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基于发卡探针 DNA /G-四链体模拟酶结构转化的

高灵敏无标记荧光检测 DNA
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摘 要 建立了基于目标 DNA 诱导的发卡探针 DNA 转化为 G-四链体 DNA 过氧化物模拟酶的非标记荧光增

强型 DNA 检测新体系。发卡探针 DNA 即分子信标探针由两部分构成，环状部分与目标 DNA 互补，茎部一端

由一条富 G 序列构成。无目标 DNA 存在时，分子信标处于闭合状态，形成发卡结构; 富 G 序列由于部分处于

杂交状态，无法形成 G 四链体。当目标 DNA 与发卡探针 DNA 杂交并打开发卡结构，富 G 序列解链并自发折

叠成 G-四链体结构。G-四链体结构与血红素结合形成 DNA 模拟酶，催化 H2O2 还原的同时将无荧光的底物

10-乙酰基-3，7-二羟基吩恶嗪( ADHP) 氧化成荧光产物。通过测量荧光信号，实现对目标 DNA 的定量检测。

优化后的体系检测条件为 pH 8． 0，10 mmol /L K + ，0． 2 μmol /L Hemin，50 μmol /L ADHP。在优化的条件下，

目标 DNA 在 0． 005 ～ 1． 0 nmol /L 浓度范围内与体系荧光信号呈线性关系，检出限为 3． 0 pmol /L。本方法可以

区分完全互补和单碱基错配的目标 DNA。
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1 引 言

近年来，DNA 检测在临床诊断、基因变异识别、环境监测、食品安全以及生物学研究等领域的应用

愈加广泛，显示出良好的应用前景，引起了研究者的广泛关注［1］。常见的 DNA 检测方法包括聚合酶链

式反应 ( PCＲ) 法［2］、质谱法［3］、光谱法［4］、色谱法［5］、电化学法［6］等。在光谱分析中，荧光法具有操作

简单、检测快速、灵敏度高和选择好等优点，是 DNA 定量检测时应用最广泛的方法之一［7］。
分子信标( Molecular beacon，MB) 是一种常用的特异性检测目标 DNA 或 ＲNA 的 DNA 探针［8］。常

规的 MB 茎环结构的两端通常需要标记荧光基团和淬灭基团，在无目标物存在时闭合形成发卡式的茎

环结构，淬灭基团通过荧光共振能量转移的方式淬灭发光基团发出的荧光。当目标 DNA 与 MB 的环状

区特异杂交之后，闭合的茎环发卡结构被打开，发光基团因远离淬灭基团而发出荧光，根据荧光信号的

强度来定量目标 DNA。得益于发卡状茎环结构，基于 MB 的 DNA 检测方法通常具有较高的选择性和灵

敏度，但标记过程较为复杂耗时。此外，目标 DNA 和 MB 荧光标记分子的 1∶ 1 的比例关系也严重制约

了基于 MB 方法灵敏度的提高［9］。因此，开发高灵敏度的免标记 MB 逐渐引起研究者的关注［10］。
近年来，DNA 过氧化物模拟酶( DNAzyme) 因其表现出过氧化物酶的活性，且具有稳定性好、成本

低、易合成、易修饰等优点而成为传感器信号放大研究的热点［11 ～ 13］。DNAzyme 是富含 G 碱基的单链寡

核苷酸在一定条件下折叠成 G-四链体结构，再与血红素结合形成的复合物。利用 DNAzyme 的催化活

性，可以实现多种物质的高灵敏度检测，如金属离子［14］、小分子［15］、蛋白质［16］和 DNA［17］等。在大部分

过氧化物模拟酶催化体系中，主要采用 2，2-联氮基双( 3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸) 二铵盐( ABTS) 做

为酶底物，通过比色法定量［18］。虽然比色分析法简单，但检测实际样品时干扰较多且灵敏度较荧光法

低。因而开发基于 DNAzyme 催化活性的荧光检测体系逐渐引起了研究者的兴趣［19］。
本研究设计了免标记的发卡式荧光 DNA 分子探针，当探针与目标 DNA 特异性杂交后，发卡结构被

打开，探针 DNA 的一部分会自发形成 G-四链体，在血红素存在时表现出过氧化物酶的活性。以无荧光

的 10-乙酰基-3，7-二羟基吩恶嗪( ADHP) 为模拟酶底物，利用其氧化产物具有荧光的性质实现了高灵敏
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的 DNA 检测。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

UV-2400PC 紫外可见分光光度计( 日本岛津工公司) ; F-7000 荧光仪( 日本日立公司) ; MIＲ 系列

PCＲ 仪( 东胜创新公司) 。
ADHP、30% H2O2、三羟甲基氨基甲烷( Tris) 、TritonX-100 ( Sigma-Aldrich 公司) ; 血红素( Hemin) 、

二甲基亚砜( DMSO) 、醋酸钾( Alfa Aesar 公司) ; 实验用水均为超纯水( ≥18． 2 Ω·cm) 。Tris-HAc
( pH 8． 0) 缓冲液( 10 mmol /L Tris，10 mmol /L HAc，0． 05% ( w /V) TritonX-100) 。Hemin 用 DMSO 配成

5 mol /L储备液，－ 20℃ 暗处保存。ADHP 用 DMSO 配成 20 mmol /L 储备液，冷冻保存。使用时用

Tris-HAc ( pH 8． 0) 缓冲液稀释到所需浓度。
DNA 序列均由上海生物工程技术服务有限公司合成，序列如表 1 所示。

表 1 DNA 序列
Table1 DNA sequence

名称
Name

DNA 序列
DNA sequence

分子信标 Molecular Beacon( MB) 5'-GCCCTACCCAGCCTTAACTGTAGTACTGGTGAAATTGCTGCCATT-
TGGGTAGGGCGGGTTGGG-3'

完全互补目标 DNA Complementary target DNA 5'-AATGGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGC-3'
单碱基错配 DNA Single-base mismatch DNA 5'-AAT CGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGC-3'
两碱基错配 DNA Two-base mismatch DNA 5'-AAT CCCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGC-3'
完全不互补 DNA Non-complementary DNA 5'-AGTTCGCGTGGATAGCAATTTCACGCGTGGATA-3'

注: 黑斜体部分为与目标 DNA 互补的序列，带下划线的碱基为错配碱基
Note: The italic and bold type portion is the sequence complementary to the target DNA． The underlined potions are mismatched bases．

2． 2 实验方法

将目标 DNA 样品溶液加入 DNA 探针溶液中，在室温下反应 1 h，使探针发卡结构打开。加入适量

Tris-HAc 缓冲液( pH 8． 0 ) 及血红素，在室温下反应 40 min，以形成 DNA 过氧化物模拟酶体系。然后，

将 ADHP 和 H2O2溶液加入到溶液中，室温反应 1 h。用荧光仪测定溶液荧光，激发波长为 540 nm，发射

波长为 581 nm。

图 1 免标记荧光法检测 DNA 原理示意图

Fig． 1 Schematic illustration of the non-labeled fluorescent
assay for DNA detection

3 结果与讨论

3． 1 检测原理

免标记荧光检测 DNA 的原理如图 1 所示。
非标记的发卡型 DNA 探针的茎状部分一端是

富含 G 碱基的序列，与分子信标另一端茎状部

分互补。无目标序列存在时，分子信标处于闭

合状态形成发卡结构，富含 G 碱基的序列无法形

成 G-四链体。当加入目标 DNA 后，分子信标环

状部分与目标 DNA 进行杂交导致发卡结构被打

开，从而使富含 G 碱基的序列游离出来，在 K + 和

Hemin 作用下形成具有过氧化物酶活性的 DNA 模拟酶。当加入 H2O2 和底物 ADHP，本身不发荧光的

ADHP 被氧化成具有荧光的物质，通过测量体系的荧光信号达到检测目标 DNA 的目的。这种免标记分子

信标的优点在于不需要在 DNA 探针上标记荧光基团和猝灭基团，而且由于引入了过氧化物模拟酶的催化

反应，放大了信号，提高了测定灵敏度。
3． 2 可行性验证

首先，对检测原理的可行性进行了验证。如图 2 所示，在没有目标 DNA 时，体系具有微弱的荧光
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图 2 不同物质存在下体系的荧光光谱图

Fig． 2 Fluorescence spectra of DNA detection system in
the presence of different substances．
a． 无目标DNA; b． 1． 0 nmol /L 目标DNA 存在; c． 0． 5 nmol /L

目标 DNA 存在; d． 血红素存在; e． 无发卡 DNA 探针。

a，in the absence of target DNA; b，in the presence of target

DNA ( 1． 0 nmol /L ) ; c， in the presence of target DNA

( 0． 5 nmol /L) ; d，in the absence of hemin; e，in the absence of

hairpin probe DNA．

( 图 2 曲线 a) 。由于血红素自身具有类过氧化物酶

活性，但是催化活性极低，这一微弱荧光可能来自于

血红素催化 ADHP 氧化为荧光产物。加入目标 DNA
后，体系荧光信号明显增强，并且荧光强度随目标

DNA 的浓度的升高而增大( 图 2 曲线 b 和 c) ，荧光

信号与目标 DNA 浓度具有相关性。为了证明荧光

信号确实来自 DNA 模拟酶的催化作用，考察了溶液

中没有血红素和没有 DNA 探针时体系的荧光，结果

如图 2 曲线 d 和 e 所示。在没有血红素的情况下，体

系并未表现出任何荧光，表明单独存在的 G-四链体

DNA 本身并不会催化 ADHP 氧化。当没有 DNA 探

针时，体系表现出类似于没有目标 DNA 时的微弱的

荧光，表明目标 DNA 和血红素共存物也不能有效地

催化无荧光的 ADHP 氧化为荧光产物。以上实验结

果表明，只有在目标 DNA 存在下，与探针结合打开

探针 DNA 的发卡结构，探针 DNA 的富 G 部分在 K +

存在下折叠成 G-四链体 DNA，然后与血红素结合形

成复合物，从而表现出明显的过氧化物酶活性［19］。

3． 3 实验条件的优化

为了提高目标 DNA 检测的灵敏度，对缓冲溶液 pH 值、K + 浓度、血红素的浓度以及荧光底物的浓度

进行了优化，结果如图 3 所示。从图 3A 可见，当缓冲溶液 pH 值从 6． 5 增大到 9． 0，体系荧光强度随着

pH 值的增加先增加后减少，当pH = 8． 0时，荧光强度最大。这可能是由于溶液的pH值影响过氧化物

模拟酶的活性。从图 3B 和 3C 可见，模拟酶的催化活性受溶液中 K +、Hemin 浓度的影响，这主要是由

图 3 缓冲液 pH 值( A) 、K + 浓度( B) 、血红素浓度( C) 、和 ADHP 浓度( D) 对体系荧光信号强度的影响

Fig． 3 Effect of buffer pH ( A ) ，K + concentration ( B ) ，hemin concentration ( C ) and 10-acetyl-3，7-
dihydroxypenozin ( ADHP) concentration ( D) on fluorescence intensity
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于 K + 影响 G-四链体的折叠，而 Hemin 是模拟酶催化活性的核心［15］，二者浓度都对模拟酶的活性有较

大影响。当 K + 浓度为 10 mmol /L，Hemin 浓度为 0． 2 μmol /L 时，体系荧光强度达到最大值。从图 3D
可见，随着荧光底物 ADHP 的浓度的增加，荧光强度不断增大，当 ADHP 浓度为 50 μmol /L 时，体系荧光

强度达到稳定值。综上所述，优化的检测体系溶液组成为: pH 8． 0，10 mmol /L K + ，0． 2 μmol /L He-
min，50 μmol /L ADHP。
3． 4 工作曲线和检出限

在优化的实验条件下，考察了体系的荧光强度和目标 DNA 浓度的关系。结果如图 4 所示，荧光强

度随目标 DNA 浓度增加而增大。荧光强度和目标 DNA 浓度在 5 × 10!12 ～ 1 × 10!9 mol /L 范围内呈良好

的线性关系 ( 图 4B) ，线性方程 F = 1． 26 + 0． 047c ( pmol /L) ，相关系数 r = 0． 954。依据信噪比为 3
( S /N = 3) ，确定体系检出限为 3． 0 pmol /L。本方法对 DNA 的检测限优于文献［20 ～ 24］，证明本方法具

有很高的灵敏度。

图 4 ( A) 不同浓度的目标 DNA 存在下体系的荧光光谱图，( B) 检测 DNA 的线性范围

Fig． 4 Fluorescence spectra of the system in the presence of different concentrations of target DNA( A)

and linear range for DNA detection ( B)

图 5 体系的选择性

Fig． 5 Fluorescence spectra of the system in the presence
of different DNA sequences
a，空白溶液; b，完全互补的 DNA; c，单碱基错配 DNA; d，两

碱基错配 DNA; e，非互补 DNA。

a，blank; b，fully-complementary target DNA; c，one-base mis-

match DNA; d，two-bases mismatch DNA; e，non-complementary

DNA． The concentration of DNA is 0． 5 nmol /L．

3． 5 方法的选择性

发卡型 DNA 探针的最大特点在于其较高的

单碱基变异区分能力。为了考察新型分子信标探

针对完全互补和碱基错配的 DNA 序列的区分能

力，将体系用于含单碱基错配、两碱基错配和非互

补 DNA 序列的检测，结果如图 5 所示。相对于完

全互补的目标 DNA 序列产生的荧光信号，单碱基

错配 DNA 只产生了弱的荧光信号，两碱基变异的

DNA 的荧光信号只有完全互补序列信号的十分之

一，非互补随机序列的目标 DNA 几乎没有引起体

系荧光强度的变化。上述结果表明，体系具有较

高的单碱基区分能力，可以区分完全互补和碱基

错配的 DNA 序列，具有较好的选择性。

4 结 论

建立了高灵敏度、选择性荧光检测 DNA 的体

系。设计了免标记的发卡型 DNA 分子探针，其特

点在于当 DNA 探针发卡结构与目标 DNA 结合而打开后，探针序列的一部分会自发形成 G-四链体，在

血红素存在时表现出类过氧化物酶的活性。以无荧光的 ADHP 为模拟酶底物，利用其氧化产物具有荧

光的性质实现了高灵敏度 DNA 检测。DNA 模拟酶催化反应的引入，提高了检测的灵敏度，具有较高的

灵敏度和较低的检出限( 3． 0 pmol /L) 。本体系具有较好的选择性，可以区分完全互补和单碱基错配的
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DNA 序列。
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Highly Sensitive and Label-free Fluorescence Detection of
DNA Based on Structure Switch of Hairpin Probe DNA

to G-Quadruplex-based DNAzyme
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Abstract A label-free fluorescent assay for highly sensitive detection of DNA was developed based on
structure switch of hairpin DNA probe to a G-quadruplex-based DNAzyme triggered by target DNA． The
hairpin DNA probe includes sequences that correspond to the base sequence of the G-quadruplex and to the
sequence complementary to the target DNA， respectively． The hairpin structure of the probe DNA is
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energetically favored over the G-quadruplex structure in the absence of target DNA，resulting in the protection
of the G-quadruplex in an inactive hairpin configuration． The hybridization of target DNA to the loop domain
opens the stem of the hairpin，resulting in the self-assembly of the uncaged G-quadruplex structure，which acts
as a DNAzymatic label for the signal production and amplification in the presence of hemin． The peroxidase-
like DNAzyme oxidizes non-fluoresecnt 10-acetyl-3，7-Dihydroxypenoxa-zin ( ADHP) to the florescent product
by H2O2，giving rise to fluorescence emission． This allowed the utilization of the H2O2-ADHP fluorescent
system for quantitative analysis of DNA． The experimental conditions were optimized as: pH 8． 0，10 mmol /L
K + ，0． 2 μmol /L Hemin，50 μmol /L ADHP． The assay showed a linear relationship toward target DNA
concentration in the range of 5． 0 pmol /L － 1． 0 nmol /L，with a limit of detection of 3． 0 pmol /L ( S /N = 3) ．
The assay exhibited good selectivity against single-base mismatched DNA．
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中国化学会第二届全国质谱分析学术报告会
( 第一轮通知)

为促进我国质谱分析及相关研究的快速发展，增进质谱研究与应用领域科技人员的学术交流与合作，由中国化学会

及国家自然科学基金委主办，中国化学会质谱分析专业委员会与浙江大学承办的“中国化学会第二届全国质谱分析学术

报告会”将于 2015 年 10 月 16 日 ～ 10 月 19 日在浙江大学紫金港校区召开。
本次会议将以大会邀请报告、分组邀请报告、口头报告、墙报、仪器展览等形式开展多领域质谱同行间的学术交流。

会议将邀请多位院士和质谱专家参会并作特邀报告。会议热诚邀请全国从事质谱研究与应用、及相关仪器研究与开发

等领域的广大学者、研究生、相关单位代表及仪器厂商参会。
一、征文内容:

应征的论文是未曾发表的质谱分析研究成果，涉及如下方面: 1 环境分析; 2 生命分析; 3 食品分析; 4 石油化工; 5 医

药卫生; 6 公共安全; 7 天然物及烟草; 8 裂解机理、方法; 9 新材料、新能源; 10 样品前处理方法; 11 仪器研制与新技术;

12 其它。
征集的论文将被分为大会报告、邀请报告、口头报告和墙报四种形式交流。大会学术委员会将根据论文的质量确定

是否录用及交流方式。大会将设优秀青年报告奖和优秀墙报奖。
二、征文格式与要求:

1． 请在会议网站( http: / /www． ms-china． org / ) 下载论文模板，在线注册投稿。请严格按论文模板编辑，文责自负。
请务必提供稿件联系人、电话、通讯地址和 Email。

2． 论文提交截止日期为 2015 年 8 月 15 日。
三、会议联系人

柴云峰，电话: 0571-87951285，E-mail: hplcms@ zju． edu． cn
潘远江，电话: 0571-87951629，E-mail: fticrms@ zju． edu． cn
通讯地址: 浙江大学玉泉校区化学系 735 室，310027。
有关会议的详细介绍、组织机构、征文格式、日程安排、宾馆住宿等相关信息，请登录会议网址( http: / /www． ms-chi-

na． org / ) 查询。
中国化学会质谱分析专业委员会

浙江大学化学系

7041第 9 期 宋璐娜等: 基于发卡探针 DNA/G-四链体模拟酶结构转化的高灵敏无标记荧光检测 DNA


