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基于核酸探针的汞离子和铅离子检测

摘 要

目前，重金属离子污染已对人类生存环境造成了极大威胁。许多有毒重金属

离子难以被微生物降解，可以通过生物链的蓄积进入人体，严重威胁着人类的身

体健康及生命安全。因此，发展简单、快捷、灵敏、实用的重金属离子检测方法

对控制环境污染、保护人类健康都具有重要的意义。核酸探针具有实时、快捷、

稳定、直观的超灵敏等分析检测的优点，使其在医药、环境、食品等众多领域的

重金属分析检测中，具有极其广阔的发展空间和应用前景。因此，在本论文的研

究中，我们构建了以下三种基于核酸探针的汞离子和铅离子的检测方法：

(1)基于环糊精／芘协同作用荧光检测汞离子(H92+)。实验设计了一条茎部含

有错配胸腺嘧啶(T)碱基对，两端分别标记芘分子的DNA探针。在H92+存在下，

探针分子通过形成T．Hg”．T结构以及丫．环糊精的协同作用，产生芘分子的二聚体荧

光信号。在优化的实验条件下，传感体系的响应信号在H92+浓度为0．5 ltM至3．0 lxM

的范围内呈良好的线性关系，检出限为O．3“M。此方法具有良好的选择性，同时

基于芘分子二聚体荧光长寿命的特点，利用时间分辨技术，有望应用于复杂生物

样品H矛+检测。

(2)基于脱氧核酶(DNAzyme)免标记比色检测铅离子(Pb2+)。实验设计了

～条包含DNAzyme以及富乌嘌呤碱基(G)链的发夹型结构的核酸探针，通过Pb2+

作用后，将DNAzyme中底物链释放出来，形成G．四链体引发显色反应，通过吸

收信号的响应来达到检测Pb2+的目的。体系的响应信号在Pb2+浓度为5 nM至100

nM的范围内呈良好的线性关系，检出限可以达到3 nM。此外，该方法还具有良

好的选择性。

(3)基于脱氧核酶免标记荧光检测铅离子。利用DNAzymen-]"以在Pb2+的作用下，

发生特异性的断裂以及SYBR Green I(SG)与双链DNA杂交体间的嵌入作用，使

得互补配对的双链与单链DNA产生不同的荧光信号，对Pb2+进行检测。体系的响

应信号在Pb2+浓度为1 ItM至8 lxM的范围内呈良好的线性关系，检出限可以达到

0．6 lxM。

关键词：核酸探针；汞离子；铅离子；荧光；吸收
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Abstract

Heavy metal ions are one kind of main pollutants in the environment，which have

caused great threat to human living conditions．Heavy metal ions in the environment

are difficult to degrade，which can be accumulated into the human body through the

food chain，leading a serious threat to people’S health and life．Therefore，it is of great

significance to establish a simple，fast，sensitive method to detect them as to the

control of environmental pollution and the protection of human health．Probes based

on nucleic acids(DNA probe)with advantages of real-time，quick，stable，selective and

visual inspection make its broad space to used in pharmaceutical，environment，food

and metal areas．In this research paper，we construct three DNA probes to detect

mercury and lead ions，the details are described as follows：

(1)A probe based on the thymine．H92+-thymine(T．H92+．T)coordination

chemistry and the inclusion interaction of丫一cyclodextrin was developed．A

bis—pyrene-labeled thymine—rich DNA strand was used as the detection probe．In the

presence of Hg计，the stem—close—shaped DNA strand Can be formed under the

cooperation of 1／-cyclodextrin and predominantly emit the excimer fluorescence ideally．

With the optimum conditions，the system exhibits a dynamic response range for Hgz十

from O．5 to 3 pM with a detection limit of 0．3 lxM．This strategy afforded exquisite

selectivity for Hg什against other environmentally related metal ions．At the same time，

pyrene exeimer has a longer fluorescence lifetime，combined with lifetime-based

measurements，the probe hold potential applied in complex biological samples．

(2)A probe based on label—free DNAzyme colorimetric molecular switch for

detection of Pb计was developed．The system including DNAzyme and guanine(G)一rich

DNA strand．In the presence of Pb2+，the substrate strands was released to solution and

formed G-quadruplex，resulting absorbance change to detect Pb计．The system exhibits

a dynamic response range for Pb什from 5 to 1 00 nM with a detection limit of 3 nM．In

addition，the selectivity of the sensor for Pbz+against other environmentally related

metal ions is outstanding．

(3)A probe based on label—free DNAzyme fluorescing molecular switch for

detection of Pb“was developed．In the presence of Pb”，DNAzyme was fracture，and

the obvious fluorescent change of the Sybr Green I(SG)，after binding to double strand

or single strand DNA was observed．The system exhibits a dynamic response range for
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第1章绪论

随着科学技术和经济发展，人们的生活水平有了很大的提高。与此同时，由于对自

然资源的过度开发及利用，人类为此付出了惨重的代价。矿业的开发以及工业“三废”、

机动车尾气的排放、污水灌溉和农药、除草剂等的使用，严重地污染了大气、土壤和水

质。近年来，“砷毒”、“血铅”、“镉米”等事件的频频发生，也让重金属污染成为最受关

注的公共事件之一。通常环境介质中的重金属离子有其自然存在的量或浓度，称为本底

值，一般情况下本底值是比较低的，不会对人体及环境产生任何影响。但是近年来受人

类活动影响，重金属在环境介质中的存在形式和浓度发生了很大变化，使其对人类生态

环境的影响不断加剧。重金属污染的初期一般不易察觉，进入人体后，可在人体的某些

器官积累，造成慢性中毒。因此，发展快速、准确灵敏的重金属检测技术，对于控制环

境污染、保护人类健康，都具有十分重要的理论和现实意义。

1．1重金属离子污染

化学上根据金属的密度，通常把密度大于4．5∥cm3的金属称为重金属【lJ。如金、银、

铜、铅、锌、汞、镍、镉和锰等大约45种。从毒性角度一般把金属锡、砷和铝等也包

括在内。尽管重金属锌、铜和锰等是生命活动所必需的微量元素，但是大部分重金属如

铅、汞、镉等并非生命活动所必需，而且所有重金属超过一定浓度时都会对人体的某些

机能造成损伤。这些重金属在环境中不能被降解，与其他毒素结合可以生成毒性更大的

有机物或无机物，进入人体后毒性更大，它们被称为有害重金属。在环境污染中研究最

多的一般是汞、镉、铅和类金属砷等。

重金属离子污染指由重金属或其化合物所造成的环境污染。主要来源是工业污染，

其次是交通污染和生活垃圾污染。工业污染大多由废渣、废水、废气等排入环境，然后

在人和动植物中富集，从而对环境和人类健康造成极大危害。

重金属离子污染与其他有机化合物的污染不同，许多有机化合物可以通过自然界本

身的物理、化学或生物的降解，使有害性得以降低或消除。而重金属离子污染具有富集

性，很难在环境中被微生物降解。重金属离子污染主要表现在水污染中，还有一部分是

在大气以及固体废弃物中。水体中金属离子有利或有害不仅取决于金属的种类和性质，

而且还取决于金属离子的浓度以及其存在形态及价态，即使是有益的金属元素，当其浓

度超过一定数值时也会具有很强的毒性，可以引起动植物中毒，甚至死亡。金属有机化

合物(如有机汞、有机铅、有机锡、有机砷等)比相应的金属无机化合物毒性要强得多；

可溶态的金属又比固体颗粒态金属的毒性要大；六价铬比三价铬毒性要大等。重金属在

人体内能和蛋白质及各种酶发生强烈的相互作用，使它们失去活性，也可能在人体的某
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中富集，如果超过人体所能承受的限度，就会造成人体急性中毒、亚急性中毒以

中毒等，对人体造成极大的危害。

重金属离子污染分类

)汞污染。汞及其化合物都属于剧毒物质，可以在人体内蓄积。汞离子污染主要

于贵金属的冶炼、化妆品、照明用灯、齿科材料、水生生物等。血液中的汞离子

组织后，可以逐渐在脑组织中积累，达到一定量时就会对脑组织造成损害，另外

汞离子转移到肾脏，引起肾脏一些机能的损伤；进入水体的无机汞离子可转变为

大的有机汞，由食物链进入人体，引起全身中毒，如果是急性汞中毒，会诱发肝

尿；易受汞污染危害的人群主要是女性，尤其是准妈妈。天然水中一般含汞极少，

超过O．1嵋儿，正常人血液中的汞浓度小于5—10 pg／L，尿液中的汞浓度小于20

)铅污染。铅是可在人体和动物组织中蓄积的有毒金属。主要来源于各种油漆、

蓄电池、冶炼、机械、五金、化妆品、染发剂、电镀、自来水管等。通过皮肤、

、呼吸道等方式进入体内与多种器官有亲和作用，主要毒性效应是贫血症、神经

调和肾损伤，易受害的主要有儿童、老人、免疫低的人群。铅对水生生物的安全

0．16 mg／L，人体内正常的铅含量应该低于0．1 mg／L，如果含量超标，容易引起

损害神经系统。而幼儿大脑受铅的损害要比成人敏感得多。

)镉污染。镉不是人体的必需元素。镉的毒性很大，进入人体后可在人体内蓄积，

在肾脏，然后引起泌尿系统的功能失调；镉污染主要来源有电镀、采矿、冶炼、

燃料、电池和化学工业等排放的废水；废旧电池中镉含量也比较高、在一些水果和蔬菜

中，尤其是蘑菇中也有一定量镉。镉能够取代骨头中的钙，使骨骼严重软化，骨头寸断，

如果长期摄入微量镉容易引起骨痛病，也会引起胃脏功能紊乱，干扰人体内的酶系统，

导致血压上升。易受害的人群主要是矿业工作者、免疫力低下人群。正常人血液中的镉

浓度小于5“g／L，尿中小于1岖皿。

(4)砷污染。砷是人体的非必需元素，元素砷的毒性极低，而砷的化合物均有剧毒，

三价砷的化合物比其它价态的砷化合物毒性更强。砷可以通过呼吸道、消化道和皮肤接

触进入人体，如果摄入量超过排泄量，会在人体的肝、肺、肾、骨骼、子宫、肌肉等部

位蓄积，然后与细胞中的酶结合，使酶的生物活性受到抑制，特别是在毛发、指甲中的

蓄积，容易引起慢性砷中毒。砷还有致癌作用，能引起皮肤癌，通常情况下，土壤、水、

空气、植物和人体中的砷都是微量的，不足以对人体造成危害。

(5)铬污染。主要来源于劣质化妆品原料、皮革制剂、金属部件镀铬部分。如误食

饮用，可致腹部不适及腹泻等中毒症状，引起过敏性皮炎或湿疹。铬呼吸进入人体后，

对呼吸道有刺激和腐蚀作用，容易引起咽炎、支气管炎等症状。水污染严重地区的居民，

经常接触或过量摄入铬，易得结核病、腹泻、支气管炎、鼻炎、皮炎等。
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1．1．2重金属离子污染现状

重金属离子污染已经成为我国一个不可忽视的问题。随着我国工业的飞速发展，尤

其是乡镇企业，大量未经处理的含有重金属离子的工业废水及废弃物直接排入水体，造

成江、河、湖、海、地下水等水源的污染。其直接影响是：水产品的食用安全质量受到

严重威胁，目前全国有27条主要河流已受到不同程度的含汞工业废水污染，其水产品

也对人们的身体健康存在着潜在的威胁。同时，由于我国很多地区尤其是北方地区农业

灌溉水资源紧张，存在着大片的污灌区，造成了重金属离子在一些污灌区的农田中长期

积累，重金属离子污染事件频发。据不完全统计，由于镉的开采和冶炼排放的废水，我

国目前遭受镉污染的农田大约有18万亩，很多地区出现“镉米”事件，这些受污染的农

作物严重威胁到众多食用者的身体健康，也严重影响到我国农产品国内外市场未来发展

前景。

所以，政府有关部门对重金属离子的污染防治也采取了一些措施。2011年即将出台

的《重金属污染综合防治“十二五”规划》显示，中国将对汞、铬、铅、镉等重金属进行

重点防控。按照《规划》要求，到2015年，“重点区域”铅、汞、镉、铬和类金属砷等

重金属污染物的排放，要比2007年削减15％；“非重点区域”的重金属污染物排放量不

超过2007年水平。目前重金属的污染已相当严重，对环境和生物造成了极大危害，同

时，其易通过食物链而富集，因此，已经引起了世乔各国科学家的高度重视，解决这个

问题也迫在眉睫。

1．1．3重金属离子检测的方法及意义

鉴于重金属离子在生物体内易积累、毒性大等特点，所以建立痕量、超痕量重金属

离子分析检测技术极为重要。对于痕量重金属离子的检测，传统仪器分析方法有原子发

射光谱法、原子吸收光谱法、等离子体质谱法、荧光谱法和溶出伏安法等。

原子发射光谱分析法(Atomic Emission Spectroscopy，AES)是化学元素的原子和

离子在热激发或电激发下，利用发射特征的光波辐射而进行定性以及定量分析的方法。

该方法的特点是分析速度快、选择性好、灵敏度高和易操作等，可同时进行多元素的分

析。但该方法所需的成套设备昂贵，分析非金属元素硒、硫和卤素等的灵敏度较低，它

的准确度随待测元素含量的多少而有所不同，只限于元素分析，不能确定这些元素在样

品中存在的化合物状态，且对于含量高的元素定量分析误差较大，对于超微量元素的定

量分析灵敏度不够。

原子吸收光谱法(Atomic Absorption Spectroscopy，AAS)又称为原子吸收分光光

度，简称原子吸收法。是20世纪50年代发展起来一种基于待测元素的基态原子蒸汽对

该元素的原子特征谱线的吸收程度进行定量分析的一种方法12j。也是目前应用最为广泛

的对元素进行定性定量分析的方法，主要特点有：

(1)能测定几乎所有的金属元素，是现代工业、农业、石油、化工、地质、大气和
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环保等行业不可缺少的标准分析方法。

(2)选择性高，分析干扰少。

(3)检出限低，检测灵敏度高。

(4)仪器具有较高的精密度。

(5)分析速度快，对处理好的待测试样，每样次的测定只需数秒到数十秒。

(6)测定每种元素都需要相应的空心阴极灯，不能进行多元素同时分析。

原子荧光光谱分析法(Ato面c Fluorescence Spectroscopy，AFS)又称原子光致光谱

分析法，是一种通过待测元素的原子蒸气在辐射能激发下所产生的荧光强度来确定其含

量的一种分析方法。该方法具有灵敏度高、线性工作范围宽和分析谱线简单等优点。光

谱分析是一种相对分析方法，一般需要与标准样品作对照，由于样品的组成和结构变化

对测定结果的影响较大，因此对标样的要求较为严格。

溶出伏安法是电化学方法中一种重要的痕量分析方法，包括电解富集和电解溶出两

个过程。通过适当的阴极或阳极过程，恒电位预电解一定时间之后，使痕量被测组分在

电极上沉积，即电极富集；再将富集后的溶液静置0．5．1分钟后，用与预电解相反的电

极过程，使富集在电极上的被测物质在短时间内重新溶解下来，即电解溶出过程。通过

溶出过程的极化曲线获得溶出峰，而溶出峰的电流大小与被测物质的浓度成正比关系。

该方法对一些物质的测定有很高的灵敏度、准确度和精密度，仪器设备简单，操作费用

远远低于光谱法，所以实用性较高。

20世纪80年代以来，电感耦合等离子体质谱法(ICP．MS)[31逐渐成为元素分析中

最重要的技术之一，它以ICP炬作为原子化器和离子化器。与传统的电感耦合等离子体

原子发射光谱法(ICP．AES)相比，ICP．MS得到的谱线非常简单，仅由各个元素的同

位素组成。该技术对绝大多数元素都具有较高的灵敏度、准确度以及选择性。另外，此

方法还具有线性范围宽、可进行多元素同时检测等优点，已广泛用于环境、石油、冶金

以及生物学等领域。上述这些传统技术虽然灵敏度高、特异性强，但同时也存在着样品

预处理过程复杂、操作耗时、仪器昂贵和运行费用高等缺点，且不能提供连续的分析，

难以满足实际环境中方便快速、实时检测的需要。

1．2核酸探针简介

核酸是染色体的主要化学成分，是遗传信息的主要载体，是生物物种延续、物种进

化的决定因素；有时被称为“遗传微粒”。 核苷酸是核酸的基本结构重复单元，核苷酸

又是由碱基(base)，磷酸和戊糖组成，其中碱基和戊糖的结合产物称为核苷。根据核酸

所含戊糖种类的不同而分为脱氧核糖核酸(deoxyribonucleicacid，DNA)和核糖核酸

(ribonucleicacid，IⅢA)两大类。DNA是生物体内一种由很多单体组成的线性大分子(长

链聚合物)，它的基本结构重复单元是脱氧核苷酸，而糖类与磷酸分子借由酯键相连，

组成其长链骨架。核酸序列的异常，可以引起各种疾病以及生命活动异常，所以分析核
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酸序列，探测核酸结构与功能具有非常重大的意义。早在1988年，Bains等人就将短的

DNA片段固定到支持物上，以反向杂交的方式对核酸序列进行测定。如今，随着生命

科学与众多相关学科(如材料科学、计算机科学、微加工技术、有机合成技术等)的迅猛

发展，为核酸探针的实现提供了可能。

生物体都含有相对稳定的DNA序列，不易受外界环境因素的影响而改变。一般来

说，同种生物体具有相同的DNA序列，不同种生物体的不同，每个生物个体都有自己

独特的DNA序列。根据中心法则，DNA双链的核苷酸分子是通过碱基之间的氢键作用

专一性互补配对而结合在一起的，每个基因的RNA和对应的模板DNA链也可以通过碱

基配对而结合在一起。核酸探针就是根据核酸分子之间的互补配对原则设计的一种检测

目标DNA序列的一段核酸序列。一般先将探针核酸分子用某种可检测信号的物质标记，

然后用探针去和待检测的序列杂交。如果探针与被检测的核酸分子之间存在互补性，则

探针就会与目标序列形成杂交分子，通过检测标记物信号表达就可以检测目标序列。

H

图1．1腺嘌呤(A)和胸腺嘧啶(T)以及胞嘧啶(C)和鸟嘌呤(G)之间通过Watson-Crick氢键

杂交配对[41

上世纪50年代Watson和Crick阐明了脱氧核糖核酸的双链结构【4】，核酸碱基的互

补配对作用(如图1．1所示)开始为人们所熟知。随着人们对核酸结构和功能的深入研

究以及组合化学的发展，出现了许多新的功能化核酸分子，如分子信标(molecular

beacons，MBs)、脱氧核酶(DNAzyme)、核酸适体(aptamer)等，使利用核酸探针的

检测分析拓展到了更为广泛的领域【5罐】。并以此设计了许多新型的核酸探针体系(图1．2)。

分子信标是人为设计的一段具有茎．环(stem．100p)结构的发夹型DNA探针，茎部

一般由5．6对互补碱基形成，而环部则与目标核酸序列互补。在核酸分子末端分别标记

荧光基团和猝灭基团。当茎部序列杂交时，由于共振能量转移作用，荧光分子的荧光被

猝灭；如果存在目标DNA链与环部杂交，则茎部被打开，荧光基团与猝灭基团远离，

荧光恢复。核酸适体是通过指数富集配体的系统进化(systematic evolution ofligands by

exponentiM enrichment，SELEX)技术，经体外筛选出的对于配体具有特异性结合作用的

寡聚核苷酸片段[91。DNAzyme也是一类通过SELEX技术筛选出来的具有催化活性的

核酸序列【101。作为酶和抗体的核酸等价物，功能化的DNAzyme和核酸适体，除了对配

体有相当的亲和作用外，还表现出比蛋白等传统识别单元更多的优越性：由于功能化核



定的T-H92+．T结构，所以将胸腺嘧啶碱基作为识别基团，通过一定的连接体将其与信号

转导基团连接起来就可以构建基于分子化学的H92+荧光核酸探针体系。Ono等【20】在一条

茎部富胸腺嘧啶碱基的单链寡核苷酸(oligodeoxyribonucleotide，ODN)链两端分别标记

4一(4．二甲基氨基苯偶氮基)苯甲酸(4．((4’．(dimethylamino)phenyl)azo)benzoic acid，

Dabcyl)和荧光素(fluoreseein，FAM)，作为猝灭基团以及荧光基团，基于荧光共振能

量转移，设计了一种新型H92+荧光核酸探针，其响应机理见图1．3。当H92+不存在时，

该寡聚核苷酸链为一线性单链结构，所以Dabcyl和FAM相距较远，不能发生有效的荧
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光共振能量转移(FRET)，在激发光激发下，体系有很强荧光；当H92+存在时，由于T

碱基对与H92+的特异性结合形成稳定的ToH92+．T结构，该单链寡聚核苷酸链折叠成类

似发夹型(hairpin)结构的杂合体，使其两端标记的Dabcyl和FAM距离靠近，发生有

效地荧光共振能量转移，FAM的荧光被Dabeyl猝灭，根据此信号变化来测定溶液中的

H矿+，检出限可以达到40 nM，并且有很好的选择性。

H薹，l妇diag 魄粕确喵 ≥，脚删睡船删＼i／
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图1．3 H92+与T碱基配位示意图及}192+荧光核酸探针的响应机理【20】

金纳米颗粒作为一种新材料，在单链DNA溶液中分散性好，溶液呈红色，而在双

链DNA溶液中分散性较差，发生聚集现象，溶液呈蓝色，引起吸收信号的变化。科学

家根据此也设计了很多DNA探针用于目标物检测。Yang[2l】等利用金纳米颗粒对FAM

的猝灭效应及富T单链DNA(T-rich DNA)对H92+的识别作用，设计了一种比色和荧

光增强法检测H孑+，响应机理见图1．4。不存在H92+时，金纳米颗粒分散较好，溶液呈

红色，同时由于FAM标记的单链DNA吸附在金纳米颗粒表面，使两者距离靠近造成

FAM的荧光猝灭，当H92+存在的时候，由于错配T碱基对H92+的特异性亲和作用形成
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图1．4基于金纳米颗粒的H92+传感体系的响应机理【211



成类似发夹型结构，这样可以使短链DNA解离下来，即标记Black Hole Quencher-1链

掉下来，与FAM距离较远，无法发生荧光共振能量转移，FAM荧光恢复，而且其荧光

强度与H92+浓度在一定范围内呈线性关系，据此测定溶液中的H92+。Shangguan[24】等报

道了一种金属酞菁为信号转导基团，T碱基为识别基团的可逆性的H92+荧光核酸探针

(4T-ZnPe)，该探针结合了酞菁优良的光学性能和T碱基对H92+的特异性地识别作用。

不存在H92+时，表现出游离态的4T-ZnPc的荧光性质；当H92+存在时，由于T碱基与

H92+的特异性作用引起分子4T-ZnPc发生聚集，从而导致其荧光猝灭，而且其荧光猝灭

程度与H92+浓度在一定范围内呈线性关系，据此测定溶液中的H92+。Zhangt25】等以四苯

乙烯(TPE)为信号报告单元， T碱基为识别基团设计了新型H92+荧光核酸探针，在

加入H92+之前，游离态的TPE荧光很弱；加入H92+之后，由于T碱基与H92+的作用引
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起分子TPE聚集，从而导致TPE分子的荧光增强，而且其荧光增强程度与H92+浓度在

一定范围内呈线性关系，据此测定溶液中的H92+。到目前为止，利用T碱基对与H92+

特异性结合作用已经发展设计了许多新型的核酸探针体系，并各有其优势。

1．3．2基于G．四链体比色核酸探针设计

具有特殊序列的单链DNA可以在金属离子诱导下折叠成G．四链体(G．quadruplex)

结构【26】，许多科学工作者基于这一原理设计了性能优良的核酸探针体系。Wang[27】等利

用一条特殊的同时富含G碱基及T碱基的单链DNA(ARGOl00)，利用比色信号变化

来检测溶液中的H92+。当不存在H92+时，ARG0100折叠形成G．四链体，与血晶素结合

后具有过氧化物酶催化活性引起吸收信号的表达；当有H92+存在时，ARG0100中T碱

基与H92+的特异性结合形成稳定的T-H92+．T结构，阻止了G．四链体形成，吸收信号很

弱。同时，该研究小组研究了一条富G链(PS2．M)分别在K+及Pff+存在下形成G．四

链体后的过氧化物酶活性【28】。该链在K+存在时形成G-四链体，具有过氧化物酶活性，

加入pb2+后，pb2+可以将G．四链体中的K+竞争下来，使G．四链体失去过氧化物酶活性。

基于此原理，该研究小组发展了一种利用比色以及化学发光同时检测Pb2+的方法【29J。

1．3．3基于金属离子特异性DNAzyme核酸探针设计

核酶是一类具有催化功能的核酸分子。早在20世纪80年代，科学家们就发现RNA催

化酶反应，将其命名为核酶130-311，之后又发现DNA也具有酶的特性，称为脱氧核酶

(deoxyribozyme或DNAzyme)[32揶】，其发现是人类对于酶认识的又一次飞跃。DNAzyme

的活性与某些金属离子密切相关，通过体外筛选技术可以得到对一些金属离子有特异性

结合的DNA／RNA核酸适体或核酶，所以可以利用这些酶来构建金属离子荧光核酸探

针，用于环境中金属离子的检测。Tan[371等也利用Pb2+依赖性的DNAzyme设计了Pb2+

图1．6基--rr DNAzyme设计的Pb2+荧光传感体系的机理【37】

荧光传感体系，传感机理见图1．6。通过在DNAzyme两端分别标记猝灭基团和荧光基

团，其部分互补的DNA链通过多个T碱基(polyT)连接起来，两端发生分子内杂交将

荧光基团和猝灭基团拉近，由于FRET使荧光基团荧光被猝灭。当Pb2+存在时，DNAzyme

中荧光标记的DNA链被切断，使其远离猝灭基团，造成荧光恢复。
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1．4本论文的选题依据及研究内容

随着重金属离子及其化合物的广泛应用，其对环境的污染也越来越严重，研究环境

中重金属离子的含量就显得尤为重要，目前已经报道了许多高灵敏、快速、准确、低成

本并能选择性地分析检测重金属离子的方法。但是在研究和实际应用中还存在着一些不

足：首先，信号表达问题。由于重金属离子对一些常见荧光体的猝灭作用，容易“产生。

假阳性信号”；其次，需要标记。许多核酸探针都需要标记来产生信号表达，不仅费时

费力，还可能会对探针的活性造成一定程度的损害。本论文在上述的一些重金属离子检

测方法的基础上，对于重金属离子H92+以及Pb2+的检测方法做了一些探索和尝试，希望

对以后的研究提供一些参考及借鉴。本论文的主要研究内容如下：

(1)基于错配的胸腺嘧啶碱基对(T)与H92+的特异性亲和作用所形成的稳定的

T_H92+_T结构以及丫．环糊精与芘分子的包络作用，两者协同使探针链折叠成类似发夹型

(hairpin)结构的杂合体，造成探针两端标记的芘分子距离靠近，产生二聚体的荧光，

设计了基于荧光增强型H92+核酸探针。

(2)基于DNAzyme与G．四链体设计了一种发夹型结构的核酸探针，当不存在pb2+

时，富G链通过与碱基互补配对被封闭，不能形成G．四链体结构发生显色反应，吸收

信号较低；通过Pb2+作用后，将底物链上连接的富G链释放出来，形成G．四链体引发

显色反应，通过吸收信号的响应来达到检测Pb2+的目的。

(3)基于DNAzyme可以在pb2+的作用下，能够发生特异性的断裂以及SYBR Green

I(SG)与单双链DNA作用不同，设计了一种pb2+荧光核酸探针。体系中不存在Pb2+

时，DNAzyme更多的以双链形式存在，SG嵌入双链DNA中，荧光信号很强；当体系

加入pb2+时，DNAzyme中的双链结构被切断后释放，引起溶液中单链浓度增加使SG

荧光降低，以此信号变化来检测Pb2+。

-lO．
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第2章基于环糊精／芘协同作用荧光检测汞离子

2．1引言

汞是常温下唯一以液态存在的金属，通常呈银白色。在自然界中，汞以无机汞、有

机汞等多种形式存在。汞的用途较广，在冶金工业中常用汞齐法(汞能溶解于其它金属

形成汞齐)提取金、银和铊等金属；化学工业上用汞作阴极以电解食盐溶液制取烧碱和

氯气；汞的一些化合物在医药上有消毒、利尿和镇痛作用；汞银合金是良好的牙科材料；

在中医学上，汞用作治疗恶疮、疥癣药物的原料。同时汞也被认为是自然界中对人类最

具危害的有毒元素之一。汞的毒性取决于它的状态，一般说来，金属汞对人不会产生毒

性，有机汞化合物的毒性比无机汞化合物的毒性要大得多。一旦汞进入食物链被人误食，

会对人的健康造成极大危害，如大脑和神经系统损伤等【38。39】。世界环境保护组织规定人

类饮用水含汞量最高为2 ppb。所以发展灵敏度以及选择性更高的汞离子检测方法是非

常有必要的。至此，对汞离子检测，人们已经发展出很多方法包括原子发射光谱、原子

吸收光谱【2】和等离子体质谱【3】等，然而这些方法仍存在着一些缺点，例如样品需要预处

理、需要一些昂贵的仪器、操作手续复杂以及检测灵敏度不够等，因此，随着越来越多

汞化合物的应用以及汞的环境污染，人们希望研究出高灵敏、准确、快速、低成本并能

选择性地分析检测H孑+的方法。近年来，科学家们也发展了许多基于电化学信号、荧光

信号Ho。481以及利用一些新材料如金纳米颗粒等[49。51】的H92+核酸探针。在这些检测方法

中，基于DNA以及荧光信号表达的分子探针由于其检测灵敏度高、易于操作以及信号

容易检测m。45】等受到了人们越来越多的关注。但是这些方法在实际应用中仍然存在一定

的缺陷，同时由于H92+的重原子效应可以猝灭常见的荧光体，所以如何将识别信息转化

为荧光增强型的输出信号也是一个挑战。总之，发展灵敏度高，选择性好以及易于检测

的H92+体系一直是许多研究者追求的目标。

芘是一种淡黄色晶体的有机化合物，在许多化学分子修饰中存在很大优势【5}53】。芘

单体在吸收光子后，激发态的芘单体能够与基态的芘单体形成激基缔合物，水溶液中高

浓度的芘分子还可以形成二聚物，产生二聚体的荧光，所以芘分子具有单体以及二聚体

两种荧光发射，同时芘分子的荧光化合物有很大的消光系数、高的量子产率、长荧光寿

命等【54】优势。利用芘分子的这种性质，将芘分子标记在核酸分子两端就可以很方便的表

征DNA单双链的形成以及RNA折叠[55-60】，同时利用这两种荧光信号可以设计一些比率

型荧光分子探针，降低背景信号来提高检测灵敏度。然而芘二聚体的荧光很容易受到微

环境的影响：一些重金属离子H92+、CU2+和Cd2+等对芘的二聚体荧光有很强的猝灭作用，

所以利用芘分子的荧光信号来检测这些离子就受到了一定的限制。所以，寻求一种有效



公司(中国·上海)，7-环糊精、三羟甲基氨基甲烷(Tris(Hydroxymethyl)aminomethane，

Tris)购于Sigma(美国·St．Louis，MO)公司。H92+(10 mM)以及丫．环糊精(100 mM)

母液分别由Hg(N03)2、7-环糊精溶于高纯水(sterile Minipore water,18．3 MQ)中得到，

实验所用的缓冲溶液为10 mM Tris．HN03(pH 7．6，300 mM NaN03，5 mM M：92+)，然后

根据实验需要加入不同浓度的金属离子测试。未经说明，实验中所有使用的化学试剂都

为分析纯，并且未经进一步的处理。除非特殊说明，所有实验都是在室温下完成的。日

立U3010 IⅣMs光谱仪(Hitachi U．3010 UVNis spectrophotometer,Kyoto，Japan)用于

紫外．可见吸收光谱的测量。PHS．3C型pH计(上海雷磁仪器厂，中国·上海)，用于缓

冲溶液pH值的校正。实验中所用的DNA由大连宝生物工程有限公司(Dalian TaKaRa

Biological Engineering Technology and Services Co．，Ltd，Dalian)合成，高效液相色谱

(HPLC)纯化，DNA样品用高纯水溶解后得到母液，储存于4℃备用。本章所使用

DNA具体序列见表2．1：



2．2．2溶液中H92+检测

将P1和B4链加入至10 mM"Iris．HN03缓冲液中，最终浓度分别为100 nM和200

nM。加热至85 oC 5分钟，然后缓慢冷却至室温，约2小时后，加入5 mM丫-环糊精，

反应1 h后，准备测量。
坼：

将所需浓度的H92+加入至前面准备的样品中，室温下放置5分钟后，将溶液转移

入石英池，用荧光仪PTI QM4(Photo Technology International，Birmingham，NJ)进行光

谱的测量，激发波长为345 nlTl。

2．3结果与讨论

2．3．1汞离子对芘二聚体荧光影响

本实验设计是基于H92+存在下，两端标记的芘分子由于T．H92+-T作用靠近，产生

二聚体的荧光，但是，在实验过程中发现，芘分子的二聚体的荧光并未出现。从图2．1A

可以看出，随着不同浓度的H92+加入，芘分子的二聚体荧光并没有出现以及发生很大的

变化，出现这种现象可能的原因是芘分子的二聚体荧光被H矛+猝灭或者是并没有形成芘

分子的二聚体，所以利用另外一条DNA链P2来验证。P2链环部碱基与P1完全相同，

不同的是茎部有六个可以互补配对碱基。当不存在H92+时，茎部就可以通过碱基互补配

对使链末端标记的芘分子靠近，产生芘分子的二聚体荧光。实验结果表明：在P2溶液

中加入不同浓度的H92+之后，芘分子的二聚体荧光逐渐降低，说明芘分子的二聚体荧光

逐渐被猝灭(图2．1B)，证明H92+对芘分子的二聚体荧光有很强的猝灭作用，所以利用

芘分子的二聚体荧光信号作为信号输出来检测H92+，首先必须解决H92+对芘分子荧光

猝灭这一问题。
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Wavelength／nm

Wavelength／nm ．

图2．1 A：探针Pl在不同H92+浓度下的荧光发射光谱；B：P2在不同H92+浓度下的荧光发射光谱。

图B中箭头指随着H92+浓度的增加，P2的二聚体荧光逐渐降低

2．3．2设计机理

本实验小组在前面的研究中，也探讨了芘分子与卜环糊精的包络作用，通过实验发

现，双芘分子进入到丫．环糊精的空腔可以很大程度的增强芘分子的二聚体荧光信号删，

在本实验体系中，为了考察丫-环糊精对芘分子二聚体荧光有保护作用而不被H92+猝灭，

在y．环糊精存在的情况下，研究了H92+对P2链的二聚体荧光的影响。从图2．2可以看出：

在丫．环糊精存在时，加入H92+后，芘分子的二聚体荧光几乎不变或变化很小，说明H92+

对芘分子二聚体荧光猝灭很小，可以将其忽略。所以为了达到本实验设计目的，体系必

须加入．丫-环糊精。

台一∞cgc一①ocoo∞9J03一．|

≥一∞c①_c—moc∞o∞m出。了一L
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Wavelength／nm

图2．2在y-环糊精存在时，H矿+对P2的二聚体荧光影响

具体的实验设计为：在体系中存在卜环糊精的情况下，H92+加入之前，由于P1链环

部一部分双链位阻影响，P1末端标记的芘分子不能有效的靠近，此时在激发光激发下，

二聚体荧光很弱，当体系加入H92+后，由于T-T与H92+的特异性亲和作用可以形成稳

定的T．H92+．T结构以及y一环糊精与芘分子的包络作用，两者协同作用，使P1折叠成类

似发夹型(hairpin)结构的杂合体，造成P1两端标记的芘分子距离靠近，产生二聚体

的荧光信号，而且芘分子的荧光增强与H矿浓度在一定范围内呈线性关系，据此测定溶

液中的H92+，如图2．3所示。

‰j挚
三上≥

舄

，磬=◇
图2．3体系对H92+的响应机理图

^l一∞co_c—oocoD∞m=or、一L



DNA链会与探针链形成比较稳定的双链，．由于其位阻作用，即使加入高浓度的H92+，

探针两端的芘分子也不能靠近而产生响应信号。但是如果链太短，产生的背景信号相对

会比较高，体系的灵敏度也会下降。从实验结果可以看出，当碱基数目为12个时，体

系的响应灵敏度最高，所以实验中选用12个碱基的DNA链来检测H92+。同时，我们
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也对该链的浓度进行了优化。我们知道，如果该链的浓度比较高，就有比较多的链与探

针DNA链杂交，产生较强的位阻作用，背景信号会被大大的降低，从图2．5B得到，当

该链的浓度达到探针链的两倍时，体系的响应信号达到最大，说明在该实验中，两倍于

探针链的浓度已经足够，所以试验中需要的该链的浓度为200 nM。

B1 B2 B3 B4 B5 B6

【B4]／nM

图2．5对与探针环部互补的DNA链的长度CA)及浓度(B)优化

而与F分别指体系加入5 IxM H92+前后的荧光强度

在本实验体系的设计中，丫．环糊精也是一个很重要的影响因素。当存在丫．环糊精时，

可以达到对芘分子二聚体荧光信号的保护作用，同时，由于丫-环糊精与芘分子的包络作

用在加入nd+前会产生二聚体荧光即背景信号。体系所以考察了不同浓度的丫-环糊精，

对芘分子二聚体荧光信号的影响。如图2．6所示：图中箭头指随着丫．环糊精浓度的增加，

二聚体荧光强度的变化趋势。体系中不存在H92+时，随着丫．环糊精浓度的不断增大，芘

1．6e+5

1．2e+5

8．Oe+4

4．Oe+4

0。Oe+0
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Wavelength／nm

图2．6丫-环糊精浓度对Pl二聚体荧光信号的影响
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图2．7丫-环捌精浓展对体系灵敏厦的影晌

而与F分别指体系加入5 pM Hf+前后的荧光强度

通常认为，DNA双链的形成及稳定性与溶液中的离子强度有一定的关系，随着离

子强度增加，双链的形成更稳定。据报道，基于H92+的富胸腺嘧啶链形成T-H92+-T结

构是在高盐的浓度下进行的，所以在本实验体系中，研究了离子强度的影响。实验结果

如图2．8所示：F与局分别指体系加入H92+之前以及加入5“M H92+后的荧光强度。当

盐离子浓度从0 mM增加至300 mM时，芘分子的二聚体荧光信号会随着盐离子浓度的

升高而增加，当盐离子浓度增加至300 mM时，体系的响应灵敏度达到最大值，继续增

加盐离子浓度时，体系的响应灵敏度会有所下降，说明合适的盐浓度可以提供本实验体

系一个最佳的协同反应环境。所以在本实验体系中，我们选择盐氯化钠的浓度为300

mM。
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【Na+]／raM

图2．8盐离子浓度对本体系灵敏度的影响

而与F分别指体系加入5 pM nd+前后的荧光强度

2．3．4响应曲线

在优化的实验条件下，我们研究了本体系对H92+的响应曲线。从前面的实验结果可

以知道，只有在nd+存在下，芘的二聚体荧光信号才能有很好的表达，所以可以根据芘

分子的二聚体荧光信号对H92+进行定性以及定量分析检测。结果如图2．9所示：随着体

系加入H92+浓度的增加，芘分子的二聚体荧光信号也逐渐增加。在H92+浓度从O．5州

Wavelength／nm

图2．9体系对H92+的荧光响应。浓度依次为0，0．5，0．65，0．8，1．0，1．6，3．0，5．0，10，20，40小；

内插图：H92+的校正曲线(Fo-与F分别指体系加入H92+前后的荧光强度)

到3．5州的范围内，本体系的响应信号与H92+浓度呈良好的线性关系(R2=o．927)，如

苦一∞c①_c—moc①o∞∞．103一-|
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内插图所示，局与F分别表示体系加入H92+前后的荧光响应。通过空白样品溶液的三

倍标准偏差计算检出限为0．3州。从图2．9也可以看出，当H92+的浓度达到20州时，
芘的二聚体荧光不会再增加，继续增加H92+的浓度，荧光反而会降低，说明在较高的

H92+浓度下仍然会对芘分子的二聚体荧光造成猝灭。

2．3．5选择性

选择性是衡量荧光传感体系性能的一个重要指标。通过加入一些常见阳离子，比如

Cd2+，C02+，Ni2+，zn2+等，考察对本体系测定H92+的干扰情况，上述每一种离子的测定条

件都和H92+的测定条件一致。实验结果如图2．10所示：本传感体系对H92+的响应最大，

说明本传感体系对H92+测定有极好的选择性，常见阳离子对H92+测定无干扰，可用于

实际样品中H92+的测定。

4．8

3．6

§2．4
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水中的氯备用，湘江水经过滤除去水中的一些大的漂浮物以及泥土等备用。实验结果如

表2．2所示：本实验体系对H矿+的响应范围为5．0x10"7-3．0x10一M，还不能达到对于饮用

水样10一．10。9M的要求。

2．4小结

设计合成了一种基于T-H92+．T以及丫-环糊精协同作用，以芘分子二聚体荧光信号增

强为检测信号的H92+核酸探针，对于实验体系用Ny-环糊精，不仅提供了一种保护芘分

子二聚体荧光的手段，还与H92+协同作用，增强了芘分子的二聚体荧光信号，提高了检

测灵敏度。另外，本传感体系的识别作用是基于T碱基与H92+形成稳定的T．H92+．T结

构，所以具有很高的选择性，同时，以芘分子的二聚体荧光信号作为信号报告基团，基

于芘分子二聚体荧光长寿命的特点，本方法在复杂样品以及生物样品检测中有很大的潜

在的应用价值。
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第3章基于脱氧核酶免标记比色检测铅离子

引言

设计新型的探针分子来检测一些金属离子以及有机小分子一直是分析化学研究领

一个热点【65-68]。相对于蛋白质以及核酸检测的许多方法，金属离子以及有机小分子

测方法却有限。目前，用于金属离子检测的方法主要有同位素稀释质谱法(IDMS)，

吸收光谱，感应耦合等离子体／质谱法12捌，荧光计法【691等。然而，由于用到的仪器

于大型精密仪器，需要专业的技术人员才能完成测试，且仪器的费用相对较高，另

品必须经过高温硝化或萃取，操作过程繁琐，无法实现实时检测，因此很难满足基

位及环境样品的快速检测。在重金属的离子检测中，由于铅(Pb2+)对人体健康的

危害，人们不断开发新的金属离子感应措施来检测环境中的铅。铅中毒最大的特点

特异性，不容易引起人们的重视，人体在吸入或者食入后，铅会在骨骼、毛发、牙

处积累，当积累达到一定量后，就会引起人身体上的一些不舒服如头疼、睡眠障碍、

等症状，还会导致血和尿中尿酸浓度增加，引起关节和肾的损害。铅还具有致癌性，

铅已被国际癌研究协会(腻)列为人类的致癌物之一。另外，铅对儿童的危害
成人更为敏感，因为儿童的神经系统处于快速的生成和成熟时期，铅对其毒性作用，

表现在高浓度时接触的状况下，在低剂量水平下，也会影响到儿童的神经行为发育。

这些危害，都促使人们去研究和开发一些先进的技术手段来检测铅离子，这样人们

以有意识的去预防，减少铅对人类健康的危害。核酸探针由于具有选择性好、灵敏

、分析速度快、低成本、无污染等特点而被人们所重视。如：利用酶活性的DNA／RNA、

核酸适体(aptamers)，适体酶(aptazymes)这些功能化的核酸分子研制检测金属离子

传感器。利用DNA构建传感体系还具有以下优点：(1)DNA合成较方便便宜。一般来

说，基于分子化学设计合成的探针都需要比较繁琐的化学合成路线及步骤，合成过程费

时费力，价格较贵，相对于基于分子化学设计合成的探针来说，DNA的合成则简单得

多，也比较便宜；(2)DNA的水溶性好。一般基于分子化学设计合成的探针水溶性都

较差，只有极少数可以实现在纯水中检测被测物，而DNA则可以完全溶解在水溶液中，

因此可以增加探针的水溶性；(3)稳定性较好，DNA溶液在室温和水溶液中可以稳定

存在7天左右，可以满足一般检测的使用要求，在4 oC时，保存的时间可以更长。

提高检测灵敏度的一个重要的方法就是信号放大，利用蛋白酶如辣根过氧化物酶进

行电化学和比色信号放大检测已经得到了很好的检测效果【70。721。近年来，利用脱氧核酶

(DNAzyme)进行信号放大检测也得到了很好的发展【‘73‘‘78】。DNAzyme是一种由体外筛
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选技术得到的具有催化功能的DNA片段，DNAzyme具有比较稳定的化学性能，容易合

成且能随机筛选等优点，使其适合于生物技术和药物使用。DNAzyme在金属离子如

eb2+179{01、Mg+【811、ZnⅥ821、C02+t83。踟、U02+[85】等作用下，能够发生特异性的断裂，吸

引人们来设计新型的金属离子的传感体系。目前为止，利用DNAzyme已经建立了基于

荧光、比色、电化学以及电化学发光的高灵敏度，高选择性的金属离子传感器。但是这

些传感器的检出限还达不到美国环境保护局(EPA)的要求，并且在实际的复杂环境中

的检测灵敏度不高也使其应用受到一定的限制。

在本章中，我们建立了一种基于G．四链体(G．quadruplex)以及DNAzyme相结合

的检测pb2+的体系。DNA一般是以双链形式存在，同时也存在三链、四链的结构，G．

四链体是四链结构中的一种，该结构是由富含鸟嘌呤(G碱基)的序列在Nd或K+溶液

中形成，其中每一层是由G与G之间通过氢键作用形成G-tetrads结构。此结构可以由

4条，2条或者l条核酸构成。该结构与血晶素(Hemin)一起，具有很强的过氧化物酶

活性，可以催化2，2．联氮．二(3．乙基．苯并噻唑．6．磺酸)二铵盐(ABTS)．双氧水(H202)

发生显色反应，所以常被用来作为一种检测手段去检测一些目标物。在本实验体系中，

结合DNAzyme与G．四链体设计了一种发夹型结构的核酸探针，当不存在pb2+时，富G

链通过与碱基互补配对被封闭，不能形成G．四链体结构发生显色反应，吸收信号较低；

通过Pb2+作用后，将底物链上连接的G链释放出来，引发显色反应，通过吸收信号的响

应来达到检测Pb2+的目的。在体系中通过加入稍微过量的底物链，可以利用循环信号放

大得到更高的检测灵敏度。

3．2实验部分

3．2．1主要试剂

实验中所用的DNA序列由大连宝生物工程有限公司(Dalian TaKaRa Biological

Engineering Technology and Services Co．，Ltd，Dalian)合成，经高效液相色谱(HPLC)

纯化，具体序列见表3．1。氯化镁、氯化钠、硝酸铅与其它金属离子的固体样品购于国

药集团药业股份有限公司(中国·上海)，HEPES，ABTS，Hemin购于Sigma(美国·St．Louis，

MO)公司。DNA样品用高纯水(sterile Minipore water,18．2 MQ)溶解后得到母液，储

存于4℃备用。氯化镁、氯化钠、硝酸铅及其它金属离子的储备液是将其溶解在高纯水

表3．1本章所使用的DNA名称及序列(5，．3，)

名称 碱基序列

17一DS

17．E

CCCGCCCTTGAGACT从CTATrAGGAAGAG

ATGGGGTAGGGCGGGTTGGGT

Cpd℃TCTrCTCCGAGCCGGTCGAAATAGmGT



构，在Pb2+的存在下显示出很高的活性。“8．17，，脱氧核酶主要由一条底物链(17DS)和

一条酶链(17E)组成。底物链是一个DNA与RNA嵌合体，剪切位点有一个腺嘌岭核

酸核苷(rA)，其余碱基全部为脱氧核糖核苷酸。

Pb2+ 添．了’
I--------◆

J Hemin
ABTs．

ABTS
2‘

图3．1体系对Pb2+的响应机理图

H202

H20
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在pb2+存在下，底物链被酶剪切为两段。所以本体系实现信号表达是基于以下两个

关键的部分：首先DNAzyme在Pb2+作用下底物链被切断，其次底物链可以释放下来形

成G．四链体。另外，对本体系来说，低的背景信号也是首先必须考虑的一个因素，如

图3．1中所示，首先对底物链中的信号表达中的G碱基进行封闭，即设计互补碱基配对：

设计链III的碱基与链I互补配对，形成较稳定的发夹型结构，从而在pb2+力[1入前抑制

了G．四链体的形成，使该体系具有比较低的背景信号，当体系中加入pb2+之后，底物

链可以被切断成两截，从酶链上释放下来形成G-四链体，在加入Hemin与其结合，具

有很强的过氧化物酶活性，催化ABTS．H202发生显色反应，有较强的吸收信号表达(图

3．2)。并且吸收信号的增强与Pb2+浓度在一定范围内呈线性关系，据此测定溶液中的

pb2+。

①
o
C
硒
D
L
o
it)

D
《

Time／s

图3．2体系对Pb2+的响应现象

a、b、c、d曲线分别代表体系中加入hemin、

hemin+17．DS、heroin+17．DS+17．E、hemin+17．DS+17．E+Pb2+的吸收信号

3．3．2盐浓度影响

据文献报道，具有特殊序列的单链DNA可以在金属离子如Ba2+、Sr2+、K+等诱导

下折叠成G．四链体结构，尤其是钾离子(K+)作用更为明显。这是因为K+的尺寸大小

合适，可以进入G．四链体中相邻的两个G．tetrads的空腔中，与其结构中的8个羰基上

的氧原子结合【86】，如图3．3所示。这样就使一些G．四链体的结构对K+有一定的选择性，

根据此原理也可以来设计一些新型的K+的核酸探针。例如：Dong[s7】等利用K+可以稳定

G．四链体结构，与血晶素结合后具有过氧化物酶催化活性，引起吸收信号的变化设计了

K+比色核酸探针。KimIs8】等也利用K+诱导富G单链DNA形成G．四链体的结构以及结

合聚丁二炔的变色效应设计了K+比色核酸探针。在本实验体系中，利用G．四链体作为
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信号识别基团来检测pb2+，所以首先对K+的浓度进行优化，使体系的响应灵敏度达到

最高。

．)

廖耋 砷镶。给
图3．3 G．tertrad结构【明】(a)及K+与G．四链体的作用机理(b)

K+对本实验体系的影响结果如图3．4所示：当体系中不存在K+时，体系几乎没有响

应信号，加入K+后，有吸收信号的表达。说明体系中需要有一定的K+存在，才可以促

使溶液中G链形成G一四链体结构。逐渐增加K+的浓度，体系的检测灵敏度逐渐增加，

当K+的浓度增加至5 mM时，体系的灵敏度达到最大，如果继续增加体系中的K+浓度，

由于背景信号的升高，体系的灵敏度反而会有所下降。所以，基于这一点，实验中所用

K+浓度为5 mM。

o

耳
≮

0 5 10 15 20

【K+]／mM

图3．4 C对本实验体系的影响 ．

彳D与4分别指体系加入1 IIM Pb2+前后的吸收信号的变化

3．3．3酶／底物影晌

从实验的设计机理我们可以看到：图中所示的结构在pb2+加入前稳定存在是实验设

计的一个关键部分，所以DNAzymc结构中的酶链(17．E)以及底物链(17．DS)的浓度也

是影响体系灵敏度的关键因素，为了得到最好的检测Pb2+的效果，我们对底物链以及酶
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链的浓度进行了优化，以响应灵敏度(彳4D)作为考察因子，研究了酶链与底物链的浓

度对本实验体系的影响。底物链浓度固定为200 nM，改变酶链的浓度从0到400 nM，

然后以酶链与底物链的浓度之比考察其对体系响应灵敏度的影响。图3．5中曲线指体系

中加入1“M Pb2+之后对体系灵敏度的影响，同时在实验中也考察了未加入pb2+之前的信

号响应，主要是考虑到酶链与底物链浓度的变化是否会影响体系的背景信号，所得到的

实验结果是改变酶链与底物链的浓度，以及在底物链稍过量的情况下，不会造成体系的

背景信号的升高，这样首先保证了体系在不同的酶链与底物链的浓度时，有较低的背景

信号。当体系中加入pb2+后，如图3．5中所示，当酶链的浓度为160 rum时，即酶链与

底物链的浓度之比为0．8时，体系的响应灵敏度达到最大，说明在底物链稍微过量的情

况下，体系会有较好的响应信号。这可以解释为：在本体系中，底物链由于形成G．四

链体而被消耗，但是酶链在pb2+作用后，继续存在于溶液中，所以加入过量的底物链可

以继续与酶链形成发夹结构，继续与Pb2+作用，通过这样一个循环，得到了很好的信号

放大的效果。所以在本实验中我们选择酶链与底物链的浓度分别为160 nM、200 nM。

o

耳
≮

0 100 200 300 400

【1 7-E]／nM

图3．5酶浓度的影响

Ao与彳分别指体系加入1 laM Pb2+前后的吸收信号的变化

3．3．4酶切时间影晌

本实验的信号响应是基于结构中的底物链被Pb2+切割后，释放出来形成G．四链体

结构，所以加入Pb2十后的反应时间，也是影响体系灵敏度的一个重要条件。如果反应时

间过短，底物链不能被完全切断，不能有更多的底物链释放到溶液中形成更多的G．四

链体结构，影响体系的检测灵敏度；如果反应时间过长，反应达到完全后，继续增加反

应的时间也会造成浪费。在本实验中，对Pb2+的反应时间也进行考察。如图3．6所示：

当Pb2+的反应时间在约30分钟后，体系的相应灵敏度达到最大，说明体系中加入pb2+
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30分钟后，底物链被切完全，并且有最多的底物链从酶链上释放下来，在溶液中

G．四链体结构，体系的响应灵敏度最大。所以在本实验中，我们控制pb2+的反应

为30分钟。

o

≮
≮

o

耳
≮

Time，min

图3．6酶切时间影响

彳D与彳分别指体系加入1 IlM Pb2+前后的吸收信号的变化

6．0 6．5 7r．0 7．5 8．0

pH

图3．7 pH对本实验体系灵敏度的影响

彳D与A分别指体系加入l 1．tM Pb2+前后的吸收信号的变化 ．

3．3．5 pH影响

在形成G．四链体过称中，层问的G碱基之间是通过氢键的作用连接在一起的，由于

pH值对氢键有一定的影响，所以在本实验体系中，考察了pH影响，如图3．7所示。实
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验结果表明：随着pH的升高，体系的灵敏度逐渐降低，当在碱性环境pH为8．0时，体

系的响应灵敏度几乎为零。在pH为6．5．7．0时，体系的响应灵敏度变化不大，所以在本

实验体系中，选择对pH为7．0对Pb2+进行检测。

3．3．6响应曲线

图3．8是在优化的实验条件下，体系在25 mM HEPES缓冲溶液(pH 7．0)中，对

不同浓度的pb2+吸收信号响应的时间扫描，由图3．8A可知：图中各曲线分别代表加入

不同浓度Pb2+之后，体系的响应信号。随着Pb2+浓度的增加，其响应信号也逐渐增加。

m
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∞
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‘一-

o
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《
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Time／s

0．0 3．5 7．0 10．5 14．0

[Pb2+]／p,M

图3．8体系对Pb2+的响应曲线(A)及校正曲线(B)

彳D-q彳分别指体系加入I pM Pb2+前后的吸收信号的变化
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说明随着pb2+的加入，DNAzyme中底物链逐渐被切断，释放形成G．四链体结构，引起

检测信号增加。图3．8B为pb2+的校正曲线，以响应灵敏度(A-AD)为考察因子，～

与A分别指体系加入Pb2+之前以及加入后的信号强度。在pb2+浓度从5到100 nM的范

围内，该体系的响应信号与Pb2+浓度呈良好的线性关系，通过空白样品溶液的三倍标准

偏差计算检出限达到3 nM，如图3．8B内插图所示。

3．3．7选择性

对于离子检测体系来说，选择性是衡量其性能的一个重要指标。所以对本章设计的

Pb2+体系的选择性也进行了考察。通过加入一些常见干扰阳离子，比如Ca2+、 C02+、

Ni2+、Zn2+、H92+、Ba2+等，考察了其对本章设计的pb2+体系的响应情况，上述各种离

子的测定条件都和Pb2+的测定条件一致。图3．9是本体系对几种不同阳离子的响应情况，

以响应灵敏度(么卅D)为考察因子，么D为传感体系未加入金属离子时的吸收强度，彳为

传感体系与不同阳离子作用后的信号强度。从图3．9可以看出，本传感体系对pb2+的响

应最大，对其它金属离子，体系的响应灵敏度很低，相对于Pb2+的检测可以忽略，所以

本体系对pb2+测定有很好的选择性，常见阳离子对pb2+测定无干扰，可用于实际样品中

的测定。

3．4小结

0．36

0．27

Q

耳
≮0．1 8

0．09

0．00

Pb2+Ni2+Cu2+Crs+Zn2+H92+Mn2+Ba2+Ca2+Cd2+C02+

图3．9体系的选择性

设计合成了一种基于G．四链体吸收信号响应以及DNAzyme免标记的Pb2+检测体

系，实现了对水溶液中Pb2+的高选择性和高灵敏地检测。本传感体系的识别作用是基于

DNAzyme在Pb2+作用下，底物链发生特异性的断裂，信号检测是基于释放后的底物链

形成G．四链体结构引起吸收信号的变化，以此来发展的检测Pb2+的手段。与其他金属

离子相比，传感体系对于pb2+的响应具有较高的选择性及较低的检出限。同时，本体系
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具有免标记以及检测快速方便等优点，并且能在水溶液介质中用于环境样品中pb2+检

测。同时，依赖于其他一些金属离子活性的DNAzyme也可以发生特异性的结构断裂，

所以可以通过人工合成特异性结合其它金属离子的DNAzyme来设计新型核酸探针体

系，研究结果有助于开发更多的、性能优越的传感体系来检测过渡金属离子。



的优势引起人们越来越多的关注。DNAzyme是利用体外分子进化技术获得的一种具有

催化功能的单链DNA片段，具有很高的催化活性以及结构识别能力【94】。自1994年首次

发现DNAzyme以来，迄今已发现了如数十种DNAzyme。这些DNAzyme可以设计成具

有识别和断裂特定RNA位点(如病毒mRNAs)的探针，这在研究化学治疗方面具有潜

在意义【951。同时，许多DNAzyme显示出依赖于金属离子的活性【96。9引，即DNAzyme可

以在金属离子的作用下，发生特异性的断裂。利用DNAzyme的这种特殊的性质，华裔

科学家Lu【哆100】设计出了许多对pb2+具有高度敏感性、专一性的荧光、比色传感器，用

于环境中的重金属离子Pb2+的检测。传感器中所用的脱氧核酶为“8．17”脱氧核酶，在Pb2+

的存在下显示出很高的活性。“8．17”脱氧核酶由一条底物链(17DS)和一条酶链(17E)

组成。底物链是一个DNA／RNA嵌合体，只有其剪切位点为腺嘌岭核酸核苷(rA)，其

余全部为脱氧核糖核苷酸。在pb2+存在下，底物链被酶剪切为两段，利用荧光团标记、

新材料如金纳米颗粒等将脱氧核酶对金属离子专一性转变为物理上可以检测到的信号。
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DNAzyme的标记修饰，不仅实验成本高，实验操作复杂，标记还可能会对DNAzyme

的活性造成一定程度的损害【10ll，因此发展不需要荧光基团标记的检测方法，达到无须

分离洗脱样品、快速实时检测等逐渐成为分析化学研究方向的一个热点。

在本章中，设计发展了一种基于SYBR Green I(SG)以及DNAzyme免标记的快速

简单的检测pb2+的方法。SG是目前较为灵敏的DNA双链荧光染料之一，用SG染色的

凝胶样品荧光信号强，背景信号低，所以常被用于凝胶电泳以及实时PCR【102J中DNA的

定量及定性分析。游离的SG本身没有荧光，与单链DNA结合会有微弱的荧光，但是

与双链DNA结合后荧光增强几十倍。本章利用DNAzyme可以在Pb：+的作用下，能够

发生特异性的断裂以及SG与双链DNA杂交体间的嵌入作用，使得互补配对的双链以

及单链DNA所产生的荧光信号有明显的不同作为信号检测方法，设计了新型pb2+荧光

核酸探针。这种检测方法不需要对DNAzyme进行标记，简单快速，有望用于实际环境

中PbZ十的检测。

4．2实验部分

4．2．1主要试剂

试验中所用的DNA序列由大连宝生物工程有限公司(Dalian TaKaRa Biological

Engineering Technology and Services Co．，Ltd，Dalian)合成，高效液相色谱(HPLC)纯

化，具体序列见表4．1，DNA样品用高纯水(sterile Minipore water,18．2 MO)溶解后得

到母液，储存于4℃备用。硝酸铅与其它金属离子的固体样品购于国药集团药业股份有

限公司(中国·上海)，三羟甲基氨基甲烷(嘶s(Hydroxymethyl)amin omethane，％s)

及SYBR Green I(SG)购于Sigma公司(美国·St．Louis，MO)。硝酸铅及其它金属离子

的储备液是将其固体盐溶解在高纯水中配制而成，工作液由母液经灭菌的高纯水稀释得

到。未经特殊说明其它无机或有机试剂均为分析纯。缓冲溶液为50 mM Tris．HCl(pH

7．4)，除非特殊说明，所有实验都是在室温下完成。

表4．1本章所使用DNA名称及序列(5’．3，)

名称 碱基序列

17．DS

17．D

17．E

ACTCACTAl’rAGGAAGAGArG

ACTCACl’ATGGAAGAGATG．

CATCTCTTCTCCGAGCCGGTCGAAATAGTGAGT

4．2．2主要仪器

U3010 IⅣ厂vis光谱仪(Hitachi U．3010 Uv／Ⅵs spectrophotometer,Kyoto，Japan)，用

于吸收光谱测定，荧光光谱仪PTI QM4(Photo Technology International，Birmingham，NJ)

及F-7000(Hitachi F-7000 spectrophotometer,Kyoto，Japan)用于荧光光谱及荧光强度的
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测定，PHS--3C型pH计(上海雷磁仪器厂，中国·上海)，用于缓冲溶液pH值校正。

4．2．3光谱测量

．荧光光谱的滴定，将2儿17DS(100州)以及2皿17E(100州)的DNA链溶
于400 pL 50 mM Tris．HCI缓冲液，充分混合后，经退火后，缓慢冷却至室温进行荧光

光谱测量，在498 IlIIl处激发，测506-600衄的荧光发射。
●

4．3结果与讨论

4．3．1设计机理

在本章中，设计一种基于SG以及DNAzyme免标记的快速简单的检测Pb2+的方法，

其响应机理如图4．1所示：

498n式衫20nm
17DS

+

娜隔ree¨涂＼

图4．1体系对Pb2+的响应机理图

本实验体系由两部分构成：(1)根据经典的Pb2+DNAzyme作为新型pb2+荧光传感

体系的分子识别受体，(2)选择SO作为新型Pb2+荧光传感体系的信号报告单元(荧光

体)。SG是一种灵敏的DNA双链荧光染料，在水溶液中时几乎没有荧光，在单链DNA

在时，由于SG和单链DNA之间的静电作用与疏水作用，SG会产生微弱的荧光；但溶

液中若有双链DNA存在时，则由于SG和双链DNA之间的嵌入作用，其平面基团与螺

旋的轴线垂直并通过范德华力与上下碱基相互作用，这个基团的固定位置及其与碱基的

密切接近，导致与双链DNA结合后的染料发射出强荧光，其荧光量子产率会比溶液中

游离染料显著增加。选择SG作为信号报告基团的另一个原因是其水溶性较好，可以在

水溶液中完全溶解，而且其作为常规化学／生物试剂，在一般实验室易得到。体系中所用

的DNAzyme为“8．17”脱氧核酶，在Pb2+的存在下显示出很高的活性。“8．17”脱氧核酶主

要由一条底物链(17DS)和一条酶链(17E)组成。底物链是由一个DNA与RNA嵌合

体，剪切位点有一个腺嘌岭核酸核苷(rA)，其余碱基全部为脱氧核糖核苷酸。在pb2+

存在下，底物链被酶剪切为两段，DNAzyrae中的双链部分变成单链，基于SG嵌入双

链DNA后的荧光强度与单链DNA结合后的荧光强度有明显变化作为信号输出设计了
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分子识别和信号检测相分离的荧光pb2+检测体系。

4．3．2温度影响。

在DNAzyme的结构中，底物链含有一个腺嘌岭核酸核苷(rA)，在40C时，该结

构能够稳定存在，当处于室温时，DNAzyme的结构中的一部分底物链会从酶链掉下来，

所以在Lu实验小组设计的利用DNAzym标记荧光基团检测Pb2+的方法中，考虑了该问

题引起的背景信号，并且在此基础上进行了改进。所以在本实验开始之前，首先研究了

温度对本体系的影响。当用不含rA碱基，其他部分底物链完全相同的DNA链(表4．1，

17D)与酶链杂交，加入SG检测荧光信号时，其荧光强度不会随着温度以及时间的变

化而变化，但同时，加入pb2+后，荧光强度也不会发生改变，这说明DNAzyme结构的

不稳定主要是由底物链中rA碱基引起的，同时，底物链没有rA时，DNAzyme也会失

去酶活性。我们用17S与17E链杂交形成DNAzyme结构，在加入SG，未加入Pb2+时

研究了温度对其DNAzyme稳定性影响，实验结果如图4．2所示：箭头指体系开始加入

SG，其荧光随时间的变化。图中荧光依次减弱的各曲线分别是指温度为5℃、10℃、15℃、

20*(2、25。C时对体系响应信号的时间扫描。可以看出：随着温度的升高，SG荧光信号

随着时间变化逐渐降低，并且随着温度的升高，荧光信号降低的程度也逐渐变大，说明

随着温度的升高时，DNAzyme中双链结构不稳定，一部分的17S链掉下来，引起双链

的减少从而使SG荧光信号降低。

200 400 600 800

．Time／s

图4．2温度对DNAzyme结构的影响。红色、蓝色、黑色、粉红以及绿色各曲线分别代表温度在5"C、

10'12、15"12、20"C、25。C时体系的响应信号

在本实验体系中，为了避免由于反应时间过长，DNAzyme自身不稳定，部分底物

链从酶链上掉下来，溶液中底物单链越来越多引起的“假阳性信号”，对酶切反应的时间

jIsco芒一勺oNIl阿EJoZ
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也进行了考察。结果如图4．3所示：蓝色和红色的曲线分别指在室温下未加入pb2+以及

加入pb2+之后体系的响应信号。从图中可以看出，加入Pb2+约6分钟后，酶切反应几乎

完全，之后的荧光信号降低可能是由于DNAzyme自身的结构不稳定引起的，所以在本

实验中，为了保证实验的准确可靠性以及灵敏度，我们控制pb2+酶切反应的时间为6分

钟。

0 300 600 900 1200 1500

Time／s

图4．3酶切时间对本体系的影响

蓝色与红色的先分别代表体系加入Pb2+前后的荧光强度

4．3．3盐浓度影响

在本实验体系中，信号的产生是基于DNAzyme结构的断裂引起单双连数目的变化

从而使SG产生不同的荧光信号。据报道许多因素，如温度、盐氯化钠的浓度、臂部互

补碱基的个数以及酶链中环部所含有的GC互补碱基个数等都可以影响DNAzyme结构

的稳定性从而影响体系的检测灵敏度。如果提高氯化钠的浓度、增加臂部互补碱基的个

数以及增加酶链中环部互补碱基GC的个数都可以提高DNAzyme的稳定性。所以在本

实验中，考察了不同浓度的氯化钠对体系检测灵敏度的影响，实验结果如图4．4所示：

当氯化钠的浓度从50 mM增加至200 mM时，体系的响应信号变化不大，当氯化钠的

浓度增加超过200 mM时，体系的响应信号会有所降低，这可以解释为：随着氯化钠浓

度的升高，DNAzyme的稳定性也逐渐增加，降低了由于DNAzyme本身结构不稳定引

起的信号降低，等同于降低了体系“假阳性信号”，提高了体系的检测灵敏度。当氯化钠

的浓度继续增加时，DNAzyme更为稳定，当加入Pb2+后，底物链被切断但是不能从

DNAzyme中释放下来，与SG作用的单链数目减少从而降低了体系的检测信号，基于

以上考虑，为了达到最高的检测灵敏度，我们选择氯化钠的浓度为200 rnM。

空一∞c①_c一刁①NII∞EIIoz
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4．3．4响应曲线

【Na+]／raM

图4．4盐浓度对本体系的影响

而与F分别指体系加入Pb2+前后的荧光强度

对于本实验体系，对其灵敏度进行了研究。图4．5是在优化的实验条件下，体系在

50 mM Tris．HCI缓冲溶液(pH 7．4)，在加入不同浓度的Pb2+后，体系的荧光发射光谱，

最大激发波长为498 nm，最大发射波长为520 nm。由图4．5可知，随着Pb2+浓度的增

加，其荧光逐渐减弱。说明随着Pb2+的增加，DNAzyme中底物链被切断，有更多的DNA

单链进入溶液中，引起SG荧光降低，当Pb2+的浓度达到8“M时，SG的荧光不会再降

Wavelength／nm

图4．5体系对Pb2+的响应曲线(内插图：Pb2+的校正曲线)

而与F分别指体系加入Pb2+前后的荧光强度

≥一∞c①_c—moc①o∞m岂03一L
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低，反应达到完全。所以可以根据此信号来检测pb2+。内插图为pb2+的校正曲线，以响

应灵敏度(乃％)为考察因子，凡为传感体系的未加入pb2+时的荧光强度，F为传感

体系与pb2+作用后的荧光强度。在Pb2+浓度从1 gM到8州的范围内，该体系的响应
信号与pb2+浓度呈良好的线性关系，通过空白样品溶液的三倍标准偏差计算得到本体系

的检出限达到600 nM，如内插图所示。

4．3．5选择性

选择性是衡量离子检测性能的一个重要指标。所以对本章所设计的荧光pb2+检测体

系的选择性也进行了考察。通过加入一些常见的干扰阳离子，考察了其对本章设计的荧

光Pb2+检测体系的响应情况，各种干扰离子的测定条件都和Pb2+的测定条件一致。图4．6

是体系对几种不同阳离子的响应情况，以体系响应灵敏度为考察因子，而为体系的未加

入离子时的荧光强度，，为体系与不同的阳离子作用后的荧光强度。从图4．6可以看出，

本体系对Pb2+响应最大。加入除C，以外的其它金属离子，体系的响应灵敏度很低，相

对于pb2+的检测可以忽略，但是Cr3+对本体系有一定的影响，原因证明是Cr3+对SG的

荧光有一定的猝灭作用。所以本体系对pb2+测定有很好的选择性，常见阳离子除Cr3+外

对Pb2+测定无干扰，可用于实际样品中Pb2+的测定。

4．4小结

1．8

1．6

芯1．4
LL

1．2

1．0

Pb2+Cr3+Cu2+Ni2+Mn2+Zn2+H92+Ba2+Ca2+Cd2+Co“

图4．6体系的选择性

本章设计合成了一种基于SG荧光信号传导以及DNAzyme免标记的Pb2+传感体系，

实现了对水溶液中pb2+快速方便地检测。本传感体系的识别作用是基于DNAzyme在

pb2+作用下，底物链发生特异性的断裂，信号检测是基于SG嵌入双链DNA后的荧光强

度与单链DNA结合后的荧光强度有显著的差异，因此，当DNAzyme中底物链断裂后，

溶液中单链与双链的浓度发生改变引起SG的荧光信号发生改变，基于此来发展了一种
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体系。当不存在Pb2+时，富G的DNA链通过与碱基互补配对被封闭，不能形成G．四链

体结构，无显色反应，吸收信号较低；通过Pb2+作用后，将底物链上连接的富G的DNA

链释放出来，形成G．四链体，引发显色反应，通过吸收信号的响应来达到检测pb2+的

目的。在体系中通过加入稍微过量的底物链，可以利用循环信号放大得到更高的检测灵

敏度。

最后，基于SYBR Green I(SG)以及DNAzyme免标记建立了一种快速简单的检测

Pb2+体系。利用DNAzyme可以在pb2+的作用下，能够发生特异性的断裂以及SG与双

链DNA杂交体间的嵌入作用，使得互补配对的双链以及单链DNA所产生的荧光信号

有明显的不同作为信号输出，设计了一种Pb2+荧光传感体系。这种检测方法不需要对

DNAzyme进行标记，简单快速，有望在实际环境Pb2+检测中得到应用。

总之，基于DNA与金属离子的相互作用设计新型核酸探针一直是近几年分析研究

领域的一个热点。希望本论文所设计的核酸探针及其设计理念和设计机理能为该领域的

研究提供～些有意义的经验或有价值的参考。未来由于化学生物学以及基因组学的发

展，促使科学家们发展一些快速，准确，低成本的分析检测核酸，蛋白质和代谢产物的

技术，并将这些技术运用于实际检测中。另外，随着纳米技术的集成实验室级芯片器件

的发展以及可用性，可以将这些技术与核酸探针结合，作为传感器用于基因研究与诊断

的新的研究方向，实现实际复杂样品检测。

-
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