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摘要:通过调控溶液的 ｐＨ、选择不同速率热退火方式ꎬ以四点星 ＤＮＡ 分子瓦为建筑模块ꎬ根据沃森－克里克碱基互补配对

原则和 Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ 氢键配对连接ꎬ选择性地组装成不同的 ＤＮＡ 多面体结构ꎮ 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳表征结果表明ꎬ在酸性

条件(ｐＨ ５􀆰 ５)及退火时间 ５􀆰 ０ ｈ 下ꎬ分子瓦自组装成 ＤＮＡ 变形四面体( ｔＴＥＴ)结构ꎻ在中性条件(ｐＨ ８􀆰 ０)及退火时间 ２４􀆰 ０ ｈ
下ꎬ自组装形成 ＤＮＡ 八面体(ＯＣＴ)结构ꎮ 在中性条件(ｐＨ ８􀆰 ０)下ꎬ只改变分子瓦黏性末端碱基的数目ꎬ直至形成不同数目的

碱基对来产生不同强度的作用力ꎬ也能类似地组装成不同的 ＤＮＡ 多面体结构ꎮ 该结果也由非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行了
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　 　 由于明确定义的双螺旋结构和高度特异性的碱

基互补配对原则使 ＤＮＡ 成为各种纳米结构和器件

的建筑材料[１－４]ꎮ 除了形成双链 ＤＮＡ 结构外ꎬ碱基

引导核酸也可自组装成其他的纳米结构如 ｉ－基序

结构[５]、Ｇ－四联体结构[６]、三链 ＤＮＡ 结构[７]ꎮ 这些

ＤＮＡ 纳米结构在适当的外部环境(如 ｐＨ[８]、光[９]、
热[１０]等)下将功能核酸整合到自组装 ＤＮＡ 结构中

至关重要ꎬ其中 ｐＨ 触发是应用最广泛的策略之一ꎮ
在大多数报道中ꎬ已经存在 ｐＨ 响应的 ＤＮＡ 结构可

逆自组装[１１－１２]ꎬ但他们均受到 ２ 个单一 ＤＮＡ 结构

可逆转化的限制ꎮ 如果有一种方法可以控制分子瓦

的不可逆性ꎬ使其根据 ｐＨ 分别组装成不同的结构ꎬ
将大大扩展 ＤＮＡ 纳米结构的应用和多样性ꎮ 然而ꎬ

这种策略尚未见报道ꎮ
三链 ＤＮＡ 纳米结构可以由 ｐＨ 或碱基对相互

作用触发[１３]ꎮ 在酸性溶液中ꎬ胞嘧啶(Ｃ)被半质子

化为 Ｃ＋ꎬ通过 Ｈｏｏｇｓｔｅｅｎ 氢键与 Ｇ—Ｃ 碱基对相互作

用ꎬ形成 Ｃ＋Ｇ—Ｃ 三链体ꎬ在中性条件下分离为双链

结构[１４]ꎮ 因此ꎬ由于三链区的强相互作用ꎬ整个

ＤＮＡ 结构趋于热力学较不稳定的更小结构ꎮ 反之ꎬ
只有双链结构的弱相互作用会形成热力学更稳定的

更大结构ꎮ 此外ꎬ双链 ＤＮＡ 还可以通过增加黏性末

端碱基的数量来增强作用力以形成更小结构ꎬ这与

上述 ｐＨ 的作用是一致的ꎮ
在此ꎬ提出了一种 ｐＨ /退火方式控制的策略ꎬ其

核心是对 ｐＨ 敏感的 ＤＮＡ 三链体通过将三链体引
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入粘性末端尾链区域ꎬ控制不同强度的相互作用ꎬ在
２ 个不同的 ｐＨ(５􀆰 ５ꎬ、８􀆰 ０)下ꎬ选用合适的热退火速

率ꎬ不可逆地组装成不同的 ＤＮＡ 多面体结构ꎮ

１　 仪器与试剂

１􀆰 １　 仪器

北京六一 ＤＹＹ－６Ｃ 电泳仪电源ꎻＤＹＣＺ－２４ＤＮ
垂直电泳仪ꎻ岛津 ＵＶ－２４５０ 紫外－可见分光光度计ꎻ
科宁特 ＫＮＲＴ－Ｚ－１０ 超纯水机ꎻＨＣ－２５１７ 高速离心

机ꎻＤ１００８ 低速掌上离心机ꎻＦＡ２００４ 电子分析天平ꎻ
ＱＬ－９０１ 旋涡混合器ꎻＰＨＳ－３Ｃ ｐＨ 计ꎮ
１􀆰 ２　 试剂

丙烯酰胺(ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ)、ＮꎬＮ－亚甲基二丙烯酰

胺 ( ｂｉｓ － ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ )、 醋 酸 镁 [( ＣＨ３ＣＯＯ) ２Ｍｇ􀅰
４Ｈ２Ｏ]、醋酸、ＥＤＴＡ􀅰Ｎａ２􀅰２Ｈ２Ｏ、三(羟甲基)氨基甲

烷(Ｔｒｉｓ)、硼酸(Ｂｏｒｉｃ ａｃｉｄ)、尿素(Ｕｒｅａ)、过硫酸铵

(ＡＰＳ)、ＮꎬＮꎬＮ′ꎬＮ′－四甲基乙二胺( ＴＥＭＥＤ)、染
料(Ｓｔａｉｎｓ－Ａｌｌ)、１ ｋｂ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ(用于 ＤＮＡ 条带

分析)ꎮ

２　 实验步骤

２􀆰 １　 四点星 ＤＮＡ 分子瓦的设计

四点星 ＤＮＡ 分子瓦如图 １ 所示ꎬ包含 ９ 条不同

的 ＤＮＡ 链ꎬ其中 １ 条 ＤＮＡ 长链(Ｌ)、４ 条不同的中

链(ＭＡ、ＭＢ、ＭＣ、ＭＤ)和 ４ 条不同的短链(ＳＡ、ＳＢ、ＳＣ、
ＳＤ)ꎮ 在分子瓦每个分支的末端都有 ２ 个黏性末

端ꎬ每个分支由 ２ 个反向平行的伪连续 ＤＮＡ 双链组

成ꎬ他们通过链交叉连接在一起ꎮ 特别地ꎬ在 Ａ / Ｂ
端的末尾ꎬ各有 １ 个额外的尾链向外延伸ꎮ 根据碱

基互补配对原则和设计ꎬＡ 和 Ｂ 端的黏性末端互补ꎬ
　 　 　 　 　 　 　

图 １　 四点星 ＤＮＡ 分子瓦示意图及 ＤＮＡ 序列

Ｃ / Ｄ 端的黏性末端均是自我互补ꎮ 在酸性溶液(ｐＨ
５􀆰 ５)中ꎬ由于三链形成ꎬ刚性 ＤＮＡ 双链弯折后ꎬ在更

强的相互作用下ꎬ会形成较不稳定的 ｔＴＥＴ 结构ꎻ在
中性溶液(ｐＨ ８􀆰 ０)中ꎬ当相互作用较弱时ꎬ会形成

最小的稳定 ＯＣＴ 结构ꎮ
２􀆰 ２　 ｐＨ ５􀆰 ５ 下 ｔＴＥＴ 的制备

将 ９ 条 ＤＮＡ 单链按合适的分子比加入到 １×
ＡＥ / Ｍｇ２＋溶液 ( ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸、２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、
１２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸镁、１８ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ)中ꎬ调整 ｐＨ
为 ５􀆰 ５ꎬ整个 ＤＮＡ 模块的浓度为 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ将样品

置于 ２ Ｌ 烧杯中ꎬ从 ９５℃水浴速退火至室温ꎬ整个退

火过程总计约 ５ ｈꎮ
２􀆰 ３　 ｐＨ ８􀆰 ０ 下 ＯＣＴ 的制备

将 ９ 条 ＤＮＡ 单链按合适的分子比加入到 １×
ＴＡＥ / Ｍｇ２＋溶液(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸、２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、
１２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸镁、４０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ)中ꎬ调整 ｐＨ
为 ８􀆰 ０ꎬ整个 ＤＮＡ 模块的浓度为 ４０ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ将样品

置于 ２ Ｌ 烧杯中水浴慢速退火ꎬ烧杯置于聚乙烯泡

沫盒中ꎬ从 ９５℃缓慢退火至室温ꎬ整个退火过程总

计约 ２４ ｈꎮ
２􀆰 ４　 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳表征

将含 ３％聚丙烯酰胺(摩尔比为 １９ ∶１的丙烯酰

胺 /二丙烯酰胺)的凝胶置于电泳装置中ꎬ于室温常

压 １００ Ｖ 下运行ꎮ 电泳的缓冲液、凝胶中的缓冲液

和模块中的缓冲液相同ꎮ ＴＡＥ / Ｍｇ２＋ 缓冲液和 ＡＥ /
Ｍｇ２＋缓冲液分别作为 ｐＨ ８􀆰 ０ 和 ５􀆰 ５ 的缓冲液ꎮ 电

泳后用 Ｓｔａｉｎｓ－Ａｌｌ 染料染色ꎬ然后用数码相机成像ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 溶液不同的 ｐＨ 及浓度成分表

溶液不同的 ｐＨ 及浓度成分表如表 １ 所示ꎮ
表 １　 不同的 ｐＨ 及具体浓度成分

ｐＨ
ｃ(Ｔｒｉｓ) /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

ｃ(醋酸) /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

ｃ(ＥＤＴＡ) /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

ｃ(醋酸镁) /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

５􀆰 ５ １８􀆰 ０ ２０ ２ １２􀆰 ５

６􀆰 ０ ２０􀆰 ８ ２０ ２ １２􀆰 ５

６􀆰 ５ ２２􀆰 ０ ２０ ２ １２􀆰 ５

７􀆰 ０ ２３􀆰 ６ ２０ ２ １２􀆰 ５

７􀆰 ５ ２６􀆰 ０ ２０ ２ １２􀆰 ５

８􀆰 ０ ４０􀆰 ０ ２０ ２ １２􀆰 ５

从表 １ 可以看出ꎬ只改动 Ｔｒｉｓ 的浓度ꎬ不改动其

他物质浓度来控制溶液的不同 ｐＨꎮ
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３􀆰 ２　 四点星 ＤＮＡ 分子瓦的组装及非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳表征

３􀆰 ２􀆰 １　 不同 ｐＨ(５􀆰 ５ ~ ８􀆰 ０)不同退火方式对 ＤＮＡ
分子瓦组装的影响

不同 ｐＨ(５􀆰 ５~ ８􀆰 ０)下快速退火(２􀆰 ０ ｈ)、中速

退火(５􀆰 ０ ｈ)和慢速退火(２４􀆰 ０ ｈ)组装的多面体的

ＰＡＧＥ 胶图如图 ２(ａ) ~图 ２(ｃ)所示ꎮ 由图 ２(ａ) ~
图 ２(ｃ)可以看出ꎬ各个 ｐＨ 组装的样品均在 ｐＨ ５􀆰 ５
缓冲液中跑胶ꎮ 利用图象处理软件—ＩｍａｇｅＪ 分析

组装产物ꎬ结果如图 ２(ｄ)所示ꎮ 从图 ２(ｄ)中可以

看出ꎬ对于各种退火方法ꎬ随着 ｐＨ 的增加ꎬＯＣＴ /
ｔＴＥＴ 的比例也在增加ꎮ 可以明显观察到退火对多

面体结构生长的影响:快速退火时ꎬ多面体结构生

长主要受动力学控制ꎬ容易形成最简单的不稳定

ｔＴＥＴ 结构ꎻ而在慢火退火过程中ꎬ多面体结构的生

长主要受热力学控制ꎬ因此往往形成最稳定的

ＯＣＴ 结构ꎻ中速退火是介于两者之间ꎬ但分布梯度

最明显ꎮ

　 　 (ａ)快速退火(２􀆰 ０ ｈ) 　 　 (ｂ)中速退火(５􀆰 ０ ｈ) 　 　 (ｃ)慢速退火(２４􀆰 ０ ｈ)

１—快速退火ꎻ２—中速退火ꎻ３—慢速退火

(ｄ)ＯＣＴ 与 ｔＴＥＴ 的相对含量图

图 ２　 不同 ｐＨ 不同退火方式下的多面体组装的 ＰＡＧＥ 胶图及 ＯＣＴ 与 ｔＴＥＴ 的相对含量图

３􀆰 ２􀆰 ２　 最佳条件下 ２ 种不同结构的组装

由图 ２(ｄ)可以明显看出ꎬ当 ｐＨ 为 ５􀆰 ５、中速退

火(５􀆰 ０ ｈ)时ꎬｔＴＥＴ 的纯度最高ꎻ当 ｐＨ 为 ８􀆰 ０、慢速

退火(２４􀆰 ０ ｈ)时ꎬＯＣＴ 的纯度最高ꎮ 因此ꎬ选用这 ２
种条件进行相应的组装ꎬ组装结果如图 ３ 所示ꎮ 图

３(ａ)与图 ３(ｂ)的 ＤＮＡ 样品组成完全相同ꎬ仅在不

同 ｐＨ 缓冲液下跑胶ꎬＤＮＡ 样品已经标注于图片上ꎬ
且条带的成分也在标注在胶图的边上ꎮ 在这里ꎬ还

准备了由毛诚德课题组[１５] 报道的 Ｍａｏ 八面体作为

对照ꎮ 在酸性环境(ｐＨ ５􀆰 ５)下ꎬ三链形成ꎬ主要组

装产物为由 ４ 个四点星分子瓦形成的 ｔＴＥＴ 结构ꎻ在
中性环境(ｐＨ ８􀆰 ０)下ꎬ三链无法形成ꎬ主要组装产

物为由 ６ 个四点星分子瓦形成的 ＯＣＴ 结构ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ３　 不同黏性末端长度的分子瓦对组装产物的

影响

除了上述 ｐＨ 和退火方法影响多面体结构的组
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　 　 (ａ)ｐＨ ５􀆰 ５ 跑胶缓冲液　 　 (ｂ)ｐＨ ８􀆰 ０ 跑胶缓冲液

图 ３　 ＤＮＡ 八面体与包含三链结构的变形四面体组装胶图

装ꎬ直接增加分子瓦黏性末端碱基的数量即生成更

多沃森－克里克碱基对来探究其对多面体结构的生

长影响ꎮ 正如上面提到的ꎬ在不同 ｐＨ 和退火方法

下组装不同的多面体结构ꎬ其分子瓦在 Ａ / Ｂ 端各有

额外的尾链和黏性末端分别有 ４ / ４ 个碱基ꎮ 而新的

３ 种分子瓦均没有额外尾链ꎬ如图 ４ 所示ꎮ

(ａ)４ / ４ 式黏性末端

　

(ｂ)７ / ６ 式黏性末端

(ｃ)７ / ７ 式黏性末端

　

(ｄ)３ 种分子瓦的组装产物胶图

图 ４　 ３ 种不同的黏性末端长度的四点星分子瓦示意图及组装产物胶图
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２０２０ 年 ４ 月 叶超等:ｐＨ /退火方式控制 ＤＮＡ 纳米笼的选择性组装

　 　 从图 ４(ａ) ~图 ４(ｃ)中可以看出ꎬ３ 种分子瓦分

别在 Ａ / Ｂ 端的黏性末端各有 ４ / ４、７ / ６、７ / ７ 个碱基ꎬ
其组装产物分别对应图 ４(ｄ)中泳道 ２、５、８ꎻ泳道 ３、
６、９ 和泳道 ４、７、１０ꎮ ＤＮＡ 样品已经标注于图片上ꎬ
且条带的成分也标注在胶图的边上ꎬ所有样品均在

ＴＡＥ / Ｍｇ２＋缓冲液中制备ꎮ 从泳道 ３、６、９ 中可以清

楚的发现ꎬ当增加 Ａ / Ｂ 端的黏性末端至 ７ / ６ 个碱基

时ꎬ即使 ｐＨ 为 ８􀆰 ０ꎬ除了八面体结构ꎬ也可以发现较

大产率的四聚体结构ꎻ进一步加大碱基ꎬ从泳道 ４、
７、１０ 可以发现ꎬ当增加 Ａ / Ｂ 端的黏性末端至 ７ / ７ 个

碱基时ꎬ除了八面体结构、四聚体结构外ꎬ甚至出现

了二聚体结构ꎬ且结果在慢速退火条件下最为明显ꎮ
这些结果从本质上说明了该方法与 ｐＨ 的作用效果

相同ꎬ即都是由于环境变化引起的不同分子间作用

力来形成不同的多面体结构ꎮ

４　 结论

提出了一种全新的策略方法ꎬ用同一分子瓦根

据不同的 ｐＨ /退火方式不可逆地组装成不同的结

构ꎮ 在酸性条件( ｐＨ ５􀆰 ５)及中速退火 ５􀆰 ０ ｈ 下ꎬ
ＤＮＡ 分子瓦由动力学控制自组装成 ｔＴＥＴ 结构ꎻ在
中性条件(ｐＨ ８􀆰 ０)及慢速退火 ２４􀆰 ０ ｈ 下ꎬ由热力学

控制自组装形成 ＯＣＴ 结构ꎮ 此外ꎬ在中性条件下ꎬ
当增加分子瓦黏性末端碱基的数目时ꎬ由于分子间

作用力增强ꎬ分子瓦也能形成四聚体甚至二聚体结

构ꎮ 调控溶液 ｐＨ 以及退火速率使 ＤＮＡ 模块进行

选择性组装ꎬ不仅开发出一种选择性定向组装成不

同纳米结构的新方法ꎬ而且有助理解热力学和动力

学对 ＤＮＡ 自组装情况的影响ꎮ
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