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紫外光激活的催化发夹自组装/脱氧核酶级联扩增
传感器的研究及对miR-21的检测
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摘 要：MicroRNA-21（miR-21）作为人类基因组最早发现的miRNA之一，为癌症的早期诊断、药物治疗和预

后评估提供了重要信息。针对 miRNA 丰度低、背景干扰复杂等问题，该研究利用紫外光触发 DNA 链断裂，

结合催化发夹自组装（CHA）与脱氧核酶（DNAzyme）放大技术，构建了一种光控、级联放大传感器（CHA-
DNAzyme）。CHA的引发链最初被包含光裂解键的发夹链封锁，仅在紫外光和靶标miR-21共同作用下，引发

链被释放并启动 CHA 反应。同时，无催化活性的 DNAzyme 片段分别整合于亚稳态的 CHA 发夹反应物，在

CHA 过程中形成 DNAzyme。活性的 DNAzyme 循环切割底物链 S，实现信号放大。在最佳条件下，该平台在

0. 3~10 nmol/L范围内呈现良好的线性关系，检出限为 189 pmol/L。此外，该平台对不同碱基错配序列具有高

特异性，且成功用于稀释血清样本中miR-21的检测，在miRNA高灵敏分析中具有良好的应用潜力。
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Research on a UV-activated Catalytic Hairpin Assembly/Deoxyribo⁃
zyme Cascade Amplification Sensor for the Detection of miR-21

LI Xing-yue，WANG Guo-rui，WANG Xue，SHU Yang*

（Department of Chemistry，School of Science，Northeastern University，Shenyang　110819，China）
Abstract：MicroRNA-21（miR-21），one of the earliest discovered miRNAs in the human genome，
provides crucial information for the early diagnosis， drug treatment， and prognosis assessment of 
cancer.  To address the issues of low miRNA abundance and complex background interference， this 
study developed a light-controlled，cascade amplification sensor（CHA-DNAzyme） by combining ul⁃
traviolet light-triggered DNA strand cleavage with catalytic hairpin assembly（CHA） and deoxyribo⁃
zyme（DNAzyme） amplification techniques.  The initiation strand of CHA was initially blocked by a 
hairpin strand containing a photolysis bond.  Only under the combined action of ultraviolet light and 
target miR-21 could the initiation strand be released and the CHA reaction initiated.  Meanwhile，in⁃
active DNAzyme fragments were integrated into the metastable CHA hairpin reactants，forming active 
DNAzyme during the CHA process.  The active DNAzyme cyclically cleaved the substrate strand S，
achieving signal amplification.  Under optimal conditions， the platform exhibited a good linear rela⁃
tionship within the range of 0. 3-10 nmol/L，with a detection limit of 189 pmol/L.  Additionally，the 
platform demonstrated high specificity for different base-mismatched sequences and was successfully 
applied to the detection of miR-21 in diluted serum samples.  In conclusion， this platform holds 
great potential for high-sensitivity miRNA analysis.
Key words：catalytic hairpin assembly（CHA）；DNAzyme；signal amplification；ultraviolet light 
activation；miR-21
微小RNA（miRNA）是一类长度为 19~25个核苷酸的单链非编码RNA，在基因沉默、转录后调控等

过程中发挥关键作用［1-2］。近年大量证据表明，miRNA几乎在所有肿瘤中均异常表达［3-5］，可作为疾病

早期诊断和预后评估的生物标志物［6-7］。其中，miR-21 在肺癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤中过度表达，

其表达水平与肿瘤分期、转移及预后密切相关，因此miR-21的精准检测具有重要临床意义［8-10］。迄今
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为止，研究者已经开发了Northern印迹［11］、微阵列技术［12］和逆转录定量聚合酶链反应（RT-qPCR）［13］等

传统方法。然而，这些方法在实际应用中仍面临挑战：Northern印迹法操作复杂，需经历电泳、转膜

及荧光或放射性标记等步骤，且仅能获得半定量结果；微阵列芯片检测的特异性和灵敏度不足；RT-
qPCR 需要额外的逆转录操作、复杂的热循环及酶的参与。因此，开发一种操作简便、性能可靠的

miRNA传感平台具有重要意义。

为克服传统方法的局限，多种新型等温扩增技术被用于miRNA检测。催化发夹自组装（CHA）是由

引发链依次打开发夹H1和H2，形成稳定的双链复合物，同时自身被置换出来进入下一轮循环的等温

扩增技术。CHA虽然具有操作简便、无需热循环等优势，但单一CHA的广泛应用仍受限于其固有的扩

增效率。为弥补这一不足，研究者将CHA与滚环扩增（RCA，涉及蛋白质酶）［14-15］、无蛋白酶杂交链式

反应（HCR）［16-17］以及熵驱动催化策略（EDC）［18］等其他扩增方法相结合，开发了级联扩增技术，并将其

应用于传感平台。脱氧核酶（DNAzyme）作为一种人工合成的功能性核酸，可在Mg2+、Mn2+等特定金属

离子存在下催化多种反应［19-20］。通过合理设计其底物结合臂序列，DNAzyme在靶标识别和切割中更具

灵活性。将DNAzyme与CHA结合构建级联放大体系，可有效弥补单一CHA扩增效率不足的缺陷［21-23］。

CHA-DNAzyme级联扩增策略避免了对外源蛋白酶及热循环的依赖，且操作简单、设计灵活，这使其

在开发低成本的检测与诊断方法方面展现出独特优势。近年来，基于 CHA-DNAzyme 级联扩增的

miRNA传感策略取得了重要研究进展。然而，这类等温核酸级联扩增方法处于“始终活跃”状态，易

与复杂生物环境中的非靶标分子结合而被激活，导致高背景信号甚至假阳性结果［24-25］。因此，开发一

种时空可控的传感策略，实现对miRNA的精准触发式检测，仍是当前该领域的重要挑战。

针对上述问题，本文构建了一种基于CHA-DNAzyme的紫外光（UV）激活生物传感器，用于miR-21
的高灵敏检测。该平台通过在辅助发夹BH0中引入光解键，实现了对传感器的光控“按需激活”。经

紫外光照射后，BH0中的光解键断裂，其后的 5个碱基序列因无法形成稳定的双链而脱落，得到产物

H0。当体系中存在靶标miR-21时，miR-21与发夹H0杂交，释放出隐藏其中的CHA引发序列，启动

CHA 扩增反应。产物 H1/H2组装形成具有高效催化活性的 DNAzyme，该 DNAzyme对底物链 S（两端分

别修饰荧光基团与猝灭剂）进行循环切割，从而输出显著荧光信号。当体系中没有靶标miR-21或没有

紫外光照射时，CHA 的引发序列被锁定在发夹结构中，传感器保持沉默。通过将紫外光激活与级联

CHA-DNAzyme扩增策略相结合，本方法成功实现了高灵敏度、高特异性的miR-21定量检测。

1 实验部分 
1. 1　试剂与仪器　

氯化钾（KCl）、氯化钠（NaCl）、氯化镁（MgCl2）、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Tris-HCl）、过硫酸铵

（APS）、盐酸（HCl）均由阿拉丁公司（中国上海）提供。6×甘油凝胶上样缓冲液Ⅶ、4SGelred 10 000×水
溶液、1×TE 缓冲液、DEPC处理水以及 10×TBE预混粉末购自生工生物工程上海（股份）有限公司。四

甲基乙二胺（TEMED）、N、N'-亚甲基双丙烯酰胺以及丙烯酰胺均由麦克林生物化学公司（中国上海）提

供。其余所有溶液均使用微纯水（18. 2 MΩ·cm）配制而成。本研究中所用的DNA寡核苷酸均由生工生

物工程上海（股份）有限公司合成并纯化。具体序列列于表1。
荧光光谱使用 RF-6000荧光分光光度计（岛津公司，日本）测定。聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）在

DYCZ-24F电泳仪（北京六一生物科技有限公司，中国）上进行。寡核苷酸的浓度用超微量紫外分光光

度计Oxford（牛津生物仪器，英国）测定。

1. 2　聚丙烯酰胺凝胶电泳分析（PAGE）　
BH0、H0、H1、H2 在退火反应缓冲液（20 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L NaCl，5 mmol/L MgCl2，

pH 7. 9）中从95 ℃至25 ℃、以−1. 3 ℃/min退火形成稳定结构，置于4 ℃冰箱保存备用。

PAGE 实验样品制备：向离心管中加入 2 μL H1-2（2. 5 μmol/L）、2 μL H2-2（2. 5 μmol/L）、1 μL 
BH0（1 μmol/L）、1 μL miR-21（1 μmol/L），用反应缓冲溶液（20 mmol/L Tris-HCl，50 mmol/L KCl，100 
mmol/L NaCl，30 mmol/L MgCl₂，pH 7. 9）补齐至 10 μL。紫外光激活参数：使用波长为 365 nm的UV紫

外线鉴定灯，功率为 42 W，照射距离为 4. 2 cm，照射时间为 30 s。样品经 37 ℃孵育 5 h。凝胶在 130 V
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恒定电压下，于 0. 5×TBE缓冲液中运行 60 min。随后，用 4SGelred染料染色核酸 10 min，凝胶成像分

析系统成像。

1. 3　CHA-DNAzyme传感器检测miR-21　
分别移取 2 μL 2. 5 μmol/L H1-2、2 μL 2. 5 μmol/L H2-2、1 μL 1 μmol/L BH0、1 μL 1 μmol/L miR-

21、1 μL 10 μmol/L S，以及 1 μL 10×反应缓冲溶液，以DEPC水补齐至 10 μL，用移液枪吹吸混匀。样

品在 37 ℃ PCR仪中孵育 5 h，以保证 CHA-DNAzyme级联扩增反应充分进行。孵育结束后，向离心管

内加入DEPC水，将反应体系总体积补齐至 100 μL，混匀。对反应体系进行荧光强度检测。激发波长

为490 nm，荧光发射光谱的扫描范围为510~710 nm，狭缝宽度10 nm。

1. 4　特异性分析　
在进行特异性分析时，采用相同浓度的错配序列（Mut-1、Mut-2、Mut-3）以及其他干扰 miRNA

（miR-10b、miR-221、miR-155、miR-17）代替上述反应中的 miR-21，用移液枪吹吸混匀。样品经紫

外光照射后，37 ℃孵育 5 h，用 DEPC 水补齐至 100 μL，按照“1. 3”设定荧光检测参数及方法进行

检测。

1. 5　实际样品分析　
为进一步评估所构建生物传感器在复杂生物基质中的实际分析性能，将不同浓度梯度的miR-21标

准品分别添加至 5%健康人血清基质中，混匀。其中miR-21标准品的浓度设定为 1、5、10 nmol/L 3个

梯度。采用本研究构建的CHA-DNAzyme传感器，对每个加标样品中的miR-21浓度进行定量检测。每

个浓度梯度的加标样品均设置3组平行实验。

2 结果与讨论 
2. 1　紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器构建　

紫外光激活的 CHA-DNAzyme级联扩增传感器的构建如图 1所示。无紫外光照射时，CHA的引发

序列被锁定于辅助发夹BH0的发夹结构内，H1和H2以相对稳定的构象共存，分裂型 10-23 DNAzyme
序列分别整合于发夹H1和发夹H2中。整个体系处于沉默状态。

紫外光照射下，辅助发夹BH0中的光解键断裂，一段 5个碱基的短链序列因杂交不稳定而自发解

离，剩余部分形成活化的发夹H0。H0与靶标miR-21互补配对后，CHA的引发序列被暴露。该引发序

列可通过 toehold 介导的链置换反应，特异性识别并结合发夹 H1 的 toehold，形成 H0/H1 双链。此时，

表1　实验中所涉及的核酸序列
Table 1　Nucleic acid sequences involved in the experiment

Primer
H0-9
H1-2
H2-2
BH0

S
miR-21
Mut-1
Mut-2
Mut-3
H0-7

H0-11
H0-13
H1-1
H1-3
H1-4
H2-3
H2-4

miR-221
miR-155
miR-17

miR-10b

Sequence（5′-3′）

GAAACACCACCCACGCTAGCCTTCAACATCAGTCTGATAAGCTAAGGCTAGC
GGGTCTGAAGGCTAGCGTGGGTGGTGTTTCACCATGTACAACACCACCCACGC

GCGTGGGTGGTGTTGTACATGGTGAAACACCACCCACTACAACGACTTGCTCAG
GAAACACCACCCACGCTAGCCTTCAACATCAGTCTGATAAGCTAAGGCTAGC/iPCLink/GTGGG

FAM-CTGAGCAAG/rA//rU/TCAGACCC-BHQ1
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUCA
UAGCUUAUCAGACUGAUGAAGA
UAGCUUAUCAGACUGAUGUACT

GAAACACCACCCACGCTAGCCTTCAACATCAGTCTGATAAGCTAAGGCTA
GAAACACCACCCACGCTAGCCTTCAACATCAGTCTGATAAGCTAAGGCTAGCGT

GAAACACCACCCACGCTAGCCTTCAACATCAGTCTGATAAGCTAAGGCTAGCGTGG
GGGTCTGAAGGCTAGCGTGGGTGGTGTTTCCCCATGTACAACACCACCCACGC
GGGTCTGAAGGCTAGCGTGGGTGGTGTTTCATCATGTACAACACCACCCACGC
GGGTCTGAAGGCTAGCGTGGGTGGTGTTTCATAATGTACAACACCACCCACGC

GCGTGGGTGGTGTTGTACATGATGAAACACCACCCACTACAACGACTTGCTCAG
GCGTGGGTGGTGTTGTACATTATGAAACACCACCCACTACAACGACTTGCTCAG

AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAA
UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG

Length/nt
52
53
54
57
19
22
22
22
22
50
54
56
53
53
53
54
54
23
23
23
23
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miR-21被置换释放，可参与下一轮循环。同时，H1中新暴露的序列进一步打开发夹H2，形成H1/H2
双链。CHA过程使分别整合在H1和H2中的两个分裂型 10-23 DNAzyme片段相互靠近并组装，形成具

有完整催化活性的DNAzyme。在Mg2+存在下，DNAzyme高效循环切割底物链 S，使荧光基团与猝灭基

团分离，输出显著荧光信号。综上所述，该传感器将光控激活与信号级联放大相结合，以此实现miR-
21的高灵敏度检测。

2. 2　紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的可行性验证　
紫外光激活的 CHA-DNAzyme 生物传感器的成功运行依赖紫外光的激活和 miR-21催化的 CHA 扩

增。首先利用PAGE实验验证了紫外光激活的CHA传感器的成功构建。如图2A所示，在无miR-21和紫

外光照射（泳道5）时，出现了一条十分微弱的新带且电泳迁移率较低，对应H1/H2双链，表明CHA的引

发序列被有效封锁于发夹BH0中。仅有miR-21或仅紫外光照射时，CHA产物对应的条带微弱，表明传感

器保持沉默状态（泳道6、7）。相比之下，当紫外光和miR-21同时存在时（泳道8），H1和H2的条带显著

减弱，同时出现大量明亮的H1/H2双链条带。这些结果共同证明了光激活的CHA模块的成功运行。

随后，进一步进行荧光发射光谱分析，以评估紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器检测miR-21的可

行性。实验结果如图2B所示，当没有紫外光照射时，无论有无靶标miR-21，均未捕获到明显的荧光素

（FAM）荧光信号，表明几乎没有组装出具有活性的DNAzyme。紫外光激活后，在不添加miR-21的情况

下，荧光强度几乎没有变化，表明该传感器的背景信号较低。只有紫外光照射和miR-21同时存在时，能

够观察到显著的荧光信号，表明启动CHA反应，成功组装DNAzyme并切割底物S。这些结果证明了所构

建的CHA-DNAzyme传感器仅在光激活后才开启信号响应，实现了对miR-21检测过程的时间可控。

图1　紫外光激活的CHA-DNAzyme级联扩增传感器检测miR-21的示意图
Fig. 1　Schematic diagram of the sensor for detecting miR-21 based on the ultraviolet light-activated CHA-DNAzyme 

cascade amplification

图2　紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的可行性验证
Fig. 2　Feasibility verification of ultraviolet-activated CHA-DNAzyme sensor

A. gel electrophoresis experiment of CHA sensor activated by UV light，B. fluorescence spectral verification of the sensor of CHA-DNAzyme acti⁃
vated by ultraviolet light（A. 紫外光激活的CHA传感单元的凝胶电泳验证，B. 紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的荧光光谱验证）；

Lane 1：H1；Lane 2：H2；Lane 3：BH0；Lane 4：miR-21；Lane 5：H1+H2+BH0；Lane 6：H1+H2+BH0+miR-21；Lane 7：H1+H2+
BH0+UV；Lane 8：H1+H2+BH0+miR-21+UV；Lane 9：DNA marker
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2. 3　序列优化　
为了获得良好的传感性能，对H1环区GC碱基的总个数、H0茎区碱基个数进行了优化。保持H1

发夹其他碱基不变，仅改变该区域的GC碱基总个数，以调控H1/H2双链体的稳定性。在互补配对碱基

总数相同的情况下，GC碱基对之间形成 3个氢键，而AT碱基对之间形成 2个氢键，因此，GC含量越

高，双链杂交越稳定。但是，无靶标时，体系中自发形成H1/H2双链带来的非特异性信号泄露也会增

加。设置 4组不同GC碱基个数，分别为 3、4、5、6。如图 3A所示，随着环区GC碱基总个数由 3个增

加到6个，该系统的信噪比（S/N）先增加后降低，因此，选择GC碱基总个数为5的序列用于后续实验。

辅助发夹H0的稳定性直接影响CHA引发序列的封锁效果，本研究通过调整H0茎区的碱基个数调

控发夹H0的稳定性。凝胶电泳结果显示（图3B），具有较短茎部序列（7 bp）的发夹H0-7（泳道8）存在明

显的泄露，表明H0-7的稳定性不足，CHA引发序列未能被有效封锁。反之，如果发夹H0的茎部序列

（13 bp）过长（泳道 3），反应物H1、H2的消耗几乎可以忽略不计，表明发夹H0-13过于稳定，CHA引

发序列在遇到靶标miR-21后未能完全暴露。根据反应物H1和H2的消耗水平，最终选择茎部碱基对为

9 bp的H0-9开展后续实验。

2. 4　反应条件优化　
紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的检测灵敏度受一系列反应参数影响，包括发夹H1和H2的

浓度、反应时间、Mg2+浓度等。为最大化该传感器的检测性能，对上述参数进行优化。如图 4A所示，

随着 H1 和 H2 浓度的增加，S/N 先升高后降低。因此，选择 S/N 值最高时的发夹链 H1 和 H2 浓度，即

0. 5 μmol/L，作为最佳浓度。随着反应时间由 4 h延长至 7 h，该传感器的 S/N 呈现先上升后下降的趋

势，在 5 h处达到最大值（图 4B）。这主要是因为反应在 5 h内已基本完成，进一步延长反应时间会使背

景信号干扰增强。Mg2+既可以提高 DNA 双链的稳定性，也能提高 DNAzyme 催化活性，如图 4C 所示，

最终选择30 mmol/L Mg2+作为最佳反应条件。

图3　H1环区GC碱基总个数优化（每个数据点为3组平行实验的平均值，平均值±标准偏差）（A），H0茎区序列优化（B）
Fig. 3　Optimization of the total number of GC bases in the H1 ring area（each data point represents the average value of three sets 

of parallel experiments，average value ± standard deviation）（A） ，sequence optimization of the H0 stem region（B）
Lane 1：H1-2+H2-2；Lane 2：H1-2+H2-2+H0-13；Lane 3：H1-2+H2-2+H0-13+miR-21；Lane 4：H1-2+H2-2+H0-11；

Lane 5：H1-2+H2-2+H0-11+miR-21；Lane 6：H1-2+H2-2+H0-9；Lane 7：H1-2+H2-2+H0-9+miR-21；
Lane 8：H1-2+H2-2+H0-7；Lane 9：H1-2+H2-2+H0-7+miR-21；Lane 10：DNA marker

图4　H1和H2浓度（A），反应时间（B）及Mg2+浓度（C）的优化
Fig. 4　Optimization the concentration of H1 and H2 concentration（A），reaction time（B） and the concentration of Mg2+（C）

each data point represents the average value of three sets of parallel experiments，average value ± standard deviation
（每个数据点为3组平行实验的平均值，平均值±标准偏差）
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2. 5　紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的检测性能　
在优化的检测条件下，评估了紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的检测性能。考察了不同浓度

（0. 3~50 nmol/L）miR-21的荧光响应，并记录相应的荧光发射光谱。如图 5A所示，体系的荧光强度均

随着miR-21浓度的增加而增加，并在 10 nmol/L到达平台。荧光强度与miRNA浓度在 0. 3~10 nmol/L范

围内呈线性关系，线性回归方程为F=1 053. 5cmiR-21+11 745. 0（图 5B），相关系数（r2）为 0. 991 7。通过对

照组（有UV照射、无miR-21）的平均信号加上3倍标准差计算得出其检出限（LOD）为189 pmol/L。

2. 6　紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的特异性　
该传感器对miR-21与非靶标序列的区分能力是实现精准诊断的关键。本研究基于若干单碱基突变

型 miR-21 变体（Mut-1、Mut-2、Mut-3）以及其他肿瘤相关 miRNA（miR-10b、miR-221、miR-155 和

miR-17），评估了该体系对miR-21的特异性。如图 6所示，只有在完全匹配的miR-21存在时，该传感

器才会输出强烈的荧光信号；而所有突变体及干扰 miRNA 组均仅输出较低的荧光信号。上述结果表

明，该检测平台具有令人满意的特异性。

2. 7　人血清样本分析　
为评估该传感器在实际复杂生物样本中检测的适用性和可靠性，进行了加标回收实验。将 1. 00、

5. 00、10. 00 nmol/L的miR-21加入到 5%的稀释血清样本中。如表 2所示，miR-21的回收率为 96. 1%~
102%，相对标准偏差（RSD）为 1. 9%~4. 2%。上述结果初步验证了该方法在稀释健康人血清加标样本中

的可行性。

图5　不同浓度miR-21的荧光响应（A），荧光强度与miR-21浓度的关系（B）
Fig. 5　Fluorescence responses of miR-21 at different concentrations（A），the relationship between fluorescence intensity and 

different concentrations of miR-21（B）
each data point represents the average value of three sets of parallel experiments，average value±standard deviation（每个数据点为三组平行实验

的平均值，平均值±标准偏差）

图6　紫外光激活的CHA-DNAzyme传感器的特异性
Fig. 6　Specificity of ultraviolet-activated CHA-DNAzyme sensor

A. fluorescence spectrogram，B. corresponding bar charts；the concentration of all miRNAs was 100 nmol/L，each data point represents the aver⁃
age value of three sets of parallel experiments，average value±standard deviation（A. 荧光光谱图，B. 对应的柱状分析图；所有miRNA浓度均

为100 nmol/L，每个数据点为3组平行实验的平均值，平均值±标准偏差）；***p<0.001
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3 结 论 
本文成功构建了一种基于CHA-DNAzyme级联放大的光激活生物传感器，实现了miR-21的高灵敏

度检测。该传感器的创新之处在于：该系统仅在紫外光与靶标miR-21共同作用下才能被激活，实现了

对传感器的光控“按需激活”。同时，利用靶标分子触发DNAzyme的组装，随后，DNAzyme进一步高

效切割DNA底物，实现信号的级联放大，显著提升检测灵敏度。此外，该传感器无需引入蛋白酶，可

在 37 ℃等温条件下完成检测，无需复杂的热循环程序，有效降低了检测成本。得益于上述光控激活与

级联信号放大的优势，该平台为时间可控的、灵敏的痕量核酸检测提供了新策略。
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表2　稀释后血清样品中miR-21的回收率（n=3）
Table 2　Recoveries of miR-21 in diluted serum samples（n=3）

Sample
5% Human serum

Added/（nmol·L-1）
1. 00
5. 00

10. 00

Found/（nmol·L-1）
0. 96
5. 04

10. 16

Recovery/%
96. 1
101
102

RSD/%
4. 2
3. 8
1. 9
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