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杂交链式反应技术结合纳米材料用于核酸检测
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摘　 要: 核酸检测在疾病早期诊断、 分期、 治疗监测、 预后判断以及产前基因诊断等许多方面有着重要意义ꎬ 然而目前对核

酸的检测技术不仅存在耗时长、 成本高等问题ꎬ 而且工作量大、 操作繁琐ꎬ 严重影响其在诊断中的应用ꎮ 杂交链式反应( ｈｙ￣

ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＨＣＲ)是一种新型信号扩增技术ꎬ 它通过单链 ＤＮＡ(ｓｓＤＮＡ)引发两种稳定的 ＤＮＡ 发夹探针在恒温下发

生杂交反应ꎬ 从而放大检测信号ꎬ 实现选择性检测靶分子的目的ꎮ 不仅如此ꎬ ＨＣＲ 还可以结合不同的纳米材料用于检测各种

目标物如核酸、 蛋白质、 细胞、 金属离子等等ꎮ 对 ＨＣＲ 技术结合几种常见的纳米材料(银纳米颗粒、 金纳米颗粒、 氧化石墨

烯以及几种其他纳米材料)用于核酸的检测进行了总结ꎬ 并对今后的发展趋势进行了展望ꎮ
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1　 前　 言

２００４ 年 Ｄｉｒｋｓ 和 Ｐｉｅｒｃｅ 首次提出了一种体外恒温扩

增技术ꎬ 即杂交链式反应(ＨＣＲ) [１] ꎮ ＨＣＲ 的反应过程不

需任何核酸工具酶的参与ꎬ 且在室温下便可进行ꎬ 此外ꎬ
这种信号扩增技术与各类检测技术如荧光法、 比色法和

电化学法等都具有较高的兼容性ꎬ 因而在生物传感领域

的 ＤＮＡ、 ｍｉＲＮＡ、 蛋白质以及金属离子的检测[２－７] 中得

到了广泛关注ꎮ
纳米尺寸的材料会表现出一些独特的性质ꎬ 例如表

面效应、 体积效应、 量子尺寸效应、 介电限域效应等ꎮ
因此ꎬ 将 ＨＣＲ 与纳米材料结合ꎬ 极大程度地提高了靶标

ＤＮＡ、 ｍｉＲＮＡ、 蛋白质以及金属离子的检测灵敏度ꎬ 使

之甚至可以达到单分子检测水平ꎮ 尤其是在核酸检测方

面ꎬ 与传统核酸检测方法(如: ＰＣＲ、 荧光 ＲＴ￣ＰＣＲ)相

比ꎬ 这种将 ＨＣＲ 与纳米材料结合的方法不仅可以在常温

下进行ꎬ 反应过程不需要酶的参与ꎬ 而且能够实现可视
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化检测ꎬ 检测限低至飞摩尔水平ꎬ 并能有效缩短检测时

间ꎬ 适合于在现场和实验条件较简单的实验室进行快捷

检测ꎮ 本文将具体讨论 ＨＣＲ 与几种常见的纳米材料(银
纳米颗粒、 金纳米颗粒、 氧化石墨烯及其他几种金属纳

米材料)结合在核酸检测方面的研究进展ꎮ

2　 杂交链式反应(HCR)的原理

ＨＣＲ 反应系统包括两个可杂交互补并带有粘性末端

的 ＤＮＡ 发夹探针(Ｈ１ 和 Ｈ２)ꎬ 以及单链 ＤＮＡ(ｓｓＤＮＡ)引
发剂ꎮ 在 ｓｓＤＮＡ(引发剂)诱发下ꎬ 这两个发夹探针会自

组装形成长的双链 ＤＮＡ(ｄｓＤＮＡ)产物ꎮ 具体过程如图 １
所示: 亚稳态的 Ｈ１ 和 Ｈ２ 在水溶液中共存时并不发生任

何反应ꎬ 但当引入引发剂时ꎬ 引发剂会激活并打开第一

个发夹探针 Ｈ１ 的茎环结构ꎬ 随后ꎬ 这个打开的 Ｈ１ 会立

即与第二个发夹探针 Ｈ２ 杂交并打开 Ｈ２ 的茎环结构ꎬ 从

而形成带有 ｓｓＤＮＡ 粘性末端的 ｄｓＤＮＡꎬ 这又导致了另一

个 Ｈ１ 发夹探针的打开并且诱发 ＨＣＲ 整个过程的延续ꎬ
最终产生长的 ｄｓＤＮＡ 产物ꎮ 这个过程会持续进行直到这

两个发夹探针消耗殆尽或者形成的 ｄｓＤＮＡ 产物的浓度达

到阈值ꎮ

图 １　 杂交链式反应的原理示意图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

3　 HCR 与纳米材料结合的应用

3􀆰 1　 与银纳米颗粒(AgNPs)的结合

银纳米材料具有优良的导电导热性能和稳定的化学

性质ꎬ 特别是银纳米颗粒(ＡｇＮＰｓ)具有表面等离子体共

振效应ꎬ 可以增强表面拉曼散射、 表面荧光和催化活性ꎮ
同时ꎬ 由于 ＡｇＮＰｓ 具有良好的生物活性和生物相容性ꎬ
因而被广泛应用于生物医药领域ꎬ 如用作某些生物蛋白

分子和药物载体ꎮ 由于介入的 ＡｇＮＰｓ 还可以增强蛋白酶

的催化能力ꎬ 且其性质接近天然生物组织ꎬ 不会对人体

产生毒副作用ꎬ 所以细胞可以在其表面生长ꎬ 从而修复

病变组织ꎮ ＡｇＮＰｓ 还具有良好的抑菌效果ꎬ Ｂｒｙａｓｋｏｖａ 等

的研究表明ꎬ 当使用 ＡｇＮＰｓ 对金黄色葡萄球菌、 大肠杆

菌以及铜绿假单胞菌进行抑菌检测时ꎬ ＡｇＮＰｓ 的浓度显

著影响抑菌效果ꎬ 而且浓度越高ꎬ 抑菌效果越好ꎬ 在

０􀆰 ４％时达到最好的抑菌效果[８] ꎮ
３􀆰 １􀆰 １　 ＨＣＲ 与 ＡｇＮＰｓ 结合的比色检测法

近年来ꎬ 基于金属纳米颗粒的比色测定方法由于其

便于观察以及制备过程简单的优点而备受关注[９] ꎮ 在金

属纳米粒子中ꎬ ＡｇＮＰｓ 常被用于比色检测ꎬ 相较于

ＡｕＮＰｓꎬ ＡｇＮＰｓ 表现出一定程度的优势: 具有更高的摩

尔吸光系数、 具有优异的光学性质、 易于观察其分散状

态和聚集状态之间的颜色转换[１０ꎬ １１] ꎮ 近年来ꎬ 不同的

ＡｇＮＰｓ 合成和修饰方法被发展起来用于核酸的微量检测ꎮ

例如ꎬ Ｇｕｏ 等[１２]设计了等离子体比色法ꎬ 在酶的诱导下ꎬ
ＡｇＮＰｓ 会在等离子体金纳米星(ＡｕＮＳ)上生长ꎬ 导致 ＡｕＮＳ
的颜色从蓝色变为深蓝色ꎬ 再变为紫色ꎬ 最终达到橙色ꎮ
当以 ＤＮＡ 为靶分子进行 ＨＣＲ 后ꎬ 可得 ＤＮＡ 的检测范围

从 １×１０－１４到 ５×１０－１１ ｍｏｌ / Ｌꎬ 检测限为 ２􀆰 ６×１０－１５ ｍｏｌ / Ｌꎮ
这种比色方法不仅可以用于检测 ＤＮＡꎬ 也可以实现对

ｍｉＲＮＡ 的检测ꎮ Ｍｉａｏ 等[１３] 提出了一种基于 ＨＣＲ 介导从而

引起 ＡｇＮＰｓ 局部表面等离子体共振(ＬＳＰＲ)发生改变的方

法ꎬ 用来检测流感病毒 Ｈ１Ｎ１ 的生物标志物 ｍｉＲＮＡ￣２９ａ￣３ｐꎬ
并将这种新型比色分析方法用于临床诊断ꎬ 如图 ２ 所示ꎮ
在这项研究中ꎬ 阻滞剂 ＤＮＡ 被固定在金固体表面ꎬ 并与

另一个 ＨＰ０ 探针部分杂交ꎬ 之后将金固体表面浸入到含

有两个 ＤＮＡ 探针 ＨＰ１ 和 ＨＰ２ 以及 ＡｇＮＰｓ 的胶体系统中ꎬ
该系统中的ＨＰ１ 和ＨＰ２ 可稳定 ＡｇＮＰｓ 的状态ꎬ 使其不受

二价阳离子的诱导聚集ꎮ 当引入靶标 ｍｉＲＮＡ￣２９ａ￣３ｐ 时ꎬ
该 ｍｉＲＮＡ 引发链置换反应ꎬ 释放 ＨＰ０ 到溶液中ꎬ 进而触

发 ＨＣＲꎮ 此时ꎬ 由于缺乏 ＨＰ１ 和 ＨＰ２ꎬ ＡｇＮＰｓ 发生聚

集ꎬ 并随着 ｍｉＲＮＡ 浓度的增加ꎬ ＡｇＮＰｓ 胶体系统颜色由

金黄色逐渐变淡ꎮ 这种简单设计的用于 ｍｉＲＮＡ 检测的方

法达到了 １×１０－１２ ｍｏｌ / Ｌ 的检测限ꎮ
３􀆰 １􀆰 ２　 ＨＣＲ 与 ＡｇＮＰｓ 结合的电化学检测法

为了制造便携且价格合理的诊断装置ꎬ 全世界在开

发和改进金属生物检测方面做出了大量努力ꎮ 基于新型

纳米材料构建的电化学生物传感器ꎬ 由于其制备方法简

６２３
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图 ２　 基于 ＨＣＲ 与 ＡｇＮＰｓ 的用于 ｍｉＲＮＡ 分析的比色策略

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｍｉＲＮＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＨＣＲ ａｎｄ ＡｇＮＰｓ

单、 灵敏度高、 响应速度快和成本低等优点被广泛应用

于食品、 制药、 环境监测、 生物医药等方面ꎮ ＡｇＮＰｓ 具

有较强的电化学性质ꎬ 如低氧化还原电位、 清晰的伏安

峰和优异的电子传递速率[１４ꎬ １５] ꎮ 因此ꎬ 基于 ＡｇＮＰｓ 的生

物分析被认为是检测低浓度分析物的一种有效方法ꎮ
Ｚｈｕａｎｇ 等[１６]设计了一种新型无标记金属生物电化学法ꎬ
并将其用于超敏感检测人类免疫缺陷病毒(ＨＩＶ)相关基因

片段ꎮ 这种方法是基于靶触发的远程自组装 ＤＮＡ 纳米结

构和 ＤＮＡ 杂交链式反应ꎬ 首先在传感器上固定捕获探针ꎬ
然后加入目标 ＤＮＡ 以及含有引发链的检测探针ꎬ 由于碱

基互补配对作用ꎬ 捕获探针、 目标 ＤＮＡ 以及检测探针之

间形成三明治式结构ꎬ 检测探针中的引发链在两个不同的

ＤＮＡ 发夹之间触发串级杂交事件ꎬ 产生类似交变共聚物

的刻痕双螺旋ꎮ 带负电荷的 ＤＮＡ 聚合物可以远距离吸附

ＤＮＡ 结构上带正电荷的金属银纳米标签ꎬ 通过监测电流

的变化ꎬ 从而间接得到该传感器可检测到的 ＤＮＡ 的浓度

范围为 １×１０－１５到 １×１０－１４ ｍｏｌ / Ｌꎬ 检测限为 ５×１０－１６ ｍｏｌ / Ｌꎮ
电化学生物传感器同样适用于 ｍｉＲＮＡ 的快速、 灵

敏、 选择性检测ꎮ Ｍｉａｏ 等[１７]设计了具有识别发夹的四面

体 ＤＮＡꎬ 并将其固定在金电极上ꎮ 四面体结构可以增加

可接近性和反应性ꎬ 并避免引入间隔分子ꎮ 靶 ｍｉＲＮＡ 可

以打开四面体 ＤＮＡ 上的发夹ꎬ 然后发夹上释放的茎序列

与 ＡｕＮＰｓ 表面上的 ＨＣＲ￣Ｈ０ 杂交并在电极上募集纳米颗

粒ꎬ 游离的 ＨＣＲ￣Ｈ０ 进一步与已被 ＡｇＮＰｓ 标记的 ＨＣＲ￣Ｈ１
和 ＨＣＲ￣Ｈ２ 发生 ＨＣＲꎮ 这样ꎬ 大量的 ＡｇＮＰｓ 被连接到电

极上ꎬ 通过检测和分析来自 ＡｇＮＰｓ 的剥离电流峰值ꎬ 大

大提高 ｍｉＲＮＡ 的检测灵敏度ꎬ 线性范围从 １ × １０－１６ 到

１×１０－１０ ｍｏｌ / Ｌꎬ 且检测限为 ２× １０－１８ ｍｏｌ / Ｌꎮ 另外ꎬ 该研

究还检测了人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)、 人宫颈癌细胞

(ＨｅＬａ)、 人肾小管上皮细胞 ( ＨＫ￣２) 和人乳腺癌细胞

(ＭＣＦ￣７)这几种细胞的裂解物中的 ｍｉＲＮＡ￣２１ꎬ 进一步证

明了该方法的准确性与实用性ꎮ
3􀆰 2　 与金纳米颗粒(AuNPs)的结合

ＡｕＮＰｓ 是直径为 ０􀆰 ８ ~ ２５０ ｎｍ 的缔合胶体ꎬ 胶体金

颗粒一共分为 ３ 层ꎬ 最外层离子使金溶液由于静电作用

而处于悬浮稳定的胶体状态ꎬ 形成带负电的水溶胶ꎮ
ＡｕＮＰｓ 具有毒性低、 生物相容性强、 独特的光学性质以

及易于表面修饰等优点ꎬ 而且能够精确控制其粒径、 形

状和表面性能[１８] ꎮ 基于 ＡｕＮＰｓ 制备而成的多功能新型材

料已被广泛应用于食品安全检测、 环境安全监测和医学

检测分析等领域ꎮ 此外ꎬ 使用 ＡｕＮＰｓ 进行敏感性检测的

器件ꎬ 可以开发出不同的生物传感器ꎬ 实现对金属离

子[１９] 、 分子[２０] 、 蛋白质[２１] 、 核酸[２２ꎬ ２３] 等生物靶标的高

效检测ꎮ
在纳米材料中ꎬ ＡｕＮＰｓ 在 ２０ 世纪 ７０ 年代就已作为

信号标记分子应用于生物学领域ꎬ 其主要标记对象是蛋

白质和核酸ꎮ Ｆａｕｌｋ 等[２４] 于 １９７１ 年建立了一种电镜免疫

技术ꎬ 首次实现了 ＡｕＮＰｓ 标记技术与免疫技术的融合ꎬ
该技术将蛋白质与 ＡｕＮＰｓ 结合ꎬ 并通过免疫学反应对细

菌进行检测ꎮ 之后ꎬ Ｍｉｒｋｉｎ 等[２５]于 １９９６ 年首次将 ＡｕＮＰｓ
应用于核酸检测ꎬ 将 ＡｕＮＰｓ 与巯基修饰的寡核苷酸片段

结合用于制备一种核酸比色探针ꎬ 通过比色分析 ＡｕＮＰｓ
溶液颜色的变化实现对特定核苷酸序列的检测ꎮ
３􀆰 ２􀆰 １　 基于比色策略的核酸检测

在比色生物传感器中ꎬ ＡｕＮＰｓ 以其独特的性质ꎬ 如

光学、 化学以及尺寸依赖的物理性质而引起了极大的关

注ꎮ 由于溶液中 ＡｕＮＰｓ 的聚集过程ꎬ 使溶液颜色从酒红

色变为蓝色ꎬ 而 ＡｕＮＰｓ 的解聚过程又会使溶液从蓝色变

回酒红色ꎮ 基于这种可逆的颜色变化[２６] ꎬ 将 ＡｕＮＰｓ 与

ＨＣＲ 进行耦合ꎬ 大量的比色生物传感器被设计出来用于

检测不同的生物分子ꎬ 如核酸[２７] 、 蛋白质[２８] 、 细胞表面

的 Ｎ￣聚糖[２９]等ꎮ Ｌｉｕ 等[３０]提出了一种将 ＡｕＮＰｓ 的比色检

测法与 ＤＮＡ 杂交链式反应扩增相结合的检测系统ꎮ 如图

３ 所示ꎬ 该检测系统包括发夹探针 Ｈ１ 和 Ｈ２、 带负电的

ＡｕＮＰｓ、 盐溶液ꎮ 当引入靶标 ｓｓＤＮＡ 时ꎬ 靶 ＤＮＡ 与发夹

探针杂交并诱发 ＨＣＲꎬ 形成带切口的双链 ＤＮＡ 聚合物ꎮ
这个长 ｄｓＤＮＡ 暴露出其带负电的磷酸骨架ꎬ 由于静电排

斥作用ꎬ 不能与带负电的 ＡｕＮＰｓ 结合ꎮ 此时ꎬ 在检测体

系中盐离子的诱导下ꎬ 游离的 ＡｕＮＰｓ 发生聚集ꎬ 使得反

应液颜色从浅酒红色变成蓝色ꎬ 且肉眼检测的检测限是

１×１０－１０ ｍｏｌ / Ｌꎮ 该检测系统具有一些突出的优点ꎬ 如避

免了酶的引入、 在完全匹配的靶寡核苷酸和具有单碱基

对错配的靶标之间表现出高度区分等ꎬ 重点是通过目视

检查或可见光吸收光谱法便可实现快速、 半定量检测ꎮ
基于 ＡｕＮＰｓ 的比色生物传感器也可用于 ｍｉＲＮＡ 的敏

感性检测ꎮ Ｍｉａｏ 等[３１]首次开发了一种基于正电荷 ＡｕＮＰｓ
((＋)ＡｕＮＰｓ)析出的多功能、 灵敏、 无标签的 ｍｉＲＮＡ￣２１
检测传感器ꎮ 利用 ｍｉＲＮＡ￣２１ 作为引发剂诱发 ＨＣＲꎬ 形

成长的 ｄｓＤＮＡ 聚合物ꎬ (＋)ＡｕＮＰｓ 可以通过静电吸附作

７２３
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图 ３　 基于 ＨＣＲ 与 ＡｕＮＰｓ 的比色核酸检测法示意图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＨＣＲ ａｎｄ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

用结合到 ｄｓＤＮＡ 表面ꎬ 导致自身吸收光谱的下降并逐渐

开始析出ꎬ 然后可以直接利用 ＵＶ￣ｖｉｓ 光谱法检测上清液

中(＋) ＡｕＮＰｓ 的浓度ꎮ 该方法对 ｍｉＲＮＡ 的检测范围为

２×１０－１１ 到 １×１０－８ ｍｏｌ / Ｌꎬ 检测限为 ６. ８×１０－１２ ｍｏｌ / Ｌꎮ 此

外ꎬ 该实验还证明ꎬ 在包含有盐、 ＤＮＡ、 蛋白质和金属

离子的混合系统中ꎬ (＋)ＡｕＮＰｓ 比(－)ＡｕＮＰｓ 更稳定ꎮ 这

一证明不仅完善了该团队提出的上述检测方法ꎬ 而且扩

大了基于 ｍｉＲＮＡ 的传感检测范围ꎬ 开发了(＋)ＡｕＮＰｓ 的

新应用ꎮ 以 ｍｉＲＮＡ 作为靶标引起检测系统颜色变化的方

法也可用于 ｍｉＲＮＡ 的定量检测ꎬ 该团队将这一检测策略

用于 ＭＣＦ￣７、 Ｈｅｌａ 和 ＭＣＦ￣１０Ａ 等细胞中 ｍｉＲＮＡ￣２１ 浓度

的检测ꎮ Ｌｉ 等[３２]将用羧基修饰的磁珠(ＭＮＰ)与两个彼此

互补的 ＤＮＡ(ＤＮＡ１ 和 ＤＮＡ２)连接ꎬ 在加入 ｍｉＲＮＡ￣２０３
后ꎬ ＤＮＡ２ 释放并作为引发剂诱发已与 ＡｕＮＰｓ 相连接的

发夹探针 Ｈ１ 和 Ｈ２ꎬ 并发生 ＨＣＲꎬ 从而使得 ＡｕＮＰｓ 彼此

靠近并发生颜色的改变ꎮ 随着 ｍｉＲＮＡ￣２０３ 浓度的增加ꎬ
该系统由浅酒红色变为紫色ꎬ 最后变为浅蓝色ꎮ 该方法对

靶 ｍｉＲＮＡ 的检测限为 １×１０－１３ ｍｏｌ / Ｌꎬ 有效提高了 ｍｉＲＮＡ
的检测灵敏度ꎮ 该团队还利用 ＭＣＦ￣７ 作为实际样品进行

了检测ꎬ 发现这种策略对 ＭＣＦ￣７ 表现出较高的有效性与

实用性ꎮ Ｃａｏ 等[３３] 首次开发了一种基于自组装 ＨＣＲ 的

光声(ＰＡ)纳米探针ꎬ 用于在乳腺肿瘤发生和化疗期间

高度灵敏地原位检测 ｍｉＲＮＡ￣１５５ꎬ ＰＡ 纳米探针实现了

对 ｍｉＲ￣１５５ 的体外高灵敏度和选择性定量检测ꎬ 检测限

为 ２􀆰 ５×１０－１０ ｍｏｌ / Ｌꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 基于荧光策略的核酸检测

ＡｕＮＰｓ 具有大的比表面积、 易于表面功能化、 在近

红外到红外区域具有强的表面等离子吸收等特性ꎬ 因而

被作为荧光猝灭剂的一种[３４] ꎬ 其在长波长范围内具有高

的荧光猝灭效率并且可以同时猝灭多个荧光基团ꎮ 利用

ＡｕＮＰｓ 的荧光猝灭特性检测核酸的方法主要有两种: 一

种是纳米火焰法ꎬ 即在 ＡｕＮＰｓ 表面修饰一种能与靶标分

子特异性识别的寡核苷酸(识别链)ꎬ 并与修饰有荧光基

团的短链 ＤＮＡ(报告链)进行杂交ꎬ 由于该短链 ＤＮＡ 靠

近 ＡｕＮＰｓ 表面ꎬ 荧光发生猝灭ꎮ 在引入靶标核酸分子

后ꎬ 该核酸分子与识别链互补配对形成长而稳定的双链

ＤＮＡꎬ 释放报告链并远离 ＡｕＮＰｓꎬ 荧光恢复ꎮ 通过荧光

强度的变化能够检测靶标分子ꎮ 另一种方法是将能特异

性识别靶标分子且两端分别连接巯基与荧光基团的分子

信标组装到 ＡｕＮＰｓ 表面ꎬ 此时ꎬ 由于靠近 ＡｕＮＰｓꎬ 荧光

猝灭ꎮ 当靶标分子存在时ꎬ 它与分子信标杂交并打开其

茎环结构ꎬ 荧光基团远离 ＡｕＮＰｓꎬ 出现荧光ꎮ
２０１５ 年ꎬ Ｚｈａｎ 等[３５] 根据 ＡｕＮＰｓ 的荧光猝灭特性ꎬ

构建了一种基于 ＨＣＲ 的荧光生物传感器用来灵敏性检测

活体细胞 ｍＲＮＡꎮ 首先开发了一种新的静电组装的核酸

纳米结构ꎬ 该结构包括 ＡｕＮＰｓ 核心、 阳离子肽中间层以

及分别被荧光受体基团和荧光供体基团标记的发夹 ＤＮＡ
探针 Ｈ１ 和 Ｈ２ 组装的静电外层ꎮ 由于 ＡｕＮＰｓ 的有效猝

灭ꎬ 这两种荧光团产生非常弱的荧光信号ꎮ 当该组装结

构进入到细胞后ꎬ 细胞中的 ｍＲＮＡ 作为引发剂诱发

ＨＣＲꎬ 产生长的双链 ＤＮＡꎬ 并从构建的纳米组件结构上

解离下来ꎮ 同时ꎬ 在 ｄｓＤＮＡ 形成过程中ꎬ 荧光受体与荧

光供体之间的距离拉近ꎬ 发生荧光共振能量转移ꎬ 产生

荧光ꎮ 该实验对 ｍＲＮＡ 的检测限达到 ５×１０－１３ ｍｏｌ / Ｌꎮ 这

种基于纳米组件的 ＨＣＲ 方法比标准 ＨＣＲ 更快ꎬ 有效提

高了检测速度ꎮ 且这种纳米组件具有优异的生物相容性ꎬ
比三甲基化肽对 ＡｕＮＰｓ 修饰的策略更加简单和低毒ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ３　 基于电化学策略的核酸检测

Ｗａｎｇ 等[３６]提出了一种基于 ＨＣＲ 和 ＡｕＮＰｓ 扩增用于

ＤＮＡ 检测的新型高灵敏度电化学发光生物传感器ꎮ 该传

８２３
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感器灵敏度高、 选择性与重复性好ꎬ 而且能够达到

５×１０－１５ ｍｏｌ / Ｌ 的检出限ꎮ ２０１９ 年ꎬ Ｂａｏ 等[３７] 通过金纳米

粒子 /聚吡咯还原氧化石墨烯(Ａｕ / ＰＰｙ￣ｒＧＯ)ꎬ 成功开发

了一种灵敏、 有效的电化学 ｍｉＲＮＡ 传感平台ꎮ 该方法

将催化发夹组装(ＣＨＡ)和 ＨＣＲ 组合起来ꎬ 实现了靶向

再循环以及信号的双重放大ꎮ 同样对于检测 ｍｉＲＮＡꎬ
Ｚｈａｎｇ 等[３８]则将具有优异催化性能的 ＺｎＯ 纳米棒用做

Ｌｕｍｉｎｏｌ￣Ｏ２共反应促进剂ꎬ 构建了一种用于超灵敏检测

癌细胞中 ｍｉＲＮＡ￣２１ 的生物传感器ꎬ 该方法为以 Ｌｕｍｉｎｏｌ
为中心的电化学发光(ＥＣＬ)生物分析提供了一种有前景

的策略ꎮ 该传感器 １×１０－１６至 １×１０－１０ ｍｏｌ / Ｌ 表现出良好的

线性ꎬ 且检测限低至 １􀆰 ８６×１０－１７ ｍｏｌ / Ｌꎮ
３􀆰 ２􀆰 ４　 基于成像策略的核酸检测

２０１５ 年ꎬ Ｊｉａｎｇ 团队[３６] 开发了一种新型静电纳米组

装结构ꎬ 通过 ＨＣＲ 进行活细胞中的信号放大ꎮ 该团队使

用暗场共振光散射成像对 Ｈｅｌａ 细胞中的 ｍＲＮＡ 进行超灵

敏荧光激活成像ꎬ 实现了接近每个细胞的单个分子的检

测限ꎮ ２０１８ 年ꎬ Ｌｉ 等[３９] 设计了一种将 ＡｕＮＰｓ 与 ＨＣＲ 扩

增相结合的检测体系ꎬ 通过使用暗视野显微镜来实现超

灵敏核酸比色测定ꎮ 由于 ＨＣＲ 扩增后形成的长而稳定的

ｄｓＤＮＡ 无法吸附到 ＡｕＮＰｓ 上ꎬ 因此在盐离子的诱导下ꎬ
游离的 ＡｕＮＰｓ 发生聚集ꎮ 通过测量暗场图像上黄色和红

色点的强度变化ꎬ 可以准确量化靶 ＤＮＡ 的浓度ꎬ 检测限

为 ６􀆰 ６×１０－１４ ｍｏｌ / Ｌꎮ 这种比色方法所得的检测限和线性范

围要优于现有方法ꎬ 而且不需要耗时对 ＡｕＮＰｓ 进行修饰ꎮ
3􀆰 3　 与氧化石墨烯(GO)的结合

氧化石墨烯( ｇｒａｐｈｅｎｅ ｏｘｉｄｅꎬ ＧＯ)是 １８５９ 年 Ｂｒｏｄｉｅ
用强酸处理石墨后得到的一种石墨烯衍生物[４０] ꎬ 它含

有羧基、 羟基、 环氧基等含氧基团ꎬ 具有电学性能优

良、 导热性好、 力学强度高、 比表面积大等特点[４１－４３] ꎮ

近年来ꎬ ＧＯ 由于制备成本低、 易合成、 以及良好的水

溶性和生物相容性而被广泛用于 ＤＮＡ 检测、 重金属离

子检测等方面ꎬ 以及食品分析、 生物成像、 生物医学等

领域[４３ꎬ ４４] ꎮ 其中ꎬ 生物活性分子的检测引起了研究者的

极大兴趣ꎬ 特别是利用 ＧＯ￣ＤＮＡ 的荧光传感器进行的各

种分子检测ꎮ
在大多数荧光生物传感中ꎬ 荧光共振能量转移起着

重要的作用ꎮ 荧光共振能量转移(ＦＲＥＴ)是指当一个荧光

基团(供体)的发射光谱与另一个荧光基团(受体)的吸收

光谱具有一定的重叠ꎬ 且距离比较近时ꎬ 就会产生荧光

能量从供体向受体转移的现象ꎮ ＧＯ 在 ＦＲＥＴ 过程中表现

出优异的猝灭能力ꎬ 所以当标记有荧光基团的单链

ＤＮＡ、 ｄｓＤＮＡ 或发夹型 ＤＮＡ 等吸附到 ＧＯ 基底时ꎬ 由于

荧光基团与 ＧＯ 距离较近ꎬ 荧光被猝灭ꎮ 当存在有靶标

分子时ꎬ 它能特异性识别探针ꎬ 使得荧光基团远离 ＧＯ
表面ꎬ 荧光恢复ꎮ

基于 ＧＯ 的荧光核酸检测法不仅操作简单ꎬ 而且选

择合适的荧光分子还能有效降低背景信号[４５] ꎬ 这些荧光

分子主要包括有机荧光染料和荧光纳米粒子两种ꎮ Ｚｈａｎｇ
等[４６]开发了一种基于银纳米团簇(ＡｇＮＣｓ)与 ＧＯ 结合的

通过 ＨＣＲ 进行 ＤＮＡ 检测的荧光生物传感器ꎮ 如图 ４ 所

示ꎬ 首先在能够部分互补的发夹探针 Ｈ１ 和 Ｈ２ 的末端分

别标记上 ＡｇＮＣｓꎬ 在没有靶标分子(ＴＤＮＡ)时ꎬ 由于 Ｈ１ 与

Ｈ２ 的稳定性ꎬ 不能触发 ＨＣＲꎮ 此时ꎬ 由于发夹探针的另

一游离端能够通过 π￣π 堆积紧密吸附到 ＧＯ 表面ꎬ 使得

ＡｇＮＣｓ 靠近 ＧＯ 表面ꎬ 荧光猝灭ꎮ 但是在引入 ＴＤＮＡ 后ꎬ
ＴＤＮＡ会与 Ｈ１ 与 Ｈ２ 发生 ＨＣＲꎬ 产生多条长的 ｄｓＤＮＡꎮ 这

种 ｄｓＤＮＡ 与 ＧＯ 的结合力比较弱ꎬ 很容易从 ＧＯ 表面分

离下来ꎬ 进而能够产生较强的荧光信号ꎮ Ｚｈａｎｇ 等在该

实验方案中以人类免疫缺陷病病毒 ＤＮＡ(ＨＩＶ￣ＤＮＡ)作为

图 ４　 基于 ＨＣＲ 与 ＧＯ 的用于核酸的荧光检测示意图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＨＣＲ ａｎｄ ＧＯ

９２３
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靶标 分 子ꎬ 而 且 对 ＨＩＶ￣ＤＮＡ 的 检 测 限 达 到 １􀆰 １８ ×
１０－９ ｍｏｌ / Ｌꎬ 可用于临床样品ꎮ Ｙｕａｎ 等[４７] 也利用 ＧＯ 的

荧光猝灭特性设计了一种在同一个 ＧＯ 纸芯片上检测两

种 ＤＮＡ(花生和大豆)并能有效区分其他 ＤＮＡ 的方法ꎬ
达到了 １×１０－９ ｍｏｌ / Ｌ 的检测限ꎮ 这一检测方法不需要酶

的参与ꎬ 且纸芯片廉价、 容易制备ꎬ 有效缩短了检测时

间ꎬ 降低了检测成本ꎮ 最近ꎬ Ｔａｎｇ 等[４８]对ＨＣＲ 与 ＧＯ 结

合的检测方案进行改进ꎬ 提出了金黄色葡萄球菌的无酶

荧光检测方法ꎮ 该团队提出ꎬ 协同使用 ＦＡＭ 荧光基团和

荧光染料 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ 从而大幅增强扩增荧光信号ꎬ 且

在最 佳 条 件 下ꎬ 对 １６ＳｒＲＮＡ 有 更 低 的 检 测 限ꎬ 达

５×１０－１１ ｍｏｌ / Ｌꎮ 该方法成功应用于牛奶中的金黄色葡萄

球菌的检测ꎬ 检出限为 ４×１０２ ＣＦＵ / ｍＬꎮ
ＧＯ 与 ＨＣＲ 结合的传感平台也可用于 ｍｉＲＮＡ 的检

测ꎮ 例如ꎬ Ｆａｎ 等[４９] 提出了一种基于 ＧＯ 的荧光生物传

感器ꎬ 将其用于 ｍｉＲＮＡ 的检测ꎮ 在该实验中ꎬ 利用

ｌｅｔ￣７ａ 这一 ｍｉＲＮＡ 作为靶标分子ꎬ 发夹探针 Ｈ１ 和 Ｈ２ 的

粘性末端带有荧光基团ꎬ 而且 Ｈ１ 和 Ｈ２ 通过 π￣π 堆积连

接到 ＧＯ 表面ꎬ 荧光被 ＧＯ 有效猝灭ꎮ 在加入 ｌｅｔ￣７ａ、 解

旋酶 ＲｅｃＱＥ 和腺嘌呤核苷三磷酸(ＡＴＰ)后ꎬ ＲｅｃＱＥ 在

ＡＴＰ 的驱动下与发夹探针结合并解开发夹探针的双链部

分ꎬ 使得 ｌｅｔ￣７ａ 可以快速触发 ＨＣＲ 从而形成双链 ＤＮＡ 产

物ꎬ 并使荧光显著增强ꎮ 这一检测策略对 ｍｉＲＮＡ 的检测

限达到 ４􀆰 ２×１０－１５ ｍｏｌ / Ｌꎬ 同时ꎬ 这种解旋酶辅助的 ＨＣＲ /
ＧＯ 传感平台的灵敏度比没有酶的普通 ＨＣＲ / ＧＯ 传感平

台高 ２ 个数量级ꎬ 并有效缩短了检测时间ꎮ
3􀆰 4　 与其它金属纳米材料的结合

除了以上论述的几种应用比较广泛的纳米材料ꎬ 还

有一些其他的纳米材料与 ＨＣＲ 结合用来检测核酸ꎬ 本文

主要论述铜纳米材料、 铂纳米材料以及磁性纳米珠ꎮ 近

年来ꎬ 铜纳米材料受到研究人员的广泛关注ꎬ 特别是具

有出色的光稳定性和生物相容性的低毒素或无毒素的铜

纳米团簇(ＣｕＮＣｓ) [５０] ꎮ Ｌｉａｏ 等[５１]通过将原位生成的铜纳

米团簇作为电化学发光体和二氧化钛(ＴｉＯ２)作为核心加

速器ꎬ 成功构建了用于检测乳腺癌潜在生物标志物

ｍｉＲＮＡ￣２１ 的超灵敏生物传感器ꎮ 实验表明ꎬ 这一生物传

感器在 １×１０－１６到 １×１０－１０ ｍｏｌ / Ｌ 浓度范围内具有明显的线

性关系ꎬ 检测限为 １􀆰 ９０５×１０－１７ ｍｏｌ / Ｌꎬ 而且已成功应用

于人宫颈癌与人乳腺癌细胞裂解液的检测ꎮ
２０１９ 年ꎬ Ｇｕｏ 等[５２] 提出了基于 ＨＣＲ 和酶诱导金属

化的双信号放大策略ꎬ 构建了用于 ｍｉＲＮＡ￣２１ 的超灵敏

电化学传感器ꎬ 这种双重扩增策略将电化学信号增强了

约 １２０ 倍ꎬ 并将其检测限有效降低至 １􀆰 ２× １０－１６ ｍｏｌ / Ｌꎮ
该方法灵敏度高、 特异性强、 线性动态范围宽ꎬ 在疾病

的早期诊断中具有很大的潜力ꎮ
Ｃｈｅｎ 等[５３] 则首次提出使用 ＤＮＡ 与铂纳米颗粒

(ＰｔＮＰｓ)之间的纳米组装进行比色法核酸检测ꎮ 在室温

下简单地将含有 Ｐｔ 前体 ( Ｋ２ ＰｔＣｌ４ ) 和 ＤＮＡ 的溶液与

ＮａＢＨ４溶液混合来制备 ＤＮＡ￣Ｐｔ 杂化纳米颗粒ꎬ 这种杂化

纳米颗粒几乎没有过氧化物酶样活性ꎮ 将 ＴＭＢ / Ｈ２Ｏ２ 比

色底物溶液以及 ＤＮＡ￣Ｐｔ 杂化纳米颗粒溶液加到纸基上ꎬ
该杂化溶液几乎无催化效率ꎬ 因而会在纸的表面产生可

见的蓝色沉淀ꎮ 将靶标 ＤＮＡ 与生物素修饰的捕获探针

(Ｓ１)进行杂交以形成带有生物素粘性末端的探针(Ｐ１)ꎬ
然后 Ｐ１ 通过生物素￣链霉亲和素相互作用与磁珠进行结

合ꎮ 磁选后收集上清液并用于合成 ＤＮＡ￣Ｐｔ 杂化纳米颗

粒ꎮ 当存在靶 ＤＮＡ 时ꎬ 发夹探针 Ｈ１ 和 Ｈ２ 组装在一起

并且在磁分离后可以有效地去除ꎬ 合成的 ＤＮＡ￣Ｐｔ 杂化纳

米颗粒通过上述纸基法表现出一定的颜色变化ꎮ Ｃｈｅｎ 等

提出的这种 ＤＮＡ 与 ＰｔＮＰｓ 的非共价自组装过程不仅快速

方便ꎬ 而且能够有效测出靶 ＤＮＡ 的浓度值ꎮ

4　 结　 语

从以上论述可以看出ꎬ ＡｕＮＰｓ、 ＡｇＮＰｓ、 ＧＯ 以及文

中涉及的其它金属纳米材料等都具有一些优良的生物性

质ꎮ 基于 ＨＣＲ 的生物传感器是一种无需酶的参与、 在常

温下就可进行反应的简单、 快速、 高灵敏、 低成本的生

物传感器ꎮ 将这种基于 ＨＣＲ 的生物传感器与以上几种纳

米材料结合ꎬ 已经成功用于核酸、 蛋白质等生物分子以

及金属离子的高灵敏甚至超灵敏检测ꎮ 然而ꎬ 对于一些

非核酸类的物质如蛋白质、 细胞等ꎬ 有时需要设计合适

的适配体才能进行检测ꎬ 因此未来可以开发一些能够与

ＨＣＲ 结合的新材料、 筛选一些更有亲和力的核酸适配

体ꎬ 用于蛋白质、 细胞等物质的现场、 快速、 高灵敏性

检测ꎮ
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[Ｊ]ꎬ ２０１３ꎬ ２２５: ３３０－３３７.

[１６] ＺＨＵＡＮＧ Ｊꎬ ＦＵ Ｌꎬ ＸＵ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｔｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａ[Ｊ]ꎬ ２０１３ꎬ

７８３: １７－２３.

[１７] ＭＩＡＯ Ｐꎬ ＴＡＮＧ Ｙꎬ ＹＩＮ Ｊ. Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ５１

(８６): １５６２９－１５６３２.

[１８] ＹＩ Ｃ Ｙꎬ ＢＲＩＡＮ Ｃꎬ ＲＯＴＥＬＬＯ Ｖ Ｍ. Ｎａｎｏｓｃａｌｅ[Ｊ]ꎬ ２０１２ꎬ ４(６):

１８７１－１８８０.

[１９] ＬＥＥ Ｊ Ｓꎬ ＨＡＮ Ｍ Ｓꎬ ＭＩＲＫＩＮ Ｃ Ａ. Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ Ｃｈｅｍｉｅ[Ｊ]ꎬ ２００７ꎬ ４６

(２２): ４０９３－４０９６.

[２０] ＪＵＥＷＥＮ Ｌꎬ ＹＩ Ｌ. Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ Ｃｈｅｍｉｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｅｄｉｔｉｏｎ ｉｎ

Ｅｎｇｌｉｓｈ[Ｊ]ꎬ ２０１０ꎬ ４５(１): ９０－９４.

[２１] ＣＨＩＨ￣ＣＨＩＮＧ Ｈꎬ ＹＵ￣ＦＥＮ Ｈꎬ ＺＥＨＵＩ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

[Ｊ]ꎬ ２００５ꎬ ７７(１７): ５７３５－５７４１.

[２２] ＥＬＧＨＡＮＩＡＮ Ｒꎬ ＳＴＯＲＨＯＦＦ Ｊ Ｊꎬ ＭＵＣＩＣ Ｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｉｅｎｃｅ[Ｊ]ꎬ

１９９７ꎬ ２７７(５３２９): １０７８－１０８１.

[２３] ＢＲＵＮＯ Ｖꎬ ＤＩＡＮＡ Ｍꎬ ＪＯＡＯ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ[Ｊ]ꎬ ２０１０ꎬ ２１

(４１): ４１５１０１.

[２４] ＦＡＵＬＫ Ｗ Ｐꎬ ＴＡＹＬＯＲ Ｇ Ｍ. Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ[Ｊ]ꎬ １９７１ꎬ ８(１１):

１０８１－１０８３.

[２５] ＭＩＲＫＩＮ Ｃ Ａꎬ ＬＥＴＳＩＮＧＥＲ Ｒ Ｌꎬ ＭＵＣＩＣ Ｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｔｕｒｅ[Ｊ]ꎬ

１９９６ꎬ ３８２(６５９２): ６０７－６０９.

[２６] ＬＡＮＧ Ｙꎬ ＣＨＥＮＧＨＵＩ Ｌꎬ ＷＥＩ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. ＡＣＳ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ＆ Ｉｎ￣

ｔｅｒｆａｃｅｓ[Ｊ]ꎬ ２０１２ꎬ ４(１２): ６４５０－６４５３.

[２７] ＨＯＳＳＥＩＮＺＡＤＥＨ Ｅꎬ ＲＡＶＡＮ Ｈꎬ ＭＯＨＡＭＭＡＤＩ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ

＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ １１７: ５６７－５７４.

[２８] ＬＩ Ｚꎬ ＭＩＡＯ Ｘꎬ ＣＨＥＮＧ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ａｃｔｕａｔｏｒｓ Ｂ Ｃｈｅｍｉｃａｌ

[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ ２４３: ７３１－７３７.

[２９] ＬＩＡＮＧ Ｌꎬ ＬＡＮ Ｆꎬ ＬＩ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ

８６: ７５６－７６３.

[３０] ＬＩＵ Ｐꎬ ＹＡＮＧ Ｘꎬ ＳＵＮ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ[Ｊ]ꎬ ２０１３ꎬ ８５

(１６): ７６８９－７６９５.

[３１] ＭＩＡＯ Ｘꎬ ＮＩＮＧ Ｘꎬ ＬＩ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓ [ Ｊ ]ꎬ ２０１６ꎬ

６: ３２３５８.

[３２] ＬＩ Ｓꎬ ＳＨＡＮＧ Ｘꎬ ＬＩＵ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ[Ｊ]ꎬ ２０１７ꎬ

５２８: ４７－５２.

[３３] ＣＡＯ Ｗꎬ ＧＡＯ Ｗꎬ ＬＩＵ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ ９０

(１５): ９１２５－９１３１.

[３４] ＫＲＥＩＢＩＧ Ｕꎬ ＧＥＮＺＥＬ Ｌ. Ｓｕｒｆａｃｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｌｅｔｔｅｒｓ[Ｊ]ꎬ １９８５ꎬ １５６(９):

３３０－３３１.

[３５] ＺＨＡＮ Ｗꎬ ＧＡＯ￣ＱＩＮ Ｌꎬ ＸＩＡＯ－ＬＩ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ

Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ １３７(２１): ６８２９－６８３６.

[３６] ＷＡＮＧ Ｘꎬ ＧＥ Ｌꎬ ＹＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｎｓｏｒｓ ａｎｄ Ａｃｔｕａｔｏｒｓ Ｂ: Ｃｈｅｍｉｃａｌ

[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ２２０: ９４２－９４８.

[３７] ＢＡＯ Ｊꎬ ＨＯＵ Ｃꎬ ＺＨＡＯ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｌａｎｔａ[Ｊ]ꎬ ２０１９ꎬ １９６: ３２９－３３６.

[３８] ＺＨＡＮＧ Ｘꎬ ＬＩ Ｗꎬ ＺＨＯＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ

２０１９ꎬ １３５: ８－１３.

[３９] ＬＩ Ｊꎬ ＫＯＮＧ Ｃꎬ ＬＩＵ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ Ａｎａｌｙｓｔ[Ｊ]ꎬ ２０１８ꎬ １４３(１７):

４０５１－４０５６.

[４０] ＬＩ Ｇꎬ ＬＩＡＮ Ｃꎬ ＹＡＮＧ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ [ Ｊ]ꎬ

２０１４ꎬ ６０(１): ２２－２９.

[４１] ＬＩＮ Ｌꎬ ＬＩＵ Ｙꎬ ＺＨＡＯ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ[Ｊ]ꎬ ２０１１ꎬ ８３

(２２): ８３９６－８４０２.

[４２] ＬＩ Ｆꎬ ＦＥＮＧ Ｙꎬ ＺＨＡＯ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ]ꎬ ２０１１ꎬ

４８(１): １２７－１２９.

[４３] ＫＵＭＡＲ Ｓꎬ ＡＨＬＡＷＡＴ Ｗꎬ ＫＵＭＡＲ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃ￣

ｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ ２０１５ꎬ ７０(１): ４９８－５０３.

[４４] ＰＡＮＤＥＹ Ｐꎬ ＤＡＴＴＡ Ｍꎬ ＭＡＬＨＯＴＲＡ Ｂ Ｄ. Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｌｅｔｔｅｒｓ[Ｊ]ꎬ

２００８ꎬ ４１(２): １５９－２０９.

[４５] ＨＵＡＮＧ Ｊꎬ ＷＵ Ｙꎬ ＣＨＥＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｇｅｗａｎｄｔｅ Ｃｈｅｍｉｅ－Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

Ｅｄｉｔｉｏｎ[Ｊ]ꎬ ２０１１ꎬ ５０(２): ４０１－４０４.

[４６] ＺＨＡＮＧ Ｓꎬ ＷＡＮＧ Ｋꎬ ＬＩ Ｋ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ

２０１７ꎬ ９１: ３７４－３７９.

[４７] ＹＵＡＮ Ｄꎬ ＫＯＮＧ Ｊꎬ ＦＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｌａｎｔａ[Ｊ]ꎬ ２０１９ꎬ １９６: ６４－７０.

[４８] ＴＡＮＧ Ｊꎬ ＷＡＮＧ Ｚꎬ ＺＨＯＵ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｐｅｃｔｒｏｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａ Ｐａｒｔ Ａ: Ｍｏ￣

ｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ[Ｊ]ꎬ ２０１９ꎬ ２１５: ４１－４７.

[４９] ＦＡＮ Ｘꎬ ＱＩ Ｙꎬ ＳＨＩ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ａｃｔｕａｔｏｒｓ Ｂ Ｃｈｅｍｉｃａｌ[Ｊ]ꎬ

２０１８ꎬ ２５５: １５８２－１５８６.

[５０] ＨＵ Ｘꎬ ＬＩＵ Ｔꎬ ＺＨＵＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

[Ｊ]ꎬ ２０１６ꎬ ７７(１): ６６－７５.

[５１] ＬＩＡＯ Ｈꎬ ＺＨＯＵ Ｙꎬ ＣＨＡＩ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ

２０１８ꎬ １１４: １０－１４.

[５２] ＧＵＯ Ｗꎬ ＷＵ Ｚꎬ ＹＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ

２０１９ꎬ １３１: ２６７－２７３.

[５３] ＣＨＥＮ Ｗꎬ ＦＡＮＧ Ｘꎬ ＬＩ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ＆ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ[Ｊ]ꎬ

２０１７ꎬ ９４: １６９－１７５.

(编辑　 张雨明)
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