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􀦛􀦛生化与药用试剂

基于 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集的呼吸道合胞病毒检测

许永杰１ꎬ严艳琴１ꎬ刘兴梅１ꎬ安仕刚１ꎬ黄俊２ꎬ张华∗１

(１.贵州省人民医院 检验科ꎬ贵州 贵阳　 ５５０００２ꎻ２.贵州大学 材料与冶金学院ꎬ贵州 贵阳　 ５５００２５)

摘要:纳米金比色法是一种应用前景广阔的可视化即时检测ꎬ然而盐诱导的纳米金聚集仍存在比色信号变化弱的问题ꎬ
不利于肉眼判读结果ꎬ有待探究新型纳米金聚集诱导剂ꎮ ４ꎬ６ 二脒基￣２￣苯基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ)
是一种带正电荷的细胞核 ＤＮＡ 染料ꎬ推测其通过电荷吸引作用介导表面带有负电荷的纳米金聚集ꎮ 比色实验表明ꎬ
ＤＡＰＩ 可介导纳米金聚集ꎬ促使酒红色纳米金转变为蓝色ꎬ此信号变化优于盐诱导法ꎮ 根据 ＤＡＰＩ 嵌入 ＡＴ 碱基双链 ＤＮＡ
的特性ꎬ巧妙构建循环链置换聚合反应等温扩增体系ꎻ体系中富含 ＡＴ 碱基的扩增产物吸附 ＤＡＰＩ 至双链 ＤＮＡꎬ阻断其介

导的纳米颗粒聚集ꎬ从而建立 ＤＡＰＩ 作为新型诱导剂的纳米金比色法ꎮ 方法操作简单、比色变化显著ꎬ检测限为 ３􀆰 ８
ｆｍｏｌ / Ｌꎬ特异性强ꎬ有望应用于呼吸道合胞病毒的即时检测ꎮ
关键词:纳米金ꎻ等温扩增ꎻ呼吸道合胞病毒ꎻ生物传感ꎻ比色法
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师ꎬ主要研究方向为分子诊断ꎮ
通讯作者:张华ꎬＥ￣ｍａｉｌ:７８０８３７４８２＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

　 　 呼吸道合胞病毒(Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓꎬ
ＲＳＶ)是引起小儿病毒性肺炎最常见的病原体[１]ꎮ
儿童普遍易感ꎬ２０１９ 年全球 ５ 岁以下儿童 ＲＳＶ 相

关急性下呼吸道感染病例高达 ３３００ 万例ꎬ其每年

在全球范围内造成巨大的疾病负担[２￣４]ꎮ ＲＳＶ 感

染后主要出现咳嗽、喘息、呼吸急促等症状ꎬ重症

病例甚至出现呼吸衰竭[５]ꎮ 因此ꎬ快速准确的检

测方法对 ＲＳＶ 的早期诊断和防控具有重要意义ꎮ
传统的检测方法有基于抗原抗体反应的胶体金

法、免疫荧光实验和基于核酸靶标的 ＰＣＲ 检测ꎮ
免疫学方法检测存在灵敏度不高、假阳性等问

题[６ꎬ７]ꎻ逆转录定量聚合酶链式反应 ( Ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)虽然应用

广泛ꎬ但受限于复杂的逆转录操作和精密的热循

环仪[８]ꎮ 因此ꎬ探究快速简便的 ＲＳＶ 分子诊断策
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略具有重要临床价值ꎮ
金纳米粒子(Ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＡｕＮＰｓ)具有

局域表面等离子体共振特性ꎬ对紫外￣可见光谱波

段具有强吸收作用[９ꎬ１０]ꎮ ＡｕＮＰｓ 的距离依赖性颜

色变化被广泛用于开发比色传感平台ꎬ其操作简

单、可视化、所需设备成本低ꎬ特别适用于现场检

测[１１]ꎮ 目前ꎬ基于 ＡｕＮＰｓ 的比色方法已用于检

测各种类型的分析物ꎬ包括小分子[１２]、核酸[１３]、
蛋白质[１４] 和金属离子[１５]ꎮ 纳米金比色方法中ꎬ
盐介导的纳米金聚集较为常见ꎬ由于纳米金表面

带有柠檬酸盐负电荷ꎬ盐的加入可屏蔽金纳米粒

子之间负电荷排斥作用ꎬ使纳米金聚集ꎬ但该类方

法灵敏度不高ꎬ显色信号变化不易观察[１６]ꎮ 我们

推断ꎬ带多个正电荷的化学试剂通过正负电荷吸

引作用也能达到使纳米金聚集的效果ꎬ尝试找到

一种新的诱导纳米金聚集的试剂ꎮ
ＤＡＰＩ 是一种细胞核 ＤＮＡ 染色剂ꎬ其分子两

端含胺基正电荷ꎬ典型用途是细胞染色后观察细

胞凋亡[１７ꎬ１８]ꎮ 据文献[１９]报道ꎬＤＡＰＩ 对 ｄｓＤＮＡ
( Ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ) 有 高 亲 和 力ꎬ 可 插 入

ｄｓＤＮＡ 的小沟中ꎬ倾向结合富含 Ａ￣Ｔ 序列的区

域ꎬ其相互作用机制为 ＤＡＰＩ 分子中吲哚氮与两

个连续 ＡＴ 碱基对的胸腺嘧啶氧原子形成氢键ꎮ
ＤＡＰＩ 与 ｄｓＤＮＡ 结合的碱基特异性ꎬ归因于小沟

的宽度、静电因素和空间因素ꎮ 利用 ＤＡＰＩ 与

ｄｓＤＮＡ 结合后荧光强度明显增加的特点[２０]ꎬ
ＤＡＰＩ 还用于建立荧光传感平台检测 ＤＮＡ[２１]ꎮ
ＤＡＰＩ 与不同核酸链亲和力不同ꎬ该性质有利于建

立无标记比色传感体系ꎮ
核酸等温扩增技术是一种在恒定温度下扩增

核酸序列的方法ꎬ因其简单快速ꎬ不需要热循环

仪ꎬ而成为病毒核酸检测的研究热点[２２]ꎮ 其中ꎬ
等温循环链置换聚合反应 ( Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ｃｉｒｃｕｌａｒ
ｓｔｒａｎｄ￣ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＩＣＳＤＰＲ)
体系设计简单、操作方便ꎬ避免了常规等温扩增多

对引物或者多种酶的复杂体系[２３ꎬ２４]ꎮ 同时ꎬ靶标

可以是 ｓｓＤＮＡ、ＲＮＡꎬ无需逆转录过程ꎬ可应用于

多种分析平台ꎬ 如电化学法[２５]、 等离子体质

谱[２６]、化学发光[２７]ꎮ
本研究发现 ＤＡＰＩ 可以介导纳米金聚集ꎬ促

使纳米金溶液由红色变成蓝色ꎬ对比盐聚集纳米

金形成的灰色ꎬ视觉上更敏感ꎬ有望成为一种新的

纳米 金 聚 集 诱 导 剂ꎮ 同 时 ＤＡＰＩ 可 以 嵌 入

ｄｓＤＮＡꎬＤＡＰＩ 诱导的纳米金聚集可以通过 ｄｓＤＮＡ

的形成与否来调节ꎬ建立一种简单的比色传感平

台ꎮ 综上ꎬ本研究基于 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集的

传感模式联合循环链置换聚合反应扩增技术ꎬ建
立一个简单的比色传感新方法ꎬ无需逆转录和复

杂的设备ꎬ实现对呼吸道合胞病毒核酸的可视化

检测ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｇｅｌ ＤｏｃＴＭ ＸＲ＋ 型凝胶成像系统 (美国 Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ 公司)ꎻ ＤＹＹ￣８Ｃ 型电泳分析仪 (北京六一

公司)ꎻＳｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 型全功能酶标仪(美国 Ｂｉｏｔｅｋ
公司)ꎮ

柠檬酸三钠(Ｃ６Ｈ５Ｎａ３Ｏ７)、氯金酸(ＨＡｕＣｌ４)
(上海生物工程公司)ꎻ４ꎬ６ 二脒基￣２￣苯基吲哚

(ＤＡＰＩ)、ＥＤＴＡ、硼酸、Ｔｒｉｓ、Ｇｅｌ￣ｒｅｄ(北京索莱宝科

技公司)ꎻ １０ × ＮＥ Ｂｕｆｆｅｒ ( ｐＨ ７􀆰 ９、 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ、１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、１００
μｇ / ｍＬ ＢＳＡ)、ｄＮＴＰｓ (美国 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ
公司)ꎻＫｌｅｎｏｗＤＮＡ 聚合酶 ｅｘｏ－(上海碧云天生物

技术公司)ꎻ所用试剂均为分析纯ꎮ
靶序列选取 ＧｅｎｅＢａｎｋ 基因库中呼吸道合胞

病毒(ＮＣ￣０３８２３５)Ｎ 基因序列ꎬ通过 Ｂｌａｓｔ 验证其

特异性ꎮ 针对该序列设计发卡探针(ＨａｉｒｐｉｎꎬＨＰ)
和引物 Ｐｒｉｍｅｒꎮ 随机设计只含 ＡＴ 碱基的互补序

列 ＡＴ１、ＡＴ２ꎬ和只含 ＣＧ 碱基的互补序列 ＣＧ１、
ＣＧ２ꎮ 特异性检测所需不同病毒序列ꎬ如甲型流

感病毒(Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓꎬＦｌｕ￣Ａ) [２８]、乙型流感病

毒(Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ｂ ｖｉｒｕｓꎬＦｌｕ￣Ｂ)[２８]、人偏肺病毒(Ｈｕｍａｎ
ｍｅｔａｐｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓꎬＨＭＰＶ) [２９]、２０１９￣新型冠状病毒

　 　 　 　 　 　表 １ 　 实验中使用的核苷酸序列

Ｔａｂ.１　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (５′￣３′)

ＲＳＶ Ｔａｒｇｅｔ ＴＡＣＡＣＣＡＴＣＣＡＡＣＧＧＡＧＣＡＣＡＧＧＡＧＡＴＡＧＴ

ＨＰ ＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴＧＴＣＣＣＡＣＣＴ
ＧＴＧＣＴＣＣＧＴＴＧＧＡＴＧＧＴＧＴＣＡＧＧＴＧＧＧＡＣＴ

Ｐｒｉｍｅｒ ＧＴＣＣＣＡＣＣ
ＡＴ￣１ ＡＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＴＡＴＴ
ＡＴ￣２ ＡＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴＡＡＴ
ＣＧ￣１ ＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧ
ＣＧ￣２ ＣＣＣＣＧＣＣＣＣＧＣＣＣＣＧ
Ｆｌｕ￣Ａ ＴＣＴＡＡＣＣＧＡＧＧＴＣＧＡＡＡＣＧＴＡＣＧＴＴＣＴＴＴＣ
Ｆｌｕ￣Ｂ ＧＣＡＡＴＡＡＴＴＧＴＡＣＴＡＣＴＣＡＴＧＧＴＡＧＴＡＡＣＡ
ＨＭＰＶ ＣＣＴＣＡＧＧＣＴＴＡＧＧＣＡＴＡＡＴＣＧＧＴＡＴＧＴＡＴＣ
ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ ＣＡＡＡＧＡＣＡＡＣＧＴＡＴＡＣＡＣＣＡＧＧＴＡＴＴＴＧＧＴ
ＨＲＶ ＡＡＧＴＧＧＡＣＡＡＧＧＴＧＴＧＡＡＧＡＧＣＣＴＡＴＴＧＴＧ
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(ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２) [３０] 和 鼻 病 毒 ( Ｈｕｍａｎｒｈｉｎｏｖｉｒｕｓꎬ
ＨＲＶ) [３１]ꎬ通过查询文献确定ꎮ 所有序列由上海

生物工程公司合成ꎬ序列详见表 １ꎮ 序列用 ＤＥＰＣ
水溶解备用ꎬ发夹探针 ９５ ℃水浴 ５ ｍｉｎꎬ缓慢冷却

至 ４ ℃ꎬ以形成发卡结构的 ＨＰꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 纳米金的制备及 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集

的检测

ＡｕＮＰｓ 制备采用柠檬酸还原法[３２]ꎮ 将 １００ ｍＬ
０􀆰 ０１％的 ＨＡｕＣｌ４ 溶液加入玻璃瓶中加热至沸腾ꎮ
然后在快速搅拌的 ＨＡｕＣｌ４ 溶液中加入 ４ ｍＬ １％
的柠檬酸钠溶液ꎮ 将上述溶液保持沸腾ꎬ搅拌

１５~２０ ｍｉｎꎬ最后搅拌冷却至室温ꎮ 制备的 ＡｕＮＰｓ
在 ４ ℃的黑暗中保存ꎮ 纳米金使用酶标仪采集吸

光度ꎬ并进行扫描电镜采集图像ꎮ 一系列浓度

(终浓度为:０􀆰 ５、１、１􀆰 ５、２、２􀆰 ５、３􀆰 ５、５ μｍｏｌ / Ｌ)的
ＤＡＰＩ 添加到 ９０ μＬ ＡｕＮＰｓ 溶液中混匀ꎬ经酶标仪

４００~７００ ｎｍ 测量溶液的紫外￣可见吸收光谱ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 ＤＡＰＩ 与不同核酸链亲和力差异检测

首先组装 ｄｓＤＮＡ(ＣＧ)、ｄｓＤＮＡ(ＡＴ)ꎮ 将一

系列浓度的 ｓｓＤＮＡ(ＡＴ１)、ｓｓＤＮＡ(ＣＧ１)、ｄｓＤＮＡ
(ＡＴ)、ｄｓＤＮＡ(ＣＧ)链结合 ＤＡＰＩꎬ随后加入纳米

金溶液ꎮ 经酶标仪 ４００ ~ ７００ ｎｍ 测量溶液的紫

外￣可见吸收光谱ꎮ １００ μＬ 反应体系中ꎬ单链终

浓度为 ０、５０、１００、１５０、２００、３００ 和 ５００ ｎｍｏｌ / Ｌꎻ双
链终浓度为 ０、１０、２０、４０、６０、８０ 和 １００ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 比色方法的可行性检测

１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 １ 　 循环链置换聚合反应

循环链置换聚合反应扩增体系各组分:不同

浓度 ＲＳＶ 序列、 ＨＰ ( １５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)、 Ｐｒｉｍｅｒ ( １５０
ｎｍｏｌ / Ｌ)、Ｋｌｅｎｏｗ ｆｒａｇｍｅｎｔ ＤＮＡ 聚合酶(２􀆰 ５ Ｕ)、
ｄＮＴＰ(２５ μｍｏｌ / Ｌ)、１×ＮＥＢｕｆｆｅｒ 缓冲液ꎮ ３７ ℃孵

育 ６０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ２ 　 电泳

配制 ２％琼脂糖凝胶ꎮ 凝胶放入电泳槽中ꎬ
上述体系 １０ μＬ 混合液上样ꎬ在 ０􀆰 ５×ＴＢＥ 缓冲液

(ｐＨ ８􀆰 ０、９０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、９０ ｍｍｏｌ / Ｌ 硼酸和

２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ)中ꎬ以 １２０ Ｖ 电泳下电泳 ３０ ｍｉｎꎮ
凝胶中预加有 Ｇｅｌ￣ｒｅｄ 核酸染料ꎬ最后使用凝胶成

像仪进行成像ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３􀆰 ３ 　 吸光度检测

上述体系中加入 ＤＡＰＩ(终浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
然后加入 ＡｕＮＰｓ 溶液混合ꎬ总体积为 １００ μＬꎮ 每

组进行 ３ 次重复实验ꎮ 酶标仪测量溶液的 ４００ ~
７００ ｎｍ 紫外￣可见吸收光谱ꎮ 吸光度原始数据采

用 Ａ５２０ / ６１０比值处理ꎬ并计算平均值与标准偏差ꎮ
使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ９ 软件对吸光度信号进行分

析并作图以及拟合标准曲线ꎮ

图 １　 基于 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集和循环链置换聚合反应的 ＲＳＶ 比色检测原理

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＳＶ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＤＡＰＩ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ
ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｔｒａｎｄ￣ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 比色传感方法的检测原理

比色检测体系原理如图 １ 所示ꎮ 发夹探针

ＨＰ 包含了 ３ 个区域:包含与 ＲＳＶ 靶序列互补的

序列的红色环部区域ꎬ包含与引物 Ｐｒｉｍｅｒ 互补的

立足点序列的蓝色茎部区域ꎬ５′端设计大量 ＡＴ 碱
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基的灰色区域ꎮ ＲＳＶ 序列不存在时ꎬ发夹探针保

持茎环结构ꎬ和引物稳定共存于溶液中ꎮ 由于

ＤＡＰＩ 与 ｓｓＤＮＡ 亲和力较低ꎬ发夹探针和引物链

对 ＤＡＰＩ 的结合较少ꎬ溶液中剩余大量游离的

ＤＡＰＩꎮ ＤＡＰＩ 分子两端带有正电荷ꎬ纳米金表面

带有负电荷ꎬ基于正负电荷吸引作用ꎬＤＡＰＩ 介导

纳米金聚集ꎬ溶液呈蓝色ꎮ ＲＳＶ 序列存在时ꎬ该
序列与发夹环上互补碱基结合打开发夹探针ꎬ立
足点位置暴露ꎮ 引物与立足点结合启动聚合反

应ꎬ产生含 ＡＴ 碱基对的 ｄｓＤＮＡ 产物ꎬ同时置换出

ＲＳＶ 序列ꎮ 置换出的 ＲＳＶ 序列可以打开新的发

夹探针ꎬ实现循环链置换聚合扩增ꎬ产生大量含

ＡＴ 碱基对的 ｄｓＤＮＡꎮ ＤＡＰＩ 与 ｄｓＤＮＡ 中富含

ＡＴ 碱基对的区域有高亲和力ꎬＤＡＰＩ 嵌入到这些

双链 ＤＮＡ 中ꎬ导致 ＤＡＰＩ 对纳米金的聚集作用

减弱ꎬ溶液呈红色ꎬ从而实现对 ＲＳＶ 靶序列的可

视化检测ꎮ
２􀆰 ２ 　 纳米金的表征及 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集分析

通过柠檬酸盐还原法制备的纳米金(ＡｕＮＰｓ)
溶液为酒红色ꎬ且出现 ５２０ ｎｍ 处特质吸收峰

(图 ２ａ)ꎮ 扫描电镜图像显示ꎬ纳米金为尺寸均匀

且 分 散 的 球 形 颗 粒ꎬ 平 均 直 径 约 为 １５ ｎｍ
(图 ２ｂ)ꎮ 红色胶体溶液、特征吸收峰和电镜的结

果表明纳米金制备成功ꎮ 纳米金比色方法中ꎬ盐
介导的纳米金聚集较为常见ꎬＮａＣｌ 导致 ＡｕＮＰｓ 不
稳定从而聚集(图 ２ｃ)ꎮ ＤＡＰＩ 两端带胺基正电荷

(图 ２ｄ)ꎬ纳米金颗粒表面带有柠檬酸盐负电荷ꎬ
推断通过正负电荷吸引作用ꎬＤＡＰＩ 能够使纳米金

聚集(图 ２ｅ)ꎮ 如图 ２ｆ 所示ꎬ将 ＤＡＰＩ 直接加入纳

米金溶液中ꎬ结果显示溶液从红色迅速变成蓝色ꎬ
紫外￣可见吸收峰从 ５２０ ｎｍ 位移至 ６５０ ｎｍꎮ 溶液

吸收峰发生的大幅度位移ꎬ是因纳米金颗粒间距

急剧改变引起ꎬ表现为溶液颜色发生变化ꎬ此时纳

米金颗粒成聚集状态ꎬ因此说明 ＤＡＰＩ 可诱导纳

米金聚集ꎮ 对比 ＮａＣｌ 介导 ＡｕＮＰｓ 聚集形成的灰

色ꎬ溶液颜色变化更显著ꎮ 随着 ＮａＣｌ 浓度增加ꎬ
溶液颜色从红色逐渐转变成灰色ꎬ５２０ ｎｍ 吸收

峰值逐渐降低ꎬ仅单峰变化(图 ２ｈ)ꎮ 随着 ＤＡＰＩ
浓度增加ꎬ溶液从红色逐渐变成蓝色ꎬ５２０ ｎｍ 吸

收峰值逐渐降低ꎬ伴随 ６５０ ｎｍ 吸收峰值逐渐增

加ꎬ呈现双峰变化(图 ２ｇ)ꎻ吸光度曲线间位移更

明显ꎬ且双吸收峰变化可采用吸光度比率值计

算结果ꎬ可进一步放大信号差异ꎬ有助于提高灵

敏度ꎮ 透射电镜显示纳米金呈分散球形颗粒

(图 ２ｉ)ꎻ加入 ＤＡＰＩ 后ꎬ分散的纳米金颗粒被连

接ꎬ呈葡萄串状结构(图 ２ｊ)ꎻ加入 ＮａＣｌ 后分散

的纳米金颗粒被聚集呈团块样结构(图 ２ｋ)ꎮ 图

２ｉ、２ｊ 结果说明 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集可控ꎬ单
个金仍清晰可见ꎬ蓝色溶液变化显著且具有更

好稳定性ꎮ 图 ２ｌ 显示ꎬＤＡＰＩ 介导纳米金聚集的

溶液添加 ｄｓＤＮＡꎬ蓝色未被逆转为红色ꎬ说明该

聚集不可逆ꎮ

ａ.纳米金的溶液、紫外￣可见吸收光谱ꎻｂ.扫描电镜图像ꎻｃ.ＮａＣｌ 介导纳米金聚集的示意图ꎻｄ.ＤＡＰＩ 化学结构式ꎻｅ.ＤＡＰＩ 介导

纳米金聚集的示意图ꎻｆ.ＤＡＰＩ 和 ＮａＣｌ 分别加入纳米金溶液后ꎬ溶液颜色及吸光度曲线变化ꎻｇ.ＤＡＰＩ 浓度对纳米金聚集的

影响ꎻｈ.ＮａＣｌ 浓度对纳米金聚集的影响ꎻｉ.纳米金的透射电镜图像ꎻｊ.ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集的透射电镜图像ꎻｋ.ＮａＣｌ 介导纳

　 　 　 米金聚集的透射电镜图像ꎻｌ.ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集后再加入 ｄｓＤＮＡ 溶液颜色及吸光度曲线变化

图 ２　 纳米金的表征和 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集

Ｆｉｇ.２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ａｎｄ ＤＡＰＩ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

９１
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２􀆰 ３ 　 ＤＡＰＩ 与不同核酸链亲和力差异的分析

实验设计了碱基数目相同但碱基组成不同的

ｓｓＤＮＡ 序列 ＣＧ１、ＣＧ２、ＡＴ１、ＡＴ２ꎬ并组装成仅含

Ｃ￣Ｇ 碱基对和仅含 Ａ￣Ｔ 碱基对的 ｄｓＤＮＡꎮ 泳道

１、２ 分别为单链 ＣＧ１ 和 ＣＧ２ꎬ泳道 ３ 后移的条带

为组装成功的 ｄｓＤＮＡ(ＣＧ)ꎮ 泳道 ４、５ 分别为单

链 ＡＴ１ 和 ＡＴ２ꎬ泳道 ６ 后移的条带为组装成功的

ｄｓＤＮＡ(ＡＴ) (图 ３ａ)ꎮ 核酸链与 ＤＡＰＩ 结合程度

不同ꎬ对纳米金的保护作用不同ꎬ通过溶液颜色变

化来测试 ＤＡＰＩ 与 ｓｓＤＮＡ(ＣＧ１)、ｓｓＤＮＡ(ＡＴ１)、
ｄｓＤＮＡ(ＡＴ)、ｄｓＤＮＡ(ＣＧ)链结合的差异ꎮ 结果如

图 ３ｂ 所示ꎬ溶液从蓝色转变为红色ꎬ需要 １５０ ~
２００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的 ｓｓＤＮＡ(ＣＧ１)或 ｓｓＤＮＡ(ＡＴ１)、６０~
８０ ｎｍｏｌ / Ｌ 的 ｄｓＤＮＡ(ＣＧ)ꎬ仅需要 ２０~４０ ｎｍｏｌ / Ｌ
的 ｄｓＤＮＡ ( ＡＴ)ꎮ 可见 ＤＡＰＩ 嵌入 Ａ￣Ｔ 碱基对

ｄｓＤＮＡ 的量明显多于嵌入 ＡＴ 碱基 ｓｓＤＮＡ 的量ꎬ
说明 ＤＡＰＩ 对富含 Ａ￣Ｔ 碱基对的 ｄｓＤＮＡ 序列有

高亲和力ꎬ对 ｓｓＤＮＡ 亲和力低ꎮ 鉴于此特点ꎬ本
实验设计了 ５′端含大量 ＡＴ 碱基单链的发夹探

针ꎬ通过靶诱导的聚合反应形成含大量 Ａ￣Ｔ 碱基

对的 ｄｓＤＮＡꎮ 从 ｓｓＤＮＡ 到 含 Ａ￣Ｔ 碱 基 对 的

ｄｓＤＮＡ 的结构转变ꎬ会显著增加 ＤＡＰＩ 与核酸链

的结合ꎬ进而减弱 ＤＡＰＩ 对纳米金的聚集ꎬ引起溶

液颜色的变化ꎮ 即溶液颜色的改变ꎬ取决于含

Ａ￣Ｔ 碱基对 ｄｓＤＮＡ 合成量及其对 ＤＡＰＩ 结合ꎬ以
用于后续 ＲＳＶ 检测ꎮ

ａ.ｄｓＤＮＡ 组装电泳图ꎬ泳道 １.ＣＧ１ꎬ泳道 ２.ＣＧ２ꎬ泳道 ３.ＣＧ１＋

ＣＧ２ꎬ泳道 ４.ＡＴ１ꎬ泳道 ５.ＡＴ２ꎬ泳道 ６.ＡＴ１＋ＡＴ２ꎻｂ.不同的核酸

　 　 　 链结合 ＤＡＰＩꎬ引起的纳米金溶液颜色变化

图 ３　 ＤＡＰＩ 与不同核酸链亲和力的分析

Ｆｉｇ.３　 Ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＡＰＩ ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｃｈａｉｎｓ

２􀆰 ４ 　 可行性分析

２􀆰 ４􀆰 １ 　 循环链置换聚合扩增体系的可行性

实验对反应产物进行琼脂糖凝胶电泳分析ꎮ
如图 ４ 所示ꎬ泳道 １、２ 为 ＲＳＶ 序列条带和 ＨＰ 条

带ꎬ作为实验对照条带ꎮ 泳道 ３ 仅出现了 ＲＳＶ 条

带ꎬＰｒｉｍｅｒ 因只含 ８ 个碱基在电泳图上未显示ꎬ说
明 ＲＳＶ 与 Ｐｒｉｍｅｒ 不发生反应ꎮ 泳道 ４ 显示为

ＲＳＶ 靶序列打开 ＨＰ 发夹结构ꎬ形成 ＲＳＶ / ＨＰ 杂

交物条带ꎮ 泳道 ５ 仅出现了 ＨＰ 条带ꎬＰｒｉｍｅｒ 只

含 ８ 个碱基在电泳图上未显示ꎬ说明无 ＲＳＶ 序列

情况下ꎬＨＰ 和 Ｐｒｉｍｅｒ 未发生杂交反应ꎬ共同稳定

存在ꎮ 在泳道 ５ 的体系中加入 ＲＳＶ 序列后ꎬ泳道

６ 中 ＨＰ 条带消失并出现了明显后移的 ｄｓＤＮＡ 新

条带以及置换出的 ＲＳＶ 序列条带ꎮ 该电泳结果

说明ꎬＲＳＶ 序列存在时ꎬ循环链置换聚合反应被

激活ꎬ促使 ＨＰ 和 Ｐｒｉｍｅｒ 识别杂交ꎬ并在聚合酶和

ｄＮＴＰｓ 共同作用下聚合产生富含 Ａ￣Ｔ 碱基对的

ｄｓＤＮＡꎬ扩增反应具有可行性ꎮ 泳道 ７ 显示ꎬＨＰ
发夹结构被 ＲＳＶ 序列打开后ꎬＰｒｉｍｅｒ 与 ＨＰ 茎部

区域结合ꎬ在没有 ＤＮＡ 聚合酶时ꎬ形成 ＲＳＶ / ＨＰ /
Ｐｒｉｍｅｒ 的杂交物条带ꎮ

图 ４　 循环链置换聚合反应的电泳分析

Ｆｉｇ.４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｒ
ｓｔｒａｎｄ￣ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

２􀆰 ４􀆰 ２ 　 比色方法的可行性

将不含 ＲＳＶ 的阴性组和含 ＲＳＶ 的阳性组进

行信号对比ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ阴性组中无 ＲＳＶ 序

列ꎬ发夹探针和引物未发生聚合反应ꎬ溶液中核酸

链与 ＤＡＰＩ 结合少ꎬ过量的 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚

ａ.吸光度曲线ꎻｂ.吸光度 Ａ５２０ / ６１０比率值及溶液颜色

图 ５　 比色传感体系的可行性分析

Ｆｉｇ.５　 Ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｓｅｎｓｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

０２
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集ꎬ使溶液变成蓝色ꎬ吸收峰在 ６１０ ｎｍ 附近ꎮ 阳

性组中加入终浓度 １００ ｐｍｏｌ / Ｌ 的 ＲＳＶ 序列ꎬ发生

ＩＣＳＤＰＲ 扩增反应ꎬ将发夹探针和引物聚合形成

富含 Ａ￣Ｔ 碱基对的 ｄｓＤＮＡꎮ 该 ｄｓＤＮＡ 能够结合

大量 ＤＡＰＩꎬ剩余少量游离 ＤＡＰＩ 对纳米金的聚集

作用减弱ꎬ溶液呈现红色ꎬ吸收峰在 ５２０ ｎｍ 附近ꎬ
阳性组对应的 Ａ５２０ / ６１０比率值明显高于阴性组ꎮ 上

述证明了所提出的方法的可行性ꎮ
２􀆰 ５ 　 反应条件的优化

为达到最佳的实验条件ꎬ对关键参数进行了

优化ꎮ ＤＡＰＩ 浓度是影响纳米金聚集的重要因

素ꎬ实验设置不同 ＤＡＰＩ 浓度 ( ５、 １２􀆰 ５、 ２０、 ３０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ并对比含不同浓度 ＤＡＰＩ 的背景组和信

号组的颜色变化ꎮ 如图 ６ａ、６ｂ 所示ꎬ仅当 ＤＡＰＩ
为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ能够使不含 ＲＳＶ 序列的背景组

变成蓝色ꎬ含 ＲＳＶ 序列的信号组变为红色ꎬ对应

的 Ａ５２０ / ６１０比率值差异最显著ꎬ达到其最佳信噪比ꎬ
从而有效区分 ＲＳＶ 序列的存在ꎮ 循环链置换聚

合反应的扩增效率受 Ｋｌｅｎｏｗ ＤＮＡ 聚合酶浓度及

反应时间影响ꎮ 首先ꎬＫｌｅｎｏｗ ＤＮＡ 聚合酶浓度梯

度设置为 ０􀆰 ６２５、１􀆰 ２５、２􀆰 ５、５ Ｕꎮ 另外ꎬ反应时间

分别设置为 １０、３０、６０、９０ ｍｉｎꎮ 如图 ６ｃ 和 ６ｄ 所

示ꎬ随着 ＤＮＡ 聚合酶浓度及反应时间的增加ꎬ溶
液颜色逐渐转变为红色ꎮ 当聚合酶量为 ２􀆰 ５ Ｕ
时ꎬ反应时间为 ６０ ｍｉｎ 时ꎬ溶液开始出现红色ꎬ
Ａ５２０ / ６１０值呈显著上升ꎬ此时循环链置换聚合反

ａ.ＤＡＰＩ 浓度ꎻｂ.不同 ＤＡＰＩ 浓度的信噪比ꎻ
ｃ.Ｋｌｅｎｏｗ ＤＮＡ 聚合酶浓度ꎻｄ.反应时间

图 ６　 反应条件优化

Ｆｉｇ.６　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

应的效率较高ꎬ合成的 ｄｓＤＮＡ 足够保护纳米金免

受 ＤＡＰＩ 的聚集ꎮ 进一步增加 ＤＮＡ 聚合酶浓度

及反应时间ꎬＡ５２０ / ６１０ 值接近平台期ꎮ 因此ꎬ最佳

ＤＮＡ 聚合酶量为 ２􀆰 ５ Ｕꎬ最佳反应时间为 ６０ ｍｉｎꎮ
这些最佳参数用于后续实验中ꎮ
２􀆰 ６ 　 方法性能评价

２􀆰 ６􀆰 １ 　 灵敏度及线性范围

在优化的实验条件下ꎬ本实验测量不同浓度

ＲＳＶ 序列(１０ ｆｍｏｌ / Ｌ~１ ｎｍｏｌ / Ｌ)对应的吸光度信

号ꎬ以评估检测方法的灵敏度ꎮ 随着 ＲＳＶ 浓度的

增加ꎬ溶液的颜色从蓝色逐渐到红色(图 ７ａ)ꎻ６１０ ｎｍ
的吸光度值逐渐降低ꎬ５２０ ｎｍ 的吸光度值逐渐上

升(图 ７ｂ)ꎬ对应的吸光度 Ａ５２０ / ６１０比率值逐渐增加

(图 ７ｃ)ꎮ ＲＳＶ 在 １０ ｆｍｏｌ / Ｌ ~ １ ｎｍｏｌ / Ｌ 的浓度范

围内ꎬ吸光度 Ａ５２０ / ６１０比值(Ｙ)和 ＲＳＶ 浓度的对数

(Ｃ)之间呈线性关系(图 ７ｃ)ꎬ线性方程式如下:
Ｙ＝ ０􀆰 ２８０ ８ ｌｏｇＣ ＋ ４􀆰 ９１３ ( Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ３)ꎮ 根据

３σ 规则ꎬ计算最低检测限(ＬＯＤ)为 ３􀆰 ８ ｆｍｏｌ / Ｌꎬ
低于 ＮａＣｌ 介导纳米金聚集的比色平台的 １１􀆰 ３
ｐｍｏｌ / Ｌ[３３]ꎻ与其他报道的 ＲＳＶ 检测方法的性能

比较ꎬ该方法的检测限低于 ＳＥＲＳ 的 ３８ ｆｍｏｌ / Ｌ[３４]

和 ＣＲＩＳＰＲ 斑点印迹法的 ０􀆰 ７０ ｎｍｏｌ / Ｌ[３５] 等方案ꎬ
具有灵敏度高的优势ꎮ 虽然 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测限更

低[３６]ꎬ但其需要精密控温的设备ꎮ 因此ꎬ研究提

供了一种灵敏度高且能够实现简单、快速检测的

替代方案ꎮ

ａ.溶液颜色变化ꎻｂ.吸光度曲线变化ꎻｃ.吸光度 Ａ５２０ / ６１０

比率值的变化(ＲＳＶ＝ １０ ｆｍｏｌ / Ｌ~１ ｎｍｏｌ / Ｌ)

图 ７　 比色传感体系的灵敏度分析

Ｆｉｇ.７　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ
ｓｅｎｓｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

２􀆰 ６􀆰 ２ 　 比色检测体系的特异性

为了评估本方法的特异性ꎬ研究将不同的

ＲＮＡ 病毒序列(１００ ｐｍｏｌ / Ｌ)进行对比ꎬ包括 Ｆｌｕ￣

１２
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Ａ、 Ｆｌｕ￣Ｂ、 ＨＲＶ、 ＨＭＰＶ、 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 以 及 ＲＳＶ
ｔａｒｇｅｔ 序列ꎮ 如图 ８ 所示ꎬ Ｆｌｕ￣Ａ、 Ｆｌｕ￣Ｂ、 ＨＲＶ、
ＨＭＰＶ、ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 反应溶液的吸光度曲线和颜

色与空白对照相比ꎬ变化可以忽略不计ꎮ 这表明

它们没有被发夹探针识别ꎬ未触发 ＩＣＳＤＰＲ 扩增ꎬ
因此没有产生结合 ＤＡＰＩ 的 ｄｓＤＮＡꎮ 然而ꎬＲＳＶ
序列存在时ꎬ其溶液颜色变成红色ꎬ吸收峰从

６１０ ｎｍ 位移至 ５２０ ｎｍꎬ对应的吸光度 Ａ５２０ / ６１０值显

著增加ꎮ 结果表明该方法具有良好的特异性ꎬ其
可归因于特异性发夹识别探针的设计ꎮ

Ｆｌｕ￣Ａ、Ｆｌｕ￣Ｂ、ＨＲＶ、ＨＭＰＶ、ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２、ＲＳＶ 等不同病毒序列

存在时ꎬａ.吸光度曲线变化ꎻｂ.吸光度 Ａ５２０ / ６１０ 比率值及溶液

　 　 　 颜色变化ꎬＮＣ 为空白对照组

图 ８　 比色传感体系的特异性分析

Ｆｉｇ.８　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ
ｓｅｎｓｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

２􀆰 ６􀆰 ３ 　 重复性

为评价重复性ꎬ浓度相同的 ＲＳＶ 序列重复检

测 ６ 次ꎮ 结果显示ꎬ６ 个体系所测得的吸光度值

转换成 Ａ５２０ / ６１０比率值ꎬ计算相对标准偏差 ＲＳＤ 为

３􀆰 ４３％ꎬ说明该体系具有较好重复性ꎮ
２􀆰 ６􀆰 ４ 　 加标回收实验

为评估生物样品对检测系统的干扰ꎬ实验将

５０、５００ ｐｍｏｌ / Ｌ 两种不同浓度的 ＲＳＶ 序列加入

１００ 倍稀释的血清中进行回收率试验ꎬ并测定溶

液的吸光度ꎮ 依据测定的 Ａ５２０ / ６１０ 吸光度比值ꎬ
代入标准曲线方程式计算 ＲＳＶ 序列浓度值ꎮ
表 ２ 显示ꎬ５０ ｐｍｏｌ / Ｌ 的 ＲＳＶ 序列掺入体系中ꎬ
测得浓度值为 ４８􀆰 ０２ ｐｍｏｌ / Ｌꎬ回收率为 ９６􀆰 ０４％
　 　 　 　 　 　 表 ２ 　 回收率测定

Ｔａｂ.２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

Ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｖａｌｕｅ
Ｎｕｍｂｅｒ

１ ２

Ｄｏｐｅｄ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ / (ｐｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ５０ ５００

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ / (ｐｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ４８􀆰 ０２ ４４７􀆰 ２３

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ Ｒａｔｅ / ％ ９６􀆰 ０４ ８９􀆰 ４５

ＲＳＤ / ％ ３􀆰 ８４ ５􀆰 ９３

(ＲＳＤ＝ ３􀆰 ８４％ꎬｎ＝ ５)ꎻ５００ ｐｍｏｌ / Ｌ 的 ＲＳＶ 序列掺

入体系中ꎬ测得浓度值 ４４７􀆰 ２３ ｐｍｏｌ / Ｌꎬ回收率为

８９􀆰 ４５％(ＲＳＤ＝ ５􀆰 ９３％ꎬｎ ＝ ５)ꎮ 结果表明该方法

具有抗干扰性ꎬ有望应用于复杂基质中 ＲＳＶ 序列

的检测ꎮ

３　 结论

综上ꎬ可以发现 ＤＡＰＩ 可作为一种新型纳米

金聚集诱导剂ꎬ其通过电荷吸引作用介导 ＡｕＮＰｓ
聚集ꎮ 与常规的盐诱导聚集相比ꎬＤＡＰＩ 诱导的聚

集能产生更明显的颜色变化以及更高的灵敏度ꎮ
基于 ＤＡＰＩ 介导纳米金聚集的新传感模式ꎬ联合

循环链置换聚合反应进行信号放大ꎬ成功建立了

一种检测呼吸道合胞病毒核酸的比色传感新方

法ꎬ检测限达 ３􀆰 ８ ｆｍｏｌ / Ｌꎮ 该方法无需进行 ＲＮＡ
逆转录ꎬ能够在 ３７ ℃恒温反应 １ ｈ 完成检测ꎬ以
颜色及吸光度作为输出信号ꎬ所需设备试剂简单ꎬ
便于即时诊断测试ꎮ 然而ꎬ本方法无逆转录工作

流程ꎬ使得对病毒 ＲＮＡ 的保存条件要求较高ꎬ有
望通过进一步优化以应用于实际临床样本检测ꎮ
ＤＡＰＩ 诱导纳米金聚集是基于正负电荷吸引作用ꎬ
适用于其他带负电荷的等离子体纳米颗粒ꎬ有望

为比色传感开发提供新途径ꎮ 另外ꎬ通过对 ＨＰ
靶标识别区针对性的设计ꎬ可拓展应用于对其他

病毒的检测ꎮ
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