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论文摘要

新型纳米金胶和DNA酶的传感技术对核酸和蛋白检测的应用

研究

论文摘要

随着人类基因组计划(HGP)的顺利完成和后基因组时代的到来，基因诊断已经

成为分子生物学和生物技术研究的重要领域。脱氧核糖核酸(DNA)是生命体内的基

因物质，具有传递遗传信息等功能，若在结构上稍有变动、差错、缺失或增多，就

可能会导致遗传性状的改变或各种疾病的出现，因此对DNA的分析检测有助于生命

科学的研究、生命活动和信息传递规律的调节。蛋白质是一类重要的生物标志物，

它的分析检测在生物学、医学诊断等领域具有非常重要的意义。如果基因突变在外

显引起有功能意义的突变，会导致所编码的蛋白质的表达、结构和功能的发生改变，

从而影响人类的生命活动，导致基因疾病的产生。生命科学的飞速发展对基因和蛋

白的检测提出越来越高的要求，开发出更灵敏，稳定和简便的生物检测技术是目前

生命科学研究的热点所在。而新兴发展的以Watson．Crick碱基互补配对原则为基础

的DNA生物传感器为分子生物学研究提供了全新的基因检测技术，受到生物分析工

作者的高度重视。

分子信标的提出正是建立在DNA碱基互补配原则的基础上，以其独特的茎．环

结构，在选择性、灵敏度和特异性方面更加优于普通的直链探针，因此其在基因检

测领域的应用越来越广泛。迄今为止，经过研究者们不断地改进，分子信标的功能

更足得到了快速的发展，在PCR实时监控、基因突变快速分析、活体细胞动态分析

及DNA与蛋白质相互作用研究等各种领域中开辟了新的途径。

纳米技术的出现为生物传感器的发展提供了无穷想象的空间，基于纳米金胶的

比色传感技术以其方便、快速和肉眼可见的优势在DNA生物传感器中得到了广泛

的应用。纳米金胶的良好的生物相容性、简单的合成条件、大的比表面积、低廉的

成本以及所具有的特殊的光学性质为比色技术的发展注入了强大的生命力，提高了

比色检测的灵敏度和稳定性。

随着核酸研究的深入和体外筛选技术(SELEX)的建立，核酸适体技术使抗原抗

体的反应发生了新的革命性变化，在蛋白组学到来的时代以其众多的优越性弥补并

逐渐替代抗体在蛋白检测中的应用。电化学核酸适体传感器结合了电化学高灵敏度、





论文摘要

轻巧便宜、携带方便、耗能少、易微型化等优势和核酸适体对蛋白的高结合力和特

异性更是成为当今生物学医学领域的前沿性课题和方向。

G．四分体结构的DNA酶也是基于核酸适体．配体的思想通过SELEX技术筛选

出来的一种新型的DNA酶。它是一类卟啉铁与其适体构成的具有G．四分体结构的

仿辣根过氧化酶的配合物，适体为一段富含G碱基的寡聚核苷酸序列。自1998年，

Sen小组提出这类DNA酶以来，它高灵敏的催化性质、易于构建、易于合成的优点，

在比色和电致发光中得到了极大的发展。

本文的创新之处就是利用了纳米金胶，DNA酶等简单易操作，并且廉价的的各

种技术结合，建立多种检测核酸和蛋白的传感器，发展了新的基因诊断技术手段。

论文主要内容如下．．
。

第一章绪论

SELEX技术的发展促进了核酸适体的发展，这其中也包括G．四分体结构的

DNA酶发展。本章首先介绍了DNA生物传感器尤其是电化学核酸适体传感器、分

子信标技术及纳米金胶在比色检测中的分类和应用，着重介绍了分子信标技术，

DNA酶等的发展及应用，阐明了本论文研究的理论基础和选题依据。最后提出本论

文的目的意义及创新之处。

第二章分子信标标记的纳米金胶比色探针对寡聚核苷酸序列单碱基多态性的识别

分子信标(MB)是一种相比于普通直链探针更灵敏地能检测单碱基错配的茎环

结构的探针，因此广泛被应用在各种基因突变的检测上。本文介绍了一种利用分子

信标高灵敏、高特异性识别力和纳米金凝聚变色的光学特性，设计的新型的识别单

碱基多态性的比色检测方法。利用纳米金胶的自组装技术将巯基修饰的分子信标探

针固定到金胶表面制得新型纳米金胶探针(AuNPs．MB)，当加入不同的目标序列(完

全互补序列或单碱基错配序列)与之杂交时，使金胶表面构象改变及引起金胶体系

熵焓的差异性：即在适当盐度条件下，导致金胶不同程度的聚集，从而实现对单碱

基错配几率和不同位点的识别。最后，将该比色传感体系应用在对P53基因的检测

上，同样能够有效区分野生型和突变型P53基因，实现对单碱基多态性的识别。实

验结果显示，利用该金胶比色方法，操作简单，成本低廉，对单碱基错配在混合目

Ⅱ





论文摘要

标体系中的分辨率能达到至少5％。

第三章基于G．四分体结构的DNA酶电化学核酸适体传感器信号扩增检测凝血酶

本文构建了一种结合核酸适体技术和DNA酶的特性，以凝血酶蛋白作为研究

对象的高效、高灵敏度、特异性识别蛋白质的电化学催化检测的方法。凝血酶的核

酸适体是一段富含G碱基的寡聚核苷酸序列，它被证实能与卟啉铁配位形成一定的

G．四分体结构，当其结合目标凝血酶时，该结构就会进一步转化成牢同的DNA酶

超分子结构，表现出与辣根过氧化酶相似的催化特性，能对双氧水进行很强的催化

氧化，从而应用在电化学上对双氧水的催化氧化来检测凝血酶蛋白。该方法通过将

DNA酶固定在金电极表面，结合电化学的高灵敏度，在有双氧水存在的情况下，得

到催化电流与凝血酶浓度对数值在lXl0．10～l×10‘6 mol／L范围内线性相关，检测限

可以达到6x10-¨mol／L．相关系数为r=0．994，对凝血酶蛋白的检测限可达到

6×l001M。并且该方法对凝血酶蛋白具有很好的特异性，其它蛋白如牛血清白蛋白、

溶菌酶等均对凝血酶的检测基本无干扰。此新型的生物传感器制备简单，灵敏度和

特异性高，为凝血酶的检测提供了一种新的手段。

关键词：SNPs，纳米金胶，分子信标，P53，电化学催化，DNA酶，核酸适体
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ABSTRACT

Study on the colorimetric and electrochemical for SNPs and

thrombin detection based on Au nanoparticles and

G··quadruplex--based DNAzymes

ABSTRACT

As the human genome project has uncovered the full sequence of human genomes，

the analysis of the variations among individual genomes has attracted considerable

interest in a wide range of areas including molecular diagnostics,environmental

monitoring，and antibioterrorism．Protein is atype ofimportant biomarkers，which plays a

key role in life sciences，medical diagnostics．Many detection techniques have been

developed relying upon target hybridization with radioactive，which create disposal

problems，require specially trained personnel and have a short shelf life．There is a

considerable requirement for rapid，low-cost，and sensitive detection of specific DNA and

protein for the clinical diagnosis of genetic and pathogenic diseased．DNA biosensor,a

new conception of genome detection based on Watson—Crick base match principle，is of

great advantages such as easy handling，quick detection，favorable selectivity and no

pollution．Nowadays，it has become one of the most．important methods in DNA

detection．

One recent development is molecular beacons(MBs)that are highly selective in

their recognition of oligonucleotides．Traditional MBs ale doubly end-labeled

olignucleotides that exist in solutions as stable stem-loop structures and utilize

fluorescence of a reporter dye combined with a proximate quencher attached to 3’end．

MBs are now extensively emploted in areas such as genetic screening，biosensor

developmentand the detection of single—nucleotide polymorphisms(SNPs)．

To achieve the desired simplicity,low—cost and sensitivity,colorimetric detection

using gold nanoparticles(AuNPs)has been attracting considerable interests，because

AuNPs aggregation accompanied by the surface plasmon shift Can be clearly recognized

with the naked eye．The ease of synthesizing of AuNPs and the possibility to couple of





ABSTRACT

different functionalities make AuNPs as a convenient tool for the sensing of metal ions，

proteins and oligonucleotides．

Aptamers are synthetic DNA／RNA oligonucleotides isolated for their ability to

selectively bind to various biomolecules through SELEX．As alternative to antibodies，

aptamers have many advantages including high binding affinity,convenient

automated—synthesis，ease—of labeling，and high stability．Up to now,many aptasensors

have been developed include optical and electrochemical aptasensors．Electrochemical

aptasensors have attracted substantial attention because of their high sensitivity,simple

instrumentation，low production cost,fast response and portability in the development of

印tasensors．

Since the first report by Sen and his co-workers in 1998，G—quadruplex-based

DNAzymes which have also been identified by SELEX has received great attention．The

folded guanine-rich oligonucleotides that serve as all aptamer for hemin could self

assemble to form G-quadruplex structure．After binding with hemin，the resulting

supramolecular complex mimics horseradish peroxidase(HRP)and catalyzes the

H202-mediated oxidation of2，2-azinobis(3·ethylbenzothiazoline)-6一sulfome acid(ABTS)

and luminal．These G-quadruplex·based DNAzymes have shown great potential as a

novel kind of catalytic label for the development of various biosensors owing to its high

catalytic activity,easy synthesis and construction．

The goal of present study is to design novel techniques with high sensitivity and

selectivity．This paper has combines the excellent characteristics of AuNPs and

DNAzymes to provide alternative candidates for DNA and protein detection．The

dissertation includes three parts：

Chapter One：introduction

Aptamers are artificial oligonucleic acids which are selected through SELEX to bind

specific target molecules．Guanine-rich oligonucleotides are one kind of these aptamers

which can bind hemin to form G-quadruplex—based DNAzymes．In the beginning of this

V





ABSTRACT

dissertation，the importance of the DNA and protein detection WaS introduced，together

with the development of DNA biosensor．Secondly,the concepts and applications of

AuNPs—baSed colorimetric biosensing events，molecular beacon and electrochemical

aptasensors were described in detail to provide the theoretical principle for this paper．At

laSt the purpose and innovation ofthe dissertation were pointed out．

Chapter Two：Label·-Free Molecular Beacon·-Funetionalized Gold Nanoparticles as

Colorimetric Probes for Single-nucleotide polymorphisms(SNPs)detection

Compared with the traditional linear DNA probe，molecular beacon shows higher

selectivity and specificity due to its conformation variations between stem．100p and stretched

structure in detection of mutations in oligonucleotides．We reported a new coiorimetric

SNPs detection method by combining optical properties of gold nanoparticles and

molecular beacon with the high specificity and sensitivity．ne thiolated molecular

beacons were attached to AuNPs via well—established self-aSsembled monolayer

chemistry．A perfectly matched target and the single-base mismatched target can be

completely discriminated by causing the change of entropic and steric conformation at

certain concentration of MgCl2．111e color of the gold nanoparticle solution containing

perfectly matched target is blue and the color of the gold nanoparticle solution containing

single base mutation target is red．At laSt,we applied this method in P53 gene detection．

T11e results indicated that it was possible to accurately determine SNPs as low部5％．The

proposed approach haS agreat potential for realizing an accurate，sensitive，rapid and low

cost method ofSNPs detection．

Chapter Three：G··Quadruplex·-Based DNAzymes aptasensor for the Amplified

Electrochemical Detection of Thrombin

A novel G·-quadruplex--based DNAzymes aptasensor for the amplified

electrochemical detection of thrombin has been described．The aptasensor utilized a

vI





ABSTRACT

combination of heroin and guanine--rich thrombin·-binding aptamer(TBA)to form the

horseradish peroxidase(rtRP)-mimicking DNAzymes with peroxidase catalytic activity．

In the presence of thrombin，the enzyme activity could be extensively promoted,thereby

providing the amplified electrochemical readout signals for detecting thrombin．This

aptasensor exhibited high sensitivity and selectivity for thrombin determination，which

enabled the analysis of thrombin with a detection limit of 6x 1 0’11M．On the basis of

results，this method will serve as a versatile tool for proteins and other biomolecule

detection．

KEY WORDS：SNPs，Au nanopaticles，Mocular beacon,P53，Electrochemical
catalysis，G-quadruplex—based DNAzyme，Aptamer
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第一章绪论

2002年2月初，由美国制定并发起的最庞大的基因组研究计划“人类基因组计

划”被报道已完成99％的基因序列的测定。从这时起，生物学被重新划分为前基因

组和后基因组两部分，并且以揭示基因组的功能及调控机制为目标的后基因组时代

宣告正式到来。功能基因组研究成果不仅具有巨大的科学意义，而且有着十分光明、

广泛的应用前景【1捌。基因实质上是DNA大分子中的各功能片段，不同的基因具有不

同的碱基序列。DNA分子序列中的微小改变将导致基因突变及多态性，如一个或几

个核苷酸的取代、缺失或插入DNA序列，就会导致遗传性状的改变或各种疾病的出

现【3'4】，其中单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms．SNPs)是频率最高、

信息含量最多的一种变异，占所有多态性的90％以上。由于SNPs具有数量多、分布

广和稳定遗传等特点，跟许多疾病都直接相关，如13一地中海贫血、乳腺癌等肿瘤

等，是决定人类疾病易感性和药物反应差异的主要因素。因此，SNPs的灵敏、快速、

方便特异分析检测对于疾病的临床诊断和治疗将起到极其重要的作用。

在人类基因组DNA中不到1000个碱基就存在一个单碱基突变，如果这种突变发

生在外显引起有功能意义的突变，会导致所编码的蛋白质的表达发生变化，结构和

功能的改变，影响人类的生命活动，导致基因疾病的产生【5。7】。对蛋白质结构和功能

的研究不仅能够反应基因的突变，而且将直接阐明生命在生理或病理条件下的变化

机制，因而蛋白组学是后基因组科学研究的核心内容之一。蛋白质的定量检测是研

究蛋白质的基础，对蛋白质结构和功能研究，人体营养健康研究，疾病诊断以及药

物、食品及临床分析中有重要意义。生命科学的飞速发展对蛋白质的检测提出越来

越高的要求，开发出更灵敏，稳定和简便的蛋白质检测技术是目前生命科学研究的

热点所在。

材料科学、生命科学、电子技术、生物技术等许多新技术的开发，为发展高灵

敏度、高特异性的基因和蛋白的分析检测方法注入了活力，其中基于Waston．Crick

模型的碱基互补配对原则发展起来的各种DNA生物传感技术，相比于传统的DNA

凝胶电泳法，DNA生物传感器免去了放射性标记的危险性，节省了电泳操作的繁杂

性，具有操作简便、快速灵敏、选择性好、无污染等特点，并具有分子识别、分离

纯化基因等功能【蹦11，引起了国内外生物分析工作者的广泛关注，成为现代分析化
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学中最有生命力的一个崭新分支f㈨5】。

一、纳米金胶在DNA生物传感器中的应用

纳米材料享有“2l世纪最有前途的材料”的美誉，被公认为是跨世纪材料研究

领域的热点。纳米材料的表面效应、量子尺寸效应等使它呈现特殊的电学、光学和

化学等性质，为生物传感器的发展提供了无穷的想象空间【幡18】。纳米金胶(AuNPs)

(图1)由于具有独特的光学性质(表面等离子体吸收和共振光散射)、易进行表面

修饰以及良好的生物相容性，因此功能化AuNPs的应用领域不断被拓宽，特别是其

在生物分析和生物医药等领域的应用引起了人们广泛关注[17,1 9】。

(i)：thiolated or disulfide modified ligands

(ii)：Eiectrostatic interaction

(iii)：antibody-antigen associations
(iv)：streptavidin-biotin binding

Fig．1．Schematic representation of formation ofgold nanoparticle probes．

纳米金胶特殊的光学性质体现在5 10．550 am可见光谱范围内有一吸收峰，并且

吸收波长随纳米金胶的直径增大而增加。而其表观颜色依次呈现出淡橙黄色(<5

rim)、葡萄酒红色、深红色和蓝紫色变化。这一独特的光学性质为其在构建比色传

感器中奠定了重要的基础[20-23】。自1997年美国西北大学的Mirkin小组[24,25】最早将

两段不同的探针DNA分子通过金硫键修饰到金胶表面(图2)。当目标不存在时，

金胶分散良好显示红色；当溶液中加入目标DNA由于其两端能与探针分子互补，

2
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因此拉近两个金胶颗粒，形成三明治桥联结构，金胶的颜色就会显示紫色，随着目

标DNA分子的增加，会逐渐变成蓝色，为金胶在DNA分子的检测上开辟了新的方

法。

A ， 9
／ 一

气 { t ?
拿蕾C《嗣^IC|cJ“辫^j；—参C善118—Cj暑G轰．G^石C．I》C喀—’

Fig．2．Schematic representation ofthe concept for generating aggregates signaling hybridization

of nanoparticle-oligonucleotide conjugates with oligonucleotide target molecules．

Maeda研究小组[26,27】发现了不经过桥联结构的金胶同样能发挥区分检测不同序列的

寡聚核苷酸的目的。当不同目标与探针分子进行杂交后，通过调节盐度(图3)，在

0．5 M NaCI存在下，完全互补序列的金胶出现很明显的聚集现象，金胶的特征峰位

红移到560 am处；在一碱基错配存在下，金胶始终保持良好的分散，因而能对完

全互补序列和一碱基错配序列进行很好的区分。

誉薯警蓼蓼

、B囊t攘薹鬟篓嚣譬零沁7鼍

、贮篓鬟笺东警警鬻警警
Fig．3．Aggregation behaviors of the DNA-gold nanoparticles at various NaCI concentrations at

room temperature：(A)without a target DNA，(B)with the complementary target，and(C)

with a target containing a single base mismatch at its 5’terminus．

嗍

。。

嫩孓吾
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同时，Lj小组【28】在Maeda小组研究的基础上意外发现金胶上修饰的DNA在巯

基己醇占位的情况下，相与目标分子作用后形成折叠或发卡结构，相比于直链型

DNA修饰的金胶，这种构象的改变更利于金胶在一定盐度下的分散，并且这个过程

是可逆的可控过程，促进了金胶在生物分析中的进一步应用1291。Fan小组【30】报道了

将不同荧光标记的分子信标探针修饰到金胶表面，提出了一种新型的纳米探针

(nanoMB)的概念(图4)，并且通过比较发现经过占位的有分子信标修饰的金胶

具有很好的耐盐性，不太容易聚集，而不经过占位修饰的Au-NanoMB耐盐能力比

较差，然后通过金胶对荧光标记物的荧光猝灭，用于多色检测不同目标。

器囊器
O

o 卷三涨
0 AuNP碱：。MBDNA ^HelperDNA

M ttnN^ 嚣 羔DNA markersMulttcolorMBDNAM霉毒DNA蠢 篡

Fig．4．Assembly of nanoMBs：A)AuNPs with densely loaded linear probes；B)AuNPs with

stem—loop probes；C)AuNPs stem．100p probes and helper oligonucleotides；D)AuNPs with

multicolor stem-loop probes and helper ongonucIeOtides

yul31】等利用这种方法(图5)，通过纳米金凝集变色效应，将普通探针和识别探

针固定在金胶表面，当它们与目标链杂交时，纳米金会发生团聚，溶液的颜色从红

色变为紫灰色，当待测的突变型的基因DNA存在时，DNA连接酶会发生连接反应。

4
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反之，当存在单碱基错配的时候，缺口就不能被封闭从而用来检测K-ras癌基因的

第12位密码子的单碱基突变。

、，＼◆己斗、0、炙、，，●y～斗 、√●、天

I／天令、。I jI／^√＼、l }

笔k燕法毋只 巳▲飞∥、
鼍-．．兰二▲只 鬯，▲≤篡≯足
， l：’ ， l，一。
v■芝、■只，一已◇◆＼一▲只／^o

Fig．5．Illustration of the Au nanoparticle assembly and ligase reaction-based assay

由于纳米金的良好生物相容性和独特的光学性质，为DNA、蛋白等生物分子的

检测提供了便捷的方法，在生物医学、分子生物学等的生物标记分析领域中具有广

泛和重要的应用，同时也是当今各国所关注的研究前沿及重要发展方向。

二、分子信标技术的原理和应用

许多新的生物技术的开发，为发展高灵敏度、高特异性的生物分析检测方法注

入了活力，其中利用DNA分子间的特异性互补配对规律发展起来的各种DNA生物

传感技术，引起了国内外生物分析工作者的广泛关注。核酸是生物化学、分子生物

学、分子遗传学和基因工程研究的重要物质基础。在基因时代和蛋白质时代，人们

迫切需要一种具有高灵敏度和高亲和力的生物分子探针，用以进行定性和定量检测。

1 996年，美国国家卫生研究所的Tyagi和Kramer【32】提出一种设计非常巧妙的荧光分子

探针(molecufar beacon， MB)，并因此建立了分子信标技术，很快这种技术就广

泛地应用于医学、生物学、分子生物学、临床医学和化学等诸多领域。分子信标的

特异性体现在它的发卡式结构，较普通的单链寡核苷酸探针更稳定，有更好的选择

性和杂交特异性，而且操作简便、灵敏度高，可以识别单碱基错配的寡核苷酸。在

临床诊断、基因检测等领域，分子信标也越来越显示出它的优势。近年来，人们对

分子信标的结构作了诸多改进，发展出很多具有更多特性的新型分子信标。随着分

5
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子信标的发展，该技术也必将在更多领域中发挥出它的优势。

1．分子信标的结构和原理

分子信标(图6)它是具有“环茎”结构的短链寡聚核苷酸序列，包括环部(100p)

和茎部(stem)两部分。Loop环上的寡聚核苷酸序列大概含20个碱基，是分子信标

的基因识别部分，它能与目标基因自发地进行杂交。茎部是一段5．7对碱基互补的发

夹结构(hairpin)。在分子信标茎部5’端和3’端通过连接臂(1inker)连接上荧光基

团(fluorophore，一般为荧光素、四甲基罗丹明等)和猝灭基团(quencher，一般为

4．二甲基对胺基偶氮苯．苯甲酸，DABCYL)。当MB与目标分子完全匹配的时候，loop

环与靶分子杂交被打开，导致荧光基团和淬灭基团距离拉开，体系荧光信号大大增

强；而当MB与靶分子存在错配的时候，不易发生构想改变，就不会产生荧光，从

而实现单碱基突变的实时和特异性检测。分子信标独特的茎一环结构决定了分子信

标技术的高特异性，它可以灵敏地将完全互补和错配的序列区分开。茎．环结构的存

在使分子信标存在两个稳定态：当处于自由态时，其茎部自身形成杂交稳定态：当

有互补的日标序列存在时，探针与目标序列形成双链杂交稳定态。由于分子信标杂

交前后环状区与目标分子的双链结构之间存在热力学平衡关系，因此它的杂交特异

性明显高于常规的线状探针。调节分子信标序列的长度恰到好处，可以使得其与完

全互补目标物杂交后，形成的双链比分子信标自身环茎结构来得稳定。但是如果目

标序列中有错配碱基存在时，探针．目标序列双链结构的稳定性则不及信标自身的环

茎结构，信标则不会打开，从而对分子信标的荧光不会发生任何的影响产生信号。

这样，分子信标就成为一个灵敏的“分子开关”，只在完全互补的目标序列存在时“发

光”，在错配目标序列存在时则不给出信号，靶序列即使只有一个碱基的改变、缺失、

插入，分子信标都能检测出来。因此分子信标对核酸分子的分辨率达到一个碱基

[33-35]，其灵敏度和特异性可以根据不同的应用目的通过调整GC含量来达到优化MB，

使环与靶分子杂交体的稳定性大于MB本身的茎端杂交的稳定性。

6
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Fig．6．A typical structure of molecular beacon and hybridization of molecular beacon

2．分子信标的应用

分子信标问世后，人们在传统的分子信标的基础上进行诸多改进，使其性能不

断提高，新型的分子信标也不断问世被应用于各种领域。按照检测方法的不同，可

以大体将其分为传统荧光分子信标与新型电化学分子信标两大类。

Tyagi掣36】在继传统的分子信标发明后，又设计了一种荧光波长转移型分子信

标(如图7所示)，通过荧光共振能量转移的原理，使荧光发射基团将能量以荧光的

形式放出。这种新型的分子信标不仅可以通过选择不同波长的荧光发射基团使其发

出不同颜色的荧光，而且具有较大的Stocks位移，解决了传统分子信标因激发波长

和发射波长差别较小，从而使一部分激发光通过反射和散射到达检测器，影响灵敏

度的问题。

胡⋯八，
一／产一
锄舯●＼㈣

辅触ele㈣教ln9了硼孵
^H啊●rtnjrf■^，^n

Fig．7．Wavelength-shifting molecular beacon
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Musundi掣37】在分子信标末端分别标记上荧光供体Cy5和荧光受体Cy5．5，设

计出一种可用于等位基因特异性识别的引物探针(图8)。

弋=麓／、=盈／=圈瑚匝工匝=E匝．匾工正

、釜≥、一：=／＼ ’＼ ／ ＼ ／=Z匝五日【匝r臣==蜀Ⅲ殿工匹
厂、|DETECTION l

l、，j 豳 l ·

圉V—丽r—丽r、一翻圉
哟r5J o■◆A(CyS．S)⋯

Fig．8．Illustration of the LDR sp FRET assay in which two allele-specific primers are

labeled at their 3’-and 5’-ends with fluorescent dyes．

Fujimoto等‘381利用一种大环的芘类有机物作为荧光基团，当其以单体形式存在

时发射一种荧光(如图9所示)；当两个分子互相靠近时，冗轨道的交叠，形成双聚

体导致荧光波长发生位移。此种方法弥补了基于FRET原理的荧光分子对受细胞生

物分子的光化学活性干扰的问题，提高了信噪比。该类型分子信标不仅可以得到高

的灵敏度，而且因不需任何淬灭剂比传统的分子信标在合成上简单、便宜。

基xc；mer

em{$SlOn

＼．／一＼
TargetDNA．

Fig．9．Excimer-Monomer molecular beacon
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Erdem等【39】报道了以水溶性的金属酞菁染料(Pc’s)作为H．二聚体的分子信标

(H-dimer-based MB)，当信标以茎．环形式存在时，两端连接的大的有机荧光基团

分子通过分子内的作用力聚合形成H．二聚体，无荧光信号产生；当与目标反应时，

二聚体打开，以单体形式存在，荧光信号产生。四甲基罗丹明【柏】及其异硫氰酸酯

(5．TⅪTC)【411、N．羟基丁二酰亚胺酯化的二氰基亚甲基二氢呋喃(DCDHF)染料

【42】等都被报道具有这类相似的性质，该类型的信标具有更高的淬灭效率，可以达到

97％以上。

DBMB DNA target ．

譬+凡v峥
翰
H-aggr．eg．ation：

繁∞M呐鼬删。冬姆帆’
№gg卿：jI||}
bright emission

Fig．10．Dimer-Based MB probes assay using Pc dyes and the structures of Pcl，Pc2 molecules

由于电化学的高灵敏度使发卡式DNA电化学分子信标的研究成为电化学分子

探针的一类代表。探针杂交前后构型的变化将引起标记物与电极表面距离的变化，

根据其对电子传递的影响所引起的电信号变化对目标物进行检测。Fan小组【43】和

Mao小组m】报道了一种典型的电化学分子信标(如图11所示)。二茂铁作为电化学

活性集团二茂铁标记在电化学分子信标一端，在没有目标的存在下，二茂铁非常接

近电极表面，产生很强的氧化还原信号；当特异结合目标后，茎．环结构打开，二茂

铁远离电极表面，因此电信号发生改变，达到检测DNA和蛋白的目的。

9
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A

^--啪■

B

上专主 +西

固趋
Fig．11．An immobilized electrochemical molecular beacon

我lid,组【451首次研制了无需固定、类似荧光分子信标的电化学活性开关的分子

信标，实现在溶液均相中检测目标DNA的目的，通过在设计的茎环结构的分子信

标两端修饰上蒽醌结构的电化学标记物胭脂红酸(CA)，利用它在茎环结构中互相

靠近，氢键结合成二聚体，使其电化学活性减弱，“电化学开关闭合”；加入目标DNA

后与分子信标杂交形成刚性的双链结构，胭脂红酸分子恢复单体结构，“电化学开关

打开”，从而能够检测到电化学信号(图12A)，是分子信标在电化学上应用的一个

重要突破。

A GAs—MB

complementary target

electrochemically inactive state

● carminic acid momomer

∞carmtnic acid dimer

GAs—MB／target duplex

electrochemically active state

(b’Structure of carminlc ecid

Fig．1 2A．Schematic representation ofthe DNA and thrombin detection by CAs-MB．

同时我们小组m】还将此分子信标应用在检测蛋白的电化学传感器上，将凝血酶

的核酸适体设计的分子信标固定到磁纳米颗粒的表面，在纳米磁颗粒的作用下，富
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第一章绪论

集到电极表面，几乎无电化学信号，当目标蛋白结合分子信标后，表现出电化学活

性，使凝血酶的检出限达到42．4 pM(图12B)。

B

◆～-J瓣Z。v；I姒∥。
弱畅l自墩Id■

菇簸酾拣酗蒯■啊稿·-一

I曩删觯k-c^触
囊触Q触

Fig．12B．Schematic representation of the DNA and thrombin detection by CAs—MB／MNB．

3．分子信标的展望

为了满足基因组学和蛋白质组学的发展，对分子信标的固定化也成了必然的发

展趋势。新型分子信标的不断问世，大大拓展了分子信标的应用领域，在对基因的

检测特别是基因突变和单核苷酸多态性方面缩短了检测时间，提高了灵敏度和特异

性，既可定性又可定量。因此，结合纳米技术等其它先进技术，必然会促进分子信

标技术的发展，对基于分子信标的DNA生物传感器研究和应用开发更具有重要的

科学意义。

三、核酸适体生物传感器及其研究进展

1990年，美国的Szostak J和Gold L等实验室各自独立建立核酸文库【47】，并逐步

发展成一种从核酸文库里筛选出与配体高效、专一结合的DNA或RNA片段的

指数富集配体系统进化(Systematic evolution of ligands by exponential enrichment，

SELEX)技术，由此技术筛选出的分子称为核酸适体。核酸适体不但和抗体一样能

与靶分子高效、专一地结合(图13)，而且具有许多连抗体都无法比拟的优点，如分

≯．●

l疆nH==礴选嘲
●

自_男篇；k黪



第一章绪论

子量小、配体广泛、无免疫原性、体外筛选不依赖动物或细胞和可进行多种修饰等

【481。利用核酸结构的多样性，可使它与各种配体产生高选择性的结合。它在核酸结

构的多样性、蛋白质／DNA相互作用等的研究及医学诊断和治疗、传感器、分子开

关等方面的应用引起了人们的极大兴趣。核酸适体生物传感器，一般可以分为光学、

压电和电化学核酸适体生物传感器。

形蚕Aptamer

◇Small molecule target

鐾Macro m。lecule target
《Antibody

C D

Fig．13．Aptamer-based assay formats．(A)Small—molecule target buried within the binding

pockets ofaptamerstructures；(B)single-siteformat；(C)dual-site(sandwich)bindingformat

with two aptamers；(D)“sandwich”binding format with an aptamer and an antibody．

3．1核酸适体电化学生物传感器的原理

核酸适体电化学生物传感器是指将适体作为分子识别物质固定在电极表面，根

据适体与目标分析物结合前后引起的电化学信号的变化来进行检测的电化学传感器

【49-511。适体电化学生物传感器可以根据是否需要进行标记，分为非标记型和标记型

两类。

3．1．1非标记型电化学适体生物传感器

非标记型指对适体不进行标记，直接根据适体结合目标分子前后引起的电阻、

电流或电位的变化进行检测的传感器。这类传感器就具有操作简单、无需标记、假

阳性信号低等优点，缺点就是灵敏度都比较低。目前，非标记型电化学适体传感器

12
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第一章绪论

大多是基于适体与目标分子结合前后引起的法拉第阻抗的变化的【5二剐。阻抗法是以

【Fe(CN)6】3川。等作为氧化还原探针，根据适体与蛋白或者其它生物分子结合前后

电子传递电阻的变化值对蛋白进行检测。Sullivan等人【55荆用修饰凝血酶适体的电

极，利用检测凝血酶与适体结合前后对电极表面的电子的阻碍程度，达到检测凝血

酶的目的，对其检出限为2．0 nM，并且用2 M NaC!溶液能对电极进行再生。Ma等i561

构建TIgE适体电化学传感器，将巯基乙胺和发卡式I拘IgE适体通过自组装作用同定

在金阵列电极上，对IgE定量检测的检出限为0．1 nM。实验中利用原子力显微镜对适

体的结合能力进行了表征，并发现适体的DNA序列决定了其与蛋白结合的特异性。

Yaodx组等【57J在金电极表面利用两条凝血酶的核酸适体，构成三明治结构，其中一

条进行金胶修饰，通过对金胶表面的放大和表面活性剂的修饰，层层扩增阻抗的信

号，使对凝血酶的检出限达到伽。

3．1．2标记型电化学适体生物传感器

标记型适体电化学生物传感器是基于适体分子识别前后适体构象的变化，导致

标记在适体上的电活性物质电荷转移效率发生改变，引起检测的电流信号的变化。

这类传感器的优点在于灵敏度高，但是操作过程复杂繁琐，需要进行标记，成本较

高。

3⋯1 2 1电活性物质标记
二茂铁(ferrocene，Fe)和亚甲基蓝(methylene blue，MB)等高活性的电化

学分子已被广泛应用于蛋白和适体等的标记上。Hegger和PlaXc0研究小组构建了许

多亚甲基蓝标记的信号放大型(signal．on)[58,59】和信号抑制型(signal．off)适体传

感器【60，611，他们将两端分别修饰了巯基与亚甲基蓝的32个碱基的凝血酶适体自组装

到金电极表面【62】(图14．A)，凝血酶加入前，单链的核酸适体柔性很大致使末端的

MB靠近或接触电极表面，产生电化学信号；而当凝血酶结合适体后，G．四分体结

构形成，核酸适体呈现刚性，使MB与电极之间距离增大或电解质传质受阻，电化

学信号降低，藉此构建了signal．off型电化学适体传感器。信号的衰减程度与凝血

酶浓度相关，因而能对凝血酶进行定量检测，检测下限达6．4 nmol·L～。由于这类

传感器容易产生假阳性信号，所以Mao等【63】对其进行了改进，发展了另外一种抑制

型传感器，当与目标结合后，与适体互补的Fc．DNA离开电极，造成信号的衰减，这

在一定程度上也抑制了假阳性信号(图14．B)。DongdX坌11t“】将MB作为电信号的指示

13
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剂，利用它能嵌入双链DNA的结构，用金胶作为扩增信号的物质，用来检测目标腺

苷(ATP)的检出限能达到0．1舯。

A

麓 钿翔柏
—————◆

皆

$蛾
嘲’
—__哆

Fig．14．Schemes of several“signal-off"electrochemical aptasensors．

Plaxo／J'组又在signal．ofj传感器基础上设计了signal．on型适体传感器，避免了前

者的假阳性和信号难以放大的限制【65】。他们将适体和与其互补的序列形成刚性双链

结构固定在金电极表面，这时MB分子远离电极表面，电化学信号很弱，但是当目

标凝血酶与适体结合后，由于其结合力大于双链DNA之间的碱基配对能力，使互补

序列电化学信号增强，并且电极再生性良好，对凝血酶可检测到3 nMI：L同类型的

signal．ofr型J灵敏度更高。由于二茂铁在一定程度上与亚甲基蓝不同，不能与双链核

酸结构形成共轭结构而实现长程电子传递，因此只能检测到极微弱的电流信号。Yu

小组【鲫提出一种新的构象开关型的适体传感器，将适体修饰上二茂铁，并与蒽醌类

标记物进行比较。当采用二茂铁作为标记物时，能够利用目标作为开关，当目标结

合适体后，开关被打开，电子经过双链DNA的传递是导通的，二茂铁的信号能被检

测出来；反之，目标不存在时，电子传递受阻，检测不到二茂铁的信号。

14
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A

Fig．15．Schemes ofseveral“signal-on”electrochemical aptasensors．

Fan等【67】将两端分别修饰了巯基和二茂铁的ATP适体与其互补链杂交形成双链

结构自组装至金电极表面，构建了signal．on型ATP适体传感器。双链结构的刚性，

超过了电子最大隧穿距离(>10 nm)，ATP不存在时无法检测到电信号。

3．1．2．2纳米粒子标记

随着纳米技术的发展，纳米粒子大的比表面积、良好的导电性以及催化能力一

直被用作电化学标记物。Bakker等[68】将CdS纳米粒子标记的凝血酶适体以“三明治”

形式固定到金电极表面，利用过氧化氢将Cd2+溶出，借助镉离子选择性电极来检测

溶出的Cd2+，对凝血酶的检测下限达0．14 nmol·L．1。我们小组郑静等【69】采用磁纳

米粒子／凝血酶／纳米金胶的三明治结构，利用磁性分离和对纳米金胶的溶出指示信

号检测凝血酶，得到了较高的灵敏度。Pt纳米粒子【70】以其独特的金属催化性质，标

记在适体上被用米构建凝血酶适体／凝血酶／铂纳米粒子标记的凝血酶适体传感器，

通过Pt纳米粒子对双氧水的催化，放大信号电化学催化检测凝血酶。

hI 善№II瀚撕蝴
’ 。伊

厂嘛

＼嘲

悯
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Fig．16．Scheme depicting the analytical procedure for using the Pt-NPs in the analysis of

thrombin．

3．1．2．3酶标记

酶标记的适体传感器综合了适体和酶的优点，对疾病相关蛋白质的检测更具有

特色和优势【7卜74】。酶标记的适体传感器对于一些具有适体双结合位点的蛋白质，如

凝血酶、PDGF等都是适用的，可以通过构建“适体．目标蛋白质．酶联适体”的“三

明治”结构的适体传感器进行目标的识别检测。Mascinid'、组【74】利用磁纳米颗粒上组

装上亲和素标记的适体，在凝血酶存在下成功构建凝血酶的三明治结构，最后将碱

性磷酸酯酶标记到磁纳米颗粒表面，利用其产生催化电流高灵敏度检测凝血酶(图

17．A)。Katakis等【75】依次将巯基化凝血酶适体、凝血酶、生物素标记抗凝血酶适体

和亲合素标记的辣根过氧化物酶(HRP)固定在金电极表面，构建一个经典“三明

治”结构，借助锇中介体来检测标记的HRP对过氧化氢的催化氧化，可间接检测凝

血酶，检测下限达80 nM(图17．B)。

Mediata

箍烧

争

够、+、

鬯
／蝴咖e鼬

Fig．17．Schemes ofenzyme-liked electrochemical aptasensors“sandwich”structure on a Au

electrode surface of(A)HRP(B)Alkalin-phospatase

3．2核酸适体电化学生物传感器的展望

核酸适体在各类蛋白等生物分子的检测中，展现了无穷的魅力，能用抗体进行

蛋白检测的技术，几乎都能用适体技术来取代。并且使人们意识到核酸不仅能作为

遗传信息的存储和转运载体，而且可以作为各种功能分子。将生物分子如蛋白质、
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核酸作为感受器，是当代生物传感器发展的主流。各种纳米材料，DNA酶的产生等

为核酸适体传感器的建立提供了更加灵敏，快速的，稳定的方法，不断优化和改进

核酸适体在电极表面的构象变化，发展更多的标记手段，以及通量实时检测蛋白等

是电化学核酸适体的发展目标。相信随着SELEX技术的不断完善和改进，适体商

品化的种类增多，适体电化学传感器的应用范围会更加广阔。

四、DNA酶在蛋白和DNA检测中的应用

随着人们对核酸的深入研究和SELEX技术的发展，各种DNA酶被逐渐筛选出

来，并以其廉价、易修饰、稳定不易失活以及能大量合成等优势，逐渐取代了RNA

酶和蛋白酶，开创了一种新的分析化学的检测的领域【7”91。

4．1 G-四分体DNA酶的结构和性质

大多数的DNA酶是以DNA序列作为基底，成本相对还是比较昂贵。Sen小组

【80，81】于1998年最先提出了一种G．四分体结构的DNA酶(如图18所示)，它是以卟

啉铁作为基底，一段富含G碱基的寡聚核苷酸序列(PS2．M)与其配位结合的配合

物，这类富含G碱基的寡聚核苷酸也因此被称为卟啉铁的核酸适体。这种G．四分

体结构的DNA酶的性质类似于辣根过氧化酶，在双氧水存在下能对鲁米诺

(1umin01)或2．2·．连氮．双(3．乙基苯并噻唑．6．磺酸)(ABTS)进行催化，这种催化

能力较游离的Hemin高出两个数量级左右。

G

o

G

cll 1rl

A7 T‘

l楚泫．M

l

玎

HI

Fig．18．Proposed hemin structure and guanine-quadruplex model for the folded and

catalytically active structure of the PS2．M．hemin complex(deoxyribozyme)

17



第一章绪论

4．2 DNA酶化学发光生物传感器中的应用

由于G．四分体结构的DNA酶在双氧水的存在下能对luminol进行很强的催化，

因此通过检测发光的强度能够将该DNA酶应用在催化标记的发光生物传感器上。

Willner小组对此类DNA酶作了许多相关研究，提出了一种新的富含G碱基的寡聚

核苷酸序列PWl7，并将其应用于DNA的检测中[82,83]。他们【“】通过在金电极表面固

定巯基修饰的探针分子DNA I，同时利用金胶比表面积大等特点组装上多条富含G

碱基的序列PWl7探针DNAII，在目标的存在下，构建三明治结构，将DNAII修

饰到金基底表面后利用其与卟啉铁hemin形成DNA酶，信号扩增催化检测Luminol

的发光从而计算目标DNA的量(图19)。

t'l芏02 L柚露魄叫

Fig．19．Amplified Chemiluminescence Detection of DNA Using DNAzyme-Functionalized

AuNPs

Dong等【85】利用类似的方法，通过将凝血酶的一段适体I修饰上巯基，固定在

金电极表面，另一段适体II包含一段卟啉铁的适体富含碱基G，通过凝血酶的作用

也有效地固定在金基底表面，后培育卟啉铁使适体II能形成DNA酶结构，发光检

测凝血酶。Lu等【86】在磁纳米颗粒上构建三明治结构，利用磁性分离降低背景，成功

利用DNA酶发光检测O．1 nmol／L DNA。Li等【87】通过酰胺反应将DNA酶固定在生

物膜上，利用DNA酶的热稳定性良好，催化发光检测双氧水。

4．3 DNA酶在比色检测中的应用
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比色检测法一直以其肉眼可见，操作方便等优势发展迅速，但是其灵敏度往往

比较低，而基于DNA酶的比色手段检测不仅为比色的检测提供了一种新的手段，

而且能在一定程度上提高灵敏度【8”11。Willner小组【92】设计了无需任何标记廉价的适

体．DNA酶联合的传感器用于检测小分子，将各核酸适体在设计时包含一段DNA酶

序列，实验证明能对溶菌酶的检测限达到10．13mol／L，对AMP的检测能达到6×l旷

mol／L，相比于其它的比色传感方法灵敏度都有很大的提高，甚至接近于100倍。

Dong小组【93】也在DNA酶方面作了很多研究，他们发现凝血酶的核酸适体能够结合

hemin形成G．四分体结构，具有DNA酶的催化性质，并且当适体进一步结合凝血

酶后，这种DNA酶的催化性质能得到大大地增强，以此为凝血酶的比色检测又增

加了一种新的方法(如图20)。Park小组【94锵比色法检测DNA的方法进行了进一

步改进，探针DNA I固定在磁纳米颗粒与I固定在金胶上的探针DNAII，在分别于

目标杂交后形成三明治结构，然后培育一定浓度的hemin，在进行磁性分离后，去

除溶液中多余的hemin降低背景，催化ABTS检测目标DNA至50 fmol／L。

北+r÷囤 ____——_———●卜

lhromNn

TBA TBA·hemtn lhton'bin-TBA-he棚n

complex complex

Fig．20．Colorimetric approach to sensing thrombin based on the DNAzyme formation between

hemin,TBA and the target protein．

4．4 DNA酶的展望

近几年来，G．四分体DNA酶作为催化标记基团，以其本身是核酸的性质，在

某种程度上减少了对蛋白等分子的特异性吸附，能进一步提高检测的灵敏度和特异

性。同时，该DNA酶的核酸序列可以按照需要设计，甚至任意裁剪，无疑扩大了

它的应用领域。Hemin与富含G碱基的DNA序列具有很强的结合能力，这就免去

了很多传感器需要进行标记的步骤和成本，有望用于各种传感器的设计中。
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五、本论文的目的和意义

随着人类基因组计划的顺利完成以及蛋白质组学研究的启动，科学家们逐渐揭

开疾病的机理，并将其应用于疾病的医疗诊断和治疗之中。蛋白质和核酸是组成生

命的主要生物大分子。核糖核酸(DNA)作为生命体内的基因物质，承载着大多数

生物体的遗传信息。如果它在结构上稍有变动、差错、缺失或增多，就可能会导致

遗传性状的改变或各种疾病的出现。蛋白质作为生命物质基础，参与生命体的每一

步反应和活动。因此对特定序列DNA的检测和相关蛋白的检测日益引起人类的重

视，对基因筛选、遗传疾病的早期诊断和治疗具有十分深远的意义。

DNA生物传感器的迅速发展克服了传统分析方法放射性危害等缺点，以更简

单，选择性更好、灵敏度更高等特点备受国内外研究领域的广泛重视DNA酶尤其

是G．四分体结构的DNA酶和核酸适体都是经过SELEX技术筛选出来的与靶分子

具有特异性结合的核酸分子，成为近几年生物传感技术的热点，为生命科学的研究

提供了更有利的手段和方法。

纳米材料享有“2l世纪最有前途的材料”的美誉，因其独特的表面效应、微尺

寸效应、量子效应和宏观量子隧道效应等物化性质，其电学、磁学、光学和化学性

质也会发生显著的变化，呈现出常规材料不具备的优越性能。纳米材料的介入为传

感器的发展提供了无穷的想象空间，可以广泛地应用于敏感分子的固定、信号的检

测和放大。纳米金颗粒二直以来以其合成方法简单，比表面积大，生物相容性好和

独特的光学性质等优势，在生物体系中的应用具有良好的应用前景，尤其是利用其

特殊的光学性质构建新型比色方法，在DNA、免疫、酶、糖等各方面得到了极大

的发展。

本论文的研究目的为：结合纳米金胶技术在比色传感技术上的成熟应用和分子

信标技术的高特异性识别目标DNA的能力，发展更加灵敏方便的单核苷酸多态性

的比色检测方法；利用G．四分体DNA酶与核酸适体技术结合构建电化学核酸适体

催化传感器，以发展高灵敏度的新型的生物传感器。本论文的研究内容主要集中在

以下两方面：

1．分子信标标记的纳米金胶比色探针对寡聚核苷酸序列单碱基多态性的识别

分子信标是近几年快速发展的利用核酸杂交技术对核酸分子进行检测的新技

20
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术，对医学、分子生物学和环境科学等诸多领域的发展有着非常重要的意义。本文

拟将纳米金胶技术和分子信标技术结合，构建一种新型的比色检测单核苷段多态性

的传感技术。本章通过纳米金胶的自组装技术，将分子信标修饰到金胶表面，制备

得到金胶纳米探针，应用于单核甘酸碱基的突变识别，有望实现对DNA链中的单

碱基突变进行快速、灵敏和准确的识别，并可对单碱基不同位点碱基突变进行区分，

并且该传感技术也将为PCR扩增检测单核苷酸多态性的应用提供新的平台。

2．基于G．四分体结构的DNA酶电化学核酸适体传感器信号扩增检测凝血酶

G．四分体结构的DNA酶是一种订卜啉铁与其富含G碱基的适体配合形成的化合

物，它的催化性质类似于辣根过氧化酶(HRP)。本研究拟将该DNA酶与电化学核

酸适体技术结合，利用凝血酶的核酸适体富含G碱基与卟啉铁结合形成的结构在凝

血酶的作用下形成DNA酶催化性质增强的特点，构建信号扩增的核酸适体电化学

传感器用于凝血酶的检测。该传感器将实现对凝血酶特异性，高灵敏度的识别，并

且能免去电化学标记，有助于被应用于其它蛋白等生物分子的分析识别上。
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第二章 分子信标标记的纳米金胶比色探针对寡聚核苷酸序列

单碱基多态性的识别

摘要 分子信标(MB)是一种相L-t；于普通直链探针更灵敏地能检测单碱基错配

的茎环结构的探针，因此广泛被应用在各种基因突变的检测上。本文介绍了一种利

用分子信标高灵敏、高特异性识别力和纳米金凝聚变色的光学特性，设计的新型的

识别单碱基多态性的比色检测方法。利用纳米金胶的自组装技术将巯基修饰的分子

信标探针固定到金胶表面制得新型纳米金胶探针(AuNPs—MB)，当加入不同的目标

序列(完全互补序列或单碱基错配序列)与之杂交时，使金胶表面构象改变及引起

金胶体系熵焓的差异性：即在适当盐度条件下，导致金胶不同程度的聚集，从而实

现对单碱基错配几率和不同位点的识别。最后，将该比色传感体系应用在对P53基

因的检测上，同样能够有效区分野生型和突变型P53基因，实现对单碱基多态性的

识别。实验结果显示，利用该金胶比色方法，操作简单，成本低廉，对单碱基错配

在混合目标体系中的分辨率能达到至少5％。

关键词： 纳米金胶比色单碱基多态性分辨率

一引言

人类许多遗传疾病的产生与基因片段的变异有着密切的关联，其中单核苷酸多

态性(single nucleotide polymorphisms．SNPs)是频率最高、信息含量最多的一种变

异，占所有多态性的90％以上【1．3】。传统的单核苷酸多态性的检测主要有基于等位基

因特异性杂交【4】、引物延伸【51、寡聚核苷酸特异性连接【6】以及内切酶酶切的荧光分析

技术【7】等。这些方法大多基于内切酶、连接酶等活性酶技术，并且对产物需要进行

分离，需要昂贵的试剂与仪器，操作时间长，并且对相关技术人员的专业素质要求

高，难以在偏远地区进行推广应用。近几年来，各种纳米技术的发展成为灵敏、廉

价和方便地检测SNPs关注的热点【8～。纳米金胶(AuNPs)更是以其良好的生物相

容性、特殊的光学性质，促进了比色传感技术的迅速发展【n161，为基冈检测提供了

新的平台。 ．

+Mirkin研究小组【14’15】最早利用纳米金胶进行比色法检测特定DNA序列，为
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DNA序列的检测研究和应用开辟了一个新领域。他们通过“Au．S”键将两种不同

的DNA探针分子组装到金胶表面，金胶分散良好表现为红色。当靶基因分别与探

针杂交互补后形成交联网状结构，金胶的光学性质也因此而发生改变，溶液由红色

变为紫色或蓝色，紫外吸收峰也发生相应的红移。由于突变靶基因的熔链温度Tm

值下降，与完全互补的靶基因区别非常明显，以此达到区分和检测靶基因的目的。

随着金胶性质研究的深入【17-20]，Maeda小组【21，22】发现了非交联金胶比色法快速识

别端点基因突变的规律，当金胶表面的直链DNA探针分子与完全互补序列和突变

序列的目标分别杂交后，引起金胶的不同的聚集和沉降。而这种仅具端点突变的识

别力，限制了它在复杂的实际样品和PCR扩增上的应用。

分子信标(MB)是一种具有茎环结构的寡聚核苷酸探针，相对于普通的单链

寡核苷酸探针具有更好的选择性和杂交特异性，可以高灵敏地进行单碱基错配的识

别，尤其被广泛应用在临床诊断、基因检测等领域【241。因此，基于直链寡聚核苷酸

链修饰的金胶探针的局限性和金胶表面的DNA的构象改变即由单链变为发卡型结

构，会大大提高该金胶纳米探针抵抗外来盐诱导聚集的能力【23】。我们设想将分子信

标(MB)修饰到金胶表面，制备一种新型的纳米金胶探针(AuNPs．MB)，用于基

因碱基突变的比色识别。实验设计原理如下图所示。分子信标通过金硫键组装到平

均粒径约为13nm的金胶表面，经过巯基己醇占位除去非特异性吸附的DNA，为信

标形成发卡结构提供足够的空间，以此保护金胶溶液在MgCl2浓度下的稳定性。相

同盐度下，AuNPs．MB通过与不同DNA序列的杂交改变表面构象和电荷量，引起

金胶的不同程度的聚集、沉降和溶液颜色改变，有望缩短检测时间【2l】，以达到快速

区分和识别单碱基多态性的目的。同时，由于利用了分子信标的特异杂交的性质，

本文提出的方法不仅能对不同位点的碱基突变进行区分，并有望实现非端点碱基突

变的识别。
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Fig．1．Schematic representation of the principle of the SNPs detection based on AuNPs-MB

probes．

二实验部分

2．1试剂与仪器

2．1．1仪器
‘

Cary 50型紫外一可见分光光度St(Varian，美国)；PHS．3C pH计(上海精科仪器

有限公司)：I-IZQ．C型空气浴振荡器(哈尔滨东联电子科技有限公司，中国黑龙01)i

Eos450Dx型数码相机(Canon，日本)；H1650．W型高速离心机(湖南湘仪科学仪器厂)；

FL．7000型荧光分光光度it(HITACHI，日本东京1；JEM．100CX透射电子显微镜

(JEOL，日本)

2．1．2试剂

六水合氯化镁和无水柠檬酸三钠(99．9％)(上海国药集团化学试剂有限公司)；

三水合氯金酸(99．99％)，巯基己醇，巯基乙醇(上海Sigma-Aldrich，St．Lousi，MO，USA

有限公司)；三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(秭s．HCI)(中国医药集团化学试剂有限公司)；

所用试剂均为分析纯，实验室用水为二次蒸馏水。

人工合成的寡聚核苷酸序歹U(HPLC纯化，上海生工生物工程技术公司)(序列见
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Table 1：Molecular beacon—functionalized gold nanoparticles probes and their target sequences

名称 序列 备注

人工设计合成的突
Pl 5'-HS-(CH2)6TIo-Q￡Q△QTrrrllTJrrrrrrfCTCGC·3’

变型探针l

探针1的碱基错配

S 5’一GAAAAAAA(1AAAAAAA-3’ 序列(定义为：野

生型目标)

。突变探针l的环部

顶端A完全错配序
S1 5’-GAAAAAAAdAAAAAAA-3’

列(定义为：突变

型目标1)

突变探针1的环部

S2 5’一GAAAAAAAGAAAAAAA．3’ 顶端T碱摹错配序

列(突变型目标2)

突变探针1的环部

S3 5’-GAAAAAAA7’AAAAAAA．3’ 顶端T碱基错配序

列(突变型目标3)

突变探针1的环部

任意位点碱基错配
S4 5’-GAACAA A ACAAAAAAA-3’

序列(突变型目标

4)

P53基因突变型探
P2 5'-HS-(CH2)6Tlo-C笠工CCCTGGTGGCGTAG锄△GCG-3’

针2

T1 5’．ATCTACGGCACCAGG．3’ 野生型P53基因

1r2 5’．ATCTACGC℃ACCAGG-3’ 突变型P53基因

荧光探针3(与突变
P3 5'-HS-(CH2)6TIo-jjiCG△QTrrrn_r∥rrrlrrlCTCGC-FAM-3’

型探针1序列相同、
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。下划线部分是茎部互补序列；bTl0代表10个T碱基提供一定的组装空间；。斜体的碱基代表

错配碱基。

2．1．3 DNA结构的预测

各寡聚核苷酸序列的结构分别通过权威网站预测得到，网址为：

http：／／dinamelt．bioinfo．q：)i．edu

Table 2．-The structures of molecular beaeon-funetionalized gold nanoparticles probes and after

hybridization with target sequences

名称 预测结构

(1)ss(P1)： ”、T／T7T—T～T、＼

Tm=55．20C

△S=．144．4 7、T、酉<二
AG=．2．6

△H=．47．4

T产一‘℃一，
(2)ds(P1--S)：

。{[：Tm=33．10C

△S=．314．3 蛰
AG=．6．6

”'圭。
△H=．104．1
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1户一4乞一，
(3)ds(PI--SI)： 一至=r”

1

Tm=41．70C
1

：=±二?

1

1

1

△S=．360．6
1

1

AG=．9．7 ”——_1
1

1

．△H=．121．6
1

叮‘。一“‘一。一1
嚣

／’q-，
(4)ds(P1--$2)-

、之r 8∞—-．
-一上
-一JL

Tm=33．40C ·一▲——曩
一工

△S=．320．5
=±
·一占
一五

AG=．6．7 'a—‘ =±
-一|lL

△H=．106．1
-一JL
·一毒一一

r““““‘ 。一^——，

(5)ds(PI—S3)： ∞{f矗
Tm=33．30C

其△S=．327．8

争—c—昏～和kL：

AG=．6．6

△H=．108．3

，户一～，

(6)ds(P1--$4)： a{r
5

1， 、：

Tm=20．3。C 了千5
t一^

△S=-178．8 ／一～
、r一√

AG=-4．5
J I

*1二±
△H=．60．0 毒一J．

甲吒咖卜o-4．}-一Lk---。∞,

3l
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(7)ss(P2)： 伸＼／7G—G～c、G、T

Tm=55．40C

△S=．130．3
I、c、阿<^

AG=．2．4
T—A ∞

△H=．42．8

(8)ds(P2一T1)： 一专二声7
Tm=55．80C

±={

△S=．323．7

．。{fAG=．14．5

△H=．114．9

彳一～一c■：L，
节

∞一．--rt--A--b，
(9)ds(P2--T2)：

Tm=59．60C
毯

△S=．335．0
￡圭

AG=．16．1
#{

△H=．120．0 ⋯Tli-，
彳一e—c—下一c—e一6一t

2．2实验方法

2．2．1纳米金胶的制备
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纳米金胶的制备参照文献采用柠檬酸三钠热还原HAuCh的方法【25-1。所有的玻

璃器皿均用王水浸泡过夜，再用12mol／L的氢氧化钠水溶液浸泡2h，洗涤干净备用。

将98ml三次蒸馏水和2 ml 50mM氯金酸溶液混合，快速搅拌下加热至亚沸状态f即

产生回流时)，迅速加入lO ml 38．8mM的柠檬酸三钠溶液，混合物加热至沸腾后，

继续搅拌20min(此间溶液由淡黄色转为无色，然后变灰黑色，最后成酒红色1，除去

热源后继续搅拌至室温下慢慢冷却。将冷却后的金胶溶液置于干净的棕色玻璃瓶中

于4"C冰箱中避光保存备用，数月有效。

取一定量的制备好的金胶溶液加水稀释至l ml，测定该金胶溶液的最大吸收波

长‰为520 nlTl和在该波长下的吸光度值，根据s署=2．7x 108 M。cm～1261，可知所
制备的纳米金胶平均粒径为13 nm，其液溶度为lO．8 nM。

2．2．2AuNPs-MB探针的制备

AuNPs．MB探针的制备参照文献[23’261，首先将1 OD探针DNA f～3．5nm01)溶解在

3509L的三次蒸馏水中，振荡15min，使其充分溶解后，转移入1200 gL 10．8 nM的

金胶溶液中，混合均匀后置于摇床中培育12h。然后在上述的溶液中依次加入17．5吐L

l M Tris．HCi缓冲液(pH=7．5)和1 57．5 gL 1M NaCI水溶液，继续振荡培育12h。之后

又加入9此1 M Tris．HCI缓冲液(pH=7．5)和90 gL 5M NaCI水溶液，待最后培育1 8h

取出，置于冰箱中4"C避光保存18h。

将组装后的金胶探针溶液，在13000 rpm／min离心30 min，弃去上清液后，用

三蒸水洗涤，离心30 min分离，弃去上清洗液，如此重复3次，其目的是将游离的

DNA去除。将洗涤后的金胶探针分散在6009L 20 mM_s．HCl(pH=7．5．100 mM

NaCI)溶液中，加入2．5 gL lmM的巯基己醇(最终浓度为4pM)溶液(10mM Tris．HCI，

pH=7．51混匀，避光占位30 min。然后加入600 gL乙酸乙酯摇匀静置，萃取多余的

巯基己醇，弃去乙酸乙酯相。重复三次。再次离心分离，去除上清液，加三蒸水洗

涤分离一次后，加入600 gL 20 mM Tris．HCl(pH=7．5，1 00 mM NaCl)，混合避光于

4℃冰箱中保存。

2．2．3金胶表面探针密度的估算

金胶表面分子信标覆盖量的计算参照文献【27】，将与突变型探针P1序列相同的

相同荧光探针P3按照实验方法2．2．2进行组装和巯基己醇处理后，加入1 M巯基乙

醇水溶液使金胶溶液的巯基乙醇浓度为12 mM，进行振荡培育18 h(文献验证的最

33
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佳培育时间)，保证金胶上修饰的荧光探针都能被完全取代。离心取上清液，用

"Iris．HCl缓冲液稀释进行荧光检测。配制一系列一定浓度的荧光探针的溶液(所需溶

液应与上述荧光检测的溶液的pH和离子强度一致，以保证荧光基团FAM的环境的

一致性)，分别测得各溶液的荧光发射图谱，将最大发射波长Em=518 nm与浓度作

图，得到标准曲线，从而计算金胶表面的探针密度。

2．2．4光度检测

分别取225 gL AuNPs．MB溶液(最后浓度1．3×10～mol／L)，分别加入456 pL 20

mM Tris．HCI(pH=7．5，100 mM NaCI，4 mM MgCl2)I筝J缓冲溶液，19皿10 mM的不

同目标DNA(最后浓度2．7×100 mol／L)与不同体积的1M MgCl2溶液混匀，测定0

--30分钟时间段内该溶液在400--800 nm’的吸收光谱。分别记录各样品在520 nm

和600 nm处的吸收峰值，以I--A600／A520来衡量金胶纳米颗粒的聚集程度(其中，

而和厶分别代表单独AuNPs．MB溶液和与目标杂交的AuNPs-MB溶液)，将I对时

间t作图，可以得到金胶颗粒聚集程度随时间变化的动力学曲线。

三结果与讨论

3．1金胶表面探针密度的估算

金胶表面探针密度的估算不仅方便计算探针的浓度，而且能够反映金胶表面探

针分子的构象[23,28]。实验中，我们设计了两端分别修饰荧光基团FAM和巯基的寡

聚核苷酸探针序YU(P3：FAM．DNA．SH)，按照2．2．3的实验条件最后离心得到含有荧

光探针的上清液，稀释至一定浓度检测荧光强度，结果如图2A虚线所示。标准溶

液的配制采用浓度范围为l×10～mol／L～lxl0石mol／L的含一定量巯基已醇的荧光

FAM．DNA．SH的"Iris．HCI缓冲液中，荧光强度如图2A曲线a—f所示。以荧光强

度对P3溶液的浓度作图，如图2B，得到线性良好的浓度与荧光强度的标准曲线。

根据标准曲线估算，每个金胶表面荧光探针的覆盖量为47±5条，这与纳米探针

(NanoMB)修饰的金胶的覆盖量44--+5条接近[28】，约为直链探针修饰量(96条)的

二分之一左右【23】。我们认为这是由分子信标的茎环结构存在位阻引起的，使金胶表

面的覆盖量相对于直链探针要少很多，说明所得金胶表面的探针呈现预期的茎环结

构，如表2(1)。
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Fig．2．A：Fluorescence emission spectra of different concentrations of FAM—DNA(a to f．

1xlO"7mol／L-I×10一mol／L)and AuNPs．MB．FAM(red dash line)

B：Calibration plot derived from the fluorescence spectra at Em=518 nm

3．2 AuNPs．MBl检测体系中MgCi2浓度的影响

我们详细考察了突变型探针P1(AuNPs．MBl)对野生型目标S和突变型目标

在MgCl2浓度分别为2．6mM(图3A)、40 mM(图3B)，60 mM(图3C)和90mM

(图3D)作用下的识别能力。发现随着MgCl2的浓度增加，AuNPs．MBI溶液的Io

值几乎保持不变，这表明表面修饰的MBl的茎．环结构的空间位阻和DNA骨架的

静电排斥使金胶纳米颗粒稳定分散在溶液中。当S和S1目标分别与AuNPs．MBl进

行杂交后，金胶溶液出现不同程度的聚集、沉降，其中与突变型目标(S1)杂交后

的金胶溶液沉降较野生型目标(S)的明显，I值随时间的变化更加显著，在40 mM

MgCl2存在时能够达到最大区分。所以本实验选择40 mM MgCl2作为最佳区分盐度。

35
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Fig．3．Effects of target DNAs and concentrations of MgCi2 on the stabilization ofAuNPs-MB

colloids．The samples in(A)：2．6mM MgCIz；(B)40mM MgCl2；

(C)60 mM MgCi2；(D)90 mM MgCiz

纳米金胶的非交联聚集是一个涉及多种因素的复杂过程【231。迄今为止，金胶纳

米颗粒之间的范德华力和由于DNA分子修饰所产生的双电层结构，会在一定的介

质溶液中互相影响从而引起金胶团聚和分散。在金胶表面的探针密度和电荷量固定

的条件下，我们推测：由于金胶表面分子信标的茎环结构的空间位阻效应，克制了

微粒之间的范德华力，并减弱了M92+对双电层的影响，保持AuNPs．MB溶液的稳定

分散，使其在实验的盐度范围内基本不受影响。而当不同目标与探针分子杂交后，

金胶表而形成刚性的DNA双螺旋结构，这种构象改变降低金胶颗粒之间的排斥力，
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即静电排斥和空问位阻排斥，从而导致金胶纳米颗粒的聚集和沉降，可能结构如表

2(1，3)所示。同时，比较不同的目标杂交前后两者的熵变，可以看到，突变型目

标Sl与AuNPs．MBI杂交后熵值变化AS减小216．2，这比野生型目标S引起的熵

改变明显，因而金胶体系更不稳定，金胶溶液更易聚集【221，因此序列S的I随着时

间和盐度的变化没有序列Sl明显。

3．3 AuNPs-MBI的选择性

3．3．1与直链探针(AuNPs．L)的选择性比较

我们通过设计与分子信标(MBl)碱基数量和含量一致的直链探针(L)进行

比较，考察了MB的高特异性识别单碱基错配和完全互补序列的能力。实验结果如

表3所示，在最佳40 mM MgCl2盐度下，AuNPs．L对完全互补与单碱基错配目标的

金胶聚集信号指标(Is—Io)和(Isl-Io)仅为0．0073和0．0739，基本不能实现对单

碱基错配序列与完全互补序列的识别。相对AuNPs．MBl而言，其(Is--Io)和(Isl

--Io)分别为0．076和0．4548，完全可以实现单碱基错配序列与完全互补序列的识别。

这充分说明了具有茎环构象的分子信标探针比普通的直链探针具有更高的特异性。

Table 3：The value I(A600／A520)ofmolecular beacon and linear iigonucleotides functionalized

gold nanoparticles probes and after hybridizafion with target sequences

A栅S．M旧1 AuNPS．L

Freeof hybridization hybridization Freeof hybridization hybridization

AuNPs．MB l with S with Sl AuNPs．L with S with S1

I) 0．2260 0．3020 0．6808 0．2583 0．2656 0．3322

3．3．2 AuNPs．MBl SNPs不同种类碱基变异的选择性考察

在最佳的40 mM MgCl2下，我们分别对AuNPs．MBl和加入S、S1目标(S1

是S序列的碱基C<--}A突变)的金胶溶液作了紫外和TEM等表征，结果如图4所
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示。不加任何目标的AuNPs．MBl溶液分散性最良好，金胶溶液呈现红色(图4A．1)，

在520 nm处出现13 nm直径的金胶的特征吸收峰(图4B红色虚线)。而当加入目

标S1后，金胶溶液在600 nm处的吸收值明显升高，520 am的吸收值降低，吸收

峰红移至535 am，表现为明显的团聚(图4C)和沉降(图4A．2)。根据图3B，30 min

作为最大的区分时间，我们计算得到突变型的ISI-lo信号是野生型Is．Io的6．3倍左右，

表明分子信标修饰的金胶探针具有良好的基因突变识别能力。

’?镕”÷?鼍!荔

● 冀
●

i?5·0一nm j。t”。。"謦i．|。_。I。。一j⋯甜竹娩I__：毫

Fig．4．(A)Photographs ofAnNPs probes(1)，mutant target(2)，wild target(3)after the

addition of 40mM MgCl2．(B)Visible spectra ofAuNPs probes solutions before(dash line)and

after the addition of mutant target with 40mM MgCl2．(C)TEM image of aggregates of

AuNPs-LMB with mutant targeL Photographs,spectra，and TEM were taken at 30min after the

addition of40mM MgCIz．(D)SNPs detection capability ofAuNPs-MBl

同时我们研究了40 mM MgCl2盐度下，SNPs的碱基CoG(S2)，C<-->T(S3)
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问的变异。当AuNPs．MBl分别与突变型目标Sl、S2和S3杂交后，引起的金胶的

团聚也有明显差别，分别取30 rain时的I值，得到结果如表4所示。可以看到，对

于S1的区别信号(Isl．10)是S2的区别信号(Is2．Io)的4．9倍，是S3信号(Is3．10)

的4．2倍。这可能是由于G碱基和T碱基突变与引起的的AuNPs．MBl杂交后引起

的金胶体系的熵变值没有A碱基明显，因而使金胶的聚集行为存在差异，从而能达

到区分不同碱基突变识别的目的。说明该方法能够满足现代单核苷酸多态性多态性

检测的需求。

Table 4：The value I(A600／A520)and emtropic effect ofmolecular beacon-functionalized gold

nanoparticles probes and after hybridization with target sequences

Mutation site

Mutation site(1 8血base)
(13血base)

Free of hybridization hybridization hybridization hybridization

AuNPs．MBl withSl with S2 with S3 withS4

(C兮A) (C停G) (C兮D (A挣C)

△S 一144．4 ．360．6 ．320．5 ．327．8 ．178．8

I(Ab00／A520) 0．2260 0．6808 0．3180 O．3348 0．2632

I为三次实验平均值，△S是通过权威网站(同表2)预测得到。

3．3．3 SNPs不同位点碱基变异的选择性识别考察

基于分子信标较普通的直链寡聚核苷酸探针具有更高的特异性和灵敏度，我们

检验了在40 mM MgCI：盐度下碱基在不同位点发生错配时对金胶的稳定性的影响。

探针与目标杂交后的构象如上表2(3，61，实验结果如表4所示。通过比较突变型目

标S1和S4引起的金胶在30 min时的I值，可以看到随着的突变位点的不同，I值

随时间变化的规律不同，突变位点越靠近金胶表面，I值越小金胶体系就越稳定。

主要可能是由于金胶表面的DNA的构象不同，导致位阻不同引起的。我们设计的

分子信标对不同目标碱基的错配具有良好的识别和区分能力。

3．4 AuNPs．MBl的SNPs定量检测
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等位基因频率(allele frequency)的定量测定对于研究SNPs与疾病的相关关系

具有重要的意义。我们通过考察等位基因频率(allele frequency)与I值之间的关系

来定量测定等位基因频率。突变型目标Sl和野生型目标S按照不同比例(0，0．05，

0．1，0．3，0．5，1)混合以组成测定等位基因频率的系列样品，混合目标的总浓度保

持270nM不变。将上述配制的样品溶液分别与AuNPs．MBI进行杂交，调节盐度为

40mM MgCl2，用紫外可见分光光度计跟踪检测。聚集动力学如图5所示，随着突

变型目标含量增加，金胶纳米颗粒的聚集也随之增大，可以看到，AuNPs．MBI能

够检测出5％的等位基因频率，即在浓度是突变型目标19倍的野生型目标存在下，

AuNPs．MBl依然能检测出突变型目标。表明AuNPs．MBl能实现良好的SNPs定量

检测，在一定程度上能够满足复杂实际样品的分析。
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Fig．5．【A)Kinetics of aggregation of the mixture of mutant target and wild target at different

allele frequencies after the addition of 40mM MgClz．(B)Plot ofA600／As20 as a function of allele

frequencies．The total concentration of mumnt target and wild target is 270 nM．

3．5对P53基因的SNPs的识别

为检验该比色方法的普适性，我们根据文献【28】设计了一段P53基因序列的突变

型探针P2及相应的野生型基因T1和突变型基因(配)，并对它们的结构进行预测，

见表2(6，7，8)，制得相应的金胶探针为AuNPs．MB2。盐度优化结果表明，该

AuNPs．MB2在2．6 mM MgCl2的盐度下就能最大程度的区分T1和亿；而且其识别
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他的信号(12--Io)是Tl(11--Io)的9．5倍(图6)。与AuNPs．MBI相比，该探针

所需盐度比较低，这可能与DNA序列中不同的碱基与金胶表现不同的亲和力[29,30]，

导致了金胶表面探针的构象和熵变差异。T碱基在碱基中与金胶的亲和力最强，因

此较利于金胶的稳定性，而基因P53序列中G碱基含量多于T碱基，相应的耐盐度

能力比AuNPs．MBl要低，在较低盐度的MgCl2的缓冲溶液中就能达到区分，这进

一步证明了本比色方法具有通用性，仅需通过适当的盐度控制就可以实现不同序列

基因片段中的SNPs识别。

Wild target Mutant target

Fig．6．SNPs detection of P53 gene segment．

四结论

本文报道了一种基于分子信标和纳米金胶比色的快速的灵敏的SNPs的检测方

法。实验结果表明，将荧光分子信标移植到比色检测中同样能够发挥其高特异性和

高灵敏度的优势，与纳米金胶技术的结合更是发挥了如下优势：1)与荧光检测相比，

实验方法无荧光背景干扰，无需昂贵的检测设备；2)纳米金胶技术无论是合成还是

组装等技术都很成熟，无需专业人员就能进行分析应用；3)本方法在室温下仅用肉

眼即可识别，简单快速；避免了繁杂的操作，简化了实验步骤。因此，该比色传感
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技术为医学诊断和基因识别提供了一种新的方法，有望结合PCR实时技术实现高灵

敏的单核苷酸多态性的识别。
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第三章 基于G．四分体结构的DNA酶电化学核酸适体传感器信号扩

增检测凝血酶

摘要 本文介绍了一种结合G．四分体结构的DNA酶和电化学核酸适体技术，以

凝血酶蛋I刍(Thrombin)gJ研究对象的高灵敏信号扩增的电催化适体传感器。该传感

器利用了一种催化性质类似于辣根过氧化酶(HI冲)的DNA酶，它是卟啉铁与富含

G．碱基的凝血酶的核酸适体(TBA)组成的G．四分体结构型的活性酶。在金电极表面，

成功构建这样的酶结构后，证实在凝血酶蛋白的存在下，这种DNA酶的催化活性

能大大增强，因而可以作为凝血酶检测的依据。该凝血酶的核酸适体对凝血酶具有

很高的特异性识别能力，其检测不受其他蛋白如牛血清白蛋白等的影响，可应用于

实际样品的检测。同时由于利用电催化的高灵敏度，该传感器对凝血酶的检测限能

达到6X 10-11M，可望为凝血酶蛋白及其它生物分子的检测提供一种多样化的手段。

关键词：DNA酶核酸适体凝血酶G．四分体电化学

一、引言

1990年，美国的Gold[1】和Szostak【2】研究小组分别构建了一类通过指数富集配

基系统进化技术(SELEX)技术，这种以组合化学为基础的新技术开始为人们所熟

知。通过该技术得到的DNA酶，取代了RNA酶在催化RNA的裂解和DNA的连

接反应上【3～，这无疑为分析化学检测手段的改革注入了新的活力。与RNA酶和蛋

白酶相比，DNA酶的稳定、廉价、能批量合成和易修饰等特点使其在生物传感器

中得到了广泛的应用。Lu小组采用特定片段的DNA酶，利用重金属离子与其特异

性位点的相互作用，进行酶切后实现比色检测Pb2+【5，6】和U022+[7】等，该方法灵敏度

高，特异性好，为重金属离子的检测开辟了新的方向。但是，以上的这些酶都是以

DNA作为基底，成本相对还是比较昂贵。基于以上的设想，研究者们发现有些DNA

酶足可以用卟啉环的金属配合物作为基底，这在一定程度上既能降低DNA酶的成

本又增强了DNA酶的稳定性。1998年，Sen小组【8】就通过SELEX技术筛选出了以

卟啉铁作为基底的一类新型的DNA酶，它的核酸适体是一段富含G碱基的寡聚核

苷酸序列，卟啉铁与之结合能形成G．四分体结构，这段寡聚核苷酸可以是24个碱
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基的PS5．M，也可以是18个碱基的PS2．M序列。这种结构的DNA酶表现出同辣根

过氧化酶(HRP)相似的催化性质，在双氧水存在下能催化鲁米诺(1umin01)发光，也能

催化2，2’．连氮．双(3．乙基苯并噻唑．6．磺酸(ABTS)生成绿色的ABTS‘+氧化产物，这

种催化能力较游离的卟啉铁高出近两个数量级，因此被作为一种特殊的标记物用于

构建比色和电致发光传感器进行信号扩大检测蛋白和DNA等各种生物分子[9-12】。随

着这种DNA酶研究的深入，一系列富含G碱基的寡聚核苷酸适配体，例如：PWl7[”】、

ARG0100[14】和TBAll5】等，被证实均能与卟啉铁形成G．四分体的超分子DNA酶结

构。Williner小组率先利用开发了PWl7序列与卟啉铁结合形成DNA酶应用于比色

和发光检测DNAtl6,17】，H92+【1 81、AMP[19】和端粒酶的活性【20】，并拓展到基于pb2+和

L．组氨酸的DNA酶分子机器检测pb2+和L．组氨酸【2l】。无论是灵敏度还是检测限，

都收到令人满意的结果。Dong小组也不断开发和拓展这种卟啉铁的核酸适体，他们

发现一些K+【22】和凝血酶【15】的适体(TBA)富含G碱基也能与卟啉铁形成G．四分体结

构，未结合凝血酶之前，卟啉铁与TBA之间的亲和常数‰=37±2州，而当凝血酶

结合TBA后增强了酶结构的稳固性Kd=231-LM，提高了酶的催化活性，从而能达到

检测凝血酶蛋白的目的。

随着后基因组时代的到来，蛋白的检测在蛋白组学和医学诊断中发挥着越来越

重要的作用。凝血酶蛋白作为一种丝氨酸蛋白酶，在癌症标识中有着举足轻重的地

位，因而高灵敏度，高选择性的核酸适体传感器的开发成为研究者们关注的热点。

电化学核酸适体传感器一直以其高的灵敏度，操作简单、便携和对样品浑浊度要求

低等优势在众多传感器中突显。但是，目前电化学传感器很多都需要在适体上标记

一定的电化学活性物质或酶，如：二茂铁、亚甲基蓝和辣根过氧化酶等[23。25】。而这

些标记的步骤往往会使操作比较繁琐、效率低而且也耗成本。

本文以此为基础，首次提出了一种新型的无需标记的酶传感器，利用G．四分体

DNA酶仿辣根过氧化酶建立的高灵敏和低成本的信号扩大识别凝血酶的电化学催

化方法。由于该DNA酶的G．四分体形成条件已经被深入研究，所以在酶的固定方

面相比于之前的HRP标记的适体传感器，就可以避免HRP标记的步骤和成功性以

及降低成本，实现无需标记的催化信号放大的检测。传感器的设计原理如下图l所

示，巯基修饰的凝血酶的适体先通过自组装的方式固定到金电极表面【矧，然后经过

巯基己醇占位后，置于含有一定浓度的卟啉铁缓冲液中进行培育，使之形成折叠的
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酶结构，制备得到适体传感器。将所得的适体传感器在适当条件下与目标凝血酶进

行培育，由于适体与凝血酶之间的高亲和力的结合，使生成的酶结构更加稳固，适

体与卟啉铁之间亲和力也得到增加，通过双氧水存在下的DNA酶的催化还原峰的

升高证明该酶的催化活性也有很大程度的提高。说明凝血酶的量直接与DNA酶活

性的提高和酶的数量的增加与否有关，因此，可以通过其在双氧水中的催化还原峰

的强度来实现间接检测凝血酶的目的。

艮+·_艮十豢～
aroma Au Electrode协^^Aptamer·Heroin l

Heroin【lU)

Fig．1．Schematic of the thrombin detection based on DNAzymes

二、实验部分

2．1试剂与仪器

2．1．1仪器

电化学工作站832，660C；三电极体系(金电极工作电极，Ag／AgCI参比电极，

Pt对电极1，电极架(上海辰华仪器有限公司)：85．1A型磁力搅拌器(河南巩义市

予华仪器有限责任公司)；氮气钢瓶。

2．1．2试剂：

带巯基的核酸适体(Aptamer 5’．HS．(CH2)6GGTTGGTGTGGTTGG．3’)(上海生工

生物技术服务有限公司)；牛血清白蛋白(BSA北京鼎国生物科技有限公司1；溶菌酶

(Lysozyme上海申能博彩生物科技有限公司)；凝血酶(Thrombin上海晶天生物科技

有限公司)；巯基己醇(MCH)，卟啉铁(Hemin上海Sigma-Aldrich，St．Lousi，MO，USA

有限公司)；30％H202，--甲卿I,(DMSO)，曲拉通X-100，铁氰化钾K3[Fe(CN)6]
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(上海国药集团化学试剂有限公司)；三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(Tris．HCI)(中国医

药集团化学试剂有限公司)。

所用试剂均为分析纯，实验室用水为二次蒸馏水。

2．2实验步骤

2．2．1传感器的制备

将aptamer溶于200 mM Tris．HCl(pH=7．4)的溶液中得到O．1 M的溶液，在90

℃下变性10 min达到解开DNA内部结构的目的。Hemin母液(0．01 M)溶解于DMSO

中，在．20“C下保存，所需浓度分别用缓冲液稀释(25 mM HEPES，pH=7．4，20 mM

KCI，200 mM NaCI，0．05％(w／v)Triton X．100 and 1％(v／v)DMSO)。金电极用0．05 lam

的氧化铝粉末打磨后，分别在水、乙醇和水中各超声5分钟，在l M的H2S04溶液

中进行电化学循环伏安扫描，直到出现金的特征峰，扫描范围为(．0．2～1．5V)。处

理好的电极表面经氮气吹干浸于200 mM嘶s．HCI(pH=7．4)0．1pM aptamer溶液中，

40c组装16h。洗涤之后在l mM MCH溶液dr(10 mM Tris．HCI，pH=7．4)占位2h。

电极经过再次洗涤后经hemin(0．5 lxM)培养1h(25 mM HEPES，pH=7．4，20 mM KCI，

200mM NaCI，0．05％(w／v)Triton X．100 and 1％(v／v)DMSO)，得到适体传感器。

2．2．2凝血酶的识别

将上述制备好的适体传感器分别浸入到不同浓度的thrombin溶液中在370C培

育0．5 h(pH=7．4 Tris-HCI，140mM NaCI，5 mM KCI，l mM CaCl2，1 mM MgCl2)。

2．2．3电化学检测

缓冲液洗涤后转移到预先通30min氮气的一定浓度的双氧水的电解质溶液中

O omM HEPES，pH=8．0，50 mM NaCI，Cm02=1 8“M)在O．2～O．8V(vs．Ag／AgCI)的

电压范围，扫速O．1 V／s进行电化学循环伏安检测。电化学测定均在氮氛下进行。

2．2．4电化学阻抗检测

交流阻抗检测液为含有0．01 mol／L K3[Fe(CN)6]／K4[Fe(CN)6】(1：1)的0．1 mol／L

KCI溶液。交流阻抗检测参数为：偏电位0．21 V，频率范围105 Hz～1 Hz。

三、结果与讨论



第三章基于G-四分体结构的DNA酶电化学核酸适体传感器信号扩增检测凝血酶

3．1电化学交流阻抗和循环伏安对传感器的表征

交流阻抗法是在频率变化过程中测量电极表面阻抗值的方法，可以提供电极与

溶液界面多种性质，包括电极阻抗(impedance)，表面电子传递电Et(Ret)等大量数

据信息。所以电化学交流阻抗(EIS)II够较灵敏、直接地反映电极表面的状况，在进

行法拉第交流阻抗测量时，当阻抗测试液中含有电化学活性物质如[Fe(CN)6】3脾，电

路的Nyquist[]谱(即所得阻抗值的虚部ZiIII对其实部Z陀作图)呈现为相连的半圆和

斜线两部分，其中高频区测得的半圆部分由电子传递过程控制，其直径大小等于电

极Ret的数值。我们采用CHl660C电化学工作站，对金电极表面经过不同修饰过程进

行了阻抗图(Nyquist)图谱的表征。实验结果如下图l所示，图1a是裸金电极EIS的

NyquistI拄I线，曲线在高频部分显示出较小半径的圆弧，表明裸电极电阻较,'J"(Ret--200

Q)，说明电极表面电子传递很快，几乎不受阻碍。当组装上核酸适体和巯基己醇后，。

由于适体的磷酸骨架带负电荷与【Fe(CN)6】3裨产生静电排斥作用，阻碍[Fe(a彤6】3·雕

到达金电极表面进行电子交换，高频区的圆弧半径相比于裸电极增加很多，所以电

极的阻抗分别增加到1195 f2和1650 Q左右(图2b，2c)，并且由于巯基乙醇占据了空

余的电极的位点所以曲线C的半径圆弧大于曲线b的。最后电极经过进一步l laM凝

血酶培育后，凝血酶与适体通过特异性的结合，使阻抗值达到＆t-3 lim左右(图2d)一

凝血酶蛋白本身是不带电的，这可能是由于凝血酶蛋白的庞大体积覆盖在电极表面，

使电子更难到达金电极表面，表明凝血酶能够通过实验方法成功结合适体而被固定

在电极表面【27】27。
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Fig．2．Electrochemical impedance spectra of the bare Au electrode(a)，the Au／TBA electrode(b)，

the Au／TBA／MCH electrode(c)，the Au／TBA／MCH／thrombin electrode(d)in aqueous solution

containing 5mM IFe(CN)6lmand 0．1 M KCI．The concentration ofthrombin was IpM．

为了进一步研究电极表面DNA酶结构的形成和凝血酶与卟啉铁培养的先后顺

序对本实验是否能够成功催化的重要性，我们分别设计了空白实验进行比较。所有

的电化学榆测均在18州H202的HEPES缓冲液中进行，卟啉铁的浓度和培育时间
均保持一致，实验结果如图3所示。金电极在经过核酸适体和巯基己醇占位后在18

州I-I：02的已除氧的HEPES缓冲液中进行电化学扫描，得到曲线a，然后该电极经

过O．5州卟啉铁培育后再进行扫描(曲线b)，通过比较曲线a和曲线b可以明显看
到曲线b在E=．0．380 V左右出现了卟啉铁的还原峰，这可能是由于卟啉铁与适体能

形成折叠的酶结构使卟啉铁修饰到电极表面【15】在双氧水中产生氧化还原峰。原因可

能是由于卟啉铁培养的溶液中存在K+，导致凝血酶的适体能够与K+形成G．四分体

结构，为卟啉铁提供嵌入的环境，从而产生一定的电化学信号。然后将此传感器在

l laM凝血酶溶液中进行培育，使得适体能够充分与凝血酶结合，得到的电化学扫

描曲线如c所示，可以发现曲线c相对于曲线b出现的还原峰显著。这充分证明，

凝血酶蛋白的存在前后，对适体与卟啉铁的亲和常数产生了影响，由l皆37±2州

降低至Kd=23 ttM，凝血酶与适体之间的高亲和力加固了G．四分体结构，DNA酶的

．

盼
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催化活性也因此而得到提高，对DNA酶的催化性质也有着很大地促进作用，从而

能够有效地利用该方法进行电化学催化检测凝血酶。核酸适体通常是以G．四分体的

结构与凝血酶蛋白结合的，那么先形成稳固的G．四分体是否更有利于卟啉铁的嵌入

及电化学催化性质的提高，我们将凝血酶与卟啉铁的培育顺序进行了前后调换。同

等条件下，将表面组装适体后的金电极先进行l州凝血酶的培育后再在O．5 pM卟
啉铁的溶液中培育，得到的循环伏安曲线如图3d所示。由图比较可知，DNA酶卟

啉铁的还原峰没有图3c改变大，这可能是由于凝血酶在电极表面的存在阻碍了卟啉

铁的嵌入，导致其催化氧化峰电流的降低。所以本实验中，选择卟啉铁先于凝血酶

培养，这也与文献【15】相吻合。

PorentialN

Fig．3．Cyclic voltammograms of TBA(a)，TBA／Hemin(b)，TBA／Hemin／Thrombin(c)and

TBAJThrombin／Hemin(d)Au electrodes in deoxygenated 10mM HEPES，pH=8．0，20mM KCi

and 100mM NaCI buffer containing 18pM H202．Scan rate：0．1V／s．

3．2传感器电化学行为的研究

本实验采用循环伏安法研究了TBA／Hemin／Thrombin电极在已除氧的10 mM
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HEPES缓冲溶液中(pH=8．0)中不同扫描速度时的循环伏安曲线。结果如图4所示，

随着扫描速率由60至250 mV／s增大时，卟啉铁的还原峰电流随着扫速的增加呈线

性增加，线性相关系数达到O．9937，但是氧化峰表现不明显，可能是由于卟啉铁的

氧化还原在金电极表面由于G．四分体构象的缘故离电极表面有一定的距离，不能彻

底发挥氧化还原的特征，部分符合电极表面薄膜特征之一。

同时根据Laviron方程f28】：Q=rlF!Ar+ (1)

《

弩
0
r
≥
C

2
L-

=

O

O。O ∞．2 ∞鼻 由．6·o．8

PotentiaW

Fig·4·Cyclic voltammograms of TBA／Hemin／Thrombin modified GCE in 10mM pH28·0

HEPES with different scan rates(curve a to h：O．06，0．07，0．08，O．09，0．1，O．15，0．2，O．25 V／s)．

Inset：the cathodic peak current of DNAzyme VS．scan rate

其中，r．是电极反应物的表面覆盖度(mo№m2)，A是电极面积(锄2)， Q是电量

(C)，可通过伏安图的峰面积求得。符号rl、F分别为电子转移数和法拉第常数。根据

公式(1)，可以求得修饰电极的DNA酶的覆盖量r．值为3．49x 1 0。11 mol／cm2。

5l



第三章基于G-四分体结构的DNA酶电化学核酸适体传感器信号扩增检测凝血酶

3．3 TBA／Hemin／Thrombin电极的对H202的电催化还原

本实验采用循环伏安法研究了修饰DNA酶的金电极对双氧水的还原的电催化。

如图4所示，将一定量的H202加入到除氧的0．01 M的HEPES溶液中(图5b)，与溶液

中不存在H202时的循环伏安曲线发生了明显的改变(图5a)。其中在电位E=．0．380 V

出现TFeⅢ／Fe“氧化还原过程的典型特征峰。

其反应机理如下【29】：

'N—N

Fe疆
l

06

O 2

l|
挂喇一}||1
分皎7崎
N——+_N

还原峰电流随着H202的浓度的增加而增加，在双氧水的浓度在3．6～14．4¨M

范围内作图，呈现良好的线性关系，I(雌)=0．105+0．006[H202】(gM)，线性相关系

数为O．986，说明DNA酶已经成功固定在电极表面，并对H202有良好的电化学催

化还原作用【30】。由于米歇尔常数能够良好地反应酶与底物之间的亲和力，所以根据

Lineweaver-Burk方程【3l】1／I妒l／I懈‘+K棚m双CH202，求得该线性方程的斜率和截距，计

算得到米氏常数Km=234 rtM小于部分文献报道【32·331，说明DNA酶与H202之间存

在良好的亲和性。
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PotentialN

Fig．5．Cyclic voltammograms ofanti—thrombin aptasensor in 10mM HEPES(pH=8．O)，20mM

KC!and 100mM NaCI buffer,under N2 at O．1V／s before(a)and after the addition of(3．6，5．4，7．2，

9．0，10．8，12．6'14．4)×10《M H202(CUrve b to g)．Inset：the plot ofthe catalytic current惯．the

H202 concentration．

3．4凝血酶的定量检测

为了定量的检测凝血酶，按照实验条件，将适体传感器置于不同浓度的凝血酶

中进行培育后，分别进行电化学信号的检测。结果如图6所示，在加入凝血酶后，

峰电流逐渐增加，并且随着凝血酶浓度的增加而增加。这就说明凝血酶的加入使得

凝血酶．核酸适体．卟啉铁的平衡更多地偏向DNA酶结构的形成，因而表现的催化性

质也越来越强。将峰电流对凝血酶浓度的对数作图，在凝血酶浓度在l O。10~1 0-6 mol／L

范围内呈现良好的线性，线性回归方程为I(×10’7A)=3．768+0．333LogC。hrombi。，线

性相关系数为0．993，最低检测限为6×10。11 mol／L(S／N)，说明该传感器对凝血酶具

有很高的灵敏度。



第三章基于G-四分体结构的DNA酶电化学核酸适体传感器信号扩增检测凝血酶

《

警
m
-
≥
C

竺
■，

：

o

POtenUalN

Fig．6．Cyclic voltammograms of aptasensor corresponding to analysis of different concentrations

of thrombin．All experiments were performed in lOmM HEPES(pHffi8．O)，lOOmM NaCI and

20mM KCI containing 18pM 8202 under N2；scan rate：0．IV／s．

Inset：Calibration plot of peak currents response as a function of logarithm of thrombin

concentrations derived from the cyclic voltammograms：(a)0 M，(b)lxl0郴M，(c)lxl0一M，(d)

lxl矿M，(e)lxlO‘7 M，(c)lxl0。6M．

3．5传感器对凝血酶检测的特异性

由于凝血酶与其适体结合能形成特别的G．四分体结构，DNA酶才能发挥催化

的作用，其它蛋白的存在对于核酸适体与凝血酶的结合没有影响【34】。在实验中，我

们采用牛血清白蛋白(BSA)矛Il溶菌酶(Lysozyme)代替凝血酶检验适体传感器对凝血

酶的特异性。实验结果如图7所示，蛋白浓度均是l IxM时，牛血清白蛋白和溶菌

酶的响应峰值，电化学响应值与不加凝血酶的信号基本相同，并且远远低于相应的

1 IxM凝血酶的电化学响应值。由此可见，溶液中其他蛋白的存在基本上不影响凝血

酶的检测，说明我们构建的G．四分体DNA酶的电化学传感器对凝血酶检测表现良
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好的特异识别能力。

Selectivity

Fjg．7．The variations of the peak currents of the aptasensors after incubation with IpM BSA,

Lysozyme,control and Thrombin respectively for 30min at37"0 in 20 mM Tris-HCI

． (pH=7．4)，containing 140 mM NaC!，5 mM KCI，1 mM CaClz and lmM MgCl2

四、结论

综上所述，本文以凝血酶为研究对象，利用G．四分体的DNA酶进行电催化

实现信号扩增。富含G碱基的凝血酶的核酸适体，能同卟啉铁结合形成折叠的DNA

酶结构，表现一定的催化性质。然而当凝血酶结合适体形成G．四分体后，致使DNA

酶发挥出更强催化性质。正是基于这种G．四分体DNA酶的催化，相比于辣根过氧

化酶标记的核酸适体传感器，实验方法更加简单、快速，进一步降低了电化学标记

的成本。同时，该方法的高灵敏度也可以用于其它目标蛋白的识别和检测，为蛋白

的分析提供一个新的途径，并且我们将进一步研究不同的电极修饰，以完善G．四分

体结构的DNA酶在电化学上的氧化还原让其发挥更有效果的催化，可望有效地用

于蛋白组学和癌症的诊断和治疗上。
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