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基于裂开型核酸适体非标记荧光法检测
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基于裂开型核酸适体序列短*能有效降低因探针形成二级结构产生假阳性信号等优点#选择裂开

型核酸适体作为特异性识别探针#核酸染料噻唑橙$

R\

%为信号探针#用单壁碳纳米管$

5#-]R1

%降低背景

信号#利用,适配体
/

目标分子
/

适配体-的,三明治-夹心方式#建立了一种检测
+R4

的新方法(在
F

=Mb"

的

R791/=-B

缓冲溶液中#裂开成两段的
+R4

适体特异性识别
+R4

分子#生成稳定的,适配体
/+R4/

适配体-复

合结构(单壁碳纳米管对该复合结构的吸附力较弱#因此该复合物游离在溶液中#

R\

与其结合而产生强荧

光(当不存在
+R4

时#核酸适体探针以单链状态存在#可通过
$

)

$

共轭作用结合到
5#-]R1

表面#进而

不能与
R\

结合#

R\

游离在溶液中荧光非常微弱(反应体系中
+R4

浓度越高#形成的,适配体
/+R4/

适配

体-夹心识别结构复合物越多#检测到的荧光强度越大#据此实现对
+R4

的检测(在优化实验条件下#在最

大荧光发射波长
XX"%C

处#

+R4

的浓度在
Ib"fA"

eI

!

Ab"fA"

eN

C6B

2

.

eA范围内与
%

7

+

7

"

值成线性关

系#

(d"bII!>

(该方法加标回收率为
IXb<j

!

A">j

#相对标准偏差$

(5?

%为
Ab"<j

!

>bX>j

#检出限达

到
<b!NfA"

eI

C6B

2

.

eA

(该方法基于功能核酸对目标物亲合力强*选择识别性高的特点#对
+R4

的检测表

现出很好的选择性#实验结果表明#当相对误差控制在
kXj

以内时#

<""

倍的
JR4

#

LR4

和
-R4

均不干扰

+R4

的测定(另外#该方法操作简单*快速*无需标记*灵敏准确#可用于血清样品中
+R4

的测定#在快速

检测小分子物质领域中有较好的应用前景(
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%#衡阳市重点实验室项目$

<"AMTPAA"
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+R4

是由腺嘌呤#核糖和三个磷酸基团组成的多功能

三磷酸腺苷#是细胞代谢中不可缺少的贮能分子#不仅可以

作为细胞活力和细胞损伤的指标#而且在细胞中的水平异常

与许多疾病有关#例如恶性肿瘤*低血糖*帕金森病等!

A

"

(

因此#

+R4

的检测在临床诊断和研究中显得尤为重要(常用

检测
+R4

的方法有生物发光法!

<

"

*高效液相色谱法!

S

"

*电

泳法!

>

"

*电化学法和光学分析法等(生物发光法费用高且发

光剂不稳定!

X

"

'色谱法灵敏准确#可以实现同时检测和分

离#但仪器昂贵(自从
=G9Z)%

&

$

于
AIIX

年首次筛选出
+R4

核酸适体!

!

"

#核酸适体便在
+R4

的分析应用中成为一种很

有前途的工具!

X

"

(

核酸适体由于具有高选择性和高特异性#可以结合多种

靶分子#如蛋白质*小分子有机物*病毒和完整的肿瘤细胞

等!

N

"

#已被广泛地应用于生物传感器的构建#如比色传感

器!

M

"

#荧光传感器!

I/A"

"

#电化学传感器!

AA

"等(常规的核酸适

体通常根据适体与靶标物质相互作用后构象的变化或结构的

转变激活信号探针从而实现对目标物质的检测(裂开型核酸

适体是将原始完整的核酸适体在恰当的位置断裂成两个或多

个片段#这些片段能够特异性识别目标物#在有目标物存在

的情况下结合形成识别构型#片段之间相互靠近#从而激发

检测信号的产生!

A<

"

(与常规完整的核酸适体相比较#裂开型

适体探针能有效避免因非特异性吸附等因素引起完整核酸适

体原始结构变化而产生假阳性信号!

AS

"

'也可避免因分子内



相互作用引起的非特异性信号增强!

A>

"

'还能有效降低检测

背景#裂开型核酸探针在理论上可实现零背景检测'另外#

还可以有效降低
?]+

探针序列的长度#进而降低合成成本#

更重要的是能有效避免长序列
?]+

探针易形成二级结构的

缺陷#有利于识别构型的形成(,裂开型-核酸适体保持着原

有完整适体对靶标物的特异性和高度亲和力#在设计上更加

灵活#在生物小分子检测领域中显示出了广阔的应用前景(

基于裂开型核酸适体的优点#本文选择裂开型的
+R4

核酸适体作为特异性识别探针#噻唑橙$

R\

%染料作为信号

探针#采用单壁碳纳米管$

5#-]R1

%降低背景值#建立了一

种操作简单*灵敏准确的非标记检测
+R4

的新方法(

A

!

实验部分

?@?

!

仪器与试剂

Q/>X""

荧光光度计'

+U<">/5

电子分析天平$梅特勒
e

托利多仪器有限公司%'

4U/<"

$

4U/5

%型精密酸度计$德国赛

多利斯公司%'电热恒温水浴箱'电热鼓风干燥箱'真空干燥

箱'数控超声波清洗器'涡旋混合器(

+R4

储备液$

AfA"

eS

C6B

2

.

eA

%&准确称取
+R4

#溶于

R791/=-B

$

F

=Nb>

%缓冲液中'核酸适体$上海生工生物工程

公司%&

4A

序列为
X

3

/+--RLLLLL+LR+R/S

3#

4<

序列为

X

3

/RL-LL+LL++LLR/S

3#浓度均为
A""

"

C6B

2

.

eA

#用

前稀释退火'

R791/=-B

缓冲液$

F

= Mb"

#

A" CC6B

2

.

eA

K

&

-B

<

#

X"CC6B

2

.

eA

]$-B

%'羧基化
5#-]R1

分散液$

"b>

C

&

2

C.

eA

%&称取
"b"X

&

购买的
5#-]R1

#加入
>"C.

混

合酸$浓硫酸
l

浓硝酸
dSlA

%#冰水浴超声
>D

#加入超纯

水#洗至近中性#抽滤(得到的滤饼在
!"m

真空干燥箱中干

燥过夜!

AX

"

(称取上述固体#冰水浴超声
S"C9%

#分散后溶液

呈墨水样'噻唑橙'胎牛血清(

实验用水为超纯水#电阻率
AMb<XK

&

2

@C

'所用试剂

均为分析纯(

?@A

!

方法

首先#在
<C.34

管中依次加入
F

=Mb"

的
R791/=-B

缓

冲液*适体探针
4A

和
4<

*待测
+R4

溶液#

SXm

反应
AD

(之

后#加入羧基化
5#-]R1

混匀#再加入
R\

染料#

R791/=-B

缓冲液定容至
S""

"

.

#

SXm

反应
>"C9%

(在
>MI%C

激发波

长下#

X<"

!

!""%C

范围内进行荧光扫描#测量该溶液体系

在最大发射波长
XX"%C

处荧光强度
7

#同时测量试剂空白

荧光强度
7

"

#计算
%

7

+

7

"

d

$

7e7

"

%+

7

"

值(

<
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结果与讨论
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检测原理

本文构建的基于裂开型核酸适体非标记荧光法检测

+R4

的原理示意图如图
A

所示(裂开型的
+R4

核酸适体探

针分别记为探针
A

$

4A

%和探针
<

$

4<

%#在
F

=Mb"

的
R791/=-B

缓冲体系中#如果存在目标待测物
+R4

时#在
+R4

的介导

作用下#

4A

和
4<

探针发生协同性特异结合形成,

4A/+R4/

4<

-的夹心识别结构复合物(在缓冲溶液中几乎不发荧光的

R\

染料与该夹心结构结合后能发射强荧光#产生灵敏检测

信号(当溶液中不含
+R4

时#没有
+R4

的介导#

4A

和
4<

不能形成识别结构#呈游离单链状态存在于溶液中(

R\

染

料与单链
?]+

作用也能发出一定强度的荧光#产生背景荧

光信号(为了降低背景值#我们加入
5#-]R1

(加入
5#-/

]R1

后#游离的
4A

和
4<

通过
$

)

$

共轭作用结合到
5#-/

]R1

表面#因而不能与
R\

结合#而使背景荧光降低(检测

体系中所含
+R4

越多#形成的,

4A/+R4/4<

-的夹心识别结

构复合物越多#荧光强度越大#从而达到检测目的(

图
?

!

反应原理图
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荧光谱图

反应体系的荧光谱图如图
<

所示#曲线
A

为仅有
R\

染

料的缓冲液体系#荧光强度非常微弱'曲线
N

为加入
4A

#

4<

#

+R4

和
R\

体系#在波长
XX"%C

处荧光值为
X!!A

#可

见当加入
+R4

后#由于
+R4

的介导作用形成,

4A/+R4/4<

-

的夹心识别结构#

R\

染料与该结构相结合后#显著增强荧

光强度'曲线
!

为
4A

#

4<

和
R\

体系#荧光值为
>!SN

#曲线

!

荧光强度仅次于曲线
N

#表明在无
+R4

介导下#

4A

和
4<

也能与
R\

作用产生较强荧光#背景值很高#不利于应用(

为了降低背景值我们选择加入
5#-]R1

#曲线
<

为
4A

#

4<

#

5#-]R1

和
R\

体系#荧光值为
>"!bM

#与曲线
!

相比#荧

光值下降了
IAb<j

#可见加入
5#-]R1

后能有效降低检测

体系的背景荧光值'曲线
S

!

X

为加入
4A

#

4<

#

5#-]R1

#

R\

和不同浓度
+R4

的体系#荧光值依次为
I<Mb!

#

A>IS

和

AIM!

#可见检测体系的荧光强度随着
+R4

浓度的增加而增

图
A

!

体系的荧光谱图
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$
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2
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6
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A

&

R791/=-BiR\

'

<

)

X

&

R791/=-Bi4Ai4<i+R4

$

"

#

>

#

M

#

AAf

A"

eM

C6B

2

.

eA

%

iR\i5#-]R1

'

!

&

R791/=-Bi4Ai4<iR\

'

N

&

R791/=-Bi4Ai4<i+R4

$
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eM

C6B

2

.

eA

%
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加#据此建立检测
+R4

的新方法(

A@H

!

实验条件的优化

<bSbA

!

缓冲溶液
F

=

的优化

实验采用
R791/=-B

缓冲溶液调节体系
F

=

值#在
F

=

XbX

!

MbX

范围内考查
F

=

值对检测体系的影响(结果发现

F

=

值在
XbX

!

Mb"

范围内#检测体系的
%

7

+

7

"

值随着
F

=

值

增大而逐渐增加#当溶液
F

=

值超过
Mb"

后#随着溶液碱性

的增强#

%

7

+

7

"

迅速降低(由此选择
F

=Mb"

的缓冲溶液进

行后续实验(

<bSb<

!

核酸适体浓度的优化

实验在
"bS

!

<bS

"

C6B

2

.

eA范围内探究了不同适体浓

度对反应体系
%

7

+

7

"

的影响(适体浓度在
"bS

!

Ab"

"

C6B

2

.

eA时#随适体浓度增加体系荧光强度逐渐增大#

%

7

+

7

"

逐

渐增加#当适体浓度超过
Ab"

"

C6B

2

.

eA后#因
5#-]R1

数

量有限#过量的探针不能与
5#-]R1

结合#在体系中呈游离

状态而使
7

"

显著增大#

%

7

+

7

"

减小(由此选用
Ab"

"

C6B

2

.

eA为实验用核酸适体浓度(

<bSbS

!

R\

浓度的优化

荧光染料
R\

浓度在
Ab"

!

Sb"

"

C6B

2

.

eA范围内#实验

探究不同
R\

浓度对反应体系
%

7

+

7

"

的影响(

R\

浓度在

Ab"

!

<b"

"

C6B

2

.

eA时#随
R\

浓度增加#

7

"

和
7

均增加#

%

7

+

7

"

也逐渐增大'当
R\

浓度为
<b"

"

C6B

2

.

eA时#

%

7

+

7

"

达到峰值'

R\

浓度超过
<b"

"

C6B

2

.

eA

#

%

7

+

7

"

不再增

大#故选择
R\

浓度为
<b"

"

C6B

2

.

eA

(

<bSb>

!

5#-]R1

浓度的优化

实验采用
5#-]R1

来降低反应体系背景荧光#当
5#-/

]R1

浓度在
!bN

!

<"

"

&

2

C.

eA范围内#随
5#-]R1

浓度增

加
7

"

和
7

迅速降低#

%

7

+

7

"

逐渐增大#

5#-]R1

浓度为
<"

"

&

2

C.

eA时#

%

7

+

7

"

达到最大值(这是因为较低的
5#-]R1

用量#部分探针游离在溶液中#背景荧光不能得到有效地降

低#

7

"

较大#

%

7

+

7

"

较小(当浓度超过
<"

"

&

2

C.

eA时#

%

7

+

7

"

逐渐减小(

5#-]R1

的最佳浓度为
<"

"

&

2

C.

eA

(

<bSbX

!

生成!

4A/+R4/4<

"复合物的温度和时间的优化

实验在
AX

!

>Xm

范围内考察了,

4A/+R4/4<

-复合物的

稳定状态(结果显示在
AX

!

SXm

范围内#随着温度的升高#

,

4A/+R4/4<

-复合物的形成越来越多#越来越稳定#表现为

体系
%

7

+

7

"

逐渐增大#当温度达到
SXm

时#

%

7

+

7

"

达到最

高值(当温度大于
SXm

后#发现
%

7

+

7

"

值随着温度的升高

反而降低#分析认为是由于温度过高导致,

4A/+R4/4<

-复合

物解离#进而使
%

7

+

7

"

降低(实验选择,

4A/+R4/4<

-复合物

生成阶段的反应温度为
SXm

(

实验对,

4A/+R4/4<

-复合物形成的反应时间在
S"

!

I"

C9%

范围内进行了考察(在
S"

!

!"C9%

范围内#随着反应时

间的延长#,

4A/+R4/4<

-复合物形成越来越多#

%

7

+

7

"

逐渐

增大'当反应时间达到
!"C9%

时#,

4A/+R4/4<

-复合物形成

量趋于稳定#

%

7

+

7

"

达到最高值#继续增加反应时间#

%

7

+

7

"

不再增加(因此确定,

4A/+R4/4<

-复合物生成反应时间

为
!"C9%

(

<bSb!

!

加入
R\

后反应温度和时间的优化

加入
R\

后#实验考察了
R\

与,

4A/+R4/4<

-复合物的

最佳反应温度(实验结果显示低于
AX

!

SXm

范围内时#

R\

与,

4A/+R4/4<

-复合物结合的效率随着温度的升高而增加#

%

7

+

7

"

迅速增大'但是当温度大于
SXm

之后反而随着温度

升高
%

7

+

7

"

而降低(由此#本方法选择反应温度为
SXm

(

加入
R\

后随着反应时间的增加#

%

7

+

7

"

快速增大#当

反应时间超过
>"C9%

后#

%

7

+

7

"

逐渐减小(因此加入
R\

后

反应
>"C9%

(

A@J

!

共存物质的干扰实验

在最优的实验参数下#考察了可能的共存物质干扰情

况#实验结果表明当
+R4

浓度为
Xb"fA"

eM

C6B

2

.

eA

#

%

7

+

7

"

的相对误差控制在
kXj

以内时#

<""

倍的
JR4

#

LR4

和

-R4

不干扰
+R4

的测定(结果如图
S

所示(

图
H

!

反应体系对
0C!

"

WC!

"

XC!

"

9C!

的响应信号值
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$
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!
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2

#,&%&3

$

,)E#'-D%&

6

&-%+

-#0C!

#

WC!

#

XC!

#

9C!

<

4A

+

4<

dAb"

"

C6B

2

.

eA

#

<

+R4

dXb"fA"

eM

C6B

2

.

eA

#

<

R\

d<b"

"

C6B

2

.

eA

#

R791/=-B

$

F

=Mb"

%#

<

5#-]R1

d<"

"

&

2

C.

eA

#

JR4

+

LR4

+

-R4

$

)$@DAb"fA"

e>

C6B

2
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!

标准曲线&检出限及精密度

在已优化的实验条件下#测定了不同浓度
+R4

标准溶

液的荧光强度值
7

#曲线
A

为未加
+R4

的体系#曲线
<

)

N

为
+R4

浓度依次增高的反应体系#随着
+R4

浓度的逐渐增

大#荧光强度依次增强#如图
>

所示(由图
>

内插图可见#

+R4

的摩尔浓度在
Ib"fA"

eI

!

Ab"fA"

eN

C6B

2

.

eA范围内

与
%

7

+

7

"

呈现线性关系#其线性回归方程
%

7

+

7

"

d"bAIS

图
J
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标准系列图
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fA"

eM

%

<e"b"M!

#

(d"bII!>

(

!!

进行
AA

次空白平行测定#按照公式
<

.

dS0

0

+

,

#计算得

到
+R4

的检出限
<

.

为
<b!NfA"

eI

C6B

2

.

eA

#实验结果说

明本方法有较好的灵敏度(

对低$

Ab"fA"

eM

C6B

2

.

eA

%*中$

!b"fA"

eM

C6B

2

.

eA

%*

高$

Ib"fA"

eM

C6B

2

.

eA

%浓度的
+R4

标准溶液进行精密度

实验#分别平行测定
N

次#相对标准偏差$

(5?

%分别为

>bX>j

#

Ab"<j

和
<bI>j

#表明该实验方法精密度性能良

好(

S

!

样品分析及回收率测定

!!

选择胎牛血清为待测样品#分别向血清样品中加入
!b"

#

S"

和
X>

"

.

#

Xb"fA"

eN

C6B

2

.

eA的
+R4

标准溶液#测定加

标样中的
+R4

含量#计算加标回收率#结果如表
A

所示(

表
?

!

血样中
0C!

分析结果#

$YN

$

C)1E%?

!

CD%"%&*E-#'/%-%"+3,)-3#,#'0C!3,-D%1E##/&)+

2

E%&

$

$YN

%

样品
样品测得均值

+$

fA"

eM

C6B

2

.

eA

%

加标量

+$

fA"

eM

C6B

2

.

eA

%

样品加标后测得均值

+$

fA"

eM

C6B

2

.

eA

%

(5?

+

j

回收率

+

j

血样
A Ab"S Ab" <b"N Sb!M A">

血样
< "bIA Xb" Xb!M AbM> IXb>

血样
S Ab<S Ib" IbM" <b>S IXb<

>

!

结
!

论

!!

利用
?]+

序列较短*特异性高*亲和力强的裂开型

+R4

适体作为识别探针#用核酸染料
R\

作为信号探针#结

合
5#-]R1

对,

4A/+R4/4<

-和
11?]+

吸附能力的差距降低

背景信号#建立了一种成本低*操作简单*灵敏度高的非标

记荧光法检测
+R4

(该方法选择了裂开型的核酸适体#既保

持了核酸适体对目标物的高度特异性和亲和力#又有效降低

了长序列
?]+

探针易形成二级结构产生假阳性信号*分子

内相互作用引起的非特异性信号增强等缺陷(该方法能有效

避免
JR4

#

LR4

和
-R4

等物质的干扰#血清中其他复杂成

分也不影响该方法对
+R4

的准确测定(
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