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富含胞嘧啶单链 ＤＮＡ⁃银纳米簇荧光探针
用于 Ｓ１ 核酸酶的灵敏检测
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摘要　 以富含胞嘧啶（Ｃ）的单链 ＤＮＡ 为模板合成银纳米簇， 将其作为功能化探针， 建立了一种无标记荧光

检测 Ｓ１ 核酸酶的方法． Ｓ１ 核酸酶可以特异性识别单链 ＤＮＡ， 在最适的酶催化反应条件下， 可将其降解为单

核苷酸或寡核苷酸片段． 当 Ｓ１ 核酸酶不存在时， 富含 Ｃ 的单链 ＤＮＡ 可以有效地合成荧光银纳米簇； 当 Ｓ１ 核

酸酶存在时， 单链 ＤＮＡ 模板被特异性识别并降解， 导致无法形成银纳米簇， 使体系荧光信号降低． 实验结果

表明， 银纳米簇的荧光强度随着 Ｓ１ 核酸酶浓度的增加而降低． 在优化的条件下， 体系荧光信号（Ｆ ／ Ｆ０）与 Ｓ１
核酸酶的浓度在 ５􀆰 ０×１０－５ ～４􀆰 ０×１０－３ Ｕ ／ μＬ 范围内呈线性关系， 检出限为 ２􀆰 ０×１０－６ Ｕ ／ μＬ． 该荧光探针选择性

好， 可用于 ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基中 Ｓ１ 核酸酶的检测， 回收率达到 ９１􀆰 ８％～１０９􀆰 ５％．
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Ｓ１ 核酸酶可以特异性识别单链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）或者 ＲＮＡ， 在最适的酶催化反应条件下， 可降解

ｓｓＤＮＡ或 ＲＮＡ 产生带 ５′⁃磷酸的单核苷酸或寡核苷酸片段［１，２］ ． 核酸酶作为生物体所需的酶类， 参与了

一系列的细胞功能活动， 如脱氧核糖核酸的复制、 改造、 重组、 修复和自我保护等［３～５］ ． 核酸酶除了参

与重要的细胞功能活动外， 也被广泛应用于核酸结构的测定、 核酸杂交的定量分析及定点突变等领

域［６，７］ ． 由于核酸酶的广泛应用， 对其活性测定方法的研究在分子生物学、 生物医学、 纳米科学和生物

传感等领域均具有重要意义．
传统的检测核酸酶的方法有聚丙烯酰胺凝胶电泳法［８］、 高效液相色谱法［９］、 放射性标记法［１０］、 酶

联法及酶联免疫吸附法［１１］等多种， 这些方法存在对仪器要求较高， 操作程序复杂等缺点． 近年来， 基

于光、 电信号转换技术发展了一系列检测 Ｓ１ 核酸酶的方法， 如比色法［１２］、 电化学法［１３～１５］ 和荧光

法［１６～１９］等． 此外， 一些新型材料如金纳米颗粒、 碳纳米管［２０］ 及阳离子聚噻吩衍生物［２１］ 等， 已用于 Ｓ１
核酸酶检测方法的构建． 然而， 这些方法存在检测灵敏度低、 原料昂贵及检测程序费时等缺点． 因此，
开发一种灵敏度高、 操作简便的 Ｓ１ 核酸酶检测方法是目前的研究趋势之一．

贵金属纳米簇（ＮＣｓ）因其尺寸小、 无毒性和生物相容性良好等优点而引起了广泛关注［２２］， 已被应

用于生物成像、 生物传感和特异性蛋白检测等领域［２３～２６］ ． 银纳米簇（ＡｇＮＣｓ）作为一种贵金属纳米簇，
因具有高度极化的电子跃迁性能， 已成为一种极具潜力的荧光基团［２７～２９］ 和生物成像材料［３０～３２］ ． 合成

ＡｇＮＣｓ 的模板有很多种， 主要包括高聚物［３３］、 有机小分子［３４］、 树枝状化合物［３５］、 蛋白质［３６］、 多肽［３７］

和 ＤＮＡ［３８］等． 其中， 利用 ＤＮＡ 为模板合成的 ＡｇＮＣｓ 具有良好的光谱和光物理性质， 在光学分析、 单

分子研究及纳米器件等方面有良好的应用前景． Ｔｉａｎ 等［３０］利用 ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ 荧光增强法来检测 Ｓ１ 核



酸酶， 当 Ｓ１ 核酸酶存在时可以降解与富含鸟嘌呤 Ｇ 的 ＤＮＡ 序列（Ｇ⁃ＤＮＡ）互补的抑制 ＤＮＡ 序列， 释

放出 Ｇ⁃ＤＮＡ 序列， 拉近 ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ 和 Ｇ⁃ＤＮＡ 序列之间的距离， 促使 ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ 的荧光显著增

强， 从而实现对 Ｓ１ 核酸酶的定量检测， 检出限达 １􀆰 ０×１０－５ Ｕ ／ μＬ． 但是， 该方法需引入抑制 ＤＮＡ 序列、
富含 Ｇ 的 ＤＮＡ 序列及合成 ＡｇＮＣｓ 的 ＤＮＡ 序列， 成本较高， 反应体系较为复杂． 此外， 基于双链［３９，４０］

或单链 ＤＮＡ［４１］为模板合成的铜纳米簇（ＣｕＮＣｓ）已用于核酸酶的检测． 然而， 以双链 ＤＮＡ 为模板合成

的 ＣｕＮＣｓ 检测 Ｓ１ 核酸酶的检出限为 ３􀆰 ０×１０－４ Ｕ ／ μＬ［３９］， 其灵敏度有待进一步提高． 以 ｓｓＤＮＡ 为模板

合成的 ＣｕＮＣｓ 的荧光量子产率相对较低， 如以 Ｔ３０ 为模板合成的铜纳米簇的量子产率为 ０􀆰 ０６８［４１］ ． 因

此， 设计一种体系简单、 灵敏便捷的 Ｓ１ 核酸酶检测方法值得进一步探讨．
基于此， 本文以富含胞嘧啶 Ｃ 的单链 ＤＮＡ 作为模板合成高荧光量子产率的 ＡｇＮＣｓ， 当 Ｓ１ 核酸酶

存在时， Ｓ１ 核酸酶可把 ｓｓＤＮＡ 降解为单核苷酸或寡核苷酸片段， 使其无法进行构型转变形成 ＡｇＮＣｓ，
导致体系荧光信号显著降低． 该荧光探针方法灵敏度高、 操作简单且无需标记， 可用于 Ｓ１ 核酸酶的快

速灵敏检测， 在光学分析领域具有良好的应用价值．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ 探针序列如表 １ 所示， 为自行设计并由宝生物工程（大连）有限公司合成纯化； Ｓ１ 核

酸酶和外切酶（Ⅲ）购于宝生物工程有限公司（大连）； Ｅ． ｃｏｌｉ 连接酶、 Ｂｓｔ 聚合酶和 ＢＳＡ 购于新英格兰

生物实验室公司（美国）； ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基购于生工生物工程股份有限公司（上海）； 硝酸银、 硼

氢化钠、 磷酸氢二钠、 磷酸二氢钠、 醋酸镁和硝酸锌均购于国药集团化学试剂有限公司（北京）； ＤＮＡ
溶液使用磷酸盐缓冲液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠＋１􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸镁， ｐＨ＝ ７􀆰 ０）配制并稀释． 实验所用水均

为超纯水（电阻率 １８􀆰 ２５ ＭΩ）； 所用实验器皿、 移液枪枪头均经过高温高压灭菌．
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

Ｐｒｏｂｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′— ３′）

ＤＮＡ１ ＣＣＣＴＴＡＡＴＣＣＣＣ
ＤＮＡ２ ＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣ
ＤＮＡ３ ＡＡＴＴＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＡＡＴＴ
ＤＮＡ４ ＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＧＣＣＣＧＣＣ
ＤＮＡ５ ＧＣＡＴＡＴＣＧＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＣＧＡＴＡＴＧＣ
ＤＮＡ６ ＡＴＣＣＴＣＣＣＡＣＣＧＧＧＣＣＴＣＣＣＡＣＣＡＴＡＡＡＡＡＣＣＣＴＴＡＡＴＣＣＣＣ

　 　 Ｆ⁃７０００ 型荧光分光光度计（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司）； ＰＨＳＪ⁃３Ｆ 型 ｐＨ 计（上海雷磁仪器厂）； ＫＱ３２００Ｂ
型超声波清洗器（昆山超声仪器公司）； ＸＦＳ⁃２８０Ａ 型手提式压力蒸汽灭菌锅（浙江新丰医疗器械有限公

司）； 恒温金属浴（杭州博日科技有限公司）．
１．２　 ＤＮＡ 探针的配制

先配制包含 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４， ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＨ２ＰＯ４和 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｇ（ＣＨ３ＣＯＯ） ２的磷酸盐缓冲

液， 调节 ｐＨ＝ ７􀆰 ０， 将此溶液作为单链 ＤＮＡ 探针的缓冲液． 取适量该缓冲液将 １􀆰 ０ ＯＤ ＤＮＡ１ 溶解， 配

制浓度为 ２􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＮＡ１ 溶液． 采用相同方法配制 ＤＮＡ２， ＤＮＡ３， ＤＮＡ４， ＤＮＡ５ 和 ＤＮＡ６ 溶液． 将
配制好的单链 ＤＮＡ 溶液置于 ４ ℃冰箱中保存．
１．３　 以 ｓｓＤＮＡ 为模板的 ＡｇＮＣｓ 的合成

参照文献［４２］方法， 以富含胞嘧啶 Ｃ 的 ｓｓＤＮＡ 为模板合成 ＡｇＮＣｓ， 设定 ｎ（ＤＮＡ） ∶ ｎ（ＡｇＮＯ３） ∶
ｎ（ＮａＢＨ４）＝ １ ∶ ６ ∶ ６． 将 ７５ μＬ ２􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｓｓＤＮＡ 溶液与 ９ μＬ ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡｇＮＯ３溶液于室温下充分混

合， 于暗处培育 １５ ｍｉｎ， 然后迅速加入新鲜配制的 ４􀆰 ５ μＬ ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＢＨ４溶液， 充分搅拌混合后，
于暗处室温下反应 ６０ ｍｉｎ， 得到无色溶液 Ａ．
１．４　 Ｓ１ 核酸酶的检测

将用磷酸盐缓冲液配制好的 ７５ μＬ 浓度为 ２􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＮＡ 探针与不同浓度的 Ｓ１ 核酸酶置于

离心管中， 在 ３７ ℃下孵育 ２５ ｍｉｎ， 加入 ９ μＬ 浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硝酸银溶液， 用移液枪充分混合， 避
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光静置 １５ ｍｉｎ， 然后迅速加入 ４􀆰 ５ μＬ 浓度为 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的硼氢化钠溶液， 充分搅拌后于暗处静置

６０ ｍｉｎ， 得到无色溶液 Ｂ． 分别取反应完毕的溶液 Ａ 和含不同浓度 Ｓ１ 核酸酶的溶液 Ｂ 测定其荧光光

谱， 设置激发波长为 ５６０ ｎｍ， 扫描 ５６０～６８０ ｎｍ 波长范围内的光谱， 扫描速率为 ２４０ ｎｍ ／ ｍｉｎ， 激发和

发射狭缝宽度均设为 １０ ｎｍ．

２　 结果与讨论

２．１　 检测原理

实验原理如图 １ 所示， ＡｇＮＣｓ 可作为一个识别信号发射器用于 Ｓ１ 核酸酶的检测． 实验选用富含胞

嘧啶（Ｃ）的寡核苷酸单链（ｓｓＤＮＡ）合成 ＡｇＮＣｓ， 由于碱基 Ｃ 与银离子（Ａｇ＋）之间存在高亲和力特异性

相互作用， 富 Ｃ 单链 ＤＮＡ 在 Ａｇ＋ 存在下能够进行构型转变， 形成稳定的 Ｃ⁃Ａｇ＋ ⁃Ｃ 发夹结构， 加入

ＮａＢＨ４溶液后， 聚集在富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ 附近的 Ａｇ＋被还原成 Ａｇ， 从而在均相中形成 ＡｇＮＣｓ， 且在发射波长

６１０ ｎｍ 处有较强且较稳定的荧光． 当存在 Ｓ１ 核酸酶时， Ｓ１ 核酸酶可将单链 ＤＮＡ 降解为酸可溶性的核

苷酸， 从而使单链 ＤＮＡ 降解为小的 ＤＮＡ 片段， 当加入 Ａｇ＋ 时不能进行构型转变， 从而难以形成

ＡｇＮＣｓ， 使荧光强度显著下降， 据此可进行 Ｓ１ 核酸酶的定量检测．

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄ ＤＮＡ ｓｃａｆｆｏｌｄｅｄ ｓｉｌｖｅｒ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ
ｆｏｒ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２　 ＴＥＭ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄ
ＤＮＡ ｓｃａｆｆｏｌｄｅｄ ｓｉｌｖｅｒ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ

２．２　 富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ 的合成及各组分荧光响应行为

为了考察各组分对富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ 合成的影响以及 Ｓ１ 核酸酶与 ｓｓＤＮＡ 的相互作用， 以富

Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ 为载体， 利用 ＡｇＮＯ３对核酸探针的折叠作用， 以 ＮａＢＨ４为强还原剂合成了具有较强荧光的

ＡｇＮＣｓ． 图 ２ 为所合成富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ 的透射电子显微镜（ＴＥＭ）照片， 可见， 饱满的黑色实心圆点

单分散性好， 其半径为（２􀆰 ８±０􀆰 ８） ｎｍ， 且仅存在于灰

色阴影区域． 黑色实心圆点是以 ｓｓＤＮＡ 为模板合成的

ＡｇＮＣｓ， 而灰色阴影区域为 ｓｓＤＮＡ 模板， 因其线性结

构而呈现丝带状． 由图 ２ 还可以看出， 银纳米簇均匀

地附着在灰色阴影的深色丝带区域上， 并且仅在深色

丝带区域上才有实心圆点出现． 由此可知， ＡｇＮＣｓ 是

以 ｓｓＤＮＡ 为模板合成的， 且与 ｓｓＤＮＡ 有良好的结合

力， 故仅存在于 ｓｓＤＮＡ 骨架结构中．
通过对 ９ 种不同组分体系 ［ ＮａＢＨ４， ＡｇＮＯ３，

ＤＮＡ６， ＡｇＮＯ３ ／ ＮａＢＨ４， ＤＮＡ６ ／ ＮａＢＨ４， ＤＮＡ６ ／ ＡｇＮＯ３，
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ＤＮＡ６ ／ ＡｇＮＯ３ ／ ＮａＢＨ４， ＤＮＡ６ ／ Ｓ１ 核酸酶 ／ ＡｇＮＯ３ ／ ＮａＢＨ４， ＤＮＡ６ ／ Ｓ１ 核酸酶（ｄｅｎａｔｕｒｅｄ） ／ ＡｇＮＯ３ ／ ＮａＢＨ４］
的荧光性能进行比较（图 ３）发现， 核酸探针 ＤＮＡ６， ＡｇＮＯ３和 ＮａＢＨ４ ３ 种物质单独存在时均无荧光信

号， 因为这 ３ 种物质均无荧光发光基团． 而 ＤＮＡ６ ／ ＡｇＮＯ３， ＤＮＡ６ ／ ＮａＢＨ４和 ＮａＢＨ４ ／ ＡｇＮＯ３两物质混合

体系同样无荧光信号， 是由于 ２ 种物质之间反应后无法改变反应物分子结构和发光特性， 亦不能生成

新的具有荧光特性的物质． 当溶液中依次加入 ＤＮＡ６， ＡｇＮＯ３和 ＮａＢＨ４ ３ 种物质反应后， 溶液产生较强

的荧光信号， 这是由于 ＤＮＡ６， ＡｇＮＯ３和 ＮａＢＨ４ ３ 种物质共存时， ｓｓ⁃ＤＮＡ⁃ＡｇＣＮｓ 才能被合成， 且在发射

波长 ６１０ ｎｍ 处有强且稳定的荧光信号． 当 ＤＮＡ６ 溶液和 Ｓ１ 核酸酶混合液加入 ＡｇＮＯ３和 ＮａＢＨ４， 体系

的荧光强度明显降低， 表明 Ｓ１ 核酸酶可将 ｓｓＤＮＡ 降解为小的 ＤＮＡ 片段， 生成 ＡｇＮＣｓ 的量骤减， 致使

荧光强度显著下降． 同样地， 当在 ＤＮＡ６ 溶液和 Ｓ１ 核酸酶（变性）混合液加入 ＡｇＮＯ３和 ＮａＢＨ４时， 则在

６１０ ｎｍ 处产生强且稳定的荧光． 由此可见， 当 ＤＮＡ６， ＡｇＮＯ３和 ＮａＢＨ４同时存在时可形成具有稳定荧光

信号的体系， 当加入 Ｓ１ 核酸酶后， 体系荧光强度明显降低， 因此本实验设计具有良好的可行性．

Ｆｉｇ．３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍｓ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ： ３􀆰 ０×１０－３ Ｕ ／ μＬ，
λｅｘ ＝ ５６０ ｎｍ．

Ｆｉｇ．４　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｓｓＤＮＡ⁃
ＡｇＮＣｓ ｄｅｐｅｎｄｅｄ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＤＮＡ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ（ａ） ｏｒ ｐｒｅｓｅｎｃｅ（ｂ）
ｏｆ ３􀆰 ０×１０－３ Ｕ ／ μＬ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ＮａＢＨ４

［Ａｇ＋］ ＝ ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ．

２．３　 实验条件的优化

不同富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ 探针对于 Ａｇ＋的结合能力不同， 为了优化传感体系性能， 选择 ６ 种富 Ｃ⁃核酸探针

ＤＮＡ１～ＤＮＡ６（见表 １）用于富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ 的合成， 并用于 Ｓ１ 核酸酶的检测． 如图 ４ 所示， ＤＮＡ６ ／
ＡｇＮＯ３ ／ ＮａＢＨ４体系与 ＤＮＡ６ ／ Ｓ１ Ｎｕｃｌｅａｓｅ ／ ＡｇＮＯ３ ／ ＮａＢＨ４ 体系相比， 荧光强度由原体系的 １３５１ 降为

５２６􀆰 ９， 其信背比（Ｆ ／ Ｆ０）＝ ０􀆰 ３９． 从结构上来看， ＤＮＡ６ 为 １ 条碱基数为 ４２ 的脱氧核糖核苷酸链， 其与

ＡｇＮＯ３反应后自身折叠程度较高， 加入还原剂 ＮａＢＨ４将 Ａｇ＋ 还原成 Ａｇ 原子， 致使荧光强度很高． 当

ＤＮＡ６ 与 Ｓ１ 核酸酶混合后， 由于 Ｓ１ 核酸酶可将单链的 ＤＮＡ６ 降解为小的 ＤＮＡ 片段， 再加入 ＡｇＮＯ３与

ＮａＢＨ４后， 无法形成 ＡｇＮＣｓ， 致使荧光强度明显下降． 而其它 ５ 条 ＤＮＡ 链与 Ｓ１ 核酸酶反应的信背比远

高于 ＤＮＡ６， 故 ＤＮＡ６ 为最佳核酸探针．
为了合成出最稳定状态的 ｓｓＤＮＡ⁃ＡｇＮＣｓ， 考察了合成过程中加入 ＮａＢＨ４溶液后反应时间对其稳定

性的影响． ＮａＢＨ４具有较强的还原性， 能将 ＡｇＮＯ３

中的 Ａｇ＋还原为 Ａｇ 原子， 并与胞嘧啶紧密地结合．
在一定时间内， ＡｇＮＣｓ 的化学性质在磷酸缓冲液中

慢慢稳定下来， 并表现出非常好的荧光特性， 具有

强的发射光谱． 如图 ５ 所示， 在 ５０ 和 ５５ ｍｉｎ 时

ＮａＢＨ４还原反应不够完全， 无法将全部的 Ａｇ＋充分

还原， 这使得荧光强度随着时间的增加而增大， 而

６０ ｍｉｎ 后荧光强度随时间的增加慢慢减缓， 此时

ＮａＢＨ４还原持续增大， 失去荧光效应． 因此， 实验选

择 ６０ ｍｉｎ 为 ＮａＢＨ４最佳反应时间．
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Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｇｅｓｔｉｎｇ ｔｉｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ（ａ） ａｎｄ
ｐｒｅｓｅｎｃｅ（ｂ） ｏｆ ３􀆰 ０×１０－３ Ｕ ／ μＬ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ

考察了 Ｓ１ 核酸酶与核酸探针的反应时间对检

测结果的影响． 图 ６ 示出了 Ｓ１ 核酸酶孵育时间

（１５， ２０， ２５， ３０， ３５ 和 ４０ ｍｉｎ）与荧光强度的关系

图． 在无 Ｓ１ 核酸酶存在时， ＡｇＮＣｓ 荧光强度随着时

间的增加先升高后稍微下降并缓慢趋于稳定； 而 Ｓ１
核酸酶存在时， 体系的荧光强度随着时间的增加先

下降后略微升高继而趋于稳定． 综合考察空白样品

和目标样品的荧光强度值， 在 ２５ ｍｉｎ 处具有较好的

信背比， 故选择 ２５ ｍｉｎ 为 Ｓ１ 核酸酶与核酸探针的

最佳反应时间．
２．４　 Ｓ１ 核酸酶的定量检测

为了测试该传感探针对 Ｓ１ 核酸酶的灵敏度， 逐渐改变传感体系中 Ｓ１ 核酸酶的加入量， 在优化的

实验条件下扫描其荧光光谱［图 ７（Ａ）］， 绘制了荧光信号 Ｆ ／ Ｆ０与 Ｓ１ 核酸酶浓度的关系图［图 ７（Ｂ）］．
可见， 该传感体系荧光强度随着 Ｓ１ 核酸酶浓度的增加而依次递减． 这种现象表明， 随着 Ｓ１ 核酸酶浓

度的增加， 富含胞嘧啶（Ｃ）的 ｓｓＤＮＡ 更多地被降解为小的 ＤＮＡ 片段， 使其无法形成 ＡｇＮＣｓ， 从而导致

荧光强度下降． 在 ５􀆰 ０×１０－５ ～ ４􀆰 ０×１０－３ Ｕ ／ μＬ 范围内， 体系荧光信号（Ｆ ／ Ｆ０）与 Ｓ１ 核酸酶浓度呈线性关

系， 线性方程可拟合为 Ｆ ／ Ｆ０ ＝ －１７９􀆰 １ｃ＋ ０􀆰 ９２３５， Ｒ＝ ０􀆰 ９９０４（ｃ 为 Ｓ１ 核酸酶的浓度）． 根据 ３ 倍信噪比

原则（Ｓ ／ Ｎ≥３）， 可计算出检测 Ｓ１ 核酸酶的最低浓度为 ２􀆰 ０×１０－６ Ｕ ／ μＬ． 可见， 该传感探针对于 Ｓ１ 核

酸酶的检测具有高灵敏性．

Ｆｉｇ．７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ａｓｓａｙ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ（Ａ） ａｎｄ ｐｌｏｔ ｏｆ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｉｏ（Ｆ ／ Ｆ０） ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｓｅｎｓｏｒ ｗｉｔｈ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ｂ）
（Ｂ） Ｆ０ ａｎｄ Ｆ ａｒｅ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｉｎｐｕｔｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ．８　 Ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ Ｔｈｒｏｍｂｉｎ
（ａ）， Ｅ． ｃｏｌｉ ｌｉｇａｓｅ（ｂ）， ＥｘｏⅢ（ ｃ）， ＢＳＡ（ ｄ）， Ｂｓｔ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ｅ） ａｎｄ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ（ ｆ） ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ
ｓｙｓｔｅｍ
ａ． ４􀆰 ０×１０－２ Ｕ ／ μＬ； ｂ． ４􀆰 ０×１０－２ Ｕ ／ μＬ； ｃ． ４􀆰 ０×１０－２ Ｕ ／ μＬ；

ｄ． ４􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ； ｅ． ４􀆰 ０×１０－２ Ｕ ／ μＬ； ｆ． ４􀆰 ０×１０－３ Ｕ ／ μＬ．

２．５　 选择性考察

在优化的实验条件下， 考察了 ４􀆰 ０ × １０－３

Ｕ ／ μＬ Ｓ１ 核酸酶以及 ４􀆰 ０×１０－２ Ｕ ／ μＬ Ｂｓｔ 聚合

酶、 凝血酶、 外切酶Ⅲ、 Ｅ． ｃｏｌｉ 连接酶和 ４􀆰 ０
ｍｇ ／ ｍＬ ＢＳＡ 对合成 ＡｇＮＣｓ 的 ＤＮＡ 单链的影

响． 如图 ８ 所示， 各干扰物质对合成 ＡｇＮＣｓ 的

ＤＮＡ 单链的影响不明显， 表明该荧光探针体系

对 Ｓ１ 核酸酶具有良好的选择性．
２．６　 回收率的测定

为了验证该方法对实际样品中 Ｓ１ 核酸酶

检测的可行性， 选择 ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基样

品作为实际样品， 在最佳的实验条件下， 采用

加标回收法测定加入标准浓度 Ｓ１ 核酸酶溶液
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前后的荧光强度． 同时， 在加入 Ｓ１ 核酸酶时， 加入 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硝酸锌来保护核酸酶活性， 结果列于

表 ２． 可见， 该荧光探针检测 ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基中 Ｓ１ 核酸酶的回收率达到 ９１􀆰 ８％ ～１０９􀆰 ５％， 且每

个样品的相对标准偏差（ＲＳＤ）＜１０％， 说明该方法对样品中 Ｓ１ 核酸酶的检测具有可行性．
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｉｎ ＲＰＭＩ １６４０ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍ

Ｓａｍｐｌｅ １０３Ａｄｄｅｄ ／ （Ｕ·μＬ－１） １０３Ｆｏｕｎｄ ／ （Ｕ·μＬ－１） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） ＲＳＤ（％）

１ ０􀆰 ２０００ ０􀆰 １８４９ ９２．５ ８．７
２ ０􀆰 ４０００ ０􀆰 ３６７１ ９１．８ ９．１
３ ２􀆰 ０００ ２．１８９ １０９．５ ７．７
４ ４􀆰 ０００ ３．７８２ ９４．６ ８．７

３　 结　 　 论

利用由富 Ｃ⁃ｓｓＤＮＡ 合成的 ＡｇＮＣｓ 作为功能化探针， 发展了一种简便、 高效、 灵敏地检测 Ｓ１ 核酸

酶的方法． 该荧光探针对 Ｓ１ 核酸酶在 ５􀆰 ０×１０－５ ～ ４􀆰 ０×１０－３ Ｕ ／ μＬ 范围内表现出良好的线性响应关系，
检出限达 ２􀆰 ０×１０－６ Ｕ ／ μＬ． 该方法具有良好的选择性， 可用于实际样品 ＲＰＭＩ １６４０ 细胞培养基中 Ｓ１ 核

酸酶的检测， 在生命分析领域具有良好的应用价值．
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Ｃ⁃ｒｉｃｈ ｓｓＤＮＡ ｐｒｏｂｅｓ ｗｅｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｉｎｔｏ ｓｍａｌｌ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ． Ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔ，
ｔｈｅ ｓｉｌｖｅｒ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｗａｓ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｌｅａｄｉｎｇ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ． Ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｈａｎｇｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｇａｒｉｔｈｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｕ２＋ ｉｏｎｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ
５􀆰 ０×１０－５ Ｕ ／ μＬ ｔｏ ４􀆰 ０ × １０－３ Ｕ ／ μＬ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ａｓ ２􀆰 ０ × １０－６ Ｕ ／ μＬ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｂｓｔ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ， Ｔｈｒｏｍｂｉｎ， ＥｘｏⅢ， Ｅ．ｃｏｌｉ ｌｉｇａｓｅ ａｎｄ ＢＳＡ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｓｅｎｓｏｒ ｒｅｖｅａｌｓ ｇｏｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｆｒｏｍ
９１．８％ ｔｏ １０９．５％ ｉｎ ＲＰＭＩ １６４０ ｃｅｌｌ ｍｅｄｉｕｍ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｆｅａｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｉｎ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｉｓ ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ， ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｃｏｓｔ⁃ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｈａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｐｐｌｉｃａ⁃
ｔｉｏｎ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅａｒｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 Ｓｉｌｖｅｒ ｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓ； Ｃｙｔｏｓｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｓｓＤＮＡ； Ｓ１ ｎｕｃｌｅａｓｅ； Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ

（Ｅｄ．： Ｎ， Ｋ）

† Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（Ｎｏｓ． ３１５２７８０３， ２１５４５０１０， ２１６４５００９） ａｎｄ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｓｅｒｖｉｃｅ Ｎｅｔｗｏｒｋ（ＳＴＳ） Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｃｈｉｎａ（Ｎｏ． ＫＦＪ⁃ＳＷ⁃ＳＴＳ⁃１７３） ．
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