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基于金纳米粒子的DNA探针和ExoⅢ辅助信号
放大平台用于HIV-DNA的检测
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摘 要:设计了一种金纳米粒子(AuNP)和核酸外切酶Ⅲ(ExoⅢ)辅助靶标循环信号放大的新型纳米探针用

于 HIV-DNA的检测.该纳米探针由AuNP和捕获探针p1和信号探针p2构成.在靶标 HIV-DNA不存在的情况下,

此时纳米探针抗ExoⅢ水解,信号探针p2与 AuNP之间的距离较近产生荧光共振能量转移,体系的荧光基本被猝

灭.但是,在靶标存在的情况下,靶标与信号探针p2杂交,将p1置换下来,此时与靶标杂交的信号探针p2双链体能

在ExoⅢ的作用下发生水解,使荧光团释放,体系荧光增强.同时,靶标也被释放并与 AuNP上的探针p2作用,以驱

动下一个反应,达到靶标循环目的,因此这种方式检测时间较短且稳定性高.该方法的线性范围为100pmol/L~
50nmol/L,检测限为38.68pmol/L(信噪比S/N=3).该方法具有良好的抗干扰性,可用于复杂生物样品检测,回收

率在98.72%~106.72%之间.
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艾滋病是由人类免疫缺陷病毒(HIV)感染所引起的一种获得性免疫缺陷综合征[1-2].HIV是一种逆转

录病毒,其RNA链可以转录成DNA[3],而后通过逆转录进一步在宿主细胞中表达[2,4].因此,为了对艾滋病

进行早期诊断和临床治疗,HIV相关的DNA(HIV-DNA)的检测就显得尤为重要.目前已经报道了许多用

于DNA的分析方法,例如比色法[5-6]、荧光法[7-8]、电化学法[9-10]和表面增强拉曼散射[11-12]等.在这些生物

传感测定中,基于荧光的检测方法具有简单、快速且成本低的优点,为了使荧光法实现对低丰度分析物的灵

敏检测,研究者已构建了一些扩增策略,包括纳米材料辅助扩增、酶介导信号扩增[13-14]和滚环扩增

(RCA)[15-16]以及端点介导的链置换反应扩增[17-18]等生物传感信号放大方法.
金属纳米颗粒由于其独特的物理化学及生物学性能而在纳米材料领域应用广泛,金属基纳米材料经常

与功能性核酸(FNA)相结合以制备新型FNA金属纳米材料[19].其中,金纳米颗粒(AuNP)因具有合成简

单、易于表面修饰、尺寸和表面电荷可调等性质,在生物传感领域中广泛用于构建新型探针对各种分析物进

行检测[13,20].为了进一步提高纳米探针的灵敏度,研究者在体系中引入多种核酸扩增策略,如2017年Yin小

组报道[21]了一种由支点介导的链置换反应驱动DNA纳米机器,其行走链通过DNA杂交和链置换的催化

反应在核酸-AuNP共轭物上自主行走,从而导致DNA底物的连续释放.该方法为活细胞中无酶DNA纳米

机器的应用提供了一个很好的方案,但是这种无酶扩增介导的纳米探针往往反应时间较长[22].为了解决这

一问题,可使用酶辅助扩增策略结合功能性纳米材料来构造功能性纳米探针[14,18,23-24].而核酸外切酶Ⅲ
(ExoⅢ)是一种很常用的核酸酶,它不需要特定的识别位点,并且它只作用于双链DNA的3'-羟基平末端或

凹末端[14].此外,基于ExoⅢ的反应对环境的敏感性不高.因此,ExoⅢ被广泛使用来构建简单、快速且灵敏度

高的探针.
本文构建了基于AuNP和ExoⅢ辅助靶标循环扩增的新型纳米探针用于 HIV-DNA的检测.该纳米探
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针使用AuNP作为载体和猝灭剂,猝灭信号探针上荧光基团的荧光以减少背景信号.靶标不存在时,体系抗

ExoⅢ切割,此时无荧光信号产生;而当靶标存在的时候,靶标与信号探针结合,导致信号探针被ExoⅢ水

解,使荧光基团和靶标被释放,释放的靶标进行循环作用以释放更多的荧光基团,使荧光信号大大增强.该策

略将AuNP与核酸酶扩增策略相结合,可在一步反应中对 HIV-DNA进行检测,且无须复杂的离心分离过

程、操作简单.

1 实验部分

1.1 试剂和材料

三水合氯金酸(HAuCl4·3H2O,99%)和三(2-羧乙基)膦盐酸盐(TCEP·HCl)均购自上海阿拉丁生化

科技有限公司;RNase-free离心管和枪头,三羟甲基氨基甲烷(Tris),HPLC(高效液相色谱)纯化的DNA序

列均购于上海生工生物技术有限公司;氯化钠(NaCl),磷酸二氢钠(Na2HPO4)和磷酸氢二钠(NaH2PO4)购
于广东西陇化工股份有限公司;六水合氯化镁(MgCl2·6H2O)购自北京华威锐科化工有限公司;ExoⅢ 购

于纽英伦(NEB)生物技术(北京)有限公司;Tween-20购于北京索莱宝科技有限公司;琼脂糖购于北京全式

金生物科技有限公司.所有试剂均为分析纯,实验中所用缓冲溶液均为超纯水(18.2МΩ/cm)配制.人血清样

品由桂林市第五人民医院提供.实验所用的寡核苷酸序列如表1所示.
表1 实验所用寡核苷酸序列

Tab.1 TheOligonucleotidesequencesusedinthisexperiment

名称 序列(5'-3')

p1 HS-TTTTTTTTTTGCCAGATATACGTGCCAGGGGGTGGTT

p2 FAM-TTTTTCACCTGGCACGTATATCTGGACTATGG
HIV-DNA CATAGTCCAGATATACGTGCCAGGTGGAGTACG
M1 CATAGTCCAGCTATACGTGCCAGGTGGAGTACG

M2 CATAGTCCAGCTATACGTGTCAGGTGGAGTACG

M3 CATAGTCGAGCTATACGTGTCAGGTGGAGTACG

NC AGAAGATATTTGGAATAACATGACCTGGATGCA

  注:p1和p2中加粗的斜体序列部分为互补序列,p2的波浪线序列部分为HIV-DNA的识别序列;M1,M2,M3和NC中下

划线的碱基是与 HIV-DNA错配的碱基(M1:单碱基错配;M2:二碱基错配;M3:三碱基错配;NC:多碱基错配).

1.2 主要仪器

ZetasizerNanoZS(上海思百吉仪器系统有限公司),透射电子显微镜(TEM,FEITalosF200S,赛默飞

世尔科技),LS-55型荧光分光光度计(PerkinElmer,USA),TU-1905型紫外可见分光光度计(北京普析通

用仪器有限公司),Omega16凝胶成像系统(Ultra-Lum,US),KQ5200B型超声波清洗器(昆山市超声仪器

有限公司,江苏),PHS-3C智能酸度计(成都世纪方舟科技有限公司),Direct-Q3超纯水系统(MerckMilli-
pore,USA),XW-80A微型旋涡混合仪(沪西仪器厂有限公司,上海),TGL-16M 台式高速冷冻离心机(湘仪

有限公司,湖南).
1.3 实验中所需溶液的配制

20mmol/LTris-HCl缓冲液:20mmol/LTirs,50mmol/LNaCl,5mmol/LMgCl2,pH7.4.
20mmol/LPBS缓冲液:3.8mmol/LNaH2PO4,16.2mmol/LNa2HPO4,100mmol/LNaCl,5mmol/L

MgCl2,pH7.4.
10mmol/LPBS缓冲液:1.9mmol/LNaH2PO4,8.1mmol/LNa2HPO4,300mmol/LNaCl,5mmol/L

MgCl2,pH7.4.
5×TBE缓冲液:450mmol/LTris-H3BO3,10mmol/LNa2EDTA,pH8.3.
将p2和HIV-DNA干粉4000r/min离心1min后分别用Tris-HCl缓冲液和超纯水溶解配制,p2终浓度

为40μmol/L,HIV-DNA终浓度为20μmol/L,同时在混旋仪上混匀6min,p2与HIV-DNA于0℃避光保存.
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1.4 纳米探针的合成(AuNP-p1/p2)
通过改进文献[25]中的方法制备柠檬酸盐稳定的金纳米颗粒(AuNP).首先用三(2-羧乙基)膦盐酸盐

(TCEP·HCl)还原所有硫醇化修饰的p1链15min,以还原硫醇化寡核苷酸中的二硫键.将纯化的

p1(40μmol/L,68μL)与1mL10.88nmol/LAuNP(20nm)混合.将混合物在-20℃的冰箱中冷冻4h,然
后在室温下解冻,将解冻的DNA官能化AuNP溶液离心并重新悬浮于10mmol/LPBS缓冲液(0.01%吐

温20),重复3次以除去多余的硫醇化寡核苷酸.最后,将DNA功能化的 AuNP重悬于PBS中,总体积为

1mL.将2μL40μmol/Lp2加入到88μL储备溶液于60℃反应10min,自然冷却至室温,然后将混合物离

心并重悬于PBS中,重复3次后储存于4℃备用.通过朗伯-比尔定律计算AuNP浓度:A=εbc,其中A 为吸

光度;b为吸收层厚度,cm;c为吸收物质浓度,mol/L;尺寸为20nm的AuNP的消光系数ε(λ520)为5.41×
108L·mol-1·cm-1.
1.5 人血清样品的预处理

本实验中用于分析复杂样品的实际样品是人血清样品.将30KDa超滤离心管用超纯水浸泡过夜,将人

血清样品添加到30KDa超滤离心管中,并在4℃下以7000r/min离心20min.将滤液储存在4℃的冰箱

中备用.
1.6 HIV-DNA的荧光分析

首先,将20μLAuNP-p1/p2(1.0μmol/Lp2,3.0μmol/Lp1)和不同浓度的HIV-DNA加入20mmol/L
Tirs-HCl缓冲液,终体积为50μL,于37℃下反应2.5h,反应完成后加入20mmol/LPBS缓冲液至最终体

积为200μL.最后,用LS-55荧光光度计进行荧光分析,电压设置为700V,激发和发射狭缝均设置为10nm,
激发波长为488nm,发射波长为520nm.
1.7 琼脂糖凝胶电泳分析

通过将琼脂糖溶解在1×TBE缓冲液(2mmol/LNa2EDTA,90mmol/LTris,90mmol/LH3BO3,pH
8.3)中制备4%琼脂糖凝胶,并在制备过程中添加0.01%的凝胶红核酸染料(GelRed).将10μL制备好的样

品加入凝胶加样孔中,在1×TBE中于70V的恒定电压下运行10min,100V的电压下运行80min,然后用

Omega16ic凝胶成像系统进行扫描.

2 结果与讨论

2.1 纳米探针的设计原理

本文设计了一种基于ExoⅢ辅助靶标循环的纳米探针用于HIV-DNA的检测,具体原理如图1所示.
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AuNP用作载体和猝灭剂,其上带有捕获探针p1和信号探针p2,p2与AuNP彼此靠近,发生荧光共振

能量转移,荧光染料FAM的荧光被有效地猝灭,并且p1和p2形成的双链体抗ExoⅢ的水解作用.因此,当
没有靶标HIV-DNA时,系统溶液的各个部分都处于稳定状态,无荧光产生.当靶标存在时,HIV-DNA与p2
杂交使p2的3'端形成平末端,而靶标HIV-DNA的3'端为突出端,该双链体中的p2被核酸ExoⅢ水解,使
荧光基团和靶标释放,荧光信号恢复.同时,释放的靶标触发下一个反应周期,直到所有的p2被核酸ExoⅢ
水解,从而实现信号的循环放大.因此,可以通过加靶前后系统荧光强度的变化,灵敏和稳定地检测靶标

HIV-DNA.
2.2 HIV检测的电泳可行性分析

为了证明该纳米探针对HIV-DNA检测的可行性,进行了凝胶电泳实验和荧光实验对其进行分析.首
先,通过凝胶电泳实验对该策略的原理进行验证.如图2所示,与单独的p1-p2(泳道1)相比,泳道2中双链体

的条带没有消失,说明p1-p2双链体可以抵抗核酸外切酶Ⅲ的水解.当完整的体系加入靶标后,p1-p2双链体

的条带消失(泳道4),说明靶标可以将p1置换并与p2杂交形成双链体,而靶标-p2双链体能被核酸外切酶

Ⅲ水解.电泳的实验结果表明,ExoⅢ可实现体系的循环放大.

2.3 HIV检测的荧光可行性分析

为了更进一步验证原理的可行性,实验对体系的荧光光谱进行分析,如图3所示,当溶液中不存在靶标

HIV-DNA时,由于AuNP上的p1-p2双链体被设计为可抗外切酶Ⅲ水解的结构,AuNP与FAM 发生荧光

共振能量转移导致体系荧光很弱(曲线a).当溶液中加入靶标HIV-DNA但不加入核酸ExoⅢ时,信号链p2
与HIV-DNA杂交并游离在溶液中,但无法发生酶切反应,体系的荧光信号没有被放大,呈部分恢复的状态

(曲线b).然而,当溶液中同时存在靶标 HIV-DNA和ExoⅢ时,体系的荧光信号显著增强(曲线c),这表明

靶标HIV-DNA将p1置换下来与p2杂交,同时ExoⅢ的加入成功实现了荧光信号的放大.综合以上结果,
说明本文设计的实验原理可行.
2.4 实验条件的优化

为了获得最佳分析性能,对影响体系检测性能的各项参数进行了优化,主要包括AuNP-p1/p2的用量、

ExoⅢ的用量、酶切时间.实验将加靶前后体系荧光信号的比值F/F0 作为信号输出值(F0 代表溶液中不存

在靶标HIV-DNA时体系的荧光强度;F 代表溶液中存在靶标 HIV-DNA时体系的荧光强度).该方法是通

过AuNP和ExoⅢ辅助来实现信号的放大,其中AuNP构建的纳米探针是实验产生荧光信号最为重要的一
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部分,因此首先对AuNP-p1的用量进行优化,结果如图4所示,随着AuNP-p1/p2的加入,F/F0 迅速增加,
直到加入的AuNP-p1/p2的体积达到20μL后F/F0 增加缓慢趋于稳定,所以选择20μL作为实验中纳米

探针的加入量.其次,ExoⅢ的作用关乎实验体系的信号放大程度,所以接下来对ExoⅢ的用量及作用时间进

行了优化.结果如图5(A)所示,随着ExoⅢ用量的增加,F/F0 也逐渐变大直至用量达到0.8U时F/F0 最

大,当ExoⅢ的用量超过0.8U时,F/F0 呈下降趋势.这是因为使用的ExoⅢ用量太小,体系中酶切反应不

够完全,释放出来的荧光基团较少,荧光信号弱;但是如果加入的ExoⅢ 用量太大,可能会对纳米探针有切

割的作用,导致背景荧光信号增大.因此,本实验选用ExoⅢ的最佳用量为0.8U.从图5(B)中可以看出当酶

切时间为2.5h时,F/F0 的值最大,本实验选用的最佳酶切时间为2.5h.

2.5 纳米探针对HIV-DNA检测性能的分析

在最优的实验条件下,实验研究了不同浓度的靶标 HIV-DNA(0.10、0.30、0.90、5.00、10.00、15.00、

20.00、25.00、30.00、40.00、50.00、75.00、100.00、150.00、200.00nmol/L)对体系荧光强度的影响,实验结果如

图6(A)所示,随着 HIV-DNA 浓 度 的 增 加,FAM 的 荧 光 信 号 也 在 增 强,当 HIV-DNA 的 浓 度 达 到

75nmol/L时,荧光强度达到了平台.图6(B)为加靶前后体系荧光强度比值F/F0 与靶标 HIV-DNA浓度

的变化关系,其中,插图显示了靶标浓度在0.10~50.00nmol/L时,F/F0 与靶标的浓度之间具有良好的

线性关系.其线性方程为F/F0=0.0465C+1.1922,R2=0.9968(F0 表示溶液中不存在靶标 HIV-DNA
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时体系的荧光强度;F 表示溶液中加入 HIV-DNA之后体系的荧光强度;C 表示靶标 HIV-DNA的浓度).
该方法的检测限为38.68pmol/L(S/N=3,n=15),这与已报道的基于纳米材料的荧光探针分析方法

相当(表2).

表2 与文献方法比较

Tab.2 Comparisonwiththereportedmethods

所用材料 分析方法 线性范围 检测限 文献

DNA-AgNCs 荧光分析 15~150nmol/L 3.18nmol/L [3]

QDs 荧光侧流分析 1pmol/L~10nmol/L 0.76pmol/L [26]

3-DDNAwalker 荧光分析 2pmol/L~5nmol/L 2pmol/L [27]

DNA-AgNCs-CNPs 荧光能力量转移 1~50nmol/L 0.40nmol/L [28]

AuNPs-DNAwalker 荧光分析 100pmol/L~50nmol/L 38.68pmol/L 本文

  注:AgNCs(Ag纳米簇),QDs(量子点),CNPs(碳纳米颗粒),AuNPs(Au纳米颗粒).
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2.6 特异性分析

为了考察该方法的特异性,在相同的实验条件下分别测定了 HIV-DNA浓度为50nmol/L以及靶标

HIV-DNA的类似物浓度为150nmol/L时体系的荧光强度.如图7所示,只有靶标 HIV-DNA 存在时,

F/F0变化最显著.检测1、2、3及多个碱基错配的靶标类似物时,荧光信号均有所不同,但均显著低于全匹配

的HIV-DNA,表明该方法可以区分碱基错配,具有良好的选择性.

2.7 实际样品分析

为了验证此方法用于实际样品测试的可行性,在5%人血清样品中进行了 HIV-DNA的检测.在人血清

样品中加入0.300nmol/L,0.900nmol/L,5.000nmol/L,25.000nmol/LHIV-DNA进行荧光测定,结果如

表3所示,回收率在98.72%~106.72%之间,结果表明该纳米探针对对实际样品的检测中具有很好的应用

潜力.
表3 5%人类血清样品中HIV-DNA的加标回收分析

Tab.3 AnalysisofstandardadditionrecoveryofHIV-DNAin5%humanserumsamples

样品 添加量/(nmol·L-1) 实测值/(nmol·L-1) 回收率/% RSD/%(n=3)

1 0.300 0.316 105.33 0.86

2 0.900 0.902 100.22 3.01

3 5.000 5.340 106.72 6.52

4 25.000 24.700 98.72 1.67

3 结 论

本文设计了基于AuNP和ExoⅢ辅助的纳米探针用于HIV-DNA分析.此纳米探针制备简单方便,只需

一步反应即可对靶标物质进行检测.该方法使用AuNP作为载体和猝灭剂,有效降低了背景信号;利用靶标

的杂交反应来启动ExoⅢ的切割反应,可以有效区分碱基错配.该方法可有效缩短反应时间,整个检测过程

只需2.5h便可获得38.68pmol/L的检测限,为生物医学研究和HIV-DNA临床诊断的检测提供了简单、快
速、灵敏的分析方法.

06 河南师范大学学报(自然科学版)                2021年



参 考 文 献

[1] FALASCAF,DICARLOD,DEVITOC,etal.EvaluationofHIV-DNAandinflammatorymarkersinHIV-infectedindividualswithdif-

ferentviralloadpatterns[J].BMCInfectiousDiseases,2017,17(1):581.
[2] LIUXY,ZHOUXM,XIAXY,etal.Catalytichairpinassembly-baseddouble-endDNAzymecascade-feedbackamplificationforsensitive

fluorescencedetectionofHIV-1DNA[J].AnalyticaChimicaActa,2020,1096:159-165.
[3] FANGBY,LIC,ANJ,etal.HIV-relatedDNAdetectionthroughswitchingonhybridizedquenchedfluorescentDNA-Agnanoclusters

[J].Nanoscale,2018,10(12):5532-5538.
[4] KONGJ,WANGYF,QIW,etal.Enzyme-freevisualizationofnucleicacidsduringHIVinfectionbyOctopus-likeDNA[J].International

JournalofBiologicalMacromolecules,2020,150:122-128.
[5] LIANGP,JUANC,YUH,etal.Dithiothreitol-regulatedcoverageofoligonucleotide-modifiedgoldnanoparticlestoachieveoptimizedbio-

sensorperformance[J].ACSAppliedMaterials&Interfaces,2018,10(4):4233-4242.
[6] HANY,ZOUR,XIANGL,etal.Engineeringalabel-andenzyme-freedetectionofHIV-DNAonacyclicDNAself-assemblingstrategyu-

singG-triplexesasthesignalreporter[J].MicrochemicalActa,2020,155:104656.
[7] CHENPP,HUPY,HUANGK,etal.DetectionofnucleicacidsviaG-quadruplex-controlledl-cysteineoxidationandcatalyzedhairpin

assembly-assistedsignalamplification[J].RSCAdvances,2018,8(71):40564-40569.
[8] ZHENGJ,JIX,DU M,etal.RationalconstructionofaDNAnanomachineforHIVnucleicacidultrasensitivesensing[J].Nanoscale,

2018,10(36):17206-17211.
[9] FENGQ M,WANG M Y,HANXG,etal.Constructionofanelectrochemicalbiosensingplatformbasedonhierarchicalmesoporous

NiO@N-dopedCmicrospherescoupledwithcatalytichairpinassembly[J].ACSAppliedBioMaterials,2020,3(2):1276-1282.
[10] XUJG,YANC,WANGXX,etal.IngeniousdesignofDNAconcatamersandG-quadruplexwiresassistedassemblyofmultibranched

DNAnanoarchitecturesforultrasensitivebiosensingofmiRNA[J].AnalyticalChemistry,2019,91(15):9747-9753.
[11]SEEFELDTH,ZHOU WJ,CORNRM.RapidmicroarraydetectionofDNAandproteinsinmicrolitervolumeswithsurfaceplasmon

resonanceimagingmeasurements[J].Langmuir,2011,27(10):6534-6540.
[12]ZHOU WJ,HALPERNAR,SEEFELDTH,etal.Nearinfraredsurfaceplasmonresonancephaseimagingandnanoparticle-enhanced

surfaceplasmonresonancephaseimagingforultrasensitiveproteinandDNAbiosensingwitholigonucleotideandaptamermicroarrays[J].

AnalyticalChemistry,2012,84(1):440-445.
[13] HUANGJ,ZHULY,JUHX,etal.TelomerasetriggeredDNAwalkerwithasuperhairpinstructureforhumantelomeraseactivitysens-

ing[J].AnalyticalChemistry,2019,91(11):6981-6985.
[14]ZHANGY,CHAIYQ,WANGHJ,etal.Target-induced3DDNAnetworkstructureasanovelsignalamplifierforultrasensitiveelectro-

chemiluminescencedetectionofMicroRNAs[J].AnalyticalChemistry,2019,91(22):14368-14374.
[15] QINPZ,YAOL,XUJG,etal.Smartengineeringofadual-DNAmachinewithahighsignal-to-noiseratioforone-potrobustandsensi-

tivemiRNAsignaling[J].ChemicalCommunications(Cambridge,England),2019,55(95):14367-14370.
[16] WANGR,ZHAOX,CHENX,etal.Rollingcircularamplification(RCA)-assistedCRISPR/Cas9cleavage(RACE)forhighlyspecificde-

tectionofmultipleextracellularvesicleMicroRNAs[J].AnalyticalChemistry,2020,92(2):2176-2185.
[17] LIDX,WUYL,GANCF,etal.Bio-cleavablenanoprobesfortarget-triggeredcatalytichairpinassemblyamplificationdetectionofmi-

croRNAsinlivecancercells[J].Nanoscale,2018,10(37):17623-17628.
[18] LIUJ,DUP,ZHANGJ,etal.SensitivedetectionofintracellularmicroRNAbasedonaflowerlikevectorwithcatalytichairpinassembly

[J].ChemicalCommunications,2018,54(20):2550-2553.
[19] WANGL,WANY,XUQ,etal.Long-termfunctionalstabilityoffunctionalnucleicacid-goldnanoparticleconjugateswithdifferentsec-

ondarystructures[J].Langmuir,2019,35(36):11791-11798.
[20] MAPQ,LIANGCP,ZHANGH H,etal.AhighlyintegratedDNAnanomachineoperatinginlivingcellspoweredbyanendogenous

stimulus[J].ChemicalScience,2018,9(13):3299-3304.
[21] LIANGCP,MAPQ,LIUH,etal.Rationalengineeringofadynamic,entropy-drivenDNAnanomachineforintracellularMicroRNAim-

aging[J].AngewandteChemieInternationalEdition,2017,56(31):9077-9081.
[22]ZHANGJJ,SONGCY,ZHOUHL,etal.Adualsignalamplificationstrategyforthehighlysensitivefluorescencedetectionofnucleic

acids[J].TheAnalyst,2020,145(4):1219-1226.
[23]PENGH,LIXF,ZHANGH,etal.AmicroRNA-initiatedDNAzymemotoroperatinginlivingcells[J].NatureCommunications,2017,8:

14378.
[24] XIEY,NIUF,YUA,etal.Proximitybinding-triggeredassemblyoftwoMNAzymesforcatalyzedreleaseofG-quadruplexDNAzymes

andanultrasensitivehomogeneousbioassayofplatelet-derivedgrowthfactor[J].AnalyticalChemistry,2019,92(1):593-598.
[25] HEDG,WONGK W,DONGZZ,etal.RecentprogressinlivecellmRNA/microRNAimagingprobesbasedonsmartandversatile

16第2期    田建袅,等:基于金纳米粒子的DNA探针和ExoⅢ辅助信号放大平台用于 HIV-DNA的检测



nanomaterials[J].JournalofMaterialsChemistryB,2018,6(47):7773-7793.
[26] DENGXL,WANGC,GAOY,etal.Applyingstranddisplacementamplificationtoquantumdots-basedfluorescentlateralflowassay

stripsforHIV-DNAdetection[J].Biosensors&Bioelectronics,2018,105:211-217.
[27] YEYD,XIAL,XUDD,etal.DNA-stabilizedsilvernanoclustersandcarbonnanoparticlesoxide:Asensitiveplatformforlabel-freefluo-

rescenceturn-ondetectionofHIV-DNAsequences[J].BiosensorsandBioelectronics,2016,85:837-843.

TheHIV-DNAdetectionplatformbasedonAunanoparticleDNA
probeandExoⅢ-assistedsignalamplification

TianJianniao,LiQing,LiangXuehua,TanLi,LuJiangnan,WangXing

(KeyLaboratoryfortheChemistryandMolecularEngineeringofMedicinalResources(MinistryofEducationofChina;

SchoolofChemistryandPharmaceuticalScience,GuangxiNormalUniversity,Guilin541004,China)

  Abstract:AnovelnanoprobewithAunanoparticles(AuNP)andExoⅢassistedtargetcirculatingsignalamplification
wasdesignedforHIV-DNAdetection.ThenanoprobeiscomposedofAuNP,captureprobep1andsignalprobep2.Intheab-
senceofthetargetHIV-DNA,thenanoprobeisresistanttoExoⅢhydrolysisatthistime,andthedistancebetweenthesignal

probep2andAuNPsisclosetoproducefluorescenceresonanceenergytransfer,andthefluorescenceofthesystemisbasically
quenched.However,inthepresenceofatarget,thetargethybridizestothesignalprobep2andreplacesp1.Atthistime,the
signalprobep2duplexthathybridizeswiththetargetcanhydrolyzeundertheactionofExoⅢ,thefluorophoreisreleased,and
thenthesystemfluorescenceisenhanced.Atthesametime,thetargetisalsoreleasedandinteractswiththeprobep2on
AuNPstodrivethenextreactioninordertoachievethegoaloftargetcirculation,sothismethodhasashortdetectiontimeand
highstability.Therefore,thismethodhashigherdetectionsensitivity.Thelinearrangeofthismethodis100pmol/L-
50nmol/L,andthedetectionlimitis38.68pmol/L(S/N=3).Withgoodanti-interferenceability,themethodcanbeusedfor
thedetectionofcomplexbiologicalsampleswitharecoveryratebetween98.72%-106.72%.

Keywords:HIV-DNA;Aunanoparticle;ExoⅢ;signalamplification
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