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基于氯化血红素对G 四链体/盐酸小檗碱复合物
的竞争作用构建DNA逻辑门①

高 建 帮

临沂大学 费县分校,山东 临沂263400

摘要:利用荧光法研究了盐酸小檗碱对不同DNA构象的识别能力,研究发现盐酸小檗碱与G 四链体有较强的相

互作用,形成的复合物可以在530nm处发出较强的荧光.当一定量的氯化血红素加入到G 四链体/盐酸小檗碱复

合物中时,氯化血红素与G 四链体结合力更强,从而把盐酸小檗碱置换出来,荧光发生猝灭.利用这种荧光信号

的开关响应,成功构建了INHIBIT逻辑门.
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DNA具有精确的分子识别能力和极强的信息存储能力,以核酸分子生物学特性为基础来构建分子级

别的布尔逻辑门并实现相关逻辑运算,是近年来分子计算机科学和分子生物学交叉产生的新兴科研领域,

在生物医学领域具有重要意义,引起了研究者的广泛关注[1-2].这是因为基于DNA的生物运算具有结构简

单、构象可控等优点,通过互补链的杂交以及与目标分子(离子、有机小分子和蛋白质等)的相互作用可以

构建一系列DNA逻辑门,从而展现其在DNA计算方面的优势[3].
近年来,科研工作者在DNA逻辑门的构建方面进行了大量的研究工作.Elbaz等人[4]利用DNA镊

子结构实现了pH诱导的可重置的逻辑门;Zhu等人[5]将DNA链置换技术与G 四链体组装技术结合,

在体外实现了光敏剂PPIX的可控释放;Pei等人[6]研制了一种DNA纳米三角锥,通过输入不同信号

(ATP、H+,金属离子等)使其构象发生改变,产生了相应的荧光信号,构建了一系列DNA分子逻辑

门;Liu等人[7]利用pH变化和光控条件,基于富含胞嘧啶的核苷酸链设计了一种逻辑门元件,实现了

NAND逻辑功能操作.
盐酸小檗碱是一种从黄连、黄柏等植物中提取的生物碱,具有显著的抑菌作用[8].当它在水溶液中

时,具有极弱的荧光信号[9].董川教授课题组[10-11]设计了一种G 四链体结构,研究发现盐酸小檗碱可

以与G 四链体结合发出较强荧光.本文在此基础上利用盐酸小檗碱实现了对不同构象DNA的识别,之

后利用氯化血红素与G 四链体的强嵌入作用与盐酸小檗碱竞争,从而使荧光猝灭.以荧光信号的开关

性能构建了INHIBIT逻辑门.
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1 实验部分

1.1 仪器与试剂

日立F-4500荧光分光光度计,WFH-204B手提式紫外分析仪.本文中所使用的寡核苷酸序列均由

上海生工生物工程有限公司(中国上海)合成.G-DNA:5-GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3,i-DNA:

5-CCCTAACCCTAACCCTAACCCA-3.实验中所使用的溶液均由超纯水(18.2MΩcm)配制而成.盐

酸小檗碱、氯化血红素等化学试剂均购买自阿拉丁试剂有限公司(中国上海).G 四链体溶液的制备:

将G-DNA溶于10mmol/LTris-HCl缓冲(0.5mol/LKCl,pH=7.4)中,在90℃条件下恒温10min
后缓慢降至室温,使其形成G 四链体结构.i-motif溶液的制备:将i-DNA溶于10mmol/LNa2HPO4
醋酸缓冲(pH=6)中即可形成i-motif结构.单链DNA溶液的制备:将G-DNA溶于10mmol/LTris-HCl
缓冲(100mmol/LNaCl,pH=7.4)中即可形成单链DNA结构.双链DNA溶液的制备:将等摩尔量的G-

DNA和i-DNA溶解于10mmol/LTris-HCl缓冲(100mmol/LNaCl,5mmol/LMgCl2,pH=7.4)中

静置30min后使用.

1.2 荧光法研究盐酸小檗碱对不同DNA构象的识别

取10mmol/L的盐酸小檗碱分别与不同浓度的G 四链体、i-motif、单链DNA和双链DNA溶液混合

均匀,实验最终体积均为500μL,静置10min后使用荧光分光光度计测量.激发波长为365nm,激发和发

射狭缝均为10nm,光电倍增管电压为400V.

1.3 荧光法研究氯化血红素对G 四链体-盐酸小檗碱配合物的竞争作用

取10mmol/L的盐酸小檗碱与1μmol/LG 四链体形成G 四链体-盐酸小檗碱配合物,记录其荧光

信号.向其加入不同浓度的氯化血红素,5min后通过荧光分光光度计记录其荧光信号.实验参数同1.2.

2 结果与讨论

2.1 盐酸小檗碱对不同构象DNA的识别

将盐酸小檗碱与不同浓度的G 四链体、i-motif、单链DNA和双链DNA分别混合,通过荧光法研究

盐酸小檗碱对不同构象DNA的识别作用.由图1(a)可见,在盐酸小檗碱浓度为20μmol/L的条件下,单

链DNA和双链DNA几乎没有荧光信号产生,对i-motifDNA和G 四链体均有荧光信号产生,说明盐酸

小檗碱可以嵌入i-motif和G 四链体结构中并发出荧光.值得注意的是,盐酸小檗碱与G 四链体结合后能

够产生与i-motif结合后更强的荧光信号,且随着DNA浓度的增加荧光信号增强,这说明相比于i-motif结

构盐酸小檗碱更容易嵌入G 四链体中.图1(b)为不同浓度为盐酸小檗碱在10mmol/LTris-HCl缓冲溶

液和1μmol/L的G 四链体DNA中的荧光图谱.结果显示,即使大浓度的盐酸小檗碱在缓冲溶液中也不

会发出荧光,而在G 四链体DNA中随着盐酸小檗碱浓度的增加荧光信号增强.因此,通过不同荧光信号

可以利用盐酸小檗碱实现对不同构象DNA的识别,图1(c)为20μmol/L盐酸小檗碱加入1μmol/L的G
四链体后,在不同时间下的荧光变化曲线,实验发现,在1min之内即有较明显的荧光产生,1min之后荧

光稳定.

2.2 氯化血红素对G 四链体/盐酸小檗碱复合物的竞争作用

由于氯化血红素可以嵌入G 四链体中形成具有模拟辣根过氧化物酶活性的DNA复合物,因此探讨

了氯化血红素与盐酸小檗碱在G 四链体中的竞争作用.由图2可以看出,随着加入的氯化血红素浓度的增

大,体系中的荧光强度降低.这是由于氯化血红素与G 四链体之间具有很强的亲和力,氯化血红素加入到

体系中时,会将G 四链体/盐酸小檗碱复合物中的盐酸小檗碱挤出,并与G 四链体形成更加稳定的复合

物.氯化血红素与G 四链体之间的相互作用主要是外部π-π堆积模式进行结合[12].G 四链体结构上的鸟
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嘌呤碱基与氯化血红素中卟啉环上两个负电荷的羧基可以形成分子间氢键,分子间氢键的形成对G 四链

体/氯化血红素复合物的稳定性也起着重要的作用[13].如图3所示,体系最终发生荧光猝灭.因此,可以利

用这个竞争关系构建一个氯化血红素荧光检测方法.图4显示的是氯化血红素浓度与相应荧光强度直接的

线性关系.通过分析可以得出,此方法对盐酸小檗碱的响应线性范围为0~2μmol/L,线性相关系数为

0.9946,检测限可达到17nmol/L(S/N=3).

图1 荧光法研究盐酸小檗碱对不同构象DNA的识别作用

从a到j氯化血红素的浓度依次为:0,50,250,500nmol/L,

1,2,5,10,20,30,60μmol/L.

图2 不同浓度的氯化血红素与G 四链体/

盐酸小檗碱复合物结合后的荧光图

(a)为G 四链体/盐酸小檗碱复合物溶液的荧光数码照片;

(b)为加入氯化血红素后体系荧光猝灭的数码照片.

图3 G 四链体复合物溶液

加入氯化血红素前后的数码照片
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插图显示的是对低浓度氯化血红素的线性信号响应.

图4 荧光强度与氯化血红素浓度直接的关系

2.3 逻辑门的构建

依据体系中荧光信号的开关性质,可以构建一个

INHIBIT逻辑门.以盐酸小檗碱和氯化血红素分别为输

入信号1(Input1)和输入信号2(Input2),以530nm处

的荧光强度(强和弱)为输出信号(Output1和0).图5
给出了各中输出状态下的荧光发射行为和逻辑符号.当
无任何输入信号时,输入信号为(0,0),系统没有荧

光,输出信号为(0);当只有盐酸小檗碱输入时,输入

信号为(1,0),系统有较强的荧光,输出信号为(1);

当只有氯化血红素输入时,输入信号为(0,1),系统没

有荧光,输出信号为(0);当同时存在氯化血红素和盐

酸小檗碱时,输入信号为(1,1),系统在530nm处几乎没有荧光,输出信号为(0).逻辑门的真值行为

总结在表1中,这是一个典型的INHIBIT逻辑系统.

图5 各输出状态下的荧光发射行为和逻辑符号

表1 逻辑开关的信号与输出真值表

输入1(盐酸小檗碱) 输入2(氯化血红素)输出(530nm) 输入1(盐酸小檗碱) 输入2(氯化血红素)输出(530nm)

0 0 0 0 1 0
1 0 1 1 1 0

3 结 论

利用盐酸小檗碱与不同构象DNA的结合能力不同这一性质,实现了对不同构象DNA的荧光识别.G
四链体与盐酸小檗碱结合后产生的荧光信号最强,但是加入氯化血红素之后,由于氯化血红素与G 四链

体的结合力大于盐酸小檗碱与G 四链体的结合力,从而使得荧光猝灭.利用这种荧光信号的开关性质成功

构建了一种盐酸小檗碱和氯化血红素作为双输入、530nm处荧光信号作为单输出的INHIBIT逻辑门.

参考文献:
[1] OGIHARAM,RAYA.SimulatingBooleanCircuitsonaDNAComputer[J].Algorithmica,1999,25(2):239-250.
[2] 马 香,刘小刚,李利改,等.用于研制柑橘DArT芯片的DNA探针文库的制备 [J].西南大学学报(自然科学版),

2015,37(12):1-8.
[3] 曹青锋,闫舒雅,龙佳宝,等.基于核酸适体和胶体金技术构建凝血酶的 DNA逻辑门 [J].生命科学研究,2015,

19(3):210-212.
[4] ELBAZJ,WANGZG,ORBACHR,etal.pH-StimulatedConcurrentMechanicalActivationofTwoDNA“Tweezers”.

4 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第38卷



A“Set-Reset”LogicGateSystem[J].NanoLett,2009,9(12):4510-4514.
[5] ZHUJB,ZHANGLB,LIT,Enzyme-FreeUnlabeledDNALogicCircuitsBasedonToehold-MediatedStrandDisplace-

mentandSplitG-QuadruplexEnhancedFluorescence[J].AdvMater,2013,25(17):2440-2444.
[6] PEIH,LIANGL,YaoG,etal.ReconfigurableThree-DimensionalDNANanostructuresfortheConstructionofIntra-

cellularLogicSensors[J].AngewChemIntEd,2012,51(36):9020-9024.
[7] LIUHJ,ZHOUYC,YANGY,etal.Photo-pHDuallyModulatedFluorescenceSwitchBasedonDNASpatialNanode-

vice[J].JPhysChemB,2008,112:6893-6896.
[8] 任贻军,高逢喜.黄连素的研究进展 [J].辽宁中医药大学学报,2009,11(1):50-51.
[9] QINY,PANGJY,CHEN W H,etal.Synthesis,DNA-BindingAffinities,andBindingModeofBerberineDimmers

[J].BioorgMedChem,2006,14(1):25-32.
[10]GUO Y,CHENY,WEIY,etal.Label-FreeFluorescentAptasensorforPotassiumIonUsingStructure-Switching

AptamersandBerberine[J].SpectrochimActaA,2015,136(2):1635-1641.
[11]WEIY,CHENY,LIH,etal.AnExonucleaseI-BasedLabel-FreeFluorometricAptasensorforAdenosineTriphos-

phate(ATP)DetectionwithaWideConcentrationRange[J].BiosensBioelectron,2015,63:311-316.
[12]PAVLOVV,XIAOY,GILLR,etal.AmplifiedChemiluminescenceSurfaceDetectionofDNAandTelomeraseActivity

UsingCatalyticNucleicAcidLabels[J].AnalChem,2004,76(7):2152-2156.
[13]LUT,LIB,DONGS.Aptamer-BasedLabel-FreeMethodforHeminRecognitionandDNAAssaybyCapillaryElectro-

phoresiswithChemiluminescenceDetection[J].AnalBioanalChem,2007,389(3):887-893.

DNALogicGateBasedontheCompetitiveReactionBetween
HeminandG-Quadruplex/BerberineComposite

GAOJian-Bang
CollegeofFeixian,LinyiUniversity,LinyiShandong263400,China

Abstract:Inthiswork,westudiedtherecognitionabilityofberberinefordifferentconformationDNA,in-
cludingsinglestrandDNA,doublestrandDNA,G-quadruplex,andi-motifDNA.Wefoundthatberber-
inehasthestrongestbindingabilitywithG-quadruplex,anddisplayastrongfluorescencesignal.Howev-
er,withtheadditionofhemin,thefluorescencesignalquenchedimmediatelyduetothehigherbindinga-
bilitybetweenG-quadruplexandheminthanberberine.TheINHIBITlogicgateissuccessfullyconstructed
usingthisfluorescenceswitches.
Keywords:berberine;hemin;G-quadruplex;logicgate
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