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  [摘 要] 催化发夹组装(CHA)是一种不依赖酶生物催化作用和温度循环的高效核酸扩增方法,具有生

物相容性好、操作简单、反应条件温和等特点。通过将CHA与各种信号输出模式相结合,可实现对各种生物靶

标(核酸、小分子、蛋白质、细胞)的高灵敏度检测,在诊断疾病方面显示出巨大的应用潜力。该文主要介绍了经

典CHA、改良CHA,以及基于CHA策略与其他等温无酶扩增方法的几种级联反应,并对其在诊断疾病方面的

应用进行了简单总结。还讨论了当前CHA策略在诊断疾病方面所面临的挑战和应用前景。
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[Abstract] Catalytic

 

hairpin
 

assembly
 

(CHA)
 

is
 

an
 

efficient
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

method
 

that
 

does
 

not
 

depend
 

on
 

enzyme
 

biocatalysis
 

and
 

temperature
 

cycling,and
 

is
 

characterized
 

by
 

good
 

biocompatibility,sim-
ple

 

operation,and
 

mild
 

reaction
 

conditions.By
 

combining
 

CHA
 

with
 

various
 

signal
 

output
 

modes,highly
 

sensi-
tive

 

detection
 

of
 

various
 

biological
 

targets
 

(nucleic
 

acids,small
 

molecules,proteins,cells)
 

can
 

be
 

realized,
which

 

shows
 

great
 

potential
 

for
 

application
 

in
 

disease
 

diagnosis.Therefore,this
 

paper
 

focuses
 

on
 

classical
 

CHA,modified
 

CHA,and
 

several
 

cascade
 

reactions
 

based
 

on
 

the
 

CHA
 

strategy
 

with
 

other
 

isothermal
 

enzyme-
free

 

amplification
 

methods,and
 

briefly
 

reviews
 

their
 

applications
 

in
 

disease
 

diagnosis.In
 

addition,the
 

challen-
ges

 

and
 

application
 

prospects
 

of
 

current
 

CHA
 

strategies
 

in
 

disease
 

diagnosis
 

are
 

discussed.
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  近年来,等温无酶核酸扩增技术凭其简单、可靠、
高效等特点被广泛应用于生物标志物检测,并实现了

对各种生物靶标的高灵敏度检测[1-2]。无酶扩增策略

主 要 包 括 熵 驱 动 电 路 (EDC)[3]、杂 交 链 反 应

(HCR)[4]、催化发夹组装(CHA)[5],以及具有 RNA
裂解活性[6]或类辣根过氧化物酶催化活性的脱氧核

酶(DNAzyme)[7]。CHA作为一种简单、通用、级联

放大信号的无酶 DNA 电路,通过触发2种亚稳态

DNA发夹探针之间的连续杂交反应自动进行信号的

等温放大[8],已成为生物标志物检测的理想选择[9]。
由于其无酶、等温、非能量驱动等特点,具有理想的可

控性,极大程度地避免了复杂环境对靶标分析的干
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扰。此外,CHA还可结合荧光、比色、电化学信号等

将核酸信息转换为可测量的信号[10]。随着对CHA
机制的深入探讨,人们提出了一些新颖而优秀的

CHA策略,以及结合各种放大技术的CHA级联策

略。因此,现重点介绍基于经典或改良CHA的生物

传感器,以及与其他核酸扩增方法相结合的CHA策

略在诊 断 疾 病 方 面 的 应 用 研 究。另 外,还 讨 论 了

CHA传感策略在生物医学领域面临的挑战与发展前

景,旨在促进其在生物分析和临床诊断中的应用。

1 集成CHA的DNA生物传感器

  CHA作为一种等温无酶核酸信号放大系统,凭
其出色的灵敏度和特异度而备受关注。随着对CHA
技术的不断研究,各种新型的

 

CHA
 

技术也相继提

出,如错配CHA(mCHA)、自复制CHA(SRCHA)和
局域化CHA(LCHA)。现重点介绍基于经典或改良

CHA的生物传感器在诊断疾病方面的应用。

1.1 经典CHA CHA是一种新型的无酶、等温核

酸扩增技术,最早由YIN等[11]提出。启动器Ⅰ介导

级联的分支迁移,从而催化2个亚稳态发夹A、B之间

的双链形成,导致双链 DNA(dsDNA)产物的扩增。
由于其高效的扩增性能,该技术已被广泛用于核酸、
蛋白质、小分子的检测,以及活细胞成像。ZHANG
等[12]提出了一种通用的CHA 系统(uniCHA)量化

piwi相互作用RNA(piRNA)和微小RNA(miRNA)。
值得注意的是,该系统包括了一个可随意设计以识别

不同piRNA和 miRNA的触发探针 H0和2条通用

发夹H1、H2。因此,uniCHA系统能以低背景泄漏和

高灵敏度分析相同实验 参 数 下 的 各 种 piRNA 和

miRNA。此外,该研究成功地在106
 

particles
 

μL
-1

外泌 体 水 平 上 检 测 到 piR-651和 miR-1246,并 在

21例乳腺癌患者和13例健康对照者的队列中进行了

血浆活检,实现了对乳腺癌的精准诊断。这种通用的

生物传感系统为分析复杂生物样本中的多个piRNA/

miRNA生物标志物提供了简单、有效的策略,表明

CHA在癌症诊断中的临床应用潜力。

1.2 mCHA 经典CHA能实现靶标的高灵敏度检

测,但由于DNA发夹 A、B
 

之间存在部分互补序列,

YIN等[11]报道的动力学分析数据表明,3.5%的A和

B在没有引发剂的情况下会发生自发杂交,即存在呼

吸效应,产生背景信号泄漏。然而,较高的背景信号

可能会极大地抵消CHA在诊断方面的价值。因此,
为降低背景信号的泄露,JIANG等[13]提出了 mCHA
这一概念,简单来说,即在可能会发生呼吸效应的结

构域中引入错配的核苷酸。有研究发现,在发夹环区

的末端加入错配的核苷酸序列仅牺牲了部分反应速

率,却能显著减少CHA体系的背景泄漏,其中单突变

设计H1,其信噪比较经典的CHA策略提高了23
 

倍

左右。mCHA凭其显著提升了CHA
 

环路性能这一

优势而被广泛用于生物靶 标 检 测 中。BODULEV
等[14]通过异质酶连接的寡核苷酸检测与mCHA相结

合策略对 miRNA-155进行了定量检测,检测限为

400
 

fM。此外,LIU等[15]将错配燃料CHA介导的超

敏生物传感器用于快速检测 miRNA,实现了较短的

反应时间(40
 

min)和较快的反应扩增速率(9.56×
106),且检测限低至0.17

 

fM。进一步说明了 mCHA
在生物标志物检测中具有巨大的应用前景。

1.3 SRCHA 为解决基于CHA信号放大策略的检

测时间较长这一局限性,DAI等[16]基于DNA自复制

特性和CHA技术,提出了一种快速信号扩增 DNA
检测方法,即SRCHA:(1)通过将2个分裂的目标

DNA序列分别整合在发夹 H1、H2中,H1识别并结

合靶标后启动第1轮CHA循环,得到产物 Target-
H1-H2。其中游离出的靶标继续触发第1轮的循环

反应,而产物
 

H1-H2
 

复合物的游离端则能通过链置

换反应解开H1,从而进行第2轮循环反应,导致荧光

信号快速而显著地增强,极大地提升反应速率和灵敏

度。与已报道的 DNA 检测系统比较,该策略可在

15
 

min内实现皮摩尔DNA检测,大大节省了检测时

间。(2)有学者也使用SRCHA体系成功地在15
 

min
内完成了对黄曲霉毒素B1的检测,检测限可达

 

0.13
 

ng/mL[17]。进一步验证了SRCHA
 

体系在提升反应

速率的同时也能提高检测限。但由于CHA发夹序列

被设计为包含部分靶标,背景信号的泄漏在一定程度

上也会增加,因此,发夹结构的设计仍需进一步优化,
减少热力学效应产生的噪声。

1.4 LCHA DNA折纸是利用DNA碱基配对的原

理创建具有极高精度和功能性纳米结构的一种创新

的纳米技术,已广泛用于药物输送和生物传感器[18]。
通过控制DNA分子的空间位置,利用空间限制效应

可引导分子计算的定向进行,以产生特定的输出。因

此,局部DNA反应单元可被用来提高信号放大的效

率。WU等[19]开发了一种基于LCHA的DNA纳米

机器,用 于 在 活 细 胞 中 快 速、高 效 地 进 行 痕 量

miRNA-21的荧光共振能量转换(FRET)成像。通过

将CHA发夹限制在紧凑区,增加了反应单元的局部

浓度,同时,利用 miRNA-21作为催化剂,在每个纳米

机器的定子链上快速、高效地组装了一对高碰撞频率

的发夹探针。与游离CHA纳米机器比较,反应时间

缩短了高达4.5倍,体外检测 miRNA-21的灵敏度也

提高了7.6倍,重要的是还实现了痕量 miRNA-21在

活细胞内的高效成像。
 

此外,QING等[20]开发了一种

用于 mRNA的
 

FRET成像的分子内CHA策略,通
过将CHA发夹锚定在DNA四面体上缩短反应物之

间的距离,发夹的局部浓度是游离CHA的808倍左
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右,使初始反应速度提高了15.6倍。WANG等[21]提

出了一种用于 miRNA-155的FRET成像的分子间

CHA策略,线性范围为0.5~30.0
 

nM,检测限为

0.35
 

nM。

2 CHA结合其他扩增技术策略

  为开发灵敏度更高的生物传感器,可通过级联多

种放大策略使上游反应的产物可作为下游反应的触

发因素。而CHA策略能在不消耗靶标的情况下循环

触发发夹的催化杂交反应,形成大量的dsDNA产物。
这种特性使其可以很容易地与其他扩增方法相结合,
以提高CHA检测方法的信号放大能力,增强传感性

能。因此,现将CHA级联其他扩增策略的最新进展

总结如下。

2.1 CHA 和 CHA 的级联反应 通过级联多个

CHA电 路 可 实 现 输 出 信 号 的 指 数 扩 增,如 PAN
等[22]报道了一种基于发夹探针介导的脚趾结合和分

支迁移的镉离子(Cd2+)扩增检测的无酶DNA电路。
该体系通过采用一系列脚趾介导的DNA链位移反应

引导DNA自组装,简单来说,在Cd2+ 存在情况下形

成的Cd2+-aptamer复合物以结构域a为支点与 H1
的结构域A*结合,启动分支迁移依次打开发夹 H1、

H2,得到的产物Cd2+-aptamer-H1-H2则不稳定,解
离出的Cd2+-aptamer能继续触发Cycle

 

Ⅰ循环,同
时,含有结构域 A和B的 H1-H2复合物可激活 H1
和H2之间的另一个组装过程(Cycle

 

Ⅱ循环)。该方

法灵敏度高,检测限为5
 

pM,具有满意的回收率和良

好的准确性。由于其通用性,该策略已被用于γ干扰

素的检测,检测限达到0.6
 

pM[23]。

2.2 CHA 和 HCR的级联反应 LI等[24]通过将

CHA与HCR集成,开发了一种等温自催化杂交反应

电路(AHR),用于检测甲基化相关甲基转移酶及其抑

制剂。AHR电路的示意图由 HCR放大器和CHA
转换器组成。CHA转换器被设计为暴露出与 HCR
启动剂相同的序列,以反向驱动 HCR放大器。启动

剂介导的HCR放大器产生了大量的触发剂,用于激

发CHA转换器,后者暴露 HCR启动剂以逆向激发

HCR放大器,从而产生了极大放大的荧光读数。因

此,微量目标可通过 HCR和CHA系统之间的自催

化反馈循环产生指数级放大的荧光读数。此外,LI
等[25]将回文 HCR(PHCR)的概念与CHA技术相结

合,设计了用于miRNA-21检测的CHA-PHCR分析

体系。目标miRNA低至10
 

pM可以被定量检测到,
具有很高的检测特异度。

2.3 CHA和EDC的级联反应 由于CHA可在不

引入场外信号泄漏的前提下很容易与EDC燃料子单

位集成,同时,还可特异性地刺激EDC不活跃的二元

燃料链发生现场放大重构,用于目标检测。因此,

ZHU等[26]构建了基于CHA和EDC的级联扩增体

系,充分利用传统熵驱动催化反应中浪费的副产物链

作为功能输出链,构建单信号输出生物传感系统,甚
至双信号输出比例生物传感平台,以及系统地检测重

复性和可靠性。该扩展体系显著提高了反应速率和

信号放大能力,对卡那霉素的检测下限为0.03
 

pg/

mL,汞离子(Hg2+)为0.21
 

pM。而 HE等[27]设计了

一种可用于miRNA灵敏度检测的熵驱动级联CHA
反应,上游的F-CHA反应在 miRNA存在的情况下

产生活化的燃料链F,继而参与下游的EDR反应,实
现了正交扩增,对miRNA-21的检测下限为6.8

 

pM,
并验证了在细胞成像和活体成像中的高特异度。

2.4 CHA-HCR-DNAzyme的 级 联 反 应 CHA、

HCR和DNAzyme的级联反应实现了强大的信号放

大和高灵敏度的检测性能,如 WANG等[28]开发了一

个用于 miR-21分 析 和 细 胞 内 成 像 的 CHA-HCR-
DNAzyme策略的多功能信号放大平台。自主CHA-
HCR-DNAzyme电路由CHA、HCR和DNAzyme放

大单元组成。上游CHA识别特定的引发剂Ⅰ,产生

大量编码 HCR触发序列的dsDNA链,以激发下游

HCR中发夹反应物的交叉打开。HCR生成的长ds-
DNA复合物中 H4桥接 H3和 H5的2个分离的

DNAzyme片段,使DNAzyme单元连续整合。在镁

离子(Mg2+)存在下该DNAzymes可切割荧光团标记

的底物,以产生极大放大的荧光读数,实现更高的放

大效率。

3 小  结

  与EDC、HCR、DNAzyme等无酶扩增方法比较,

CHA具有催化效率高、背景信号低、反应体系简单稳

定等优点,由于靶标的释放对细胞内靶标生物学功能

的影响可忽略不计。通过改进CHA本身或将之与其

他放大技术相结合可有效提高比单一扩增更高的扩

增效率,实现了强大的信号放大和高灵敏度的检测性

能,已被广泛用于金属离子、小分子、蛋白质、核酸、细
胞等的检测。见表1。尽管CHA在生物传感领域的

应用取得了重大进展,但仍面临一些挑战:(1)在没有

触发探针存在的情况下,CHA发夹之间可能发生非

特异性反应,导致高背景信号。为提高检测的灵敏

度,解决背景泄漏问题势在必行。因此,需合理设计

dsDNA序 列,最 大 限 度 地 减 少 背 景 信 号。(2)对
CHA电路的构造,大多数电路均是基于对目前现有

经典反应的轻微调整而编程的,很少有系统而明确的

设计方法。因此,迫切需要开发辅助设计反应序列的

软件,如DNAzyme
 

Builder,可通过已报道的序列库

快速、自动地设计 RNA/DNA 切 割 DNAzyme[29]。
(3)经典CHA反应依赖于发夹的随机碰撞,动力学相

对较慢,检测时间较长。为有效缩短反应时间,可从
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如何提高扩增效率和反应物的局域浓度等方面入手。
(4)大多数文献报道的策略均集中在特定靶标检测方

面,然而,临床诊断疾病需多种生物标志物的辅助。

因此,构建多靶标传感平台会更有利于生物医学的

应用。

表1  基于CHA策略的不同分析方法

项目 靶标 检测限 线性范围 参考文献

uniCHA piR-651、piR20365、piR-16926、miR-1246
 

miR-21、Cel-miR-39 0.02
 

nM 0.05~1.00
 

nM [12]

mCHA miR-155 400
 

fM - [14]

SRCHA DNA 58
 

pM 1~60
 

nM [16]

LCHA miR-155 0.35
 

nM 0.5~30.0
 

nM [21]

CHA-CHA Cd2+ 5
 

pM 10
 

pM至100
 

μM [22]

CHA-HCR miR-21 10
 

pM 0~4
 

nM [25]

CHA-EDC 卡那霉素 0.03
 

pg/mL 0.1~10.0
 

pg/mL [26]

Hg2+ 0.21
 

pM 0.5
 

pM至50
 

nM

CHA-HCR-DNAzyme miR-21 1.5
 

pM 10
 

pM至1
 

nM [28]

  注:-表示无数据。

  虽然CHA在生物传感领域的应用还存在不足,
但人们仍在努力提高CHA的自组装效率和灵敏度、
拓展CHA的应用领域,以及探索CHA与其他技术

的结合,以期为生物传感器的发展做出贡献。相信未

来将会出现更多基于CHA的先进扩增策略,最终将

会成为生物分析和临床诊断疾病的有力工具之一。
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