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“修复酶启动”的四面体DNA框架增强型杂交链式
反应回路的构建及在细胞成像中的应用研究

刘海慧,王小雨,刘敏,吴玉姝

(聊城大学
 

生物制药研究院,山东
 

聊城
 

252059)

摘要 四面体DNA框架增强型杂交链式反应(THCR)近期已被成功研发。然而,THCR的启动因子目前

主要局限于核酸分子,限制其在生物传感中的应用。本工作设计了一种“修复酶启动”的THCR(RI-THCR)
纳米系统,并将其用于放大成像细胞内DNA修复酶活性。AP核酸内切酶1(HAP1)被选作模型DNA修复

酶。通过将含AP位点和触发链的双链DNA及两个发夹探针分别连接在四面体DNA框架的不同顶点处,
构建出RI-THCR纳米系统。RI-THCR纳米系统自主进入活细胞后,内源性HAP1修复系统中的AP位

点,进而高效启动THCR反应,产生级联放大的荧光信号。构建的RI-THCR纳米系统对HAP1的检测限

为0.00018
 

U/mL,并实现对细胞内HAP1活性的放大成像。本工作为细胞内DNA修复酶的基础生物学

研究及其临床相关性考察提供了理想工具。
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Abstract Tetrahedral
 

DNA
 

framework-enhanced
 

hybridization
 

chain
 

reaction
 

(THCR)
 

has
 

recently
 

been
 

developed.
 

However,
 

currently
 

the
 

initiators
 

of
 

THCR
 

are
 

predominantly
 

limited
 

to
 

nucleic
 

acid
 

mole-
cules,

 

which
 

restricts
 

their
 

application
 

in
 

biosensing.
 

In
 

this
 

work,
 

a
 

"repair
 

enzyme-initiated"
 

THCR
 

(RI-
THCR)

 

nanosystem
 

was
 

designed
 

and
 

its
 

operation
 

was
 

reported
 

for
 

amplified
 

imaging
 

of
 

DNA
 

repair
 

en-
zyme

 

activity
 

in
 

live
 

cells.
 

Apurinic/apyrimidinic
 

endonuclease
 

1
 

(HAP1)
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

model
 

DNA
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repair
 

enzyme.
 

The
 

RI-THCR
 

nanosystem
 

was
 

constructed
 

by
 

linking
 

a
 

dsDNA
 

(containing
 

AP
 

sites
 

and
 

trigger
 

strand),
 

two
 

hairpins
 

to
 

different
 

vertexes
 

of
 

tetrahedral
 

DNA
 

framework.
 

The
 

nanosystem
 

could
 

independently
 

enter
 

into
 

live
 

cells.
 

Upon
 

repair
 

action
 

of
 

endogenous
 

HAP1
 

to
 

AP
 

sites,
 

THCR
 

reaction
 

in
 

the
 

nanosystem
 

was
 

initiated
 

efficiently,
 

generating
 

amplified
 

fluorescence
 

signal.
 

The
 

nanosystem
 

provid-
ed

 

a
 

detection
 

limit
 

of
 

0.00018
 

U/mL
 

for
 

HAP1
 

and
 

achieved
 

the
 

amplified
 

imaging
 

of
 

intracellular
 

HAP1
 

activity.
 

The
 

designed
 

RI-THCR
 

nanosystem
 

provided
 

a
 

promising
 

tool
 

for
 

the
 

research
 

of
 

basic
 

biology
 

of
 

intracellular
 

DNA
 

repair
 

enzymes
 

and
 

their
 

clinic
 

correlations.
Keywords tetrahedral

 

DNA
 

framework;
 

DNA
 

circuit;
 

DNA
 

repair
 

enzyme;
 

cellular
 

imaging

0 引言

DNA回路是一类基于链置换反应实现DNA分子逐级自组装的新型系统[1-2]。凭借其可编程性、刺激

响应性和信号放大等独特优势,DNA回路已成为生物传感领域的重要工具[3-4]。其中,杂交链式反应

(HCR)作为一种典型的DNA回路已广泛应用于生物传感研究[5-7]。

HCR通过分析物启动DNA发夹的级联杂交反应,最终形成高分子量的DNA纳米线[8]。传统HCR在

细胞外检测中已得到广泛应用,其检测目标物包括核酸、蛋白质、酶、金属离子、小分子等。然而,传统HCR
的运行依赖于溶液中自由扩散的DNA发夹反应物之间的随机碰撞,这限制了其信号放大的速度和效率。
另外,传统HCR的DNA发夹反应物难以直接进入细胞,且其在细胞复杂环境中稳定性降低,这限制了其在

细胞成像中的应用。为应对传统HCR面临的问题,通过引入四面体DNA框架,研究者将DNA发夹连接

在四面体DNA框架上,成功开发出四面体DNA框架增强型HCR(THCR)[9-10]。相比传统的HCR,THCR
得益于四面体DNA框架的空间限域效应和三维结构特性,在活细胞成像中展现出更快的反应速率、更高的

细胞内化效率和更优的生物稳定性。然而,THCR的启动因子目前主要局限于核酸分子,这限制了THCR
在生物传感中的广泛应用。

DNA修复酶是负责识别和纠正DNA损伤以维持基因组完整性的一类重要酶[11-12]。活细胞内DNA修

复酶的活性异常与肿瘤发生密切相关,也是导致化疗耐药性的关键因素[13]。为探究DNA修复酶在复杂细

胞环境中的功能及其临床相关性,研究者基于DNA探针已开发出活细胞DNA修复酶活性的成像技

术[14-15]。近年来,随着信号放大策略的引入,已成功实现了活细胞内DNA修复酶活性的放大成像[16-17]。然

而,现有的细胞放大成像方法主要依赖于金纳米颗粒或二氧化锰纳米片等金属纳米载体,这些材料存在修饰

不可控和生物安全性欠佳等局限性[18]。
在此,我们成功设计了一种“修复酶启动”的THCR(RI-THCR)纳米系统,并将其用于活细胞内DNA

修复酶活性的放大成像。本工作选择
 

AP核酸内切酶1(HAP1)作为模型DNA修复酶,该酶能特异性识别

并切刻DNA双链中的AP位点损伤,形成单核苷酸缺口[19]。作为一种典型的框架核酸,四面体DNA框架

具有良好细胞渗透性和生物稳定性[20-21]。通过将含有AP位点和触发链的双链DNA与两个发夹结构分别

连接在四面体DNA框架的不同顶点处,构建得到RI-THCR纳米系统。基于四面体DNA框架的细胞渗透

性,该纳米系统可自主进入活细胞。在内源性HAP1的修复作用下,该纳米系统能高效启动THCR反应,
产生放大的荧光信号。该纳米系统对HAP1的检测限为0.000

 

18
 

U/mL。此外,该纳米系统展现出良好的

生物安全性和稳定性,成功用于活细胞内HAP1活性的放大成像。本工作所设计的RI-THCR纳米系统为

细胞内DNA修复酶的基础生物学研究及其临床相关性考察提供了有力工具。

1 实验部分

1.1 材料与仪器

DNA寡核苷酸序列(详见表1)、10×PBS缓冲液购自上海生工生物工程股份有限公司。HAP1、烷基腺

嘌呤DNA糖基化酶(hAAG)及DNase
 

I购自纽英伦生物技术有限公司。噻唑蓝(MTT)、二甲基亚砜(DM-
SO)购自美国密苏里州SigmaAldrich公司。
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凝胶成像采用Tanon
 

4600SF凝胶成像系统,荧光光谱通过Hitachi
 

F-7000荧光分光光度计测定,细胞

成像采用Zeiss
 

LSM-880共聚焦激光扫描显微镜完成。
表1 本工作使用的DNA寡核苷酸序列

Tab.1 DNA
 

oligonucleotide
 

sequences
 

used
 

in
 

this
 

work

名称 序列

四面体单链A
AAGGAGATGGTGGATGTAGTGTTATTTATCACCCGCCATAGTAGACGTATCACCAGGCAGTTGAGACGAA

CATTCCTAAGTCTGAA

四面体单链B
ACATGCGAGGGTCCAATACCGACGATTACAGCTTGCTACACGATTCAGACTTAGGAATGTTCGTTTAGATG

GAGTGTGGTGTGAAG

四面体单链C
ACTACTATGGCGGGTGATAAAACGTGTAGCAAGCTGTAATCGACGGGAAGAGCATGCCCATCCTTTTTTTT

TTTTTTTTTTTT

四面体单链D ACGGTATTGGACCCTCGCATGACTCAACTGCCTGGTGATACGAGGATGGGCATGCTCTTCCCG

识别链R TCT/idSp/CATCAG/idSp/TTGATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

无AP位点nR TCTTCATCAGTTTGATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

触发链T TAGCTTATCAAACTGATGAAGA

发夹H1
CACTACATCCACCATCTCCTTTTTTTTTTTTCTTCATCAGTTTGATAAGCTAACGTACTAGCTTATCAA

ACTGA

发夹H2
BHQ2-TAGCTTATCAAACTGATGAAGATCAGTTTGATAAGC/iCy5dT/AGTACGTTTTTTTTTTTCTTCA-

CACCACACTCCATCTA

1.2 RI-THCR纳米系统的制备

首先,制备四面体DNA框架:在1×PBS缓冲液中,将等摩尔浓度的四条DNA单链(A、B、C、D)混合,
先在80

 

℃孵育2
 

min,接着在60
 

℃孵育2
 

min,最后置于4
 

℃环境中得到四面体DNA框架。然后,制备双

链DNA
 

R-T:取等摩尔量的两条DNA链(R和T)进行混合,于95
 

℃加热10
 

min后自然冷却至25
 

℃,得到

双链DNA
 

R-T。接着,将制备的双链DNA
 

R-T与四面体DNA框架等摩尔混合,在25
 

℃反应1
 

h,得到连

接双链DNA
 

R-T的四面体DNA。最后,将H1或H2分别于90
 

℃加热5
 

min后自然冷却至25
 

℃以得到

发夹结构,并将等摩尔量的H1、H2与上述获得的连接双链DNA
 

R-T的四面体DNA在25
 

℃混合反应1
 

h,得到RI-THCR纳米系统,并将制得的RI-THCR纳米系统保存于4
 

℃以备后续使用。

1.3 凝胶电泳表征

通过琼脂糖凝胶电泳对制备的RI-THCR纳米系统进行表征。取10
 

꤀L样品与2
 

꤀L
 

6×上样缓冲液混

合,加入含GelRed染料的琼脂糖凝胶孔道中。随后在1×TBE缓冲液中以100
 

V电压进行1
 

h电泳。最后

对凝胶进行成像分析。

1.4 荧光检测

为验证RI-THCR纳米系统在缓冲溶液中对目标物的响应特性,向RI-THCR纳米系统的溶液中加入

不同浓度的HAP1。在37
 

℃孵育1
 

h后,于635
 

nm激发波长下测定样品在650
 

nm至750
 

nm范围内的荧

光光谱。激发与发射狭缝宽度均设置为10
 

nm,光电倍增管工作电压为700
 

V。

1.5 MTT法检测细胞存活率

将人正常肝细胞(L02)接种于96孔板中,于37
 

℃孵育24
 

h后弃去培养基。随后,向每孔加入含不同浓

度RI-THCR纳米系统(50、100、150、200
 

nmol/L)的无血清新鲜培养基,继续于37
 

℃孵育24
 

h。之后,每孔

加入20
 

꤀L
 

MTT溶液(5
 

mg/mL),37
 

℃反应4
 

h。最后加入150
 

꤀L
 

DMSO,于490
 

nm波长下测定样品吸

光度。

1.6 RI-THCR纳米系统成像细胞内HAP1活性

将HeLa细胞接种于共聚焦培养皿中,于37
 

℃培养24
 

h后移除培养基。随后,加入含有100
 

nmol/L
 

RI-THCR纳米系统的无血清新鲜培养基,继续在37
 

℃孵育2
 

h。最后用PBS缓冲液洗涤细胞三次,进行共

聚焦激光扫描显微镜成像。
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2 结果与讨论

2.1 RI-THCR纳米系统检测HAP1活性的工作原理

RI-THCR纳米系统检测HAP1活性的工作原理如图1所示。RI-THCR纳米系统由四面体DNA框

架、双链DNA
 

R-T以及发夹探针H1和H2构成。其中双链DNA
 

R-T由含AP位点的识别链DNA(R)与
触发链DNA(T)杂交形成,发夹探针H2的茎部标记有荧光基团Cy5与淬灭基团BHQ2。通过互补杂交将

双链DNA
 

R-T、发夹探针H1和H2分别连接至四面体DNA框架的三个顶点处,组装形成RI-THCR纳米

系统。在进行细胞内HAP1成像时,RI-THCR纳米系统通过内吞作用进入细胞,细胞内源性HAP1切刻系

统中的AP位点,导致双链DNA
 

R-T结构的解离,同时释放出触发链T。释放的该触发链T可启动THCR
信号扩增反应,使H2上标记的荧光基团Cy5与淬灭基团BHQ2发生空间分离,从而恢复Cy5的荧光信号。
产生的该荧光信号用于指示目标酶HAP1的活性水平。构建的RI-THCR纳米系统为活细胞内HAP1活

性的放大成像提供了一个新方法。

图1 RI-THCR纳米系统成像HAP1活性的工作原理

Fig.1 Working
 

principle
 

of
 

the
 

RI-THCR
 

nanosystem
 

for
 

imaging
 

HAP1
 

activity

2.2 RI-THCR纳米系统的表征及检测可行性考察

通过琼脂糖凝胶电泳验证四面体DNA框架与双链DNA
 

R-T以及发夹探针H1和H2的组装情况。
如图2(a)所示,与“四面体”条带相比,“四面体+R-T”的条带发生上移,这表明R-T双链已经与四面体

DNA框架发生杂交。接着,当向“四面体+R-T”体系中逐步加入发夹H1、H2时,混合物条带的电泳迁移率

逐渐降低。这是由于杂交产物的分子量逐渐增大且空间结构更为复杂所致,表明继R-T双链之后,发夹

H1、H2也逐步连接至四面体DNA框架上,形成了RI-THCR纳米系统。
为验证RI-THCR纳米系统的检测可行性,我们考察了本纳米系统对HAP1的荧光响应性能。如图2

(b)所示,当存在目标酶HAP1时,RI-THCR纳米系统显示出明显增强的荧光信号。该结果表明,所设计的

RI-THCR纳米系统能够用于检测HAP1的活性。

2.3 RI-THCR纳米系统的检测性能考察

为探究RI-THCR纳米系统的检测灵敏度,我们在该纳米系统中加入了不同浓度的HAP1。如图3(a)
所示,随着目标酶浓度的增加,该纳米系统显示出逐渐增强的荧光强度。如图3(b)所示,在目标酶浓度0至

0.08
 

U/mL的范围内,ΔF值与目标酶浓度呈正相关关系。其检出限(LOD)为0.000
 

18
 

U/mL(按3σ/斜率

计算),低于或相当于文献已报道的HAP1活性成像方法[19,22-23]。这表明目标酶HAP1能触发RI-THCR
纳米系统中的THCR反应,并且本纳米系统对目标酶具有良好的检测灵敏度。

297  聊城大学学报(自然科学版) 第1卷



图2 (a)
 

琼脂糖凝胶电泳表征RI-THCR纳米系统的形成;(b)
 

RI-THCR纳米系统对HAP1(1
 

U/mL)的荧光光谱响应

Fig.2 (a)
 

Characterization
 

of
 

RI-THCR
 

nanosystem
 

formation
 

by
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis;
 

(b)
 

Fluorescence
 

spectral
 

response
 

of
 

the
 

RI-THCR
 

nanosystem
 

to
 

HAP1
 

(1
 

U/mL)

图3 (a)
 

RI-THCR纳米系统对不同浓度HAP1的荧光光谱响应;(b)
 

ΔF与HAP1浓度之间的相关曲线(内插图为线性)

ΔF代表存在与不存在HAP1时,纳米系统在662
 

nm处荧光强度的差值

Fig.3 (a)
 

Fluorescence
 

spectral
 

response
 

of
 

the
 

RI-THCR
 

nanosystem
 

to
 

different
 

concentrations
 

of
 

HAP1;
 

(b)
 

Correlation
 

curve
 

between
 

ΔF
 

and
 

HAP1
 

concentration
 

(inset
 

shows
 

linear
 

relationship).
 

ΔF
 

represents
 

the
 

difference
 

in
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

the
 

nanosystem
 

at
 

662
 

nm
 

in
 

the
 

presence
 

and
 

absence
 

of
 

HAP1

随后,我们研究了RI-THCR纳米系统的选择性。如图4所示,只有目标酶HAP1存在时才能诱导纳米

系统产生高强度的荧光信号。相比之下,DNase
 

I仅引发微弱荧光,这表明RI-THCR纳米系统对核酸酶降

解具有优异的抵抗能力。此外,干扰酶hAAG也仅产生微弱荧光,这是因为它无法与纳米系统中的AP位

点发生反应。这些结果表明,所设计的RI-THCR纳米系统具有良好的稳定性和选择性。综上,所设计的

RI-THCR纳米系统在高灵敏度、高选择性地成像HAP1活性方面具有良好的应用前景。

2.4 RI-THCR纳米系统成像细胞内HAP1活性

通过MTT法评估了RI-THCR纳米系统的细胞毒性。如图5所示,与不同浓度RI-THCR纳米系统

(50、100、150、200
 

nmol/L)共同孵育24
 

h后,L02细胞存活率均保持在90%以上。这表明所设计的RI-
THCR纳米系统对细胞具有良好的生物安全性。

随后,进行RI-THCR纳米系统放大成像细胞内DNA修复酶HAP1活性的应用研究,结果如图6所

示。将RI-THCR纳米系统与HeLa细胞共同孵育2
 

h后,检测到明亮的Cy5荧光信号。这表明该纳米系

统在无金属纳米载体或转染试剂的辅助下能自主进入活细胞,并与内源性DNA修复酶HAP1反应以启动
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THCR反应,产生荧光信号。另一方面,当将游离HCR系统(即R-T、H1及H2)与HeLa细胞共同孵育2
 

h
后,未检测到明显荧光,说明不含四面体DNA框架的游离HCR系统无法自主进入活细胞。这也证实了四

面体DNA框架对于提升RI-THCR纳米系统细胞渗透性的必要性。此外,将不含AP位点的对照RI-TH-
CR纳米系统与HeLa细胞共同孵育2

 

h后,未产生明显荧光信号。这表明该纳米系统不会被细胞内核酸酶

降解而产生假阳性信号,彰显了RI-THCR纳米系统在细胞环境中的高生物稳定性和特异性。总之,RI-
THCR纳米系统能够用于活细胞内HAP1活性的放大成像,并具备良好的生物安全性、自主递送能力、高生

物稳定性及特异性等优势。

注:Target(HAP1)、DNase
 

I、hAAG的浓度均为1
 

U/mL,

其中Target为目标物HAP1,Mixture为HAP1(1
 

U/mL)

与DNase
 

I(1
 

U/mL)、hAAG(1
 

U/mL)的混合物。误差线

为标准差(SD)(n=3)。

图4 RI-THCR纳米系统的选择性

Fig.4 Selectivity
 

of
 

the
 

RI-THCR
 

nanosystem

 

注:RI-THCR浓度分别为50、100,150、200
 

nmol/L,孵育时间为24
 

h,误

差棒代表标准差(n=3)。

图5 采用MTT法检测L02细胞与不同浓度

RI-THCR纳米系统共孵育后的细胞存活率

Fig.5 Cell
 

viability
 

of
 

L02
 

cells
 

incubated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

the
 

RI-THCR
 

nanosystem

  注:游离HCR系统(不含四面体DNA框架)、RI-THCR纳米系统、不含AP
位点的对照RI-THCR纳米系统(比例尺:20

 

꤀m)。

图6 HeLa细胞分别与不同纳米系统(100
 

nmol/L)

共同孵育后的激光共聚焦扫描显微镜(CLSM)图像

Fig.6 Confocal
 

laser
 

scanning
 

microscopy
 

(CLSM)
 

images
 

of
 

HeLa
 

cells
 

after
 

incubation
 

with
 

different
 

nanosystems
 

(100
 

nmol/L)

3 结论

总之,我们开发了一种RI-THCR纳米

系统,并实现了其对活细胞内DNA修复酶

活性的放大成像。本工作选择 HAP1作为

模型DNA修复酶。通过将双链DNA
 

R-T、
发夹探针H1和H2连接在四面体DNA框

架的三个顶点上,得到高度集成的RI-TH-
CR纳米系统。RI-THCR纳米系统能自主

进入活细胞,当目标物HAP1修复纳米系统

中的AP位点后,THCR反应被高效激活。

RI-THCR纳米系统对HAP1表现出良好的

检测灵敏度。此外,RI-THCR纳米系统能

作为信号放大器,实现对活细胞中内源性

HAP1活性的放大成像。本工作所设计的

RI-THCR纳米系统为细胞内DNA修复酶

的基础生物学研究及其临床相关性考察提供

了重要工具。
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