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  [摘要] 目的 构建一种基于三螺旋分子探针(THMP)和催化发夹组装(CHA)反应的新型无酶比色生物

传感器(T-CHA),用于低丰度甲胎蛋白(AFP)的可视化检测和精准定量分析。方法 通过凝胶电泳以及紫外-
可见分光光度计记录AFP诱导T-CHA体系产生的吸光度,以评估T-CHA策略的可行性。分别对THMP和

CHA的摩尔比、CHA的反应时间、温度及缓冲液pH值等参数进行了优化。用不同浓度AFP诱导T-CHA发

生显色反应,以探究T-CHA的检测效能。结果 在最佳实验条件下,不同浓度AFP的对数值在5
 

pg/mL至

10
 

ng/mL呈现线性关系,检测限为2.29
 

pg/mL。T-CHA体系在105
 

min内即可完成对低丰度AFP的精准

定量分析及无标记的可视化检测,且 T-CHA的灵敏度优于ELISA。结论 利用 THMP的低背景泄漏和

CHA的高催化效率,T-CHA体系可以实现肝细胞癌的早期精准诊断,且在即时检验中具有一定的应用前景。
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  [Abstract] Objective To
 

construct
 

a
 

novel
 

enzyme-free
 

colorimetric
 

biosensor
 

(T-CHA)
 

based
 

on
 

tri-
ple-helix

 

molecular
 

probe
 

(THMP)
 

and
 

catalytic
 

hairpin
 

assembly
 

(CHA)
 

reaction
 

for
 

visual
 

detection
 

and
 

precise
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

low-abundance
 

alpha-fetoprotein
 

(AFP).Methods The
 

absorbance
 

produced
  

by
 

AFP
 

induced
 

T-CHA
 

system
 

was
 

recorded
 

by
 

gel
 

electrophoresis
 

and
 

ultraviolet-visible
 

spectrophotometer
 

to
 

evaluate
 

the
 

feasibility
 

of
 

T-CHA
 

strategy.The
 

molar
 

concentration
 

ratio
 

of
 

THMP
 

and
 

CHA,reaction
 

time
 

of
 

CHA,temperature
 

and
 

pH
 

value
 

of
 

buffer
 

solution
 

were
 

optimized
 

respectively.The
 

color
 

reaction
 

of
 

T-CHA
 

was
 

induced
 

by
 

different
 

concentrations
 

of
 

AFP
 

to
 

explore
 

the
 

detection
 

efficiency
 

of
 

T-CHA.Results Under
 

the
 

op-
timal

 

experimental
 

conditions,the
 

logarithmic
 

values
 

of
 

AFP
 

at
 

different
 

concentrations
 

showed
 

a
 

linear
 

rela-
tionship

 

from
 

5
 

pg/mL
 

to
 

10
 

ng/mL,and
 

the
 

detection
 

limit
 

was
 

2.29
 

pg/mL.The
 

T-CHA
 

system
 

could
 

com-
plete

 

accurate
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

low
 

abundance
 

AFP
 

and
 

visual
 

free-labeled
 

detection
 

within
 

105
 

min,

moreover
 

the
 

sensitivity
 

of
 

T-CHA
 

was
 

superior
 

to
 

that
 

of
 

ELISA.Conclusion Utilizing
 

the
 

low
 

background
 

leakage
 

of
 

THMP
 

and
 

the
 

high
 

catalytic
 

efficiency
 

of
 

CHA,the
 

T-CHA
 

system
 

could
 

realize
 

the
 

early
 

accurate
 

diagnosis
 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma,moreover
 

which
 

has
 

a
 

certain
 

application
 

prospect
 

in
 

the
 

real
 

time
 

detec-
tion.
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  肝细胞癌(HCC)是全球最常见的癌症致死原因

之一,早期诊断是有效治疗的关键[1-3]。尽管许多肿

瘤生物标志物不断被提出,临床上筛查和诊断 HCC
仍然高度依赖于甲胎蛋白(AFP)的血清学评估[4-5]。
然而,大多数蛋白质的检测方法依赖于大型精密仪器

或涉及复杂操作步骤。因此,开发一种简单、无酶、高
灵敏度的快速比色分析方法势在必行。值得注意的

是,由于功能核酸优越的可编程性、出色的检测性能

和易于合成等特点,已成为当前分析蛋白最常用的方

法之一[6]。而等温无酶核酸扩增策略中的催化发夹

组装(CHA)则是一种级联放大信号的DNA电路,具
有理想的可控性,能够极大程度避免复杂环境对蛋白

分析的干扰[7-8]。重要的是,G-四链体/氯化血红素脱

氧核酶(G4/Hemin
 

DZ)具有类辣根过氧化物酶活性,
可直接用于比色分析中信号的输出[9-10]。因此,本研

究基于三螺旋分子探针(THMP)的稳定性和CHA
核酸扩增技术,构建了一种用于 AFP放大检测的新

型无酶比色生物传感器(T-CHA),为可视化检测和快

速精准定量分析AFP开辟了新的途径,也为 HCC的

即时检验提供新的选择,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

所有DNA寡核苷酸经高效液相色谱分离纯化,
购于上海生工生物工程股份有限公司,其详细核酸序

列见表1。磷酸缓冲盐溶液(PBS)、氯化钠(NaCl)、氯
化钾(KCl)、六水合氯化镁(MgCl2·6H2O)、6×DNA
上样缓冲液和30%制胶液(29∶1)均购于中国索莱宝

科 技 有 限 公 司。N,N,N’,N’-四 甲 基 乙 二 胺

(TEMED)、氯化血红素(Hemin)和3,3’,5,5’-四甲

基联苯胺(TMB)液体底物体系由上海阿拉丁生物化

学技术有限公司提供。核酸染料Super
 

GelRed购于

北京博迈德基因技术有限公司。1
 

mol/L
 

Tris-HCl
(pH

 

7.5)、过硫酸铵替代物(APS)和Tris-硼酸-ED-
TA(TBE)缓冲液购于上海碧云天生物技术有限公司

(中国)。二甲基亚砜购于上海麦克林生化有限公司

(中国)。DNA 分子量标准品[20
 

bp
 

DNA
 

Ladder
(Dye

 

Plus)]由宝日医生物技术(北京)有限公司提供。
实验所用试剂和溶剂均为分析级。

表1  寡核苷酸序列

寡核苷酸 序列(5'-3')

Triplex-AFP TTC
 

TCC
 

TTC
 

TTC
 

TCA
 

GGT
 

GCA
 

GTT
 

CTC
 

GAC
 

TCG
 

GTC
 

TTG
 

ATG
 

TGG
 

GTT
 

CTT
 

TTT
 

CT

T TGA
 

CGC
 

AAG
 

AAG
 

GAG
 

AAA
 

TGG
 

CGA

H1 TCG
 

CCA
 

TTT
 

CTC
 

CTT
 

CTT
 

GCG
 

TCA
 

AAT
 

GGT
 

GGT
 

GGT
 

GAC
 

GCA
 

AGA
 

AGG
 

AGA

H2 TTG
 

CGT
 

CAC
 

CAC
 

CAC
 

CAT
 

TTG
 

ACG
 

CAA
 

GAA
 

GGA
 

GAA
 

ATG
 

GTG
 

GTG
 

GTG
 

GTT

1.2 方法

1.2.1 设计原理

基于既往研究[11]和经典ELISA,针对THMP缺

乏信号扩增能力及ELISA存在的洗脱步骤烦琐、耗
时等问题,本课题组提出了一种结合THMP和CHA
的比色生物传感体系(T-CHA),用于AFP快速无酶

比色分析。首先,设计1个含有AFP适配子的DNA
发夹,用于特异性识别目标蛋白 AFP。随后,将能够

启动CHA反应的触发探针(T)与之进行自组装,制
备得到THMP。THMP中的 T在 Watson-Crick配

对和Hoogsteen氢键作用下与茎区杂交,保持刚性。
其次,又设计了1对存在互补碱基序列的DNA发夹

H1、H2,其中,G-四链体序列被整合到 H2中,而发夹

H1和H2的互补序列则被分别设计在茎区,两个发

夹由于动力学阻断因素不能进行自发杂交。当且仅

当在AFP存在的情况下,稳定的THMP能够特异性

识别AFP并打开发夹结构,形成 AFP/THMP复合

物,释放出T。T与H1反应后,介导分支迁移逐步打

开发夹H1,形成T-H1中间体。随着H1结构域的暴

露(H2互补序列),与 H2结合后,再次启动分支迁移

反应,形成T-H1-H2络合物。然而,这种复合物极不

稳定,被游离出的T继续触发额外的CHA反应,从
而实现信号的级联放大。最后,得到了具有完整G-四
链体结构的 H1-H2双链,与 Hemin相互作用后,形
成的G4/Hemin

 

DZ具有催化活性,能够介导 TMB
发生氧化反应,生成TMB2+,导致溶液颜色发生明显

改变,见图1。因此,鉴于CHA的级联信号放大优势

和便捷的比色分析方法,本文提出的T-CHA策略可

以实现微量AFP的可视化检测。
1.2.2 THMP的制备

实验前,将寡核苷酸分别在95
 

℃下加热5
 

min,
并使其以1

 

℃/min的速率缓慢冷却至室温。将触发

探针T与含有AFP适配子的核酸链按摩尔比1∶1.2
在 Tris-HCl缓 冲 液 (10

 

mmol/L
 

Tris-HCl,100
 

mmol/L
 

Na+,5
 

mmol/L
 

Mg2+,pH
 

7.2)中充分混

合,在95
 

℃加热5
 

min后,室温反应30
 

min,自组装

形成THMP。
1.2.3 T-CHA反应和比色法测量

首先,将 制 备 得 到 的 THMP溶 液 稀 释 至100
 

nmol/L(THMP的终浓度即参与自组装T的终浓度),
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依次加入400
 

nmol/L的 H1、H2和一定浓度的AFP,
在25

 

℃下孵育60
 

min。然后,将1
 

μmol/L
 

Hemin、5
 

mmol/L
 

KCl与上述溶液混合,继续反应30
 

min。接下

来,分别加入100
 

μL
 

TMB和H2O2,于黑暗环境下充分

反应15
 

min,完成显色反应。最后,在室温下通过紫外-
可见分光光度计测量样品的吸收光谱。

1.2.4 凝胶电泳分析

将每个DNA样品(5
 

μL,1
 

μmol/L)与DNA上

样缓冲液(1
 

μL)混合,分别负载在12%的聚丙烯酰胺

凝胶上。然后,使用凝胶电泳仪(美国BIO-RAD公

司)在1×TBE缓冲液中以80
 

V运行75
 

min。最后,
在稀释的Super

 

GelRedTM 染色液中染色30
 

min,使
用图像采集和分析软件Image

 

LabTM(美国Bio-RAD
公司)成像。

图1  T-CHA传感体系检测AFP的原理示意图

1.3 统计学处理

计数资料以例数或百分比表示。

2 结  果

2.1 可行性分析

对比实验组g和对照组f,二者的溶液颜色及吸

光度都存在明显差异。此外,T能够与 H1发生反应

(泳道5),H1和 H2只发生了极少的杂交反应(泳道

4)。而泳道6出现了明亮迁移较低的条带,见图2。
表明T-CHA策略可以用于AFP的可视化及精准定

量分析。

2.2 T-CHA实验参数的优化

T和H1的最佳摩尔比为1∶4,CHA的最适反

应时间是60
 

min,最佳温度条件为25
 

℃,缓冲液pH
值为7.2时T-CHA的检测性能最佳,见图3。

  A:7种不同样品的吸光度曲线(插图为各样品相应的比色响应的数码相机照片);B:T-CHA凝胶电泳图。

图2  T-CHA比色生物传感器用于AFP的可行性分析

2.3 T-CHA比色策略的检测性能

在理想的实验条件下,随着AFP浓度的增加,T-
CHA策略在650

 

nm处的吸光度也随之升高,同时,
相应的溶液变蓝,且颜色逐渐加深,允许视觉检测低

至5
 

pg/mL。检测范围为5
 

pg/mL至10
 

ng/mL,线
性回归方程为Y=0.105

 

1×lg(CAFP)+0.038
 

8,检测

限为2.29
 

pg/mL(3σ方法)。此外,使用ELISA对

AFP进行测量了分析。随着AFP浓度从100
 

pg/mL
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增加至5
 

ng/mL,吸光度呈现持续增加的趋势(R2=
0.993

 

4),检测限为50.12
 

pg/mL。同时,T-CHA策

略与 ELISA 显 示 出 良 好 的 线 性 相 关 性 (R2 =
0.976

 

0),进一步验证了该策略的可靠性,见图4。

  A:T-CHA策略中T与H1的摩尔比;B:CHA的反应时间;C:反应温度;D:缓冲液pH对分析性能的影响;误差棒为3次实验中重复测量的标

准偏差。

图3  实验参数的优化

  A:T-CHA检测不同浓度AFP的紫外可见吸光光谱;B:T-CHA策略检测AFP的标准曲线,吸光度范围为5
 

pg/mL至10
 

ng/mL;C:ELISA
检测AFP的标准曲线,吸光度范围100

 

pg/mL至5
 

ng/mL;D:T-CHA策略和ELISA之间的线性相关性。

图4  T-CHA比色策略的检测性能

5982重庆医学2024年10月第53卷第19期



3 讨  论

  AFP不仅是临床上诊断 HCC最常用的血清生

物标志物[12],还在疾病评估和预后方面具有潜在价

值。在慢性肝病患者中,血清AFP水平的升高,可能

反映组织环境允许癌症的发生,可用于评估其发展为

HCC的风险[13]。此外,AFP还可作为药物反应(如
索拉菲尼)的预测因子,对肝细胞癌患者具有额外的

预后价值[14]。目前,临床上常用的检测方法主要有3
种,分别是ELISA、放射免疫分析法和放射免疫电泳

法。然而,这些方法存在一定缺陷,如操作步骤多、检
测时间长、高度依赖酶的生物催化活性[15-16],需要精

准的温度控制,易受复杂环境的干扰,且成本高[17]。
因此,急需开发一种能够快速、简单、高效检测 AFP
的方法。而功能核酸中的三螺旋DNA分子结构在生

理环境下极其稳定[18],可以被自由设计为分析不同生

物分子的特定探针,具备操作的简单性和高经济效

益[19-20]。重要的是,因其具有高度特异性和稳定性,
在进行蛋白质分析时,能够极大程度地减少非特异性

反应的发生,从而降低背景泄露,减少噪声[21]。将

THMP和CHA方法相结合的无酶比色分析生物传感

器,具有良好的热稳定性、易于制备和修饰等特性[22],
形成的G4/Hemin

 

DZ在 H2O2 存在的情况下,可催化

TMB、ABTS等特定底物氧化,使其颜色和吸收光谱发

生明显变化[23-25],可直接进行视觉检测。
在可行性分析中,CHA反应的H1和 H2之间能

够稳定共存的原因是动力学阻碍因素[26],使之极小概

率发生自杂交反应,只有在T存在的情况下,才能触

发一系列的CHA反应。当游离的T与 H1、H2结合

后,触发了CHA循环反应,明显放大信号的输出,导
致溶液变成深蓝色。这一现象表明,通过CHA循环

反应形成的G-四链体具有良好的信号响应能力。此

外,在没有靶蛋白存在的情况下,THMP显示出的低

背景,进一步证实了THMP的正确组装是稳定的,可
以大大减少背景泄漏。而在加入一定浓度的 AFP
后,溶液变成深蓝色,吸光度也发生明显变化。表明

AFP可以识别特定的核酸序列并破坏THMP的稳定

结构,释放被包埋的T,从而进一步触发CHA循环反

应,形成具有超催化活性的G4/Hemin
 

DZ。
从实验参数优化的结果来看,信噪比随着 H1浓

度的增加而增加,1∶5处开始下降,这可归因于在较

高的摩尔比时,过量的 H1增加了与 THMP自杂交

的机会,导致了高背景噪声。CHA反应在60
 

min内

就达到饱和值,反应趋于平衡。此外,温度变化会明

显影响DNA发夹结构的稳定性和G4/Hemin
 

DZ催

化反应的进行。众所周知,DNA发夹结构在较低的

反应温度下具有优异的热稳定性。而过低的温度则

不利于提高DNA杂交,也影响 G4/Hemin
 

DZ的催

化反应效率,相反,较高的温度会增加THMP的背景

泄漏并降低G4/Hemin
 

DZ的稳定性,从而导致噪声

信号的增加和相应的靶标特异性识别反应降低。因

此,本实验选择25
 

℃作为最佳温度条件,最适pH值

为7.2可能与C-G·C+碱基配对在酸性pH下更稳

定,而G4/Hemin
 

DZ在pH
 

7~8时表现出较高的过

氧化物酶样活性有关[27-28]。
在灵敏度分析中,该传感器检测 AFP允许的可

视化检测低至5
 

pg/mL,检测下限达到2.29
 

pg/mL,
在5

 

pg/mL至10
 

ng/mL范围内,吸光度与 AFP浓

度的对数呈良好的线性关系(R2=0.990
 

8)。表明T-
CHA对不同浓度的AFP有良好的响应性,具有高灵

敏度和较大的动态范围,这种高灵敏度主要归功于

THMP的稳定性和无酶扩增方法CHA的级联信号

放大能力。值得注意的是,T-CHA的灵敏度明显优

于常规 ELISA(约22倍)。同时,对比 ELISA,T-
CHA无须经过多次反复的洗涤步骤,不需要任何酶

参与和长时间的孵育反应,具有高灵敏度、低成本、快
速等优点,更具成本效益和时间效益。

综上所述,本研究利用低背景泄露的THMP和

辅助靶标信号循环放大的 CHA 技术相结合的 T-
CHA,成功设计并应用于肝癌的 AFP检测。值得注

意的是,整个反应过程在室温下进行,不需要任何酶

参与,且无须复杂的程序和长时间的精密操作。此

外,通过具有辣根过氧化物酶样活性的 G4/Hemin
 

DNAzyme催化 TMB体系显 色 原 理,可 以 实 现 对

AFP进行半定量可视化分析。更重要的是,通过改变

THMP上相应的适体序列,该适体传感器可以扩展

到检测其他蛋白或核酸,具有良好的可编程性和简单

性。因此,该方法在肿瘤的视觉监测中具有一定的应

用潜力。
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