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基于氧化石墨烯和 ＤＮＡ 量子点组装体的
ＤＮＡ 二元逻辑检测及循环可逆设计
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摘要　 制备了水溶性的氧化石墨烯（ＧＯ）和以 ＤＮＡ 为模板的 ＣｄＴｅ 量子点（Ｐ１）， 通过 ＧＯ 与 Ｐ１ 的 π⁃π 堆积

作用组装构建了纳米生物传感器， 将其用于双目标 ＤＮＡ 分子的逻辑检测， 实现了较高的选择性； 通过改进

ＤＮＡ 序列， 实现了该传感器对双目标分子的可逆循环检测及重复利用． 利用原子力显微镜（ＡＦＭ）、 透射电

子显微镜、 电泳和荧光光谱等方法对传感器的构建和检测过程进行了表征． 该 Ｐ１⁃ＧＯ 纳米生物传感器在核

酸检测等领域具有较大的应用前景．
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ＤＮＡ 是一类生物大分子， 与人类的生命活动息息相关， ＤＮＡ 结构及其应用得到了研究者的广泛研

究［１，２］ ． ＤＮＡ 独特的双螺旋结构赋予单链 ＤＮＡ 高特异性的识别检测其互补 ＤＮＡ 序列的能力． 它可通过

互补配对形成具有不同功能的双螺旋结构， 可用于分子检测［３］ 及分子运算［４，５］ 等领域． ＤＮＡ 可以用于

构建逻辑电路， ＤＮＡ 逻辑门是生物逻辑门的一种， 是基于分子水平的布尔型逻辑门， 可用于单元分

子［４，６］及多元 ＤＮＡ 分子［５］的检测， 同时推动了生物逻辑门在分子运算领域的发展［６～８］ ．
量子点（ＱＤｓ）具有优越的光学性质， 包括高量子产率、 宽吸收波长、 窄半峰宽、 可调控的发射波长

及较强的抗光漂白性能［９～１２］， 被广泛应用于生物传感、 生物检测及生物成像领域［１３～１７］ ． 目前， 以 ＤＮＡ
为模板通过水相一步法［１，３］制备生物功能化水溶性量子点的技术已逐渐成熟， 为制备基于量子点的生

物传感探针创造了有利条件．
氧化石墨烯（ＧＯ）作为石墨烯的氧化产物［１８，１９］， 含有较多含氧官能团， 水溶性好． 大 π 体系使其极

易吸附含苯环或类苯环结构的物质， 如芳香类化合物、 核酸及染料分子； 它也是良好的电子和能量受

体， 可以猝灭发光物的荧光． 文献［２０～２２］报道了 ＧＯ 的荧光猝灭性能， 它能在短时间内高效地猝灭荧

光基团， 有效降低荧光背景， 提高检测信噪比， 是良好的荧光猝灭剂． 目前， 已有较多关于 ＧＯ 和荧光

分子基于荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）原理制备生物纳米探针的研究报道［２３～２９］ ． 随着生物功能化的 ＱＤｓ
制备技术的成熟， ＧＯ 与 ＱＤｓ 组装成生物传感器成为可能． 迄今， 关于 ＱＤｓ 与 ＧＯ 组装生物传感器的研

究尚不多见［３０～３２］， 这些传感器仅用于单个目标分子的简单检测， 但不能进行二元同步检测， 也不能达

到循环检测的目的．
本文建立了一种可用于双目标 ＤＮＡ 分子的可逆循环逻辑检测方法． 以 ＤＮＡ 为模板的 ＣｄＴｅ 量子点

（Ｐ１）与 ＧＯ 以非共价键的 π⁃π 堆积作用组装， 基于 ＦＲＥＴ 原理及 ＧＯ 对单双链 ＤＮＡ 吸附力的区别， 可

同时识别检测 ２ 种目标分子． 在此基础上， 改进了 ＤＮＡ 序列， 实现了探针的可循环利用， 并通过理论

计算及 ＡＦＭ 表征对反应原理进行了验证． 这是一种用单荧光量子点对双目标 ＤＮＡ 分子进行逻辑检测

的方法， 并实现了传感器的循环利用．



１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

氯化镉（ＣｄＣｌ２， 纯度 ９９􀆰 ９９％）、 谷胱甘肽（ＧＳＨ， 纯度 ９８％）、 碲粉（Ｔｅ， 纯度 ９９􀆰 ９９７％）和硼氢化

钠（ＮａＢＨ４， 纯度 ９８％）均购自 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 高锰酸钾（ＫＭｎＯ４）、 五氧化二磷（Ｐ ２Ｏ５）、 过二硫酸

钾（Ｋ２Ｓ２Ｏ８）、 硝酸钠（ＮａＮＯ３）、 氢氧化钠（ＮａＯＨ）、 盐酸（ＨＣｌ）、 氯化钠（ＮａＣｌ） 和六水合氯化镁

（ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ）购自国药集团有限公司； 浓硫酸（Ｈ２ＳＯ４， 江苏强盛功能化学股份有限公司）； 石墨粉

［Ｇｒａｐｈｉｔｅ， ９９％， 百灵威（北京）科技有限公司］． 实验所用超纯水来自 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｄｉｒｅｃｔ８ 超纯水系统（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）． 未标明的试剂均为分析纯． 寡聚核苷酸链购自 Ｔａｋａｒａ 公司， 硫代 ＤＮＡ 链通过 ＰＡＧＥ 凝

胶纯化， 其余链采用 ＯＰＣ 方式纯化（序列见表 １）．
Ｔａｂｌｅ１　 ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｎａｍｅ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

Ｐｒｏｂｅ ＤＮＡ（Ｐ１） ＡＧＴＣＡＧＴＧＴＧＧＡＡＴＡＴＣＴＡＡＡＡＡＧＧ∗Ｇ∗Ｇ∗Ｇ∗Ｇ∗Ｇ∗Ｇ∗Ｇ∗Ｇ∗⁃
ＡＡＡＡＡＧＴＧＴＡＣＣＴＡＧＡＣＴＡＣＴＧＣ

Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ１（ｃＴ１⁃１８） ＡＧＡＴＡＴＴＣＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴ
Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ２（ｃＴ２⁃１８） ＧＣＡＧＴＡＧＴＣＴＡＧＧＴＡＣＡＣ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ１（ｃＴ１⁃２６） ＴＣＧＣＴＣＡＣＡＧＡＴＡＴＴＣＣＡＣＡＣＴＧＡＣＴ
Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ２（ｃＴ２⁃２６） ＧＣＡＧＴＡＧＴＣＴＡＧＧＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＧＧ
Ａｎｔｉ⁃ｆｕｅｌ ＤＮＡ１（Ｔ１′） ＡＧＴＣＡＧＴＧＴＧＧＡＡＴＡＴＣＴＧＴＧＡＧＣＧＡ
Ａｎｔｉ⁃ｆｕｅｌ ＤＮＡ２（Ｔ２′） ＣＣＴＧＣＴＣＡＧＴＧＴＡＣＣＴＡＧＡＣＴＡＣＴＧＣ
Ｎｏｎ⁃ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ１（Ｔ） ＣＡＧＡＣＡＡＡＣＴＣＣＡＡＣＧＡ
Ｎｏｎ⁃ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ２（Ｍ） ＣＡＧＡＣＡＡＡＴＴＣＣＡＡＣＧＡ
Ｎｏｎ⁃ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ３（２０Ａ） ＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡ
Ｎｏｎ⁃ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ４（２０Ｔ） ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴ

　 　 ∗ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｔｈｉｏａｔｅ ｌｉｎｋａｇｅ； ｂｕｆｆｅｒ： ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ｂｕｆｆｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ＋ ａｎｄ ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋； ｐＨ ＝ ７􀆰 ４．
ｃＴ ａｎｄ Ｔ′ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ａｄｄｉｎｇ ｔｈｅ ｔｗｏ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｃｈａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｗｏ ａｎｔｉ⁃ｆｕｅｌ ｃｈａｉｎｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ａｇｉｌｅｎｔ ８４５３ 型紫外⁃可见分光光度计和 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 凝胶色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；
ＡｖａＳｐｅｃ⁃ＵＬＳ２０４８⁃ＵＳＢ２ 型荧光光谱仪（荷兰 Ａｖａｔｅｓ 公司）； Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ Ｆ２０ Ｓ⁃Ｔｗｉｎ 透射电子显微镜（美
国 ＦＥＩ 公司）； Ｍｕｌｔｉｍｏｄｅ ８􀆰 ０ 型原子力显微镜（美国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）．
１．２　 实验过程

１．２．１　 ＧＯ 的合成　 参照文献［１８］ 方法， 经预氧化和氧化反应两步得到 ＧＯ， 离心（６５００ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ）
洗涤至中性后， 超声（３００ Ｗ）剥离 ３ ｈ， 所得溶液以 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心 １０ ｍｉｎ， 取上层液体重复３ 次，
用透析袋（截留分子量 ８０００）透析 ７ ｄ， 即得 ＧＯ 水溶液， 测定浓度， 待用．
１．２．２　 以 ＤＮＡ 为模板的 ＤＮＡ 量子点（Ｐ１）的合成　 以 ＧＳＨ 和硫代磷酸 ＤＮＡ 链为共同配体， 参照文

献［３］方法合成 ＤＮＡ 量子点， 用截留分子量为 ３×１０４ 的超滤管超滤（１２５００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３ ｍｉｎ）， 上层固体重

新分散于水中， 测定浓度［３３］， 待用．
１．２．３　 ＧＯ 对 ＤＮＡ⁃ＱＤｓ（Ｐ１）与 ＱＤｓ 的荧光猝灭实验 　 将 Ｐ１（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）溶液分散在 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液（ｐＨ＝ ７􀆰 ４， 含 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ＋和 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋）中， 并加入 ＧＯ 水溶液（３０ μｇ ／ ｍＬ），
于 ３７ ℃水浴 ５ ｍｉｎ， 总体积为 １５０ μＬ， 测定溶液的荧光强度．
１．２．４　 Ｐ１ 探针与 ＧＯ 的组装及检测　 将 Ｐ１（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）溶液分散在 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ 缓冲液（ｐＨ＝
７􀆰 ４， 含 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ＋和 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ２＋）中， 并加入 ＧＯ 水溶液（３０ μｇ ／ ｍＬ）， 于 ３７ ℃水浴 １０ ｍｉｎ．
将互补 ＤＮＡ（ｃＴ１⁃１８， ｃＴ２⁃１８）或非互补单链 ＤＮＡ（Ｔ， Ｍ， ２０Ａ， ２０Ｔ）（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）加入 Ｐ１⁃ＧＯ 溶液中，
总体积为 １５０ μＬ， 冷却至室温后测定荧光强度．

检测限的确定： 先向 Ｐ１（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）溶液中加入 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的一侧互补 ＤＮＡ 链， ３０ ｍｉｎ 后再加入

３０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＧＯ， 于 ３７ ℃水浴 １０ ｍｉｎ， 加入不同浓度的另一侧互补链， 测定溶液的荧光强度．
１．２．５　 循环检测实验　 将 Ｐ１ 溶液（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）分散在缓冲液中， 并加入 ＧＯ 水溶液（３０ μｇ ／ ｍＬ）， 于

３７ ℃水浴 １０ ｍｉｎ． 加入互补 ＤＮＡ（ｃＴ１⁃２６，ｃＴ２⁃２６）， 于 ３７ ℃水浴 １ ｈ 后， 加入反燃料链 Ｔ１′， Ｔ２′， 总体
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积为 １５０ μＬ， 于 ３７ ℃水浴 １ ｈ， 自然冷却至室温． 重复相同步骤 ３ 次， 检测荧光强度的变化．
１．２．６　 ＡＦＭ 表征样品的制备　 各步样品经离心（８０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ）后， 下层固体用水离心洗涤 ３ 次，
用超纯水重新分散， 超声 ５ ｍｉｎ， 取 ２０ μＬ 滴在用胶带撕除上层的云母片上， 自然风干．

２　 结果与讨论

２．１　 ＧＯ 与 Ｐ１ 的表征

ＧＯ 的吸收光谱分别在 ２３０ 和 ３００ ｎｍ 波长处出现吸收峰［见图 １（Ａ）］， 分别归属为 Ｃ Ｃ 的π⁃π∗

跃迁和 Ｃ—Ｏ 的 ｎ⁃π∗跃迁． Ｐ１ 的特征吸收和荧光发射波长分别为 ５６５ 和 ６２３ ｎｍ［见图 １（Ｂ）］．

Ｆｉｇ．１　 Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＧＯ（Ａ） ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ｐ１（Ｂ）
λｅｍ ＝ ４０５ ｎｍ．

由图 ２（Ａ）可见， 所制备的 ＧＯ 为片状结构， 高度约为 １􀆰 １ ｎｍ， 从 ＴＥＭ 照片也可看出 ＧＯ 为很薄的

片状［图 ２（Ｃ）， 箭头处为 ＧＯ 的边缘］， 说明该 ＧＯ 是单层结构． Ｐ１ 的 ＡＦＭ 照片［图 ２（Ｂ）］显示其高度

约为 ３􀆰 ５ ｎｍ， 根据 ＴＥＭ 算得其大小约为 ３􀆰 ４ ｎｍ［图 ２（Ｄ）］．

Ｆｉｇ．２　 ＡＦＭ（Ａ， Ｂ） ａｎｄ ＴＥＭ（Ｃ， Ｄ） ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ＧＯ（Ａ， Ｃ） ａｎｄ Ｐ１（Ｂ， Ｄ）
Ｉｎｓｅｒｔｓ ｏｆ （Ａ） ａｎｄ （Ｂ） ｓｈｏｗ ｔｈｅ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｌｉｎｅ ｉｎ ＡＦＭ ｉｍａｇｅｓ； ｉｎｓｅｒｔ ｏｆ （Ｄ） ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ＨＲＴＥＭ ｉｍａｇｅ．

图 ３（Ａ）为 ６􀆰 ８％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）图． 在凝胶成像仪中直接观测量子点条带分

布情况（激发光波长 ３０２ ｎｍ）， 图 ３（Ａ）显示每个样品有 ２ 个条带， 迁移速率较慢（靠近负极）的条带为

ＤＮＡ⁃ＱＤｓ（Ｐ１）， 该条带加入一侧互补链和两侧互补链时， 条带位置依次向负极移动， 且加入 ２ 条互补

链后移动距离比加入任一条互补链大， 而未连接上 ＤＮＡ 的 ＱＤｓ 位置不变， 说明 Ｐ１ 能很好地与互补链

杂交形成双链， 这为实验的进行提供了基础． 对应的凝胶排阻色谱图如图 ３（Ｂ）所示， 可见 Ｐ１ 与 １ 条
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和 ２ 条互补链分别互补时， 其保留时间减小， 这一结果与 ＰＡＧＥ 电泳结果相符．

Ｆｉｇ．３　 Ｉｍａｇｅ ｏｆ ｎａｔｉｖｅ ＰＡＧＥ（Ａ） ａｎｄ ｇｅｌ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ Ｐ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ（Ｂ）
（Ａ） Ｌａｎｅ １： Ｐ１， ｌａｎｅ ２： Ｐ１＋ｃＴ１， ｌａｎｅ ３： Ｐ１＋ｃＴ２， ｌａｎｅ ４： Ｐ１＋ｃＴ１＋ｃＴ２．

２．２　 Ｐ１⁃ＧＯ 复合探针的组装及特异性

Ｐ１ 表面连接的 ＤＮＡ 分子含有类苯环结构，容易与 ＧＯ 以 π⁃π 堆积的方式相互作用， 从而使 ＱＤｓ
接近 ＧＯ 表面， 组装形成给体⁃供体对， 发生 ＦＲＥＴ 效应． 利用 ＧＯ 对单链 ＤＮＡ 与双链 ＤＮＡ 吸附差异所

引起的 ＧＯ 与 ＱＤ 间 ＦＲＥＴ 的变化及 ＤＮＡ 双链间的高特异性的双螺旋结构， 可以设计出对双 ＤＮＡ 分子

具有高特异性识别能力的荧光探针， 以用于 ＤＮＡ 的逻辑检测．
为了探究 ＧＯ 分别对 ＱＤｓ 和 ＤＮＡ⁃ＱＤｓ 荧光猝灭的影响， 将相同浓度的 ＧＯ 分别加入到 ＱＤｓ 和 Ｐ１

溶液中， 相同时间内的荧光猝灭情况如图 ４ 所示． 可见， Ｐ１ 的荧光降低较大， 而 ＱＤｓ 的荧光降低较少，
通过计算得出 ＧＯ 对两者的猝灭效率 Ｑ 分别为 ３２􀆰 ０４％和 ９２􀆰 ３９％［Ｑ＝ （ Ｉ０－Ｉ） ／ Ｉ０， Ｉ０为未加入 ＧＯ 时的

荧光强度， Ｉ 为加入 ＧＯ 时的荧光强度］， 两者间的差别较明显， 说明量子点上 ＤＮＡ 单链的存在促进了

ＧＯ 对量子点的猝灭作用， 可认为单链 ＤＮＡ 与 ＧＯ 间存在一定的作用力， 使 ＱＤｓ 更容易接近 ＧＯ 而导

致荧光被猝灭． 而未连接 ＤＮＡ 的量子点有部分荧光被猝灭的原因可能与溶液的荧光内滤效应及 ＱＤｓ
的非特异性吸附有关．

Ｆｉｇ．４　 Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＧＯ ｆｏｒ Ｐ１（Ａ） ａｎｄ ＱＤｓ（Ｂ）

ＧＯ 对荧光物质的猝灭效率与其浓度有关［３４］ ． 绘制了 Ｐ１ 荧光强度随 ＧＯ 浓度变化的曲线图， 如

图 ５（Ａ）所示， 在 Ｐ１ 浓度（１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）一定时， ＧＯ 的浓度越大， 猝灭效率越明显， ２０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＧＯ 对

Ｐ１ 的猝灭效率达到 ９５％， ３０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＧＯ 猝灭效率达到 ９８％． 为了确保 Ｐ１ 荧光被完全猝灭， 选择浓

度为 ３０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＧＯ 进行实验．
将 Ｐ１ 与 ＧＯ 溶液在缓冲液中混合， 于 ３７ ℃水浴下组装得到 Ｐ１⁃ＧＯ 的探针， 用于双 ＤＮＡ 分子的检

测， 构建了基于二元输入“ＯＲ”逻辑门的传感器． 图 ５（Ｂ）示出了 Ｐ１⁃ＧＯ 与双 ＤＮＡ 作用后荧光的恢复情

况， 当加入一侧的互补 ＤＮＡ 时， 与 Ｐ１ 一端的单链形成双螺旋结构， 碱基被隐藏在双螺旋内， 除了末

端碱基对处， 其它碱基不能与 ＧＯ 形成 π⁃π 堆积作用， 从而脱离 ＧＯ 表面， 导致 Ｐ１ 量子点与 ＧＯ 间的

距离增大， ＦＲＥＴ 效率降低， 荧光部分恢复； 当加入两侧互补 ＤＮＡ 时， 两侧均形成双链， 从 ＧＯ 表面完

全脱离， 其荧光进一步恢复． 该结构的逻辑检测输出结果如图 ５（Ｃ）所示， 以荧光信号为输出， ２ 条互

补 ＤＮＡ 链为输入， 定义加入 ｃＴ１， ｃＴ２ 为输入“１”， 不加时为输入“０”； 输出高荧光为“１”， 弱荧光为
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Ｆｉｇ．５　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｐ１ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＧＯ （Ａ）， ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ
Ｐ１⁃ＧＯ ｃｏｍｐｌｅｘ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ（ ｃＴ１⁃１８， ｃＴ２⁃１８） （Ｂ） ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ
ｔｈｅ “ＯＲ” ｌｏｇｉｃ ｇａｔｅ（Ｃ）
λｅｍ ＝ ４０５ ｎｍ．

“０”［图 ５（Ｃ）中划线处为分界］． 当不加目标 ＤＮＡ 时逻辑门输出信号“０”， 当加入 １ 条或 ２ 条目标链时

输出信号“１”， 根据输出信号的对应关系实现两侧目标 ＤＮＡ 分子的逻辑检测． 图 ６ 示出了目标 ＤＮＡ 在

０～２０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围内的荧光光谱， 插图分别是对应的浓度校准曲线， 可见， 在 ６０～２０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围

内， 荧光与浓度呈线性关系， 单独加入 １ 条链时 ｃＴ１ 和 ｃＴ２ 的检出限分别为 ３９􀆰 ２ 和 ４３􀆰 ２ ｎｍｏｌ ／ Ｌ．

Ｆｉｇ．６　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｐ１ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃＴ１（Ａ） ａｎｄ ｃＴ２（Ｂ）
Ｉｎｓｅｒｔｓ： ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ４０５ ｎｍ． Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ ｉｓ ０， ２０， ３０， ４０， ６０， ８０， １００， ３００， ５００， ８００， １０００， １５００， ２０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ．７　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ４０５ ｎｍ
ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔａｒｇｅｔ ｒｅａｃｈｅｓ ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ
（Ａ） ｃＴ１； （Ｂ） ｃＴ２． Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｔｕｒａｔｅｄ ＤＮＡ ｉｓ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ； ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ ｉｓ ６０，
８０， １００， ２５０， ５００， ７５０， １０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

为了验证 ｃＴ１ 与 ｃＴ２ 之间的相互影响， 即加入一侧互补链达饱和时， 对另一侧互补链进行检测．
固定加入的 ｃＴ２ 浓度为 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ， 加入不同浓度的 ｃＴ１ 后， 其荧光强度变化在 ６０～１０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围内

呈良好的线性关系［图 ７（Ａ）］， 其检出限为 ４４􀆰 ９ ｎｍｏｌ ／ Ｌ； 采用相同方法测得的 ｃＴ２ 的检出限为 ５５􀆰 ８
ｎｍｏｌ ／ Ｌ， 其荧光变化在 ６０ ～ １０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 内呈线性关系［图 ７（Ｂ）］， 说明该传感器在一侧单链达饱和

时， 仍然能对另一条单链有较好的响应．
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Ｆｉｇ．８　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ１⁃ＧＯ ｐｒｏｂｅ

为了检验 Ｐ１⁃ＧＯ 传感器对目标 ＤＮＡ 分子的选

择性， 将其分别加入目标 ＤＮＡ 链 ｃＴ１⁃１８ 和 ｃＴ２⁃１８
以及非互补链 Ｔ， Ｍ， ２０Ａ 和 ２０Ｔ（序列见表 １）， 所

得荧光强度如图 ８ 所示． 结果显示， 加入 ２ 条完全

互补的目标 ＤＮＡ 链时， Ｐ１ 荧光强度最强， 记为

１００％， 加入任一条互补链时， Ｐ１ 荧光约为 ５０％，
而加入非互补 ＤＮＡ 链时， 荧光在 １２％以内， 它们

之间差异较明显， 说明该探针对目标互补 ＤＮＡ 有

较高的特异性．
２．３　 循环可逆结构设计及可行性分析

上述方法能较好地识别和检测双目标 ＤＮＡ 分子， 在此基础上， 为了实现该设计的可逆循环， 使

Ｐ１⁃ＧＯ 在检测中可再生， 对互补 ＤＮＡ 链进行了改进， 即在 ２ 条互补链的一端分别引入“Ｔｏｅｈｏｌｄ” ［１１，１３］

链构成新链 ｃＴ１⁃２６ 及 ｃＴ２⁃２６， 同样引入 ２ 条单链 Ｔ１′和 Ｔ２′， 分别与 ｃＴ１⁃２６ 和 ｃＴ２⁃２６ 完全互补， 其作

用示意图如图 ９ 所示． Ｔ１′和 Ｔ２′加入体系后通过“Ｔｏｅｈｏｌｄ”作用发生 ＤＮＡ 链取代反应， Ｔ１′与 ｃＴ１⁃２６ 形

成双链， 使 ｃＴ１⁃２６ 与 Ｐ１ 间的双链解旋， Ｐ１ 恢复成单链， 重新吸附到 ＧＯ 表面； 当同时加入 Ｔ１′和 Ｔ２′
时， Ｐ１ 再次吸附到 ＧＯ 表面， 探针回到初始状态， 循环地加入相应的 ＤＮＡ 链可以实现“ＯＮ⁃ＯＦＦ”状态

的可逆转换， ３ 次循环的荧光变化结果如图 １０ 所示， 可见该设计方案能够实现 Ｐ１⁃ＧＯ 荧光探针的可逆

循环利用．

Ｆｉｇ．９　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｃｌｉｃ Ｐ１⁃ＧＯ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

整个检测识别与可逆循环的设计均是基于 ＧＯ⁃ＱＤｓ 能量对之间的 ＦＲＥＴ 效应， ＦＲＥＴ 是一种依赖距

离的荧光猝灭现象［３４］， 因此推测该过程中每步产物 ＧＯ 表面的量子点高度不同．
为了验证这一推测， 计算了一侧形成双链后 Ｐ１ 与 ＧＯ 表面距离的变化范围， 建立了简单的模型，

如图 １１ 所示． 图 １１ 中标出了 ２ 种极限状态（Ａ， Ｃ）及中间状态（Ｂ）， 可以看出 Ｐ１ 的最低高度为 ３􀆰 ５ ｎｍ

１８１２　 Ｎｏ．１２ 　 沈晓琴等： 基于氧化石墨烯和 ＤＮＡ 量子点组装体的 ＤＮＡ 二元逻辑检测及循环可逆设计



Ｆｉｇ．１０　 Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ１⁃ＧＯ
ｐｒｏｂｅ

Ｆｉｇ．１１　 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐ１ ｏｎ ＧＯ ｗｈｅｎ
ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ＤＮＡ

（状态 Ａ）； 当形成双链后， 一侧离开 ＧＯ 表面（状态 Ｂ）， 高度增加； 在其最高状态（状态 Ｃ）下， 按 ＤＮＡ
链的碱基数（两碱基对之间的距离为 ０􀆰 ３４ ｎｍ）及量子点的尺寸计算， 高度为 １５􀆰 ７４ ｎｍ， 可见此状态下

ＧＯ 表面的 Ｐ１ 高度变化范围为 ３􀆰 ５～１５􀆰 ７４ ｎｍ， 但实际最大高度要小于 １５􀆰 ７４ ｎｍ． 这在理论上为该设

Ｆｉｇ．１２　 ＡＦＭ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｔｅｐ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｆｉｇ．９（Ａ—Ｇ） ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｅｖｅｒｙ ｐｌｏｔ（Ａ′—Ｇ′）
（Ａ， Ａ′） Ｐ１⁃ＧＯ； （Ｂ， Ｂ′） Ｐ１⁃ＧＯ⁃ｃＴ； （Ｃ， Ｃ′） Ｐ１⁃ＧＯ⁃ｃＴ⁃Ｔ′； （Ｄ， Ｄ′） Ｐ１⁃ＧＯ⁃ｃＴ１； （Ｅ， Ｅ′） Ｐ１⁃ＧＯ⁃ｃＴ２；
（Ｆ， Ｆ′） Ｐ１⁃ＧＯ⁃ｃＴ⁃Ｔ１′； （Ｇ， Ｇ′） Ｐ１⁃ＧＯ⁃ｃＴ⁃Ｔ２′．

计方案的发生机理提供了依据．
为了直观地观察每一步组装体的改变， 采用 ＡＦＭ 测定了一次“ＯＮ⁃ＯＦＦ”转换过程中每一步的产物

的高度， 图 １２（Ａ） ～ （Ｇ）分别对应图 ９ 中的结构（１） ～ （７）􀆰 图 １２（Ａ）是初始“ＯＦＦ”状态， 此时 ＧＯ 表面
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有颗粒物存在， 高度约 ３􀆰 ５５ ｎｍ［图 １２（Ａ′）］， 这与 Ｐ１ 自身的高度相近， 可认为 Ｐ１ 吸附在 ＧＯ 表面，
且与 ＧＯ 间的距离很小； 图 １２（Ｂ）是“ＯＮ”状态， 即加入 ｃＴ１⁃２６ 和 ｃＴ２⁃２６ 后荧光恢复最强， ＡＦＭ 照片

显示 ＧＯ 表面颗粒状物体消失， 说明此状态下 Ｐ１ 完全脱离了 ＧＯ 表面； 图 １２（Ｃ）表示“ＯＦＦ”状态， 即

加入 Ｔ１′和 Ｔ２′后荧光再次猝灭， ＡＦＭ 图上存在颗粒物， 高度约为 ３􀆰 ５２ ｎｍ［图 １２（Ｃ′）］， 说明 Ｐ１ 重新

吸附到 ＧＯ 表面， 这与预想的结果相同． 实验中还表征了一侧双链一侧单链状态下 Ｐ１⁃ＧＯ 结构的 ＡＦＭ
图［图 １２ 中（Ｄ） ～ （Ｇ）］， 可见每个样品 ＧＯ 表面都附着有圆形颗粒物， 其高度均约为 ７ ｎｍ［图 １２（Ｄ′）
～ （Ｇ′）］， 高于 Ｐ１ 自身的高度， 说明加入一条互补链， Ｐ１ 与 ＧＯ 间的距离增大． 测量所得实际高度在

理论计算的变化范围之内， 这为本设计机理的可能性提供了依据．

３　 结　 　 论

制备了基于 ＧＯ 和 ＤＮＡ 量子点的双分子逻辑检测的生物传感器， 利用 ＧＯ 高荧光猝灭效率及 ＤＮＡ
特定的双螺旋结构， 构建了基于二元布尔型逻辑门检测的传感器， 高选择性地识别检测了双目标 ＤＮＡ
分子． 改进的 ＤＮＡ 序列将该传感器结构进一步优化， 使其可用于可逆再生循环检测， 并通过荧光测试

及 ＡＦＭ 表征验证了该设计方案的可行性． 该方案是 ＧＯ 与 ＱＤｓ 组装生物传感器的进一步发展，有望用

于细胞及临床病样检测， 在二元致病基因的识别检测领域具有潜在的应用前景．
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（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｓｏｏｃｈｏｗ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｕｚｈｏｕ ２１５１２３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｗｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｗａｔｅｒ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ（ＧＯ） ａｎｄ ＤＮＡ⁃ｔｅｍｐｌａｔｅｄ ＣｄＴｅ ｑｕａｎｔｕｍ
ｄｏｔｓ（Ｐ１）， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｖｉａ π⁃π ｓｔａｃｋｉｎｇ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｎａｎｏ⁃ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｌｏｇｉ⁃
ｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕａｌ ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ． Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｃｙｃｌｉｃ ｄｕａｌ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｓ
ｒｅａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｃｈａｎｇｉｎｇ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ， ｗｈｉｃｈ ｅｎａｂｌｅｓ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ． Ａ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
（ＡＦＭ）， ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ（ＴＥＭ）， ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ａｎｄ ｓｏ ｏｎ． Ｔｈｅ
ｐｒｅｐａｒｅｄ ｎａｎｏ⁃ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ ｈｏｌｄｓ ｇｒｅａｔ ｐｒｏｍｉｓｅ ｆｏｒ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 Ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅ； ＤＮＡ； Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔｓ ｐｒｏｂｅ； Ｂｉｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ； Ｃｙｃｌｉｃ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （Ｅｄ．： Ｎ， Ｋ）

† Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（Ｎｏｓ． ２１１７５１４７， ９１３１３３０２， ２１４７５０９３）， ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｈｉｇｈ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（Ｎｏ．２０１４ＡＡ０２０５１８） ａｎｄ ｔｈｅ １０００⁃Ｙｏｕｎｇ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｐｌａｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ．
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