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摘要　 利用茎环结构定位探针构建了一个基于双酶切反应的级联信号放大体系， 并将其用于核酸的检测． 在
该体系中， 茎环结构定位探针首先是内切酶 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ的作用底物， 被剪切后又作为定位探针介导

切口酶 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 对分子信标实施剪切， 将这 ２ 步剪切反应结合起来可有效克服切口酶对于目标核酸中特定

识别序列的依赖， 同时进一步提高了检测灵敏度． 实验结果表明， 荧光信号与目标 ＤＮＡ 浓度的对数值呈线

性相关， 响应范围为 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ～１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， 并且具有良好的识别单碱基变异的能力． 此外， 本方法序列设计简

单， 通用性强， 仅改变定位探针的部分序列即可实现对不同目标 ＤＮＡ 的检测． 对掺杂于血清中的目标 ＤＮＡ
的检测结果验证了本方法在实际样品检测中的应用潜力．
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核酸的高灵敏、 高特异性检测在分子生物学研究、 司法鉴定及临床诊断等领域具有重要意义［１，２］ ．
聚合酶链式反应（ＰＣＲ） ［３～５］是最早提出的微量核酸扩增技术， 也是目前最灵敏、 应用最广泛的核酸检

测技术之一， 但其热循环过程对仪器设备的要求较高， 限制了其在即时检测（Ｐｏｉｎｔ⁃ｏｆ⁃ｃａｒｅ ｔｅｓｔｉｎｇ）方面

的应用． 近年来， 涌现出一系列等温指数扩增方法［６～９］， 可以在较温和的恒定温度下进行， 而且具有反

应速度快、 检测灵敏度高等优点［１０，１１］ ． 但这些方法普遍采用较为复杂的引物 ／探针设计， 且无法避免聚

合酶的非特异性扩增产生的背景信号［１２，１３］ ． 因此， 进一步发展简单、 快速、 高灵敏且高特异性的核酸

检测方法仍然十分必要．
分子信标（ＭＢ）是一种非常简单的信号探针， 其通过与目标核酸分子杂交即可释放荧光信号［１４］，

具有特异性强、 反应迅速等优点， 在核酸、 蛋白质及各种离子检测等方面得到了广泛应用［１５～１７］ ． 但以

传统 ＭＢ 作为探针的检测方法也具有明显的局限性， 即 １ 个目标分子只能与 １ 个 ＭＢ 作用， 限制了该

方法的检测灵敏度． 通常， ＭＢ 对核酸的定量检测只能达到约 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ［１８，１９］ ． 为了进一步提高灵敏度，
需要与其它信号放大方法联用， 其中最常用的是切口酶信号放大（ＮＥＳＡ） ［２０，２１］ ． 这些方法设计简单， 可

以将检出限降低近 ３ 个数量级， 在核酸和蛋白质检测中都有应用［２０～２２］ ． 采用三通结构（ Ｔｈｒｅｅ⁃ｗａｙ
ｊｕｎｃｔｉｏｎ）设计可以解决 ＮＥＳＡ 对目标核酸分子中特定识别序列的依赖［２３］， 但由于体系中的 ＭＢ 和辅助

探针分别含有互补的单链识别序列， 它们可以在切口酶的帮助下（甚至自发地）形成完整的双链识别序

列， 因而容易造成信号泄漏， 且单一线性信号放大的检测灵敏度也较低．
前文［２４］曾提出了一种茎环结构的定位探针（ＤＮＡ Ａｌｉｇｎｅｒ， ＤＡ）， 其茎部包含完整的切口酶识别序

列， 两侧臂与目标核酸分子互补． 因此， 切口酶可以结合在 ＤＡ 的茎部， 并通过 ＤＡ 两侧臂与目标核酸

分子的杂交而定位于指定位置， 进而实施剪切， 我们称之为定位探针介导剪切 （Ａｌｉｇｎｅｒ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ



ｃｌｅａｖａｇｅ， ＡＭＣ）． 该方法不需要目标核酸中存在任何特定序列， 且只需要一种切口酶即可在任意位置

进行剪切， 从而有效克服了切口酶对于目标核酸中识别序列的依赖． 在此基础上， 本文进一步改进 ＤＡ
的结构， 设计了一种含脱碱基位点（Ａｂａｓｉｃ Ｓｉｔｅ）的改进定位探针（Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＤＮＡ Ａｌｉｇｎｅｒ， ＭＤＡ）， 构建

了一个利用内切酶 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ和切口酶 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 进行双酶切反应的级联信号放大体系． 在此

体系中， ＭＤＡ 既是 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ的作用底物， 被剪切后又可作为介导 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 剪切的定位探

针， 将这 ２ 步反应结合起来即可实现对目标 ＤＮＡ 的灵敏检测．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

实验所用寡核苷酸由生工生物工程（上海）股份有限公司合成， 序列见表 １； 切口酶 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ， 内

切酶 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ ＩＶ， ＮＥＢｕｆｆｅｒ ３．１ 和 ＴｈｅｒｍｏＰｏｌ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司；
ＤＮＡ 级水购自 Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司； 其它常用试剂均购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 健康人血清样本由浙江

大学校医院提供．
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ∗

Ｎａｍｅ　 　 　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｅａｃｏｎ⁃１（ＭＢ⁃１） ＦＡＭ⁃ＧＣＡＧＴＧＡＣＴＴＴＧＴＡＣＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＧＡＴＡＣＣＧＡＴＴＴＧＴＣＡＣＴＧＣ⁃Ｄａｂｃｙｌ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｅａｃｏｎ⁃２（ＭＢ⁃２） ＦＡＭ⁃ＣＴＧＣＡＧＴＧＡＣＴＴＴＧＴＡＣＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＧＡＴＡＣＣＧＡＴＴＴＧＴＣＡＣＴＧＣＡＧ⁃Ｄａｂｃｙｌ
ＤＮＡ Ａｌｉｇｎｅｒ（ＤＡ） ＴＣＧＧＴＡＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＡＣＧＴＴＴＴＴＣＧＴＧＡＧＴＣＡＡＣＧＴＣＣＡＧＴＡＣ

Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＤＮＡ Ａｌｉｇｎｅｒ（ＭＤＡ）
ＧＣＡＧＴＧＡＡＣＴＣＡＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＡＣ∗Ｇ∗Ｔ∗Ｃ∗ＣＡＧＴＡＣＣＡＡＧＴＧＴＣＡＣＣＴＴＧＣＴＣＡＣＡＴ⁃
ＧＡＧＴＴＣＧＧＴＡＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣＴＧＡＧＴＴＣＡＣＴＧＣ

Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＤＮＡ Ａｌｉｇｎｅｒ⁃ＦＡＭ
（ＭＤＡ⁃ＦＡＭ）

ＦＡＭ⁃ＧＣＡＧＴＧＡＡＣＴＣＡＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＡＣ∗Ｇ∗Ｔ∗Ｃ∗ＣＡＧＴＡＣＣＡＡＧＴＧＴＣＡＣＣＴＴＧＣＴＣＡ⁃
ＣＡＴＧＡＧＴＴＣＧＧＴＡＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣＴＧＡＧＴＴＣＡＣＴＧＣ

Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＤＮＡ Ａｌｉｇｎｅｒ⁃１（ＭＤＡ⁃１）
ＧＣＡＧＴＧＡＡＣＴＣＡＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＡＣ∗Ｇ∗Ｔ∗Ｃ∗ＣＡＧＴＡＣＡＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＴＴＣＴＡＧＡＣＴ⁃
ＧＡＣＴＣＴＣＧＧＴＡＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣＴＧＡＧＴＴＣＡＣＴＧＣ

Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ＤＮＡ Ａｌｉｇｎｅｒ⁃２（ＭＤＡ⁃２）
ＧＣＡＧＴＧＡＡＣＴＣＡＧＧＴＡＧＡＧＴＣＡＡＣ∗Ｇ∗Ｔ∗Ｃ∗ＣＡＧＴＡＣＴＧＣＴＣＡＣＡＴＣＴＧＡＴＴＣＧＡＣＡＣＴＧＴ⁃
ＣＡＣＴＣＧＧＴＡＴＣＴＣＣＴＧＡＣＴＣＴＡＣＣＴＧＡＧＴＴＣＡＣＴＧＣ

Ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ＡＣＴＣＡＴＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＴＧＡＣＡＣＴＴＧ
Ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ⁃１（Ｔ⁃１） ＧＡＧＴＣＡＧＴＣＴＡＧＡＡＧＧＴＴＧＡＧＴＧＧＴ
Ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ⁃２（Ｔ⁃２） ＧＴＧＡＣＡＧＴＧＴＣＧＡＡＴＣＡＧＡＴＧＴＧＡＧＣＡ
Ｍｕｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ⁃１（ＭＴ⁃１） ＡＣＴＣＡＴＧＴＧＡＧＣＡＡＧｃＴＧＡＣＡＣＴＴＧ
Ｍｕｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ⁃２（ＭＴ⁃２） ＡＣＴＣＡｃＧＴＧＡＧＣＡＡＧｃＴＧＡＣＡＣＴＴＧ
Ｍｕｔａｎｔ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ⁃３（ＭＴ⁃３） ＡＣＴｇＡＴＧＴＧＡＧＣＡＡＧｃＴＧＡＣＡＣａＴＧ

　 　 ∗ Ｔｈｅ ａｓｔｅｒｉｓｋｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｂａｓｅｓ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ａｂａｓｉｃ ｓｉｔｅｓ． Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｂａｓｅｓ ｉｎ ｔａｒｇｅｔ ｓｈｏｗ
ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．

荧光光谱在岛津公司 ＲＦ⁃５３０１ＰＣ 型荧光光度计上测定； 变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）实验在

美国伯乐公司 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ电泳仪上完成； 凝胶图像通过上海培清科技公司 ＪＳ⁃２０１２ 型凝胶成像

分析仪采集．
１．２　 定位探针介导剪切实验

反应体系的总体积为 ２５ μＬ， 包含 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＭＢ⁃１， １０ Ｕ Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ， １× ＮＥ Ｂｕｆｆｅｒ ３．１（ｐＨ＝ ７ ９，
１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ＋５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ＋１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２＋１００ μｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ）和不同浓度的 ＤＡ． 将混合溶

液于 ５５ ℃水浴中孵育 １ ｈ， 再于 ８０ ℃水浴中加热 ２０ ｍｉｎ 使 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 失活； 最后将产物转移到 １５％的

变性聚丙烯酰胺凝胶中， 室温下施加 １８０ Ｖ 恒压， 约 ４０ ｍｉｎ 后停止， 用凝胶成像仪采集图像．
１．３　 目标 ＤＮＡ 的检测

将 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＭＤＡ， １０ Ｕ Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ， 不同浓度的目标 ＤＮＡ 及 １×缓冲溶液（３５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ＋５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ＋５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ＋５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２ ＋１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＳＯ４ ＋５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４） ２ＳＯ４ ＋
１００ μｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ＋０ ０５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００）于 ５５ ℃水浴中混合、 孵育后， 加入 １５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＭＢ⁃２ 和 １０ Ｕ Ｎｔ．
ＢｓｔＮＢＩ． 反应溶液在 ５５ ℃下继续孵育 １５ ｍｉｎ， 将得到的反应产物稀释至 １００ μＬ， 使用荧光光度计测定
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其荧光发射光谱， 激发波长为 ４８５ ｎｍ． 为了验证方法对于复杂生物样品的检测能力， 将目标 ＤＮＡ 加入

到未经处理的健康人血清中， 按上述操作过程进行检测， 并将检测结果与标准溶液实验测试所得结果

进行比较．

２　 结果与讨论

２．１　 双酶切级联信号放大检测目标 ＤＮＡ 的原理

定位探针介导剪切（ＡＭＣ）的原理如图 １（Ａ）所示， 基于双酶切反应的级联信号放大体系的原理如

图 １（Ｂ）所示． 反应体系包含 １ 个改进的茎环结构定位探针（ＭＤＡ）、 分子信标探针（ＭＢ）、 内切酶 Ｔｔｈ
Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ和切口酶 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ． ＭＤＡ 由 １ 个较长的茎部与环部组成， 其中茎部靠近环的位置含有

Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 的识别序列， 环上包含与 ＭＢ 的环互补的序列（序列 １， ４ 和 ５）以及与目标 ＤＮＡ 互补的序列

（序列 ２ 和 ３）， 并在序列 ２ 和 ３ 之间引入 １ 个脱碱基位点． Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ是一种热稳定核酸内切

酶， 可水解双链 ＤＮＡ 中的脱碱基位点． 由于与 ＭＢ 互补的序列分别位于 ＭＤＡ 环的两侧， 且受茎环结构

的保护， 因而当不存在目标 ＤＮＡ 时， ＭＤＡ 和 ＭＢ 分别保持自身稳定的茎环结构． 而当存在目标 ＤＮＡ
时， 它首先与 ＭＤＡ 的环形成双链结构， 此时 ＭＤＡ 的脱碱基位点处会被 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ水解断裂，
使得目标 ＤＮＡ 容易与 ＭＤＡ 分离， 并进一步与新的 ＭＤＡ 作用， 实现第一步信号放大； 另一方面， 断裂

后的 ＭＤＡ 由于具有较长的茎部仍可保持 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 的双链识别序列， 且两侧臂可与 ＭＢ 的环杂交， 从

而作为定位探针介导 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 对 ＭＢ 进行循环剪切， 实现第二步信号放大．

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ ＡＭＣ（Ａ） ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｃａｓｃａｄｅ ｓｉｇｎａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ（Ｂ）

２．２　 可行性研究

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ＰＡＧＥ ｉｍａｇｅ（Ａ） ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ（Ｂ） ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｏｆ ＭＢ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＤＡ ａｎｄ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ ＰＡＧＥ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｅａｖａｇｅ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ ／ ｏｒ ＭＢ ｗｉｔｈ ｏｒ
ｗｉｔｈｏｕｔ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ（Ｃ）

为便于比较， 首先考察了定位探针介导 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 剪切 ＭＢ 实验． 图 ２（Ａ）示出了不同浓度的 ＤＡ
存在时， Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 对 ＭＢ⁃１（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）进行剪切后的变性聚丙烯酰胺凝胶结果， 其中泳道 １～７ 分别

对应于浓度为 ０， ０ １， ０ ２， １， ２， １０ 及 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＡ． 可见， 当 ＤＡ 的浓度大于 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时， ＭＢ⁃１
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（４４ ｎｔ）全部被剪切为 ２５ ｎｔ 的产物． 这一方面证明了定位探针介导 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 剪切分子信标的可行性，
另一方面也显示了切口酶的信号放大作用， 例如， 即使 ＤＡ 的浓度只有 ＭＢ⁃１ 的 １％， 也可实现对全部

ＭＢ⁃１ 的剪切， 相较于传统的分子信标与目标分子的一对一作用， 灵敏度明显提高． 但是， 当 ＤＡ 的浓

度低至 ０ ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时， 即便反应较长时间（１ ｈ）也仅有约 １ ／ ２ 的 ＭＢ⁃１ 被剪切， 说明该信号放大作用不

超过 ５００ 倍． 荧光光谱［图 ２（Ｂ）］也表明， 当仅使用 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 时无法区分 １０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＡ 与背景信

号． 这可以解释为什么早期的 ＮＥＳＡ 方法检出限高于 ｐｍｏｌ ／ Ｌ［２０］ ．
为证明双酶切级联信号放大反应可行性， 研究了体系中包含不同组分时 ２ 种酶 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ

Ⅳ和 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 分别对荧光标记的定位探针（ＭＤＡ⁃ＦＡＭ）和分子信标 ＭＢ⁃２ 的剪切行为． 如图２（Ｃ）所
示， 当体系中不存在目标 ＤＮＡ 时， ＭＤＡ⁃ＦＡＭ 和 ＭＢ⁃２ 均未被剪切（泳道 １）； 而当体系中存在 Ｔｔｈ
Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ和目标 ＤＮＡ 时， ＭＤＡ⁃ＦＡＭ 的条带消失， 同时出现了 １ 条约 ４５ ｎｔ 的新条带（泳道 ３）．
对比泳道 ２ 可知， 仅在目标 ＤＮＡ 存在时， 才能触发 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ对 ＭＤＡ⁃ＦＡＭ 的剪切． 继续同时

引入 ＭＢ⁃２ 和 Ｎｔ． ＢｓｔＮＢＩ， 可以观察到另 １ 条约 ２７ ｎｔ 的新条带， 为 ＭＢ⁃２ 被 Ｎｔ． ＢｓｔＮＢＩ 剪切的产物

（泳道 ６）． 以上结果表明， 目标 ＤＮＡ 首先诱导了ＭＤＡ⁃ＦＡＭ 被 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ剪切， 产生了“活化”
的定位探针， 进而继续介导 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 对 ＭＢ⁃２ 实施剪切． 这与图 １（Ｂ）所示的反应机理完全吻合， 证明

了双酶切级联信号放大反应的可行性．
２．３　 反应条件的优化

为了提高检测的灵敏度， 使用 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的目标 ＤＮＡ 对实验条件进行了优化． 首先考察了分子信标

浓度对检测结果的影响， 即在不同 ＭＢ⁃２ 浓度下（２５， ５０， １００， １５０ 和 ２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）观察目标 ＤＮＡ 存在

与不存在时的荧光信号． 本文采用荧光比率（Ｆ ／ Ｆ０－１）作为评价指标， 其中 Ｆ 和 Ｆ０分别表示有、 无目标

ＤＮＡ 时 ５２０ ｎｍ 处的荧光强度． 该值越大， 越容易区分阳性信号与背景信号， 也越有利于获得更高的灵

敏度． 如图 ３（Ａ）所示， 尽管随着 ＭＢ⁃２ 浓度的增加， 由目标 ＤＮＡ 引起的阳性荧光信号显著增强， 但同

时也伴随着背景信号的逐渐升高． 图 ３（Ｂ）示出了不同浓度 ＭＢ⁃２ 所对应的荧光比率， 该值在［ＭＢ⁃２］ ＝
１５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 时达到最大， 故选择 １５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＭＢ⁃２ 进行后续实验．

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｅａｃｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ａ， Ｂ） ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ（Ｃ， Ｄ）
ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ

在确定了 ＭＢ⁃２ 的优化浓度后， 进一步考察了反应时间对检测结果的影响． 图 ３（Ｃ）和（Ｄ）示出了

反应时间分别为 １０， １５， ３０， ６０， ９０ 和 １２０ ｍｉｎ 所获得的荧光曲线与荧光比率值． 从荧光发射光谱图中
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可以看出， 随着反应时间的延长背景信号上升较快， 但阳性信号在 ３０ ｍｉｎ 后增长已经变得很缓慢， 因

此宜选用较短的反应时间． 图 ３（Ｄ）所示的荧光比率也证实了这一点， 其最大值出现在约 １５ ｍｉｎ． 因此，
选择 １５ ｍｉｎ 的剪切时间来进行后续实验．
２．４　 检测方法的灵敏度

在优化的反应条件下， 考察了该方法对目标 ＤＮＡ 检测的灵敏度． 由图 ４（Ａ）所示的荧光发射光谱

可见， 随着目标 ＤＮＡ 的浓度从 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ 增加到 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， 荧光强度也逐渐升高． 图 ４（Ｂ）插图示出

了目标 ＤＮＡ 的浓度在 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ～１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围内时， 荧光强度与目标 ＤＮＡ 浓度对数值（ｌｇｃ）的线性关

系， 线性回归方程为 Ｙ ＝ ３２ ９７ｌｇｃ＋１７８ ０６， 相关系数 Ｒ２ ＝ ０ ９９６５（Ｙ 代表 ５２０ ｎｍ 发射峰的荧光强度，
ｃ 代表目标 ＤＮＡ 的浓度）． 此结果与仅用 ＭＢ 作为信号探针［１８，１９］ 及早期的 ＮＥＳＡ 检测方法［２１，２３］ 相比，
检出限分别降低了 ３～４ 和 １～２ 个数量级．

Ｆｉｇ．４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ（Ａ） ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｂ）
Ｉｎｓｅｔ ｏｆ （Ｂ） ｉｓ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｐｌｏｔ．

２．５　 检测方法的特异性

为了探究本方法对目标 ＤＮＡ 中碱基错配的识别能力， 分别测定了目标 ＤＮＡ、 单碱基变异序列

Ｆｉｇ．５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｏｎｅ⁃，
ｔｗｏ⁃， ｔｈｒｅｅ⁃ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｗｉｌｄ
ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ

（ＭＴ⁃１）、 双碱基变异序列（ＭＴ⁃２）和三碱基变异序

列（ＭＴ⁃３）所引起的荧光信号． 由图 ５ 可见， 即使只

有 １ 个碱基错配（ＭＴ⁃１）， 其荧光比率值（Ｆ ／ Ｆ０－１）
也只有目标 ＤＮＡ 的 ２５％， 随着碱基错配数量增加

到 ３ 个（ＭＴ⁃３）， 其荧光信号已与背景信号非常接

近， 这说明本方法具有较高的特异性， 可以很好地

区分目标序列中的单个碱基变异．
２．６　 检测方法的通用性

除高灵敏度、 高特异性外， 本方法还具有通用

性强、 序列设计简单等优点， 只需改变 ＭＤＡ 上与

目标 ＤＮＡ 互补的序列， 即可实现对不同目标 ＤＮＡ
的检测． 图 ６ 示出了对另外 ２ 条目标序列（Ｔ⁃１ 和 Ｔ⁃２）的检测结果， 其线性范围为 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ～１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，
对应的线性关系分别为 Ｙ＝ １５ ２４ｌｇｃ＋８７ ７８（Ｒ２ ＝ ０ ９８６１）和 Ｙ＝ ３０ ８０ｌｇｃ＋１６１ ４０（Ｒ２ ＝ ０ ９８０７）， 检出限

分别为 ３ 和 ２ ｐｍｏｌ ／ Ｌ．
此外， 还考察了该方法对于复杂生物样品中目标 ＤＮＡ 的检测能力． 将不同浓度的目标 ＤＮＡ 掺杂

于健康人血清中， 然后进行检测． 如图 ７ 所示， 获得的荧光发射光谱及线性关系均与标准样品溶液测

试所得结果相似（线性范围为 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ～１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）， 表明本方法在实际样品检测中具有较好的抗干扰

能力． 在响应范围 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ～１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 内， 选取了 ３ 个不同浓度目标序列的 ３ 组平行数据进行了回收率

考察． 结果（表 ２）表明， 本方法对掺杂于健康人血清中的目标序列进行检测的回收率为 ８３ １％ ～
１１７ ７％．
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Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ Ｔ⁃１（Ａ） ａｎｄ Ｔ⁃２（Ｂ）
Ｉｎｓｅｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｐｌｏｔｓ．

Ｆｉｇ．７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｖａｒｉｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ（Ａ） ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（Ｂ）
Ｉｎｓｅｔ ｏｆ （Ｂ） ｉｓ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｐｌｏｔ．

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｔａｒｇｅｔ ｓａｍｐｌｅ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９
Ａｄｄｅｄ ／ （ｐｍｏｌ·Ｌ－１） １０．０ １０．０ １０．０ １００．０ １００．０ １００．０ ５００．０ ５００．０ ５００．０
Ｆｏｕｎｄ ／ （ｐｍｏｌ·Ｌ－１） １２．１ ９．９ ８．７ ９１．３ １１０．８ ９５．４ ５８９．０ ４６１．５ ５２２．２
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） １１７．１ ９５．１ ８３．１ ９０．９ １１０．４ ９５．０ １１７．７ ９２．２ １０４．３

３　 结　 　 论

利用改进的茎环结构探针， 结合内切酶 Ｔｔｈ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ⅳ和切口酶 Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ 构建了一个双酶切

级联信号放大体系， 实现了对目标 ＤＮＡ 的灵敏检测， 线性范围在 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ ～ １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 之间． 相较于传

统的使用 ＭＢ 作为信号探针的检测方法， 检出限降低了 ３～４ 个数量级， 并且可以很好地区分目标 ＤＮＡ
上的单个碱基变异． 另外， 本方法还具有序列设计简单、 通用性强等优点， 对血清等复杂样本具有很好

的适应性， 在核酸分子检测中具有重要价值．
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Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｃｈｉｎａ （ Ｎｏ． ＩＣＴ１８０５）， ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ， Ｃｈｉｎａ
（Ｎｏ．２０１３ＹＱ４７０７８１） ａｎｄ ｔｈｅ Ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｉｎａ（Ｎｏｓ．２０１５ＫＹＡ０６１， ２０１６ＫＹＢ０７０）．
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