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摘　 要　 共轭聚合物的 π 电子体系及共轭离域结构，使其具有良好的发光性能。 聚合物链可充当“分子导

线”，能够成倍放大光学信号，从而有效提高检测灵敏度。 而核酸适体（ａｐｔａｍｅｒ）在特异性、与靶物质亲合力、
信号传导方面比其他识别元件具有更大的优势，因此共轭聚合物的核酸生物传感器在生物检测方面得到了

迅速发展。 本文主要总结了近年来共轭聚合物的核酸生物传感器在生物检测方面的应用，并进一步对该类

型传感器的发展趋势作出了展望。
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１　 引言

水溶性共轭聚合物的核酸生物传感器，由于其

灵敏度高、抗磁干扰强、特异性好，引起了科学家们

的广泛关注。 共轭聚合物具有 π 电子的离域结构、
较高的摩尔消光系数和荧光量子产率。 猝灭剂结合

到聚合物上任一个位点时，能量和电子可以沿着聚

合物主链不断传递下去，引发相邻聚合单元或是位

点荧光性能的改变，这种“分子导线”的功能导致荧

光信号放大，使得共轭聚合物在生物检测方面具有

非常高的灵敏度，被广泛应用于生物传感中
［１ ～ ３］。

通常利用共轭聚合物构象的变化、超猝灭效应、共轭

聚合物和荧光分子标记的核苷酸探针发生能量共振

转移（ＦＲＥＴ）实现检测信号的变化
［４ ～ ８］。

近年来，核酸适体（ ａｐｔａｍｅｒ）的出现，开辟了分

子生物学的新领域。 核酸适体在特异性、与靶物质

亲合力、信号传导方面比抗体识别元件更具有优

势
［９］，这为生命科学的研究建立了更为全面和详细

的数据库，提供了一种全新的方法
［１０ ～ １２］。 所谓核酸

适体，实质就是单链核酸（ＤＮＡ 或者 ＲＮＡ），一般长

度在 ２０ ～ ８０ 个碱基左右。 它们在溶液中可以形成

三维多级结构，对目标物具有高度选择性和良好的

亲合力。 如图 １ 所示，核酸适体一般通过体外筛选

技 术 ＳＥＬＥＸ （ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ
ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ）完成

［１３］。 ＳＥＬＥＸ 技术为生

物分析的检测提供了一个强大的数据库，还为特异

性检测提供了平台。 目前科学家们已经筛选出金属

离子、有机染料分子、酶、抗体、多肽、核苷酸、糖类和

细菌等多类物质的核酸适体，并建立了详细的数据

库，为检测这些物质提供了有效的方法
［１４ ～ １６］。

共轭聚合物的“分子导线”特性和核酸适体的

特异性，使得这一类传感器检测灵敏度高，特异性

强，响应迅速，检测结果能被裸眼观察
［１７， １８］。 目前

图 １　 体外筛选技术的过程示意图

Ｆｉｇ． １ 　 Ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇａｎｄｓ ｂｙ
ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ （ＳＥＬＥＸ） ｐｒｏｃｅｓｓ

已经成功应用于检测 ＤＮＡ 片段、酶、三磷酸腺苷

（ＡＴＰ）、蛋白质和金属离子等，同时还能对 ＤＮＡ 杂

化过程和酶的活性进行实时监测
［１９］。

２　 水溶性共轭聚合物和核酸适体的荧光传

感器传感机制

　 　 对于水溶性共轭聚合物的研究目前主要涉及聚

芴（ＰＦ）、聚噻吩（ＰＴ）、聚苯撑乙烯（ＰＰＶ）和聚苯撑

乙炔（ＰＰＥ） ［１７， ２０， ２１］。 特定基团功能化的共轭聚合

物含有可特异性识别生物化学分子的功能基团，如
糖基、生物素、羧基、氨基酸、肽段、核酸、抗体、氨基

和巯基等。 在共轭聚合物侧链上修饰不同的官能

团，不仅能够实现特异性的检测，还能增大体系的检

测信号以提高灵敏度。 目前，在经典的共轭聚合物

骨架上修饰不同官能团，使其具有更好的发光性能，
已经成为共轭聚合物有机合成的热点之一。

一般来说，水溶性共轭聚合物核酸适体的荧光

传感器的光学传感机制有三种，第一是荧光共振能

量转移（ＦＲＥＴ），发生 ＦＲＥＴ 将直接影响聚合物的荧

光特性，主要以一些含有聚芴苯的共轭聚合物为代

表；第二是在底物诱导下聚合物自身的构象或聚集

状态发生改变，从而影响聚合物的吸收特性。 通常

伴有荧光的猝灭或增强，最大发射波长的红移或蓝

移。 这一类聚合物以含有噻吩的共轭聚合物为代

表；第三是基于固相介质，利用聚合物的自组装或共

价键的方式，连接到硅纳米颗粒的球形表面，由于硅

纳米颗粒表面上易被固定相应的物质，当体系加入

猝灭剂后，产生“超猝灭”的现象。 利用体系前后荧

光强度的变化实现检测。 表 １ 列出了一些代表性的

共轭聚合物、合成方法和参考文献。
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表 １　 典型共轭聚合物的合成方法和传感机制

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｔｙｐｉｃａｌ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｓ
ｐｏｌｙｍｅｒ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｒｅｆ
ＰＦＰ Ｓｕｚｕｋｉ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ＦＲＥＴ ２２
ＰＦＶ Ｈｅｃｋ ＦＲＥＴ ２３
ＰＦＥＰ Ｓｏｎｏｇａｓｈｉｒａ ＦＲＥＴ ２４
ＰＰＥ Ｓｏｎｏｇａｓｈｉｒａ ＦＲＥＴ ２５
ＰＰＶ Ｗｉｔｔｉｇ、Ｈｅｃｋ ｓｕｐｅｒｑｕｅｎｃｈ、ＦＲＥＴ ２６ ～ ２８
ＰＭＮＴ ＦｅＣｌ３ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ２９ ～ ３０
ＰＯＷＴ ＦｅＣｌ３ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ３１

３ 　 基 于 荧 光 共 振 能 量 转 移 （ ｆｏｒｓｔｅｒ
ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｅｎｅｒｇｙ ｔｒａｎｓｆｅｒ， ＦＲＥＴ）
　 　 当能量供体分子（ｅｎｅｒｇｙ ｄｏｎｏｒ）的发射光谱与

能量受体分子（ ｅｎｅｒｇｙ ａｃｃｅｐｔｏｒ）的激发光谱相重叠

时，供体通过偶极⁃偶极之间的相互作用把能量无辐

射地转移给其附近的处于基态的受体，同时供体荧

光分子自身的荧光强度衰减的现象称之为荧光共振

能量转移。
ＦＲＥＴ 的效率受偶极矢量相对方向、给体与受

体间距离、发射 ／吸收光谱重叠程度等因素影响。 由

于聚合物具有离域骨架和较高消光系数，使其成为

很好的能量给体，能够放大荧光发色团（能量受体）
的荧光信号，使得基于 ＦＲＥＴ 的荧光传感器具有较

高的灵敏度，从而实现低浓度检测。
按照检测类型的不同，这一类的生物传感器分

为以下几类。
３􀆰 １　 检测双链 ＤＮＡ 是否互补

Ｂａｚａｎ 等
［３２］

合成了侧链含有季铵离子的聚（芴⁃
苯撑）结构 Ｐ１———聚（９，９⁃双（６′⁃Ｎ，Ｎ，Ｎ⁃三甲胺盐⁃
己烷基）⁃芴亚苯基） （ＰＦＰ，最大吸收波长 ３８０ ｎｍ），
利用 Ｐ１ 与末端被荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）标记的一段肽

核酸（ＰＮＡ）共同组成传感体系，基于 ＦＲＥＴ 设计了

一种实时监测 ＤＮＡ 杂化并且能检测 ＤＮＡ 是否互补

的方法。 当溶液中出现与 ＰＮＡ 碱基互补的 ＤＮＡ 片

段时，ＰＮＡ 与 ＤＮＡ 杂化形成双螺旋结构并带有负

电荷，与带正电荷的 Ｐ１ 发生静电作用拉近了荧光

素与 Ｐ１ 的距离，进而发生荧光共振能量转移。 当

以聚合物的吸收波长辐射体系时，可以观察到荧光

素发出的光。 若出现与 ＰＮＡ 碱基不完全互补的

ＤＮＡ 片段时，ＤＮＡ 链与 ＰＮＡ 不能完全形成双螺旋

结构，不能观察到荧光素发光。 荧光素的检测信号

相比 Ｐ１ 的信号放大 １５ 倍，极大地提高了检测的灵

敏度，检测下限可以达到 １０ ｐＭ。
国内王树研究小组设计并合成了带有丰富侧链

结构的多种聚芴类衍生物，如侧链上带有呋喃基

团
［３３］、树枝状构造

［３４］、咪唑基团
［３５］、冠醚环

［３６］、生
物素

［３７］
的聚芴，并将这些聚合物应用于生物和化学

传感领域，实现了对核酸、蛋白质、生物小分子和金

属离子的检测。

图 ２　 Ｐ１ ～ Ｐ９ 的化学结构

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｐ１ ～ Ｐ９

Ｗａｎｇ 等［３９］
合成了含有芘的聚合物 ＰＤＭＡＥＭＡ

（Ｐ２），并用其来检测 ＤＮＡ 杂化和双链 ＤＮＡ 是否互

补。 如图 ３ 所示，荧光探针由聚合物 ＰＤＭＡＥＭＡ
（Ｐ２）、插入剂 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ⅰ（ＳＧⅠ）和 ｓｓＤＮＡ 组

成。 当向体系中加入互补的 ｓｓＤＮＡ 时，两条 ｓｓＤＮＡ
杂化形成双螺旋结构，ＳＧⅠ能够插入双螺旋结构的

凹槽中。 由于静电吸引，使得 ＰＤＭＡＥＭＡ 上的芘官

能团和 ＳＧⅠ的距离拉近。 由于芘的发射光谱和 ＳＧ
Ⅰ的吸收光谱重叠，能量从芘传递给 ＳＧⅠ。 通过计

算 ＦＲＥＴ 的效率，能够准确地区分完全互补的 ＤＮＡ
双链和有一对碱基不互补的双链 ＤＮＡ，检测下限为

１０ ｎＭ。
Ｃｏｔｌｅｔ 等［４０］

合成了阳离子乙烯撑苯类聚合物

ＰＰＶ（Ｐ３），利用 Ｐ３ 和荧光染料 ＭＧＣ（孔雀石绿）设
计的荧光探针可以通过荧光强度的大小和红移的程

度，确定双链 ＤＮＡ 中含有不互补的碱基个数。
３􀆰 ２　 实时检测 ＤＮＡ 的杂化情况

Ｗａｎｇ 等［４１］
在 ＰＦＰ 的基础上，以聚（芴⁃苯撑）的
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图 ３　 通过 ＦＲＥＴ 步骤无标记检测 ＤＮＡ 杂化的荧光探针

示意图

Ｆｉｇ． ３ 　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｐｒｏｂｅ ｆｏｒ ｌａｂｅｌｉｎｇ⁃ｆｒｅｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ
ＦＲＥＴ

结构为基础，引入烯烃，合成了聚合物 ＰＦＶ（Ｐ４）。
将 ＰＦＶ 和荧光插入剂 ＥＢ（溴化乙锭）联用，设计了

方便简单、无标记、快速响应的实时监测 ＤＮＡ 杂化

的荧光探针。 通过计算荧光强度在 ６０５ ｎｍ 和

４８６ ｎｍ的比值 Ｉ６０５ ／ Ｉ４８６，可推测出体系中的 ｄｓＤＮＡ
含量。
３􀆰 ３　 实时监测 ＤＮＡ 结构

Ｌｉｕ 等
［４２］

基于 ＦＲＥＴ，利用荧光插入剂噻唑橙

ＴＯ 和 Ｐ１ 设计的荧光探针可以用来检测双链 ＤＮＡ。
ＴＯ 在未与核酸结合前不发光，检测无背景干扰。 但

是当其与 ｄｓＤＮＡ 结合后，荧光强度增大 １０００ 倍以

上。 通过裸眼可以检测出血浆中的 ｄｓＤＮＡ，浓度范

围为 １􀆰 ２ ～ ６􀆰 ０ ｎＭ。
Ｗａｎｇ 等［４３］

基于 ＦＲＥＴ，将 Ｐ５ 应用在 ＤＮＡ 特定

序列的高灵敏度检测中。 此种方法能够检测 ＤＮＡ
的茎环结构和 ＤＮＡ 双螺旋结构，还能检测出有碱基

不互补的 ＤＮＡ 序列。
３􀆰 ４　 对蛋白质和酶活性的检测

Ｔａｎｇ 等［４４］
利用 Ｐ５、茎环状核酸适体和荧光插

入剂 ＥＢ，设计了含有两步 ＦＲＥＴ 的荧光探针，用来

特异性地检测腺苷脱氢酶 ＡＤＡ。 带正电荷 Ｐ５ 和

ＤＮＡ 互补链上的荧光基团 ＦＡＭ 之间发生 ＦＲＥＴ，发
出绿光，此时插入剂 ＥＢ 不发出荧光。 在加入 ＡＤＡ
的情况下，腺苷会被水解成为肌苷，同时原来茎环状

核酸适体变成无规则卷曲状的 ｓｓＤＮＡ，与末端含有

荧光基团的 ＤＮＡ 互补链杂化，形成双螺旋结构，ＥＢ
可以插入到 ＤＮＡ 双螺旋结构的凹槽中。 Ｐ５ 作为能

量供体先将能量传递给荧光基团 ＦＡＭ，再由 ＦＡＭ
传递给 ＥＢ，所以溶液中呈现出亮黄色，如图 ４（ａ）所
示。 这种含有两步 ＦＲＥＴ 检测腺苷脱氢酶的方法无

需特殊处理，简单方便，耗时仅需 ２５ ｍｉｎ，检测下限

达到 ０􀆰 ５ Ｕ ／ Ｌ。
随后，Ｔａｎｇ 等

［４５］
利用 Ｐ５ 和茎环状核酸适体，

又以 ＦＲＥＴ 和 ＰＥＴ 为传感机制，设计了一种灵敏度

更高、选择性好的检测腺苷脱氨酶（ＡＤＡ）的方法。
核酸适体在 ３′端有 ３ 个鸟嘌呤，在 ５′端标记的荧光

基团 ＦＡＭ 的荧光可以被这 ３ 个鸟嘌呤猝灭。 Ｐ５ 和

荧光基团 ＦＡＭ 之间发生 ＦＲＥＴ 的效率很低。 向体

系加入 ＡＤＡ 后，此时茎环状核酸适体变成无规则卷

曲状的 ｓｓＤＮＡ，Ｐ５ 和 ｓｓＤＮＡ 上连接的荧光基团

ＦＡＭ 发生 ＦＲＥＴ 的效率大大增加，溶液发出明亮的

绿光，如图 ４（ｂ）所示。 此种方法检测 ＡＤＡ 的下限

是 ０􀆰 ３ Ｕ ／ Ｌ。

图 ４　 水溶性共轭聚合物用作检测腺苷脱氨酶的平台：
（ａ）含有两步 ＦＲＥＴ［４４］ ； （ｂ）含有一步 ＦＲＥＴ［４５］

Ｆｉｇ． ４　 Ｗａｔｅｒ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒ ａｓ ａ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｆｏｒ
ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ： （ ａ） ｔｗｏ ｓｔｅｐｓ ｏｆ ＦＲＥＴ［４４］

ａｎｄ （ｂ）ｏｎｅ ｓｔｅｐ ｏｆ ＦＲＥＴ［４５］

Ｌｉａｎ 等
［４６］

利用 Ｐ５ 来检测 Ｔ４ 多核苷酸激酶。
无标记的茎环状 ＤＮＡ 的 ５′端是 Ｔ４ 多核苷酸激酶的

作用位点。 如图 ５ 所示，ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ作为插入剂，
可以插入茎环状 ＤＮＡ 的茎状区域。 当加入 Ｐ５ 时，
由于静电吸引作用，茎环状 ＤＮＡ 和 Ｐ５ 的距离减小，
导致 Ｐ５ 和 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ染料之间距离足够近，能
够发生 ＦＲＥＴ。 在 Ｔ４ 多核苷酸激酶作用下，茎环状

ＤＮＡ 的 ５′端将发生磷酸化作用产生裂口，变成无规

则卷曲状的 ＤＮＡ，ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ染料无法插入到
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ＤＮＡ 中，不能发生 ＦＲＥＴ。 通过计算 ＦＲＥＴ 效率，可
以推断 Ｔ４ 多核苷酸脱氢酶的活性。

图 ５　 ＰＦＰ 用作 Ｔ４ 多核苷酸激酶检测的原理示意图

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＦＰ⁃ｂａｓｅｄ Ｔ４ ＰＮＫ
ａｓｓａｙ

Ｌｉｕ 等
［４７］

利用阴离子聚合物 Ｐ６，基于 ＦＲＥＴ 设

计了检测溶菌酶的荧光探针。 随后他们通过 Ｓｕｚｕｋｉ
偶联 合 成 了 羧 酸 盐 的 ＰＦＰ 结 构 （ ＰＦＰ⁃ＣＯ２Ｎａ，
Ｐ７） ［４８］，用来检测胰蛋白酶的活性，且检测下限为

１􀆰 ７ ｎＭ。 此外，他们还利用聚合物 Ｐ８，基于 ＦＲＥＴ
设计了能在硅纳米颗粒上检测酶和免疫球蛋白 Ｇ
（抗体）的荧光探针

［４９， ５０］。 如图 ６ 所示，凝血酶核酸

适体易被固定在硅纳米颗粒的球形表面上，结合相

应的凝血酶，形成“夹心” （ｓａｎｄｗｉｃｈ）结构。 这种结

构能够特异性识别体系中另一个凝血酶核酸适体

（被荧光素标记），从而拉近了聚合物和荧光素标记

的凝血酶核酸适体之间的距离，使之能够发生

ＦＲＥＴ，造成荧光信号的放大。 此种方法对凝血酶的

检测下限为 １􀆰 ０６ ｎＭ，对球形免疫蛋白 ＩｇＧ 的检测

下限为 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ。

图 ６　 利用二氧化硅纳米颗粒检测凝血酶的原理图

Ｆｉｇ． ６ 　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｉｌｉｃａ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

３􀆰 ５　 对特定基因的检测

Ｈｕａｎｇ 等［５１］
合成了含有芴和炔烃的阳离子共

轭聚合物 ＰＦＥＰ（Ｐ９），利用连有羧基荧光基团的糖

胺聚糖（ＦＡ⁃ＨＡ，能量受体），设计了一种可视化检测

ＣＤ４４ 基因片段的方法。 在 ＰＦＥＰ 溶液（阳离子）中加

入末端连有羧基荧光基团的糖胺聚糖（阴离子），体系

发生 ＦＲＥＴ，溶液由蓝色变为绿色。 过度表达的 ＣＤ４４
基因会导致细胞癌变，易和糖胺聚糖发生特异性结

合，发生 ＦＲＥＴ 效率降低，溶液中呈现 ＰＦＥＰ 的蓝色，
此种方法的检测下限是 ２􀆰 ３ ×１０ －８ ｇ ／ ｍＬ。

４　 基于构象变化

构象与聚集状态是物质分子在溶液中的物理行

为，处于不同的聚集状态会展现不同的光谱特征。
聚合物链间的聚集会导致其浓度增加，自身荧光发

生猝灭。 聚合物链还会随所处的环境的变化呈现出

不同的构象，从而影响其光学特性。 这是因为聚合

物的有效共轭长度因构象改变发生了变化，具体表

现为吸收峰的红移或蓝移，荧光发射强度的猝灭与

恢复等。 对构象敏感的聚合物可通过肉眼直接观察

到颜色变化，从而应用到可视化的生物传感中。

图 ７　 Ｐ１０ ～ Ｐ１６ 的化学结构式

Ｆｉｇ． ７　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ Ｐ１０ ～ Ｐ１６

Ｌｅｃｌｅｒｃ 课题组
［３１］

于 ２００２ 年报道了阳离子聚噻

吩衍生物 Ｐ１０ 用作无标记、高灵敏、高选择性地检

测 ＤＮＡ 后，聚噻吩衍生物被广泛应用于生物传感

中，目前已经报道用于酶
［５２］、肝素

［５３］、多硫软骨

素
［５４ ～ ５６］、代谢相关物质

［５７ ～ ５９］、纤维素
［６０］、大肠杆

菌
［６１］、链霉素

［６２］
等物质的检测。 聚合物和待测物
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之间主要靠静电吸引和 π⁃π 堆叠作用结合一起。
通常基于构象变化的核酸生物传感器的应用，分为

以下几类。
４􀆰 １　 检测 ＤＮＡ 是否互补

Ｈｅ 等
［６３］

将 Ｐ１０ 用于检测含有禽流感病毒的

ＤＮＡ 序列。 该法能够快速检测出互补链中含有不

互补碱基的 ＤＮＡ，灵敏度达到 １０ － １０ Ｍ。

图 ８　 （ａ）ＰＯＷＴ 应用在 ＤＮＡ 检测的原理示意图； （ｂ）
ＰＯＷＴ 溶液中加入不同浓度 ＢＲＣＡ１⁃１ ｓｓＤＮＡ 后的荧光发

射光谱图

Ｆｉｇ． ８ 　 （ ａ） Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＯＷＴ ｆｏｒ ｓｓＤＮＡ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ． （ｂ） ＰＬ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＰＯＷＴ ｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ＢＲＣＡ１⁃１ ｓｓＤＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

近期，Ｑｉ 等［６４］
将侧链含有两性基团的聚噻吩

衍生物 ＰＯＷＴ（Ｐ１１），应用于检测乳腺癌相关的基

因 ＢＲＣＡ１ 和 ＴＢ４，构建的生物探针最低能够区分一

个碱基不互补的 ＤＮＡ 序列，且对于 ＢＲＣＡ１（４６ｂｐ）
和 ＴＢ４ 基因片段（４０ｂｐ）的检测下限分别达到 ２􀆰 ２３１
ｐＭ 和 ２􀆰 ６５９ ｐＭ。 如图 ８ （ ａ） 所示，当 ＰＯＷＴ 与

ｓｓＤＮＡ 结合后，由于静电吸引，ＰＯＷＴ 链间聚集，构
象趋于平面化，最大吸收波长红移。 在聚集过程中，
ＰＯＷＴ 浓度升高，自吸收效应导致荧光强度降低。
向体系中加入互补的 ｓｓＤＮＡ 后，两条 ｓｓＤＮＡ 杂化，
使得 ＰＯＷＴ 分子释放，体系荧光强度恢复，ＰＯＷＴ 构

象趋于非平面化，最大吸收波长蓝移。 若向体系中

加入含有 １ ～ ３ 个碱基不互补的 ｓｓＤＮＡ，荧光强度只

能部分恢复，且不互补的碱基越多，荧光强度恢复率

越低。 这种检测方法无需标记、响应迅速、生物相容

性好、灵敏度高，将有可能运用于临床检测 ＢＲＣＡ１
和 ＴＢ４ 基因的突变。
４􀆰 ２　 实时监测 ＤＮＡ 杂化

Ｌｉ 等［６５］
利用聚噻吩衍生物 ＰＭＮＴ（Ｐ１２）设计了

一种无标记检测 ＤＮＡ 杂化的探针。 在弱碱性条件

下，ＰＭＮＴ 对鲁米诺⁃过氧化氢化学发光反应具有强

增敏效应。 由于 ＰＭＮＴ 与单链 ＤＮＡ 作用后形成的

复合物（ＰＭＮＴ ／ ｓｓＤＮＡ）对发光体系的增敏程度高于

ＰＭＮＴ 与双链 ＤＮＡ 作用后形成的复合物（ ＰＭＮＴ ／
ｄｓＤＮＡ），所以这种无需标记、均相体系、借助化学发

光的方法可以用来实时监测 ＤＮＡ 杂化。 实验结果

表明该体系的化学发光强度与目标 ＤＮＡ 浓度在

０􀆰 ００１ ～ ０􀆰 １ ｎＭ 范围内呈良好的线性关系，检测下

限为 ３􀆰 ７ × １０ － １３ Ｍ。
４􀆰 ３　 检测 ＤＮＡ 的结构

Ｈｕａｎｇ 等［６６］
利用聚噻吩衍生物 ＰＭＮＴ（Ｐ１２）实

时监测 ｐＨ 引起的 ＤＮＡ 的 ｉ⁃ｍｏｔｉｆ 结构和无规则卷曲

结构相互转变的过程。 当 ｐＨ 值小于 ６􀆰 ５ 时，ＤＮＡ 形

成 ｉ⁃ｍｏｔｉｆ 结构，由于静电吸引作用与带阳离子的

ＰＭＮＴ 结合形成 ＰＭＮＴ ／ ｉ⁃ｍｏｔｉｆ 复合物，溶液呈现黄

色。 当 ｐＨ 值小于 ６􀆰 ５ 时，ｓｓＤＮＡ 具有 ｉ⁃ｍｏｔｉｆ 结构，
ＰＭＮＴ 包裹在 ｉ⁃ｍｏｔｉｆ 结构的表面，ＰＭＮＴ 聚集，由于

π⁃π 键的堆叠，有效共轭长度增加，溶液呈现红色，荧
光强度猝灭，能被裸眼直接观察到。 若 ｐＨ 值大于

６􀆰 ５ 时，ｓｓＤＮＡ 具有无规则卷曲状。 此时加入互补的

ｓｓＤＮＡ，两条无规则卷曲线状状的 ｓｓＤＮＡ 可以杂化形

成 ｄｓＤＮＡ，使得 ＰＭＮＴ 的荧光重新恢复。 Ｘｕ 的团

队
［６７］

也报告了 ＰＭＮＴ 的类似研究成果。
４􀆰 ４　 对酶的检测

Ｌｅｃｌｅｒｃ 等［６８］
发现聚噻吩衍生物 Ｐ１０ 能够用来

检测 α 凝血酶。 Ｐ１０ 在溶液中呈现黄色。 如图 ９ 所

示，当向含有 α 凝血酶核酸适体的溶液中加入 α 凝

血酶后，体系中原有的 α 凝血酶核酸适体形成紧密

的 Ｇ 四聚体结构。 此时加入聚合物 Ｐ１０，聚合物会

包裹在核酸适体表面，阻碍了聚合物链间的聚集，溶
液呈现橘黄色。 而加入其他蛋白质（如小牛血清白

蛋白 ＢＳＡ）后，α 凝血酶适体仍然为无规则卷曲状，
和 Ｐ１０ 形成 ｄｕｐｌｅｘ，造成聚合物链间的聚集，荧光强

度减小，最大吸收波长红移，溶液由黄色变成红紫

色。 这种变化过程能由裸眼观察到，可以用来检测

α 凝血酶。 Ｘｉａ 等［６９］
则利用 Ｐ１３ 以及端粒酶特定的

核酸适体序列 ５′⁃ＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴ⁃３′实现

了对端粒酶的检测。
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图 ９　 利用 Ｐ１０ 和凝血酶 ｓｓ⁃ＤＮＡ 检测 α 凝血酶的原理

示意图

Ｆｉｇ． ９　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｕｍａｎ α⁃ｔｈｒｏｍｂｉｎ ｂｙ ｕｓｅ ｏｆ ｓｓ⁃ＤＮＡ ｔｈｒｏｍｂｉｎ ａｐｔａｍｅｒ ａｎｄ
ｃａｔｉｏｎｉｃ ｐｏｌｙｍｅｒ Ｐ１０

４􀆰 ５　 对特定序列的 ＤＮＡ 的检测

Ｃｏｔｌｅｔ 等［７０］
合成含有乙烯撑苯的聚合物 Ｐ１４，

利用 ＤＮＡ 与聚合物结合后的构象变化，研究了其中

的机理。 在 Ｐ１４ 中加入 Ｇ 富集的 ＤＮＡ 序列（易形

成二级结构），由于 π⁃π 键的堆叠，荧光强度下降，
最大发射波长红移 １８ ｎｍ。 而其他四种 ＤＮＡ 序列

与 Ｐ１４ 结合后，荧光强度增加，最大发射波长红移

３８ ～ ５８ ｎｍ 不等，通过此种方法可以识别出特定序

列的 ＤＮＡ 序列。
４􀆰 ６　 对金属离子的检测

Ｔａｎｇ 等［７１］
利用聚合物 Ｐ１ 和氧化石墨烯 ＧＯ，设

计了可以检测Ｋ ＋
的荧光探针。 若体系中没有Ｋ ＋ ，被

荧光素基团标记的 ＤＮＡ 序列 ５′⁃ＧＧＴＴＧＧＴＧＴＧＧ
ＴＴＧＧ⁃３′的荧光被 ＧＯ 大量猝灭，此时向体系中加入

Ｐ１，体系几乎不发生 ＦＲＥＴ。 若体系中有 Ｋ ＋ ，上述

ＤＮＡ 序列易形成 Ｇ⁃四链体结构，与 ＧＯ 距离疏远，而
Ｐ１ 和荧光素由于静电吸引，距离拉近，发生 ＦＲＥＴ 效

率增加，检测信号变大，且伴随着发射峰的移动，此种

方法的检测下限是 ０􀆰 ０３ μＭ。
Ｗａｎｇ 等［７２］

利用聚噻吩衍生物 ＰＭＮＴ（Ｐ１２）和
碱基 Ｔ 富集的 ＤＮＡ 探针 ＭＳＯ（无规则卷曲状），用
来检测 Ｈｇ２ ＋ 。 如图 １０ 所示，ＰＭＮＴ 溶液呈现黄色，
向溶液中加入探针 ＭＳＯ 后，ＤＮＡ 和 ＰＭＮＴ 由于静

电吸引，造成 ＰＭＮＴ 链间聚集，溶液呈现红色。 若体

系中含有 Ｈｇ２ ＋ ，ＭＳＯ 在 Ｈｇ２ ＋
诱导下，容易形成茎环

结构，而 Ｈｇ２ ＋
在茎环结构的平行部分排列，形成 Ｔ⁃

Ｈｇ２ ＋ ⁃Ｔ 的三层结构，此时聚合物 ＰＭＮＴ 包裹在茎环

结构的 ＤＮＡ 周围，溶液重新恢复黄色。 这种可视化

检测 Ｈｇ２ ＋
的方法，检测下限为 ４２ ｎＭ。 他们

［７２］
还报

道了利用聚合物 Ｐ１４ 选择性检测 Ａｇ ＋
的方法，检测

下限达到 ０􀆰 ５ μＭ。

图 １０　 利用 ＰＭＮＴ 和 ＭＳＯ 的构象变化来检测 Ｈｇ２ ＋
的

机理

Ｆｉｇ． １０ 　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｍｅｒｃｕｒｙ
ｓｅｎｓｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｔａｒｇｅｔ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＭＳＯ ａｎｄ ａ ｒｅｓｕｌｔａｎｔ ｏｐｔｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ
ｏｆ ＰＭＮＴ

５　 基于超猝灭效应

所谓超猝灭效应，是指共轭聚合物的荧光强度

被极大地猝灭，若采用斯特恩方程拟合，得到的 ＫＳＶ

近 １０１１ Ｍ － １，比普通猝灭模式的 ＫＳＶ高很多
［７４］。 研

究发现，聚合物以共价键或是自组装的方式，接到微

球表面上。 加入待测物后，由于待测物上通常连有

猝灭剂，可以使得聚合物的荧光被大量猝灭，利用前

后荧光强度的变化， 可以达到快速灵敏的检

测
［７５ ～ ７７］。

Ｋｕｓｈｏｎ 等
［７８］

提出了在微球表面上检测 ＤＮＡ 的

新体系，将发光聚合物 ＰＰＥ（Ｐ１５）固定在微球表面，
实现了对炭疯热病毒相关 ＤＮＡ 序列的检测。 Ｔｒａｖａｓ
等

［７９， ８０］
在氧化铁磁性微球上包裹了二氧化硅，聚合

物 Ｐ１６ 以共价键方式结合在磁性颗粒上，构成了

ＰＢＥＨ⁃ＭａｇＳｉ 复合体。 在 Ｐ１６ 表面上固定了俘获探

针 ＣａｐＯＤＮｓ，根据 ＤＮＡ 探针上染料 ｃｙ３ 连接位置的

不同，体系会产生两种光学效应，即荧光增强

（ＦＲＥＴ， ｓｗｉｔｃｈ ｏｎ）和荧光超猝灭（ ｓｕｐｅｒｑｕｅｎｃｈｉｎｇ，
ｓｗｉｔｃｈ ｏｆｆ）。 他们基于 ｓｗｉｔｃｈ ｏｎ 模式，设计了检测双

链 ＤＮＡ 是否互补的方法。 如图 １１ 所示，若探针

ＤＮＡ 与 ＣａｐＯＤＮｓ 完全互补，两条 ｓｓＤＮＡ 杂化，ＰＰＶ
和 ｃｙ３ 距离靠近，则 ＰＰＶ 作为能量供体可以将能量

传递给受体 ｃｙ３，发生有效的 ＦＲＥＴ。 若探针 ＤＮＡ
与 ＣａｐＯＤＮｓ 有碱基对不互补，则两条 ｓｓＤＮＡ 不能完

全杂化，发生 ＦＲＥＴ 的效率降低。 通过计算 ＦＲＥＴ
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的效率，就可以判断体系中含有不互补碱基的数量。

图 １１　 利用 ＦＲＥＴ 和超猝灭检测 ＤＮＡ 的原理

Ｆｉｇ． １１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍｓ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｕｔｅｓ， ｎａｍｅｌｙ ＦＲＥＴ ａｎｄ
ｓｕｐｅｒｑｕｅｎｃｈｉｎｇ

６　 结论

本文对近年来荧光共轭聚合物的核酸生物传感

器的应用进行了概括。 荧光共轭聚合物具有倍增光

学响应性，可放大荧光传感信号。 而核酸适体，由于

选择特异性高，亲合力好，使得特异性检测成为可

能，为生物检测提供了广阔的平台。 利用共轭聚合

物作为探针从多角度深入研究传感器的应用，已经

成为环境检测、临床医学、疾病诊断和基因突变等方

面的热点。 目前已经成功应用于检测双链 ＤＮＡ 是

否互补、ＤＮＡ 结构、蛋白质、酶、特定基因、小分子，
同时还能用来实时监测 ＤＮＡ 杂化情况、酶的活性等

等。 由于检测的特异性取决于传感器中核酸适体的

具体核酸序列，为了扩大检测范围，必须确定不同的

核酸适体序列，以达到多样化检测的目的。 这也成

为研究的热点和难点之一。 未来，人们将不断拓宽

检测的范围，同时提高检测的灵敏度，对共轭聚合物

的核酸生物传感器的研究也将不断深入到各个方

面，从而带来特异性强、灵敏高、响应迅速和操作简

单的检测方法。
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