
以核酸为基础的分子计算机或者分子水平上

的信息处理有望代替传统的以硅作为原件的计算

机技术，在生物医学领域具有重要意义[1耀6]。这是
因为核酸与以硅为基础的生物运算相比具有结构

简单、能和其互补链杂交,以及能与目标分子(金
属离子、小分子、蛋白质)相互作用的特点,在构建
DNA计算机方面有巨大优势。设计并构建 DNA
逻辑门引起了国内外广大研究者的兴趣[7耀13]。如:

汪尔康院士利用核酸置换技术和 G四聚体组装
技术构建逻辑门，在体外模拟控制光敏剂 PPIX
的释放[8]；Song等采用两个 DNA origami纳米结构
构建用于 microRNA检测的逻辑门[9]；Xu等利用连
接酶形成环形 DNA分子构建逻辑门[10]；Winner等
构建了—个基于离子的 DNAzyme 逻辑门实现
U022+的灵敏检测等等[11]。

在本文中，我们利用核酸适体和胶体金技术
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构建了一种新型的 DNA逻辑门，用于蛋白质凝血
酶分析。核酸适体是经体外筛选技术 SELEX(指数
富集配体系统进化) 筛选出的能特异结合蛋白质
或其他小分子物质的寡聚核苷酸片段。它是一系

列单链核酸分子，与特异靶分子相结合，特异性如

同抗体一样，对可结合的配体有严格的识别能力

和高度的亲和力。核酸适体在生物传感器、新药

开发以及纳米技术等方面有着广泛的用途[14]。本
文选用凝血酶蛋白质作为逻辑门的输入，利用凝

血酶与其核酸适体特异结合，释放出监测探针上

的胶体金结合位点，引起胶体金团聚，实现逻辑门

信号输出，实现凝血酶分析。

1 试验方法

1.1 试剂与仪器

试剂：本文中所用寡核苷酸由大连宝生物公

司合成。N1：CTT CTT GGC AGT CCG TGG TAG
GGC AGG TGG GGG TGA CT; N2：GCC AAG AAG
GGG GAC TGC CAA GAA G; N3: SH - TTTT CT-
TCTTGGC。N1是凝血酶核酸适体序列；N2是监
测探针序列；N3序列在 5忆端修饰有巯基。HAu原
Cl4、BSA、HSA、IgG, 柠檬酸三钠购自上海生工
生物有限公司，凝血酶购自北京鼎国生物有限公

司，所用其他化学试剂均为分析纯。仪器：紫外可

见分光光度计（UV 1750 日本岛津）。
1.2 实验方法

1.2.1 胶体金的制备

该方法采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金。

首先将 100 mL 0.01%的 HAuCl4溶液在加热搅拌
器上搅拌加热至沸腾，迅速加入 4.5 mL 1%的柠
檬酸三钠水溶液并继续搅拌加热。煮沸 7耀10
min，最后定格为透明酒红色。室温冷却，封存于
4 益的冰箱中。
1.2.2 胶体金的核酸功能化修饰

首先将制得的金溶胶浓缩 1倍，于 1 mL浓
缩的纳米金中缓慢加入 N3溶液，室温放置 16 h
后逐滴加入 100 mmol/L 磷酸缓冲溶液（pH 7.4），
随后加入 2 mol/L NaCl进行老化。离心分离，最后
将沉积物分散于 10 mmol/L PBS中，4 益保存备用。
1.2.3 紫外吸收光谱的测定

配制底液: 20 mmol/L Tris-HCl (pH=7.4) , 2
mmol/L MgCl2。在底液中加入 10 nmol/L凝血酶和
100 nmol/L N1, 孵育 30 min，再加入 100 nmol/L
N2和 N3，孵育 5 min后在紫外可见分光光度计

上进行测定。特异性实验过程和凝血酶实验过程

一样，只是用其他蛋白（BSA、HSA、IgG）代替凝血
酶。以上反应温度为室温。

2 结果与分析

通过二进制“1-0”概念设计的可进行特殊运
算的逻辑门 , 有一个输入便有一个输出结果。
“YES”门是当输入为 1 时输出也为 1。我们把蛋
白质凝血酶作为输入信号, 胶体金团聚信息作为
输出信号, 利用凝血酶与其核酸适体特异相互作
用导致胶体金团聚的原理, 构建了 YES逻辑门。
示意图见图 1。逻辑门由链 N1、N2和 N3组成。N1
是核酸适体序列，由两部分组成，一部分是凝血酶

的核酸适体序列，另一部分能与 N2互补，封闭胶
体金结合位点；N3 是核酸功能化修饰的胶体金
（Au-DNA）；N2是监测探针序列，有两个相同的
Au-DNA 结合位点。当 N2 监测探针上的两个
Au-DNA结合位点同时与 Au-DNA结合时，胶体
金团聚，引起胶体金吸收峰值下降，甚至吸收峰红

移；但是当没有凝血酶输入时，核酸适体与监测探

针结合，封闭胶体金结合位点，则不能引起胶体金

团聚，没有吸收峰值下降或吸收峰红移现象，从而

没有信号输出。

从图 1可以看出，作为逻辑门信号输出方式
的功能化胶体金对逻辑门构建具有重要意义。我

们首先检测了核酸功能化修饰的胶体金（图 2）。
我们发现新制备的胶体金在 522 nm有一个明显
的吸收峰，但是加入钠离子后，吸收峰发生明显的

红移，且 522 nm处吸收明显下降（图 2A）；但是当

图 1 逻辑门的构建原理
逻辑门包括两部分院计算模块和输出模块遥计算模块接收并
分析凝血酶曰 根据计算结果输出信号遥 释放出的监测探针
N2将这两个模块联系起来袁将计算信息转换为输出信号遥
Fig.1 The construction of logic gate
Logic gates contain two modules: computation module and
output module. The computation module receives and ana鄄
lyzes thrombin input, while the output module displays dif鄄
ferent symbols, depending on the computing results. The two
modules are connected by a specific N2, which transfers in鄄
formation from the computation module to the output module.

Input Computation Output

Thr om bin

N2

N1 Au-DNA
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图 4 逻辑门特异性研究
渊A冤输入 BSA尧HSA尧IgG和凝血酶时的吸收光谱图曰渊B冤是
670 nm/522 nm吸收值归一化显示的输出信号[15]遥 1耀4分别
是输入 BSA尧HSA尧IgG 和凝血酶遥
Fig.4 Specificity of the logic gate
(A) The absorption spectra when BSA, HSA, IgG and throm鄄
bin as inputs; (B) The normalized absorption value of 670 nm/
522 nm in a truth table according to reference[15]. 1耀4 is the
BSA, HSA, IgG and thrombin as the input, respectively.

胶体金用核酸进行功能化修饰后，加入钠离子，我

们发现吸收峰没有明显的偏移，同时 522 nm处
的吸收值没有显著变化。这些结果说明胶体金进

行了很好的核酸功能化，即使加入较高浓度的盐

条件下仍然能保持良好的分散性能，能够很好地

用于逻辑门构建。

YES门是逻辑门中最简单的门之一。当有输
入信号时，就有输出信号产生。在图 3中，发现输
入凝血酶，在 522 nm的吸收值发生明显下降，吸
收峰明显红移；而没有凝血酶时，在 522 nm有一
个明显的吸收峰。这是因为凝血酶与核酸适体结

合，将探针上胶体金结合位点释放，加入核酸功能

化修饰的胶体金，两个胶体金同时结合到探针上，

导致胶体金团聚，输出信号；当没有凝血酶输入

时，不能有效释放胶体金结合位点，功能化胶体金

不能同时结合到探针上，则不能输出信号。上述结

果证明我们有效地构建了以凝血酶为输入信号，

以胶体金团聚为输出信号的 YES逻辑门。
最后我们探索了新研制的 DNA逻辑门的特

异性。这是因为作为分子计算机基础的 DNA逻辑
门为实现疾病的诊治及预后，必须具有好的特异

性[3耀5]。我们用非凝血酶蛋白质（BSA、HSA、IgG）对
逻辑门的特异性进行了研究。结果显示在图 4中。
我们发现当输入 BSA、HSA、IgG 等蛋白质时，吸
收峰及吸收值都没有明显变化，但是当输入凝血

酶蛋白质时，522 nm吸收峰明显降低，峰出现明
显红移。这些实验说明逻辑门具有好的特异性。

3 讨论

我们根据核酸适体和蛋白质特异性结合，引

起功能化胶体金团聚的特性，构建了凝血酶输入

信号的 YES逻辑门，快速监测凝血酶在样品中的
存在。当我们将凝血酶的核酸适体设计为其他蛋

白质或小分子的核酸适体时，依据该逻辑门构建

方法，我们可以构建其他蛋白质或小分子的逻辑

门，从而实现更多蛋白质等物质的监测，在临床上

为疾病的防治将有重要的作用。
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图 2 核酸功能化胶体金的检测
渊A冤没有修饰核酸的胶体金的吸收光谱图曰渊B冤修饰核酸的
胶体金的吸收光谱图遥曲线 1是没有加 0.5 nmol/L NaCl曰曲
线 2是加 0.5 nmol/L NaCl遥
Fig.2 The detection of nucleic acid functionalized gold
nanoparticles
(A) The absorption spectrum of gold nanoparticles without
modification of nucleic acids; (B) The absorption spectrum of
gold nanoparticles modified nucleic acid. Without addition of
0.5 nmol/L NaCl (curve 1) and addition of 0.5 nmol/L NaCl
(curve 2).
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图 3 凝血酶的 YES 逻辑门
渊A冤加入和不加入凝血酶时的吸收光谱图曰渊B冤以 670 nm/
522 nm吸收值归一化显示的输出信号遥 曲线 1是没有加
入凝血酶曰曲线 2是加入凝血酶遥
Fig.3 Thrombin YES logic gate
(A) The absorption spectra with and without the addition of
thrombin; (B) The normalized absorption value of 670 nm/522 nm
in a truth table. Without addition of thrombin (curve 1) and
with addition of thrombin(curve 2).
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在 Ang1调节 BSCB屏障功能的过程中是否发挥
作用仍需进一步的研究阐明。
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