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【摘要】  目的　建立一种基于催化发夹自组装技术（catalytic hairpin assembly, CHA）的新型冠状病毒（简称新冠病

毒）靶RNA荧光检测法，实现对新冠病毒核酸的快速检测。方法　根据CHA反应原理，选择新冠病毒核衣壳蛋白基因（N基

因，NC_045512.2）上长24 nt的片段作为检测靶点（即靶RNA），设计合成发夹探针H1、H2，并在探针H1上修饰荧光基团和

猝灭基团；在室温（25 ℃）下，向探针溶液中加入靶RNA引发CHA反应，通过检测反应过程中荧光强度的变化实现对靶

RNA的快速检测；优化检测探针及反应条件，对方法的灵敏度和特异性进行评价。结果　成功建立了针对新冠病毒靶

RNA的荧光CHA法，可于室温下在30 min内完成检测，该法除具有优良的特异性、可准确区分靶RNA和发生单碱基突变的

靶RNA之外，还具有良好的灵敏度，检出限为50 pmol/L。结论　本研究所提出的方法实现了对新冠病毒靶RNA简单快速

的检测，具有优良的特异性和灵敏度，有望通过进一步优化以用于临床新冠病毒核酸样本的快速检测。
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【Abstract】   Objective　 To develop a catalytic hairpin assembly (CHA)-based fluorescent assay for the detection
of  the target  RNA of  severe  acute  respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2),  so  as  to  realize  the rapid nucleic
acid  testing  of  SARS-CoV-2. Methods　A  24-nt  segment  of  the  SARS-CoV-2  nucleocapsid  protein  gene  (N  gene,
NC_045512.2) was chosen as the target RNA and the hairpin motif 1 (H1) and hairpin motif 2 (H2) were designed based
on the principle of CHA reaction. The H1 motif was labelled with a fluorophore group as well as a quencher group. When
the target RNA was added to the hairpin motifs, CHA reaction was triggered at room temperature (25 ℃), which led to
the amplification of fluorescence signal, thereby enabling the rapid detection of the target RNA. After the optimization of
the hairpin motifs and the experimental conditions, the sensitivity and the specificity of the testing method were measured
to  evaluate  its  performance. Results　 We  successfully  constructed  a  CHA-based  fluorescent  assay  specifically  for  the
target  RNA  of  SARS-CoV-2.  With  this  method,  testing  could  be  completed  at  room  temperature  within  30  min.  This
testing  method  exhibited  excellent  specificity  and  could  be  used  to  accurately  distinguish  the  perfectly-matched  target
RNA  from  the  target  RNA  with  single-base  mutations.  In  addition,  the  testing  method  demonstrated  good  sensitivity,
with  a  detection  limit  of  50  pmol/L. Conclusion　The  proposed  assay  enables  the  simple  and  rapid  detection  of  the
SARS-CoV-2  target  RNA  with  excellent  sensitivity  and  specificity,  showing  great  promise  for  further  optimization  and
subsequent clinical application for the rapid detection of SARS-CoV-2 nucleic acid.
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2019年12月，由一种新型冠状病毒——严重急性呼

吸综合征冠状病毒 2（severe acute respiratory syndrome

coronavirus-2, SARS-CoV-2，下文简称新冠病毒）引发的

疫情开始在全球蔓延[1]。患者通常会出现发热、干咳等

流感样症状，部分患者会出现急性呼吸窘迫综合征等严

重症状，并可能发生多器官功能障碍[2]。目前用于新冠病

毒感染诊断的方法主要包括影像学检查[3-4]、免疫学检测[5]

和核酸检测[6]等。影像学检查可用于监测病程发展、评

估治疗效果，但无法识别部分轻症或无症状患者[7]。免疫

学检测操作简单、方便快捷，但存在检测窗口期，且假阳

性率较高。相较而言，核酸检测方法更为准确可靠，其中

RT-qPCR法具有较高的灵敏度和特异性。然而，由于其

操作繁琐且对实验室条件及操作人员技术要求高，RT-

qPCR法在大规模筛查工作中的应用存在一定困难。因

此，急需建立一种简单高效的新冠病毒核酸检测方法。
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催化发夹自组装技术（catalytic hairpin assembly,

CHA）最初由YIN等[8]于2008年提出，是一种不依赖酶的

等温核酸扩增技术。CHA技术具有反应体系简单、反应

效率高等特点，弥补了常规核酸扩增技术需要依赖酶、反

应程序复杂、操作繁琐等不足。借助不同信号捕捉技术，

如荧光法[9]、电化学法[10]、比色法[11]以及化学发光法[12]等，

CHA反应可实现多种形式的结果判读；通过联用其他技

术，CHA技术还可用于多种目标物的检测，如核酸[13]、蛋

白质[14]、金属离子[15]以及细胞[16]等。本研究拟以新冠病毒

N基因（NC_045512.2）的片段为靶RNA，建立一种基于荧

光CHA技术的新冠病毒核酸检测方法，探究CHA技术应

用于新冠病毒核酸检测的可行性，为实现新冠病毒的快

速检测提供新的思路。

 1     材料与方法

 1.1    试剂及仪器

C4H11NO3购自于德国neoFroxx有限公司；硼酸购自

于天津市瑞金特化学品有限公司；EDTA-2Na购自于天津

福晨化学试剂有限公司；Tris-EDTA缓冲液（10 mmol/L

Tris，1 mmol/L EDTA，pH=8）购自于北京兰杰柯科技有

限公司。除特殊说明，所用试剂均为分析纯。

使用F-4700荧光分光光度计（日立，日本）进行荧光

检测，使用Nanodrop 2000超微量分光光度计（赛默飞，美

国）进行核酸浓度测定，使用iBright 1500成像系统（赛默

飞，美国）进行凝胶成像。

 1.2    检测原理

荧光CHA法的原理如图1所示，反应可在室温下

（2 5  ℃）进行。反应体系主要包括两条发夹探针链

（hairpin motif 1 和hairpin motif 2，即H1和H2）及一条引

发链（即新冠病毒靶RNA）。H1、H2可借助自身互补序

列各自形成相对稳定的发夹结构。H1的发夹柄上修饰

有荧光基团FAM及猝灭基团DABCYL，由于发夹结构的

形成，两个基团相互靠近，使得FAM的荧光被DABCYL

猝灭。
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图 1  荧光CHA法原理图

Fig 1  Schematic diagram of the CHA-based fluorescent assay
 

当反应体系中存在靶RNA时，靶RNA可与H1的黏性

末端（即toehold链）杂交并引发链置换反应，形成target-

H1复合物。Target-H1复合物的生成使H1的发夹结构被

打开，进而拉大FAM与DABCYL的距离，使FAM的荧光得

到恢复。与此同时，H1上新暴露出的黏性末端又可与

H2的toehold链杂交，介导target-H1与H2发生新一轮的链

置换反应，形成H1-H2复合物，并将靶RNA置换下来。此

后游离的靶RNA继续参与CHA反应，通过多次链置换反

应催化更多H1-H2复合物的形成。最终，大量发夹探针

H1被打开，反应体系的荧光强度显著提高。

 1.3    靶RNA及发夹探针制备

以新冠病毒N基因（NC_045512.2）作为靶基因，根据

CHA反应原理，选择N基因上长为24 nt的一个片段作为

靶RNA，并对发夹探针H1、H2的序列进行设计。所有寡

核苷酸链的序列信息如表1所示。实验前将寡核苷酸链

用Tris-EDTA缓冲液溶解备用，再将H1、H2分别于

95 ℃下加热5 min后缓慢降温至室温，以形成正确的发夹

结构。

 1.4    非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

配制15%的非变性聚丙烯酰胺凝胶。将靶RNA与探

针H1（无荧光基团）、H2充分混匀，室温孵育30 min后取

15 μL混合液上样，以100 V恒压电泳1 h。凝胶中预加有

0.01% Goldview核酸染料，电泳结束后可直接用凝胶成像

仪显影成像。

 1.5    荧光检测

将靶RNA与探针H1（有荧光基团）、H2充分混匀，室

温孵育30 min后取80 μL混合液加至狭缝比色皿内，用荧

光分光光度计扫描荧光光谱。扫描参数如下：光电倍增
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管电压为7 5 0  V、狭缝宽度为5  n m、激发光波长为

496 nm、发射光波长扫描范围为506～650 nm。将

519 nm处的荧光强度变化值ΔF作为反应信号，用于方法

优化及评价，其中ΔF=F −F0，F为加入靶RNA孵育后反应

体系的荧光强度，F0则为未加入靶RNA孵育后的荧光

强度。

 2     结果与讨论

 2.1    可行性分析

为验证方法的可行性，本研究分别使用非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳（nondenaturing polyacrylamide gel

electrophoresis, native PAGE）和荧光光谱扫描对反应产

物进行检测。

图2A为各组反应产物的电泳结果。泳道8、9的条带

分别为发夹探针H1和H2。由泳道2、3可知，将靶RNA与

H1混合孵育后，可形成大小约为50 bp的产物，即target-

H1复合物。泳道6、7对应的反应体系为H1+H2，其产物

条带的位置略高于target-H1条带，且颜色明显较浅，表明

仅有少量H1和H2发生杂交并形成H1-H2复合物。当反

应体系中存在靶RNA时，H1-H2复合物所对应的条带颜

色明显变深（泳道4、5），说明靶RNA的存在显著促进了

H1-H2复合物的形成。

图2B为各组反应产物的荧光光谱扫描结果。其中，

H1组及H1+H2组的荧光信号主要为发夹探针的亚稳态
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图 2  检测方法可行性分析

Fig 2  Feasibility analysis of the assay

A, The result of Native PAGE. Lane 1: 50 bp DNA ladder; lane 2, lane 3: H1+target RNA; lane 4, lane 5: H1+H2+target RNA; lane 6, lane 7: H1+H2; lane 8: H1; lane

9: H2. The concentrations of the target RNA, H1 and H2 were all 3.3 μmol/L. B, The results of fluorescence measurement. The concentrations of the target RNA, H1, and

H2 were 10 nmol/L, 300 nmol/L, and 300 nmol/L, respectively.

表 1    寡核苷酸链序列

Table 1    The sequences of the oligonucleotides

Oligonucleotide Sequence (5′ to 3′) Remark

H1-6 tgctgtttcttctgtctctgcggtccatgtgtagactaaccgcagagacagaagaa toehold length=6 nt

H2-6 tctgcggttagtctacacatggaccgcagagacagaagaaaccatgtgtagactaac toehold length=6 nt

H1-8 tgctgtttcttctgtctctgcggtccatgtgtagactaaccgcagagacagaag toehold length=8 nt

H2-8 tctgcggttagtctacacatggaccgcagagacagaagaaaccatgtgtagacta toehold length=8 nt

H1-10 tgctgtttcttctgtctctgcggtccatgtgtagactaaccgcagagacaga toehold length=10 nt

H2-10 tctgcggttagtctacacatggaccgcagagacagaagaaaccatgtgtagac toehold length=10 nt

H1-12 tgctgtttcttctgtctctgcggtccatgtgtagactaaccgcagagaca toehold length=12 nt

H2-12 tctgcggttagtctacacatggaccgcagagacagaagaaaccatgtgtag toehold length=12 nt

Florescent H1 tgctgtttcttctgt(DABCYL)ctctgcggtccatgtgtagactaaccgcagagat*(FAM)caga fluorophore on stem

Florescent H1' tgctgtttct(DABCYL)ctgtctctgcggtccatgtgtagactaaccgcagagacaga(FAM) fluorophore on 3'-end

Perfectly matched target RNA (PT) accgcagagacagaagaaacagca

Single base deleted target RNA (DT) accgcagagaca aagaaacagca

Single base inserted target RNA (IT) accgcagagacagcaagaaacagca

Single base mismatched target RNA (MT) accgcagagacacaagaaacagca

60-nt RNA aaaaagaagaaggcugaugaaacucaagccuuaccgcagagacagaagaaacagcaaacu**

　* Thymine (in bold font) was added for the fluorophore modification; ** the underlined part was the sequence of the target RNA (24 nt).
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性质所致：由于DNA二级结构是处于动态平衡下的结构，

H1、H2无法一直保持完整的发夹结构，因此H1的FAM荧

光不会被DABCYL完全猝灭，H1与H2也可在靶RNA不存

在的情况下发生一定程度的杂交，进而导致H1的荧光泄

露和非特异性杂交信号的产生。尽管如此，与H1组相

比，H1+H2组、H1+target组及H1+H2+target组的荧光强

度仍有不同程度的增加，且H1+H2+target组荧光强度的

增加明显大于其他组，表明靶R N A的加入能够引发

CHA反应，并促进H1-H2复合物形成，使反应体系的荧光

强度得到显著提高。

 2.2    发夹探针优化

Toehold链的长度是影响CHA反应效率的主要因

素[17]；较长的toehold链可提高CHA反应速率，但同时也会

增加H1和H2的非特异性结合。为确定toehold的最佳长

度，本研究设计并合成不同长度的H1、H2探针。如表1所

示，连字符后的数字代表toehold的长度，如H1-6、H1-8、

H1-10和H1-12表示H1的toehold长度分别为6 nt、8 nt、

10 nt和12 nt。由图3A可知，随着toehold长度的增加，H1-

H2复合物的生成量逐渐增加（泳道3、6、9）；当toehold长

度增加为12 nt时，H1、H2间的非特异性结合明显增多（泳

道13）。综合考虑，本研究将10 nt作为H1、H2的最佳

toehold长度。

由于基团修饰会影响DNA双链的形成[18]，本研究设

计了荧光基团修饰位点不同的两种H1探针（荧光探针

H1和H1’），对比不同修饰位点对CHA反应结果的影响。如

图3B所示，相较于将荧光基团修饰在H1的3’ 末端，将荧

光基团修饰在H1发夹柄上可显著降低反应的荧光背景

信号。因此，本研究选择将荧光基团修饰在H1的发夹柄上。

 2.3    反应条件优化

为确定荧光CHA法的最佳反应条件，本研究对发夹

探针浓度、反应溶液pH值以及反应时间进行优化。如

图4A所示，随着H1和H2探针浓度的增加，荧光强度变化
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图 3  发夹探针优化

Fig 3  Optimization of the hairpin motifs

A, The result of Native PAGE. Lane 1: 50 bp DNA ladder; lane 2: H1-6+target RNA; lane 3: H1-6+H2-6+target RNA; lane 4: H1-6+H2-6; lane 5: H1-8+target RNA;

lane 6: H1-8+H2-8+target RNA; lane 7: H1-8+H2-8; lane 8: H1-10+target RNA; lane 9: H1-10+H2-10+target RNA; lane 10: H1-10+H2-10; lane 11: H1-12+target RNA;

lane 12: H1-12+H2-12+target RNA; lane 13: H1-12+H2-12. The concentrations of target RNA, H1, and H2 were all 3.3 μmol/L. B, Fluorescence intensity with different

kinds of H1 motifs in the presence/absence of 20 nmol/L target RNA. The concentrations of H1 and H2 were both 300 nmol/L. The error bars represent the standard

deviation of three independent measurements.
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图 4  反应条件优化

Fig 4  Optimization of the experimental conditions

A, Concentrations of H1 and H2; B, pH value of reaction buffer; C, Incubation time (the concentration of the target RNA was 10 nmol/L). The error bars represent

the standard deviation of three independent measurements.
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量值ΔF逐渐变大，并在浓度为300 nmol/L时达到最大

值。此后探针浓度增加所引起非特异性荧光强度增加更

为明显，因此本研究将300 nmol/L作为H1和H2的工作浓

度。同样地，随着反应溶液pH值的升高，ΔF值逐渐增加，

当pH为10时，其ΔF值略大于pH为8时的ΔF值（图4B）。这

可能是因为碱性条件下DNA氢键稳定性差，探针的发夹

结构更容易解开，从而造成荧光泄露，使整体荧光水平增

高。考虑到pH值过高的环境不适合于核酸链的长期保

存，本研究将pH=8作为反应溶液的最佳pH值。如图4C

所示，ΔF值在反应开始的前30 min显著增加，此后变化趋

势并不明显。为提高检测效率，本研究将30 min作为最

佳反应时间。

 2.4    方法评价

 2.4.1    灵敏度及线性范围

利用优化后的荧光CHA法对不同浓度靶RNA进行检

测，计算方法的检出限及线性范围。如图5所示，反应体

系的荧光强度随靶RNA浓度（50 pmol/L至50 nmol/L）的

增加而增强，在1 nmol/L至50 nmol/L范围内荧光强度与

靶RNA浓度间存在良好的线性关系（y=23.21x+733.5,

r2=0.998 2，其中y为荧光强度，x为靶RNA浓度）。该方法

的检出限为50 pmol/L（背景信号平均值+3倍标准差），与

其他基于CHA技术的荧光检测法的检出限相当[9, 19-23]。
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图 5  特异性及灵敏度

Fig 5  Specificity and sensitivity

A, Fluorescence spectra with different concentrations of target RNA. B, Fluorescence intensity with different concentrations of target RNA (0 pmol/L, 50 pmol/L,

500 pmol/L, 1 nmol/L, 5 nmol/L, 10 nmol/L, 30 nmol/L, and 50 nmol/L). C, Fluorescence intensity with different kinds of target RNA (10 nmol/L). DT, IT, MT and PT

refer to single base deleted target RNA, single base inserted target RNA, single base mismatched target RNA and perfectly matched target RNA, respectively. The error bars

represent the standard deviation of three independent measurements.
 

 2.4.2    特异性

为评价荧光CHA法的特异性，本研究设计并合成带

有单碱基突变的靶RNA，包括单碱基缺失靶RNA（DT）、

单碱基插入靶RNA（IT）以及单碱基错配靶RNA（MT），对

比这些单碱基突变靶RNA与完全匹配的靶RNA（PT）所

引起的荧光强度变化。如图5C所示，相较空白对照组，单

碱基突变靶RNA和完全匹配靶RNA组（PT组）的荧光强

度均有不同程度的提高。然而，PT组的荧光强度增加量

ΔF明显高于其他单碱基突变组，分别是DT、MT、IT组

ΔF值的12.6倍、6.5倍和4.4倍，这表明该方法具有较好的

序列特异性。

 2.4.3    重复性

利用荧光CHA法对6个浓度相同的靶RNA样本进行

检测，以评价其重复性。结果显示，6个样本荧光强度值

的相对标准偏差RSD为1.4%，表明方法具有良好的重复性。

 2.4.4    加标回收实验

为评估荧光CHA法在临床检测中的表现，本研究使

用咽拭子样本进行加标回收实验。首先，取健康者的咽

拭子样本，向样本溶液中加入不同浓度的靶RNA，样

本1、2、3的加标浓度分别为5  nmol /L，10  nmol /L，

30 nmol/L。利用所建方法进行检测，并根据工作曲线计

算靶RNA的回收率。如表2所示，靶RNA的回收率为

99.4%～101.5%，表明方法受样本基质成分的干扰较低。
 

表 2    靶RNA加标回收率

Table 2    Spike recovery rate of the target RNA
 

Sample Spiked/
(nmol/L)

Measured/
(nmol/L) RSD/%（n=5） Recovery/%

Throat swab 0 0.15 9.6 /

1 5 5.21 4.4 101.2

2 10 10.30 1.3 101.5

3 30 29.98 2.0 99.4
 

此外，本研究又使用带有靶RNA序列的长链RNA（长

度为60 nt，序列见表1）进行加标回收实验，以评估方法对

长链RNA的检测能力。结果表明，荧光CHA法对60 nt

RNA的检测效果与24 nt的靶RNA相当，其检出限为

5 0  p m o l / L ，荧光强度与R N A浓度在 1  n m o l / L至
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50 nmol/L范围内亦呈现良好的线性关系（y=21.20x+709.2，

r2=0.998 6 ，其中y为荧光强度，x为RNA浓度）（图6）。如

表3所示，荧光CHA法对长链RNA有良好的回收率，为

94.2%～97.8%。上述结果表明，荧光CHA法具有良好的

抗基质干扰能力，有望用于临床新冠病毒核酸样本的

检测。
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图 6  不同浓度靶RNA与60 nt RNA所对应的荧光强度

Fig 6  The fluorescence intensity with different concentrations of target RNA or 60 nt RNA

A, The fluorescence intensity with different concentrations of target RNA or 60 nt RNA. B, The fluorescence intensity with different concentrations of target RNA or

60 nt RNA (0 pmol/L, 50 pmol/L, 500 pmol/L, 1 nmol/L, 5 nmol/L, 10 nmol/L, 30 nmol/L, and 50 nmol/L). The error bars represent the standard deviation of three

independent measurements.
 
 

表 3    60 nt RNA加标回收率

Table 3    Spike recovery rate of the 60-nt RNA 

Sample Spiked/
(nmol/L)

Measured/
(nmol/L) RSD/%（n=5） Recovery/%

Throat swab 0 0.33 8.3 /

1 5 5.04 7.7 94.2

2 10 10.01 4.1 96.8

3 30 29.66 2.4 97.8
 

 3     小结

本研究建立了一种基于CHA技术的新冠病毒靶

RNA快速荧光检测法（荧光CHA法）。相较传统的核酸扩

增法，荧光CHA法弥补了反应程序复杂、对实验条件及

技术人员要求高的不足。该方法不依赖酶，操作便捷，可

在室温条件下进行，30 min内即可完成检测。该方法具

有良好的特异性和灵敏度，能够区分靶RNA和发生单碱

基突变的靶RNA，对靶RNA的检测限为50 pmol/L，与其

他同类型方法的检测限相当。此外，相较其他研究，本研

究还验证了该方法对长链待测物的检测效能，结果显示，

该方法在针对60 nt RNA样本的检测上亦有良好表现，进

一步表明该方法在实际核酸样本检测中具有一定可行

性。不仅如此，通过对探针序列进行简单调整，荧光

CHA法还可应用于其他核酸靶点的检测。然而，该方法

仍存在背景信号较高的问题，目前尚无法直接用于临床

核酸样本的检测，为应用于实际临床检测，仍需要更进一

步的研究工作以降低检测反应的背景信号、提高检测灵

敏度。

综上所述，本研究所建立的方法成功实现了对新型

冠状病毒靶RNA的快速检测，且有望通过进一步优化以

应用于实际临床样本检测。另一方面，该方法的提出为

新冠病毒等病原体的检测提供了更多选择，也为CHA技

术在疾病快速筛查方面的应用提供了新的思路。
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