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基于竞争触发滚环扩增的荧光适配体传感器高灵敏检测凝血酶
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摘 要 利用目标蛋白、适体探针、挂锁探针和与适体探针匹配的互补序列之间的竞争反应，发展了一种基于
滚环扩增的高灵敏荧光适配体传感器。在不含目标蛋白时，互补序列由于与适体探针杂交形成双链，因此不
能与挂锁探针杂交以触发连接-滚环放大反应。相反，有目标蛋白存在时，由于目标蛋白与适体探针结合，使
得互补序列被置换下来，从而可以与挂锁探针杂交。在 DNA 连接酶的作用下，挂锁探针被进一步环化并在
Phi 29 DNA聚合酶的作用下发生滚环扩增反应。扩增产物含有许多能与分子信标检测探针环状部分杂交的
重复序列，从而分子信标被打开产生荧光信号。对互补序列的长度及挂锁探针的浓度进行了考察。在优化的
实验条件下，本传感系统可以实现对的凝血酶高灵敏检测，线性范围为 0． 067 ～ 32 nmol /L，检出限为
0． 03 nmol /L( 约 90 amol目标分子) 。通过设计不同的适体探针和相关核酸序列，本传感系统可以作为一种通
用型方法用于其它目标物的分析。
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1 引 言
临床上对恶性肿瘤进行快速灵敏筛查常以肿瘤标志物作为检测的目标分子。肿瘤标志物是一类由

肿瘤组织和细胞产生的与肿瘤形成、发生相关的物质，主要是肿瘤抗原、激素、酶及其同工酶等。例如凝
血酶是一种由凝血酶前体形成的丝氨酸蛋白质水解酶，具有催化纤维蛋白元变成纤维蛋白，促进血液凝

固和调控凝血等作用，在解释肿瘤的发生机制及作为早期诊断、疗效及预后判断等方面均具有重要意
义［1，2］。发展可以高灵敏检测这些肿瘤标志物蛋白质的生物传感器是恶性肿瘤早期诊断的一个非常有
效的方法。
近年来，核酸适配体技术的发展为肿瘤标志物蛋白质的检测提供了新的契机。核酸适配体是通过

配体指数富集系统进化技术在体外筛选得到的单链 DNA或 ＲNA寡核苷酸片段［3，4］，可高特异性结合蛋
白质、小分子，甚至细胞。核酸适配体作为一种新型分子识别元件，具有独特的优势，如适体合成简单、
特异性强、稳定性好、容易标记和修饰等，被广泛应用于蛋白质分析、药物筛选、疾病诊断、生物传感器
和分子识别元件的设计等方面。已报道的利用核酸适配体检测蛋白质的技术和方法包括比色法［5］、荧
光法［6］、电化学法［7］等。相比于电化学方法需要多步的界面反应及繁琐的操作，荧光法具有操作方便、
响应快速、重现性好等优点，但其检测灵敏度低于电化学方法。因此，荧光适配体传感器中常需要进行
信号放大。
滚环扩增作为一种恒温下进行的扩增反应，常用于蛋白质分析的生物传感方法［8］。本研究基于竞

争触发滚环扩增反应，利用适体探针、目标蛋白、互补序列和挂锁探针之间的竞争反应发展了一种高灵
敏检测凝血酶的荧光适配体传感方法。当样品中含有待测目标分子凝血酶时，凝血酶与其适配体序列
特异性结合形成独特的空间三维结构，则互补序列只能与挂锁探针杂交，并在 E． coli DNA 连接酶的作
用下使挂锁探针环化形成环状 DNA。进而在 phi 29 DNA聚合酶的作用下进行滚环扩增，得到大量与挂
锁探针模板互补的长链 DNA产物。使用分子信标作为信号探针与所得长链 DNA 进行杂交反应，分子
信标荧光基团的荧光恢复，荧光强度大小与目标分子凝血酶的浓度相关，基于此建立了高灵敏检测肿瘤

标志物凝血酶的荧光适配体传感器。此生物传感系统的构建策略具有普适性，通过改变适配体探针的
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序列，可用于其它目标分子的检测。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

Hitachi F-2500 荧光分光光度计( 日本 Hitachi公司) ，150 W氙灯光源，检测器为 Ｒ928F红敏光电倍
增管。激发光和发射光狭缝宽度均为 5． 0 nm。激发波长为 495 nm，发射波长采集范围为 505 ～ 650 nm，
其中 520 nm处的荧光强度用于评价本检测方法的分析性能。如无特殊说明，所有检测均在室温
( 20℃ ) 下进行
实验所用到的寡核苷酸序列均由生工生物( 上海) 有限公司合成，其序列如表 1 所示。核酸适配体

探针的双下划线部分为凝血酶的核酸适配体，能与凝血酶特异性结合，也能与互补序列( CDNA) 的一段
序列( 下划线部分) 互补。挂锁探针的 5'端进行了磷酸化，5'端和 3'端下划线且斜体部分能与 CDNA完
全互补。作为检测探针的分子信标其 5'端和 3'端分别修饰了荧光基团 FAM和猝灭基团 DABCYL，斜体
部分为茎干序列，黑体部分为与滚环扩增产物杂交的序列。
凝血酶购自上海源叶生物科技有限公司。E． coli DNA 连接酶试剂盒( 包括 E． coli DNA 连接酶，

10 × E． coli DNA连接酶反应缓冲液和 10 × BSA( 0． 5% ) ) 购自大连宝生物有限公司。Phi 29 DNA聚合
酶购自 Fermentas公司( 包括 10 × Phi 29 反应缓冲液) 。其它化学试剂均为分析纯，实验中直接使用。
实验所用水均为 3 次蒸馏水，阻抗≥18 MΩ·cm。
储存和杂交缓冲液为 30 mmol /L Tris-HCl ( pH 7． 8) ，300 mmol /L KCl和 4 mmol /L MgCl2 ; 连接反应

缓冲液为 30 mmol /L Tris-HCl ( pH 7． 8 ) ，150 mmol /L KCl，4 mmol /L MgCl2，10 mmol /L ( NH4 ) 2SO4，

1． 2 mmol /L EDTA 和 0． 1 mmol /L NAD + ; 滚环扩增反应缓冲液为 40 mmol /L Tris-HCl ( pH 7． 5 ) ，
50 mmol /L KCl，10 mmol /L MgCl2，5 mmol /L ( NH4 ) 2SO4 和 4 mmol /L DTT。

表 1 所用寡聚核苷酸序列
Table 1 Sequences of oligonucleotides used in this study

名称
Name

寡聚核苷酸序列
Oligonucleotide sequence ( 5'-3')

适体探针 Aptamer probe ATCACCATGATCCTGGGTTGGTGTGGTTGG

挂锁探针 Padlock probe GGTTGGAAAAGTTATAAATACAAACATACAAACATAAATACAAACATACATAC
AAAAATCCTG

互补序列 1 Complementary sequence 1 ( CDNA1) TCCAACCCAGGATT
互补序列 2 CDNA2 TTCCAACCCAGGATTT
互补序列 3 CDNA3 TTTCCAACCCAGGATTTT
互补序列 4 CDNA4 TTTTCCAACCCAGGATTTTT
分子信标 Molecular beacon ( MB) ( FAM) -GTACTCGACAAACATACAAACATAAATACAACGAGTAC-( DABCYL)

注: 适体探针中双下划线部分为凝血酶适体序列; 挂锁探针中斜体且下划线部分与互补序列中下划线部分互补; 分子信标中斜体部分
为形成茎的序列，黑体部分为与滚环扩增产物互补的序列。
Note: The double underlined portion in aptamer probe is the aptamer sequence of thrombin． The italic and underlined portion in padlock probe is
complementary to the underlined portion in the complementary sequences． The italic portion in the molecular beacon is complementary to each
other to form stem part，and the bold portion is complementary to corresponding sequence in the amplification product of rolling cycling amplica-
tion．

2． 2 连接反应
将凝血酶用储存缓冲液稀释，取不同浓度的凝血酶 3 μL与等体积的适配体探针( 60 nmol /L) 混合，

反应 30 min; 加入相同体积的互补序列 CDNA( 60 nmol /L) 再反应 30 min，然后再加入 90 nmol /L 挂锁
探针 3 μL与游离的 CDNA进行杂交反应 30 min。向所得反应液中相继加入 10 × E． coli DNA连接酶反
应缓冲液 2 μL，10 × BSA溶液 2 μL 及 1 U /μL E． coli DNA连接酶 4 μL，37℃下温育 60 min进行连接反
应，得到 20 μL连接反应液。
2． 3 滚环扩增及蛋白质分析
向 2． 2 节中所得到的 20 μL连接反应液中相继加入 10 × Phi 29 反应缓冲液 4 μL，dNTPs 溶液( 含

A，T，G，C各 10 mmol /L) 4 μL，灭菌水 10 μL，最后加入 10 U /μL Phi29 DNA聚合酶 2 μL，所得聚合反
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应液总体积为 40 μL，其中 4 种 dNTPs浓度均为 1 mmol /L，Phi29 DNA聚合酶浓度为 0． 5 U /μL。将所得
溶液于 37℃温育 30 min进行滚环扩增反应。反应完成后将溶液在 65℃水浴中加热 10 min，使 Phi29
DNA聚合酶失活，终止扩增反应，然后将溶液冷却至室温。最后加入分子信标检测探针溶液 60 μL 与
滚环扩增产物反应 30 min后，测量所得溶液的荧光光谱。

3 结果与讨论
3． 1 传感器构建原理
在典型的滚环扩增反应中，当有环状 DNA模板、引物和聚合酶时，通过 DNA聚合酶的作用，以环形

DNA为模板进行复制，引物被延伸并最终形成一条与环状 DNA 模板互补的具有成千上万重复序列的
线状单链 DNA，由此可以实现对靶核酸的检测信号的放大，该方法灵敏度高，理论上可以检测到一个拷
贝的核酸分子［9］。本实验利用滚环扩增的原理，设计了一种利用核酸适配体竞争反应触发滚环放大检
测蛋白质的新方法。本方法的关键在于竞争反应相关核酸序列的设计。本研究通过专业的 DNA 分析
软件 mfold设计各核酸的序列，使适体探针的 3'端包含 15 个碱基的凝血酶的适配体序列。互补 DNA序
列( CDNA) 既能与适体探针的一段互补也能与挂锁探针的 5'和 3'端互补。当样品中没有目标蛋白时，
CDNA与适体探针互补杂交形成稳定的双链 DNA，因此挂锁探针不能与 CDNA杂交，无法成环和扩增。
相反，在有目标蛋白存在的条件下，由于目标蛋白与适体探针高特异性结合，使得 CDNA 不能与适体探
针杂交，未反应的 CDNA则能与挂锁探针的 5'和 3'端杂交。在大肠杆菌 DNA 连接酶的作用下，挂锁探
针 5'和 3'端连接成环。形成的环状挂锁探针以 CDNA 作为引物在 Phi29 DNA 聚合酶作用下进行滚环
扩增反应，得到如图 1 所示长链单链 DNA扩增产物。该扩增产物含有成千上万与环状挂锁探针互补的

dNTP

MB

Polymerase

Thrombin Phi29 DNA polymerase Molecular beacon

Ligase

图 1 传感器原理示意图
Fig． 1 Schematic diagram of principle of the sensor
dNTP: deoxy-ribonucleoside triphosphate．

重复序列，而每段重复序列又包含能与分子信标检测

探针环状部分互补的序列，分子信标与其杂交反应后，

发夹结构被打开，荧光基团信号得以恢复，其荧光强度

大小与目标蛋白含量相关，基于此构建了可以对超微

量样品中的目标蛋白快速灵敏检测的荧光适配体传感

器。该传感方法将适体与蛋白质的特异反应转化为相
应核酸的扩增反应，从而实现目标蛋白的信号放大和

灵敏检测，检测速度快，操作简单易行。通过改变适
体探针、挂锁探针和 CDNA 的序列，还可以将该方法
应用于其它目标分子的检测，具有通用性。
3． 2 CDNA序列的考察
本研究采用的基于滚环扩增的荧光适配体传感

方法包含两组反应，即目标蛋白和 CDNA 均能与适
体探针反应，而适体探针和挂锁探针又竞争结合 CD-
NA，其中 CDNA同时参与了两组反应，其序列的长短直接影响两组反应的程度，因此实验中考察了不同
长度的 CDNA序列对传感器响应性能的影响。设计了 4条不同长度的 CDNA，序列如表 1所示。其下划线部
分能与适体探针互补杂交，5'端和 3'端分别延伸不同数量的 T碱基以依次增加 CDNA和挂锁探针杂交的碱
基对数。将此 4 条不同长度的 CDNA分别按照实验部分的步骤构建荧光适配体传感器，考察传感器在
有无目标蛋白时的荧光响应，结果如图 2 所示。
图 2A中 4 条曲线从下往上依次为使用 CDNA1，CDNA2，CDNA3 和 CDNA4 构建的适配体传感器

对 32． 4 nmol /L凝血酶的荧光响应。可见，CDNA1 引起的荧光响应相对较小，这可能是 CDNA1 序列较
短，与挂锁探针杂交不够稳定所致; 而当 CDNA序列延长后，传感器荧光响应急剧升高( 如 CDNA2) ; 但
继续延长序列，荧光升高不够明显( 如 CDNA3 和 CDNA4 ) ，这可能是因为 CDNA 序列延伸到一定长度
后，已经可以与挂锁探针稳定杂交，继续延长序列对其稳定性影响较小。
图 2B图中 4 条曲线从下往上依次对应使用 CDNA1，CDNA2，CDNA3 和 CDNA4 构建的适配体传
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感器对空白样品的荧光响应。可见，对于空白样品，CDNA1 和 CDNA2 引起的荧光响应均很小，说明当
待测样品中没有目标蛋白时，适体探针仍然与 CDNA稳定杂交，导致 CDNA没有与挂锁探针反应，进而
没有后续的滚环扩增反应发生。这可能是因为 CDNA1 和 CDNA2 与适体探针杂交后，挂锁探针与适体
探针竞争时不足以将 CDNA竞争置换下来。而当 CDNA的序列延长到一定程度后，例如 CDNA3 和 CD-
NA4，其与挂锁探针的杂交稳定性要高于与适体探针杂交的稳定性，从而即使没有目标蛋白存在，挂锁
探针也可将部分 CDNA竞争置换下来，引发后续的滚环扩增反应，进而与检测探针反应后可以检测到
较强的荧光。
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图 2 使用不同长度序列 CDNA所构建传感器对相同浓度( 32． 4 nmol /L) 的目标蛋白( A图) 和空白样品
( B图) 的荧光响应( 从下往上依次对应使用 CDNA1、CDNA2、CDNA3 和 CDNA4 所构建传感器的荧光响
应) 以及其荧光强度( C图，黑色柱代表凝血酶样品，灰色柱代表空白样品) 和相对荧光强度( D 图) 的直
接比较。
Fig． 2 Fluorescence response of sensor fabricated with different complementary DNA ( CDNA) ( lines from
bottom to top corresponding to CDNA1，CDNA2，CDNA3 and CDNA4 involved sensors) to ( A) 32． 4 nmol /L
target protein and ( B) blank sample，and the straight-forward comparison of ( C) fluorescence intensity ( black
column represents thrombin sample and gray column represents blank sample) and ( D) relative fluorescence
intensity of the sensor with different CDNA

将图 2A和图 2B中不同 CDNA构建的传感系统对有无目标分子的荧光响应进行直接对比，发现随
着互补探针序列的增长，传感系统的荧光响应也均呈增加趋势，如图 2C 图所示。对比发现 CDNA1 和
CDNA2 在有无目标分子时其荧光强度有较大的差值( 相对荧光强度) ，而 CDNA3和 CDNA4的相对荧光强
度较小，其中采用 CDNA2时的信噪比最大。因此，后续实验中均使用 CDNA2用于构建本传感系统。
3． 3 挂锁探针浓度的考察
挂锁探针与适体探针竞争结合 CDNA，其浓度对竞争反应有一定的影响。实验考察了挂锁探针与

CDNA浓度在不同的比例关系下传感系统的荧光响应，结果如图 3 所示。随着挂锁探针和 CDNA 摩尔
浓度比增大，传感器荧光响应也相应地增加，在比例关系为 3∶ 2 时有最大的荧光响应。比例关系继续
增加，系统荧光响应反而降低。这可能是因为挂锁探针超过一定浓度后，其浓度越大，越容易导致 CD-
NA的两端分别连接一分子挂锁探针。这种情况下挂锁探针不能被环化，因而也不能发生后续的滚环
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扩增反应。因此，为了获得最佳检测性能，实验中选择挂锁探针与 CDNA的摩尔浓度之比为 3∶ 2。
 

�����������������������������������	��
����������������������14001300

1/2
Molar ration

Fl
uo

re
sc
en

ce
in
te
ns
ity

（ a
.u

.）

1/1 3/2 2/1 4/1 6/1

1200
1100
1000
900
800
700
600

图 3 挂锁探针浓度的考察。CDNA 浓度为 60 nmol /L，
凝血酶浓度为 32． 4 nmol /L，挂锁探针的浓度分别为
30 nmol /L， 60 nmol /L， 90 nmol /L， 120 nmol /L，
240 nmol /L和 360nmol /L。
Fig． 3 Effect of concentration of padlock probe． Concentra-
tion of CDNA and thrombin was 60 nmol /L and 32． 4 nmol /L，
respectively． The concentrations of padlock probe were
30 nmol /L， 60 nmol /L， 90 nmol /L， 120 nmol /L，
240 nmol /L and 360 nmol /L respectively．

3． 4 传感器分析性能
本研究利用滚环扩增的基本原理结合核酸适

配体对目标蛋白的特异性识别发展了一种有效的

荧光适配体传感方法，将适体探针对目标蛋白的

识别转化为核酸的扩增从而实现信号放大，理论

上可以实现对单分子目标蛋白的检测。传感器对
不同浓度的凝血酶溶液的荧光响应如图 4 所示。
图 4A 为此荧光适配体传感器对不同样品溶液的
荧光响应曲线。随着凝血酶浓度的增大，荧光信
号逐渐增强。在0． 067 ～ 32． 4 nmol /L 的范围内，
520 nm处荧光峰强度与目标分子凝血酶浓度的对
数呈线性关系，线性方程为 F = 396． 5lgC + 625． 1，
相关系数为 0． 9934，以 3 倍信噪比计算其检出限
为 0． 03 nmol /L。
与文献报道的检测凝血酶的适配体传感器相

比，本研究提出的基于竞争触发滚环扩增的荧光

适配体传感方法其检测灵敏度要高于大多数光

学［10，11］和电化学［12，13］检测方法，可与一些应用了
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图 4 传感器对空白样品和不同浓度( 从 a 到 h: 0． 067 nmol /L，0． 2 nmol /L，0． 6 nmol /L，1． 8 nmol /L，
5． 4 nmol /L，16． 2 nmol /L和 32． 4 nmol /L) 凝血酶的荧光响应( A图) 以及传感器的线性相关曲线( B图) 。
Fig． 4 ( A ) Fluorescence response of the sensor to blank sample and thrombin with different concentrations
( 0． 067 nmol /L，0． 2 nmol /L，0． 6 nmol /L，1． 8 nmol /L，5． 4 nmol /L，16． 2 nmol /L and 32． 4 nmol /L ) ;
( B) Linear regression curve of the proposed biosensor

其它信号放大方法的适体传感方法相媲美。例如，Giusto 等［14］基于邻近延伸信号放大发展的荧光适配
体传感器对凝血酶的检出限为 30 pmol /L，Deng等［15］利用金纳米颗粒信号放大发展的阻抗型适体传感
器对凝血酶检出限达 20 pmol /L。但由于本实验中凝血酶样品的用量仅为 3 μL，换算成摩尔量后仅为
90 amol，远低于其它信号放大方法的实际用量。而且，本方法很容易通过修改适体探针及其对应的
CDNA和挂锁探针的序列实现对其它目标分子的检测，具有普适性，在肿瘤标志物蛋白或小分子等检测
领域具有潜在的应用价值。
3． 5 特异性和重现性
本方法的选择性主要取决于传感系统的特异性。如图 5 所示，32． 4 nmol /L凝血酶( 约 1 μg /mL) 引

起的传感器荧光响应约为 1220 a． u．，而 1 mg /mL IgG、10 mg /mL anti-IgG和 10 mg /mL BSA引起的荧光
响应非常小，接近分子信标的背景荧光，表明本传感系统具有良好的选择性，这主要是由核酸适配体对

其对应目标分子的高亲和力、高特异性识别。
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考察了传感器的重现性。实验中对线性范围内不同浓度( 0． 2，0． 6和 5． 4 nmol /L) 的凝血酶样品进行
3次平行实验，相对标准偏差为 2． 1% ～5． 7%，表明本传感系统对凝血酶的检测具有较好的重现性。
3． 6 回收率测定
为考察所构建传感器的实用性，在稀释 10 倍的人血清样品中进行了凝血酶的回收率测定，结果见
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图 5 传感器特异性考察。32． 4 nmol /L 凝血酶、
1 mg /mL IgG、10 mg /mL anti-IgG和 10 mg /mL BSA。
Fig． 5 Specificity of the sensor． Conditions:
32． 4 nmol /L thrombin，1 mg /mL IgG，10 mg /mL anti-
IgG and 10 mg /mL BSA．

表 2。平均回收率为 98． 8%，说明通过本检测方案构
建的传感系统可用于血液样品中凝血酶的测定。
表 2 血清样品中凝血酶的加标回收率
Table 2 Ｒecovery of thrombin spiked in human serum

样品
Sample

加入量
Added
( nmol /L)

测得量
Found
( nmol /L)

回收率
Ｒecovery
( % )

1 0． 067 0． 064 95． 5
2 1． 80 1． 75 97． 2
3 32． 4 33． 6 103． 7

4 结 论
建立了一种利用竞争反应触发连接和滚环放大

以检测凝血酶的荧光适配体传感方法。使用背景荧光
低的分子信标作检测探针，此方法对模型目标蛋白凝

血酶可实现高灵敏检测，检出限可低至0． 03 nmol /L。
通过设计不同的适体探针、CDNA及挂锁探针，可实现对不同目标蛋白质的检测，具有普适性。
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Highly Sensitive Fluorescent Aptasensor for Thrombin Detection
Based on Competition Triggered Ｒolling Circle Amplification

ZHANG Song-Bai* 1，ZHENG Li-Ying1，HU Xia1，SHEN Guang-Yu1，LIU Xue-Wen1，SHEN Guo-Li2，YU Ｒu-Qin2
1 ( Department of Chemistry and Chemical Engineering，Hunan University of Arts and Science，Changde 415000，China)

2 ( Department of Chemistry and Chemical Engineering，Hunan University，Changsha 410082，China)

Abstract Based on the competition reaction of target protein， aptamer probe， padlock probe and
complementary sequence，a highly sensitive fluorescent aptasensor was developed in this study in combination
with rolling circle amplification． In the absence of target protein，the ligation-rolling circle amplification
reaction was repressed because the complementary sequence hybridized with aptamer probe to form double-
stranded duplex． While in the presence of target protein，the target molecules bound specifically with aptamer
probe，inducing displacement of the complementary sequence and hybridization with padlock probe． The
padlock probe was circularized with the assistance of E． coli DNA ligase，and the rolling circle amplification
process could be accomplished by Phi 29 DNA polymerase． The amplification product contained thousands of
repeated sequences which could hybridize with the loop of molecular beacon ( the detection probes) ，resulting
in a significant fluorescence signal． The effects of length of complementary DNA ( CDNA ) sequence and
concentration of padlock probe were investigated． Under the optimized experimental conditions，the model
target protein thrombin could be highly sensitively detected by the proposed aptasensing system in a linear
range of 0． 067 － 32． 4 nmol /L with a detection limit of 0． 03 nmol /L ( approximately 90 amol target
molecules) ． Moreover，the presented sensing method was universal for other target analysis by skillfully design
of the sequence of aptamer probe and related oligonucleotides．
Keywords Aptamer; Ｒolling circle amplification; Molecular beacon; Fluorescence; Thrombin
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