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基于分子信标方法对 DNAzyme反应的 
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摘  要: 目的  建立 DNAzyme 与分子信标结合–切割–释放的级联放大方法, 优化反应的条件, 对 DNAzyme

进行定量检测。方法  选择 4 个优化条件, 分别是: 金属离子种类、金属离子浓度、pH 值和反应时间。在最

佳条件下建立标准曲线, 对 DNAzyme 进行检测。结果  本方法的最佳反应条件为: Mg2+金属离子催化反应、

Mg2+浓度为 10 mmol/L、pH 为 9.5、反应时间为 4 h。标准曲线为 Y=17.1628X+420.7767(r2=0.9402), 检测范围

为 0.5~100 nmol/L。结论  此方法理论正确, 实验的准确度高, 为 DNAzyme 的应用提供了一个成熟的方法和

新的思路。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a cascade amplification method combining DNAzyme with molecular 

beacon-cleavage-release, optimize the reaction conditions, and quantitatively detect DNAzyme. Methods  Four 

optimization conditions were selected, including metal ion species, metal ion concentration, pH and reaction time. A 

standard curve was established under optimal conditions to detect DNAzymes. Results  The optimal reaction 

conditions for this method were: Mg2+ metal ion catalytic reaction, Mg2+ concentration of 10 mmol/L, pH of 9.5, and 

reaction time of 4 h. The standard curve was Y=17.1628X+420.7767 (r2=0.9402) and the detection range was    

0.5100 nmol/L. Conclusion  The method is correct and the accuracy of the experiment is high, , which provides a 

mature method and new ideas for the application of DNAzyme. 
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1  引  言 

DNAzyme 主要用于生物传感检测技术中核酸的恒温

催化信号放大反应。在检测病原菌、小分子物质时, 传统

的直接检测法已经无法满足我们高灵敏度和高特异性的要

求, 因此常常采用纳米材料等生物传感器方法对检测信号

进行放大 , 采用电化学或荧光方法检出信号 [14]。其中 , 

DNAzyme 是一类具有催化功能的 DNA 分子, 它在金属离

子的辅助下能形成一定空间结构, 并切割靶 DNA 序列中

特异性 RNA 位点。由于它比一般的蛋白酶具有更高的稳

定性和特异性, 因此它在生物传感器、DNA 纳米技术等方

面得到了广泛的关注[58]。 

国内外对 DNAzyme 的研究和应用十分广泛。Wang 等[9]

通过设计滚环扩增反应(rolling circle amplification, RCA)中的

环探针为DNAzyme序列, 使得扩增的长链为DNAzyme片段

的重复。当产物与发夹探针互补并催化切割时, 荧光恢复, 此

方法对 DNA 的最低检测限为 1 amol/L。Wu 等[10]创新性地设

计了细胞内纳米探针, 即 AuNP-DNAzyme 探针, 用于检测活

细胞中的 miRNA。当存在 miRNA 时, 它与 AuNP 上两个

DNAzyme 底物组成完整的 DNAzyme, 并对底物进行催化切

割。本方法对 miRNA 的最低检测限为 10 pmol/L。Zhang 等[11]

采用 DNAzyme 偶联磁珠进行金纳米粒子的酶促催化扩增, 

此方法在水环境中能够特异性检测痕量铀酰离子, 目测的检

测限为 74 pmol/L。 

如图 1 所示, 首先根据待测 DNAzyme 序列设计 DNA

分子信标。分子信标(molecular beacon, MB)呈发夹结构, 

环中央存在一个核糖核酸位点。分子信标一端修饰荧光基

团, 一端修饰猝灭基团。这时 2 个信号基团相互靠近, 发

生荧光共振能量转移, 荧光基团的荧光信号被猝灭基团所

猝灭[1214]。当 DNAzyme 和分子信标共存时, DNAzyme 的

首尾序列与分子信标的环互补, 并在核糖核酸位点形成一

个小环。当体系中存在一定浓度金属离子时, 金属离子会

与 DNAzyme 形成一定的空间结构, 切割核糖核酸位点, 

使分子信标结构坍塌。这时分子信标的荧光基团和猝灭基

团相互远离, 荧光基团的荧光信号恢复。此反应释放的

DNAzyme 再次与下一个分子信标结合进行切割–释放的过

程, 形成级联放大循环[15,16]。在此过程中, DNAzyme 分子

越多, 产生的荧光信号越强, 因此我们可以根据荧光强度

对 DNAzyme 进行定量检测。本研究采用分子信标级联放

大的方法对 DNAzyme 进行定量分析, 以期为生物传感检

测技术中的恒温核酸检测提供新的思路。  

2  材料与方法 

2.1  仪器、材料与试剂 

F97Pro 荧光分光光度计(上海棱光技术有限公司); 

OSE-DB-01/02 加热 /制冷型五段程控金属浴(北京天根

生化科技公司)。 

DNA(序列如表 1 所示 , 生工生物工程(上海)公司   

合成)。 
 

 
 

图 1  DNAzyme-分子信标法示意图 

Fig.1  Schematic diagram of DNAzyme-molecular beacon method 
 

表 1  DNA 序列 
Table 1  The sequence of DNA  

名称 序列(5'to3') 

DNAzyme CATCTCTTCTCCGAGCCGGTCGAAATAGTTGGT 

MB1 FAM-CCACCATCACCAACTAT(A)r*GGAAGAGATGTTTGGTGG-BHQ1 

MB2 FAM-CCACCATCACCAACTATAGGAAGAGATGTTTGGTGG-BHQ1 

注: *为核糖核酸位点。 
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硫酸铅(PbSO4)、二水合氯化钡(BaCl2‧2H2O)、六水合

氯化铝(AlCl3‧6H2O)、三氯化铁六水合物(FeCl3‧6H2O)、六

水合硫酸镍(NiSO4‧6H2O)、七水合硫酸镁(MgSO4‧7H2O)(均

为分析纯, 上海阿拉丁生化科技公司); 盐酸、氢氧化钠(分

析纯, 国药集团); 实验室用水为 Milli-Q 超纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

Tris-HCl 缓冲液(50 mmol/L): 0.6057 g 的 Tris 溶于超纯

水, 用浓盐酸调节 pH 至 7.4(溶液在 37 ℃下配置并存储)。 

7 种金属离子溶液: 分别称取 0.3033 g 的 PbSO4、

0.2443 g 的 BaCl2‧2H2O、0.2414 g 的 AlCl3‧6H2O、0.2703 g

的 FeCl3‧6H2O、0.2629 g 的 NiSO4‧6H2O、0.2465 g 的

MgSO4‧7H2O, 分别溶于 100 mL 超纯水制成 10 mmol/L 的

金属离子储存液。 

2.2.2  可行性分析 

反应体系如表 2 所示, 反应的总体积为 200 μL, 反应

条件为: 37 ℃下孵育 4 h[9,10]。测定荧光信号: 激发光为 

480 nm, 测定的发射范围为 510~600 nm, 设置为中增益。 

 
表 2  反应体系 

Table 2  Reaction system 

种类 添加量/μL 终浓度/(nmol/L) 

MB1/MB2(1 μmol/L) 5 25 

DNAzyme(1 μmol/L) 5 25 

Mg2+(10 mmol/L) 5 250 

Tris-HCl 缓冲液 185  

 
2.2.3  实验条件优化 

(1) 金属离子种类 

反应体系如表 2 所示, 将其中的 Mg2+(10 mmol/L)分

别替换为 10 mmol/L 的 PbSO4、BaCl2、AlCl3、FeCl3、NiSO4、

MgSO4 溶液。反应总体积为 200 μL, 反应条件为: 37 ℃下

孵育 4 h。测定荧光信号: 激发光为 480 nm, 测定的发射范

围为 510~600 nm, 设置为中增益。 

(2) 金属离子浓度 

将 Mg2+溶液 (MgSO4)进行梯度稀释 , 浓度分别为

100、10、1、0.1、0.01 mmol/L。将上述梯度离子溶液分别

加入反应体系中(表 2)。反应总体积为 200 μL, 反应条件为: 

37 ℃下孵育 4 h。测定荧光信号: 激发光为 480 nm, 测定

的发射范围为 510~600 nm, 设置为中增益。 

(3) pH 
将 50 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲液分别用浓盐酸或

NaOH 溶液(10 mmol/L)调节 pH 至 7.5、8.0、8.5、9.0、9.5。

将上述不同 pH 的 Tris-HCl 缓冲液分别加入反应体系中 

(表 2)。反应总体积为 200 μL, 反应条件为: 37 ℃下孵育   

4 h。测定荧光信号: 激发光为 480 nm, 测定的发射范围为

510~600 nm, 设置为中增益。 

(4) 反应时间 

反应体系如表 2 所示, 反应的总体积为 200 μL, 反应

条件为: 37 ℃, 孵育分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、

3.5、4.0、4.5 h。测定荧光信号: 激发光为 480 nm, 测定的

发射范围为 510~600 nm, 设置为中增益。 

2.2.4  标准曲线的建立 

将 DNAzyme 溶液分别稀释至浓度 0.1、0.5、1.0、10、

20、40、60、80、100、200 nmol/L, 反应体系如表 2 所示。

反应总体积为 200 μL, 反应条件为: 37 ℃下孵育 4 h。     

测定荧光信号 : 激发光为 480 nm, 测定的发射范围为   

510~600 nm, 设置为中增益。 

3  结果与分析 

3.1  可行性分析 

由图 2 可知, 由于分子信标(MB1、MB2)形成发卡结构, 

荧光被猝灭, 因此 a、b 在 520 nm 处无峰值。DNAzyme 也

无荧光(c)。当采用无核糖核酸位点的 MB2 与 DNAzyme 反

应时, MB2 无法被切割, 因此 d 无荧光。当采用有核糖核酸

位点的 MB1 与DNAzyme 反应时, MB1 被成功切割, FAM荧

光基团重新发光, e 在 520 nm 处显示较强荧光强度。以上实

验不仅说明 DNAzyme-分子信标法的可行性 , 也说明了

DNAzyme 专一性切割 DNA 链中的核糖核酸位点。 

 

 
 

图 2  DNAzyme-分子信标法可行性分析 

Fig.2  Feasibility analysis of DNAzyme-molecular beacon method 
 

3.2  实验条件优化 

如图 3 所示, 本研究选择了金属离子种类、金属离子

浓度、反应 pH、反应时间为待优化条件。金属离子能与

DNAzyme 形成一定的空间结构, 使其具有切割活性。不同

的金属离子对 DNAzyme 具有不同的影响。如图 3A, Pb2+、

Al3+、Fe3+、Ni2+基本不能促进 DNAzyme 活性; Ba2+能使

DNAzyme 具有较低活性; Mg2+对 DNAzyme 催化活性的影

响最大, 能有效促进 DNAzyme 切割分子信标, 释放荧光

信号。因此, 本研究最佳的金属离子为 Mg2+。 
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图 3  实验条件优化(n=3) 

Fig.3  Experimental condition optimization (n=3) 
 
如图 3B, 为了探究 Mg2+浓度对反应的影响, 选择了

0.01、0.1、1.0、10、100 mmol/L 的 Mg2+进行实验。研究

发现 Mg2+浓度过低时, 只能与少量的 DNAzyme 进行装配, 

使其切割活性较低, 荧光强度较弱; 当 Mg2+浓度过高时, 

反而抑制了 DNAzyme 活性, 使其切割活力降低。当 Mg2+

浓度为 10 mmol/L 时, 几乎与溶液中所有的 DNAzyme 进

行结合, 使 DNAzyme 具有最高的切割活性, 这时荧光强

度最高。因此, 本研究中最佳的 Mg2+浓度为 10 mmol/L。 

不同的 pH 对 Mg2+和 DNA 链空间结构的形成均存在

影响, 因此选择 pH 分别为 7.5、8.0、8.5、9.0、9.5 进行优

化。如图 3C, 当 pH 为 9.5 时, DNAzyme 显示最佳的切割

活性, 荧光强度最高。因此本研究中最佳的 pH 为 9.5。与

此同时, 为了确定最佳的反应时间, 选择 0.5、1.0、1.5、

2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5 h 的反应时间进行优化。如

图 3D, 当反应时间为 4 h 时 , 所有的分子信标均被

DNAzyme 切割完毕, 荧光强度显示最高。因此本研究中最

优的反应时间为 4 h。 

3.3  标准曲线的建立 

采用优化后的反应条件 (Mg2+金属离子的浓度为    

10 mmol/L, pH 为 9.5, 反应时间为 4 h), 建立 DNAzyme 浓

度 测 定 的 标 准 曲 线 : Y=17.1628X+420.7767(r2=0.9402) 

(DNAzyme 浓度范围为 0.5~100 nmol/L), 如图 4。此方法及

其标准曲线为 DNAzyme 浓度测定奠定了基础。 

 
 

图 4  标准曲线 

Fig.4  Standard curve line 
 

4  结  论 

DNAzyme 作为恒温级联扩增方法的一部分, 常用于

多种生物传感器, 提高检测的灵敏度和特异性, 是食品中

病原菌、毒性小分子检测技术中不可或缺的一部分(通过核

酸和适配体进行 DNA 扩增放大检测信号)。本研究提出了

一个恒温无酶催化、通过级联放大反应监测 DNAzyme 的

分子信标法。与此同时, 通过可行性验证, 确定了此方法

理论的正确性和实验的准确度; 通过条件优化, 确定了此

方法的最佳反应条件。综上, 建立 DNAzyme 浓度检测的

标准曲线, 即 Y=17.1628X+420.7767(r2=0.9402), 检测范围
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为 0.5~100 nmol/L。本方法为 DNAzyme 的应用提供了一

个新的思路。 
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