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多聚腺嘌呤 DNA 探针及其生物传感应用★ 
李兰英 a    陶晴 a    闻艳丽 a    王乐乐 a    郭瑞妍 a     

刘刚*,a    左小磊*,b 
(a上海市计量测试技术研究院  国家市场监督管理总局生物分析计量溯源重点实验室  上海 201203) 

(b上海交通大学医学院分子医学研究院  上海 200127) 

摘要  与传统的巯基 DNA 探针相比, 多聚腺嘌呤 DNA 探针(polyA DNA 探针)无需特别化学修饰, 具有合成简单、成

本低、稳定性好等优点, 利用自身 polyA 嵌段与金的相互作用即可达到捕获探针在金表面的紧凑和有序自组装的目的, 
实现了识别和探针固定功能的一体化, 在生物传感领域受到广泛关注. 本综述首先介绍了 polyA DNA 探针与金相互作

用机理研究, 随后分别介绍了 polyA DNA 探针在比色、荧光、表面增强拉曼散射和电化学生物传感中的研究进展, 并
探讨了 polyA DNA 探针在生物传感领域面临的机遇和挑战, 以期为食品安全、环境监控、生物医学等领域的进一步发

展提供参考.     
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Poly-adenine-based DNA Probes and Their Applications in Biosensors
★ 

Li, Lanyinga    Tao, Qinga    Wen, Yanlia    Wang, Lelea    Guo, Ruiyana     
Liu, Gang*,a    Zuo, Xiaolei*,b  

(a Key Laboratory of Bioanalysis and Metrology for State Market Regulation, Shanghai Institute of Measurement and Testing 
Technology, Shanghai 201203, China) 

(b Institute of Molecular Medicine, School of Medicine, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200127, China) 

Abstract  Compared to traditional thiolated DNA probes, poly-adenine-based DNA probes (polyA DNA probes) are free of 
special chemical modifications, and thus exhibit unique advantages of easy synthesis, low economic cost, and excellent sta-
bility. Using their intrinsic polyA fragments, polyA DNA probes are combined onto the gold surface to form a compact and 
ordered monolayer with both anchoring and recognition capabilities. As a result, polyA DNA probes have attracted numerous 
research interests in biosensing. In this review, we first presented the mechanism of interaction between polyA DNA probes 
and the gold surface and then reviewed the applications of the polyA DNA probes in the development of biosensors, includ-
ing colorimetric biosensors, fluorescence biosensors, surface-enhanced Raman scattering (SERS) biosensors, and electro-
chemical biosensors. We concluded with a discussion of the opportunities and challenges for polyA DNA probes and ex-
pected this review to be informative for the development of biosensors in food safety, environmental monitoring, and bio-
medicine. 
Keywords  poly-adenine-based DNA probe; self-assembly; biosensor; biomarker 

  
1  引言 

DNA 分子因其高度可编程性和多样性、优异的生

物相容性与自组装能力、易于合成和修饰等固有特性和

优势, 被科学家精确地设计成 DNA 探针, 用于特异性

识别目标分析物或信号放大, 实现高灵敏生物传感器的

构建, 已经广泛应用于临床诊断、环境监测和食品安全

分析等领域[1-5]. DNA 探针是生物传感器的关键元件, 
其在界面上固定密度、反应活性和空间取向直接影响传

感器的选择性和灵敏度等性能指标[6-10]. 传统金表面(金
纳米颗粒、金电极以及金芯片等)上 DNA 探针的固定方

法主要有共价键合自组装法[11-14]和亲和素-生物素特异

性结合方法[15-20]等. 然而, 这些方法中 DNA 探针都需

要进行化学修饰, 受到合成效率和经济成本的限制, 同
时一维 DNA 探针的界面精确调控一直是一个技术挑战, 
因此如何构建简单方便、低成本且可控性高的 DNA 分

子传感界面, 是很多生物传感实现应用甚至商品化发展

的关键问题.  
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多聚腺嘌呤 DNA 探针(polyA DNA 探针)具有两个

或以上的功能化嵌段: (1) polyA 嵌段中的腺嘌呤(A)碱
基和金表面存在固有亲和力, 与 Au—S 键作用力相   
当[21-24], 可以将 polyA DNA 探针固定在金表面上, 而且

可以通过调控碱基 A 的个数来调节探针相互之间的空

间距离和取向 ; (2)识别嵌段用于特异性识别 . polyA 
DNA探针无需末端化学修饰, 不仅合成成本低, 稳定性

好, 而且可以设计成多个识别探针, 实现了识别和探针

固定功能的一体化, 有利于设计出高选择性、高灵敏度、

高重现性及多维靶标检测的生物传感器.  

2  聚腺嘌呤 DNA 探针与金的相互作用 

早在 2002年, Jang[25]利用表面增强拉曼光谱(SERS)
首次对 A、T、C、G 四种碱基与金纳米颗粒相互作用进

行了系统研究, 结果表明这四种碱基均可以通过各自不

同的官能团与金纳米颗粒相互作用(图 1a), 其中碱基 A
通过咪唑环上 6 位环外氨基及 7 位氮原子与金纳米颗粒

形成稳定的配位结构, 其结合力最强, 碱基 T 与金纳米

颗粒作用力最弱[26]. 美国国家标准与技术研究院(NIST)
的Tarlov课题组[27]采用傅里叶变换红外(FTIR)和X射线

光电子能谱(XPS)原位定性表征了单链 DNA 探针

(ssDNA)与金的吸附作用情况, 发现连续的 A 序列与金

的吸附作用明显高于其它序列, 并成功将 polyA DNA
探针组装在金表面. 随后 Tarlov 课题组[28]又进一步采用

FTIR和XPS对组装在金表面上的 polyA DNA 探针进行

定量分析, 揭示了金表面碱基 A 的密度接近饱和, 几乎

与 polyA 长度无关, 而且 polyA DNA 探针组装密度与

polyA 长度有明显的负相关性, 随着 polyA 长度的加大, 
DNA 探针间距增加, 组装密度相应降低(图 1b). 该实验

现象在后续的生物传感研究中也得到了相应的印证: 
Zhu 等[50]采用巯基己醇取代金纳米颗粒表面 polyA  

 

图 1  (a) DNA 的四种碱基分别与金纳米颗粒的吸附位点[26]. (b) 吸附

在金表面的 polyA DNA 探针的理想化示意图[28] 
Figure 1  (a) Bonding of DNA bases and gold nanoparticles[26]. (b) 
Idealized schematic of polyA DNA probes on gold[28] 

DNA 探针的方法测定了 polyA DNA 探针在金纳米颗粒

表面的组装密度, 发现 DNA 探针在 13 nm 金纳米颗粒

表面的组装量随着polyA长度的加大逐渐降低; Liu课题

组[6]利用计时电量法发现了金电极表面上 polyA DNA 
探针密度随着 polyA 长度的加大而逐渐降低 , 均与

Tarlov 课题组[28]的研究结果相符. 我们可以通过简单调

节 polyA 长度就可以精准调控探针组装密度, 从而调节

探针杂交效率, 为基于 polyA DNA 探针设计素材构建

新型的生物传感器奠定了基础. 

3  聚腺嘌呤 DNA 探针在生物传感器中的应用

进展 

polyA DNA 探针兼具表面自组装和分子识别功能, 
可以自组装在金纳米颗粒、金芯片以及金电极表面, 结
合比色、荧光、表面增强拉曼散射光谱和电化学等检测

技术, 成功应用于构建多种类型的生物传感器, 实现

DNA[29]、microRNAs[30]、重金属[31]和蛋白标志物[32]等

目标物的高灵敏度、高重现性的分析检测.  

3.1  比色生物传感器 

polyA DNA 探针通过 polyA 嵌段自组装在金纳米

颗粒上, 无需巯基己醇等小分子进行位点封闭, 金纳米

颗表面上的 DNA 探针就能保持直立构象, 降低了识别

空间位阻, 响应快速、结果直观、具有现场检测的潜力

而广受关注[33-36]. Fan 课题组[21]开创了第一代 polyA 
DNA 比色生物传感器, 将 DNA 探针末端设计为 polyA, 
并结合金纳米颗粒较高的消光系数和优异的光学特性, 
构建了基于 polyA DNA 探针的比色生物传感器, 首次

展现了 polyA DNA 探针优异的生物传感功能(图 2a). 设
计的 polyA DNA 探针拥有双嵌段: 识别嵌段用于识别

目标 DNA; polyA 嵌段包含 10～30 个连续的 A, 用于自

组装在金纳米颗粒表面, 而且由于与金纳米颗粒作用力

大于其它碱基, 基本覆盖了大部分金纳米颗粒上的结合

位点, 能防止识别嵌段与金纳米颗粒之间的非特异性吸

附, 使识别嵌段保持直立构象, 并以 polyA 长度的间隔

分散, 降低了识别嵌段杂交时的空间位阻, 随着 polyA
个数的增加, 杂交效率逐渐增加, 比通过 Au—S 键组装

的 DNA 探针杂交效率提高一个数量级, 灵敏度提高 20
倍, 可以通过分光光度计检测低至 0.5 nmol/L 的目标

DNA. 该课题组还证明了 polyA 与金纳米颗粒的结合力

与Au—S键相当, polyA可以代替修饰在DNA末端的巯

基, 作为在金纳米颗粒表面自组装的有效锚定嵌段, 这
为无需化学修饰的 DNA 分子组装在金纳米颗粒表面提

供了新的修饰方法. 为了减少金纳米颗粒表面 DNA 探
针的动力学响应时间, Yao 等[37]深入研究了 polyA DNA
探针在金纳米颗粒上组装情况, 发现 polyA 的长度会影

响形成金纳米颗粒表面探针的价态, 当采用 polyA80时, 
其与金纳米颗粒可以形成单价态的金纳米颗粒探针
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(mDNA-AuNPs), 即一个金纳米颗粒上只组装一根

DNA探针, 而且产率接近90%, mDNA-AuNPs具有快速

的动力学和高效的序列特异性, 发展了第二代高效的

polyA DNA 比色生物传感器. Pan 等[38]对 polyA DNA 探

针在金纳米颗粒上的稳定性进行了直接研究, 系统地解

释了 DNA 解离动力学与温度、缓冲液 pH 值、有机溶

剂和离子强度的关系, 证明了 polyA20 和 polyA30 的

DNA-AuNPs 偶联物在大多数实验条件下都表现出较好

的稳定性. 这些系统的研究都为进一步构建基于 polyA 
DNA-AuNPs 的比色生物传感器奠定了实验基础. 

Nourisaeid 等[39]通过 polyA 末端将一种 L 型 DNA
探针组装在金纳米颗粒表面, 开发了一种高效且简单快

速检测转基因植物的比色传感器. L型DNA探针包括三

部分: (1) polyA 嵌段, 用于将探针在金纳米颗粒表面自

组装, 管控探针间横向间隔; (2) polyT 嵌段, 用于将探

针保持直立的状态, 管控探针间的垂直间隔; (3)识别嵌

段, 用于特异性识别含有花椰菜花叶病毒 35S rRNA 基

因的转基因植物. 目标 DNA 可以与两种金纳米颗粒表

面修饰的互补探针杂交, 交联生成网状聚集体, 从而使

得金纳米颗粒溶液的颜色由红色变为蓝色, 可用于转基

因食品安全监测中, 但是由于检测灵敏度不高, 无法实

现准确的定量分析. 虽然该传感器灵敏度需要进一步提

升, 但该项工作系统研究了 polyA、polyT 和金纳米颗粒

直径对传感器灵敏度的影响, 指出设计类似比色传感器

时, 需综合考虑金纳米颗粒直径和探针长度, 设计探针

的长度需小于金纳米颗粒的直径 , 才能够通过目标

DNA 分子引起的聚集而实现合适的颜色变化. Xie 等[40]

基于类似的原理和 T-Hg2+-T 结构, 将识别嵌段设计成

polyT, 成功构建了高灵敏的饮用水中 Hg2+残留的比色

传感器, 检测限低至 3.75 nmol/L, 低于世界卫生组织

(WHO)规定的饮用水中 Hg2+含量的最大允许值水平 5 
nmol/L, 并应用于实际样品自来水和湖水中 Hg2+的测

定. Yin 等[41]将氯霉素(CAP)的适配体通过 polyA5 组装

在金纳米颗粒表面, 建立了一种竞争性比色传感器, 与
直接杂交[39]或识别[40]的传感器相比, 具有更好的特异

性, 成功应用于环境监控中氯霉素残留检测中, 检测氯

霉素的线性范围为 0.20～3.20 μmol/L, 检测限为 22 
nmol/L, 与现有的氯霉素检测方法相当. 该传感器可以

通过改变适配体的种类拓展目标检测范围, 可用于生物

医学中凝血酶、血小板凝血因子和 C 反应蛋白等蛋白标

志物的检测, 但易受生物样品中复杂基质干扰, 需要对

样品进行前处理, 去除干扰的蛋白或脂肪等.  
polyA DNA 探针修饰的金纳米颗粒还可以用于信

号输出及信号放大元件, Li等[32]采用 polyA DNA探针修

饰的金纳米颗粒催化甲基橙(MO)产生比色信号, 开发

了一种无酶、低成本的比色生物传感器用于凝血酶的检

测(图 2b). 该传感器利用凝血酶适配体偶联磁珠(MBs)
作为捕获探针, 用于捕获、浓缩和分离凝血酶, 而凝血

酶的另一段适配体通过 polyA 组装在金纳米颗粒表面, 
与凝血酶采用三明治结构结合, 并催化 MO 产生比色信

号, 用于信号输出. 该传感器检测凝血酶的线性范围为

(45.5～455) pmol/L, 检测限为 30 pmol/L, 与传统的基

于金纳米颗粒的比色方法相比, 检测限低 1～2 个数量

级. 这种新方法可以避免使用各种酶和增强溶液, 在一

定程度上减少了现存有限的酶-底物体系的限制, 开辟

了一种新的催化体系. Li 等[42]基于 polyA 与金的相互作

用, 巧妙地设计了一种单链DNA支架, 通过 polyA环和

双链茎自折叠成纳米结构, 其中 polyA 环作为金纳米 

 
图 2  (a) 通过改变 polyA 的长度来对金纳米颗粒的空间控制示意图[21]. (b) 基于 polyA DNA 探针修饰的金纳米颗粒催化甲基橙(MO)产生比色信

号的无酶比色生物传感器[32]. (c)基于 polyA 环的可编程纳米酶合成示意图[42] 
Figure 2  (a) Schematic for spatial control on gold nanoparticles by varying the length of polyA blocks[21]. (b) Enzyme-free colorimetric biosensor based 
on polyA DNA-conjugated gold nanoparticle-catalyzed color bleaching reaction of methyl orange (MO)[32]. (c) PolyA DNA scaffolds-encoded gold nano-
particle clusters as programmable enzyme equivalents[42] 
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颗粒簇(GNCs)无籽成核和生长的特定位点, 原位合成

一系列GNCs, 从具有明确粒子数 2～4个的低聚合物到

多聚合物, 这些聚合物显示出可编程的过氧化物酶催化

活性, 可通过支架尺寸和 polyA 间隔区长度进行纳米酶

活性调节(图 2c). 本研究为合理设计各种生物和生物医

学应用的纳米酶和比色生物传感器开辟了新的途径.  

3.2  荧光生物传感器 

将 polyA DNA 探针自组装在金纳米颗粒上, 不仅

可以构建比色生物传感器, 而且结合荧光分子修饰的

DNA 探针可以构建灵敏度更高的荧光生物传感器, 通
过调节polyA的长度可以精确控制探针在金纳米颗粒表

面构象和密度, 扩大传感器的动态检测范围[30]或增强

探针活性[50], 特异性好、可用于细胞成像、细胞内传感

和表观遗传学治疗[43-47]. Chen 等[48]采用 polyA DNA 探

针修饰的金纳米颗粒, 构建了用于细胞内三磷酸腺苷

(ATP)的高灵敏检测的荧光生物传感器(图 3a). polyA 
DNA 探针包含用于组装在金纳米颗粒的 polyA 嵌段和

用于识别ATP的适配体嵌段, 荧光基团Cy3修饰的信号

探针与 ATP 核酸适配体杂交后, Cy3 靠近金纳米颗粒表

面, 导致荧光猝灭, 当 ATP 存在时, ATP 核酸适配体与

ATP 可以特异性结合形成更稳定的发夹结构, 将 Cy3 修

饰的信号探针从 ATP 核酸适配体上竞争下来, Cy3 远离

金纳米颗粒而恢复荧光, 实现对 ATP 特异性的定量检

测. 通过调节 polyA的长度可以调控ATP和Cy3 修饰的

信号探针与金纳米颗粒表面的 ATP 核酸适配体的竞争

性结合能力, 当 polyA 长度为 30 时, 该传感器检测 ATP

的检测限为 10 μmol/L, 比巯基修饰的金纳米颗粒的传

感器低10倍, 实现了对不同细胞ATP的实时监测, 为构

建高效的细胞内分子分析生物传感器提供了一种新思

路, 在生物分析、分子诊断和治疗方面具有巨大的应用

潜力. Mi 课题组[30]基于链置换反应构建了高灵敏检测

DNA/RNA 的荧光生物传感器, 通过调节 polyA 个数扩

大了传感器的动态检测范围, 用于监测与疾病相关不同

的浓度水平的核酸(图 3b). 此外, 这种 polyA 设计可以

促进血清中 DNA 的可编程检测, 并通过在金纳米颗粒

表面组装三种荧光探针, 实现了检测三种与胰腺癌相关

的 microRNA (miRNA-155、miRNA-196a 和 miRNA210)
的多色同时检测, 操作简单、快速、成本低, 在临床诊

断方面具有巨大的潜力, 但由于多种荧光分子信号容易

存在发射光谱干扰重叠等问题, 是临床诊断中多靶标同

时检测的挑战. Ye 等[49]构建了类似的荧光生物传感器, 
深入研究金纳米颗粒表面适配体密度对适配体结合强

度、检测限和结合动力学的影响, 通过调节 polyA 的个

数, 核酸适配体表现出更好的结合特性和动力学, 实现

了在 60 min 内完成低至 23.6 nmol/L 卡那霉素的快速检

测(图 3c). 该荧光生物传感器实现了食品安全牛奶中卡

那霉素的高效检测, 具有良好的应用前景. 在此基础上, 
Zhu 等[50]继续构建了 polyA 介导的 DNA 酶(DNAzyme)
纳米探针(图 3d), 利用 polyA 嵌段将 DNAzyme 组装在

金纳米颗粒表面, 将金纳米材料独特的物理化学性质与

DNAzyme 的催化性能相结合, 开发了活性可编程的荧

光生物传感器. 以特异性识别 Pb2+的 8-17 DNAzyme 的  

 

图 3  (a) 通过改变 polyA 的长度可编程调节基于 polyA 核酸适配体的纳米探针活性的示意图[48]. (b)采用 polyA50 球形核酸同时多色检测三种 
microRNA 的示意图[30]. (c)具有可编程表面密度的基于 polyA 核酸适配体的纳米探针制备及其卡那霉素传感应用的示意图[49]. (d) 基于 polyA 可编

程活性的金纳米颗粒球形 DNAzymes 的示意图[50] 
Figure 3  (a) Schematic for the activity of polyA-based aptamer nanobeacon programmably engineered by tuning the length of polyA[48]. (b) Schematic 
showing the simultaneous multicolor detection of three microRNAs with polyA50 mediated spherical nucleic acid[30]. (c) Schematic representation of pol-
yA-based aptamer nanobeacon preparation with programable surface density and their kanamycin sensing application[49]. (d) Schematic for polyA-based 
programmable engineering of gold nanoparticles for highly regulated spherical DNAzymes[50] 
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活性作为研究对象, 通过调节 polyA 的个数, 精确控制

金纳米颗粒表面 8-17 DNAzyme 构象和组装密度, 深入

研究了 8-17 DNAzyme 在金纳米颗粒表面上的催化行为

和作用机制 , 显著增强了金纳米颗粒表面上 8-17 
DNAzymes 活性, 是采用巯基修饰 DNAzyme 组装的纳

米探针活性的 75 倍、溶液中 DNAzyme 活性的 10 倍, 直
接提高了传感器检测 Pb2+的灵敏度. 该项研究为开发基

于polyA的高活性DNAzymes新型催化平台提供了理论

基础. 
此外, polyA DNA 探针修饰的金纳米颗粒可以为细

胞成像、细胞内传感和表观遗传学治疗提供一个简单而

通用的平台. Zhu 等[51]制备了基于 polyA 介导的荧光共

振能量转移(FRET)纳米探针, 应用于内源性肿瘤相关

mRNA 的活细胞成像(图 4a). 13 nm 金纳米颗粒不仅具

有优异的荧光猝灭性能, 而且易于穿透细胞膜, 常被用

作DNA探针的载体[52-53]. 因此, 他们通过 polyA嵌段将

肿瘤相关的mRNA (c-Myc mRNA)的识别探针组装在 13 
nm 的金纳米颗粒表面, 荧光基团 Cy3 标记的短荧光信

号探针通过与识别探针杂交构建了荧光猝灭的荧光球

形核酸探针(FSNA). 当目标靶基因存在时, 短荧光信号

探针通过链置换从 FSNA 中释放出来, 荧光恢复, 实现

对 c-Myc mRNA 的原位荧光成像分析. 通过调节 polyA
的个数调控了金纳米颗粒表面的探针密度, 从而提高了

FSNA 的灵敏度和动力学响应, 检测限为 0.31 nmol/L, 
比未经表面密度调控的巯基探针的灵敏度提高了 55 倍, 

而且可以快速(2 h)地实现细胞内 mRNA 定量检测和成

像分析, 在快速和敏感的细胞内靶标成像方面具有潜在

的应用价值. Mi课题组[54]继续开发了基于 polyA 介导的

球形核酸纳米探针(pASNA), 用于活细胞中肿瘤相关

miR-155 的高灵敏性成像(图 4b). polyA 探针(包含 polyA
嵌段和识别嵌段)和荧光基团 Cy5 标记的荧光信号探针

预杂交并通过 polyA 嵌段组装在金纳米颗粒表面, 形成

pASNA 纳米探针. pASNA 纳米探针经细胞吞噬后对

miR-155 产生响应, 并释放荧光信号探针, 从而恢复荧

光, 通过荧光显微镜可以观察 miR-155 在活细胞中的不

同表达水平. 而且, pASNA 纳米探针在 MCF-7、HeLa
和LO2细胞内对miR-155进行成像时, 具有良好的敏感

性、特异性、核酸酶稳定性和低毒性, 克服了传统的荧

光成像探针灵敏度和稳定性差的问题. 这种纳米探针不

仅可以有效区分肿瘤细胞与正常细胞, 而且可以精细揭

示内源性 miRNA 在活细胞中动态分布和表达, 在活细

胞成像中显示出广阔的应用前景, 但是这些用于成像的

荧光染料易被光漂白, 影响检测结果的可靠性, 仍是生

物医学应用的挑战. Jiao 等[55]构建了一种基于 polyA 程

序化球形核酸(SNAs), 用于高效捕获活细胞内致癌性

miRNA(图 4c). 他们通过调控 polyA 的长度, 精确地设

计 polyA-SNAs中反义miRNA序列的空间结构, 调控其

对miRNA的捕获能力, 并证明了 polyA-SNAs可作为高

效的 miRNA 海绵, 在活细胞和小鼠体内捕获致癌性

miRNA, 拯救抑癌基因, 可显著抑制体内外肿瘤的生 

 
图 4  (a) 基于 polyA 介导的荧光球形核酸探针检测活细胞中 c-Myc mRNA 的示意图[51]. (b) 基于 polyA 介导的球形核酸纳米探针检测活细胞中

microRNAs 的示意图[54]. (c)构建基于 polyA 编程横向间距的球形核酸, 用于拯救抗癌基因表达的示意图[55] 
Figure 4  (a) Schematic illustration of the polyA-mediated fluorescent spherical nucleic acid (FSNA) probes for c-Myc mRNA detection in living cells[51]. 
(b) Schematic of the polyA-mediated spherical nucleic acid (pASNA) nanoprobes for microRNAs detection in live cells[54].(c) Schematic illustration for the 
construction of polyA-spherical nucleic acids with polyA-programed lateral spacing for rescuing the expression of an anti-oncogene[55] 
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长. 此外, polyA-SNAs 与非调控密度的 SNAs 相比具有

更高的细胞进入效率, 在一定程度上解决了细胞进入和

靶向捕获效率之间的冲突; 同时 polyA-SNAs 的直接递

送, 避免了使用阳离子载体或病毒载体, 减轻了对毒

性、宿主基因组突变或持续表达的担忧, 对合理设计外

源性治疗性核酸结构具有重要意义. 

3.3  表面增强拉曼散射生物传感器 

表面增强拉曼散射光谱(SERS)生物传感器具有高

灵敏度、分子级特异性和非侵入性等优点, 广泛用于生

物分析和成像中[56-58]. 开发稳定性和重现性良好的高效

SERS 基底是拓展 SERS 生物传感器应用领域的关键[59]. 
利用 polyA 介导纳米间隙, 间隙大小通过调控 polyA 长

度精确控制, 制备通用的表面增强拉曼散射纳米标签, 
与荧光生物传感器中荧光分子相比, 不仅具有特征光

谱、而且不受光漂白和光谱重叠等外界因素影响. Fan
课题组[60]开发了 polyA 介导纳米间隙内非荧光小分子

编码的核壳金纳米结构, 用作多种生物活性分子识别的

通用 SERS 纳米标签(图 5a). 无任何修饰的 polyA DNA
探针通过 polyA 嵌段组装在 13 nm 的金纳米颗粒表面, 
非荧光分析拉曼报告分子吸附在上述金纳米颗粒表面

裸露的位点, 从而对金纳米颗粒进行 SERS 编码, 并以

此为纳米核, 与聚合物(聚乙烯吡咯烷酮, PVP)、还原剂

(盐酸羟胺, NH2OH-HCl)和氯金酸(HAuCl4)反应, 在纳

米核周边形成金壳, 从而构建了 polyA 非荧光纳米标签

(pA-nF-NTs). 由于 polyA 的介导, 金纳米颗粒表面形成

1～2 nm的DNA分子层厚度, 确保了 pA-nF-NTs具有高

度均一且稳定的纳米间隙结构, 该厚度刚好与拉曼增强

需要的间隙尺寸一致, 致使 pA-nF-NTs 具有优异的拉曼

性能. polyA 探针除了介导 pA-nF-NTs 纳米间隙的形成, 
还可以避免对金纳米颗粒等离子体表面的钝化, 有利于

非荧光分析拉曼报告分子的负载. 研究者成功合成了 5
种 pA-nF-NTs, 这些纳米标签均具有明显的拉曼光谱特

征, 表现出高度均一和高重现性的 SERS 信号. 并根据

实际分析应用情况, 通过修饰相应的核酸探针或核酸适

配体对 pA-nF-NTs 进行功能化, 实现了对不同类型的目

标分子的同时定量分析. 此外, 这种基于 polyA 介导纳

米间隙内非荧光小分子编码的纳米标签在荧光-SERS
双模式生物分析和生物成像方面具有很大的应用前景. 
He课题组[61]基于 polyA介导的组装策略通过DNA双链

杂交方式构建了 Au-AuNPs“核-卫星”可控的 SERS 基

底(图 5b). 选择 100 nm 的金纳米颗粒作为“核”, 13 nm
的金纳米颗粒作为“卫星”, 通过 polyA 嵌段将两种互

补的 DNA 分别组装在“核”和“卫星”上, “核”和

“卫星”金纳米颗粒表面的 DNA 杂交形成双链结构促进

“核-卫星”自组装结构的形成. 其中“核”和“卫星”

的间隙约为 2 nm, 致使“核-卫星”自组装结构具有增

强的 SERS 信号, 并且通过改变组装在“核”上 DNA
中 polyA 的个数, 调控“核”表面 DNA 密度, 从而控制

“卫星”的组装密度, 形成“卫星”密度可调的“核-卫

星”自组装结构, 进而间接调控“核-卫星”自组装结构

 
图 5  (a) polyA 非荧光纳米标签的设计示意图[60]. (b) 基于 polyA 构建胶体状 Au-AuNPs“核-卫星”可控自组装结构的原理示意图[61]. (c) polyA
介导的多枝状金纳米颗粒表面 DNA 构象调控及 SERS 原位监测构象转化的示意图[63] 
Figure 5  (a) Schematic illustration of the design of the polyA non-fluorescent nanotags (pA-nF-NTs)[60]. (b) Schematic illustration of the polyA-assisted 
self-assembly strategy for the fabrication of symmetric core (Au)-satellite (Au) nanoassemblies (Au-AuNPs) in colloid[61]. (c) Schematic illustration of 
DNA conformation modulation with polyA length on multibranched gold nanoparticles (AuNSs) and in situ SERS monitoring of conformation transfor-
mation[63] 
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的 SERS 性能. 但是, 由于构建的 Au-AuNPs“核-卫星”

可以在溶液中自由运动 , 出现不可控的聚集 , 导致

SERS 信号重现性较差. 为了改善重现性差的问题, 作
者将此结构再次采用 DNA 杂交的方式固定在硅基底的

银纳米颗粒上, 获得的自组装结构的增强因子 EF 高达

107, SERS 性能更强, 而且重复性好, 为实际样品检测

提供了高效的 SERS 基底. 多枝状金纳米颗粒(AuNSs)
拥有尖端和多枝状结构, 比表面积大, 其表面附近可以

产生增强的 SERS 效应[62]. Guo 等[63]发展了基于 polyA
探针介导 AuNSs 表面 DNA 构象调控的方法(图 5c), 通
过改变 polyA 的长度可以调节探针的直立程度, 随着

polyA 个数的增加, 探针越偏向直立状态. 将探针的另

一端标记 SERS 信号分子, 探针从倒伏到直立的过程会

引起 SERS 信号分子与 AuNSs 距离的变化, 从而产生

SERS 信号变化, 利用其信号变化可以原位监测构象调

控过程. 以严重急性呼吸系统综合征(SARS)相关的序

列作为模型目标, 开发了特异性识别目标DNA的 SERS
生物传感器, 检测限低至 45.7 nmol/L, 实现了高效的

DNA 特异性检测. 该项研究不仅解决了在纳米级粗糙

的 AuNSs 表面上 DNA 空间状态难以控制的问题, 而且

为原位研究 DNA 构象提供了强有力的工具. 

3.4  电化学生物传感器 

基于 polyA DNA 探针的电化学生物传感器采用

polyA 嵌段将捕获探针组装在金电极或芯片表面, polyA
基本覆盖了金电极或金芯片表面上的结合位点, 有效缓

解电化学界面非特异性吸附严重的问题, 与光学生物传

感器相比, 灵敏度高、成本低、易于微型化和集成化、

适合现场分析, 被广泛应用于临床诊断和疾病筛查、环

境监测和食品安全等领域[64-66]. 基于 polyA 与金之间的

相互作用, Koo等[67]开发了一种直接无扩增检测miRNA
的方法 , 磁珠偶联捕获探针 , 用于特异性捕获目标

miRNA, 磁分离后通过加热将目标 miRNA 从捕获探针

中释放出来, 达到分离、纯化目标 miRNA 的目的, 然后

采用 polyA 聚合酶对释放的目标 miRNA 的 3'端进行

polyA延伸. 延伸后的目标miRNA由于 polyA与金之间

的高亲和力, 能够有效地吸附在丝网印刷电极的金层表

面, 阻碍溶液中[Fe(CN)6]3−在金电极上的电子传递, 产
生相对于裸电极较低的法拉第电流, 从而实现对目标

miRNA 定量检测. 通过对不同乳腺癌和前列腺癌细胞

系中特异性 miRNA 的定量检测, 展示了该方法的实际

应用效果. Liu 课题组[6]首次发展了基于 polyA DNA 探

针的电化学传感界面组装技术, 经过一系列界面组装条

件改良, 突破了 polyA DNA 探针传感界面电子传递效

率技术难题, 成功应用于大肠杆菌基因组 DNA 的检测

中(图 6a). 不同于传统的巯基修饰的DNA探针, 二嵌段

polyA DNA 探针无需特别修饰, 仅依靠末端 polyA 与金

电极的共价结合就实现捕获探针在金电极表面的紧凑

和有序组装, 通过优化共组装分子、polyA 长度、浓度

等探针组装的关键性实验条件, 提高探针识别效率. 两
嵌段 polyA DNA 探针的识别嵌段和生物素标记的信号

探针一起与目标 DNA 杂交, 形成稳定的“三明治”夹

心结构, 然后与 avidin-HRP酶反应可以产生氧化还原电

流信号, 实现目标 DNA 高灵敏的电化学检测, 检出限

为 5 fmol/L, 通过对 0.2 pg/μL 大肠杆菌基因组 DNA 的

聚合酶链式反应(PCR)产物进行分析, 证明了该传感器

具有良好的实用性. 与依靠吸附在电极表面的物质阻碍

电解液的电子传递原理的电化学生物传感器[67]相比, 
该传感器具有更好的特异性、重复性和稳定性, 对于广

泛用于现场分析具有重要意义. 此外, Liu 课题组[68]将

两嵌段 polyA DNA 探针固定在多通道的金芯片电极上, 
实现了五种不同细菌 16S rRNA 基因的高灵敏检测(图
6b). 采用两个信号探针的报告系统, 与一个[6]和三个信

号探针的报告系统相比, 信噪比有了较大的提高. 采用

此传感器检测人工目标 DNA, 检出限达到 10 fmol/L, 
当检测细菌基因组实际样品时, 依然具有相同的检测能

力. 这项工作的成功开展, 为无 PCR 扩增的便携式细菌

生物传感器的开发迈开了重要一步. Liu 课题组[69]进一

步构建了三嵌段 polyA DNA 探针, 开发了一种无标记

的组装策略, 实现了大肠杆菌基因组的高灵敏度检测

(图 6c). 三嵌段 polyA DNA 探针依靠中间 polyA 嵌段与

金的共价结合实现捕获探针在金电极表面的紧凑和有

序组装, polyA 嵌段两侧设计了两个捕获探针, 能够同

时捕获大肠杆菌基因组的两段相邻序列. 由于碱基的堆

叠效应, 三嵌段 polyA DNA 捕获探针与目标杂交的稳

定性得到了显著提高. 通过优化 polyA DNA 探针组装

的关键性实验条件, 并对该传感器的灵敏度进行了考

察, 检出限为 10 fmol/L, 检测范围从 10 fmol/L 到 1 
nmol/L, 跨越五个数量级. 与基于两嵌段 polyA DNA 探

针的电化学生物传感器相比[6,68], 该传感器具有更高的

特异性, 能有效区分单碱基多态性. 

4  结论与展望 

polyA DNA 探针无需特别修饰, 仅依靠 polyA 嵌段

与金的相互作用就实现捕获探针在金表面的紧凑和有

序组装, 实现了识别和探针固定功能的一体化, 在生物

传感检测领域展现了独特的魅力, 促进了生物传感器的

发展. 基于 polyA DNA 探针构建的比色、荧光、表面增

强拉曼散射、电化学生物传感器在食品安全、环境监控、

生物医学等不同领域应用各有千秋, 表 1 对比分析了基

于 polyA DNA 探针构建的不同生物传感器类型的优势

和不足, 为后续采用 polyA DNA 探针作为构建素材, 研
制各类生物传感器提供参考. 

尽管 polyA DNA 探针的引入使生物传感器性能得

到改善, 但随着检测分析项目日益增多, 以及测量准确

度和可靠性需求的提升, polyA DNA 探针仍面临着巨大

的机遇和挑战: (1)作为一种无需化学修饰的探针, polyA  
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图 6  (a) 基于 polyA 的电化学生物传感器示意图[6]. (b) 利用 polyA 探针构建检测 16S rRNA 基因的生物传感器示意图[68]. (c) 基于三嵌段 polyA
探针的电化学 DNA 生物传感器示意图[69]  
Figure 6  (a) Schematic illustration of the polyA-based electrochemical DNA biosensor[6]. (b) Schematic illustration of 16S rRNA gene biosensor using a 
polyA capture probe[68]. (c) Schematic illustration of the triblock polyA probe-based electrochemical DNA biosensor[69]

 
表 1  基于 polyA DNA 探针的生物传感器比较分析 
Table 1  Comparison of biosensors based on polyA DNA probes 

类型 优势 不足 

比色生物

传感器 

无需巯基己醇等小分子

封闭、响应快速、结果直

观、适合环境水样监测现
场分析 

灵敏度不高、易受食品中
蛋白和脂肪等干扰物质

影响 

荧光生物
传感器 

灵敏度高、特异性好、适

合生物医学中细胞成像、

细胞内传感 

用于信号输出的荧光染

料易被光漂白 , 影响检

测结果的可靠性 

表面增强

拉曼散射
生物传感

器 

不受光漂白和光谱重叠

等外界因素影响、适合生
物医学中原位无损分析

和成像 

成本高、拉曼检测信号重

复性和稳定性差 , 准确

定量分析困难 

电化学生

物传感器 

成本低、易于微型化和集

成化、适合食品安全和环
境监控现场分析 

响应较慢、无法在活体生

物中使用 

 
DNA 探针可以显著降低生物传感器的研发成本, 但能

否真正可以取代传统化学修饰探针比较受到关注, 需要

在未来更多的生物传感研究中得到验证; (2)虽然最近的

生物传感研究表征了 polyA DNA 探针在金表面形成可

控的组装密度这一实验现象, 但其作用机理尚不清晰, 
迫切需要选择透射电子显微镜(TEM)或原子力显微镜

(AFM)进行原位直观表征, 并深入研究 polyA DNA探针

在金表面的构象和识别能力, 为进一步构建基于 polyA 
DNA 探针的新型生物传感器奠定理论研究基础; (3)亟
需设计开发含有多个识别探针的多嵌段 polyA DNA 探

针, 满足生物医学临床检测中多靶标联合同时检测的需

求; (4)大多数已报道的基于polyA DNA探针的生物传感

器仍处在实验阶段, 测量结果准确度低是其最主要的原

因, 深度挖掘多嵌段 polyA DNA 探针中精确探针分子

比例的优势, 建立自校准的生物传感体系, 实现高精准

测量; (5) polyA DNA 探针在生物体的降解风险及生物

毒性等研究将是 polyA DNA 探针进一步推广应用的基

础; (6) 由于生物传感器的集成化是未来发展的主流, 
亟需结合智能设备, 发展基于 polyA DNA 探针的高通

量集成化现场快速检测传感器, 将有利于拓宽生物传感

器在智能传感领域中的应用. 
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