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摘   要：由于DNA分子具有特异性、高并行性、微小性等天然特性，在信息处理过程中展现出了强大的并行计算

能力和数据存储能力。该文研究将具有特异性识别功能的限制性核酸内切酶引入DNA链置换反应中，作为

DNA电路的输入，通过控制立足点的生成和移除设计了是门、非门和与门3种基本逻辑门。采用Visual DSD对逻

辑模型进行模拟仿真，并通过凝胶电泳实验验证设计。与以往的分子逻辑门比较，该设计反应迅速，操作简便，

具有良好的扩展性，为大规模电路的设计提供了可能性。
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Abstract: Due to the natural characteristics of specificity, high parallelism and miniaturization of DNA

molecules, it exhibits strong parallel computing power and data storage capability in information processing. In

this study, restriction endonuclease with specific recognition function are introduced into DNA strand

displacement as the input of the DNA circuit. The YES gate, NOT gate and AND gate are designed by

controlling the generation and removal of the toehold. The logic model is simulated by Visual DSD, and the

design is verified by PolyacrylAmide Gel Electrophoresis(PAGE) experiments. Compared with previous

molecular logic gates, this design has a quick response, simple operation, and good scalability, which provides

the possibility for the design of large-scale circuits.

Key words: Molecular logic computation; DNA strand displacement; Restriction endonuclease; Basic logic gates

1    引言

2016年2月，Waldrop[1]在Nature杂志上指出摩

尔定律即将失效。为了解决海量信息处理所带来的

计算压力，新型计算领域受到越来越多的关注。其

中，鉴于DNA分子具有高效性[2]、物理尺度小以及

特异性[3]等优点，不少研究人员致力于DNA计算机

的探索。

Bonnet等人[4]通过噬菌体控制质粒的方法，利

用丝氨酸重组酶设计了6种基本逻辑门及遗传放大

电路，实现了逻辑门信号状态的转换及放大。

Chatterjee等人[5]使用DNA折纸术设计DNA发卡的

空间结构排布，构建DNA分子逻辑门和传输线路，

在信号传输时具有较好的稳定性。Weinberg等人[6]

研发了“BLADE”平台，利用DNA重组酶切割并

粘贴DNA序列片段，在人类胚胎肾脏和Jurkat
T细胞中构建和测试了113个功能不同的电路，达

到了96.5%的成功率。Garg等人[7]为了解决DNA电

路一次性使用的问题，提出了可再生DNA电路，

通过添加DNA链将其恢复为原始状态，并能运用

于时间响应性DNA电路。

随着DNA分子逻辑计算领域的研究深入，荧
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光标记[8]、聚合酶链式反应、DNA链置换[9]等技术

不断发展。基于立足点介导的DNA链置换概念在

被Yurke等人[10]首次引入之后，研究人员做了很多

相关工作以确保链置换的快速响应及可拓展性，从

而实现DNA链置换原理对复杂DNA电路 [11]的支

持。Zhang等人[12]在DNA链置换系统中引入了不同

的极性有机溶剂，对比水性缓冲液中的速率常数，

极性有机溶剂对链置换的加速作用非常明显，这将

有利于扩展DNA纳米技术的应用。Yang等人[13]提

出了一种名为“A-toehold”的变构DNA立足点设计，

将输入链拆分两部分：A-toehold和分支迁移域，

实现了DNA链置换反应的灵活调节。

在以往的工作中，DNA分子逻辑门设计主要

是以DNA链置换技术为理论基础。本文研究在此

基础上，利用了酶识别能力强、高效催化的特点，

在模型中引入了限制性核酸内切酶，作为DNA逻

辑电路的输入信号。本研究巧妙设计了多种DNA
序列，配合限制性核酸内切酶的特异性识别，实现

了立足点的动态生成与移除，构建了具备是、非、

与功能的基本逻辑门，并且通过仿真实验和生物实

验对该设计进行了验证。这些工作为今后DNA逻

辑电路的大规模化设计提供了良好的思路。

2    逻辑计算模型设计

2.1  原理分析

DNA链置换技术作为DNA计算领域的重要技

术之一，主要有两个理论基础：(1)分子杂交系统

的自由能趋于稳定的动力学原理；(2)DNA分子单

链之间碱基互补配对的原理。在链置换反应过程

中，下游链置换反应是通过控制输入链的长度和序

列排布来实现的[14]。DNA链置换的基本过程如图1
所示，两条互补的DNA单链相互连接，且链C的长

度小于链B的长度，链B暴露的单链区间称为立足

点。然后，将与B完全互补的链A添加到系统中，

立足点区域与链A中的特定识别区域结合并进行分

支迁移，直至完全替换和释放链C，达到能级更稳

定的状态。

限制性核酸内切酶能动态控制立足点的状态，

这对于电路信号的控制是非常有优势的[15]。在本研

究中，引入限制性核酸内切酶作为电路的输入，构

建如图2的两个立足点调节机制：

(1) 立足点生成机制：如图2(a)所示，起始的

双链DNA底物完全互补，无法自发进行DNA链置

换反应。当将限制酶添加到系统中时，限制酶将在

识别位点形成切口。由于切割区域的结合能力弱，

不易维持原本的连接状态，因此棕色长链中切割生

成的短链部分倾向于从双链结构上解离，从而形成

单链立足点，为下游链置换反应提供了必要条件。

(2) 立足点移除机制：如图2(b)所示，起始的

双链DNA底物并非完全互补，将较长链暴露的部

分单链设定为立足点区域，此时容易发生下游链置

换反应。将限制酶的识别位点放置在立足点上，当

将相应的限制酶添加到系统中时，会在立足点处形

成切口，实现下游链置换反应的关闭。

本研究中所用到的两种限制性核酸内切酶为

Nt.BbvCI和Nt.BsmAI，能够特异性识别的具体序

列如图3所示，图中虚线处为限制酶的切割位点，

“N”表示该处可以为A, T, C, G碱基中的任意一

种。这两种限制酶识别双链DNA序列，但仅在其

中一条DNA链上产生切口[16]。在本文设计中，切

割位点位于识别双链的末端，因此可以从双链结构

上解离出单链。

2.2  是门设计

是门是基于立足点生成机制进行设计的。如图4

 

 
图 1 DNA链置换反应过程

 

 
图 2 立足点生成及移除机制
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所示，将限制性核酸内切酶Nt.BbvCI作为电路的

输入信号，双链X-Y和单链Z作为电路的基本构

件，将链置换产物双链Z-Y作为电路的输出信号，

由于X单链加入了poly-T结构，所以X-Y和Z-Y能

够明显区分。当Nt.BbvCI加入反应体系时，对应

输入信号为1，反之为0；链置换产物Z-Y的生成视

为输出信号为1，反之为0。
从图4中可以看出，当系统中不添加Nt.BbvCI，

即输入为0时，双链X-Y与单链Z无法发生链置换反

应，输出为0。当将Nt.BbvCI添加到系统中，即输

入为1时，限制酶会切割链X上预先设计的识别位

点，X1由于长度短不稳定而解离，X2-Y与Z发生

链置换反应，生成双链Z-Y，输出为1。
Visual DSD是Lakin等人[17]设计的对DNA链置

换进行原型设计和仿真分析的工具，用户可以在编

译过程中选择合适的抽象级别，实现设计的可视

化[18]。本研究使用Visual DSD对逻辑计算模型进

行仿真，得到的是门反应网络如图5。
其中加粗黑框内的序列表示初始状态时下的

DNA底物。图5(a)中，当输入为1时，限制酶会作

用于初始反应物链X-Y，产生切口，X1发生解离，

生成链X2-Y，另一初始反应物链Z会与之发生下游

的链置换反应；图5(b)中，当输入为0时，系统中

没有限制酶，两种底物不发生任何后续反应。

2.3  非门设计

非门是基于立足点移除机制进行设计的。如图6
所示，将限制性核酸内切酶Nt.BbvCI作为电路的

输入信号，双链B-C和单链A作为电路的基本构

件，将链置换产物双链B-A作为电路的输出信号。

当Nt.BbvCI加入反应体系时，对应输入信号为1，
反之为0；链置换产物B-A的生成视为输出信号为

1，反之为0。
从图6中可以看出，当系统中不添加Nt.BbvCI

时，即输入为0时，双链B-C会自发地与单链A发生

链置换反应，得到链置换产物B-A和C，此时输出

为1。当将Nt.BbvCI添加到系统中时，即输入为

1时，限制酶会作用于链B上预先设计的识别位

点，将双链B-C上原本存在的立足点区域移除，生

成完全互补、结构稳定的双链B2-C，因而不会发

生后续的链置换反应，此时输出为0。

 

 
图 3 本研究中所用的限制性核酸内切酶识别位点示意图

 

 
图 4 是门原理图设计

 

 
图 5 是门反应网络仿真
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非门利用Visual DSD仿真得到的反应网络如

图7。
图7(a)对应输入为1的情况，限制酶会移除位

于链B-C上的立足点，生成链B1和完全互补的链

B2-C，无法与链A发生后续链置换，这部分符合预

期。但反应网络中还生成了许多不符合预期的中间

产物，原因在于仿真系统没法对初始序列的添加顺

序进行调整，因此所有反应同时进行。但在实际实

验中，可先加入内切酶发生酶切反应之后，再加入

DNA链，反应的先后顺序是可控的。图7(b)对应输

入为0的情况，两种反应物直接发生链置换反应，

输出为1。

2.4  与门设计

与门的设计原理是立足点生成机制，它是双输

入逻辑门。与门的原理如图8所示，其中发卡结构

P上的互补配对区域将对立足点进行“保护”，避

免提前暴露[19]。Nt.BbvCI和Nt.BsmAI分别作为电

路的输入信号，双链X-Y和发卡结构P作为电路的基

本构件。Nt.BbvCI的识别位点位于双链X-Y上，可

以特异性识别和切割，使X1短链解离形成立足点；

Nt.BsmAI的识别位点位于发卡结构P上，切割后生

成单链P1和另一个发卡结构P2。经过精心设计，链

P1与链Y完全互补。由于链X2便于电泳实验中观

察，因此将X2的生成视为输出信号为1，反之为0。
从图8可以看出，系统中不添加任何限制酶，

即输入为00时，此时X-Y完全互补结构稳定，发卡

P在没有限制酶的条件下也相对稳定，无法发生链

置换反应，输出为0；系统中只添加Nt.BbvCI，即

输入为10时，生成的X2-Y与发卡结构P无法发生链

置换，输出为0；系统中只添加Nt.BsmAI，即输入

为01时，双链X-Y与生成的P1无法发生链置换，输

出为0；系统中同时添加Nt.BbvCI和Nt.BsmAI，
即输入为11时，此时X-Y会在Nt.BbvCI作用下形成

切口，形成X2-Y，Nt.BsmAI作用于发卡P，生成

单链P1，因此P1与X2-Y发生链置换反应，生成产

物P1-Y和解离的链X2，输出为1。
与门利用Visual DSD仿真得到的反应网络如

图9。
图9(a)对应系统输入为00时的情况，两种反应

物不发生任何反应，输出为0；图9(b)对应系统输

 

 
图 6 非门原理图设计

 

 
图 7 非门反应网络仿真

第 6期 柳  娟等：基于DNA和限制性核酸内切酶的基本逻辑门设计 1335



入为10的情况，反应物发卡P保持不变，无法发生

DNA链置换反应，输出为0；图9(c)对应系统输入

为01的情况，反应物双链X-Y保持不变，无法发生

DNA链置换反应，输出为0；图9(d)对应系统输入

为11的情况，Nt.BsmAI作用于发卡结构发卡P，

生成链P1，Nt.BbvCI作用于双链X-Y，生成链X2-
Y，之后链P1和链X2-Y发生下游的链置换反应，

链X2解离，输出为1。因此仿真结果符合与门的原

理设计。

3    生物实验验证

3.1  分子材料设计

实验中使用的DNA序列均通过NUPACK软件

仿真设计得到。设计时以碱基互补配对为基本原

则，根据限制性核酸内切酶的特异性识别功能，将

待识别序列加入到DNA链中的指定位置。DNA链

序列如表1，其中用粗体字标记出内限制酶的识别

 

 
图 8 与门原理图设计

 

 
图 9 与门反应网络仿真
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序列，在不影响整体功能验证的情况下加入了poly-T
结构以便后续实验结果更易观察。

3.2  实验步骤

(1) 将DNA链在转速为8000 r/s的高速离心机

中离心3 min后，加入去离子水，在涡旋混匀器中

混匀，配制成理论浓度100 mM的溶液；

(2) 利用紫外可见光分光光度计测定各种DNA
链的浓度，并计算出溶液实际浓度，之后加入水和

Cutsmart稀释成浓度为8 mM的60 mL溶液备用；

(3) 将单链DNA以1:1的比例进行混合之后在

PCR热循环仪中进行退火，得到浓度为8 mM的双

链DNA或发卡结构的DNA；

(4) 配制25 mL反应体系，包含DNA反应链、

限制酶、Cutsmart和去离子水，保证体系中

DNA链的浓度为0.8 mM，按照比例相应调整其他

成分，于室温下反应5 h；
(5) 制备浓度为12%的聚丙烯酰胺凝胶，将样

品置于凝胶上，加入1×TAE缓冲液，保持环境温

度4 ℃，通入85 V电压，运行90 min，结束后使用

EB染色并用凝胶扫描仪成像。通过聚丙烯酰胺凝

胶电泳法观察实验结果。

3.3  实验结果分析

3.3.1  是门电泳实验

是门的实验结果见图10，其中“+”号表示该

泳道中添加了相应的反应物，箭头所指处表示该分

子所对应的条带位置。泳道(1), (2)的条带分别表

示单链Z和双链X-Y，泳道(6)的条带为输出信号Z-
Y。泳道(3)没有加入Nt.BbvCI，对应输入为0，此

时没有观察到Z-Y所对应的条带，输出为0；泳道

(5)加入了Nt.BbvCI，对应输入为1，此时明显观察

到Z-Y所对应的条带，输出为1。实验结果验证了

是门的设计是合理的。

3.3.2  非门电泳实验

非门的电泳实验结果如图11所示，泳道(1)-
(5)的条带分别代表双链B-C、双链B-A、单链A、

双链B2-C、单链C，泳道(2)中双链B-A的生成与否

为输出信号的判断方式。泳道 ( 6 )没有添加

Nt.BbvCI，对应非门输入为0的情况，可以观察到

双链B-A条带，输出信号为1；泳道(7)中添加了

Nt.BbvCI，对应非门输入为1的情况，没有观察到

双链B-A条带，输出信号为0。实验结果验证了该

设计可以实现非门的逻辑功能。

表 1  实验所需寡核苷酸序列

DNA链 序列(5’ to 3’) 所涉及逻辑门 起作用的限制酶

A TTTTTTTTTTTGATCCGTTCCTTGCAGTTGCTGAGGTGGCCAT 非门 /

B TTATGGCCACCTCAGCAACTGCAAGGAACGGATCA 非门 Nt.BbvCI

C TGATCCGTTCCTTGCAGTTGCTGAGGT 非门 /

P
GGCTGCGAGACTCGGTTTTCCGAGTCTCGCAGCCTCAGCAGTTGGATACATCTC

AAGC(其中TTTT为环形结构)
与门 Nt.BsmAI

X TTTTTTTCAGCCTCAGCAGTTGGATACATCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTT 是门、与门 Nt.BbvCI

Y GCTTGAGATGTATCCAACTGCTGAGGCTG 是门、与门 /

Z CAGCCTCAGCAGTTGGATACATCTCAAGC 是门 /

 

 
图 10 是门反应网络仿真

 

 
图 11 非门反应网络仿真
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3.3.3  与门电泳实验

与门的电泳实验结果如图12所示，单链X2的
生成与否为与门输出信号的判断方式。泳道(5)中
同时添加了Nt.BbvCI和Nt.BsmAI两种限制酶，对

应为输入11的情况，可以很清晰地观察到X2所对

应的条带，输出为1。而泳道(6)～泳道(8)分别对应

输入为10, 01, 00的情况，没有产生单链X2所对应

的条带，输出为0，这和与门的逻辑功能一致，验

证了该设计是正确的。

4    结束语

本研究在DNA链置换技术的基础上，利用限

制性核酸内切酶的特异性识别，实现立足点的动态

生成和移除，从而能够按照可控的顺序进行链置换

反应。为了减少用DNA分子作为输入带来的串扰

问题并提高电路效率，采用限制性核酸内切酶作为

DNA逻辑电路的输入信号，分别构建了是门、非

门和与门的基本逻辑门。对DNA分子的结构和序

列进行合理规划后，通过Visual DSD仿真和凝胶

电泳生物实验两种方式验证了设计的正确性。本文

的研究为DNA分子逻辑电路的设计提供了一种合

理的思路，下一阶段的工作将主要集中于把基本逻

辑门级联构成更加复杂且实用的电路。

尽管DNA计算的研究已经取得了许多丰硕成

果，并在理论计算和仿真实验方面显示出巨大的潜

力，但DNA计算在实际应用中仍面临巨大的挑

战。目前，DNA计算在操作性、可靠性、灵活性

等方面远远落后于电子计算机，利用DNA计算在

短期内实现语音识别、文字处理、网络连接等常规

功能困难重重。或许随着分子操纵技术的发展，

DNA计算领域将有新的突破。无论未来DNA计算

机能否实现，核酸逻辑门都将成为跨学科发展的重

要桥梁。
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