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摘要：由于硫化氢(H2S)在各种生理过程的作用以及它固有的生物毒性，所以发展简单、灵敏的方法检测H2S就显得十分重要。在本文中，我们利用铽-G-四链体-血红素（Tb/G4-hemin）DNA酶作为过氧化物模拟酶提出了一种检测H2S的比色方法。Tb/G4-heminDNA酶能够催化H2O2氧化 2，2-联氮-二 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸) 二铵盐（ABTS）产生自由基正离子（ABTS•+）。存在Ag+时，由于破坏了G-四链体的结构，Tb/G4-hemin DNA过氧化物酶的活性被大大地抑制。然而，H2S的加入则通过竞争性结合Ag+，抑制这样的负效应，导致Tb/G4-hemin DNA过氧化物模拟酶活性恢复，最终表现为ABTS•+吸光强度的增加。ABTS•+的吸光强度与浓度范围在20 nM到2 μM 的H2S呈线性关系。H2S的检出限为13 nM，这远远低于大多数先前的方法。此外，该方法还具有制备过程简单、重现性好、生物相容性好等特点。
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Colorimetric detection of hydrogen sulfide based on terbium-G-quadruplex-hemin DNAzyme
TANG Gonge, ZHAO Cailan, TAN Hongliang
(College of Chemistry and Chemical Engineering, Jiangxi Normal University, Nanchang  330022)
Abstract: It is of great importance to simply and sensitively detect hydrogen sulfide (H2S) because of its role in various physiological processes as well as its inherent toxicity. In this work, a colorimetric method for H2S detection was developed by employing terbium-G-quadruplex-hemin (Tb/G4-hemin) DNAzyme a peroxidase mimic, which can catalyze the H2O2-mediated oxidation of 2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) to produce radical cation (ABTS•+). In the presence of Ag+, the peroxidase-like activityof Tb/G4-hemin DNAzyme can be inhibited significantly owing to the disruption of G-quadruplex structure. However, the addition of H2S can effectively suppress such negative behavior by competitive binding with Ag+, leading to the recovery of the peroxidase-like activity of Tb/G4-hemin DNAzyme, which can be reflected by an increase in absorbance signal of ABTS•+. The absorbance of ABTS•+ was enhanced linearly with increasing the H2S concentration from 20 nM to 2 μM. The detection limit for H2S is 13 nM, which is much lower than most of previous methods. Moreover, the proposed method possesses the features of simple preparation, easy reproducibility and good biocompatibility.
Key words: Hydrogen sulfide; Colorimetric detection; G-quadruplex; Terbium ion; DNAzyme
0 引言
硫化氢（H2S）是一种具有臭鸡蛋气味的气体，具有很高的生物毒性。最近的研究表明，H2S同时也是一种在细胞信号传导通路中也发挥着重要作用的信号分子，参与包括血管平滑肌的松弛[1]、神经传递的调节[2]、胰岛素信号的抑制[3]以及炎症的调节[4]等在内的多个不同生理过程。同时，H2S水平的异常也与许多疾病的发生有着密切的关系。因而，H2S的高灵敏度检测就显得尤为重要。
目前，目前已发展了多种检测H2S的方法，如气相色谱法[5]，电感耦合等离子体发射法[6]，电化学法[7]和荧光光谱法[8,9]。然而这些方法不仅耗时而且需要昂贵并且精密的设备。与传统的方法相比，荧光法既灵敏又方便，但是制备荧光探针需要繁琐的程序和昂贵试剂[10-13]。有时，有机染料的水溶性不好且见光分解。因此，比色法检测H2S 是我们最期待的一种方法，由于其成本低，简单实用。更重要的是，比色法检测可以很容易地用肉眼实时监控，不需要任何复杂的仪器。事实上，好几种基于功能化金纳米粒子的传感器已经被用来在水中和生物样品中检测H2S[14-16]。这些比色传感器对H2S的检测表现出高的灵敏性和专业性，但是金纳米粒子的制作过程复杂，稳定性很差并且不能其他硫醇盐干扰物质的区分开来，这些缺点限制他们的进一步应用[15]。因此，需要合理的设计和发展新的比色传感器来简单、灵敏地检测H2S。
基于G-四链体（G4）的DNA酶是一种由富含G的DNA序列，血红素（hemin）和金属离子组成的具有过氧化物氧化酶活性的核酸酶。它能够有效地催化过氧化氢（H2O2）氧化 2，2-联氮-二 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸) 二铵盐（ABTS）产生自由基正离子 (ABTS·+) ，并产生肉眼可见的颜色变化[17]。与基于纳米材料的模拟酶相比，G-四链体-hemin DNA酶具有水溶性好、易标记，结构多样化，生物相容性好等独特的性质[18,19]。基于这些性质，G-四链体- hemin DNA酶被广泛用于比色检测蛋白质[20]，DNA[21]，金属离子[22]以及小分子[23]，在分析领域显示出巨大的潜力。然而，目前报道的G-四链体- hemin DNA酶大多是基于碱金属离子（如Na+或K+）的诱导作用而形成的，而有关其他金属离子的报道则很少，尤其是稀土离子。最近研究发现，与K+和Na+一样，铽离子（Tb3+）也能够诱导富G的DNA序列折叠成G-四链体结构。在与血红素进一步结合后，其可形成具有过氧化物氧化酶活性的DNA酶，即Tb/G4-hemin DNA酶[19]。尽管如此，利用Tb/G4-hemin DNA酶进行比色传感的应用研究却还有待进一步探索。

在本文中，我们试图利用Tb/G4-hemin DNA酶的过氧化物氧化酶活性发展一种可以简单，灵敏地比色检测H2S的传感器。研究表明，Ag+可以与鸟嘌呤碱基结合，从而破坏由K+诱导形成的G-四链体结构[24]。于是，我们设想 Ag+也可以破坏Tb/G4-hemin DNA酶的结构，并抑制过氧化物酶的活性。由于H2S与Ag+有很强的亲和力，所以在H2S加入后，G-四链体上的Ag+将通过与H2S的竞争性结合而被去除[25]，从而使得G四链体的结构重新形成，进而恢复Tb/G4-hemin DNA酶的过氧化物氧化酶活性。基于此，Tb/G4-hemin DNA酶将可能用于H2S的比色检测。

1 材料与方法
1.1 试剂与仪器
硝酸铽六水合物（Tb(NO3)3·6H2O, 99.99%）购于包头瑞科稀土金属材料有限公司。金属盐，葡萄糖和氨基酸（甘氨酸（Gly），丝氨酸（Ser），丙氨酸（Ala），蛋氨酸（Met），半胱氨酸（Cys））购自国药化学试剂公司（中国，上海）。还原性谷胱甘肽（GSH）和Na2S·9H2O购自阿拉丁。富G单链DNA（ssDNA）购自Sangon生物技术有限公司有限公司。ssDNA序列如下：5’-GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3’。所有实验用水均为经Millipore-Q System纯化过的超纯水（＞18.2 M(·cm-1）。采用MOS-450分光仪 (Bio-Logic公司) 测定Tb/G4-hemin DNA酶的圆二色 (CD)光谱。采用Lambda35分光光度计记录（英国PerkinElmer公司）记录紫外可见吸收光谱。石英比色皿的光程是10毫米。
1.2 Tb/G4-hemin DNA酶的制备
首先，将100 μL的DNA溶液（50μM)溶于Tris-HAc缓冲液（10 mM，pH 7.4)中，并将其在95 °C的条件下加热10min。待其缓慢降至室温后，加入100 μL浓度为100 μM 的Tb(NO3)3溶液，以形成Tb/G4。然后，向上述溶液中加入170 μL的血红素（100 μM），室温反应30min以形成Tb/G4-hemin DNA酶，同时加入Tris-HAc缓冲液（10 mM，pH 7.4）使其最终体积保持在1 mL。Tb/G4-hemin DNA酶溶液中，DNA, Tb3+和 hemin的终浓度分别为0.5, 5 和1.7 μM。
为了测试Tb/G4-hemin DNA酶的过氧化物氧化酶活性，将10 μL的Tb/G4-hemin DNA酶溶液加入到含有10 μL 的ABTS（3.5mM）和10 μL的H2O2（10mM）的Tris-HAc缓冲液（10 mM，pH 7.4）中，并将其混匀，反应液的终体积是100 μL。在37 °C下反应20min，测定该反应液的紫外吸收光谱。
1.3 Ag+对Tb/G4-hemin DNA酶催化活性的影响
为了研究Ag+对Tb/G4-hminDNA酶催化活性的影响，向5μL的AgNO3水溶液（100μM)中，先加10μL的 Tb/G4-hemin DNA酶溶液，反应10min，再将10μL的ABTS（35mM）和10μL的H2O2（10mM）加入于上述溶液中，用Tris-HAc缓冲溶液（10mM，pH 7.4）补充反应液至最终体积为100μL。在37°C下放置20min后，记录吸收光谱。
1.4 比色检测H2S
在本文中，我们利用Na2S作为硫化氢的供体[26]。为了检测水溶液中的H2S，先将5 μL的AgNO3水溶液 (100 μM) 加入10 μL的Tb/G4-hemin DNA酶溶液中，室温下反应10min。然后，加入不同浓度（0-2 μM）的Na2S水溶液于上述溶液中，在室温下继续反应10min。最后，10 μL的 ABTS (35 mM) 和10 μL的 H2O2 (10 mM)加入上述混合物中，同时加入Tris-HAc  缓冲液 (10 mM，pH 7.4) 使最终的体积为100μL。在37 °C下，持续反应20min后，测试该反应液的吸收光谱，其在420nm的吸光强度用来进行定量分析。采用相同的实验条件和方法研究其他阴离子对Tb/G4-hemin DNA酶- Ag+体系比色检测H2S的影响。
2 结果与讨论
2.1 Tb/G4-hemin DNA的过氧化物氧化酶活性
如图1所示，ABTS本身是没有颜色的，也没有吸光光谱，即使在H2O2存在时也一样。然而，血红素和G-DNA-血红素复合物加入后，ABTS-H2O2的溶液却展现出了一个典型的ABTS·+吸收光谱，这表明ABTS的氧化反应已然发生。与单独的血红素相比，含有G-DNA-血红素复合物的ABTS-H2O2的溶液拥有更高的吸光度，这是因为在一定条件下血红素可以与部分富G序列的DNA结合并形成具有低过氧化物酶活性的DNA酶形成[27]。随着G-DNA-血红素复合物与Tb3+的继续反应，ABTS-H2O2溶液的吸光度进一步增强（大约2.3倍），并且其颜色为深绿色。这一结果表明，Tb3+的加入能诱导富G序列的DNA折叠成为可与血红素结合并具备高活性DNA酶必需的G-四链体结构。
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图1  ABTS-H2O2溶液的在不同条件下的吸收光谱：0.5 μM富G的DNA和1.7 μM的血红素混合物（a），Tb/G4-hemin DNA酶（b），1.7 μM的血红素（c），和空白对照（d）。插图是相应的这四个样品的照片。
Figure 1 Absorption spectra of ABTS-H2O2 solution at different conditions: the mixture of 0.5 μM G-rich DNA and 1.7 μM hemin (a), Tb/G4-hemin DNAzyme (b), 1.7 μM hemin (c), and blank control (d). Inset is the corresponding photographs of these four samples.
2.2 H2S的比色反应
从图2a可以看出，Tb/G4-hemin DNA酶的存在能使得ABTS-H2O2溶液显示出很强的吸光强度。在加入Ag+后，ABTS-H2O2溶液的吸光强度几乎下降到背景值，溶液的颜色也由绿色变成了无色。但是，随着H2S的进一步加入，因Ag+加入而消失的ABTS-H2O2溶液的吸收光谱又能够被再次记录，并伴随着肉眼可见的浅绿色产生。这些结果表明，Ag+能够抑制Tb/G4-hemin DNA酶的催化活性，而H2S的存在则可抑制Ag+负效应的产生。另外，当单独H2S加入ABTS-H2O2溶液时，我们发现该溶液的吸收光谱几乎无变化。这表明H2S诱导恢复的酶活性是来自于Ag+和H2S相互作用的结果。
众所周知，G4-hemin过氧化物模拟酶的活性极大地依赖于G-四链体的结构。因此，为了辨明Ag+对Tb/G4-hemin DNA酶活性的影响机制，我们测定了Tb/G4-hemin DNA 在不同情况下的CD光谱。从图2b我们可以看出，在单独的Tb/G4-hemin DNA酶在260 和300 nm处有两个正峰。这表明Tb/G4-hemin DNA酶同时存在有G-四链体的平行和反向平行结构[28,29]。然而，Ag+的加入却使得Tb/G4-hemin DNA酶的CD光谱消失，表明Ag+能够破坏Tb/G4-hemin DNA酶的G-四链体的结构，从而导致其酶活性的丧失。由于H2S与Ag+的结合能力要高于鸟嘌呤，所以在继续加入H2S后，Tb/G4-hemin DNA酶的CD光谱变得与最初状态十分相似，表明G-四链体的结构又重新形成。因此，H2S与Ag+的结合能恢复Tb/G4-hemin DNA酶的催化活性，并可体现为ABTS-H2O2溶液的颜色和吸光强度变化。
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图2  (a) ABTS-H2O2溶液在不同情况下的吸光光谱：Tb/G4-hemin DNA酶，Tb/G4-hemin DNA酶 + 5 μM Ag+、2 μM H2S、或5 μM Ag+与2 μM H2S混合物。插图是这些相应样品的照片。(b) Tb/G4-hemin DNA酶在加入5 μM Ag+前后，以及加入5 μM Ag+和2 μM H2S混合物的CD光谱。

Figure 2  (a) Absorption spectra of ABTS-H2O2 solution in the presence of Tb/G4-hemin DNAzyme alone and after the addition of 5 μM Ag+, 2 μM H2S, and the mixture of 5 μM Ag+ and 2 μM H2S, respectively. Inset is the corresponding photographs of these samples. (b) CD spectra of Tb/G4-hemin DNAzyme in the absence and presence of 5 μM Ag+ and the mixture of 5 μM Ag+ and 2 μM H2S.
2.3 检测H2S的灵敏度
为了测试Tb/G4-hemin DNA酶-Ag+体系对H2S检测的灵敏度，我们测定了含有Tb/G4-hemin DNA和Ag+的ABTS-H2O2溶液在加入不同浓度H2S的吸收光谱。从图3a中可以看出，随着H2S浓度的增加，ABTS-H2O2溶液的吸光强度也逐渐增加。但是，当H2S的浓度大于2μM时，ABTS-H2O2溶液的吸光强度则不再随着H2S浓度的增加而继续增强。图3b 是ABTS-H2O2溶液在420 nm处吸光强度与H2S浓度的线性关系图。从图中可以看出，ABTS-H2O2溶液在420 nm处吸光强度与浓度在20 nM到2 μM的范围内的H2S成正比（R = 0.9907），其最低检测限计算为13 nM（信噪比> 3）。该检出限要低于大部分目前已报道的H2S检测方法[8,30-32]，同时满足世界卫生组织设定的饮用水中最大H2S允许浓度——500ppb（约为15μM）[33]。此外，与之前所报道的H2S检测方法相比，我们提出的方法不仅具有较低的检出限，而且还具有制备简单、重现性好、生物相容性好等优点。
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图3 加入不同浓度的H2S后，含有Tb/G4-hemin DNA酶和Ag+的ABTS-H2O2溶液的吸光光谱变化(a) 和ABTS +•在420 nm处的吸光强度与H2S浓度的线性关系。

Figure 3 Absorbance spectra of ABTS-H2O2 solution in the presence of Tb/G4-hemin DNAzyme and Ag+ after adding of H2S with different concentrations (a) and the linear calibration plots of absorbance of ABTS·+ at 420 nm against H2S concentrations (b).
2.4 检测H2S的选择性
为了测试Tb/G4-hemin DNA酶-Ag+体系对H2S检测的选择性，在相同的实验条件下，我们研究了同时存在Tb/G4-hemin DNA酶和 Ag+时，各种各样的阴离子对ABTS-H2O2溶液吸光度的影响。应用于我们选择性实验的阴离子有ClO-， SO32-，CO32-，C2O42-，Ac-，SO42， NO3-， Cl-， F-，和 Br-。如图5所示，只有H2S能使ABTS-H2O2溶液的吸光强度大大提高。然而，在相同的情况下，其他阴离子的加入，ABTS-H2O2溶液的吸光强度几乎没有显著的变化。即使这些阴离子浓度的比H2S的浓度高100倍，ABTS-H2O2溶液的吸光度仍然没有明显的变化。这些结果表明，这些阴离子不能恢复Tb/G4-hemin DNA酶的过氧化物氧化酶活性。通过同时测量ABTS-H2O2溶液中存在H2S和其他阴离子混合物时的吸光光谱，我们发现其吸光强度与只存在H2S时的吸光度几乎一样。这表明这些阴离子的存在不干扰H2S的检测。因为Ag2S的溶度积常数（Ksp = 6.3 ×10−50) 要比Ag+和其他阴离子的溶度积常数至少低30个数量级[34]，所以Tb/G4-hemin DNA酶-Ag+体系对H2S的高选择性可以归功于Ag+和硫化物有超强的结合能力。
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图4  不同的阴离子（2 μM）对含有Tb/G4-hemin DNA酶和 Ag+的ABTS-H2O2溶液在420nm处吸光强度的影响。插图是这些相应样品的照片。

Figure4  Effects of various anions (2 μM) on the absorbance of ABTS-H2O2 solution in the presence of Tb/G4-hemin DNAzyme and Ag+ at 420 nm. Inset is the corresponding photographs of these samples.

3 结论

本文利用Tb/G4-hemin DNA酶为过氧化物模拟酶，发展了一种简单、灵敏的检测H2S的比色方法。存在Ag+时，过氧化物酶的活性大大降低，因为Ag+破坏了G-四链体的结构，然而，加入H2S，竞争性结合Ag+，能抑制这样的负效应，从而导致Tb/G4-hemin DNA过氧化物模拟酶活性的恢复。作为检测H2S的传感器，Tb/G4-hemin DNA酶-Ag+体系不仅比以前的方法呈现出更低的检出限，而且还具有制备过程简单、重现性好、生物相容性好等特点，说明了该方法有潜在的应用价值。
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