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【摘 要】 DNA纳米技术是设计和构建具有一定用途的人工核酸纳米结构。DNA

纳米技术中的一个重要挑战就是如何有效设计和构建具有明确功能的纳米尺度

的结构和器件。计算机辅助工具是预测、设计、建模以及描绘DNA结构的最强有

力的工具。计算机辅助设计 DNA 结构以及识别有效的自组装路径让 DNA 作为

一种独特的材料在构建纳米结构领域中显露锋芒。文章总结了DNA纳米结构设

计的原理，介绍了一些用于DNA结构设计的算法以及一些用户友好软件。同时，

对DNA纳米技术中构建DNA逻辑门以及DNA计算方面的最新研究进展做了介

绍。
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DNA 分子是遗传信息的携带体，它可

简单精准地传递遗传信息，其应用渗透于我

们生活中的许多领域。从遗传咨询到信息

取证，从基因组学到基因治疗，所有这些以

及其他密切影响人类生活的应用，都依赖于

DNA作为遗传物质的功能。DNA对于生命

体有着众所周知的重要性，但在其生物学功

能之外，着眼于DNA的结构特性时，就会了

解到DNA在构建功能纳米图形及结构方面

具有得天独厚的优势，由此发展出一个全新

的领域——DNA 纳米技术。 DNA 纳米技

术是设计和构建具有一定用途的人工核酸

纳米结构。DNA纳米技术中的一个重要挑

战就是如何有效设计和构建具有明确功能

的纳米尺度的结构和器件。化学自组装是

构建纳米结构和器件的有效方法之一。

DNA 是适合自组装的良好材料，因为它们

可以构建具有清晰轮廓的结构，而且可对预
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先的设计进行编程，并且在生物系统中具

有良好的适配性 [1]。DNA 在纳米尺度下

的精确建模和可寻址能力在化学、分子计

算以及纳米医药的新兴领域中都将具有

极为可观的应用价值[2, 3]。构建一个新的

DNA 纳米结构通常包括以下步骤 [4]：（1）

建立模型；（2）设计序列；（3）DNA序列的

合成、纯化和自组装过程；（4）DNA纳米结

构的表征。近年来，计算机辅助设计DNA

结构以及识别有效的自组装路径让DNA

作为一种独特的材料在构建纳米结构领

域中显露锋芒，并且可在某种程度上超越

纳米技术中“自下而上”（bottom up）的合

成方法，使“自上而下”（top-down）的合成方法进

一步得到延伸。

计算机辅助工具是预测、设计、建模以及描绘

核酸纳米结构的研究中不可分割的一部分[5]。预

测方法（如图 1A所示）一般开始于从序列数据中

预测二级结构，然后通过比对实验数据（如：X射

线晶体学或核磁共振）来预测三级结构的相互作

用以及三维构型。设计方法（如图 1B所示）是从

构建一个三维模型或一个简单的二维模型开始，

然后是设计序列，使其能够折叠成理想结构。将

设计好的序列合成出来，用来自组装成理想结构，

然后将其与理论模型进行比较，并且通过生物物

理等方法进行表征。预测方法的工作流程是用于

直接鉴别和描绘由于进化而演变的生物结构，而

设计模型则采取了一种循环路径，用于优化由科

学家构建的理想结构。

计算机辅助设计 DNA 纳米结构的起始阶段

是较小几何结构的理论计算，如 DNA 立方体 [6]。

第二阶段是设计较大复杂结构的DNA瓦片（tile），

该设计能被特异性识别并且在识别过程中可以执

行算法计算[7, 8]。第三阶段是自组装有效路径的实

现，该途径通过一个较大骨架链的高序折叠来实

现[9]。设计DNA结构的通用方法是用已有的三维

模块（motif）来构建全新的三维结构，然后设计序

列，使其自组装生成所设计的结构。

1 从结构到序列

最早用于 DNA 结构设计的实用方法是采用

序列对称性最小化（sequence symmetry minimiza-

tion, SSM）原理来构建稳定的 DNA 螺旋四臂结

（four-way junctions）[10]，如图 2A 所示。该程序名

为SEQUIN[11]，由DNA纳米技术的奠基人，纽约大

学的纳德里安·西曼（Nadrian Seeman）教授推出。

SEQUIN通过减少重复序列以及减小在螺旋连接

处可替换碱基对的可能性来筛选序列。

SSM 模型已成功整合至图形用户界面的软

件，如：Tiamat[12]，并且进一步扩展到用于较大分支

结构的序列设计软件，如：Uniquimer-3D[13]。另一

种设计方法是利用自由能折叠算法来保证目标结

构的自由能最小。然而，这种方法不能保证所选

序列可高概率地按照目标折叠进行组装。一个可

行的方案是在未确定它是总体能量最小值的情况

下降低目标折叠的能量。这种解决方案对目标结

构具有更高的亲和力，然而如果总体能量最小值

存在的话，就有可能导致目标结构形成的概率更

低。如果将两种设计方案结合起来，如：在序列选

择步骤中结合SSM和自由能最小化[14]，就有可能

得到更好的结果。

2 设计原理和自组装路径

为实现利用计算机模拟现实模型，最重要的

图1 计算机辅助预测及设计核酸纳米结构的流程图
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一点就是遵循设计原理，设计原理要与已知

的自组装路径兼容。基于瓦片（tile）自组装

模型的设计已非常成熟（如图 2A所示），且

成功用于构建DNA的二维和三维网格图形

或结构（如图2B，C所示）[6, 15-17]。早期的研究

是利用手动步进式方式让多条链按照

正确的顺序进行组装[6]，后来的方法演

变成利用浓度和几何构型来控制产物

结构的大小和形状[16]。最近的研究表

明，合理设计 tile就可自组装成宏观可

见的三维晶体[17]。

然而，基于 tile结构的建模方法并

不是组装具有特定形状和大小结构的

最佳方法。自然界中产生功能 RNA

结构的自组装路径是将 RNA 的一条

单链进行折叠，使之成为最佳结构。

采用与之相似的方法，可将一条含有

1.7 kb的DNA单链与一些短的辅助单

链（helper strands）进行自组装，从而可

用来合理设计DNA的八面体结构[20]。

采用SSM原理进行序列设计，然后用

Mfold 软件（现已被 UNAFold 软件所

取代）[21]进行反复验证，最终可确定折

叠产物的自由能最小。

Rothemund 在 2006 年提出一个全新的

自组装方法，被称作 DNA 折纸术 [22]。该方

法通过将一条较长的 DNA 单链

（7.2kb 的单链 M13 噬菌体基因组

DNA）折叠成预先设计的结构，然后

与200—250条短的锚定链（又称为订

书钉链，staple strands）进行退火杂

交，就可自组装成特定的图形或结

构，如图 3A 所示。该方法为直接自

组装提供了迄今为止不可限定的可

能性，因为 250个短的锚定链从理论

上来说，可从折纸结构表面延伸出来

作为 250个独立的可寻址像素，位于

折纸结构表面，像素可达 6 nm（如图

3C 所示）。自 Rothemund 提出 DNA

折纸结构以来，该方法被成功用来构

建蛋白纳米阵列[25]、金纳米粒子阵列

等[26]，并为算法计算提供了相应的支撑[27]。

图2 基于 tile自组装DNA结构。（A）上：四臂结[18]，箭头
代表 3’端，1, 1’以及 2, 2’为粘性末端；下：四个四臂结
通过1, 1’以及2, 2’彼此杂交所形成的结构；（B）左：十
字 tile[9]；右：十字 tile 组装的二维网格的 AFM 图[9]；（C）
左：三角星 tile[19]；右：三角星 tile 组装的 DNA 巴基球的
冷冻电镜重建图[16]

图 3 DNA 折纸结构的设计以及自组装。（A）DNA 折纸
结构自组装路径示意图，黑色代表环状DNA骨架链，灰
色代表短锚定链；（B）利用DNA折纸术构建的笑脸结构
以及AFM图[22]；（C）利用DNA折纸术构建的长方形，上
面用哑铃状的发卡结构作为像素修饰排布南、北美洲图
形 [22]；（D）利用 DNA 折纸术构建的 42×36×36 nm3 的盒
子，左为理论模型，右为冷冻电镜得到的实验模型 [23]；
（E）控制 DNA 折纸结构的扭曲度和弯曲度从而构建具
有弯曲度的齿轮图形，左为理论模型，右为TEM图[24]
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每个锚定链沿着 DNA 的长链在两个或更多

的位点进行杂交，从而可以构建预先设计的二维

图形或结构。然而该方法面临着序列设计问题，

即选用的一条较长的DNA单链，其序列是确定的

（如M13噬菌体基因组DNA），但是却需要最少的

重复区域以及稳定的发卡结构。这种技术被证明

可形成任意图形（如图3B所示），并且具有独特的

表面寻址能力（如图 3C所示）。基于计算机辅助

设计的软件极大地促进了DNA结构设计，计算得

到基于M13单链DNA骨架形成DNA折纸结构大

约需要250个锚定短链，并且软件的最新改进可以

发展 DNA 折纸术用于构建三维结构（如图 3D，E

所示）。

3 构建二维或三维结构的方法

在建立模型过程中，实际图形通常被用来辅

助DNA结构的设计，建立模型要求设计者具有良

好的DNA结构方面的基础知识，如螺距、直径、碱

基堆积、磷脂键长等。模型建立好后可以给予设

计者关于DNA结构的尺寸、形状和稳定性等直接

信息。在设计DNA结构时最重要的因素是DNA

结构的自由能最小化。目前，许多实验室成功开

发了不同的程序如Mfold [21]、GIDEON[28]、Tiamat[12]

和 NanoEngineer-1[29]等用于辅助建模和自由能预

测。另外，目前存在相当数量的可以直接利用的

DNA 纳米结构，可通过改编、拼接和剪裁已知的

序列来自组装构建新的结构。

序列设计中的一个最重要的原则是序列对称

性最小化。在分支结构中，序列对称性最小化能

够有效避免参加结构形成的 DNA 序列之间的错

配和交叉点的位移。需要指出的是，我们只需要

在设计单条DNA链时避免序列的对称性，但同一

个 tile 中多条链间的对称性是不需要完全回避

的。DNA 序列都可以利用计算机程序进行自动

化设计，如 SEQUIN[11]、Tiamat[12]、Uniquimer-3D[13]

等，在设计过程中，程序会自动避免序列对称性。

这些程序提供了交互式用户界面，可以更好地促

进复杂二维和/或三维结构的设计，并且一些程序

还包括一些完整的模块数据库以及三维模型和/或

序列设计的精炼算法。用于 DNA 结构设计的各

种软件的比较如表1所示。

为构建DNA模型更为复杂的结构，其应用程

序需要精准诠释结构的几何设计。还需注意的

是，所设计的DNA纳米结构是由随机序列构建生

成的，要求序列的对称性最小，无二级结构产生。

1985 年，Seeman 设计了一条基于公式翻译程序

（Fortran program）的命令行，可以创建相对简单的

DNA 纳米结构图形 [32]。但这一程序缺少图形接

口，导致直接观察三维 DNA 结构非常困难。最

近 ，Birac 和 Seeman 设 计 了 GIDEON 程 序 [28]，

GIDEON 是三维 DNA 渲染程序，且非常有用，它

允许使用者设计复杂精准的 DNA 纳米结构。该

程序可以让设计的结构从顶端、侧面和前面可

见。GIDEON 具有预测构建 DNA 纳米结构中所

发生的真实畸变的能力。总体来说，GIDEON 在

设计 DNA 结构方面是一款非常不错的软件。然

而，GIDEON 在有效构建较大结构设计上面有一

些缺陷，如，其序列的生成与构建的模型不能整

合。生成 DNA 序列占主导地位的软件是基于公

式翻译程序的 SEQUIN[11]。 SEQUIN 可将多个

DNA 双螺旋连接在一起并且可以按照一次一个

的方式产生一组序列。将多个 DNA 双螺旋连接

在一起，要求使用者首先要画一个二维的结构线

条图，然后将结构输入到程序里，且要标明臂的长

度以及将多条臂连接起来。一旦结构在程序中执

行，使用者可以得到该结构的序列，通过新序列与

原结构中的现有序列的比对，从而避免序列的重

复与可能的碱基错配。结构生成器不是随机的，

使用者需要决定生成的序列是否是理想序列，或

者决定让计算机重新生成一组序列，并且将较大

的结构输入成一条单独的命令行是一项非常繁重

的工作。

先前的设计程序的另一缺陷，就是数据结构

的设计和可视化不够灵活，不足以设计较大的并

且复杂的结构。对设计者来说即使是在一个简单
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工具

SEQUIN

DNA-origami

GIDEON

Tiamat

NanoEngineer-1

Uniquimer-3D

SARSE

caDNAno

类型

序列对称性最小

DNA折纸术

编辑器，3D界面；

张力最小

编辑器，3D界面；

序列对称性最小

编辑器，3D界面；

能量最小

编辑器，3D界面；

对称和能量最小

编辑器，2D界面；

DNA折纸术

编辑器，2D界面；

DNA折纸术

输入

2D 结构

多条链

2D 结构

手动

3D结构

手动

3D结构

手动

3D结构

手动

3D结构

手动

2D结构

自动

2D结构

手动

输出

序列表

序列表

3D结构

序列表

3D结构

序列表

3D结构

序列表

序列表

年份/参考文献

1982 [10]

2006 [22]

2006 [28]

2009 [12]

2008[29]

2009 [13]

2008[30]

2009 [31]

表1 DNA结构设计工具

设计内的大量的分子结构也有可能造成比

较大的困惑，并且设计者也会被图形硬件折

磨不堪。Sean Williams 和 Hao Yan 等设计

了一个名为 Tiamat[12]的软件可以弥补上述

软件的缺陷。该软件具有3个明显的优点：

首先，设计界面在结构建模上非常灵活，结

构允许使用通用的设计进行建模；其次，具

有一个可以整合随机序列的生成器，该生成

器可直接检查所提供模型的序列，从而避免

形成二级结构；最后，该软件具有非常快速

并且是动态层面的细节算法，可以使较大的

结构进行精简显示，但却可以囊括重要的信

息。Tiamat可以同时给出设计结构的不同

视图，包括前面、侧面、顶端以及三维视图。

在结构设计中并不像GIDEON那样用DNA

螺旋作为设计单元，而是采用碱基作为最小

设计单元，从而更具有灵活性。Tiamat结构

DNA 纳米技术中是一款非常实用的软件，

Yan 等利用 Tiamat 设计了 4×4 DNA tile，并

且将单一的 4×4 DNA tile 外延出较大的二

维阵列图形[9]。该二维阵列结构是通过十字

结上每个臂中 5 个碱基的粘性末端彼此垂

直连接而构建。并且，该二维阵列采用波浪

结构的设计从而可以使 tile能够形成较大的

二维阵列，而不是自身折叠形成管状结构。

如图 4A所示为Tiamat输出的 4×4 DNA tile

的设计模型，图4B为用4×4 DNA tile外延较

大二维阵列图形的设计模型以及其构建的

二维晶体的 AFM 图。最近 Yan 等又利用

Tiamat 设计了基于平行螺旋结构的单向

DNA 折纸结构（parallel helix（PH）origami）

[33]，如图4C、D、E所示。单向DNA折纸结构

中的平行螺旋结构只需要设计独特的骨架

折叠路径就可以实现，而摆脱了以往折纸结

构中所必需的反平行的限制，因此所设计的

结构就更为灵活。

DNA纳米技术与生物编程
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软件NanoEngineer-1[29]可以简化DNA双螺旋

结构并且可以很容易地在DNA双螺旋结构间创

建交叉结构。该程序有一个关联数据库可以发布

一些模型和模块用于构建全新的结构。简化的

DNA双螺旋结构允许计算机输出较大的结构，并

且可以在手动构建结构模式中比较快速地计算最

小张力[28]或能量[13, 29]。使用完整的原子模型可以

为计算能量最小化或分子动力学模拟方面提供更

为精准的模型，但是这种方法由于繁重的计算量，

仅适用于计算结构的一小部分，代替的方法是最

低限度的使用小模块作为构建结构的基础[34, 35]。

Liu 和 Seeman 等利用 NanoEngineer-1 设计了

两种正交折纸 tile[35]，如图 5（a）中所示的 tile A 和

tile B。正交折纸结构包含两个平面区域，一个平

面在另一个平面之上。由于小的交叉DNA模块

具有一定的曲率[9]，在设计时将相同的 tile平面旋

转90°（实际上 tile A的一个平面与 tile B的另一个

平面杂交即可，tile A 与 tile B 只是粘性末端不

同），由于每个正交折纸结构中两个 tile平面具有

相反的取向，这样在构筑二维平面结构时，一个

tile中的上层平面会与另一个 tile中的下层平面相

连，这样就可以有效避免曲率的产生。用所设计

的 tile A和 tile B构筑折纸结构的二维晶格，通过

AFM可以观察到正交折纸 tile可以组装成较大范

围的二维晶格图形，如图5（c）所示。

Andersen 开发了用于设计 DNA 折纸结构的

软件，名为SARSE[23,27]。SARSE是利用DNA折纸

技术自动设计较大DNA结构的软件。它可以从

图形文件中导入一个图形并可以自动将骨架链进

行折叠，而且允许使用者在二维序列编辑器中对

自动生成的设计进行修改。该程序可以导出三维

模型并可以与三维视图相结合，如，可以在构建

DNA 盒子结构中进一步设计三维结点（如图 3D

所示）[23]。Andersen利用SARSE设计了可以灵活

摆尾的海豚[30]。该程序使用一个编辑器和一个总

体视窗，这样可以使较大DNA折纸结构的编辑和

导航更为便捷（如图 6A所示）。程序中还有一个

历史窗口允许使用者撤销不想要的更改和记录文

件，从而有助于复制复杂的设计。工具箱是用来

激活程序，这些程序可以分析和更改设计或者产

生在三维可视窗口中用于检查的原子模型（如图

6B、C所示）。SARSE程序允许在折纸结构设计中

插入一条缝隙，将位图分为两部分，可以更简单地

构建海豚的眼睛，所设计的海豚位图在背部和尾

图 5 正交折纸 tile 及二维阵列 [35]。（a）用 NanoEngi-
neer-1绘制的正交折纸 tile及二维阵列图；（b）正交折
纸 tile的AFM图；（c）二维阵列的AFM图

图 4 (A) 4×4 DNA 瓦片的 Tiamat 模型[9]；（B）4 个 4×4 DNA 瓦
片彼此垂直连接的模型，以及其构建的二维晶体的AFM图[9]；
（C, D, E）3种平行螺旋DNA折纸结构的单向折纸路径的简单
示意图、立体灰度图以及 TEM 图[33]；（C）“蝴蝶结”结构，灰度
图中灰色代表5’端，黑色代表3’端；（D）7.4 nm直径的弹簧结
构[33]；（E）9.0 nm 直径的弹簧结构[33]；TEM 图范围为 200 nm×
200 nm，标尺为200 nm
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鳍上做了改动，这样更有利于简单折叠（如

图 6E、F所示）。SARSE编辑器可以更改设

计并且可以在设计边缘添加T-loops和T-ex-

tensions 来防止内部分子的螺旋堆积作用

[22]。通过SARSE完成设计之后，让DNA链

进行自组装，用高分辨AFM进行观察，可以

看到大量的海豚折纸结构（如图 6G所示），

并且通过在尾部设计交叉结构可以使尾部

灵活摆动（如图6H所示）。

构建复杂的三维DNA纳米结构可显著

扩充DNA纳米技术的应用范围，但增加了

设计的复杂度。Douglas设计了一个快速构

建三维 DNA 折纸结构的软件，名为 CaD-

NAno[31]，可以利用6个螺旋束[37]或方形格子

图形[38]手动构建多层折纸结构。该程序进

一步被用来构建具有球形扭曲或弯曲的折

纸结构，这样就可以设计出大量全新的图

形，如锯齿形（如图3E所示）[24]。CaD-

NAno具有图形用户界面，可以更好地

辅助设计者进行三维 DNA 纳米结构

的设计。设计过程包括 4 个主要步

骤：首先，目标形状被拆分成层状密堆

积骨架；其次，指定分配与骨架链互补

的锚定链；再次，锚定链被拆分成较短

的片段，约含 18—49 个碱基长度；最

后，骨架链用理想模板的DNA序列填

充（如：7.2 kb长度的M13噬菌体基因

组 DNA），从而决定与之互补的锚定

链序列。caDNAno将使用者从繁重的

寡核苷酸序列设计的工作中解脱出

来，极大地缩短了设计时间，从以前的

几天或几周到现在的几个小时内就可

以完成。caDNAno的程序界面包括切

面图、路径图以及渲染窗口。切面图

可以显示蜂巢晶格的横断面，在设计

中可以添加螺旋。路径图提供了一个

编辑界面，可以编辑铺展的二维骨架

和锚定链。渲染窗口，提供了一个实

时的三维设计模型。Douglas利用CaDNA-

no设计了7种不同结构的蜂巢晶格[31]（如图

7 所示）。由于 CaDNAno 软件进行设计的

基本单元是基于密堆积（蜂巢状或方形）的

DNA螺旋结构，因此，所设计的三维结构都

是具有层状堆积的结构特点。对于更为复

杂的结构设计可能不如Tiamat灵活。

计算机辅助预测和设计三维DNA折纸

结构的软件目前还比较稀少，但是这些软件

在复杂结构，特别是涉及到弯曲和扭曲结构

的设计上具有特殊的价值。Bathe等[39]设计

了一个用于DNA折纸结构的计算机辅助工

程的软件 CanDo（computer-aided engineer-

ing for DNA origami）。该软件能够基于

caDNAno 设计文件用有限元法计算三维

DNA 折纸图形，预测三维结构在溶液中的

图6 DNA折纸海豚的设计过程[30]。（A）SARSE编辑器窗
口显示了DNA折纸设计的一小部分，骨架链用深灰色表
示，锚定链用黑色和灰色表示；（B）在设计过程中产生的
原子模型，可在三维结构显示软件，如 PyMol 中可见[36]，
白色箭头指示交叉位置；（C）较低倍数下与 B 相同的原
子模型；（D）输入的原始海豚形状；（E）输入的形状被放
大1.125倍，沿形状的中心位置分割，中间插入一条缝隙，
修改背鳍及尾鳍；（F）DNA折纸设计的原子模型，箭头和
字母指示其特有属性，a：鼻子；b：眼睛；c：90°角的背鳍；
d：狭窄的尾部；e：分支的尾鳍，中间的折线表示缝隙的位
置；（G）海豚图形的AFM图；（H）海豚的不同尾部构象的
示意图（左）及AFM图（右），箭头表示尾部的方向，u：上，
n：正常，d，下
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状态以及稳定性（如图 8所示）[40]。为了计算三维

结构，CanDo首先创建了一个初始结构，即在 caD-

NAno源文件中的所有双螺旋在空间中都是线性

排列的。这个初始结构与 caDNAno软件中3个设

计面板中的一个显示的结构相同。CanDo会进一

步施加外力使附近的螺旋变形，从而可能使稳定

的交叉结构被置于双螺旋结构之间。接下来释放

这些外力会使结构松弛，用非线性有限元法分析

当交叉结构强加的连通性与 B-DNA 默认的几何

构型不相容时就会导致变形和内应变。CanDo用

市售的有限元分析软件 ADINA（automatic、dy-

namic、incremental linear analysis; Adina R&D）进

行数值分析。CanDo可以给出松弛结构的畸变图

形并且可以显示热导波动的里氏震级的热点图，

可以表明畸变结构的灵活性，由此可以检测目标

DNA 折纸结构的稳定性。所有的输出都可以用

三维视图显示软件进行可视化显示。CanDo可以

提供待评估结构的反馈，特别是对于含有大量的

弯曲或者扭曲结构的设计来说具有重要意义。交

互使用 caDNAno和CanDo软件进行设计和分析，

可以极大地降低复杂 DNA 折纸结构的设计风

险。目前，CanDo只支持在线分析，可以提供具有

热点图的结构图形，并且还会提供三维结构在溶

液中震动的模拟视频。

4 DNA编程与生物计算机的构建

在过去的十几年里，人们证明了基于核酸分

子的生物化学方法可以成功地用于解决计算机问

题。DNA不仅可以用于逻辑操作，也可以用于解

决复杂的计算机难题。核酸分子在分子计算

上的潜力依赖于核酸分子本身可以高度并行

性的碱基配对反应[41]。核苷以0.35 nm的间隔

连续排列，使得DNA具有巨大的信息储存密

度（1bit/nm3）[42]，即 7Gbits/in2（1in2=6.4516×10-4

m2）。DNA 的另一个重要性质是碱基互补组

成的双链。碱基A和T、C和G可以结合起来

形成碱基对。核酸逻辑门以及DNA计算机的

设计都要最终依赖于这一基本性质。

核酸逻辑门经历了近 20 年的发展，取得

了丰硕的成果。从理论计算到实验模拟，核酸

逻辑门的快速发展显示出核酸分子在生物计

算机上的巨大优势。构建分子逻辑门是设计

分子计算机的先决条件[43]。设计DNA逻辑门

主要依赖于DNA分子的一些特性，如碱基互

补、单链置换、DNAzyme切割、核酸适配体结

图8 （A-C）左：多层DNA折纸结构的caDNAno设计图；中：
CanDo三维结构和结构的灵活性预测，热点图显示均方根波动
现象（root-mean-square fluctuations，RMSFs）；右：具有代表性的
负染TEM图，标尺：20 nm；（D）CanDo三维结构以及caDNAno
设计的60个螺旋束组成的四聚物的灵活性预测，结果显示该四
聚物并不是以平面结构存在，而是具有一定的扭曲

图 7 不同结构的蜂巢晶格示意图和 TEM 图[31]。（a）圆柱
模型示意图，设计以m×n进行命名，m指密堆积行，n指密
堆积列，（i）15×4 模块；（ii）10×6 模块；（iii）8×8 模块；（iv）
6×10模块；（v）4×16模块；（vi）3×20模块；（vii）2×30模块；
（b）不同模块负染后的TEM图
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合、i-motif结构互变、DNA镊子以及利用光

化学核酸序列特异性切割[44, 45]、PCR[46]等。

Ghadiri 等设计了一种利用 DNA 单链

置换的逻辑门[47]。输入的寡核苷酸首先与

双链中的短的单链支点区域互补结合，然后

通过分支迁移机制不断地置换后面的互补

碱基。支点区域允许输入 DNA 比输出

DNA形成更长的双链。AND逻辑门：如图

9A所示，AND-输出链（黑色），荧光素标记

的28-mer与中间的AND-固定链互补杂交，

AND- 固 定 链 是 通 过 5’修 饰 的 生 物 素

55-mer与亲和素修饰的硅珠连接。固定链

的两末端可作为两个输入信号的支点。

AND-输入信号 1 与 AND-输入信号 2 各包

含24个核苷酸。能够与固定链两末端特定

的10个核苷酸结合。当10个核苷酸开始结

合时导致随后的14个核苷酸逐渐取代28个

核苷酸的输出链。当只有一个AND输入信

号加入时，输出链由于只有一半被置换仍然

会结合在固定链上。而当同时加入两种

AND 输入信号时，输出链则被完全置换出

来，释放到溶液中。监测溶液中的荧光强度

就可验证AND逻辑门。

OR 逻辑门：如图 9B 所示，OR-输出信

号是荧光素标记的 24 个碱基寡核苷酸，与

30-mer的OR-固定链互补 14个碱基。当无

输入信号时，OR逻辑门包含两种不同的单

链，一个是输出链，一个是固定链。OR-输

入信号 1 包含 24 个碱基，可以与固定链的

10 个碱基支点区结合，随后置换掉输出链

的14个碱基互补区，相似地，OR-输入信号2

则可以从固定链的另一端置换掉输出链，两

者都可以将荧光标记的输出链释放到溶液

中。因此，只要有一种输入信号存在，输出

链就会被置换出来。这里溶液中的荧光强

度便会增强。

XOR 逻辑门：如图 9C 所示，将上面使

用的OR输入链的末端连接 20个碱基得到

44 个碱基的寡核苷酸 XOR-输入信号 1 和

XOR-输入信号2。这种附加的20个碱基在

两XOR输入信号之间会形成34个碱基的互

补区。像OR逻辑门一样，当加入一种输入

信号时，荧光标记的输入信号便会被置换出

来。而当同时加入两种输入信号时，两种输

入信号由于存在34个碱基互补而更易形成

互补双链，输出链不会被置换出来。荧光强

度测定实验也证实了这一点。

设计逻辑门的主要用途是构建DNA计

算机。DNA计算机分为普通计算和减法计

算。普通计算通常用杂交、切割和扩增将不

正确的序列从体系中去除。至今，用 DNA

计算方式主要用来解决一些经典的计算机

难题 [48, 49]，如 Hamiltonian 路径难题 [50]、可满

足性问题 [51]、最大集团问题 [52]；其他还有设

计DNA计算[53]，如利用DNA自组装进行细

胞内计算 [54]、在固体介质表面进行计算 [49]、

设计布尔逻辑回路[55]、Guarnieri等设计一种

图 9 AND、OR、XOR 逻辑门的示意图。输入链将
荧光标记的输出链释放到上清液中，监测的荧光强
度增强。如果输出链仍然固定在固体介质中，上清
液中的荧光强度则很弱[47]

DNA纳米技术与生物编程
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程序将两个非负整数相加[56]，Klein等证明过逻辑

可逆计算[57]等。

1994年Adleman[50]首次使用DNA解决了著名

的 NP-complete 计算机难题——旅行商人难题的

简化例子。这种问题是假设有 n个城市（顶点）并

有m条路（边）连接它们，是否有这样一条路径：它

开始于一个给定的顶点Vin，穿过每一个顶点一次，

并最终在顶点Vout处结束，这样的路径称为哈密顿

路径。对于很小的n值，现在的计算机可以很容易

解决，但随着 n变得很大，计算机用于搜索与验证

每个可能的答案所用的时间将呈指数级增加，这

种计算对现有的计算机来说是不可行的。Adle-

man解决的问题只包含7个顶点，这对于现在的计

算机来说不算什么，但他使用DNA来解决这种问

题标志着一个新学科的开始。他们的策略是一种

简单的暴力破解算法：产生随机路径，去掉那些不

在Vin开始并在Vout结束的路径，去掉那些不通过n

个顶点的路径，再去掉那些顶点不止一次的路径

（如图10所示）[58]。

Adleman开始时先合成一些随机的20个碱基

对的DNA寡核苷酸（20-mers）来代表每个顶点，另

外再合成一系列20-mers来代表边。这些20-mers

边的序列有特定的规律：前 10个碱基与一个顶点

的后10个碱基互补，后10个碱基与另一个顶点的

前 10个碱基互补。然后，将混合的DNA变性、退

火，并用T4 DNA连接酶连接后，那些边DNA会与

合适的顶点 DNA 互补结合，而 DNA 连接酶则会

把所有可能的组合连接起来。这种批量处理方式

可以在分子水平大量地平行测试所有可能答案。

这种变性、杂交、连接步骤可以产生超过 1013

个DNA片段。其中至少有1个哈密顿路径。下一

步，所有在Vin开始、在Vout结束的片段可以以相应

的引物用PCR选择性扩增出来。那些未通过7个

顶点的路径可以用琼脂糖凝胶在 140碱基产物中

剔除掉。最后，为了剔除那些通过顶点超过一次

的路径，将上一次筛选的产物用亲和层析纯化将

产物变性，去除生物素标记的互补链。第一个亲

和靶物是与第二个顶点互补的 20个碱基单链，因

此那些包含第二个顶点的 DNA 序列被保留下

来。反复重复这一过程直到完全纯化。最后出现

的 DNA 条带说明有哈密顿路径存在。验证一条

路径是否真实存在，还需要进行梯度PCR。

这次实验是 DNA 计算的首次实验验证。该

计算需要 7天的实验工作，因此对于更大的 n，这

一过程变得不可行。但他首次证明了计算过程可

在DNA水平完成，这一开创性的工作引领了更多

的后人研究DNA逻辑门和DNA计算。

受 Adleman 的启发，Lipton 提出 DNA 计算可

以解决另一种 NP-complete 问题——可满足性问

题（SAT）[51]。该类难题中，需要对任一长度或复杂

度的逻辑表达式进行判断，看它能否满足问题要

求。随着变量的线性增加，需要解决此问题的时

间呈指数增加。Lipton提出用DNA计算和分子生

物学方法杂交、连接、限制性内切核酸酶切割等操

作解决含有两个变量的 SAT 问题。后来 Schmidt

解决了含4个变量的SAT问题[59]，Hagiya解决了含

10 个变量的 SAT 问题 [60]，Adleman 解决了含有 20

图10 Hamiltonian路径难题[58]。A：正确的路径用黑线
标记，错误的用灰线标记；B：20个碱基序列代表一个
节点，节点之间的路径用分别与前一个节点的后10个
碱基序列和后一个节点的前 10 个碱基序列代表。这
种序列可分别与前、后节点的10个碱基序列互补。如
路径P4→5可与节点N4和N5互补结合
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个变量的SAT问题[61]。

不管核酸计算机最终是否可行，核酸逻

辑门及计算机对学科交叉已经做出不少贡

献，并让人们对计算原理产生好奇，使计算

机学科与生物学之间有了沟通的桥梁。

5 挑战与未来

用于 DNA 结构设计的程序发展很快，

但是在核酸研究中仍有许多实际问题亟待

改进，迫切需要新的设计方法让核酸成为更

加稳定的构建纳米结构的材料。一个重要

的进程就是基于热力学参数来进行严格的

序列设计，构建诸如DNA折纸结构那样较

大的分子结构。当然，这同时也需要较大的

计算资源。基于热力学参数的序列设计也

可能被用来控制自组装路径，以最优规则形

成结构域，从而提高自组装的时间和产率。

另一方向是在核酸结构中引入化学修饰基

团或使用人造核酸，例如，锁核酸（locked

nucleic acids, LNA）和肽核酸（peptide nucle-

ic acids, PNA），使组装的结构具有全新的功

能。对于DNA的结构设计来说，设计方法

的最佳标准测试具有最大的价值。基于此，

需要制定相应的评估标准和代表数据集，综

合比较所有方法，让使用者对于特定的问题

可以确定最好的执行算法。

目前，人工设计的单链结构可以很容易

地克隆进入细胞，我们已看到了几个可以体

内复制的人造 DNA 纳米结构的实例 [62, 63]。

为进一步实现该目标，发展一种可以选择序

列，特别是适用于体内自组装和复制的设计

方法是非常有前途的。人造结构甚至有可

能被用来设计进行强制突变并且/或者进行

最优进化[64]，这种构想可以通过人造结构的

进化仿真来实现，并且有助于预测有害进化

的风险。更深层次的进展，是希望核酸结构

的设计可以为合成生物学做出相应的贡献。

用于构建DNA结构模型的编辑器有许

多不同的用户界面和特征，但是大多数编辑

器的算法（包括设计算法）只在网络服务或

者可执行文件中才可使用。网络服务和可

执行文件的一个主要问题是具有很多种不

同类型的输入和输出模式，这就对申请和比

较不同的软件造成很多困难。最佳的解决

方案是使所有的软件在相同的软件环境中

均适用，不论是台式机还是网络服务。将设

计工具整合在相同的软件环境中可以有利

于分享相同的工具，注释标准以及使用相同

的结构模块数据库。

在结构设计领域，生物物理学表征是一

个主要的表征手段。随着核酸建模工具的

不断发展，需要进行原子级分辨率的实验数

据可能变得就不那么重要了。不需要用 X

射线晶体学来分析功能核酸结构的自由度

和动力学，也不需要核磁共振来分析较大结

构。低分辨率技术在决定核酸的结构和动

力学方面有望扮演一个更加重要的角色。

原子力显微镜已被证明是研究DNA折纸结

构的主要手段[15, 22]，冷冻电子显微镜是用来

研究三维 DNA 折纸结构的主要技术 [23, 38]。

小角X射线散射已被用来直接在溶液中研

究自组装结构，并且可以非常有效地提供与

理论模型进行比较的数据 [23]。所设计的结

构可以很容易地用荧光化学基团进行标记，

采用荧光共振能量转移技术研究相应的动

力学性质 [23]。随着计算机辅助工具和新的

实验技术的发展，将会极大地推动我们对核

酸结构的理解力和控制力，为DNA纳米技

术的发展提供前所未有的推动力。

DNA计算可能是未来的趋势，为化学、

计算机科学以及生物学的科技进展铺平道

路。但现阶段，它还有几个挑战：（1）使用的

材料DNA是不可重复利用的。硅电子计算

机可以用电作为唯一的输入信号，而 DNA

计算机则需要不断加入原料和清除废物；

DNA纳米技术与生物编程
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（2）DNA计算的分子组件比较专一。如果要解决

Knight难题则需要大量不同的寡核苷酸；（3）如何

降低错误率。在体内，当细胞内其他分子机器运

转正常时，碱基错配的概率是每 10 亿次发生 1

次。但在体外，DNA计算的反应条件并不如体内，

因此错误率明显比体内高。为了超越普通计算

机，需要想出办法降低错误率，达到可以接受的水

平；（4）最明显的缺点是完成每次计算需要的时

间，普通计算机解决旅行商人的7个城市问题需要

不到1秒的时间，而Adleman用了7天。使用DNA

芯片或其他方法可能最终自动化，这将节省大量

时间，只有比电子计算机更具优势的DNA计算技

术才能用于实际。目前已经看到 DNA 计算潜在

的巨大优势：（1）大量的并行运算。暴力算法可同

时在 1 000 万亿个分子中找到一个正确的答案；

（2）微型化。当程序正常运行时，原材料花费得很

少[65]。当今计算机最快的运算速度是 1012次/s，而

Adleman 的分子计算过程运算超过了 1014 次，其

实，这一数字可扩大到1020；（3）耗能少。每焦耳可

支持 2×1019次运算，根据热力学第二定律理论计

算，可达 34×1019；（4）极高的存储能力。1bit 的信

息可以存储在 1 nm3的 DNA 中，比现有的存储介

质高1012倍。因此，分子计算机有潜力成为比现在

的计算机更快、更有效的计算机。尽管十几年过

去了，DNA计算仍有待进一步发展，但研究者已设

计了几种算法来解决经典的难题，其中一些已经

验证且有效。尽管有这些进步，要解决更复杂的

问题仍有很长的路要走[66]。
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Abstract DNA nanotechnology is the design and manufacture of artificial nucleic acid structures for technolog-

ical uses. A central challenge of DNA nanotechnology is to efficiently design and construct well-defined func-

tional structures and devices at the nano scale. Computational tools are the most powerful means of predicting,

designing, modeling, and characterizing nucleic acid structure. Computer-aided design of nucleic acid structure

and the identification of efficient self-assembly pathways have revealed nucleic acids as unique material for the

construction of nano-components. In this review, we have summarized the principles of the DNA nanostruc-

tures design, and introduced some algorithms and user-friendly software for nucleic acid design. Meanwhile,

the recent progress in DNA logic gates and DNA computing is also included.
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