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摘　要　ＤＮＡ计算作为前沿科学研究的重点和热点，已经从简单发展为复杂，从理论转化为应用．在这一过程中，
反应速度快、变化灵敏的荧光标记技术发挥了重要的作用．文中围绕ＤＮＡ计算和荧光标记技术两个方面进行说
明．一方面，对近年来ＤＮＡ计算中荧光技术的应用进行了总结：（１）荧光标记的表面计算；（２）与某些酶切技术相
结合的荧光检测；（３）与ＤＮＡ链置换相结合的荧光技术；（４）与基因沉默技术相结合的荧光ＤＮＡ逻辑门；（５）与
ＤＮＡ自组装立体结构相结合的荧光技术；（６）与ＤＮＡ变构相结合的荧光技术．另一方面，介绍了几种近年来发展
起来的新型荧光技术：（１）荧光信号识别放大技术；（２）与磁珠技术相结合的荧光技术；（３）与ＰＨ值变化相结合的
ＤＮＡ荧光技术；（４）与ｍｉＲＮＡｓ检测相结合的荧光技术．在今后的研究中，只有将这两者紧密结合，才能发挥ＤＮＡ
计算天然的优势．

关键词　ＤＮＡ计算；荧光标记技术；纳米技术；ＤＮＡ分子；杂交
中图法分类号ＴＰ３０１　　　犇犗犐号：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１０１６．２００９．０２３００

犇犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋犪狀犱犃狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔犻狀犇犖犃犆狅犿狆狌狋犻狀犵
ＺＨＡＮＧＣｈｅｎｇ　ＹＡＮＧＪｉｎｇ　ＷＡＮＧＳｈｕＤｏｎｇ

（犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犎犻犵犺犆狅狀犳犻犱犲狀犮犲犛狅犳狋狑犪狉犲犜犲犮犺狀狅犾狅犵犻犲狊狅犳犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犈犱狌犮犪狋犻狅狀，
犛犮犺狅狅犾狅犳犈犾犲犮狋狉狅狀犻犮犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犪狀犱犆狅犿狆狌狋犲狉犛犮犻犲狀犮犲，犘犲犽犻狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犅犲犻犼犻狀犵　１００８７１）

犃犫狊狋狉犪犮狋　ＤＮＡｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，ａｓａｆｏｃｕｓｏｆｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｆｉｅｌｄｓ，ｈａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｒｏｍｓｉｍｐｌｅｔｏｃｏｍｐｌｅｘ，
ｆｒｏｍｔｈｅｏｒｙｔｏａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ．Ｉｎｔｈｉｓｃｏｕｒｓｅ，ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｈａｎｄｌｅｄｅａｓｉｌｙａｎｄｈａｓ
ａｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｄ，ｐｌａｙｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅ．ＴｈｉｓｐａｐｅｒｐａｙｓｍｏｒｅａｔｔｅｎｔｉｏｎｓｔｏＤＮＡｃｏｍｐｕｔｉｎｇ
ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．Ｏｎｏｎｅｈａｎｄ，ｍａｊｏｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎＤＮＡｃｏｍｐｕｔｉｎｇａｒｅ
ｓｕｍｍｅｄｕｐ．Ｔｈｅｒｅａｒｅｓｅｖｅｒａｌａｓｐｅｃｔｓ：（１）ｓｕｒｆａｃｅｃｏｍｐｕｔｉｎｇｌａｂｅｌｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ．（２）Ｔｈｅ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｄｅｔｅｃｔｉｎｇｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇ．（３）Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｕｓｅｄｉｎ
ＤＮＡｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎａｎｄｒｅｌｅａｓｉｎｇ．（４）ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌｏｇｉｃａｌｇａｔｅｂａｓｅｄｏｎＲＮＡｉ．Ａｔｆｉｒｓｔ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｓｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｂｙＲＮＡｉ．（５）Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｕｓｅｄ
ｉｎＤＮＡｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙ．（６）ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｂａｓｅｄｏｎＤＮＡｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ．Ｏｎｔｈｅｏｔｈ
ｅｒｈａｎｄ，ｓｅｖｅｒａｌｎｏｖｅｌｍｅｔｈｏｄｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｒｅｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄａｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ：（１）Ｓｉｇｎａｌａｍｐｌｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎｓ．（２）Ｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍａｇｎｅｔｉｃ
ｂｅａｄｓ．（３）ＴｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｉｎｇｗｉｔｈＰＨ．（４）ＤｅｔｅｃｔｉｎｇｍｉＲＮＡｓｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｏｎｌｙｃｏｍｂｉｎｅｔｈｅｓｅｔｗｏａｓｐｅｃｔｓｉｎｔｏｗｈｏｌｅ，ｍｏｓｔｏｆｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆＤＮＡ
ｃｏｍｐｕｔｉｎｇｃａｎｂｅｔａｋｅｎｕｓｅｄｅｎｔｉｒｅｌｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊　ＤＮＡｃｏｍｐｕｔｉｎｇ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌａｂｅｌｉｎｇ；ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；ＤＮＡｍｏｌｅｃｕｌｅ；ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ



１　引　言
ＤＮＡ由于其具有的特性，在大自然的进化中，

被选择为稳定的遗传物质．在细胞中，ＤＮＡ精细地
编码并控制着整个细胞的新陈代谢．另一方面，
ＤＮＡ分子容易构成二级甚至三级结构．因此，ＤＮＡ
作为计算工具有着得天独厚的优势［１２］．近年来，
ＤＮＡ计算领域发展迅速，尤其在ＤＮＡ分子自组
装、ＤＮＡ纳米装置等方面［３］．然而伴随着ＤＮＡ计
算解决问题的规模增大和形式多样化、求解过程中
ＤＮＡ分子数量急剧增加以及ＤＮＡ分子结构复杂
性的加大、求解过程中实验过程繁琐且存在误差，使
得ＤＮＡ计算中解的标记和检测变得更加困难［４］．
为了解决这一难题，荧光技术在ＤＮＡ计算中逐渐
得到了广泛的应用．荧光是指某些物质受到某种波
长的光激发后，其原子中的电子被激发到较高能级
产生的发射光．荧光物质分子都具有刚性结构和共
平面的ππ共轭体系．在激发态时，这种结构具有稳
定性，可以持续数秒钟，从而有利于能量的转移［５］．
ＤＮＡ荧光技术在生物学领域中已经有很多应用，如
近年来发展起来的ＤＮＡ荧光标记、ｒｅａｌｔｉｍｅ检测
技术、分子信标技术等．荧光标记ＤＮＡ简单便捷，
可以实时检测，而且灵敏度非常高，这些特点都使得
其在ＤＮＡ计算中具有广泛的应用前景．

图　１

目前，结合荧光技术的ＤＮＡ计算已经成为前
沿研究热点．荧光技术在ＤＮＡ计算中的应用主要
有如下几类：（１）荧光标记的表面计算：通过ＤＮＡ
固定化和杂交技术，在固相表面通过荧光标记进行
计算．（２）与某些酶切技术相结合的荧光检测：利用
特定酶与ＤＮＡ分子的特性，通过检测酶切后荧光
量进行计算．（３）与ＤＮＡ链置换相结合的荧光技
术：巧妙利用ＤＮＡ分子的三链甚至多链结构，通过

加入引发链，来释放另一ＤＮＡ链．（４）与基因沉默
技术相结合的荧光ＤＮＡ逻辑门：利用ＲＮＡｉ技术
控制表达荧光蛋白，从而构建了多重逻辑门．（５）与
ＤＮＡ自组装立体结构相结合的荧光技术：在ＤＮＡ
自组装结构的基础上，结合了荧光标记技术．（６）与
ＤＮＡ变构相结合的荧光技术：通过ＤＮＡ分子的不
同状态，构建了可控的荧光纳米装置．

近年来，荧光技术不仅应用于生物学本身，而且
在ＤＮＡ计算、信息学等诸多领域具有很大的应用
潜力．下面有几种近年来发展起来的新型荧光技术：
（１）荧光信号识别放大技术．（２）与磁珠技术相结合
的荧光技术．（３）与ＰＨ值变化相结合的ＤＮＡ荧光
技术．（４）与ｍｉＲＮＡｓ检测相结合的荧光技术．相信
随着ＤＮＡ计算和荧光技术的发展，这两者必将紧
密结合，使得ＤＮＡ计算的种类和方法更加多样和
成熟．

２　犇犖犃计算中荧光技术的应用
２．１　荧光标记的表面计算

ＤＮＡ表面计算其基本原理是：通过ＤＮＡ固定
化和杂交技术，将代表所有可能存在解的不同ＤＮＡ
序列固定在固相表面，然后通过多次的杂交以及降
解过程来筛选正解．通过荧光标记可以检测每次和
最终计算的结果．２００２年，Ａｄｌｅｍａｎ组使用杂交池
完成了一个２０个变量的３可满足性问题［６］．２００４
年Ｓｕ等在２０００年Ｌｉｕ［７］的工作基础上，设计了一
种通用型的ＤＮＡ表面计算模型［８］．同年，Ｓｃｈｍｉｄｔ
等利用单分子杂交荧光标记技术４个变量的可满足
性问题［９］．

下面以２０００年，Ｌｉｕ等发表在《Ｎａｔｕｒｅ》上的
ＤＮＡ表面计算经典实验为例，说明其解决ＳＡＴ问
题的过程［７］．由于该问题共有１６种可能性，故将代
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表着不同可能解的ＤＮＡ片段固定在固相表面．在
每一次的杂交筛选过程中，加入与固定ＤＮＡ链特
异性互补的ＤＮＡ．那么，被杂交的固定ＤＮＡ链变
为双链，而未互补的单链ＤＮＡ则被核酸外切酶Ⅰ
降解．通过数次操作，存在于固相表面的ＤＮＡ链就
是每次经杂交而保留下来的ＤＮＡ链，也就是代表
正解的ＤＮＡ链．该实验中，荧光技术主要应用在解
检测的过程中：使用一条生物素标记的引物和另一
条荧光标记的引物，以固相表面所有可能解的ＤＮＡ
片段为模版，进行ＰＣＲ．利用磁珠将ＰＣＲ双链产物
吸附，再分离双链，分离出荧光标记的ｓｓＤＮＡ．将这
些ｓｓＤＮＡ与经过多次杂交筛选的固相杂交，只有
那些存留在固相表面的ＤＮＡ链可以杂交上，于是
特定的位置就可以检测到较高荧光强度．
２．２　与某些酶切技术相结合的荧光检测

利用酶与ＤＮＡ分子的特性，通过检测酶切后
荧光量进行计算．其实就是利用某些酶与ＤＮＡ分
子空间结构的相互作用，再结合荧光技术来共同实
现的．这种方法具有灵敏度高、反应速度快等特点．
其最大的优点就是巧妙地将酶的生物特性与计算问
题相结合，极大地丰富了ＤＮＡ计算的手段．
２００１年，Ｗａｎｇ等在上述表面计算实验的基础

上对解的检测又进行了新的改进，即将酶切和荧光
技术相结合［１０］．通过上述核酸外切酶的方法，利用
新技术完成单链ＤＮＡ的解的检测．其基本思想如
下：左侧ＤＮＡ探针的３′端至少和右侧杂交的ＤＮＡ
探针有一个碱基的重合，并使得右侧探针有５′端呈
单链状态．此时右侧探针由两部分组成：一部分是和
目标序列形成双链的；另一部分则是由非互补的５′
端ＤＮＡ链组成（见图２（ａ））．此时该非互补的５′端
ＤＮＡ臂会覆盖在上游寡核苷酸链上，与左侧探针至
少有一个重合的碱基．恰恰在这重合的位置，可以形
成酶切位点．因此，非互补的５′端ＤＮＡ臂可以被切
割而释放．

利用这一原理，结合荧光技术，如图所示，将荧
光基标记在非互补ＤＮＡ链的５′端，而将荧光淬灭
基标记在重合的酶切位点３′端方向（见图２（ｂ））．这
样，只要酶切位点被酶切，标记有荧光基的非互补的
５′端ＤＮＡ链就会被释放，从而与荧光淬灭基分离，
使得荧光释放量大大提高．这种方法可以有效检测
目的片断是否存在．文中还将ＰＣＲ方法检测目的片
断与这种荧光检测法进行了对比，发现该方法比
ＰＣＲ检测具有更高的灵敏度．

Ｓｔｏｊａｎｏｖｉｃ等２００３年研制了一种名为ＭＡＹＡ

图２　实验原理示意图

的游戏．这是一种利用特殊的ＤＮＡ酶Ｅ６（一种依
赖于ＤＮＡ的ＲＮＡ酶）构建起来的逻辑门［１１］．这种
酶识别的ＤＮＡ底物要求具有特殊结构（如图３（ａ）
所示）．只有当上部寡核苷酸探针与Ｅ６的支架区互
补，上部寡核苷酸才能被切断释放．将寡核苷酸两端
分别标记荧光淬灭基（如罗丹明）和荧光基，只有寡
核苷酸探针被切断释放，荧光基才能有效激活并释
放荧光．这是ＭＡＹＡ游戏进行逻辑判断的主要检
测手段．构建有效的空间位阻是实现这个检测手段
的关键．当寡核苷酸探针的结合使绿色标记的位阻
消失的时候，加速酶切反应；当寡核苷酸探针的结合
使红色标记的位阻消失的时候，降低酶切反应．

基于以上原理，构建出以下几种逻辑门：ＹＥＳ
型、ＮＯＴ型、ＡＮＤ型和ＡＮＤＡＮＤＮＯＴ型．ＹＥＳ
型逻辑门（图３（ｂ）所示），当ｉ１寡核苷酸加入时，消
除原来ｉ１环状结构，从而标记的荧光探针可以与之
结合，并且被切除释放．其判断过程为加入ｉ１，荧光
输出．ＮＯＴ型逻辑门（图３（ｃ）所示），当加入ｉ６时，
环状结构打开，荧光结合的寡核苷酸探针无法结合
在互补区域，于是无荧光输出．其判断过程为加入
ｉ６，荧光输出停止．ＡＮＤ型逻辑门（图３（ｄ）所示）实
际上是将两个ＹＥＳ型逻辑门组装在一起．也就是
说，只有当ｉ１和ｉ６都被加入时，才能有荧光输出．
ＡＮＤＡＮＤＮＯＴ型逻辑门（图３（ｅ））是更为复杂的
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组合体．必须同时加入ｉ１和ｉ３，才能输出荧光．然
而，只要有ｉ６存在，就不会输出荧光．文中解决的问
题是在３×３的棋盘中完成３个棋子同线相连．考察

所有的逻辑情况后，将所有可能的逻辑门都提前置
于棋盘的网格中．再将代表棋子的寡核苷酸分别放
入，然后观察荧光输出情况进行判断．

图３　几种逻辑门的构成示意图

２．３　与犇犖犃链置换相结合的荧光技术
该技术多用来构建ＤＮＡ逻辑门．其巧妙利用

ＤＮＡ分子的粘贴，通过加入引发链，来释放另一
ＤＮＡ链．在逻辑计算中，这种技术具有循环性、自引
发性、反馈性、灵敏性和准确性等特点．近年来在
《Ｓｃｉｅｎｃｅ》等高水平科研杂志上都发表了大量系列
工作，而且在生物检测领域具有广泛的实际应用前
景．２０００年，Ｙｕｒｋｅ构建了一种ＤＮＡ链置换机器，
在置换过程中可以实现闭合式运动［１２］．２００３年，
Ｔｕｒｂｅｒｆｉｅｌｄ等构建了一种基于ＤＮＡ链置换的纳
米机器［１３］．Ｓｈｉｎ等利用可反复的ＤＮＡ链置换，构
建了可以反复读取和输入的三状态存储器［１４］．２００６
年，Ｓｅｅｌｉｇ等对ＤＮＡ链相互粘贴、置换的几种模式
进行了实验［１５］．２００６年，Ｇｒｅｅｎ等用茎环结构实现了
ＤＮＡ链的粘贴互换［１６］．２００７年，Ｚｈａｎｇ等实现了
ＤＮＡ链置换的循环进行［１７］．２００７年，Ｖｅｎｋａｔａｒａｍａｎ
等实现了通过ＤＮＡ链自粘贴来完成多段ＤＮＡ聚
合延伸［１８］．下面介绍两个具有代表性的工作．
２００６年，Ｓｅｅｌｉｇ等报道了一种没有酶参与的

ＤＮＡ逻辑门［１９］．其基本原理如图４（ａ）所示，即先构
建好由寡核苷酸链Ｇ、Ｅｏｕｔ、Ｆ共同杂交组成的ＤＮＡ
互补结构，再加入Ｇｉｎ寡核苷酸链．此时，由于Ｇｉｎ一
侧末端和Ｇ的一侧单链末端互补，从而使逻辑门中

的Ｇ寡核苷酸链被释放，与Ｇｉｎ形成互补双链．此时
的互补结构中，只剩下了寡核苷酸链Ｅｏｕｔ和Ｆ．然后
再加入Ｆｉｎ寡核苷酸链，Ｆｉｎ的一侧末端与Ｆ中间有
互补序列，加之Ｅｏｕｔ本身形成的是单链环状的不稳
定结构，于是，Ｆ和Ｆｉｎ结合成双链．Ｅｏｕｔ寡核苷酸链
被释放．文中使用了荧光标记对Ｅｏｕｔ的释放情况进
行了检测（如图４（ｂ）所示）．Ｅｑ末端标记有荧光基，
而Ｆｆ末端标记有荧光淬灭基．当其互补结构存在
时，荧光恰被淬灭，从而无法检测．但是，当Ｅｑ和Ｆｆ
分离时，荧光就被释放出来，从而表明ＤＮＡ链的分
离情况．上述由Ｇ、Ｅｏｕｔ、Ｆ的ＤＮＡ互补结构就可以
构成与门．也就是说，只有同时加入Ｇｉｎ和Ｆｉｎ，才能
诱发释放出荧光．值得注意的是，文章并不只是提出
这种ＤＮＡ计算逻辑门，而是将其应用到生物基因
检测中．在鼠脑总ＲＮＡ中，成功地检测了数个基因
的表达情况．
２００８年，Ｙｉｎ等对这种ＤＮＡ自粘贴、链置换进

行了更为精细的研究［２０］．其主要原理是利用ＤＮＡ
茎环结构的链置换．如图５（ａ）所示，茎环结构Ａ是
由ａｔ、ａ、ｂ、ｂｔ、ｃｔ、ｃ等ＤＮＡ序列构成的，在茎环结
构末端有未互补的单链ＤＮＡ区域．如果加入与末
端单链ＤＮＡ互补的序列，整个茎环结构就会打开
（图中的ａｔ与ａｔ可以互补，其它同理）．因此，当体
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图　４
系中只加入Ａ、Ｂ这两种茎环结构时，相互之间无任
何影响．但是，当体系中加入了寡核苷酸链Ｉ后，就
触发了整个循环．Ｉ先和Ａ末端互补，使得Ａ的茎
环结构打开．此时，Ａ的Ｂｔ区域与Ｂ的Ｂｔ相互作
用，使得Ｂ的茎环打开．当Ｂ完全打开后，Ｂ的ａ区
域会与Ｉ竞争Ａ的ａ区域形成互补结构．被置换掉
的Ｉ就可以重新激发新的循环．

在上述基础之上，Ｙｉｎ等设计了多种复杂结构
的实验：直线型、回路型、支架型、自动位移型（见
图５（ｂ））．直线型指Ｉ与Ａ、Ｂ、Ｃ组件是逐级触发，
形成串联关系．回路型指参与的激发物在循环结束
后又被释放，从而再次作用于系统．并且构建了多个
循环相互镶嵌的复杂体系．支架型指在整个触发过
程中，不仅是线性的作用方向，而且是向二维平面的
扩展．自动位异型则是用链置换实现了特定ＤＮＡ
序列的位移．在这些实验中，荧光技术发挥了重要的
作用．其中主要是将荧光基标记在茎环的一端，另一
端则标记有荧光淬灭基．只有茎环结构打开，才能够
检测到相应的荧光．根据标记不同的荧光，可以了解
整个循环的反应速度和反应程度．尤其是在自动位
移型实验中，通过检测荧光，可以得知特定ＤＮＡ序
列在特定时间移动的位置．
２．４　与基因沉默技术相结合的荧光犇犖犃逻辑门

２００７年，Ｒｉｎａｕｄｏ等创造性地使用活体细胞，利
用ＲＮＡｉ技术，通过控制特异基因的表达，构建多重
逻辑门．这种技术将ＤＮＡ计算和基因表达、疾病诊
疗有机地结合在一起，为ＤＮＡ计算的应用指出了
另一方向［２１］．

ＲＮＡｉ技术是近年来发展起来的特异性沉默基

因技术，其基本原理就是将想敲除的基因序列或者
部分序列构建到特定载体中，经过转录，形成部分序
列的反义ＲＮＡ（还可以通过直接加入特异的反义短
寡核苷酸进行基因敲除）．这些ＲＮＡ很快就可以被
酶解为小片段，并与相关的蛋白质形成复合体．于
是，这种复合体就可以根据ＲＮＡ来识别特定的
ｍＲＮＡ，从转录水平消除特定基因．

Ｒｉｎａｕｄｏ等利用载体序列的线形串联排列以及
基因表达的调控原理（非翻译区ＵＴＲ对下游基因
转录的影响），构建了多个逻辑门模型．（１）或门，如
图６（ａ（ｉ））所示，ｍＲＮＡ１和ｍＲＮＡ２分别与荧光蛋
白基因串联．这两个ｍＲＮＡ只要有一个正常转录表
达，就会有荧光蛋白输出．因此，形成了“或”的关系．
（２）与门，如图６（ａ（ｉｉ））所示，ＴａｒｇｅｔＡ、ＴａｒｇｅｔＢ序
列是串联分布．假设有Ａ、Ｂ两种内源物分别抑制
ｓｉＲＮＡＡ和ｓｉＲＮＡＢ对ＴａｒｇｅｔＡ、Ｂ的影响．那么
只有同时加入Ａ、Ｂ时，才能完全抑制ＲＮＡｉ作用，
也就是说，此时荧光蛋白才能正常表达．因此Ａ和
Ｂ形成“与”的关系．（３）非门，如图６（ａ（ｉｉｉ））所示，假
设内源物Ａ对ｓｉＲＮＡＮＯＴ（Ａ）有激活作用．当加
入Ａ后，将会抑制ＴａｒｇｅｔＮＯＴ（Ａ）的表达，此时直
接导致荧光蛋白产物的减少．将这些简单的逻辑门
组合起来，就可以实现复杂的逻辑运算，如（ＡＡＮＤ
ＣＡＮＤＥ）ＯＲ（ＮＯＴ（Ａ）ＡＮＤＢ），见图６（ａ（ｉｖ））．
首先确定Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ与各个ｓｉＲＮＡ之间的关系，
如：加入Ａ抑制ｓｉＲＮＡＡ，促进ｓｉＲＮＡＮＯＴ（Ａ）．
当Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ共同作用时，就可以根据基因排列的
线性关系自动进行逻辑判断．

在上述一步完成的ＲＮＡｉ逻辑门的基础上，
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图　５

图　６
还构建了二层逻辑门．所谓一步完成是指加入的
ｓｉＲＮＡ直接发生作用，降低荧光基因的表达．而二
层逻辑门是指首先调控一级蛋白质产物，再由一级
蛋白质来调控二级荧光蛋白基因的表达．如图６（ｂ）
所示，构建了ＡＮＤ运算逻辑门．ｍＲＮＡ１和ｍＲ

ＮＡ２的表达都下降才能最大限度地减少ＬａｃⅠ抑制
子的表达，从而减小ＬａｃⅠ抑制子对荧光蛋白的表
达抑制．这种多层逻辑门与细胞内的蛋白、基因调控
极为相似，因此在疾病诊疗方面有着广阔的应用
前景．
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２．５　与犇犖犃自组装立体结构相结合的荧光技术
ＤＮＡ自组装是近期发展迅速的领域，也是具有

应用前景的领域．其涉及编码、杂交、空间结构设计
等多个方面．从自组装结构上分，自组装可分为一维
线段结构、二维平面结构和三维立体结构．在ＤＮＡ
自组装结构的基础上，结合荧光标记技术，发展了很
多精巧的ＤＮＡ三维结构，如２００８年Ｇｏｏｄｍａｎ等
构建的四面体，其边还可以产生荧光标记的可伸缩
茎环［２２］．这些三维结构不仅仅包含有图像、结构信
息，而且还能随着结构的变化应用于纳米技术、药物
载体、ＤＮＡ计算等方面．
２００８年Ｗｅｉｚｍａｎｎ等的工作是将ＤＮＡ自组装

和荧光技术紧密结合的一个例子［２３］．首先，利用
ＤＮＡ分子互补，将两环相接触部分的ＤＮＡ序列设
计为互补，杂交后再经连接酶连接，就形成了稳定的
环链结构．通过ＡＦＭ电镜检测，也能够看到环链结
构的存在．另外，将一个环状寡核苷酸固定在有金包
被的ＡＦＭ电镜感应头上，而与其有互补序列的寡

核苷酸则被固定在镀有金的玻璃板上．当杂交并且
被连接后，其感应力较未被连接有了显著提高，侧面
说明环套结构的存在．在此基础上，还设计了将
ＤＮＡ环分别固定在两个金微粒（１．４ｎｍ）上，然后利
用内切酶进行切割分离的实验．实验结果证明，这些
操作都可以在环套结构上成功实现．

除了上述电镜检测外，Ｗｅｉｚｍａｎｎ等还利用荧
光技术进行了一系列实验．首先，如图７（ａ（ｉ））所示，
将四甲基罗丹明标记在短寡核苷酸上，通过杂交，形
成环套和多个短寡核苷酸复合物．在电镜下，可以观
察到柱状荧光条带．然后，使用四甲基罗丹明标记的
凝血酶，当凝血酶结合在环套的侧面时，利用ＡＦＭ
电镜就可以观察到荧光条状ＤＮＡ，并伴有多节膨大
结构．同时，还对环套结构进行了类似的双荧光探针
杂交，结果发现产生了荧光共振能量转移．因为只有
当两个荧光基和淬灭基的距离小于５ｎｍ时，才会出
现能量转移，因此，也说明环套结构是有序排列存
在的．

图　７

　　２００９年Ａｎｄｅｒｓｅｎ等巧妙地将ＤＮＡ荧光技术
应用在检测纳米装置开启和闭合［２４］．为了检测
ＤＮＡ分子纳米盒子的盖子的开闭，分别在盖子和盒
体上标记了Ｃｙ３和Ｃｙ５荧光染料（见图７（ｃ））．当加
入“钥匙”ＤＮＡ链时，盒子盖打开，两个荧光分子分
开．此时，Ｃｙ３的荧光信号增加，而Ｃｙ５荧光信号下
降．在该实验中，利用荧光信号增减可以有效地检测
ＤＮＡ纳米装置的空间变化．
２．６　与犇犖犃变构相结合的荧光技术

通过ＤＮＡ分子的不同状态，构建可控的荧光
纳米装置．随着ＤＮＡ分子的变构，其荧光强度也随
之变化．因此，通过检测荧光强度就可以知道ＤＮＡ
分子的构象变化．
１９９９年，Ｍａｏ等构建了一种基于ＤＮＡ分子变

构的纳米装置［２５］．其应用的原理就是Ｂ、Ｚ型ＤＮＡ
的相互转换．ＢＤＮＡ就是我们所熟悉的右手螺旋

结构．但是，对于含有多个ＧＣ的重复序列，当离子
浓度发生变化时，就会伸展为左旋结构．如图８（ａ）
所示的ＤＮＡ复合结构是由三条链组成的．其中，蓝
色的两条链相同．在每个连接的转折处都由４相连
的Ｔ组成．在这个复合结构的中部，也就是黄色标
记的序列，其中含有多个ＧＣ的重复序列．当改变离
子浓度时，该区域就会伸展成为左旋结构．将荧光发
射基和接收基固定在如下所示位置（圆点）．只有当
复合结构是ＢＤＮＡ时，才能通过能量转移激发出
荧光．当其为ＺＤＮＡ时，由于两个基团距离加大，
从而无法实现能量转移．图８（ｂ）为Ｂ、Ｚ型ＤＮＡ转
换时其能量转移的变化．

３　近期荧光技术的新发展
荧光技术发展速度很快，在ＤＮＡ计算、信息
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图　８
学、物理学等诸多领域具有很大的应用潜力．下面
介绍几种近年来发展起来的新型荧光技术，希望
能为ＤＮＡ计算提供新的思路．（１）荧光分子信标
信号放大技术；（２）与磁珠技术相结合的荧光技术；
（３）与ＰＨ值变化相结合的ＤＮＡ荧光技术；（４）与
ｍｉＲＮＡｓ检测相结合的荧光技术．
３．１　荧光分子信标信号放大技术

分子信标技术是目前较为成熟的技术，尤其是
在检测方面有着重要的应用．但是当检测物很少时，
分子信标产生的荧光就不足以被检测，甚至发生错
误信号．２００８年，Ｇｅｉｓｓ等报道了一种基因表达的多
色荧光分析系统［２６］．其中使用了固定化、探针捕捉、
多色荧光标记等多种技术．２００５年，Ｌｅｗｉｓ等设计
了能同时激发多种荧光的方法，使得ＤＮＡ检测速

度以及准确度都大大提高［２７］．
２００８年，Ｌｉ等提高了荧光分子信标的信号强

度［２８］．其原理（如图９（ａ）所示）就是先通过普通的分
子信标杂交过程，待分子杂交产生荧光信号后，此时
加入特异的缺刻ＤＮＡ酶，即将因杂交而展开的分
子信标切断，并释放．从而，再进行新的一轮分子信
标杂交释放，荧光信号就会积累增多．在此基础上，
还建立了一种加强型荧光分子信标信号放大技术
（如图９（ｂ）所示）．首先，与目标片断互补的单链
ＤＮＡ杂交，再使用连接酶进行连接成环．随后，利用
ＤＮＡ聚合酶２９以环状ＤＮＡ为模板，加入单引物
进行ＰＣＲ．在随后扩增的线性模板上，就含有多处
目标片断．此时，再进行上述的荧光分子信标信号放
大．就可以大大提高信号强度．

图　９
３．２　与磁珠技术相结合的犇犖犃检测荧光技术

磁珠技术，使得ＤＮＡ分子的捕捉和释放变为
可能．通过ＤＮＡ特异性杂交，可以特异性地获取
ＤＮＡ分子．

２００５年，Ｘｕ等就将磁珠技术与荧光技术相结
合，建立新型的ＤＮＡ检测系统［２９］．首先，将标记生
物素的ＤＮＡ１与磁珠相结合．通过目标ＤＮＡ３，可

以使ＤＮＡ１、２、３相互杂交，形成复合体．在ＤＮＡ３
上标记有荧光集团．通过磁珠分离，将捕获的ＤＮＡ２
和目标ＤＮＡ３洗脱．由于ＤＮＡ分子本省带有负电
荷，于是可以与带有正电荷的水溶性聚乙烯（被标记
有特殊基团）吸附．此时就会产生能量转移，从而产
生荧光，并被检测（如图１０所示）．
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图１０　与磁珠技术相结合的ＤＮＡ检测荧光技术原理

图　１１

３．３　与犘犎值变化相结合的犇犖犃荧光技术
ＤＮＡ的构象会随着ＰＨ值的变化而改变．利用

这一特性，２００５年，Ｌｉｕ等构建了一种随ＰＨ值变化
的ＤＮＡ荧光装置［３０］．整个装置是由ＤＮＡ寡核苷
酸阵列构成的．在每个寡核苷酸的５′端标记有
－ＳＨ，随后是由－ＣＣＣＣ－４个胞嘧啶组成的ＤＮＡ
序列，在３′端标记有若丹明绿色荧光基团．每个
ＤＮＡ寡核苷酸被固定在金表面．当ＰＨ值较低时
（４～９之间），有些胞嘧啶会发生质子化，从而与其
他胞嘧啶产生分子间非经典配对．此时，寡核苷酸链
就会形成蜷缩状结构，而不会与互补链杂交（如
图１１（ａ）所示）．在这种状态下，荧光集团非常靠近
金表面（约１ｎｍ），此时就不能被激发光激发．随着
ＰＨ值的增大，胞嘧啶质子化程度降低，其分子间非
经典配对也随之降低．若加入互补链，在金表面，展
开的寡核苷酸会与互补链杂交，使得寡核苷酸３′端

的荧光集团远离金表面（约８ｎｍ）．当有激发光激发
时，就会产生绿色荧光，实验还证实这种荧光的变化
是可逆的．通过控制ＰＨ值，可以有效地进行荧光
变化．
３４　与犿犻犚犖犃狊检测相结合的荧光技术

ｍｉＲＮＡｓ在真核生物的调控中发挥着重要的作
用．但是ｍｉＲＮＡｓ的含量很低，检测起来比较困难．
结合ＤＮＡ寡核苷酸微列阵技术、荧光技术、酶切、
酶联技术，２００４年Ｎｅｌｓｏｎ等发明了一种称为
ＲＡＫＥ的检测ｍｉＲＮＡｓ的方法［３１］．首先建立寡核
苷酸微列阵．每个寡核苷酸由三部分组成：支架序
列、数个胸腺嘧啶、特异性ｍｉＲＮＡｓ的互补序列．将
寡核苷酸链５′端共价连在芯片玻璃表面．其次，当
ｍｉＲＮＡｓ特异性杂交在寡核苷酸上时，用核酸外切
酶Ⅰ处理，将没有特异性杂交上ｍｉＲＮＡｓ的寡核苷
酸链降解．此时保留下来的寡核苷酸上都杂交有
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ｍｉＲＮＡｓ．与此同时，使用ＤＮＡ聚合酶Ｋｌｅｎｏｗ，以
ｍｉＲＮＡｓ为引物，以保留下来的寡核苷酸链为模板，
再加入共价连接有生物素的ｄＡＴＰ进行扩增．最
后，加入共价连接有荧光基团的链合霉素，使其与连
接有生物素的ＤＮＡ链结合．通过激发荧光，保留下
来的并被扩增了的寡核苷酸区域就会发出荧光．其
荧光量的多少，还能显示该ｍｉＲＮＡｓ量的多少．

图１２　ＲＡＫＥ原理示意图

４　展　望
在生物技术高速发展的今天，ＤＮＡ计算的研究

也是日新月异．近年来，在高水平科学研究刊物上，
发表了大量ＤＮＡ计算方面的研究成果．ＤＮＡ计算
一直是世界科研领域的研究重点和热点．ＤＮＡ计算
发展至今，已经从开始的实验阶段逐渐转入实用阶
段；从单一型技术逐渐发展为多元化技术；从简单的
结构逐渐扩增为复杂结构．荧光技术作为一种生物
技术，其发展较早，且应用广泛．因其体积小，便于标
记，反应速度快，变化灵敏，所以在核酸标记和检测
方面有着得天独厚的优势．

对于ＤＮＡ计算这种精细化、定量化、复杂化的
发展，荧光技术的种种特性都可以满足并适用于
ＤＮＡ计算的发展．比如近两年，关于ＤＮＡ链置换
荧光技术的研究，这种链置换过程都属于单分子间
的变化，如果使用常规生物实验手段根本无法实现．
而荧光技术的单个分子标记、荧光激发和湮灭性质
及其实时超高灵敏性检测都表明其在ＤＮＡ计算中
的天然优势．因此，荧光技术的进步必然推动ＤＮＡ
计算的发展．同时，荧光技术在ＤＮＡ计算的应用也
拓宽了其自身应用领域．这种跨学科、跨领域的融合

贯通是推动整个科学前进的原动力．一方面，应该关
注荧光技术与其他生物技术（如基因芯片技术、磁珠
技术等）最新的发展和联系；另一方面，必须深刻地
认识和了解计算科学所亟需解决的重要问题．只有
充分的将两个方面有机地结合，通过提出创造性想
法，才能将ＤＮＡ计算转变为实用、稳定的计算手
段；才能发挥ＤＮＡ计算天然的优势．
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收稿日期：２００８１１１３；最终修改稿收到日期：２００９１１１０．本课题得到国家“八六三”高技术研究发展计划项目基金（２００８ＡＡ０１Ｚ１０５）资
助．郭　兵，男，１９７０年生，博士，教授，博士生导师，主要研究领域为嵌入式实时系统、ＳｏＣ和中间件．Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｂｉｎｇ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ；ｇｕｏｂ
ｉｎｇ＠ｓｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ．沈　艳，女，１９７３年生，博士，副教授，主要研究方向为分布式测量系统、嵌入式系统开发、无线传感器网络和机器人．
邵子立，男，１９７２年生，博士，副教授，主要研究方向为嵌入式系统、软／硬件协同设计和编译器．

绿色计算的重定义与若干探讨
郭　兵１）　沈　艳２）　邵子立３）

１）（四川大学计算机学院　成都　６１００６５）
２）（电子科技大学机械电子工程学院　成都　６１００５４）

３）（香港理工大学计算机系　香港）

摘　要　计算机系统的环境可分为人文环境和自然环境两个部分．随着全球计算机系统大量而广泛的使用，对环
境日益产生了一些负面影响．绿色计算（ｇｒｅｅｎｃｏｍｐｕｔｉｎｇ）是一种以环境为中心的计算模式，通过努力消除计算机
系统的环境不友好方面，使得计算机系统、人、社会与自然环境更加和谐，实现节能、环保和节约的目标．通过与绿
色化学的比较研究，作者采取了一种更加统一和抽象的方式定义绿色计算的概念，并探讨了其主要研究内容，从而
明确了绿色计算的界限和范围，理顺了相关领域的研究任务和关系．然后，提出了绿色计算的一些基本思路和一般
性方法，为下一步研究各种条件下绿色计算的具体模型、方法与工具打下了必要的基础．

关键词　绿色计算；感功计算；可持续计算；环境相关计算
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