
第 ４３ 卷第 ２ 期 现代化工 Ｆｅｂ. ２０２３
２０２３ 年 ２ 月 Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

基于核酸外切酶 Ｅｘｏ Ｉ 的
ＤＮＡ 折纸结构纯化方法

雷云翔ꎬ梅治超ꎬ程岚军ꎬ何雨晴∗

(合肥工业大学化学与化工学院ꎬ安徽 合肥 ２３０００９)

摘要:基于核酸外切酶(Ｅｘｏ Ｉ)选择性降解单链 ＤＮＡ 的性质ꎬ为增加 ＤＮＡ 折纸结构纯化方法的多样性ꎬ开发了一种快速除

去剩余 ＤＮＡ 单链、纯化 ＤＮＡ 折纸结构的新方法ꎮ 以三角形和矩形 ＤＮＡ 折纸结构为研究对象ꎬ对缓冲液环境、酶用量、反应温

度、反应时间等实验条件进行了优化ꎬ采用琼脂糖凝胶电泳方法与原子力显微技术对产物进行分析与表征ꎮ 结果表明ꎬ该方法

可以达到快速除去 ＤＮＡ 单链、纯化 ＤＮＡ 折纸结构的目的ꎬＥｘｏ Ｉ 酶处理不影响 ＤＮＡ 折纸结构的完整性及后续的应用开发ꎮ
关键词:ＤＮＡ 折纸术ꎻ核酸外切酶ꎻ纯化ꎻ自组装
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研究方向为超薄二维纳米材料的可控制备及性能研究ꎬ通讯联系人ꎬ２５０２３９７１４３＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ

　 　 ２０ 世纪 ８０ 年代ꎬ美国纽约大学 Ｎａｄｒｉａｎ Ｃ.
Ｓｅｅｍａｎ 教授提出以 ＤＮＡ 分子为基本单元ꎬ利用其

序列可编程、碱基配对作用高度专一等特性开展微

纳米可控组装ꎬ发展了 ＤＮＡ 纳米技术这一交叉研究

领域[１]ꎮ 在近 ４０ 年的研究历程中ꎬ科学家们发展了

多种 不 同 的 组 装 策 略[３－６]ꎮ 其 中ꎬ Ｐａｕｌ Ｗ. Ｋ.
Ｒｏｔｈｅｍｕｎｄ 教授于 ２００６ 年提出的 ＤＮＡ 折纸术[２]ꎬ
近年来受到了全世界众多科研工作者的广泛关注ꎬ
被应用于药物递送等诸多领域[７－１２]ꎮ ＤＮＡ 折纸术

的基本组装原理:一条数千个碱基的单链 ＤＮＡ(称
之为 ＤＮＡ 骨架链)ꎬ在数百条短链 ＤＮＡ(称之为

ＤＮＡ 锚定链)的辅助下ꎬ折叠形成各种预先设计的

精巧结构ꎬ如一维纳米棒、二维矩形结构、三维多面

体等ꎮ ＤＮＡ 折纸纳米结构的组装过程中ꎬ通常加

入过量的 ＤＮＡ 锚定链ꎬ以提高组装产率及保证所

得组装产物结构完整ꎮ 然而ꎬ剩余的 ＤＮＡ 锚定链

通常会给后续的应用开发带来许多不利与限制ꎬ
因此ꎬ去除剩余 ＤＮＡ 锚定链、纯化 ＤＮＡ 折纸结构

具有重要意义ꎮ
目前ꎬ除去 ＤＮＡ 锚定链的主要方法有琼脂糖凝

胶电泳技术和超滤法等[１３－１４]ꎬ纯化过程步骤较多且

繁琐、耗时较长ꎮ 核酸外切酶(Ｅｘｏ Ｉ)可选择性从 ３′
至 ５′端逐步降解 ＤＮＡ 单链ꎬ而不降解 ＤＮＡ 双链ꎮ
因此ꎬ笔者利用 Ｅｘｏ Ｉ 酶的这一特性开发了一种高

效快速除去 ＤＮＡ 锚定链、纯化 ＤＮＡ 折纸结构的简

便方法ꎮ

１　 材料与试剂

１􀆰 １　 试剂与仪器

试剂: 琼 脂 糖 ( Ａｇａｒｏｓｅ )、 乙 二 胺 四 乙 酸 钠

(ＥＤＴＡ)、冰醋酸(ＣＨ３ＣＯＯＨ)、乙酸镁[(ＣＨ３ＣＯＯ)２Ｍｇ􀅰
４Ｈ２Ｏ]、三羟甲基－氨基－甲烷(Ｔｒｉｓ－ｂａｓｅ)、ＤＮＡ 锚
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定链ꎬ生工生物工程 (上海) 股份有限公司生产ꎻ
Ｍ１３ｍｐ１８ ＤＮＡ 骨架链、核酸外切酶 ( Ｅｘｏ Ｉ)ꎬＮｅｗ
Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ Ｉｎｃ.(ＮＥＢ)生产ꎮ

仪器:水平电泳仪(ＤＹＣＰ－３１ＤＮ)、电泳仪电源

(ＤＹＹ－６Ｃ)ꎬ北京六一生物科技有限公司生产ꎻ超纯

水机(ＫＮＲＴ－Ｚ－１０)ꎬ合肥科宁特生产ꎻ电子分析天

平(ＦＡ２００４)ꎬ上海舜宇恒平仪器有限公司生产ꎻ
原子力显微镜(Ｂｒｕｋｅｒ Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ Ｉｃｏｎ)ꎬ德国布鲁

克生产ꎮ
１􀆰 ２　 ＤＮＡ 折纸结构与序列

三角形、矩形 ＤＮＡ 折纸结构示意图如图 １ 所

示ꎮ ＤＮＡ 锚定链序列见文献[１５－１６]ꎮ

(ａ)三角形折纸结构

(ｂ)矩形折纸结构

图 １　 ＤＮＡ 折纸结构示意图

２　 实验方法

２􀆰 １　 溶液配制

５０×ＴＡＥ:称取 ２４２􀆰 ２ ｇ 三羟甲基－氨基－甲烷、
３７􀆰 ２ ｇ 乙二胺四乙酸钠ꎬ移取 ５７􀆰 １ ｍＬ 冰醋酸ꎬ混
合、溶解ꎬ加入超纯水定容至 １ Ｌꎬ置于 ４℃ 冷藏

保存ꎮ
１０×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋:移取 ２００ ｍＬ ５０×ＴＡＥ 缓冲液ꎬ称

取 ２６􀆰 ８ ｇ 醋酸镁ꎬ加入超纯水定容至 １ Ｌꎮ 置于 ４℃
冷藏保存ꎮ
２􀆰 ２　 ＤＮＡ 折纸结构组装

在 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ依次加入超纯水、０􀆰 ５ ×
ＴＡＥ / Ｍｇ２＋缓冲液、２ ｎｍｏｌ / Ｌ ＤＮＡ 骨架链、２０ ｎｍｏｌ / Ｌ
ＤＮＡ 锚定链ꎬ 混合均匀ꎮ 然后快速退火: ９５℃ /
５ ｍｉｎ、６５℃ / １０ ｍｉｎ、５０℃ / １０ ｍｉｎ、３７℃ / １０ ｍｉｎ 和常

温 １０ ｍｉｎꎮ 组装好的样品 ４℃冷藏保存ꎮ
采用 ２％琼脂糖凝胶电泳分析组装产物ꎬ电泳

缓冲液为 １×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋ꎬ电压为 ５０ Ｖꎬ溴化乙锭染色

后于紫外灯下拍照ꎮ
２􀆰 ３　 Ｅｘｏ Ｉ 酶降解实验条件优化

缓冲液环境:平行准备 ３ 份 ＤＮＡ 折纸组装样品

(各 ２０ μＬ)ꎬ１ 号样品作为对照样ꎻ２ 号样品中加入

１􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶ꎻ３ 号样品中加入 １􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶
以及 ２􀆰 ４０ μＬ １０×Ｅｘｏ Ｉ ｂｕｆｆｅｒꎮ 常温下反应 ３ ｈꎬ然
后采用琼脂糖凝胶电泳进行分析ꎮ

酶用量:平行准备 ６ 份 ＤＮＡ 折纸组装样品(各
２０ μＬ)ꎬ１ 号样品作为对照样ꎬ２~６ 号样品中依次加

入 ０􀆰 ２０、０􀆰 ５０、１􀆰 ００、２􀆰 ００、４􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶ꎮ 常温

下反应 ３ ｈꎬ然后采用琼脂糖凝胶电泳进行分析ꎮ
反应温度:平行准备 ４ 份 ＤＮＡ 折纸组装样品

(各 ２０ μＬ)ꎮ １ 号样品作为对照样ꎬ２、３、４ 号样品中

各加入 １􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶ꎬ分别于 ４℃、常温、３７℃下

反应 ３ ｈꎬ采用琼脂糖凝胶电泳进行分析ꎮ
反应时间:平行准备 ５ 份 ＤＮＡ 折纸组装样品

(各 ２０ μＬ)ꎮ １ 号样品作为对照样ꎬ２、３、４、５ 号样品

中各加入 １􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶ꎬ常温下分别作用 ０􀆰 ５、１、
３、１６ ｈꎬ采用琼脂糖凝胶电泳进行分析ꎮ
２􀆰 ４　 原子力显微镜表征

移取 ３􀆰 ００ μＬ ＤＮＡ 折纸样品滴至云母表面ꎬ保
持 ３０ ｓꎬ用 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 醋酸镁溶液(３０ μＬ)洗云母表

面样品 １ 次ꎬ吹干ꎮ 采用轻敲模式表征成像ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 ＤＮＡ 折纸结构的组装

ＤＮＡ 折纸结构组装凝胶电泳图如图 ２ 所示ꎬ泳
道 １ 是作对照的 Ｍ１３ｍｐ１８ ＤＮＡ 骨架链样品ꎬ泳道 ２
是快速退火组装的 ＤＮＡ 折纸样品ꎮ 由图 ２ 中可以

看出ꎬ三角形 ＤＮＡ 折纸结构的电泳速率明显变小ꎬ
矩形 ＤＮＡ 折纸结构电泳速率稍微减小ꎬ这是由于

ＤＮＡ 骨架链在 ＤＮＡ 锚定链的辅助下折叠组装成更

为紧凑的纳米结构ꎮ 另外ꎬ在组装过程中ꎬＤＮＡ 链

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)三角形结构组装电泳图 (ｂ)矩形结构组装电泳图

图 ２　 ＤＮＡ 折纸结构组装凝胶电泳图
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２０２３ 年 ２ 月 雷云翔等:基于核酸外切酶 Ｅｘｏ Ｉ 的 ＤＮＡ 折纸结构纯化方法

间的高效协同组装发生在特定的温度范围内ꎬ因此ꎬ
ＤＮＡ 折纸结构的制备不需要采用耗时较长的慢速

退火方式ꎬ通过快速退火即可实现高产率组装ꎮ 泳

道 ２ 中电泳速率较快的条带ꎬ即为剩余的 ＤＮＡ 锚

定链ꎮ
３􀆰 ２　 不同缓冲液环境对酶降解效果的影响

在酶促反应中ꎬ样品所处的缓冲液环境对酶的

活性影响十分显著ꎮ Ｅｘｏ Ｉ 酶通常在 １×Ｅｘｏ Ｉ ｂｕｆｆｅｒ
缓冲液环境下使用ꎬ但是 ＤＮＡ 折纸结构的组装溶液

为 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋ꎬ因此ꎬ比较 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋和 １×
Ｅｘｏ Ｉ ｂｕｆｆｅｒ ２ 种缓冲液环境下 Ｅｘｏ Ｉ 酶降解效果ꎬ探
究是否可以直接在 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋溶液中进行 Ｅｘｏ Ｉ
酶的降解实验ꎮ

不同缓冲液环境对三角形 ＤＮＡ 折纸结构 Ｅｘｏ Ｉ
酶降解纯化效果的影响如图 ３ 所示ꎬ１ 号泳道为对

照样ꎬ２ 号泳道样品的缓冲液为 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋ꎬ３ 号

泳道样品的缓冲液为 １×Ｅｘｏ Ｉ ｂｕｆｆｅｒꎮ 凝胶电泳结果

表明:在 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋和 １×Ｅｘｏ Ｉ ｂｕｆｆｅｒ ２ 种缓冲

液环境下ꎬＥｘｏ Ｉ 酶的降解活性没有区别ꎮ 因此ꎬ酶
降解实验中ꎬ可以直接使用 ＤＮＡ 折纸结构的组装缓

冲液 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋ꎬ不需要再将缓冲液替换为 １×
Ｅｘｏ Ｉ ｂｕｆｆｅｒꎮ 后续实验都选择 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋ 缓冲

液环境下进行ꎮ

图 ３　 不同缓冲液环境对三角形 ＤＮＡ 折纸结构

Ｅｘｏ Ｉ 酶降解纯化效果的影响

３􀆰 ３　 不同酶用量对酶降解效果的影响

在酶促反应中ꎬ酶用量是影响降解效果的重要

因素之一ꎮ 筛选出 Ｅｘｏ Ｉ 酶的最佳用量ꎬ使其刚好

能够完全降解剩余的 ＤＮＡ 锚定链ꎬ而又不至于因为

过量对后续应用产生影响ꎮ
Ｅｘｏ Ｉ 酶用量对不同 ＤＮＡ 折纸结构酶降解纯化

效果的影响如图 ４ 所示ꎮ 从图 ４(ａ)中可以看出ꎬ１
号泳道为对照样ꎬ２ ~ ６ 号泳道样品中依次加入了

０􀆰 ２０、０􀆰 ５０、１􀆰 ００、２􀆰 ００、４􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶ꎮ 分析 ２~６
号泳道结果可得:Ｅｘｏ Ｉ 酶的最佳用量为 １􀆰 ００ μＬ
(对应 ２０ μＬ ２ ｎｍｏｌ / Ｌ ＤＮＡ 折纸组装样品)ꎮ 如果

Ｅｘｏ Ｉ 酶的加入量较少ꎬＤＮＡ 锚定链不能完全降解

除去ꎮ 从图 ４(ｂ)中可以看出ꎬＥｘｏ Ｉ 酶用量对矩形

ＤＮＡ 折纸结构降解效果与三角形折纸结构的趋势

基本相同ꎬＥｘｏ Ｉ 酶的最佳用量为 １􀆰 ００ μＬꎮ 后续实

验都选择 ２０ μＬ ２ ｎｍｏｌ / Ｌ ＤＮＡ 折纸组装样品中对

应加入 １􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶ꎮ

(ａ)三角形折纸结构电泳图

(ｂ)矩形折纸结构电泳图

图 ４　 不同 Ｅｘｏ Ｉ 酶用量对 ＤＮＡ 折纸结构酶

降解纯化效果的影响

３􀆰 ４　 不同反应温度对酶降解效果的影响

温度是影响酶促反应的一个重要因素ꎮ 由于

４℃、常温、３７℃是 ＤＮＡ 纳米组装研究中常用的环境

温度ꎬ因此ꎬ研究了这 ３ 个不同温度下 Ｅｘｏ Ｉ 酶的降

解效果ꎮ
三角形和矩形 ＤＮＡ 折纸结构在不同温度下

Ｅｘｏ Ｉ 酶降解的凝胶电泳结果如图 ５ 所示ꎮ １ 号泳

道为对照样ꎬ２ ~ ４ 号泳道分别为 ４℃、常温、３７℃条

件下加入 １􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶反应 ３ ｈ 的 ＤＮＡ 折纸样

品ꎮ 凝胶电泳实验结果表明ꎬ在 ４℃下ꎬ反应后还有

大量 ＤＮＡ 锚定链未被降解ꎬ纯化效果不好ꎬ这是由

于 ４℃低温下 Ｅｘｏ Ｉ 酶的活性较低ꎻ在常温下ꎬＤＮＡ
　 　 　 　 　 　 　

(ａ)三角形折纸结构电泳图
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(ｂ)矩形折纸结构电泳图

图 ５　 反应温度对不同 ＤＮＡ 折纸结构的

Ｅｘｏ Ｉ 酶降解纯化效果的影响

锚定链基本降解完全ꎻ在 ３７℃下ꎬＤＮＡ 锚定链降解

完全ꎮ 矩形 ＤＮＡ 折纸结构的电泳速率出现较小变

化ꎬ这是因为矩形 ＤＮＡ 折纸结构部分区域的稳定性

较弱而导致结构发生少许变化ꎮ 不过ꎬ后续原子力

显微结果证实结构未发生明显变化ꎬ仍保持了完整

的组装结构ꎮ 后续实验选择在常温下进行ꎮ
在合适的温度区间(１５ ~ ３７℃)内ꎬ选择相对较

高的温度酶的降解纯化效果相对更好ꎮ 如果需要在

相对低温环境下进行ꎬ也可以通过采用适当延长作

用时间的方法来实现较好的纯化效果ꎮ
３􀆰 ５　 反应时间对酶降解效果的影响

反应时间是酶促反应的重要条件之一ꎮ Ｅｘｏ Ｉ
酶对三角形 ＤＮＡ 折纸结构不同作用时间的凝胶电

泳分析结果如图 ６ 所示ꎮ 常温下ꎬ加入 １􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ
Ｉ 酶ꎬ作用时间分别为 ０􀆰 ５、１、３、１６ ｈꎬ分别对应泳道

２、３、４、５ꎮ 凝胶电泳实验结果表明ꎬ反应 ０􀆰 ５ ｈꎬ尚有

少许的 ＤＮＡ 锚定链残余ꎻ反应 １ ｈꎬＤＮＡ 锚定链完

全降解除去ꎻ延长反应时间ꎬ对 ＤＮＡ 折纸结构本身

不会造成破坏ꎮ 因此ꎬ选择 Ｅｘｏ Ｉ 酶降解的作用时

间是 ３ ｈꎮ

图 ６　 反应时间对三角形 ＤＮＡ 折纸结构

Ｅｘｏ Ｉ 酶降解纯化效果的影响

３􀆰 ６　 原子力显微表征结果

琼脂糖凝胶电泳实验结果已证实ꎬＥｘｏ Ｉ 酶降解

法可以很好地实现除去剩余 ＤＮＡ 锚定链、纯化

ＤＮＡ 折纸结构的目的ꎮ 为了进一步确认 Ｅｘｏ Ｉ 酶处

理后的 ＤＮＡ 折纸样品仍然保持完整的结构ꎬ采用原

子力显微技术(ＡＦＭ)对 ＤＮＡ 折纸结构样品进行了

表征ꎮ Ｅｘｏ Ｉ 酶处理前后的三角形和矩形 ＤＮＡ 折纸

结构原子力显微图像如图 ７ 所示ꎮ

(ａ)纯化前三角形折纸 (ｂ)纯化后三角形折纸

(ｃ)纯化前矩形折纸 (ｄ)纯化后矩形折纸

图 ７　 ＤＮＡ 折纸结构的 Ｅｘｏ Ｉ 酶降解纯化前后的

原子力显微图像

从图 ７ 中可以看出ꎬＥｘｏ Ｉ 酶处理前后ꎬＤＮＡ 折

纸结构没有发生变化ꎬ即 Ｅｘｏ Ｉ 酶处理不影响 ＤＮＡ
折纸结构的完整性ꎮ 因此ꎬ基于 Ｅｘｏ Ｉ 酶降解法除

去 ＤＮＡ 锚定链、纯化 ＤＮＡ 折纸结构的方法可行ꎮ

４　 结论

利用核酸外切酶(Ｅｘｏ Ｉ)选择性降解单链 ＤＮＡ
的特性ꎬ开发了一种快速、高效除去剩余 ＤＮＡ 锚定

链、纯化 ＤＮＡ 折纸结构的简便方法ꎮ 筛选后的实验

条件为:２０ μＬ ２ ｎｍｏｌ / Ｌ ＤＮＡ 折纸组装样品对应加

入 １􀆰 ００ μＬ Ｅｘｏ Ｉ 酶、反应缓冲液为 ０􀆰 ５×ＴＡＥ / Ｍｇ２＋、
反应温度为常温、反应时间为 ３ ｈꎮ 该方法不依赖昂

贵的精密仪器ꎬ也不需要复杂的实验操作以及要求

严苛的实验环境ꎮ 基于酶降解的纯化方式为 ＤＮＡ
折纸结构的纯化提供了新的途径ꎬ为 ＤＮＡ 折纸结构

后续应用开发提供了良好的技术支持ꎮ
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３　 结论

(１)合成了一种 ｐＨ 响应型表面活性剂作为乳

化剂来稳定 Ｗ/ Ｏ 丙烯酰胺单体乳液ꎬ并进行反相

乳液聚合ꎬ得到具有 ｐＨ 响应能力的聚丙烯酰胺

乳液ꎮ
(２)聚合物乳液溶解在 ｐＨ>８ 和 ｐＨ<６ 的水中

即可得到聚合物溶液ꎮ 与常规的粉剂和乳剂相比ꎬ
该聚合物体系展现出了使用便捷性和速溶性ꎬ在
１ ｍｉｎ 内便能快速起黏ꎮ 为开发性能优良的新型聚

丙烯酰胺聚合物体系提供了方向ꎮ
(３)在聚合物质量分数为 ０􀆰 ５％的情况下ꎬ于

ｐＨ＝ １０ 的水中ꎬ１ ｍｉｎ 内减阻率可达到 ６３％ꎻ在模拟

高含盐返排液条件下ꎬ减阻率仍能达到 ６０％ꎬ满足

了滑溜水减阻剂的一般要求ꎬ具有很好的应用价值ꎮ
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