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要!

DN?

在生命活动中具有重要意义!针对
DN?

检测技术日益增多!近些年一种无酶等温高效的超

灵敏扩增技术!杂交链反应"

T$=

$逐渐引起广泛的关注(

T$=

!仅在特定的核苷酸引发物"

N%

$和两个特殊设

计的发夹
DN?

"

T*

!

T&

$同时存在的情况下进行自组装!实现了原位扩增反应(由于
N%

!

T*

!

T&

的可编辑性

及可修饰性!使得
T$=

适用于分子生物学的各个领域!具有广泛的应用前景(该文通过
T$=

在核酸检测'蛋

白检测'细胞检测及生物成像等方面的应用进展来探究其优点和不足(

关键词!杂交链反应#
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现代医学领域!许多疾病的诊断和治疗都依赖一

定的检测技术!无论是分子水平的核酸和蛋白质!还

是细胞水平的分析都需要高灵敏度高特异度的技术

来提高检测的准确性"目前!临床常用的检测手段主

要包括核酸扩增!免疫荧光!化学发光!比色法!免疫

层析!酶免疫!直接镜检等!其中核酸扩增被认为是高

灵敏高特异的检测技术之一&

*

'

"现在的核酸扩增技

术已经非常完善!主要分为两大类%热循环扩增和等

温扩增"热循环扩增包括聚合酶链反应(

C$=

)!连接

酶链式反应 (

G$=

)等#等温扩增包括滚环扩增

(

=$?

)!链置换扩增(

#D?

)!杂交链反应(

T$=

)

等&

&,>

'

"相对于热循环扩增!等温扩增外部条件要求

更简单!不需要额外的仪器辅助变温!甚至可以在室

温下反应!其中以
T$=

为基础的等温扩增得到人们

的广泛关注&

(

'

"

&"":

年!

D%=P#

等&

;

'首次提出
T$=

!一种无酶$

高敏$简单$高效能$不依赖仪器的等温扩增技术"

T$=

是通过一段核酸引发物(

N%

)使两条发夹
DN?

(

T*

$

T&

)互相杂交的级联反应!形成稳定的长双链

DN?

!通常由几十个甚至上百个重复单位(

T*

$

T&

)

互补配对形成!对
T*

$

T&

进行标记可实现检测信号

的增强或放大!如荧光标记$电化学标记$纳米粒子标

记等&

',*"

'

"迄今为止!

T$=

已经应用于多种靶目标的

超灵敏检测!包括核酸$蛋白质!甚至在肿瘤细胞中也

有一定的应用&

**,*(

'

"除了靶目标的检测!

T$=

还可

以联合识别分子!实现原位或细胞内成像!应用于疾

病的诊断和治疗&

*;,*'

'

"本文首先介绍了
T$=

的基本

原理和设计原理!然后从核酸检测$蛋白检测$细胞检

测及生物成像等方面介绍了
T$=

的应用进展"

$

"

T$=

基本原理

""

&"":

年!

D%=P#

等&

;

'首次提出
T$=

的基本概

念!利用
DN?

与基质的结合!同时进行识别和信号放

大作用的创新性技术"

T$=

主要是通过一段核酸引

发物(

N%

)识别并引起发夹核苷酸(

T*

$

T&

)互相杂交!
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形成长双链
DN?

的串联级联反应"

T*

由
.

$

H

$

7

$

Hj

构成!

T&

由
7j

$

H

$

.j

$

Hj

构成(

T*

$

T&

先经高温变性

冷却后形成发夹结构)!

N%

由
Hj

$

.j

构成"当
N%

不存

在时!

T*

$

T&

可保持稳定#当
N%

存在时!通过互补配

对与
T*

末端结合!打开
T*

发夹!暴露
7

$

Hj

"暴露部

分与
T&

末端互补!打开
T&

发夹暴露
.j

$

Hj

(与
N%

序

列相同)!从而持续打开
T*

和
T&

进行
T$=

!形成长

双链
DN?

"

D%=P#

等&

;

'指出
T$=

产物的长短与加

入
N%

量成反比"

%

"

T$=

设计原理

""

常规的
N%

设计!可根据靶核酸序列选择其某段

特异性单链序列!一般为
&:H

K

(前
*'H

K

为
Hj

!后
(

H

K

为
.j

)#

T*

一般为
:'H

K

!根据
N%

互补序列获得
.

$

H

$

Hj

序列!其环结构
7

需额外设计#

T&

与
T*

一样长!

可通过
T*

互补序列和
N%

获得
7j

$

H

$

.j

$

Hj

&

*!

'

"

F%E%

等&

&"

'在常规的
T$=

设计原理的基础上!描述了另一

种自组装反应触发特定核酸靶标!用于检测不同核酸

溶液中的靶目标!极大的提高了灵敏度"设计过程中

需要遵守一些原则&

&*

'

%(

*

)末端(

.

$

7j

)的
Q$

比例应在

)"@

"

:"@

以下#(

&

)末端长度应在
*&H

K

以下!否则

会影响发夹结构的稳定性#(

)

)茎长度(

H

$

Hj

)应大于

末端长度以保持发夹结构的稳定性#(

:

)发夹序列

(

T*

$

T&

)总体的
Q$

比例应大于
("@

"

&

"

T$=

的应用

""

与传统的
C$=

相比!

T$=

是一种等温的$无酶

的扩增技术"

T$=

和
C$=

主要不同点在于!

T$=

是一种引物扩增而
C$=

是一种产物扩增技术&

&&

'

"因

此!

T$=

可以有效地减少非特异性扩增!减少假阳性

结果!降低交叉污染!提高检测灵敏度"

&6$

"

核酸检测
"

核酸是疾病早期诊断中特异的标志

物!高敏高特异检测核酸对临床的诊断和治疗具有极

大的意义"

#BNQ

等&

'

'利用
#

,$D

对芘的荧光增强及

靶
DN?

引发
T$=

!实现了靶
DN?

无酶高灵敏检测"

其中!芘标记
T&

为信号源!由于
#

,$D

与带负电荷的

T&

存在很强的静电作用!芘较容易进入
#

,$D

腔!因

此荧光信号明显增强"而当靶
DN?

存在时!

T&

参与

T$=

形成长双链
DN?

!由于空间位阻作用使芘难以

进去
#

,$D

腔!因此荧光信号弱!其检测限可达
"6*

2-80

*

G

"

GR

等&

&)

'通过
T$=

触发的酶级联反应建

立了一种超灵敏比色法!

T*

和
T&

上分别标记葡萄

糖氧化酶(

QBZ

)和辣根过氧化物酶(

T=C

)!经
T$=

提高了
QBZ

*

T=C

的催化作用!实现了对靶
DN?

最

低检测限达
>6&V-80

*

G

"

F?

等&

**

'利用
DN?

修饰

胶体金作为捕获探针!通过与靶
DN?

互补结合!暴露

末端引发
T*

*

T&

级联反应"此时胶体金表面的长双

链
DN?

可以抵抗盐离子诱导胶体金的聚集作用!使

得溶液呈红色"反之!若不存在靶
DN?

!

T$=

不能

发生!盐离子诱导使胶体金聚集呈蓝色"此方法具有

超高灵敏度和特异度!检测限可达
"6>2-80

*

G

"

T$=

同样可应用于固相支持物表面!如电极!玻

片!纳米粒子!微孔!微流体等!将分析物同复杂的样

品体系分开"

U%NQ

等&

*&

'用
W?F

标记捕获探针!靶

DN?

引发生物素化
T*

*

T&

(

S/8,T*

!

S/8,T&

)级联反

应!

T$=

产物与样品垫上的亲和素化胶体金(

?YNC,

#?

)结合!层析时被检测线上包被的
W?F

抗体捕获!

可直接观察阳性结果"检测限低至
*6;(

K

-80

*

G

!比

没有
T$=

扩增的层析低约
&

个数量级"

$T+N

等&

!

'

把自催化链置换扩增(

?#D?

)与
T$=

巧妙的结合!

可进行无标记和多重放大检测核酸"

?#D?

期间!利

用
DN?

聚合酶和内切酶对固定发夹探针和辅助

DN?

链的连续聚合$切开!回收大量中间
DN?

序列!

从而催化链置换扩增"同时!

?#D?

产物与
T*

*

T&

进行
T$=

!形成富含胞嘧啶环的长双链
DN?

!从而

增多银纳米的聚集!增强电化学信号!其检测限可达

"6*(V-80

*

G

"

&6%

"

蛋白质检测
"

蛋白质同样也是疾病诊断中重要

的标志物!然而在临床样本中许多靶蛋白的丰度偏

低!因此高敏高特异检测靶蛋白同样也是人们关注的

重点"

$TB%

等&

&:

'以荧光标记
T*

*

T&

!通过与抗体

偶联的
N%

进行
T$=

!检测单核细胞分泌的细胞因子

和趋化因子"相对于无
T$=

的免疫荧光!免疫
,T$=

的检测限和灵敏度提高近
&""

倍"

TBR

等&

*)

'将抗

体和
N%

同时包被于纳米金上形成
?H,?YNC,N%

复合

物!具有多个
N%

引发部位!可引发多个
T$=

产物包

被于同一个纳米金上!通过电化学信号检测癌胚抗原

(

$+?

)!线性范围为
*6"

K4

*

-G

"

&"6"2

4

*

-G

!检测

限可达
"6:&

K4

*

-G

"

_R

等&

*:

'将纳米碳标记
T*

*

T&

!与检测抗体偶联的
N%

引发
T$=

!通过
T$=

放

大效应及金属增强荧光(

F+W

)构建了一个双扩增荧

光传感器检测甲胎蛋白(

?WC

)!线性范围为
"6""">

"

>2

4

*

-G

!检测限可达
!:6)V

4

*

-G

"

除了抗体外!适配体也能够高亲和高特异识别靶

蛋白"适配体是一种短链单链
DN?

或
=N?

!因此可

作为
N%

参与
T$=

!用于检测蛋白质"

[?NQ

等&

&>

'

利用氧化石墨烯(

QB

)对
<<DN?

和
J<DN?

的亲和性

不同!分离
T*

*

T&

和
T$=

产物!从而提高检测灵敏

度"当靶蛋白存在时!适配体识别靶蛋白并改变自身

构象!引发
T*

和
T&

级联反应形成长双链
DN?

"而

QB

分离作用纯化了
T$=

产物!通过荧光染料
#US=

QLII2

结合双链
DN?

小沟!达到提高灵敏度的效果!

该方法的检测限可达
*6&>

K

-80

*

G

"

N%+

等&

&(

'通过适

配体识别被磁珠抗体捕获的卵巢癌标志物
$?*&>

抗

原!适配体引发纳米金标记
T*

和游离
T&

形成树枝

状的长链!再利用钼酸根与
DN?

磷酸酯基团的氧化

还原反应!大量的磷酸集团增加了电化学信号!使得

检测灵敏度显著增强!检测限可达
>"

$

R

*

-G

"

&6&

"

肿瘤细胞检测
"

肿瘤细胞的某些分子标志物的

表达水平与正常细胞有很大的不同!通过检测这些差
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异性表达的标志物有利于临床早期诊断和治疗癌症"

G%

等&

*>

'针对胃癌患者血清中
-/7L8=N?,&*

设计

T*

*

T&

!当
-/7L8=N?,&*

存在时引发
T$=

!并通过

#US=QLII2

&

染料插入
T$=

产物作为信号!建立了

无标记荧光检测模型!具有强荧光密度"其线性范围

为
*

"

*"

>

V-80

*

G

!

-/=N?

检测限可达
"6&>>:V-80

*

G

"

U?NQ

等&

&;

'利用
?Y,#

键将捕获探针固定在金电

极表面!探针$靶
DN?

和(

N%

)杂交形成/三明治0结

构!然后
N%

引发
T$=

形成长双链
DN?

!最后通过

=YTIZ

与长双链
DN?

的静电吸附作用产生电化学

信号的改变"这种以
T$=

为基础的电化学物传感器

可以精准的检测
%

型乳腺癌基因!检测灵敏度低至

*.-80

*

G

"

已有研究表明!可通过直接检测肿瘤细胞膜表面

分子标志物来诊断癌症!有效的避免了裂解细胞和提

取靶目标以检测核酸和蛋白!提高了检测的效率"

T̀?NQ

等&

&'

'先将适配体序列(

DN?.

)和信号
DN?

(

DN?H

)部分互补杂交!当靶细胞存在时!适配体特异

性识别肿瘤细胞表面分子!构象改变使
DN?H

游离"

DN?H

可引发
T*

*

T&

级联反应!形成长双链
DN?

可作为强荧光效应的铜粒子(

$YNC<

)的载体!从而实

现了无酶定量检测肿瘤细胞!其检测限达
>"

个细胞"

T̀BR

等&

*(

'先将捕获探针修饰到金电极表面!适配

体通过部分互补的(

N%

)进行
T$=

!

T$=

中的
T*

和

T&

经特殊设计!形成的长双链
DN?

含有许多分支序

列!该分支序列与捕获探针完全互补!因此提供了大

量的捕获位点"当肿瘤细胞存在时!经适配体的特异

性识别及分支序列和捕获探针互补杂交作用!可超灵

敏捕获肿瘤细胞!检测乳腺癌
F$W,;

细胞的检测限

可达
:

个细胞"

&6'

"

生物成像
"

荧光原位杂交(

W%#T

)是通过识别

细胞或组织内的靶
=N?

!直接观察
=N?

的表达量和

分布!以阐明相关病理过程和临床诊断"然而单个荧

光标记探针的荧光强度较弱!

$TB%

等&

&!

'通过荧光标

记
T*

*

T&

进行
T$=,W%#T

!

T$=

产物能提供大量的

荧光信号!

T$=,W%#T

比
W%#T

的荧光强度增强近

&""

倍"

U?F?QR$T%

等&

)"

'比较
T$=,W%#T

与

$?=D,W%#T

和标准
W%#T

检测环境中的微生物!认

为
T$=,W%#T

不但具有高特异性的强荧光信号!其

检出率也优于其他的
W%#T

!可用于单个微生物细胞

检测"

TR?NQ

等&

)*

'利用荧光共振转移(

W=+E

)结

合
T$=,W%#T

的方法!避免了
W%#T

中反复冲洗的过

程!消除了探针积累或退化引起的假阳性信号"主要

通过
)

个发夹结构(

T*

$

T&

$

T)

)的相互作用产生

W=+E

信号!其中
T&

*

T)

两端均标记
E?F=?

和

W?F

!

T*

识别靶
-=N?

后暴露末端引发
T&

*

T)

介

导的
T$=

!从而增强
W=+E

信号!操作简单易行!节

约时间"

除了应用于
W%#T

成像!

T$=

还可以运用于活细

胞成像"

[R

等&

)&

'将
W?F

和
EF=

分别标记在

T*

*

T&

上!再包被于肽化纳米金形成复合体!复合体

可通过胞吞作用进入胞内"由于
EF=

的荧光吸收使

胞内仅有很弱的荧光信号!当靶
-=N?

存在时!引发

T$=

使
T*

*

T&

与纳米金分离!恢复
W=+E

信号并增

强细胞内成像"

BR

等&

*;

'利用
F2B

&

载体吸附
T*

*

T&

并送入活细胞内!

F2B

&

被胞内谷胱甘肽降解!释

放
T*

*

T&

"然后通过胞内
-/=N?

触发
T$=

!

T$=

产物上每两个
W?F

和一个
E?F=?

靠近产生显著

增强的
DD,?W=+E

信号!检测限高达
!6'

K

-80

*

G

"

G%R

等&

*'

'报道了一种分枝
T$=

用于活细胞内
-=,

N?

的高效信号放大成像!分枝
T$=

能够通过单个

N%

引发的分枝产物定位活细胞中单个靶分子!结果

显示强烈的荧光斑点!其检测限可达
>""V-80

*

G

"

T̀?NQ

等&

))

'把端粒酶引物序列和
T$=

引发物组

成复合体!并转染到细胞质中"当端粒酶存在时!复

合物被识别!产生大量的
N%

!然后与
T*

*

T&

形成具

有大量侧链的长双链
DN?

!可被复合物
b

识别!产生

增强信号!用于检测细胞裂解物中的端粒酶活性!检

测限可达
>;'

个细胞*
*""

$

G

"

TR?NQ

等&

):

'利用链

霉亲和素结合生物素化的
T*

*

T&

!分别形成发夹

DN?

四联体!其中
T*

携带
$

X

)

!

T&

携带
$

X

>

"两个

四联体均可高效的进入细胞内!并形成交联网络状结

构!可特异性识别靶
-/=N?

!极大地提高了灵敏度和

空间分辨率!同时利用
W=+E

的双发射比率成像!有

效降低假信号的干扰"

'

"

小
""

结

""

通过以上综述可以看出!无酶等温扩增的
T$=

已广泛地应用于检测$成像和生物医学!但
T$=

的应

用仍面临许多挑战"合适的
T*

*

T&

是
T$=

中的关

键因素!

T*

*

T&

设计不完善可能会导致
T$=

失败!

而目前仍缺乏公认的系统性发夹结构设计指南"由

于以核酸形式存在的适配体能够识别蛋白质$小分子

及细胞!极大地促进了
T$=

的发展!然而可供选择的

适配体不多!极大地限制了适配体
,T$=

体系"对于

在固相支持物表面采用
T$=

!如何控制核酸探针的

密度和方向是目前需解决的难题之一!否则易导致非

特异性吸附和集群效应!限制
T$=

的效能"在生物

成像和生物医学方面!由于核酸的大小和电荷作用!

携带成像试剂或治疗药物的
T$=

产物难以进入胞

内!仅有少量的适配体可通过胞吞进入胞内!极大的

限制了胞内成像和靶向治疗"另外!高分子量的

T$=

产物对正常细胞有一定的非特异性吸附!可能

会造成假阳性信号或杀死正常细胞和组织!而且胞内

对靶向药物缺乏有效和精准的释放机制!以至于降低

治疗效果"现如今!以
T$=

为基础的应用多停留在

实验室阶段!其实际应用仍然是个挑战!进一步研究

T$=

需建立在临床应用的基础上!简单而灵敏的

CB$E

可作为未来研究
T$=

的方向之一"

+

>('

+

国际检验医学杂志
&"*!

年
:

月第
:"

卷第
;

期
"

%219G.HFIJ

!

?

K

L/0&"*!

!

M806:"

!

N86;



尽管面临许多挑战!但无酶等温扩增的
T$=

体

系能够综合各种各样的纳米材料$复合物和分析技

术!促进
DN?

纳米技术的发展!加强这些方法在临床

诊断$治疗$防控等方面的实际应用"
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