相关量子力学理论下进行计算、搜寻分

子间结合模式的刚性对接方法ꎬ适用于多种生物大

分子间相互作用模拟ꎻＲｏｓｅｔｔａＤｏｃｋ 考虑了一定的分

子柔性ꎬ是预测蛋白－蛋白、蛋白－适体的相互作用

的普遍性方法ꎮ ２０１５ 年报道的 ＮＰＤｏｃｋ 是针对核酸

－蛋白质相互作用的在线预测方法ꎬ因而在程序设

定和变量选择上有一定的针对性ꎬ最佳构象也经聚

类分析筛选ꎮ 已经报道的适体虚拟筛选成果中ꎬ用
到比较多的是 ＺＤＯＣＫ 方法[２２－２３]ꎮ

综上所述ꎬ适体－蛋白质相互作用的预测方法

以 ＲＮＡ 适体为主ꎬ这可能与现阶段研究者对于非编

码 ＲＮＡ 所具有的基因表达调控等生物功能关注及

研究的深入有关ꎬ因此其预测方法的发展也逐渐增

加了针对性ꎬ关注空间结构外观及不同生物大分子

间相互作用主要作用力之间的差异ꎮ

３　 计算机辅助的适体虚拟筛选实例

随着人们对于适体结构和功能的深入研究ꎬ以
及生物信息学成果的累积ꎬ采用分子模拟研究对适

体筛选技术进行改进的需求和可行性不断增加ꎬ现
有的创新应用主要体现在适体设计和筛选范围的紧

缩 ２ 方面ꎮ
３􀆰 １　 适体设计

计算机辅助设计适体的方法实现是以 ＲＮＡ、
ＤＮＡ 高级结构预测、核酸－蛋白质相互作用模拟预

测的具体程序和方法为基础ꎬ从而实现使用计算机

辅助筛选适体的创新应用ꎮ
２００９ 年ꎬＣｈｕｓｈａｋ 等[２４]在提出相应评价标准的

基础上ꎬ利用计算程序在 ＲＮＡ 二级结构的基础上设

计适体筛选的起始序列集ꎬ进而预测三维结构ꎬ并与

选定的目标小分子进行高通量对接的虚拟筛选ꎬ与

已知实验筛选的高亲和适体相比ꎬ虚拟筛选适体同

样对目标具有高亲和力ꎮ ２０１３ 年ꎬＳａｖｏｒｙ 等[２５]利用

计算机产生变异序列筛选适体ꎬ在 ２ 个循环后获得

了高于亲和力大肠杆菌 ３６％的变形杆菌特异性适

体ꎮ ２０１４ 年ꎬＳａｖｏｒｙ 等[２６] 又采用定量 ＰＣＲ 控制的

ｃｅｌｌ－ＳＥＬＥＸ 结合指定适体二级构象ꎬ筛选 ＤＮＡ 适

体检测尿路致病性大肠杆菌ꎬ并提出了计算机辅助

筛选方法的一般流程ꎮ
单链 ＤＮＡ 适体筛选方面ꎬ２０１５ 年ꎬＳｈｃｈｅｒｂｉｎｉｎ

等[２２]在计算机上首先确定蛋白质适体相互作用位

点ꎬ然后设计适体高级结构ꎬ随之对二者的相互作用

通过分子对接程序进行评估ꎬ设计筛选了细胞色素

Ｐ４５０ 单链 ＤＮＡ 适体ꎬ并通过 ＳＰＲ 生物传感器验证

该适体对目标的高特异性ꎮ ２０１６ 年ꎬＨｅｉａｔ 等[２３] 在

ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｓｔｕｄｉｏ 药物发现与生物大分子计算模拟平

台上将预测的 ＲＮＡ 三维结构转换成代换碱基的

ＤＮＡ 三维结构ꎬ并用 ＺＤＯＣＫ 程序模拟分离出的单

链 ＤＮＡ 适体与目标蛋白的相互作用ꎬ并将结果与实

验研究结果印证ꎬ成功筛选出了血管紧张素Ⅱ的

ＤＮＡ 适体ꎮ ２０１７ 年ꎬＹｏｋｏｙａｍａ 等[２７]采用 Ｇ－４ 聚体

启动子引导的适体筛选方法(Ｇ４ ｐｒｏｍｏｔｅｒ －ｄｅｒｉｖｅｄ
ａｐｔａｍｅｒ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎꎬＧ４ＰＡＳ)和计算机扩展序列对接分

析方法(图 １ 左图)成功筛选了肝细胞生长因子的

特异性 ＤＮＡ 适体ꎮ 这些研究表明ꎬ随着 ＲＮＡ、ＤＮＡ
结构功能、生物信息学研究的积累和创新ꎬ计算机辅

助的 ＲＮＡ、ＤＮＡ 高级结构预测方法在设计适体过程

中作用突出ꎬ有利于实现蛋白类目标物特异性适体

的高效成功筛选ꎮ
３􀆰 ２　 适体筛选范围紧缩

在适体的筛选过程中ꎬ首先需要形成一个数量

巨大的序列库ꎬ其中的每一条序列与其靶标物相互

作用都有一定的亲和力ꎬ都应当进行与目标物相互

作用的研究ꎬ因此筛选范围对于适体筛选的效率存

在较大的影响ꎮ ２０１５ 年ꎬＦｕｋａｙａ 等[２８] 通过计算机

对三聚化适体的关键突环序列进行 ５ 轮复选后ꎬ获
得了具有高亲和力的血管内皮生长因子的特异性

ＤＮＡ 适体ꎮ ２０１５ 年ꎬＺｈｏｕ 等[２９] 报道了一种应用计

算机虚拟搜索适体序列范围的方法ꎬ包含 ２ 个步骤

(图 １ 右图)ꎮ 首先以期望获得的二级结构模体为

目标ꎬ获取其对应的序列ꎬ形成筛选集ꎬ然后以基于

分子动力学模拟的方法对序列进行虚拟筛选ꎮ 从

４１３ 条 ＲＮＡ 序列中筛选出的 ６ 个茶碱特异性适体ꎬ
在验证性实验中均具有相对较高的亲和力ꎮ ２０１６ 年ꎬ

􀅰８１２􀅰



２０１８ 年 １１ 月 王明华等:计算机模拟在优化核酸适体筛选分析流程中的应用研究

图 １　 适体虚拟筛选流程

(左ꎬ肝细胞生长因子特异性适体[２７] ꎻ右ꎬ茶碱特异性适体[２８] )

Ａｈｉｒｗａｒ 等[３０]应用分子模拟虚拟筛选雌激素 α 受体

高亲和 ＲＮＡ 适体ꎬ并经过了试验验证ꎮ 由此表明分

子模拟研究技术的应用ꎬ对于提高适体筛选效率具

有较为明显的效果和应用潜力ꎮ

４　 结论与展望

随着对非编码 ＲＮＡ 结构和功能的进一步深入

认识和研究ꎬ进行作用目标明确的核酸适体的筛选

和设计ꎬ正逐渐成为既有研究基础和资源又有广阔

推广应用潜力和市场的新领域ꎮ 适体与目标分子的

相互作用以各自形成的特异性空间结构为基础ꎬ生
物大分子的空间结构源于其一级结构ꎬ在一定程度

上可被预测ꎮ ＲＮＡ 适体结构预测主要是紧缩筛选

的范围ꎬ预测程序发展方向为对预测获得的 ＲＮＡ 适

体空间结构的约束方式扩展、输出文件格式的普适

通用性ꎻＤＮＡ 虽然在结构稳定性、合成特性等方面

相对于 ＲＮＡ 有优势ꎬ便于商业化应用ꎬ但短链 ＤＮＡ
的局部空间结构预测方法有一定局限ꎬ影响筛选效

率ꎬ因而 ＤＮＡ 适体虚拟筛选的需求也较为紧迫ꎻ用
于适体功能可视化的分子对接模拟预测方面ꎬ涌现

了一些以核酸－蛋白相互作用特有性质为基础的针

对性程序方法ꎮ
应当指出ꎬ相对于适体应用的广阔前景ꎬ分子

模拟研究在优化其筛选和分析流程方面还没有形

成具有一定指导性的技术流程ꎬ对于已经获得的

适体结构特性的应用也存在不足ꎬ各种预测方法

之间的比较也较少ꎬ针对各预测步骤的筛选验证

实验仪器与方法也还需要优化和比较ꎬ这需要交

叉学科研究的深入ꎮ 综上ꎬ以生物信息学研究成

果积累为素材ꎬ采用分子模拟技术逐步实现核酸

适体、作用目标蛋白质的空间结构模型预测和构

建ꎬ并采用高通量的虚拟筛选技术ꎬ对于体外筛选

核酸适体技术具有较好的改进和推动作用ꎬ也有

利于适体应用的进一步市场化ꎬ具有良好的应用

前景!
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空气产品公司全球首个煤气化项目在山西投产

　 　 １１ 月 ２ 日空气产品公司宣布ꎬ其位于山西省长治市的
潞安煤气化项目已经全面投产ꎬ向山西潞安煤基清洁能源
有限责任公司的合成气制油项目供应合成气和其他工业气
体ꎬ这是空气产品公司全球首个煤气化项目ꎮ

这一世界规模的气化项目包括 ４ 套大型空分装置、４
座气化炉和 ２ 套合成气净化系统ꎮ 该项目的气化炉采用壳
牌成熟的气化技术ꎬ是全球最大的壳牌(粉煤)气化炉ꎬ在
投煤量、产气量、碳转化率和运营效率上均表现优异ꎮ

空气产品公司于 ２０１３ 年和山西潞安矿业(集团)有限
公司签订一项协议ꎬ为其子公司潞安清洁能源在长治建造
并运行 ４ 套日产能为 １０ ０００ 多吨氧气、６ ０００ 多吨氮气以及
７００ 多吨仪表空气的大型空分装置ꎮ ２０１７ 年 ９ 月ꎬ空气产
品公司和潞安清洁能源组建了一家合资公司并持有 ６０％的

股份ꎬ双方共同拥有并运营长治工厂的这些空分装置以及
气化和合成气净化设施ꎮ

空气产品公司在过去两年一直积极实施其气化战略ꎮ
２０１８ 年 ８ 月ꎬ该公司获得了一份长期现场供气合同ꎬ为久
泰新材料有限公司在内蒙古呼和浩特投资数十亿美元的乙
二醇项目供应合成气ꎬ这是空气产品公司首个全资拥有的
气化工厂ꎻ当月ꎬ空气产品公司还和沙特阿美及 ＡＣＷＡ 电
力公司签署了一份投资意向书ꎬ将在沙特阿拉伯的吉赞经
济城组建总投资额超过 ８０ 亿美元的气化 /电力合资公司ꎻ
２０１７ 年 １１ 月ꎬ公司宣布和兖矿集团组成合资企业ꎬ将在陕
西省榆林兴建总投资额为 ３５ 亿美元的煤制合成气生产设
施ꎻ２０１８ 年早些时候ꎬ该公司还收购了壳牌的煤气化技术
和专利ꎮ (中化新网)
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