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摘要 DNA不仅是生物遗传信息的载体, 更是一种可精确操控和设计、高度生物相容的高分子材料. 由于

DNA的特异性碱基互补配对和碱基序列的可编程性, 人们设计了DNA链替换反应. 基于链替换反应, 可以构建链

替换反应网络,实现特定的功能.本文综述了近年来在DNA结构和力学性质、链替换反应的微观机制和速率调控

机制、反应网络构建和调控, 及其在球形核酸自组装和细胞组装等方面的研究进展. 最后, 我们展望了DNA链替

换反应网络未来研究和发展方向.
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1 引言

脱氧核糖核酸(deoxyribonucleic acid, DNA)是生

命体最重要的分子之一, 作为遗传信息的重要载体,
其存储着生命体的遗传密码

[1], 并按照中心法则
[2], 调

控生物的生命活动. DNA是由腺嘌呤(A)、胸腺嘧啶

(T)、鸟嘌呤(G)和胞嘧啶(C)四种脱氧核糖核苷酸, 通

过氢键互补配对, 以脱氧核糖(五碳糖)为骨架形成的

双螺旋大分子. 具有疏水性的碱基对, 通过π-π作用彼

此堆叠,置于分子的内侧;脱氧核糖和磷酸基团通过磷

酸二酯键相连构成并排列在外侧. DNA有多种结构形

态, 比如A、B、Z等构型. 其中, B-DNA双螺旋结构是

最常见, 也是生理环境中最普遍的构型.
从高分子物理的角度上看, DNA是一种经典的模

型高分子. DNA带有强负电, 是一种典型的聚电解质

大分子. DNA分子结构精细, 其合成、修饰都比较简

单, 链长和序列可以精准设计和控制. 对DNA, 当其链

长超过1000个碱基对(bp)时, 人们可以采用蠕虫链

(worm-like chain, WLC)来描述. 在生理条件下, DNA
的持续长度(persistence length)约为50 nm, 即150 bp的
长度. 在不同的离子环境和离子强度下, DNA的持续

长度会表现出显著的差异, 范围在40~80 nm[3,4]. 当

DNA链长足够长时, 我们可以将其视为结构均一的高

分子;而当链长较短时,其力学和构象性质的序列相关

性将会被凸显出来.
DNA的碱基互补配对特性和序列可编程性, 使

DNA的功能不再局限于作为遗传物质, 同时也是一种

理想的、可精准设计和控制的生物相容材料. See-
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man[5]于1982年创造性地提出, 通过精确设计碱基序

列, 长链和短链DNA可以通过“退火”的方式组装, 构

建纳米器件. Seeman的思想为精确设计和构筑复杂纳

米器件提供了基础. 此后, 基于DNA设计的各种复杂

器件被成功构建出来, DNA折纸领域得到了蓬勃发

展
[6]. 2000年, Yurke等[7]

提出了一种被称为“toehold调
控的链替换”的反应, 在DNA双链的一端, 保留一定长

度的单链结合位点(toehold端, 即黏性末端), 溶液中的

互补链可以与toehold端结合, 启动分支迁移反应, 将原

本结合的保护链替换下来. 基于链替换反应,人们可以

构建各种复杂的反应线路, 实现特定的功能,甚至与细

胞的生理活动相结合, 实现对细胞生理过程的调控. 基
于链替换反应的DNA动态反应网络在DNA计算、分

子识别、重大疾病诊疗、信息存储、基因调控等方面

具有潜在的应用前景
[8~10].

本文回顾了近年来在DNA刚性、toehold链替换

反应的微观物理机制、DNA链替换反应线路调控等

方面的研究进展, 并对DNA链替换反应线路调控的研

究和应用前景进行展望.

2 短链DNA力学性质

DNA的物理性质与其生理功能的完成密切相关,
包括遗传信息存储、DNA折叠、转录等. 因此, 长期

以来, DNA的物理性质是广受关注的研究课题
[11]. 对

DNA, 在链长大于1000 bp时, 其精细的化学结构通常

被忽略, DNA被视为性质均一的半刚性高分子
[11], 其

可以很好地使用高分子蠕虫链模型来描述 . 但是 ,
DNA生物功能的完成, 往往与其短链尺度的力学性质

和构象转变密切相关. 因此, 近年来, DNA短链尺度的

力学和构象转变性质受到了人们的广泛关注.
通常, 人们视碱基为刚性的平面结构. Raber等[12]

发现, 对含氮六元环结构柔顺性, 非芳香性六元环从平

面扭转到160°非平面结构,所需要的能量仅为1.5 kcal/mol.
更加直接的证据则来源于第一性原理分子动力学模

拟. Leszczynski等[13]
采用CPMD (Car-Parrinello mole-

cular dynamics)对单个碱基的研究发现, 在300 K的室

温下, 嘧啶环有30%的结构为非平面结构. 肖石燕和梁

好均
[14]

通过第一性原理分子动力学模拟, 进一步研究

了碱基对的构象柔顺性. 他们发现, 在孤立状态下, 碱
基嘧啶环的刚性与环的芳香性密切相关. T碱基的芳

香性最小, 其表现出的柔顺性最强; 而A碱基的芳香性

最强,刚性最大. 5种碱基的刚性排序为: A > G ≈ C > U
≈ T, 与其芳香性强弱是一致的. 碱基对间的氢键相互

作用同样会影响碱基柔顺性. 碱基配对增强G、T和U
的刚性, 减弱A的刚性, 对C则影响很小. Shishkin和
Furmanchuk等[15,16]

发现, 碱基的柔顺性会受到周围溶

剂的影响. 在溶液中, G、C、T的刚性会增强, 而A的
刚性减弱. 在生理条件下, 碱基对间会发生质子转移,
形成所谓的“亚胺-烯醇”(imino-enol)异构体. 肖石燕和

梁好均等
[17]

采用CPMD模拟, 借助约束分子动力学和

赝动力学(metadynamics)等稀有事件加强采样方法, 第
一次构建了室温下GC和AT碱基对质子转移的完整自

由能面, 他们发现GC和AT之间双质子转移能垒分别

为~14和~7 kcal/mol. 这些结果表明, 组成DNA的碱基

具有很强的柔顺性;在生理环境下,碱基对变异和异构

体的存在对DNA局域结构和柔顺性描述提出了新的

挑战.
通常, DNA被默认为是一种非常刚性的聚电解质.

通过单分子实验, 在溶液中的持续长度测量值约为

50 nm, 即150 bp. 但是, DNA实际力学性质则远比人

们设想的理想情况要复杂得多. 生物学方面的证据表

明, 短于150 bp的DNA片段也会发生大幅度的弯曲
[18].

而在高分子物理的角度, 当DNA链长小于持续长度时,
人们通常认为DNA为刚性棒, 是无法发生弯曲的. 这

个矛盾的现象, 激发了人们对短链DNA力学性质研究

的广泛兴趣. Wiggins、Vafabakhsh和Ha等[19,20]
通过原

子力显微镜和成环实验, 发现短于100 bp的DNA链段

能发生强弯曲, 表现出强柔顺性. Noy和Golestanian[21]

通过分子动力学模拟, 发现DNA的扭转模量在小于1
个螺旋周期时会突然减少. 这些研究结果, 对DNA的
蠕虫链理想描述提出了挑战. 为了解释DNA在短链尺

度上的强柔顺性 , 人们引入了链段局域瞬时解离

(“bubbles”)[22]、扭结(kink)[23]或者碱基对破缺(open-
ing)[24]. 但是, 这些理论解释至今未获得明确的实验证

据支持. 部分理论和实验工作研究依然对DNA在短链

尺度的强柔顺性持怀疑态度. 比如, Mazur等[25]
通过原

子力显微镜测量了短链DNA的弯曲, 提出DNA长度大

于3个螺旋周期(10.5 nm)时, 仍然符合蠕虫链理想模型

描述. 这些研究结果表明, DNA短链尺度的力学性质

描述, 依然存在争议; 尤其是蠕虫链的长度适用极限,
是值得关注的问题

[26,27].
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为探讨蠕虫链模型在短链尺度DNA上的适用极

限, 肖石燕和梁好均等
[28]

发展了“中性”异构体模型. 他
们通过对比正常带电的DNA与其“中性”异构体在构

象、刚性等性质上的差异, 探讨了短链尺度DNA物理

性质的链长依赖性. 他们的研究结果表明, 对“中性”异
构体, 在各个链段长度上, 其弯曲角概率分布均可以很

好地符合ln(P)~(1−cosθ)线性关系, 其中θ为链段弯曲

角度, P为概率. 这表明, “中性”DNA在所有链长尺度

上都可以很好地符合蠕虫链理想模型. 而对正常带电

DNA, 在链长大于25 bp时, 弯曲角概率分布ln(P)与
(1−cosθ)是线性相关的; 短于25 bp时, ln(P)与(1−cosθ)是偏

离线性关系的, 而且链长越短, 偏离程度越大(图1)[29].
这表明, 链长在短于25 bp时, DNA是偏离蠕虫链理想

模型的, 而骨架的静电排斥作用, 正是导致短链DNA
偏离蠕虫链理想描述的原因. 这也可以认为, 骨架静

电排斥作用, 是对DNA力学弹性的干扰; 当链段越短

时, 骨架静电排斥作用影响越大. 有趣的是, 他们发现,
相比于正常带电DNA, 在大于2个螺旋周期时, “中性”
异构体拉伸模量更小; 而在小于2个螺旋周期时, “中
性”异构体拉伸模量更大. 这个现象说明, 骨架静电排

斥作用对DNA刚性的贡献, 具有链长依赖性. 与传统

上认为骨架静电相互作用对DNA柔顺性的影响是均

一性的观点相比, 这些研究结果是新的认识和理解.
DNA刚性的序列依赖性和离子环境对其结构和

柔顺性的影响, 也是人们关注的重要问题. 在链长较长

时, DNA可以被视为均一的高分子; 当链长越短时, 其
结构和力学性质的序列特异性会被凸显出来. 比如, 人
们发现, A-tracts序列对DNA的柔顺性有两个作用: (1)
它会导致DNA的定向弯曲; (2) A-tracts自身会展现出

较强的刚性
[30]. 肖石燕和梁好均等

[28]
发现, 骨架静电

排斥作用对DNA的影响也与序列相关. 他们发现,
DNA中性化会使GC序列刚性增强, AT序列刚性减弱.
代亮、张兴华、谭志杰等

[31,32]
通过磁镊实验表明, 当

离子强度增强时, DNA扭转(twist)加剧, 减小DNA半
径. DNA序列与DNA高级结构(如DNA超螺旋)之间的

关联, 也是目前值得关注的问题.
通常, 人们认为DNA刚性来源于两部分贡献: 碱

基对间π-π堆叠作用和骨架静电排斥作用. 这两种作

用, 谁对DNA的刚性起主导作用, 一直存在较大的争

议. Odijk、Skolnick和Fixman (OSF)[33,34]认为, 静电相

互作用对DNA持续长度的贡献不到~10%. 而Man-

ning[35]则提出了正好相反的理论, 他认为, DNA刚性

主要由静电作用贡献. Papoian等[36]
通过分子模拟, 发

现π-π堆叠和静电作用对DNA持续长度的贡献几乎相

等. 肖石燕和梁好均等
[29]

通过全原子分子模拟计算了

全原子“中性”异构体和正常带电DNA的持续长度, 发

现静电相互作用对DNA持续长度的贡献为~10%, 与

OSF的理论一致.
对DNA分子, 其短链物理性质依然是目前人们关

注的焦点. 短链DNA的构象柔顺性、结构转变等性质

具有序列特异性, 不仅与其局域生物功能相关, 也与

DNA高级形态、大尺度上的DNA折叠, 以及染色质组

装动力学等密切相关
[37]. 因此, 短链DNA的物理性质,

值得我们持续关注和深入研究.

3 DNA链替换反应微观机制

3.1 DNA杂交

DNA杂交是两条游离的互补单链复合成双链的

过程. 其不仅是DNA生物功能的基本过程之一, 也是

DNA纳米器件构筑的基本步骤. 对toehold调控的链替

图 1 (a) 长度为63个碱基对的短链DNA; (b) DNA轮廓长度
示意图(L0)、端到端距离(L)和弯曲角度(θ); 正常带电DNA
片段(c)和中性异构体DNA片段(d)弯曲角度的概率分布, 在
中性异构体DNA片段中, 骨架磷酸基团是中性的. 计算中,
DNA片段长度分别取值为5、15、25、35、45和55 bp[29](网
络版彩图)
Figure 1 (a) 63 bp DNA oligomer; (b) schematic diagram of the DNA
contour length (L0), end-to-end distance (L), and bending angle (θ).
Probability distribution for bending angles in DNA fragments of N = 5,
15, 25, 35, 45, and 55 bp, in normal DNA (c), and neutral DNA (d), in
which backbone phosphates are neutralized [29] (color online).
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换反应, toehold链段的结合就是杂交过程. 在分子水平

上精准地控制DNA杂交动力学, 是基因复制和调控功

能完成的关键. 通常, DNA杂交被假定为一级转变的

“两态”反应, 这种假定符合阿伦尼乌斯关系, 对实验

上进行数据处理非常方便
[38]. 但是实际上, 这种观点

可能忽视了杂交反应的微观动力学机制, 尤其是DNA
序列在其中的关键作用.

对发卡DNA折叠的研究表明, 除了“打开”和“折
叠”两个态以外, 还存在所谓的“收缩”态(collapsed
state)[39], 并且其能垒与G:C碱基对的位置和数量相关.
通过二维红外光谱对10个碱基对的短链解离过程研究

表明, G:C碱基对在链段中间和末端时, 对其解离动力

学过程有显著差异
[40]. 当GC碱基对位于链段末端时,

其解离过程符合“两态”模型; 而当其位于链段中部时,
它偏离“两态”模型. Hagan等[41]

采用全原子分子动力

学模拟结合自由能计算, 研究了3个bp的寡聚DNA中
单个碱基对的结合和解离过程, 发现该过程存在多条

结合路径, 且在自由能面上存在多个中间态.
肖石燕等

[42]
通过引入Energy Landscape计算, 针对

GC-tracts和GG-tracts寡聚DNA链段, 构建了这两种寡

聚链段的杂交反应网络. GC-tracts和GG-tracts的自由

能树形景观图, 具有明显的差异. GC-tracts序列自由

能面上, 存在on-path漏斗, 对应其在反应过程中的动

力学陷阱态(图2). 他们发现, 对短链DNA杂交, GG-
tracts的反应速率要远大于GC-tracts. 其存在两条可能

的路径: 拉链式配对路径(zippering)和滑行式配对路

行(slithering). 对滑行式配对路径, GC-tracts序列的自

由能垒, 明显要高于GG-tracts. 对拉链式杂交路径, 单
链倾向于在链中端结合, 然后往两端延伸. 不同的是,
GG-tracts序列的两条单链在初始结合时, 容易发生碱

基序列错位, 需要通过链滑移得到完美互补结构. 对

GC-tracts序列, 两条单链在接触时即倾向于正好配对,
这样可以避免链间错位结合而重组, 这会大大降低

GC-tracts杂交的难度. 他们进一步研究了反应速率与

温度的关联, 发现反应速率与温度的关系是偏离阿伦

尼乌斯线性关系的, 这表明短链DNA杂交是偏离“两
态”模型的, 并且在不同的温度下, 反应路径存在显著

的差异. Ferguson等[43]
发现, 在AT-tracts序列的中间或

者末端, 引入G:C碱基对, 可以有效地减少杂交自由能

面中的亚稳态, 并使反应路径多样性减少.
当链长较长时, DNA构象的自由能面会更加复杂.

除了“解离”和“完全复合”两种结构之外, 还有错位、

假结(pseudoknot)、凸起(bulge)等多种结构
[44]. 更重要

的是, DNA杂交速率等与其所处的环境也密切相关.
在细胞内环境时, 细胞内部拥挤的环境和特异性相互

作用的存在, 会使DNA杂交表现出与非细胞溶液条件

下不同的性质. Braun等[45]
发现, 相比于自由溶液,

16 bp的核酸探针在细胞中的杂交速率显著加快.

3.2 DNA链替换反应

Toehold调控的DNA链替换反应是DNA恒温动态

纳米技术的核心. Toehold调控的DNA链替换反应是溶

液中的DNA双链, 保留一定长度的单链toehold端, 游

离的DNA单链(输入/入侵链), 在toehold的协助下, 将

保护链从DNA双链底物中替换下来的反应(图3a). 在

没有toehold协助的情况下, 链替换反应通常是处于阻

断的状态, 但由于DNA双链的自发解离和末端呼吸,
链替换反应依然会以较低的速率发生

[46]. Toehold的作

用, 一方面加快链替换反应速率, 另一方面用于调控链

替换反应速率. Zhang和Winfree[47]提出, 在链替换反应

完成之后, 若产物双链的底物链上再次暴露一个新的

toehold, 这种链替换反应被称为toehold交换(toehold
exchange)反应(图3b). 这个隐藏(incumbent)的toehold
可以参与下一级的链替换反应. 在toehold交换反应中,
链替换反应速率与其热力学能量变化不再相互关联,
从而在保证反应速率的同时, 提高了反应的可控制性

和可设计性. Toehold交换反应为复杂链替换反应网络

的设计和构建提供了极大的灵活性
[8,9,48~51].

泄漏(leakage)反应是制约DNA链替换反应网络设

计和构建的难题. 泄漏反应, 即副反应, 是指在没有

toehold的情况下, 溶液中的入侵链或其他互补链与底

物链结合, 诱发链替换反应的发生并释放信号. 对

DNA反应网络, 链替换反应彼此串联或并联, 反应通

路多, 泄漏反应会严重影响DNA链替换反应网络的正

常运行. 因此, 如何抑制泄漏反应, 是DNA链替换反应

网络的重要课题. 泄漏大致可以分为两类: 初始泄漏

(initial leakage)和渐进泄漏(asymptotic leakage)[52,53].
初始泄漏是指反应开始时, 信号非正常地突然增加,
这是由DNA链合成缺陷、孵育和折叠错误等造成的

底物纯度低导致的
[49,54]. 渐进泄漏是指在没有输入链

的情况下, 输出信号持续增长, 这主要是由于钝端堆

积
[55,56]

、末端“呼吸”效应以及链间相互作用
[57], 导致
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DNA链末端暴露结合位点, 从而使底物链与溶液中的

互补链结合, 并最终释放信号链. 为了抑制泄漏反应,
人们提出了许多解决方案. Ellington等[52]

通过使用生

物素化方法移除错误折叠的发卡结构、延长孵育时

间、使用酶合成DNA等方式, 成功地大幅降低了发卡

反应的初始泄漏, 实现了两级发夹链替换反应网络.
Qian和Winfree[49]通过引入“夹钳”区域(clamp)来降低

逻辑门的泄漏反应. Jiang等[58]
通过在发卡的loop部分

引入错配, 降低了发卡链替换反应的泄漏信号. Seelig
等

[59]
使用质粒在细菌中合成DNA底物链来降低DNA

合成的缺陷, 从而降低初始泄漏. 针对长链线性底物的

泄漏问题, 肖石燕和梁好均等
[60]

提出, 在链替换反应

分支迁移步骤中, 引入能垒来抑制泄漏反应, 降低泄

漏信号. 据此, 他们提出了一种新的底物策略——组

合底物(图4a). 组合底物是由预纯化的短双链DNA底
物, 通过尾端彼此相连的方式构筑成的长链多链底物.

相比于线性底物, 组合底物的优势主要体现在三个方

面: 首先, 组合底物不需要合成长的DNA单链, 从而避

免了长单链DNA的合成错误和较高的合成成本; 其次,
传统的PAGE纯化方法能够获得高纯度的短DNA底物,
将高纯度的短DNA底物组合在一起形成长DNA底物,
可以有效地抑制初始泄漏;最后,基于理论计算得到的

DNA链替换反应自由能面表明, 组合底物中的扭链结

构(junction)相当于在渐进泄漏反应的过程中引入了额

外的能垒, 从而有效地抑制了渐进泄漏反应(图4b). 作
为一种新的底物策略, 组合底物策略可以应用于复杂

核酸探针的设计和复杂反应网络的构建, 在体外诊断

和检测中的具有潜在应用价值.

3.3 DNA链替换反应的微观机理及速率调控

DNA链替换反应是DNA恒温动态纳米技术的基

础, 理解链替换反应的微观机制, 对构建复杂链替换反

图 3 (a) Toehold介导的DNA链替换反应示意图. (b) Toehold链交换反应示意图(网络版彩图)
Figure 3 (a) Schematic diagram of toehold-mediated DNA strand displacement reactions. (b) Schematic diagram of toehold exchange reaction (color
online).

图 2 (a) d(GCGCGC)片段杂交自由能树形图, 计算温度为298 K,自由能计算阈值为−10 kcal mol−1. (b)上图为d(GCGCGC)的
解离状态(A)与完全杂交状态(B)之间的最速自由能拉链(zippering)路径. 下图为d(GCGCGC)错位四个碱基的状态(A)与完全杂
交状态(B)之间的最速自由能滑行(slithering)路径

[42](网络版彩图)
Figure 2 (a) Free energy disconnectivity graph for the hybridization of d(GCGCGC), obtained at a temperature of 298 K and a regrouping threshold
of −10 kcal mol−1. (b) Top: fastest free energy zippering pathway between the conformational ensembles corresponding to dissociated (A) and fully
hybridized (B) states for d(GCGCGC). Bottom: fastest free energy slithering pathway between the ensemble of structures slipped by four bases (A) and
the fully hybridized state (B) for d(GCGCGC) [42] (color online).
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应网络具有重要意义. 对DNA链替换反应的微观反应

过程, 最常用的理论模型是Winfree等[61]
提出的“intui-

tive energy landscape”模型(IEL模型). IEL模型是根据

对链替换反应过程的直观理解, 构建起反应过程自由

能面. 随后, 肖石燕和梁好均等
[60]

基于IEL模型详细阐

述了链替换反应中渐进式泄漏反应的微观机制, 发现

了线性底物的多条短链结合处的末端呼吸在渐进泄漏

中所起到的关键作用, 由此提出了“组合底物”新策略,
有效地抑制了泄漏反应, 大幅度提高了多输入体系的

信噪比. Zhang等[47]
将链替换分支迁移过程视为两个

宏观态(“macrostate”), 推导了链替换反应的双分子反

应速率计算公式. 肖石燕和梁好均等
[62]

针对错配等多

种情况, 提出了“五步”反应模型, 推导了链替换反应

的速率解析表达式, 其结果与实验规律相吻合. 在此

基础上, 他们进一步将反应模型应用于单碱基突变检

测, 并基于理论模型设计了球形核酸单碱基突变探针,
该探针在肉眼可观测的条件下, 检测限达到了pM量

级, 比同类检测体系灵敏度高出近两个量级. 此外,
Seidel等[63]

采用IEL模型, 模拟了碱基错配对DNA链替

换反应过程的影响, 其计算结果与实验结果相吻合.

DNA粗粒化力场的发展
[64], 如oxDNA等[65], 为人

们直接采用分子模拟理解链替换反应过程提供了可

能. Doye等[65]
基于oxDNA模拟了DNA镊子. Turber-

field等[66,67]
模拟了错配等条件下的链替换反应自由能

面. 但是, 由于链替换反应时间较长, 模拟链替换反应

往往要定义反应坐标, 并借助稀有事件加强采样的方

法. 通常, 人们使用碱基对的结合数目作为序参量, 由
于DNA链替换反应的复杂性, 使用单一的反应坐标可

能无法体现链替换反应的真实过程. 肖石燕和梁好均

等采用energy landscape计算, 构建了链替换反应的完

整构象转变反应网络. 他们发现, 链替换反应并不完全

是符合直观的IEL模型理解, 其主要体现在四方面:
(1) 分支迁移的过程, 并不是一个碱基一个碱基地发生替

换, 而是几个碱基同时发生; (2) 分支迁移反应中碱基

对间的竞争过程, 即保护链片段与底物链的脱离过程,
以及底物链与入侵链的结合过程, 这两个过程并不是

同时发生. (3) 在反应接近结束时, 保护链会在还有多

个碱基结合的情况下, 即因为热扰动与底物链发生脱

离. (4) 构象熵在链替换反应中起到关键调控作用.
DNA链替换反应网络构建的另一个关键是对

图 4 (a) 组合底物结构示意图. (b) 线性底物和组合底物渐进泄漏的直观能量景观图
[60]. (c) 基于组合底物构建的四输入链替

换反应线路. (d) 四输入链替换反应线路动力学曲线图及其信噪比(网络版彩图)
Figure 4 (a) Schematic diagram of the J-substrate (junction substrate). (b) Intuitive energy landscape of the asymptotic leakage in L-substrate circuit
and J-substrate circuit, respectively [60]. (c) Schematic diagram of four-input circuit fabricated with J-substrate. (d) The kinetic curves and the
background-to-signal (B/S) ratios of four-input circuits (color online).
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DNA链替换反应速率的精细调控. 通常, 人们粗略地

使用toehold链段的长度来调控DNA链替换反应的速

率. Yurke和Mills[68]发现, 当toehold长度由1个碱基逐

渐增加到5个碱基时, DNA链替换反应的速率常数可

以改变5个数量级. Zhang和Winfree[47]发现DNA链替

换反应速率与入侵toehold和隐藏toehold的链段长度相

关. 他们发现, 当toehold长度<6个碱基时, 随着toehold
长度的增加, 链替换反应速率常数迅速增大, 最高可达

107 M−1 s−1; 当toehold长度≥6个碱基时, 反应速率常数

保持不变. Genot等[69]
提出, 在toehold与分支迁移段之

间加入间隔区来调控链替换反应速率, 即“远端toe-
hold”调控策略(remote toehold). 夏帆等

[70]
通过在缓冲

液中加入醇类等极性分子调控反应速率. Ouldridge
等

[63,66,67]
通过引入错配碱基调控链替换反应的动力学

过程. 2022年, 李成勖、肖石燕和梁好均等
[71]

发现, 在
近toehold端的修饰基团, 也能够显著地调控DNA链替

换反应的动力学过程, 对反应速率的调控范围可达2个
量级(图5). 他们发现, 标记在保护链(incumbent strand)
近toehold端的修饰基团能够增加DNA反应物双链的

稳定性, 从而显著地降低DNA链替换反应速率, 这一

结果等效于减少了toehold链段长度; 而标记在底物链

(substrate strand)近toehold端的修饰基团能够增加产物

双链的稳定性, 从而加快DNA链替换反应速率, 这一

作用等效于增加了toehold链段长度.

4 DNA链替换动态反应网络的构建和调控

基于toehold调控的DNA链替换反应, 可以构建复

杂动态反应网络, 实现特定的设计目标和功能. 近年

来, DNA链替换反应已经被用来构建分子机器
[7,72]

、

具有化学放大器作用的催化系统
[50 ,73~76]

、逻辑运

算
[48,49,77,78]

、生化检测平台
[62,79]

、细胞生理功能调

控
[80]

以及诱导胶体粒子的自组装
[81~84]

和结晶等
[85,86].

4.1 DNA链替换动态反应网络

2000年, Yurke等[7]
第一次基于链替换反应设计了

由反应线路控制的DNA镊子. 这个简易的分子机器由

三条DNA链组成, 通过“燃料”DNA单链驱动, 控制

DNA镊子的“关闭”和“打开”. 2007年, Zhang等[50]
基于

DNA链替换反应设计了第一个熵驱动的无酶自催化

信号放大反应网络. 2011年, Qian等[49]
基于130条DNA

链设计和实现了四位二进制数的开方计算; 他们还利

用链替换反应网络, 实现了小型神经网络计算
[48].

2010年, Soloveichik等[87]
在理论上提出了一种基于链

图 5 (a) DNA链替换反应示意图. (b) 第一步DNA链替换反应对应的反应速率常数. (c) 修饰了不同荧光或淬灭基团的signal-
substrate双链和invader-substrate双链的熔点温度

[71] (网络版彩图)
Figure 5 (a) Scheme of DNA circuit based on TMSDR. (b) Fitted rate constants for the first step of the designed circuits. (c) The melting temperature
for the signal-substrate duplex and invader-substrate duplex with different labels [71] (color online).
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替换反应作为基元反应, 构建反应网络的通用方法, 以
实现Lotka-Volterra振荡等

[88]
特定设计功能. 这种理论

思想的可行性于2017年通过实验得到了验证. 肖石燕

和梁好均等
[81]

将DNA链替换反应网络引入球形核酸

系统, 实现了恒温的球形核酸聚集反应; 而此前, 由于

球形核酸复杂的表界面相互作用, 人们很难在其表面

进行复杂的可控链替换反应. 他们进一步研究发现,
球形核酸表面较高的DNA接枝密度, 会导致链替换反

应速率表现出阶跃式的“OFF/ON”开关效应
[89].谭蔚泓

等
[90]

基于链替换反应网络在体外实现了适应性免疫

反应功能.
除此以外, DNA链替换反应网络也可以与细胞等

相结合, 实现特定的功能. Thubagere和Qian[91]开发了

一种单链DNA分子机器人, 其可以通过在DNA折纸表

面上的随机行走来实现分子货物的分拣功能. 谭蔚泓

等
[92]

将DNA杂交链式反应与适配体相结合, 设计了一

种细胞膜计算系统, 从而实现对细胞的识别与分离. 裴
昊等

[93]
基于链替换反应网络构造出了卷积神经网络,

其能直接处理复杂的生物分子信息, 具备对32类分子

图谱信息分类功能. Lucks等[94]
基于RNA-DNA链替换

反应线路, 建立了小分子传感平台“ROSALIND”, 实现

了12种逻辑运算. Joesaar等[95]
基于链替换反应网络,建

立了一种被称为“BIOPC”的细胞信息传输平台, 其可

以实现对DNA信息的感知、传输和反馈.

4.2 基于DNA链替换反应网络调控的自组装

基于DNA的自组装, 大体上可以分为两类: 一类

是基于退火方法的DNA折纸术(DNA origami)、单链

tile等组装
[6,10]; 另一类是基于链替换反应网络调控的

恒温自组装
[7,50]. 本节主要综述第二类, 即基于DNA链

替换反应网络调控的恒温自组装.
1996年, Mirkin等[96]

和Alivisatos等[97]
分别独立将

DNA接枝在金纳米粒子表面, 并通过互补链相结合,
实现了纳米粒子的聚集. 这种DNA-AuNPs粒子后来被

称为球形核酸(spherical nucleic acid, SNA)[98], 其兼具

无机纳米粒子和有机高分子的特性, 尤其是接枝在纳

米粒子表面的DNA链段, 使纳米粒子之间的识别、组

装和精准控制成为可能. 2008年, Gang等[99]
和Mirkin

等
[100]

通过设计和调节球形核酸上DNA连接链的序列

和长度, 成功地组装出了体心立方、面心立方等三维

有序胶体晶体. 在此后10余年期间, 更加复杂、更大

尺寸的球形核酸晶体结构被设计和实现
[85,101,102]. 此

外, 人们也使用分子模拟探索了球形核酸的组装. 燕

立唐等
[103]

通过退火组装研究了DNA功能化的两面神

(Janus)纳米粒子的组装行为. 他们发现, 通过调控纳米

粒子的形状, 可以组装成面心立方、简单立方、四方

柱等多种晶体结构. 组装动力学过程有熵主导和焓主

导两个过程. 汪蓉等
[104]

利用基于退火组装的方式, 发

现接枝了不同DNA链的纳米粒子, 可以组装成不同的

六方密堆积和面心立方密堆积结构. 他们进一步研究

了DNA链的刚度对组装结构的影响
[105]. 对刚性DNA

链, 纳米粒子可以组装成体心立方(BCC)结构, 但其对

链长比较敏感; 对柔性DNA链, 纳米粒子依然能保持

BCC结构, 但体系的DNA杂交的概率较低. 以上这些

超晶格结构都是使用退火的方式构造的.
为了实现恒温条件下的球形核酸的组装, 梁好均

等将DNA链替换反应网络引入到球形核酸组装领域,
在最近十年间, 取得了系列进展. 2012年, 梁好均等

[81]

第一次将基于DNA链替换反应的分子机器引入球形

核酸体系, 实现了分子机器驱动的球形核酸同步聚集

反应. 他们将DNA底物链接枝到金纳米粒子表面, 通

过两轮链替换反应 , 实现了球形核酸的同步聚集 .
2015年, 肖石燕和梁好均等

[84]
建立了两级链替换反应

网络调控的球形核酸同步聚集反应体系. 第一层链替

换催化循环网络在溶液中进行, 其释放的引发链驱动

第二级球形核酸表面的链替换催化循环网络, 从而实

现球形核酸的同步聚集. 由于球形核酸上修饰的DNA
链不参与上游链替换反应网络, 因此, 同一个球形核酸

自组装系统可以与不同的上游DNA链替换反应网络

进行级联. 该方法无需反复制备不同种类的球形核酸,
节约了大量的时间和成本. 通过对两个子系统的优化,
该方法能用来检测任意序列的DNA链, 且对正确DNA
序列和突变DNA序列表现出显著的区分效果. 2017年,
他们发展了DNA链替换反应网络的理论模拟平台, 并

通过理论模拟, 研究了泄漏等系统参数对链替换反应

网络运行的影响, 实现了在理论上设计和构建多级链

替换反应网络. 由此, 他们设计了三级链替换催化循

环网络调控的球形核酸聚集反应系统
[106]. 2020年, 该

课题组
[86]

进一步实现了DNA链替换反应调控的球形

核酸恒温、有序、可控组装. 他们提出了一种焓介导

的球形核酸结晶策略(图6). 该策略可以在恒定温度下

控制纳米粒子的组装路径, 避免因亚稳态的存在而导
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致的无序结构, 最终组装成有序的胶体超晶格. 他们基

于该策略, 有条件地激活胶体粒子的组装, 并通过重新

配置DNA分子结构来转变胶体粒子的特性, 实现了不

同晶体形态之间的转变. 该策略第一次实现了链替换

反应网络调控纳米粒子恒温、有序、可控组装. 他们

进一步研究表明, 与传统的退火策略相比, 这种基于

链替换反应网络调控的球形核酸组装遵循不同的组装

机制. 在传统的退火组装策略中, 纳米粒子主要通过近

邻粒子间的调整来逐步消除缺陷, 组装成有序超晶格.
而在焓介导的球形核酸结晶策略中, 纳米粒子会发生

大量的全域粒子位置调整, 从而消除缺陷, 最终组装

成有序超晶格.
DNA链替换反应网络也可以应用于活细胞组装.

活细胞的组装是新兴领域, 目前在这方面的工作比较

少. 但是, 我们认为对细胞的直接操控和微组织的构

建, 不仅仅涉及软物质等基础课题, 更具有潜在的医

学应用前景, 是值得关注的研究领域. Bertozzi等[107]
将

短链DNA连接在细胞表面, 通过DNA之间的相互作

用, 控制细胞间的链接, 成功地构建了三维微组织.
Gartner等[108]

进一步通过DNA控制细胞之间的相互作

用, 构建了多层次、多种形态和结构的微组织. Akbari
等

[109]
将DNA纳米器件连接到细胞表面, 通过操控

DNA纳米器件, 实现了对细胞的组织和层次的调控.
裴昊等

[110]
通过DNA反应线路控制细胞之间的相互作

用, 实现了细胞间相互作用路径的选择.

除了DNA动态反应网络, DNA折纸技术(DNA or-
igami)是近年来DNA纳米技术的重要发展. 2006年,
DNA折纸技术的出现

[111]
使DNA纳米结构的构建成为

了简单的“一锅”反应
[112], 极大地减少了DNA纳米器件

的构建难度和所需要的时间. 经过多年的发展, DNA
折纸术已经逐渐成熟, 基于DNA折纸术构建的纳米结

构, 具有极高的复杂度、稳定性和刚性
[6,113,114]. 2017

年, Yin和Yan等[115]
进一步提出了单链DNA折纸术. 谭

蔚泓等
[ 11 6 ]

开发了一种称为DNA四面体纳米镊子

(DTNT)的细胞内DNA纳米探针, 该探针可以基于荧光

共振能量转移对细胞内肿瘤相关的mRNA进行检测和

成像. 2020年, 樊春海等
[117]

基于六螺旋束DNA折纸结

构构建了单链DNA类似物, 即元DNA (meta-DNA), 并
成功实现了meta-DNA的自组装. 基于DNA折纸技术

构建的纳米结构具有良好的生物相容性、极低的细胞

毒性以及极高的靶向性, 这使其成为一种理想的靶向

探针和药物载体. 将DNA动态反应网络与DNA折纸术

结合, 可以进一步拓展DNA在癌症诊疗、细胞生理功能

调控、载药纳米技术、纳米疫苗等方面的应用
[113,118].

5 总结与展望

DNA是一种特殊的生物大分子. 通常, 人们对

DNA的认识, 只局限于DNA是遗传信息的载体, 但是,
它更是一种特殊的高分子材料. 相比传统高分子材料,

图 6 由toehold介导的DNA链替换反应驱动的恒温可编程原子等价物(programmable atom equivalents, PAEs)组装示意图
[86].

通过精细调控反应网络, 释放引发链, 惰性PAEs可以转变成活性PAEs, 并最终精准组装成超晶格(网络版彩图)
Figure 6 Scheme of isothermal PAEs (programmable atom equivalents) assembly driven by a toehold-mediated DNA strand-displacement circuit
[86]. By fine-tuning the reaction network, the trigger strand will be released, resulting in the transition of deactivated PAEs into activated PAEs which
eventually assembled into superlattice (color online).
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DNA具有更强的可控性和可设计性. DNA的碱基互补

配对特性和序列可编程性, 使得精准地操控DNA, 构

建复杂纳米器件和反应网络成为可能. 根据我们的探

索, 并结合该领域近年来的研究进展, 本文总结了近年

来DNA链替换反应网络在基础研究和应用研究方面的

系列研究进展, 主要包括DNA的结构和力学性质, DNA
杂交、链替换反应机制, DNA链替换反应网络的构建和

调控, 以及DNA链替换反应网络在自组装方面的应用.
DNA纳米技术的出现, 使人们能够通过自下而上

的反应网络和组装体来构建复杂的逻辑回路和纳米器

件, 以实现不同的功能. 目前, 这个领域依然是一个活

跃的研究领域, DNA链替换反应网络的基础研究和应

用研究依然在迅速地往前推进. 针对DNA和DNA反应

网络, 我们认为有4个方面值得人们关注.
第一, DNA的结构和力学性质. 长链DNA可以使

用蠕虫链模型来描述, 但DNA短链尺度上的力学性质

和结构转变, 与DNA的功能密切相关. 短链DNA具有

复杂的结构和力学性质, 尤其是DNA在短链尺度和长

链尺度力学性质的关联, 如DNA折叠、DNA高级结构

和构象转变等, 目前依然没有得到全面阐述, 值得我们

进一步探索.
第二, 基于DNA链替换反应网络的DNA分子计

算, 具有并行化等优势. 近年来, DNA分子计算已经在

癌症诊断等方面有了初步的探索. 但是DNA链替换反

应网络组分多、相互作用复杂、设计难度高, 如何在

理论和实验上解决DNA链替换反应网络的噪声等问

题, 从而实现大型复杂反应网络的精准设计和控制, 是
值得关注的问题.

第三, 细胞的控制和组装等是近年来的新兴领域.
细胞的控制和组装并不仅仅是生物工程问题, 其实, 其
更是物理问题和物理化学问题. 从软物质的角度去研

究细胞相关的问题, 是近年来的研究热点. 基于DNA
反应网络调控和控制细胞组装的动力学路径, 构建具

有功能化的微组织, 值得我们深入研究.
最后, DNA具有良好的生物相容性、可操控性和

极低的细胞毒性, 这使得DNA纳米器件成为一种理想

的靶向药物载体. 最近, 球形核酸纳米疫苗
[119]

这一概

念的提出, 更是充分证明了DNA在医学领域的巨大潜

在利用价值. 在未来, DNA恒温动态反应网络可以进

一步与DNA折纸术等相结合, 拓展DNA在疾病诊疗、

药物输运、纳米疫苗等方面的应用.
DNA链替换反应网络的设计和调控是一个基础

研究课题, 但同时其具有广阔的应用前景, 值得我们进

一步探索.
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Abstract: Other than being a carrier of genetic information of life, DNA is one type of material which is highly
controllable and biocompatible. Utilizing the specific base pairing and the programmability of DNA sequences,
scientists developed a new type of reaction called toehold-mediated strand displacement reaction. Based on toehold-
mediated strand displacement reactions, we can construct strand displacement circuit and even more complex reaction
network to achieve specific functions. In this contribution, we reviewed recent progress in DNA mechanical properties,
DNA hybridization, the mechanism of toehold-mediated strand displacement reaction, and the construction and
modulation of reaction networks, and their applications in the self-assembly of spherical nucleic acids and cellular
assembly. In the end, we discussed the future perspective of the field of DNA-based reaction network.
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