
CHA结合DNAzyme用于沙门氏菌核酸的可视化检
测
卜胜君 1，2，王奎宇 1，2，宋广萍 1，2，英 娜 2，齐炳尧 1，2，李忠义 2，汤 鑫 2，
万家余 2*，张红梅 1*
（1. 黑龙江八一农垦大学，黑龙江 大庆 163319；2. 军事医学科学院军事兽医研究所，长春 130122）

摘 要：为建立简洁、灵敏、快速的食源性沙门氏菌核酸可视化检测方法，试验采用靶标催化发夹装置（Catalyzed hairpin
assembly，CHA）结合功能性核酸 DNAzyme的方法，设计沙门氏菌核酸发夹型抓取探针（Capture probe，CP），CP结合靶标

并启动 H1、H2引发 CHA反应，形成 DNAzyme结构并发生显色反应。试验中对 CP、H1、H2最佳浓度及缓冲液 pH进行优

化，对灵敏度与特异性进行分析。结果表明：该方法对沙门氏菌核酸片段的可视化检测具有高特异性，灵敏度达到 3.9
pM，且存在一定的线性关系。说明此方法的建立可为食源性病菌可视化检测奠定相应基础。
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Visual Detection of Salmonella DNA Fragments by CHA Combined DNAzyme
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Abstract：A target catalyzed hairpin assembly combined with DNAzyme was adopted to establish a simple and sen⁃
sitive method for visual detection of salmonella specific DNA fragment. Capture probe was designed by specific sal⁃
monella DNA segments. When target was present, capture probe opened and started the CHA reaction. H1- H2 dip⁃
loid DNAzyme structure was formed and caused chromogenic reaction. The experiment was carried out to select opti⁃
mal content of CP, H1, H2, and pH of buffer solution, and analyze the sensitivity and specificity. The results showed
that the system had a good generality and met the requirements of the naked eye visual detection. The detect limit of
this method was 3.9 pM and there was a linear correlation. Setting up of this method laid basis for visual detection of
food-borne bacteria.
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沙门氏菌（Salmonella）是对人类健康构成危

害的一类食源性致病菌，也是引起人类食物中毒

最常见的病原菌之一。目前主要采取的检测方法

为传统的标准检测方法、分子生物学方法等 [1]。

尽管这些技术成熟富有优势，但沙门氏菌的经典

传统培养方法耗时长，程序繁琐，大致需 4～7
d[2]。RT-PCR（Real time-polymerase chain reaction）
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检测技术需要酶及复杂昂贵的试验室仪器设备，

这些检测方法不适用于沙门氏菌等食源性致病菌

现场快速检测。所以，建立快速、准确、简便的检

测方法一直是沙门氏菌等食源性致病菌研究的核

心问题。

近期建立的基于核酸分子的新型检测方法可

以实现对检测靶标菌种信号的快速放大，与其他

检测平台相结合可以实现裸眼可视化检测。由于

核酸分子具有信号机制传导灵活，便于设计，稳

定性良好等特点 [3]，已被广泛应用到生物医学、化

学和生物分析等领域 [4]，通过分子工程手段设计，

合成不同核酸分子探针，广泛应用于生物分析等
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领域。如今，已经探索出多种核酸探针类型，如

基因组 DNA探针 [5]、分子信标等 [6]。基于核酸探针

手段，发展核酸探针与信号放大检测技术，实现

高灵敏高特异性检测成为目前研究的主要方法，

如 链 置 换（Strand displacement amplification，
SDA）放大技术 [7]、催化发夹装置（Catalyzed hair⁃
pin assembly，CHA）放大技术 [8]及 DNAzyme可视化

信号放大等。

链置换放大技术是一种恒温扩增方法，无需

温度循环 [9]控制，但该技术的核心是 DNA聚合酶，

扩增过程需要酶的参与。而催化发夹装置（CHA）
放大技术，可以在无酶室温的条件下，成倍扩增

目的产物，放大检测信号。DNAzyme是一类引起

人们很大兴趣的新型生物催化剂的人造酶 [10]，是

由 G-四链体即脱氧核酶，由富鸟嘌呤（G碱基）寡

核苷酸序列，相互堆叠形成，相互之间具有很强

的氢键作用，这种作用使之形成四聚体结构，这

种结构能够包裹住Hemin激活 DNAzyme活性。使

ABTS（乙酰苯基噻唑磺酸）在 H2O2作用下变为绿

色 [11]，达到裸眼可视化的目的。目前国内外基于

这些方法建立的检测机制如：Bingling Li等 [12]利用

CHA结合荧光建立了检测单链核酸片段的方法。

Tian等 [13]建立基于 G-四链体裸眼可视化比色检测

方法用于小 RNA的分析检测。这些方法均能灵

敏特异检测所需靶标核酸序列。

本试验选取两种信号放大技术 CHA和 DNA⁃
zyme信号放大相结合的方法建立沙门氏菌核酸

可视化检测。靶标特异性序列的筛选是基于核酸

探针方法检测微生物中重要的部分。原核生物

16s核糖体 RNA（rRNA）全长大约有 1 500个核苷

酸，提供了大量的高保守序列，为细菌特异性引

物设计提供了基础 [14-15]。因此，本试验基于沙门

氏菌 16s rRNA设计引物靶标序列，结合核酸探针

建立一种不需要酶及复杂的大型仪器设备，常温

下可进行，方便快捷，裸眼可视的沙门氏菌核酸

检测技术。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

试验中所用到的 DNA序列均由上海生工生

物工程股份有限公司合成，纯化方式为聚丙烯酰

胺凝胶电泳（PAGE），具体序列见表 1。氯化钾

（KCl）、氯化镁（MgCl2）、氯化钠（NaCl）、氢氧化钠

(NaOH)都为国产分析纯，均购自上海国药集团药

业股份有限公司；HEPES（4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid）、ABTS（2，2'-Azino⁃
bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate）、血 晶 素

（Hemin）及二甲亚砜（DMSO）均购自美国 Sigma公
司；DNA样品用高温灭菌的高纯水溶解后得到母

液，储存于-20℃备用。H2O2是由 30%的原液稀释

得到。ABTS和 H2O2均是现配现用。Hemin溶于

DMSO得到 10 mmol/L母液，然后稀释备用。本试

验所用到的缓冲溶液为 20 mmol/L HEPES buffer
solution（pH7.4，8 mmol/L Mg2+，10 mmol/L K+，200
mmol/L Na+）。未特殊说明的情况下，所有试验均

在室温下完成。

表1 所用序列

Name
Capture probe（CP）

H1
H2

Salmonella(Sal-M )
Yersinia (Yer)
Escherichia(Esc)
Citrobacter(Cit)
Klebsiella (Kle)

Sequence（5′－3′）
5′-CGACATCTAACCTGGGACACTGACTATTAACCACAACACCTTCCTCCCGTCAGTGTCC-3′
5′-GTCAGTGTCCCAGGTTAGATGTCGCCATGTGTAGACGACATCTAACCTGGGTAGGGCGGGTTGGG-3′
5′-AGATGTCGTCTACACATGGCGACATCTAACCTCCCCCATGTGTAGA-3′
5′-CGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACC-3′
5′-CGAGGAGGAAGGGGTTGAGTTTAATACGCTCAATCATTGACGTTAC-3′
5′-CGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACC-3′
5′-CGAGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACT-3′
5′-CGGGGAGGAAGGCGATGAGGTTAATAACCTCATCGATTGACGTTACC-3′

所用序列如下：

1.2 主要仪器

恒温水浴锅（型号为 DK-80），购自中国金坛

医疗仪器公司；紫外凝胶成像系统（型号为 TFP-
M/WL），购自法国VILBER公司。

1.3 试验方法

1.3.1 探针的设计

所有菌株 16s rRNA序列均从 NCBI（National
Center for Biotechnology Information）数据库中得

到。菌株 16s rRNA特异性序列均由 DNAMAN进
行分析比对，确定特异性核酸片段。

根据 CHA 反应原理 [8]设计发夹型探针 CP、
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H1、H2，其中 CP为沙门氏菌核酸的俘获探针。发

夹结构 CP有 10个碱基对互补形成茎部结构，环

状结构碱基与沙门氏菌核酸序列互补。发夹结构

H1茎部有 16个碱基对互补，H2茎部有 8个碱基

对互补。H1在茎部固定 DNAzyme序列，使得其类

似过氧化物酶活性被抑制。当靶标 DNA沙门氏

菌核酸不存在时，所有发夹结构均能在溶液中稳

定存在。

1.3.2 聚丙烯酰胺凝胶电泳

配制好的 18%聚丙烯酰胺凝胶在 150 V电压

下跑胶 1.5 h，EB（Ethidium bromide）染色 10 min。
分析条带结果。

1.3.3 显色检测反应

将抓取探针 CP、H1、H2分别稀释成 1μmol/L、
0.5μmol/L、1μmol/L，95℃加热 5 min室温放置 2 h
以上，使其形成稳定的发夹环结构。靶标M按照

所需浓度稀释，混合加入 CP、H1和H2室温放置 2
h，充分反应后冰浴 30 min，加入 Hemin放置 1 h，
再加入用 ddH2O稀释好的 ABTS和 H2O2。最后肉

眼直接观察颜色变化并测量 415 nm波长下的吸

光值。ABTS的最大吸光率在 415 nm[16-18]。此吸光

率（摩尔吸光系数 ε415 nm=3.6×104 L·mol-1·cm-1）

作为检测DNAzyme的基本分析波长。

2 结果与分析

2.1 试验原理

本试验原理见图 1。设计的捕获探针 CP包含

两个部分：第一部分碱基互补配对形成茎部结

构，使 CP稳定地存在于溶液中，第二部分为环状

结构，两个部分整体组成完整的功能性发夹环结

构。当加入沙门氏菌特异性序列靶标M时，M与

CP环状结构碱基互补配对结合形成 CP-M，并打

开 CP茎部结构，形成一段单链碱基，这段单链碱

基启动 CHA反应。发夹结构 H1茎部稳定包被着

DNAzyme。在热力学原理作用下，裸露的 CP单链

碱基打开发夹结构 H1，打开的 H1继续打开发夹

结构 H2，H1与 H2结合形成 H1-H2双链复合物，

完整暴露出G-四链体结构并置换出 CP-M单链碱

基，继续进入下一个循环。每一个检测靶标都能

反复启动 H1与 H2之间的 CHA反应，形成大量的

H1-H2双链复合物，实现信号放大的目的。H1-
H2双链复合物形成的 G-四链体，结合 Hemin激
活 DNAzyme活性，在 H2O2的作用下氧化 ABTS使
其发生颜色的变化，由淡绿色变为深绿色。在检

测靶标 M存在的条件下，发生颜色的变化，达到

裸眼可视化检测目的。当没有检测靶标 M存在

时，发夹结构均能在溶液中稳定存在，不能相互

结合发生显色反应。这种简便的设计方式能够有

效防止未催化的杂交反应而引起假阳性现象。

2.2 可行性分析

2.2.1 检测结果的可行性分析，证明 CHA 反应成

功进行

如图 2所示，发夹结构H1、H2、抓取探针 CP均
可稳定存在于溶液中，H1、H2和抓取探针 CP混合

物仅存在单独三条条带，由于 H1与抓取探针 CP
长度大致相同，图中只看到明显的两条带存在，并

没有新的产物出现。当H1、H2、抓取探针 CP和靶

标M共同孵育后有一条新的条带产生，为 CHA反
应的最终产物 H1-H2，证明 CHA反应成功进行，

且只有检测靶标M存在时成功启动 CHA反应。

2.2.2 可视化检测显色可行性分析

为证明可视化显色反应，只在检测靶标M存

在的情况下，启动 CHA反应形成 DNAzyme结构，

从而发生颜色的变化。结果如图 3，只有当检测

 

图1 CHA结合DNAzyme检测Salmonella

核酸片段反应原理图

 

图2 18%聚丙烯酰胺凝胶电泳图

M: DNA maker（20 bp）；1：H1（1μmol/L）；2：H2（1μmol/L）；
3：抓取探针 CP（1μmol/L）；4：靶标M（1μmol/L）；
5：H1、H2和抓取探针 CP（1μmol/L）；
6：H1、H2和靶标M（1μmol/L）；
7：H1、H2、抓取探针 CP和靶标M（1μmol/L）
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靶标M存在时才能启动 CHA，形成 G-四链体结构

并包裹住 Hemin，激活 DNAzyme活性，使 ABTS发
生显色反应。以上试验结果表明，只有在靶标M
存在下，与探针结合打开探针 H1和 H2的发卡结

构，富 G部分在 K+存在下折叠成 G-四链体，然后

与血红素结合形成复合物，从而表现出明显的过

氧化物酶活性 [19]，发生显色反应。

2.3 试验条件的优化

为获得最佳的试验结果，对 Hemin 浓度、

ABTS浓度、H2O2含量、缓冲液 pH等进行优化。分

别按浓度梯度 0～25μmol/L稀释Hemin，0～10mM
稀释 ABTS，10倍梯度稀释 H2O2原液，HEPES buf⁃
fer pH梯度范围为 5～9。显色测量吸光值后记录信

号强弱并判断最佳反应条件。如图 4所示，Hemin
和ABTS的浓度分别选择为 10μm和 2 mmol/L，H2O2
在 10 mmol/L时反应显色最佳。pH在形成 G-四
链体过程具有很大的影响，这是由于 G-四链体层

间的鸟嘌呤之间形成氢键，从而连接在一起。pH
对氢键有一定的影响。由图 4可以看出，当酸性

环境 pH为 5.0时，碱性环境 pH为 8.0时，415 nm处
的吸收值很弱；pH为 7.0时 415 nm处吸收达到最

大值，这可能是由于溶液 pH影响 H2O2，所以本试
 

图3 可视化显色结果

 图4 反应条件的优化

验体系选择 pH为 7.0。
2.4 灵敏性分析

在以上试验筛选出最佳条件下，对本试验检测

方法灵敏度进行分析。配制浓度梯度 1pmol/L～
10nmol/L靶标M，将其与反应系统杂交显色，最终

获得数据进行分析。所示随着靶标 M浓度的升

高，吸光值在逐渐加强。结果如图 5所示，该方法

在检测范围 10pmol/L~100pmol/L呈较好的线性关

系。 y=0.03508+0.7922x，(r2=0.923)，其中 y表示吸

光值，x表示靶标浓度，r2为相关系数。最低检测
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限为 3.9pmol/L。
2.5 特异性分析

对本试验检测方法特异性进行分析，笔者分

别考察了不同菌种对沙门氏菌检测的干扰情况。

选取与沙门氏菌序列 M相似度高的菌种序列作

为对照组：耶尔森氏鼠疫杆菌（Yersinia）、埃希式

杆菌（Escherichia）、柠檬酸杆菌（Citrobacter）和克雷

白氏杆菌（Klebsiella）来检测本试验方法的特异性。

如图 6所示，在相同条件下，只有沙门氏菌M能够呈

现出明显的颜色变化。说明只有沙门氏菌M能够

引起探针发夹结构的构型变化，而其他菌种的特异

性序列并不能打开发夹结构，发夹结构依然稳定存

在，说明本体系具有非常好的特异性。

2.6 模拟样品的检测

对人工加入沙门氏菌的标准序列的 24份牛

奶样品进行模拟样本检测，应用本试验建立的检

测方法检测人工污染的牛奶中的沙门氏菌核酸，

结果显示，采用本检测方法检测牛奶中的沙门氏

菌核酸下限要优于 PCR检测，详见表 2。
3 讨 论

本研究成功建立了基于沙门氏菌 16s rRNA
核酸可视化反应，利用 CP共轭沙门氏菌核酸序

列，启动 CHA反应，激活 DNAzyme使 ABTS显色。

通过条件的优化和探索，发现Hemin和 ABTS的浓

度分别选择为 10μmol/L 和 2 mmol/L，H2O2 在 10
mmol/L时反应最佳。当 Hemin和 ABTS浓度过高

时，会增加反应的背景信号，影响准确性。显色

结果可以看出，本试验对沙门氏菌具有较好的特

异性，只能检测出沙门氏菌的核酸序列，与其他

菌种序列没有交叉反应。

本试验将 G-四链体序列固定在发夹结构 H1
茎部，显著降低体系背景信号，同时应用 CP环将

引发链固定在茎部的发夹结构，增加体系的通用

性，只需改变此 CP发夹结构的部分序列就可以实

现对不同的目标物质的检测。与其他利用 DNA⁃
zyme的比色方法相比 [20]，本体系具有更好通用性，

与传统方法 PCR等相比本体系具有更好的稳定

性，无需复杂大型仪器，实现了裸眼可视化直观

检测，在食源性致病菌检测方面具有很大的前

景。

尽管本试验可视化检测食源性沙门氏菌核酸

取得一定的进展，但在研究过程中发现检测中遇

到的问题：该检测方法目前只用于沙门氏菌模拟

样品的检测，与实际样品的检测还存在一定的距

离，需要继续优化试验条件，优化检测参数，争取

可以实现沙门氏菌的检测。该检测方法简便、成

本低廉、选择性高且无需染料标记，以 DNAzyme
作为信号输出，提供稳定低廉的信号平台，消除

对昂贵染料标记的需求。基于以上特点，相信为

临床诊断沙门氏菌疾病的常规、快速检测方法提

供很大的潜能。
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