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摘   要：作为20世纪末诞生的新型学科，生物计算现已成为前沿科学研究的热点。与电子计算机相似，生物计算

机的构建需要多种分子逻辑门，而将氧化石墨烯(GO)、重金属离子等具有生化特性的物质引入分子逻辑门的设

计中，有望为研究提出新思路。此外，分子逻辑门最终应在生物实验层面上实现，这就需要对生物实验各个条件

的可控性及可控范围进行研究。基于这样的想法，该文以氧化石墨烯和金属离子为基础设计了多个逻辑门，通过

仿真实验、电泳实验、正交实验、荧光实验等验证可行性的同时，对实验的可控性及可控范围有进一步研究，一

方面证明了所设计逻辑门可行性，另一方面也发现其有运用于实际样品检测的能力。
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Abstract: As a new subject born at the end of the 20th century, biological computing has become a hot spot of

frontier scientific research. Similar to the electronic computer, the construction of biological computer needs a

variety of molecular logic gates, and the introduction of Graphene Oxide(GO), heavy metal ion heavy metal

particles and other substances with biochemical characteristics into the design of molecular logic gates is

expected to put forward new ideas for research. In addition, molecular logic gates should be realized at the level

of biological experiments, which requires the study of controllability and controllable range of various

conditions of biological experiments. Based on this idea, several logic gates are designed based on graphene

oxide and metal ions. The feasibility is verified by simulation experiment, electrophoresis experiment,

orthogonal experiment, fluorescence experiment, etc. At the same time, the controllability and controllable

range of the experiment are further researched. On the one hand, the feasibility of the designed logic gate is

proved, on the other hand, it be found that can be applied to actual samples.
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1    引言

随着科学的发展及对各学科研究的进一步深

入，很多难题仅靠单学科并不能完美解决，因此交

叉学科的概念及研究方式应运而生[1,2]。作为交叉

学科的典型代表，生物计算特别是DNA计算具有

并行处理速度快、分子并行、具有强大信息存储能

力和低损耗等优点，已成为前沿科学研究的热点并

得到迅猛发展[3,4]。传统电子计算机主要依赖于成

千上万的逻辑门组件将输入的电子信号转换为二进

制信号[5,6]，相似地，构建DNA计算机也需要构建

简单的分子逻辑门，并将这些逻辑门相互联系成更

为复杂的逻辑回路。现今许多科学家还致力于将

DNA链的部分特性一方面应用于逻辑门的构建[7]，

另一方面应用于环境监测[8]、疾病治疗[9]、医学诊

断[10]等领域，这样不仅可弥补现有检测方法的漏

洞，也能满足构建各种逻辑门的目的。

石墨烯作为一种新型的纳米材料，已由于其优

良性能广泛应用于能量储存、电子器件、传感材料

和催化剂载体等领域[11]。目前，对石墨烯复合材料

的深入研究已日趋成熟，但其在DNA计算中的应

用虽有研究，但却并不广泛。石墨烯可通过π-π堆
积而选择性吸附DNA单链，通过荧光共振能量转

移淬灭单链所标记的荧光[12]，通过吸附单链起到保

护DNA链防止酶切[13]。通过将诸如此类的特殊性

质与逻辑门的设计相结合，有望提出更多方便快捷、

便于观察的基于石墨烯的新型逻辑模型。

重金属离子往往可以通过食物链转移到人体内，

存在多种危害，所以有关金属离子特性的研究也逐

渐进入人们视线[14]。值得一提的是，自Miyake等

人[15]证实汞离子能与胸腺嘧啶结合形成T- Hg(II)-T

形式错配以来，研究者们陆续发现银离子可以与胞

嘧啶结合形成C-Ag(I)-C错配[16]，铅离子可辅助G-

四链体的形成[17]等众多特性；同时Li等人[18]设计了

银离子与氧化石墨烯联用的无酶平台实现算法功

能。在此基础上，很多研究者提出了基于金属离子

的特殊性能设计多种新型分子逻辑门的构想，而这

样的特性也适用于通用性分子逻辑门及生物传感器

的构建，在设计逻辑模型的同时也可用于解决实际

问题(如水样监测等)。

2    基于氧化石墨烯的逻辑模型

2.1  基于氧化石墨烯的逻辑模型设计

本文首先设计了基于氧化石墨烯(Graphene
Oxide, GO)的两个简单逻辑门—YES逻辑门和

AND逻辑门。

在YES逻辑门中，首先设计了一条待测DNA

链Target，及与其完全互补、5’端标记TAMRA荧
光基团的链H1。以Target的有无作为输入，以体

系中荧光强度作为输出。当没有目标检测物Tar-
get存在时，输入为0, H1链为单链结构，被氧化石

墨烯吸附在其表面，荧光基团靠近氧化石墨烯表面

被淬灭，荧光值低，输出为0；而当加入Target时
输入为1，Target与H1链互补成为双链结构，游离

在体系中，荧光基团远离氧化石墨烯表面，体系中

荧光强度高，输出为1。图1(a)为YES门模型原理，

图1(b)为其真值表。

在YES门的基础上，另外设计了两条茎环结构

HH1及HH2。HH1环状部分序列与Target互补，茎

状部分可由Target打开；HH2的5’端标记TAMRA

荧光基团，环状部分序列与HH1的茎状部分互补。

以Target和HH1作为两个输入，当体系中只有HH1

或只有Target存在时，HH2的茎环结构都无法打

开，氧化石墨烯吸附环状部分并淬灭标记的荧光，

体系中荧光值低输出为0；而当Target和HH1都存

在时，Target先和HH1环状部分结合，并以此部分

作为立足点打开HH1的茎状部分，之后HH1可与

HH2的环状部分结合，进而打开HH2的茎状部分形

成双链，所标记的荧光基团远离氧化石墨烯表面，

体系中荧光强度高，输出为1。图1(c)为AND门模

型原理，图1(d)为其真值表。

2.2  基于氧化石墨烯逻辑模型的可行性验证

(1) 仿真实验

对模型所需的链序列进行初步设计，序列如表1

所示。为了节省时间和实验室资源，在生物实验之

前，有必要对所设计的逻辑模型进行仿真模拟。对

设计的链进行NUPACK仿真，初步验证其结合能

力。由图2看出，在YES门中，H1与Target可完美

结合；在AND门中，两种输入均存在的情况下HH1

与HH2形成双链，而Target游离在溶液中，与预期

结果相同。

(2) 电泳实验

为了进一步验证所设计的逻辑模型在生物实验

中的可行性，对YES门中两条链不同浓度及组合进

行了聚丙烯酰胺凝胶电泳(图3)，对AND门中3条链

的不同组合进行琼脂糖凝胶电泳(图4)，结果如下：

在YES门电泳验证实验中，采用了不同组合不

同浓度的DNA链进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，由图3
可看出，1, 7条带为H1带，2, 8条带为Target带，

由于浓度不同条带颜色深浅不同；3, 5为浓度不同

的H1与Target结合带；4, 6带为H1, Target与氧化

石墨烯同时加入的条带，与3, 5带对比看出电泳实

验中并不能体现氧化石墨烯是否加入；9, 10带与5,

第 6期 王璐慧等：基于氧化石墨烯与金属离子的逻辑模型设计与可控性验证 1411



6组相同，但经过充分时间反应，电泳结果表明由

于电泳前是否留有充分反应时间对结果影响不大。

总体来说，证明了H1与Target的结合能力，但单

链是否吸附在氧化石墨烯表面，氧化石墨烯是否淬

灭荧光则需要荧光实验证明。

AND门电泳实验以琼脂糖电泳实现。由琼脂

糖电泳结果图4观察，带1为Target，由于其本身较

短，通过NUPACK预测结构表明其没有自身形成

部分双链的能力，荧光染料无法插入到链中，导致

在琼脂糖电泳中第1条带并无显示；HH1和HH2链
本身具有茎环结构，所以2, 3带有条带产生；4,
5带为Target分别与HH1, HH2结合，由于Target带

表 1  DNA链序列

链名称 链序列(5’-3’)

Target GACATTCATCACGCTCAATCACTACTT

H1 TAMRA - AAGTAGTGATTGAGCGTGATGAATGTC

HH1 AAGTAGTGATTGAGCGTGATGAATGTCACTACTTCAACTCGCATTCATCACGCTCAATC

HH2 TAMRA - TGATGAATGCGAGTTGAAGTAGTGACATTCATCACGCTCAATCACTACTTCAACTCGCA

 

 
图 1 YES门与AND门原理及真值表

 

 
图 2 YES门及AND门仿真结果
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较短，与HH1结合并未明显增大其电荷量，与HH2
又不会直接产生反应，所以条带位置与2, 3带差别

较小；6带为HH1与HH2的复合体系，从图中可看

出6带具有两条明显带，靠上一条为部分HH1与
HH2结合的大分子双链结构(由于电泳时间较长，

此过程中HH1与HH2的茎环结构会有部分打开)，
靠下一条为HH1, HH2条带重合产生；7带为Target，
HH1与HH2的复合体系，Target会先打开HH1，而

HH1又会打开HH2，最终有HH1与HH2的双链结构

产生，从图中看出结果与预期相似，7带下侧条带

较6带更浅，说明HH1, HH2的反应程度比没有加

Target的6带更充分。

2.3  基于氧化石墨烯逻辑模型的可控性验证

以氧化石墨烯浓度、反应温度、反应时间、

H1浓度为因素验证所设计模型的可控性并研究最

优选择，结果如图5。可以看出如果氧化石墨烯浓

度太低可能导致淬灭单链荧光的效果不佳，而氧化

石墨烯浓度过高时可能会将双链荧光也部分淬灭，

所以最优氧化石墨烯浓度为30 mg/mL；反应温度

优化明显看出由于当温度过低时可能导致链之间结

合速率和链与氧化石墨烯的结合速率降低，而温度

过高时则可能造成链结合不稳定使荧光易被淬灭，

在35 ℃时反应效果最佳；反应时间对实验结果影

响较小，但反应时间较短时会导致双链结合不彻底

从而荧光恢复值低，反应时间过长会增加荧光基团

与氧化石墨烯的接触机会导致荧光部分淬灭，故而

最优反应时间为60 min；H1浓度最优值为125 nM,
H1标记有荧光基团，其浓度过低时假定到达理想

状态荧光全部恢复荧光值也较低，故而一般状态下

荧光值恢复不明显，而H1浓度过高又会增加H1与
氧化石墨烯的接触机会从而荧光部分淬灭。本文中

的误差线均为标准差(Standard Deviation, SD)。

 

 
图 3 YES门PAGE电泳结果

 

 
图 4 AND门琼脂糖电泳结果

 

 
图 5 实验条件可控性验证及优化
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3σ/S

在最佳条件下，评价逻辑模型对不同浓度Target
的响应范围和灵敏度(图6)。可以看出，目标浓度

在0～250 nM间，目标浓度和荧光值之间呈现良好

相关性，线性回归方程为y = 5165.8x + 137.76
(R2 = 0.9909)，基于 计算得出的检测限为0.69
pM。表明所设计的逻辑模型在输入为0.69 pM～

250 nM浓度时均有输出产生，且本设计除作为逻

辑门外还可进行实际样品的检测，解决实际问题。

3    基于汞、银离子的逻辑模型

3.1  基于汞、银离子的逻辑模型设计

如图7所示，设计了一条3’端有BHQ淬灭基团

标记、5’端有FAM荧光基团标记的探针DNA，命

名为A。将汞离子作为输入1，银离子作为输入2，
体系中荧光强度作为输出量(荧光强度高时输出为

“0”，荧光强度低时输出为“1”)。当没有汞离

子或银离子存在时，A链处于分散解旋状态，3’端
的淬灭基团BHQ与5’端的荧光基团FAM远离，体

系中荧光强度高。当有汞离子或银离子中至少一种

存在时，会介导A链形成T-Hg(II)-T或C-Ag(I)-C形

式的错配，从而形成A1或A2形式的发夹结构，

A链3’端的淬灭基团BHQ与5’端的荧光基团FAM靠

近，并通过荧光共振能量转移使荧光淬灭，体系中

荧光强度大幅降低。通过体系中A链构象及荧光强

度的变化，可构建OR逻辑门，同时也能有效检测

待测物中是否含有汞离子或银离子。

3.2  基于汞、银离子逻辑模型的可行性验证

(1) 仿真实验

对模型所需的链A序列进行初步设计，序列如

表2所示。以NUPACK对设计的链进行仿真，初步

验证其结合能力。由图8看出，A链在没有汞、银

离子的辅助下，可以互补的碱基仅有不连续的

5对，虽可形成的发夹结构但极不稳定；只有在汞

离子或银离子存在时，A链才能稳定形成所需结

构，淬灭荧光。

表 2  DNA链序列

链名称 链序列 (5’–3’)

A FAM–GTACACTGTAAAAAAAAAAAAAAACACTGTG–BHQ

 

 
图 6 目标响应范围及线性相关性

 

 
图 7 基于金属离子的多功能模型原理及真值表
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(2) 正交实验

为了以生物实验的方式验证可行性并得出大致

的反应条件，本实验查阅了众多相关文献中的大致

反应要素，在其他条件相同的情况下，设计了

L9(3
3)正交实验，以A链浓度、离子浓度及反应时

间为3个因素，A链浓度分为0.5 mM, 1.0 mM和1.5 mM
3个水平(A1, A2, A3)，离子浓度分为100 nM, 200 nM
和500 nM 3个水平(B1, B2, B3)，反应时间则有

30 min, 60 min和90 min 3个水平(C1, C2, C3)。反

应结果如表3，为了便于区分，以正体字表示对汞

离子实验结果，斜体字表示对银离子实验结果。

从表3看出，所设计的逻辑模型在有无输入时

荧光变化明显，即有稳定输出。从汞离子、银离子

实验结果综合观察，6号实验组A2B3C1，8号实验

组A3B2C1，9号实验组A3B3C3效果均佳，但出于实

验效果及节约实验成本与实验时间的考虑，选择

6号实验组为后续实验的条件。

3.3  基于汞、银离子逻辑模型的可控性验证

以pH值、反应温度、底物浓度、反应时间为

因素验证所设计模型在汞离子与银离子分别存在时

的可控性并研究最优选择。从图9(a)、图9(b)看出，

由于荧光素在酸性条件下时可能形成螺旋环结构，

共轭度低，发光不在可见区[19]导致逻辑模型在酸性

条件下荧光强度整体较弱，而在碱性条件下相反，

但总的来说所设计的逻辑模型在自然界水体的大致

pH范围5～9内可正常工作。反应温度方面，图9(c)、
图9(d)表明温度在5 ℃～45 ℃范围内时结果没有显

著变化；在后续实验中，参考环境温度及可控性，

选择35 ℃作为最佳反应温度。反应时间方面，图9(e)
表明基于汞离子的实验结果在15～75 min时相近，

而从图9(f)看出基于银离子的结果中，荧光强度在

45 min后会有略微下降，为了减少耗时、缩短实验

周期，选择15 min为最佳反应时间。由图9(g)、图9(h)
得出最优A链浓度为1.5 mM, A链浓度过低时体系

中初始荧光值F0也较低，导致实验中荧光变化效果

不明显；而A链浓度过高时，会有部分A链没有足

够离子结合而处于单链结构，且体系中链浓度高后

会增加荧光基团与淬灭基团的接触机会，导致荧光

变化降低。

3σ/S

在最佳条件下，评价了逻辑模型对不同浓度的

目标离子的灵敏度和可控范围。分别对离子目标浓

度进行了实验，从图10可以看出，汞离子和银离子

浓度范围在0～1600 nM间时，目标浓度和荧光值

呈现良好相关性。汞离子目标选择性的线性回归方

程为y = –905.79x + 8190 (R2 = 0.9915)，基于

算出的检测限(Limit Of Detection, LOD)为
3.9 pM。相似地，银离子目标选择性的线性回归方

程为 y = –914.86x + 8455 (R2 = 0.9903)，检测限

为3.9 pM。说明所设计的模型在目标输入浓度3.9 pM
至1600 nM范围中时均有输出产生，另一方面本设

计已经过实验证明可用于实际水样检测且具有强特

异性。

4    基于氧化石墨烯与汞、银离子的3输入逻
辑模型

在上述基于氧化石墨烯与金属离子的逻辑模型

基础上，初步设计了更为复杂的三输入逻辑门。

体系中引入了氧化石墨烯，以A链去掉其淬灭

基团的产物AA为基础，汞离子为输入1，银离子为

输入2，与A链环状部分互补的链T(11个T碱基构

成)为输入3，体系中荧光强度低输出为0，荧光强

度高输出为1。汞离子与银离子(输入1、输入2)均
能使AA链折叠为发夹结构，但由于石墨烯的存

在，当没有输入3辅助时AA的环状部分吸附在氧化

石墨烯上，体系中荧光强度低输出为0；当只有输

入3而没有输入1, 2时，AA链部分与T结合，但大

表 3  汞、银离子正交结果

实验号
A链浓度

(A)

离子浓度

(B)

反应时间

(C)
F0–F

1 A1 B1 C1 1239.4 1042.8

2 A1 B2 C3 1572.9 1806.4

3 A1 B3 C2 1535.1 2010.4

4 A2 B1 C3 3243.2 1090.8

5 A2 B2 C2 6569.5 4773.2

6 A2 B3 C1 7675.0 7103.0

7 A3 B1 C2 3723.7 1201.6

8 A3 B2 C1 8459.9 9090.4

9 A3 B3 C3 11151.3 10298.2

 

 
图 8 基于金属离子的多功能模型仿真结果
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部分还处于单链状态，同样吸附在氧化石墨烯上，

荧光强度低；只有输入1, 2中至少一种存在，且输

入3也存在时，T链可与AA的环状部分结合，使

AA-Hg/Ag-T复合链远离在氧化石墨烯表面，体系

中荧光强度高输出为1。
由于设计的逻辑门涉及重金属离子与氧化石墨

烯这些NUPACK无法仿真的物质，故而进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳实验证明可行性。由结果看出，条

带2, 3为AA链与T链的混合，明显比仅有AA链的

条带1滞后，说明T链可与AA链结合为分子质量更

大的复合链。由于基于金属离子的逻辑模型部分实

验已证明汞、银离子可与A链结合形成发夹结构，

 

 
图 9 实验条件可控性验证
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又通过电泳表明T链可与AA环状部分结合，故而

初步说明所设计的3输入逻辑门的可行性。

图11为所设计模型的原理、真值表及聚丙烯酰

胺凝胶电泳结果图。
 

 
图 10 汞离子与银离子分别存在时目标响应范围及线性相关性

 

 
图 11 基于氧化石墨烯与金属离子的3输入逻辑门原理、真值表及电泳结果
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5    结束语

本文基于氧化石墨烯及金属离子分别设计了

YES门、AND门、OR门及一个3输入的逻辑门，

并通过仿真实验、电泳实验及荧光实验等充分验证

了所设计逻辑模型的可行性及可实现性。结果表明

本文设计除可用作逻辑模型外，根据做出的波长扫

描图及得出的线性方程也有实际样品检测的潜力。

总的来说，本文基于新型纳米材料氧化石墨烯及金

属离子的特性设计的单/多输入逻辑门基本可行，

后期将会设计更为复杂的逻辑模型并有更丰富的手

段证明可行性，有望为生物逻辑门的设计提出些许

新思路。
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