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摘要 DNA分子计算是一种新型的计算模式, 它能将临床诊断与靶向治疗的决策逻辑直接编译到以DNA为主

导的可编程生化反应中, 在分子诊疗领域展现出巨大的应用潜力. 近年来, 随着DNA链置换反应、酶驱动反应网

络、DNA纳米结构组装及CRISPR效应器等理论和技术的发展, DNA分子计算正从实验室概念验证走向临床转

化. 在诊断领域, 基于逻辑门设计与信号放大策略, 该技术实现了对病原体、循环微小RNA (miRNA)和单核苷酸

突变(SNV)的高灵敏度检测, 并推动便携化、床旁检测(POCT)平台的发展; 在治疗方面, DNA纳米机器人与逻辑

门控药物释放策略为癌症及遗传病的精准治疗提供了新思路.然而, DNA分子计算器件在体内稳定性、生物安全

性、规模化生产与质量控制、临床标准化与监管路径等方面仍面临挑战. 本文将围绕DNA分子计算的方法学框

架进行讨论, 系统回顾其在临床诊断与治疗中的代表性应用, 剖析现阶段面临的核心瓶颈, 并提出未来发展方向,
以期为领域研究与应用转化提供参考.
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1 引言

精准医学的发展要求诊疗手段能够在分子水平实

现对疾病相关信号的实时感知、精确识别与智能响

应, 从而实现疾病的早期精准诊断与个性化治疗
[1,2].

尽管现代检测技术如链式聚合酶反应(PCR)、免疫学

检测及测序技术得到广泛发展和普及, 但在实现多标

志物联合分析的即时检测方面仍受到实验条件和检测

成本等限制
[3]. 对治疗而言, 现有的靶向策略大多依赖

一种或多种生物标志物的简单识别, 对具有高度异质

性、需要进行复杂分子信号处理的疾病类型仍缺乏精

准的条件性判断, 导致药物的脱靶与副作用问题仍然

突出
[4].
分子计算为突破当前诊疗的技术局限提供了一种

新思路. 该技术以DNA为基础计算单元, 基于碱基互

补配对的特异性、序列杂交的可编程性与化学修饰的

灵活性, 构建具有逻辑运算功能的分子电路, 在无计算

机芯片支持的情况下执行信息处理与决策
[5,6]. DNA分

子计算最突出的优势在于其可直接参与体液中miRNA、
mRNA、突变基因等核酸标志物的序列特异性识别与

反应, 在分子层面完成信号识别、逻辑运算与输出反

馈
[7]. 与传统检测相比, 它能够依据诊断逻辑实现对多
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标志物的联合判别,提升复杂疾病分型准确性;与传统

靶向药相比, 它能作为智能分子开关, 仅在识别病灶特

征组合时激活响应, 提高治疗特异性并降低脱靶效应.
近年来, DNA分子计算在临床诊疗领域的应用取

得了一系列突破性进展. 使用DNA计算辅助的诊断方

案将检测灵敏度提升至单分子水平, 实现疾病早期信

号的精准捕捉与病原体的快速分型, 成功应用于体外

诊断、肿瘤标志物检测及感染病原体识别等场景
[8];

此外, 基于DNA分子计算的智能药物递送系统可响应

pH、酶、ATP或活性氧(ROS)等肿瘤微环境信号, 或

光、热等外部刺激, 实现药物的靶向递送与可控释

放
[9]. 与此同时, 产业界也开始探索其产品化与临床转

化, 例如, 基于成簇规律间隔短回文重复序列(CRISPR)
结合DNA分子计算的诊断平台已进入临床试验阶

段
[10,11].
基于此, 本文将系统综述DNA分子计算近期的主

要方法学进展, 重点阐述其在临床诊断与治疗中的典

型应用, 分析其在技术转化过程中面临的主要挑战以

及展望未来的发展方向, 旨在为智能检验、智能诊疗

领域的科研工作者与产业开发者提供系统性参考.

2 DNA分子计算的技术方法学进展

DNA分子计算的功能实现依赖于对核酸分子相

互作用的精准设计与调控. 近年来, 其方法学在DNA
链置换反应、酶驱动反应网络、DNA折纸与纳米结

构及与CRISPR系统的融合等方向持续突破, 为临床诊

疗场景的应用奠定了技术基础.

2.1 DNA链置换反应

DNA链置换反应是目前应用最广泛的DNA分子

计算模式, 如图1a所示, 其基本原理是利用短链的立足

点(toehold)区域引导外源DNA逐步置换原有链, 进而

形成可预测的分子级逻辑运算
[12,13]. 通过精确设计toe-

hold长度与序列, 不仅能实现AND、OR、NOT等基本

逻辑功能, 还可以构建层级较深的电路网络, 为复杂生

物信号的解码提供工具
[14]. 传统DNA链置换反应在多

靶标并行运算时存在信号输出易重叠、编码能力有限

的问题, 难以对靶标实现精准的分类与定量检测
[15,16].

针对上述局限, 近期开发的数字化DNA链置换反应

(digital DNA strand displacement, DDSD)[17]简化了探

针设计流程—针对单个靶标仅需1种编码探针, 大幅减

少了所需寡核苷酸的种类, 由此提升了体系在复杂生

物环境中的抗干扰能力, 可实现清晰的二元化乃至多

类别信号输出(图1b). 在此基础上, 级联链置换反应

(cascade DDSD)进一步拓展了运算复杂度, 其将前一

反应释放的价态链作为后续反应的输入链, 可同时实

现多达14种价态的并行运算, 最大价态编码可达25,
构建出多输入、多输出的复杂逻辑电路, 满足了疾病

诊断中更高复杂度的分子计算需求. 此外, DNA可编

程门阵列(DPGA)[18]构建了标准化的模块化链置换组

件库, 研究人员无需定制化设计基础元件, 仅通过分子

指令编程即能调用预先设计的逻辑门模块, 可快速搭

建起针对特定生物医学需求的计算电路. 通过集成多

层DPGA, 已成功实现包含30个逻辑门的大规模电路

稳定运行, 有效缓解了传统DNA电路在规模与可扩展

性方面的不足. 为提升DNA计算的智能化水平, 在智

能分子信息处理领域, 基于激活型链置换基序构建的

可学习分子神经网络, 可借助链置换反应完成训练数

据的权重编码与记忆整合, 实现100位模式的自主分

类, 为分子计算体系赋予监督学习能力(图1c)[19].
尽管DNA链置换反应在运算可编程性及智能信

息处理等方面展现出诸多优势, 但仍存在一系列尚未

解决的问题. 其反应速率本质上受DNA碱基配对热力

学与扩散动力学共同限制, 存在天然上限, 常规的toe-
hold介导的链置换反应速率在toehold长度为7~8个核

苷酸时达到饱和
[20], 而复杂生物环境中的分子拥挤效

应会进一步降低反应速率, 难以达到临床POCT与体

内快速响应的时效要求. Singh等[21]
探索了使用人线粒

体解旋酶Twinkle高效催化链置换的限速步骤的策略,
即toehold对接与分支迁移过程. 该酶可通过多个DNA
结构域同时结合靶标链与入侵链, 缩短分子间空间距

离, 将链置换速率提升了约6000倍. 另有研究通过点

击化学对底物链与入侵链的toehold区域进行共价修

饰, 两条链发生识别结合后可触发共价交联, 稳定链置

换中间体并阻断逆向解离过程, 使链置换速率最高提

升约1000倍, 但该策略在细胞裂解液等复杂生物体系

中可能存在脱靶或引发副反应, 且反应效率易受核酸

二级结构影响
[22]. 除此之外, 向反应体系中引入阳离

子聚合物, 可通过电荷中和削弱DNA链间负电排斥作

用, 促进分子相互识别与结合, 加快链置换的启动效

率. 然而, 阳离子聚合物会在DNA呼吸时促进DNA杂
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交, 加剧体系信号泄漏, 进而降低检测信噪比与特异

性
[23,24].
同时, 链置换反应中普遍存在的非特异性信号泄

漏与串扰问题, 在临床多靶标并行检测场景中会被进

一步放大, 影响低丰度标志物检测的信噪比与准确性,
易引发临床诊断的假阳性结果

[ 25 ] . 对此 , 可采用

toehold隔离策略, 将toehold结构域与分支迁移结构域

拆分至不同的功能链, 使toehold在无调控信号时保持

图 1 (网络版彩图) (a) DNA链置换反应的基本原理示意图
[13]. (b) 基于数字DNA链置换(DDSD)的分子分类器原理示意图

[17].
(c) 使用学习型神经网络对18个案例进行的100位模式分类示意图

[19]

Figure 1 (Color online) (a) Schematic diagram of the basic principle of DNA strand displacement reaction [13]. (b) Schematic diagram of the digital
DNA strand displacement (DDSD) based on molecular classifier [17]. (c) Schematic diagram of 100-bit pattern classification using a learning-based
neural network [19].
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封闭, 仅在特异性触发下才被激活并启动链置换反应,
以此减少无触发状态下的非特异性反应. 但体系中额

外加入的调控链会增加体系组分数量, 增加了体系的

优化难度
[26]. 从动力学调控角度出发, 还可在DNA双

链末端引入富含GC的序列(GC钳位)以抑制信号泄漏.
泄漏主要源于双链末端的碱基解链. GC碱基对因具有

更高的结合能, 可有效稳定双链末端结构、抑制末端

解链, 进而阻断无toehold参与的非特异性链入侵
[27,28].

而聚合酶介导的链置换策略将输出序列预先封闭在双

链结构中, 需要先通过toehold识别完成序列验证, 再由

聚合酶从正确匹配的3′端启动延伸, 大幅提高泄漏所

需的热力学能垒, 可在不扩大电路规模的条件下有效

降低背景信号. 但在实际应用中, 聚合酶可能出现模

板跳转或“轨道跳跃”的现象, 即使在无特异性输入的

情况下, 仍可能触发非预期延伸, 引入微量残留泄

漏
[29].

2.2 酶驱动反应网络

酶驱动反应网络在DNA分子计算中起到信号放

大与反应调控的作用, 进一步拓展了纯链置换反应在

反应速率与功能多样性上的性能边界. 通过引入聚合

酶、核酸酶或转录酶等生物酶, DNA电路可实现多样

化的分子功能
[30]. 其中, 聚合酶能够介导链延伸与信

号扩增, 切口酶可实现特异性单链切割, 外切酶则作

用于核酸末端完成片段剪切, 也可通过聚合酶与切口

酶的协同作用构建出基于滚环扩增(RCA)[31]的DNA计
算体系(图2a). 近年来, 新型工程化酶与简化三链结构

逻辑门的联合应用, 更是将DNA分子计算的运算速度

提升了一个数量级: 由Bst 3.0聚合酶驱动的多级电路

可在数分钟内完成复杂逻辑运算, 同时降低信号泄漏

与背景干扰(图2b)[32]; 外切酶III介导的电路重置机制,
让酶驱动逻辑门实现多次循环复用, 即便在平方根运

算等复杂电路中也能稳定重复触发, 大幅提升了临床

检测中的经济性与体系鲁棒性(图2c)[33]. 酶驱动反应

体系还能构建出带有反馈调节的分子网络. 例如, Nie
等

[34]
利用聚合酶的快速延伸作用与核酸酶的特异性

切割功能, 开发出DNA交叉触发级联自放大电路. 如

图2d所示, 该电路结合针对两种寡核苷酸靶标的可调

模板, 构建了酶促驱动的正反馈放大网络, 两种靶标

中任意一种被触发, 均可通过酶促级联反应实现二者

的同步105~107倍扩增, 有效解决低丰度生物标志物难

以检测的问题. 更为重要的是, 在临床场景中, 疾病发

生发展、标志物表达、药物响应等过程具有特定的时

序规律, 而非静态信号. 因此, 构建能够匹配体内动

态过程、具备精准时间延迟与时序调控能力的分子网

络, 为未来实现时序可控的分子诊断及精准给药提

供了潜力
[35]. 如图2(e)所示, Rong等[36]

以等温DNA
聚合酶(DNAP)为驱动, 实现了信号链释放延迟在

100~102 min范围内的精准调控, 由此构建出具备时序

精准控制能力的分子网络, 该网络可有效调控下游

DNA反应、生成动态分子信号, 并实现对靶基因的多

重检测. 而缺口酶驱动的动态链置换系统(NEDDS)
与DNA同步器时序调控模块的研发

[37], 进一步实现

了时序逻辑锁存、可逆计数与并行逻辑同步, 使DNA
电路具备类电子器件的时序记忆能力. 这些特性使得

DNA分子计算系统更贴近生物机体的动态调控逻辑,
为其应用于体内诊疗场景奠定了基础. 综上, 时序控

制为反应提供准确的时间窗口, 正反馈放大则确保在

指定时间启动后能产生足够强的输出信号, 为构建具

有时序精准性与高灵敏度的动态分子网络提供了

可能.
酶驱动反应网络虽能提升反应效率与动力学性

能, 但该体系可拓展性在网络层数增加时受限. 运算层

级增多会增强逆向调控与资源竞争等非线性干扰, 导

致复杂网络难以稳定运行
[38,39]. 此外, 多数工程化酶

虽能在37℃生理温度下保持催化活性, 却难以直接在

细胞培养或体内环境中稳定发挥作用. 外源酶易被生

物体系降解、稳定性不足, 且胞内环境复杂, pH与离

子环境也可能影响酶活性
[40,41]. 针对上述问题, 现有研

究已开展多方向探索. Galas等[42]
通过优化细胞培养基

比例、镁离子浓度、二硫苏糖醇(DTT)添加量等缓冲

体系条件, 可使酶驱动DNA网络在10%血清体系中稳

定运行至少3天, 并保持良好的反应响应性. 硫代磷酸

酯修饰通过将核酸骨架中磷酸二酯键的非桥氧原子替

换为硫原子, 改变了核酶构象与酶识别位点, 以此提升

其对内源酶的降解抗性
[43]. 此外, 锁核酸(LNA)修饰可

通过核糖环上的亚甲基桥将核糖锁定为刚性构象, 增

强碱基堆积力与双链稳定性, 在提升核酶生物稳定性

的同时增强其与靶标结合的特异性
[44]. 一些非载体分

子改造策略, 也能在保留酶催化活性的基础上提升胞

内递送效率. 例如, 牵引序列通过与核酶形成双链结

构发挥保护作用, 提升胞内递送效率并减少非特异性
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结合, 进入胞内后可在靶标触发下解离并恢复酶活

性
[45]; DNA酶末端引入发夹结构, 能够遮蔽内源酶识

别位点, 在维持催化构象的同时增强稳定性
[46]. 类似

地, 引入光保护基团可暂时封闭催化活性区域, 有效

增强核酸分子在递送过程中的抗降解能力
[47]. 而更为

理想的策略是直接利用细胞内源性酶开展设计. 研究

人员已构建出以内源APE1酶为动力的酶驱动DNA纳
米马达, 靶miRNA通过链置换激活DNA 步行器(DNA

walker), 借助内源APE1的循环切割作用实现荧光信号

放大, 为活细胞内低丰度miRNA的高灵敏成像提供了

新思路
[48].

2.3 DNA折纸与纳米结构

DNA折纸技术是构建DNA纳米结构的主要组装

策略之一, 为DNA分子计算赋予了三维空间构建能力,
使分子逻辑运算不再局限于自由扩散的液相反应, 而

图 2 (网络版彩图) (a) 酶在反应网络中的作用形式以及协同作用原理图
[30,31]. (b) Bst 3.0聚合酶驱动的基于三重结构的DNA

逻辑电路示意图
[32]. (c) 由核酸外切酶III介导的可重复使用的酶驱动DNA逻辑电路的工作原理

[33]. (d) 交叉触发级联自放大人
工生化电路原理示意图

[34]. (e) 基于DNAP信号延迟的动态分子信号系统示意图
[36]

Figure 2 (Color online) (a) Schematic diagram of the action forms and synergistic effects of the enzymes in the reaction network [30,31].
(b) Schematic diagram of Bst 3.0 polymerase-driven triplex structure-based DNA logic circuits [32]. (c) Working principle of the reusable enzyme-
driven DNA logic circuit mediated by exonuclease III [33]. (d) Schematic diagram of the principle of the cross-triggered cascading self-amplification
artificial biochemical circuit [34]. (e) Schematic diagram of a dynamic molecular signaling system by DNAP-based signal delay [36].

李柯樾等: DNA分子计算在临床诊疗中的应用

3006



是能在固定空间中有序且稳定进行
[49]. 该技术依托长

链骨架DNA (scaffold DNA)与短链订书钉DNA (staple
DNA)的互补配对作用, 可将核酸分子精准折叠为管

状
[50]

、盒状
[51]

或片状等多样化三维结构. 在结构层面,
DNA折纸可作为分子计算的支架, 借助其纳米尺度的

空间定点排布能力, 将逻辑门、信号转换模块等计算

元件进行精准定位与有序排布. 在自由扩散体系中,
计算元件通过随机碰撞发生反应, 整体反应速率较慢.
而DNA折纸通过将不同功能模块预设在相应区域, 能

够有效提升局部分子浓度与反应效率, 同时结合DNA
折纸的标准化元件设计, 可增强序列可复用性, 并维持

多组并行反应的一致性与稳定性, 为复杂DNA计算网

络的构建提供优势(图3a, b)[52,53]. 同时, 新型快速组装

与等温自组装策略的开发大幅缩短了DNA纳米结构

的制备周期, 使其更易于高效制备
[54]. 在功能层面,

DNA折纸具有可设计的多价结合位点, 既可在特定位

点修饰荧光探针、金属颗粒或量子点, 将分子计算的

逻辑输出转化为可视化信号(图3c)[55,56]; 也能搭载化

疗药物、siRNA及功能蛋白等活性物质, 实现负载物

的靶向富集与可控释放(图3d)[57,58]. 同时, 研究人员还

将光响应、pH响应等调控模块引入DNA折纸结构, 实
现了对分子计算通路的可逆开关调控, 赋予计算系统

更强的动态调控能力
[59]. 此外, 高阶DNA纳米结构的

制备为多模块、大规模分子电路的构建提供了稳定支

架, 推动DNA分子计算从简单逻辑门设计向集成化、

智能化方向发展
[60].

然而, DNA折纸在临床转化中仍存在一些局限性:
体内低镁离子浓度难以中和核酸骨架负电荷, 易造成

折纸结构解离; 同时核酸酶介导的降解会使其半衰期

远达不到临床应用需求
[ 61 ] . 目前可通过聚乙二醇

(PEG)涂层
[62]

、光交联
[63]

或酶促连接
[64]

等方式增强结

构稳定性, 或采用脂质体封装隔绝核酸酶
[65], 以此提

升其抗降解能力. 此外, 折纸载体在胞内递送过程中

仍面临双重难题: 非特异性摄取降低了靶向递送效率,
而内体逃逸困难则进一步限制了药物的有效释放

[66].
相关研究已通过在DNA折纸表面修饰叶酸、转铁蛋

白等靶向配体提高递送特异性
[67,68], 或采用细胞挤压

法使折纸直接进入细胞质以促进内体逃逸
[69]. 在规模

化应用上, 高昂的制备成本仍是限制其临床转化的重

要因素, 发展低成本规模化合成策略及体内原位组装

思路, 有望为这一问题提供可行解决方案
[70].

2.4 DNA-CRISPR融合系统

近年来, CRISPR系统与DNA分子计算的结合成

为该领域的重要方法学突破, 融合后的体系既保留了

CRISPR对靶标的高特异性识别, 又具备DNA分子计

算强大的逻辑处理能力 . CR ISPR效应蛋白 (如
Cas12a、Cas13a)可通过向导RNA (gRNA)实现对靶标

核酸序列的单碱基分辨级识别, 并在结合靶标后启动

非特异性切割, 实现检测信号的高效放大
[71,72]. 研究

人员将这一特性与DNA链置换逻辑电路相结合, 开发

出多种创新融合策略. Rodrigo等[73]
基于CRISPR-Cas

系统构建了无toehold双链DNA的等温链置换逻辑电

路(图4a), 不仅能有效抑制非特异性杂交干扰, 还可精

准区分单碱基差异的靶标序列. 同时, 利用DNA链置

换电路的可编程性, 可对CRISPR系统活性实现逻辑调

控. 例如通过在Cas12a gRNA的5′端延伸序列, 构建出

可被链置换调控的SD-gRNA, 仅在特定触发分子存在

时才能激活, 从而实现AND、OR等基础逻辑运算

(图4b)[74].
此外, 二者的协同作用有助于提升DNA分子计算

的识别精度与运算复杂度, 为构建高特异性、高灵敏

度的检测平台提供了新思路
[75]. 通过结构切换型DNA

翻译器
[76]

等模块化设计, 非核酸信号也可被转化为

CRISPR可识别的输入信号, 进一步拓展了分子计算的

检测对象与应用场景 (图4c) . 在此基础上 , 光控

(图4d)[77]、pH控[78]
等外部调控单元的引入, 可实现

CRISPR激活与DNA链置换反应的时序协同调控, 有

效提升整个运算过程的可控性与时序准确性.
尽管上述策略展现出良好的集成效果, 但在实际

体系构建中仍存在一系列问题. 链置换反应与CRISPR
酶促催化反应动力学速率不匹配, 易引发反应时序错

乱; 此外, 链置换过程中的泄漏信号还会被CRISPR酶
切活性放大, 进而增加假阳性风险. 对此可通过双向调

控反应速率加以改善, 如对Cas蛋白设计点突变以减缓

其切割速度
[79], 对toehold区域进行LNA修饰以加快链

杂交效率
[80], 并结合碱基错配设计抑制非特异性链置

换泄漏
[81]. 对于无toehold的双链DNA电路, 由于仅依

靠CRISPR解旋提供的自由能有限, 链置换速率普遍偏

低, 可引入Phi29解旋酶
[82]

或单链结合蛋白(SSB pro-
tein)[83]辅助解旋, 为反应提供更强驱动力. 在临床转

化层面, 该融合体系仍受限于CRISPR系统自身缺陷,
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图 3 (网络版彩图) (a) 一种基于DNA集成电路的空间定位分类器示意图
[52]. (b) 基于DNA折纸实现逻辑计算的定向链聚合原

理图
[53]. (c) 特定位点修饰荧光探针或金属颗粒实现分子计算逻辑输出可视化的示意图

[55,56]. (d) 可编程四面体DNA-RNA纳米
笼(TDRN)整合刺激响应性siRNA用于多功能药物共递送的示意图

[58]

Figure 3 (Color online) (a) Schematic diagram of a spatially localized, DNA integrated circuits-based classifier (DNA IC-CLA) [52]. (b) Schematic
diagram of directional strand polymerization on DNA origami to perform logic computing [53]. (c) Schematic diagram of visualizing logic output of
molecular computing via site-specific modification of fluorescent probes or metal nanoparticles [55,56]. (d) Schematic diagram of programmable
tetrahedral DNA-RNA nanocages (TDRN) woven with stimuli-responsive siRNA for multifunctional drug co-delivery [58].
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如较高的脱靶风险与体内递送效率不足等问题
[84]. 相

关优化策略包括选用高保真Cas蛋白以降低脱靶效

应
[85], 以及尝试采用脂质纳米粒(LNP)、类病毒颗粒

(VLP)等载体共递送Cas核糖核蛋白与链置换核酸模

图 4 (网络版彩图) (a) CRISPR介导无toehold dsDNA链置换的原理图
[73]. (b) SD gRNA链置换激活机制原理图

[74]. (c)结构切换
型DNA翻译器原理图

[76]. (d) 光控CRISPR-Cas12a与DNA链置换反应时序协同调控原理图
[77]

Figure 4 (Color online) (a) Schematic diagram of the principle of CRISPR-mediated replacement of non-toehold dsDNA strands [73]. (b) Schematic
diagram of the mechanism of SD gRNA strand displacement activation [74]. (c) Schematic diagram of the mechanism of structure-switching DNA
translators [76]. (d) Schematic diagram of the principle of temporally synergistic regulation of CRISPR-Cas12a and DNA strand displacement via
photocontrol [77].
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块, 实现向病灶区域的精准递送.
综上, 以DNA链置换反应、酶驱动反应网络、

DNA折纸与纳米结构, 以及DNA分子计算与CRISPR
融合系统为代表, 各类DNA分子计算平台在方法学上

均展现出突出优势. 该类体系以核酸序列作为识别、

反应、结构组装与逻辑运算的统一载体, 可实现多种

生物标志物检测在信号输出与反应动力学上的高度均

一, 从而有效改善了传统检测因识别机制差异难以跨

类别整合信息的问题
[86]. 在生理环境中, 以DNA为主

体材料的设计也赋予该体系良好的生物相容性, 一定

程度上改善了传统合成探针与载体易降解、稳定性不

足的问题
[87]. 更重要的是, 这类体系可在纳米尺度对

分子元件进行精准定位, 并将多种功能模块整合在核

酸结构中, 从而提升在复杂生物环境中的抗干扰能

力、检测灵敏度与特异性, 为疾病的精准诊疗提供可

靠支撑
[88,89].

3 DNA分子计算在临床诊断中的应用

DNA分子计算在分子识别、信号调控与逻辑运

算层面已取得一系列方法学突破, 为推动其临床转化

应用提供了重要支撑. 结合临床检测中已具备成熟的

样本预处理、信号放大与结果读出体系, 这些标准化

流程大多可与DNA分子计算体系相兼容, 使其能够直

接适配临床常见样本类型. 与此同时, DNA分子计算

凭借核酸序列的可编程性以及信号输出的精准性, 能

够从多个层面满足临床诊断的关键需求: 在病原体快

速检测中, 基于等温反应体系构建的DNA分子计算策

略, 可在无需热循环设备的条件下完成病原体识别, 有
效提升现场快速检测的便捷性与即时性

[90]. 更为重要

的是, 该策略仅需DNA元件就可实现前端靶标识别、

信号转换与多靶标联合分析, 无需依赖测序仪、蛋白

分析仪等多种大型专业检验设备开展复杂检测与结果

判读, 仅需试纸条、紫外灯或酶标仪等简易设备便可

实现结果读取; 在遗传与肿瘤标志物识别中, 凭借高

特异性分子识别能力, 能够在复杂生物样本中实现低

丰度靶标的精准捕获与灵敏判别, 为疾病早期筛查提

供可靠手段
[91]; 在多输入分子分类器构建中, 通过整

合多靶标逻辑运算与信号输出, 可实现对多元生物信

息的并行分析与自动判别, 为复杂疾病的精准分型与

辅助诊断提供新思路
[92]. 不同于测序、免疫分析等仅

针对单一类型靶标的的检测手段, 核酸、蛋白等疾病

标志物往往需要独立的检测方案及仪器平台, 对仪器

设备和操作人员需求较高. DNA计算可实现在有限检

测资源条件下对具有多靶标参数的复杂疾病实现一站

式分析诊断, 具有可操作性强、耗时短等优势
[93]. 然

而, DNA计算策略在与临床检测的兼容性上也具有一

定的局限性, 如在一些仅需单一靶标检测的高标准化

大规模普筛(如新型冠状病毒、乙肝、HPV筛查等),
以及肝肾功能、电解质等常规生化检测中, DNA计算

的多靶标综合分析优势被削弱, 其复杂的反应网络还

易造成功能冗余, 甚至降低单靶标检测灵敏度, 故在

此类场景中不推荐引入.

3.1 病原体快速检测

病原体的快速、精准检测是临床感染性疾病防控

与早期干预的重要环节, 及时识别病原体类型并明确

感染状态, 既能有效遏制病原体传播, 也能为临床精

准用药提供重要依据
[94,95]. DNA分子计算用于病原体

快速检测的核心优势, 在于将对病原体核酸的高特异

性识别与分子逻辑运算相结合, 能够高效完成靶标识

别、信号传导与结果读取的连贯检测流程, 显著提升

诊断的准确率与效率
[96,97]. 新冠疫情期间, CRISPR与

DNA分子计算联用的检测平台展现出重要的应用价

值. 该类平台通过链置换反应实现靶标特异性识别, 并
结合Cas酶的反式切割活性, 有效提升了检测灵敏度与

响应速度. 例如, Chen等[98]
开发了基于链置换增强的

CRISPR-Cas13a检测体系(图5a), 借助DNA阻滞剂与

靶RNA形成双链结构, 利用链置换放大SNV带来的热

力学差异, 仅变异型病毒RNA可激活Cas13a产生信号,
实现了对病毒RNA的高灵敏定量检测与低丰度变异

株精准区分. Myhrvold等[99]
则基于RNA二级结构对

Cas13活性的调控作用, 在CRISPR 核糖核酸(crRNA)
上引入封闭序列, 构建出“封闭型Cas13”检测体系

(图5b). 当crRNA与严重急性呼吸综合征冠状病毒 2
(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2,
SARS-CoV-2)靶标RNA完全互补时, 封闭链可被快速

置换并激活检测信号; 而单碱基错配的变异序列则会

抑制链置换进程, 无法产生有效响应, 从而有效提升

检测特异性. 相较于传统PCR, 此类体系无需热循环

仪器, 在恒温条件下即可获得接近PCR的检测效果,
更适用于POCT与资源受限场景. 目前相关诊断产品
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图 5 (网络版彩图) (a) 链置换增强CRISPR-Cas13a机制的原理图
[98]. (b) 封闭型Cas13提高检测特异性的原理图

[99]. (c) 基于催
化DNA组装电路与免疫层析试纸条系统的流感病毒及呼吸道合胞病毒检测示意图

[101]. (d) 基于分子开关构建的DNA逻辑电
路用于SARS-CoV-2变异株荧光检测示意图

[104]. (e) 基于催化发夹组装与胶体金免疫层析法的诺如病毒检测示意图
[105]. (f) 基

于DNA计算平台的急性呼吸道感染(ARI)病原学分类工作流程
[110]

Figure 5 (Color online) (a) Schematic diagram of the mechanism principle of enhanced CRISPR-Cas13a through strand displacement [98].
(b) Schematic diagram of enhancing detection specificity by “occluded” Cas13 [99]. (c) Schematic diagram of the CHA-LFIA system for influenza
viruses and RSV detection [101]. (d) Schematic diagram of fluorescence detection for SARS-CoV-2 variants using a DNA logic circuit based on
molecular switches [104]. (e) Schematic diagram of catalytic hairpin assembly combined with colloidal gold immunochromatography assay for
norovirus detection [105]. (f) Workflow of the classification of acute respiratory infections (ARI) etiology with the DNA computation platform [110].
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已进入监管评估阶段, 展现出良好的产业化与临床应

用前景
[100].

此外, 在流感病毒
[101]

、HPV病毒
[102]

及耐药菌检

测等方面, DNA分子计算技术同样表现出色. 在流感

病毒检测中, 研究人员基于催化DNA组装电路设计检

测策略, 实现了流感病毒的简便、快速与低成本检测

(图5c)[101]; 在HPV病毒检测中, 依托“OR”逻辑门构建

的多重传感系统, 整合RPA与分子逻辑判别机制, 可实

现HPV16、HPV18等高危亚型的特异性识别
[102]; 在耐

药菌检测中, 基于DNA分子计算的点突变判别回路,
能够直接识别耐药基因的关键突变位点 , 并通过

AND、OR等逻辑运算自动输出菌株的耐药表型, 无

需测序即可完成快速判读
[103]. 再结合临床检测中常见

的低成本读出设备, 可进一步将DNA计算结果转化为

易于现场快速判读的可视化信号. 例如, 以SARS-CoV-
2变异株的核酸序列为输入, 构建分子开关型DNA逻
辑电路, 通过链置换反应完成序列识别与逻辑运算,
并输出对应荧光信号, 最终通过便携式紫外灯照射即

可实现可视化判读, 10 min内完成多种变异株的快速

筛查(图5d)[104]. 而以诺如病毒核酸序列为靶标构建的

CHA计算电路, 同样可通过靶标触发链置换循环实现

信号放大, 并将运算产物与临床通用的胶体金免疫层

析试纸结合, 直接通过观察试纸条显色完成结果判读

(图5e)[105]. 此外, 研究还设计了模块化DNA计算电路,
通过固定模块与柔性模块的组合实现多种病原体核酸

的并行识别, 利用链置换循环反应完成信号放大, 并触

发G-四链体DNA酶催化显色反应, 最终通过直接观察

溶液蓝绿色变化即可完成定性判读, 检测限可达皮摩

尔级, 为资源受限地区的病原体POCT提供了经济高

效的解决方案
[106].

值得关注的是, DNA辅助的智能检测正朝着自动

化、智能化方向突破. 临床病原体检测中, 传统检测手

段往往依赖专业技术人员操作、检测周期长且通量有

限, 难以满足急诊、基层医疗等场景的快速诊断需求,
也在一定程度上制约了DNA分子计算技术的规模化

临床转化. 因此, 通过自动化与智能化升级提升检测效

率与应用普适性 , 已成为该领域发展的重要趋

势
[107,108]. 一方面, AI辅助优化的“Ouroborosyn-

ssDNA”智能平台, 可借助机器学习算法实现多维度反

应条件的最优匹配, 通过智能调控酶比例、温度及离

子浓度等关键参数, 有效突破了传统人工试错效率

低、条件难以精准匹配的局限 , 显著提升了长链

ssDNA的合成效率与结构稳定性, 体现了AI通过数据

驱动与智能决策提升体系可控性与智能化水平的重要

价值. 其合成的长ssDNA可用于DNA折纸结构构建,
并进一步集成CRISPR-Cas9与荧光报告系统, 实现对

宫颈癌细胞的精准识别与原位成像诊断
[109]. 另一方

面, Ma等[110]
开发的自动化DNA计算平台通过整合样

本前处理、靶标识别、信号放大与结果判读等全流程

模块, 实现了检测过程的一体化操作, 有效降低了对专

业技术人员与高端实验设备的依赖, 优化了临床急诊

场景下的诊断工作流程(图5f). 该平台仅需1 mL血液

样本, 即可在4 h内完成急性呼吸道感染(包含病毒、

细菌感染)的快速病因诊断, 准确率达86%以上, 大幅

缩短了检测周期, 减少了人为误差与样本污染风险,
有效改善了传统分子诊断技术操作烦琐、耗时较长、

难以现场化应用的临床转化困境, 为急诊场景的产业

化应用提供了关键技术支撑.

3.2 遗传与肿瘤标志物识别

识别遗传与肿瘤标志物是实现精准医学的关键环

节, 遗传与肿瘤标志物的表达水平、突变类型直接关

联疾病的发生、发展、治疗及预后, 是疾病早期筛

查、精准分型、个体化治疗方案制定及疗效评估的核

心依据, 而DNA分子计算凭借对核酸分子的精准分辨

能力, 可实现对低丰度、高异质性标志物的高效捕

捉
[111,112]. 在miRNA检测领域, DNA分子计算依托可编

程链置换反应与高效信号放大机制, 有效改善了传统

检测方法灵敏度不足、抗干扰能力较弱等问题, 近年

来取得了多项方法学进展
[113]. Rondelez等[91]

构建了低

背景DNA分子电路(图6a), 通过转换模板(cT)、自催化

模板(aT)、假模板(pT)与报告模板(rT)的协同作用, 结

合泄漏吸收机制抑制非特异性扩增, 实现了对let-7a的
精准识别与定量, 检测限低至1 fM. 另有研究将双链特

异性核酸酶(DSN)驱动的DNA walker与优化的催化发

夹组装(CHA)相结合,构建出双循环信号放大体系(图6b),
可对miR-21、miR-141等肿瘤相关miRNA实现超灵敏

检测, 检测限低至2.95 amol, 且在1%人血清及肿瘤细

胞样本中仍保持稳定性能
[114],为临床miRNA定量检测

提供了新型技术方案.
在SNV检测领域, DNA分子计算技术通过优化探

针结构与调控链置换动力学, 实现了单碱基分辨率的
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图 6 (网络版彩图) (a) 低背景分子电路构建的原理示意图
[91]. (b) DSN驱动的DNAwalker与改进CHA组合用于miRNA检测示

意图
[114]. (c) 基于分子动力学模拟的TMSD探针设计用于SNV检测

[116]. (d) 用于癌症诊断的TDMC平台示意图
[120]

Figure 6 (Color online) (a) Schematic diagram of the construction of low-background molecular circuits [91]. (b) Schematic of the combination of a
duplex-specific nuclease (DSN)-driven DNAwalker with improved catalytic hairpin assembly for miRNA detection [114]. (c) MD Simulation-guided
TMSD probe design for SNVs detection [116]. (d) Schematic diagram of the TDMC platform for cancer diagnosis [120].
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精准识别, 有效改善了低丰度突变检测难、特异性不

足的现状. Li等[115]
开发了LNA修饰的智能DNA计算

电路, 将LNA嵌入探针关键位点, 利用其刚性结构提

升探针的杂交稳定性与错配区分能力, 对KRAS-G12C
等癌症关键突变基因的检测限低至0.19 fM, 体系同时

具备高灵敏度与良好抗干扰性. Su等[116]
利用oxDNA

分子动力学模拟优化toehold序列与链置换探针(图6c),
成功区分EGFR-L858R、KRAS-G12R等9种肿瘤及病

毒相关SNV的突变型与野生型; 结合探针-sink体系后,
可实现低至0.1%变异等位基因频率的检测, 能够满足

临床液体活检的实际需求.
同时, 多输入逻辑电路可整合多种肿瘤相关miR-

NA信号, 通过识别特征表达谱实现癌症分型与风险评

估.例如, Wu等[117]
构建了基于DNA三角棱柱的“AND”

逻辑门纳米机器(图6d), 以三阴性乳腺癌中高表达的

miR-21、miR-155、miR-10b为输入, 通过toehold链置

换反应释放触发链并激活CHA级联放大, 仅当三种

miRNA同时存在时产生荧光响应, 成功区分了MDA-
MB-231 (三种miRNA均高表达)、MCF-7 (仅miR-21
高表达)与MCF-10A (三种miRNA均低表达)三种细胞

系. Huang[118]则进一步构建了集成“AND/OR”双逻

辑模式的DNA纳米球平台, 以内源性ATP为动力驱动

信号放大, 不仅可精准区分MCF-7、HeLa、A549等多

种癌细胞系, 还实现了小鼠体内肿瘤类型的原位识别.
近年来, 多输入逻辑电路在集成化与精准化方向持续

发展. 研究人员构建的局部化DNA逻辑电路(LDC)[119],
将Y型“AND”门逻辑模块与三级发夹放大模块集成

于DNA四面体, 仅当miR-21与FEN1双肿瘤标志物共

表达时启动级联反应, 可有效区分肿瘤细胞与正常细

胞并实现体内肿瘤成像, 为早期诊断提供了可视化手

段. 此外, 晶体管基DNA分子计算(TDMC)平台
[120]

可

在单个晶体管上完成多miRNA同步检测与复杂逻辑

运算, 检测限低至2 × 10−16 M, 在62例肝细胞癌血清样

本中实现了98.4%的诊断准确率, 适配临床精准诊疗

需求.

3.3 多输入分子分类器构建

多输入分子分类器进一步拓展了DNA分子计算

在复杂疾病诊断中的应用. 这类系统能够接收多个分

子信号输入, 经预设逻辑运算直接输出“阳性/阴性”或
“类型A/类型B”等数字化诊断结果,在癌症诊断、药物

敏感性预测以及复杂病理状态的分子判别等场景中展

现出良好应用前景
[7]. 在癌症诊断中, 多输入DNA分子

分类器的核心突破在于对多标志物信号的精准整合,
弥补了单一标志物检测可靠性不足的问题. 其中, “赢
家通吃(winner-take-all, WTA)”策略作为近年来DNA
分子计算用于肿瘤检测领域的热门技术, 凭借高效的

信号竞争与筛选机制, 为多输入分类器设计提供了重

要思路. 基于该策略, 研究人员已构建出多种DNA分
子分类系统 , 实现肿瘤的精准判别 . 如图7a所示 ,
Zhang等[121]

选取miR-148a-3p、miR-182-5p等4种肺癌

相关miRNA作为输入, 采用线性分类逻辑, 通过加权

运算整合多组信号, 最终输出占优加权和对应的荧光

信号(6-羧基荧光素(FAM)信号对应肺癌阳性、罗丹明

X (ROX)信号对应健康阴性), 实现二元诊断. 此外, 空
间定位型DNA集成电路分类器以DNA折纸为支架, 对
计算模块进行定点组装, 构建出类神经形态的分子逻

辑运算体系. 相较于传统自由扩散DNA电路, 其运算

速度与效率显著提升, 可在约3 h内完成临床样本的癌

症诊断
[52]. Tang等[122]

则采用非线性分类逻辑, 优化多

靶点识别模块与信号协同机制, 突破了线性模型在高

异质性肿瘤分析中的局限, 实现对腺癌、导管和小叶

肿瘤、鳞状细胞癌三种病理类型的精准判别(图7b).
在药物敏感性预测方面, DNA分子计算多输入分

类器进一步实现了从疾病诊断到个体化诊疗的延伸.
研究人员利用连接酶依赖反应(LDR) (图7c),将多位点

基因等位信息转化为可被计算系统识别的标准化输

入, 通过逻辑运算完成对复杂遗传图谱的数字化解

读
[123]. 该系统可精准区分CYP2C19基因相关的四类药

物代谢表型, 还可通过重编程适配DPYD、TPMT等多

种药物基因组学靶点, 既能用于硫嘌呤类药物的剂量

指导, 也能通过多基因风险评分(PRS)实现胰腺癌高危

人群筛查, 为精准医疗提供了实用工具. 在复杂病理状

态判别与异质信号整合方面, 通用型分子转换技术有

效解决了不同类型标志物难以直接整合的问题. Zhou
等

[86]
研发的DNA四面体分子转换器, 可将蛋白质、

miRNA、cfDNA等多种生物信号统一转换为标准化

DNA序列, 使反应速率变异系数由83%降至9%, 实现

了动力学信号均一化(图7d). 结合“AND、OR、NOT”
等基础逻辑门进行信号整合, 该平台仅需两种标志物

即可有效区分前列腺癌、前列腺增生与健康样本, 提

升了复杂病理状态判别的效率与准确性.
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图 7 (网络版彩图) (a) 基于DNA计算的线性分类器的用于非小细胞肺癌(NSCLC)诊断示意图
[121]. (b) 基于DNA逻辑电路的

非线性分类器的疾病诊断原理图
[122]. (c) 连接酶依赖性反应示意图

[123]. (d) DNA四面体分子转换器将异质生物标志物转化为
统一22nt DNA输入的示意图

[86]

Figure 7 (Color online) (a) Schematic diagram of the linear classifier based on DNA computing for non-small-cell lung cancer (NSCLC) diagnosis
[121]. (b) Schematic diagram of disease diagnosis based on DNA logic circuits for nonlinear classifier [122]. (c) Schematic illustration of ligase-
dependent reaction [123]. (d) Schematic illustration of a DNA tetrahedral molecular converter converting heterogeneous biomarkers into a unified
22-nt DNA input [86].
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4 DNA分子计算在临床治疗中的应用

除了在临床诊断领域的突破, DNA分子计算在智

能干预与精准治疗方面也展现出重要应用价值. 与诊

断环节侧重分子识别和信号输出不同, 治疗场景对体

系的时空可控性、病灶特异性与生物信号响应能力提

出了更为严格的要求, 这也是传统药物递送系统面临

的主要限制. DNA分子计算能够直接响应疾病微环境

中的生物信号, 并将其转化为可控的治疗执行指令, 在
不依赖外部设备与人工操作的前提下自主完成病灶识

别与靶向干预, 推动传统给药模式向智能响应式治疗

发展
[124,125]. 其核心思路是通过逻辑门控的方式实现

对药物释放的精确调控, 为疾病的精准治疗提供新的

策略与方法.

4.1 逻辑门控药物释放系统

逻辑门控药物释放系统多以DNA折纸或纳米结

构为载体, 核心是将生物标志物信号转化为逻辑触发

条件, 实现药物的精准可控释放
[126,127]. 系统通常将药

物包裹在DNA载体内部, 并在载体表面修饰可响应生

物信号的“分子锁”; 仅当靶细胞出现特定信号组合并

满足逻辑门条件时, 分子锁才会解开、载体结构解离

并释放药物 , 在提高治疗效果的同时减少脱靶毒

性
[128]. 例如, Dietz等[129]

构建了抗原组合触发的AND
型逻辑门控药物释放系统(图8a), 仅在两种靶标抗原

同时存在时才释放药物, 可通过多抗原信号精确识别

目标细胞. 刺激响应型DNA折纸凭借精准的结构调控

能力, 成为逻辑门控递送的重要载体, 它能够响应微环

境或特异性标志物发生构象变化, 是当前该领域的研

究热点
[130]. 如图8b所示, Linko等[131]

设计了一种带有

“pH锁存器”的铰链式DNA折纸纳米胶囊, 该胶囊可通

过环境pH变化实现可逆开合: 高pH下锁存器打开, 便

于药物装载; 低pH下锁存形成三链DNA结构使胶囊闭

合, 且胶囊开合的pH阈值可灵活调控. 这种pH触发的

可逆结构实现了对药物包载与释放的精准调控, 进一

步增强了逻辑门控递送系统的灵活性与靶向性.
除了pH响应体系外, 酶响应型DNA折纸同样具备

精准的调控能力, 可利用病灶微环境中高表达的特征

酶作为逻辑触发信号, 实现药物靶向释放
[132]. 研究人

员将修饰有血管内皮生长因子(VEGF)适配体(Ap)的
矩形DNA折纸片, 通过基质金属蛋白酶(MMP)底物肽

链与抗VEGF抗体(aV)偶联. 该系统凭借Ap与aV的双

重靶向作用富集于脉络膜新生血管(CNV)病灶, 仅病

灶处高表达的MMP切割肽接头后释放抗体, 与适配体

协同阻断VEGF活性; 与此同时, 裸露的DNA折纸还能

高效清除病灶处过量的ROS, 在显著增强治疗效果的

同时降低脱靶毒性(图8c). 该折纸体系可在CNV小鼠

眼内病灶处稳定停留, 半衰期可达15 h, 远长于未修饰

的裸DNA折纸. 于玻璃体注射后24 h采集血液样本进

行检测, 血常规及生化指标均显示正常, 表明该折纸

体系的体内毒性较低
[133].

在炎症治疗方面, 研究者构建了APE1酶响应的逻

辑门控递送系统, 以肠道炎症细胞中APE1的胞质移位

作为输入信号, 当该信号触发时, 解锁载体并释放靶向

肿瘤坏死因子α (TNF-α)和整合素α4的siRNA (图8d).
该系统在DSS诱导的小鼠溃疡性结肠炎模型中表现出

优异的治疗效果, 实现100%小鼠存活率, 且对肠道菌

群无明显干扰
[134]. 此外, Ding等[135]

在DNA折纸表面精

准组装多功能酶催化纳米颗粒, 以肿瘤微环境中异常

的葡萄糖与谷胱甘肽作为双重逻辑输入, 通过级联催

化增强化学动力学治疗效果, 同时激活机体抗肿瘤免

疫. 该系统在小鼠模型中表现出高效肿瘤靶向性, 肿

瘤抑制率超过98%, 有力证实了逻辑门控策略在肿瘤

治疗动物实验中的有效性, 为其向临床转化提供了实

验依据.

4.2 DNA纳米机器人

DNA纳米机器人是DNA分子计算与纳米技术深

度融合的前沿治疗工具
[136]. 这类机器人可通过在表面

修饰适配体、抗体等靶向分子, 精准识别靶细胞表面

特异性受体(图9a)[137], 同时内部集成逻辑运算模块与

药物负载区域, 能够按照预设的逻辑程序响应生物信

号, 进而实现药物的精准可控释放
[138]. 近年来, 随着

DNA构象编程、适配体定向修饰等关键技术的发展,
DNA纳米机器人的靶向精度、响应速度与临床适配

性等方面得到了明显提升. 例如, Li等[139]
构建了逻辑

门控智能DNA纳米机器人(Gi-DR),该机器人通过表面

修饰的转铁蛋白受体(TfR)适配体实现肿瘤靶向富集,
内部搭载G-四链体与异源二聚体i-motif模块, 构成以

肿瘤微环境高浓度K+
及溶酶体酸性H+

为双重输入的

YES-AND逻辑电路 , 并负载适配体药物偶联物

(LDCs). 如图9b所示, 该机器人进入体内并经逻辑运
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算激活后, 可靶向穿透肿瘤细胞膜进入溶酶体, 随后在

溶酶体酸性环境中原位自组装为纳米条带, 在干扰溶

酶体功能的同时触发药物高效释放, 从而精准杀伤肿

瘤细胞. 在小鼠肿瘤模型中, 该体系对肿瘤生长的抑

制率接近90%. Gi-DR经尾静脉给药后1 h即可在肿瘤

部位快速富集, 4 h达到聚集峰值, 且在肿瘤组织中可

稳定滞留超过24 h, 同时在心、肝、脾、肺、肾等主

要脏器无明显非特异性蓄积, 具备良好的生物安全性.
此外, Ding等[140]

构建了靶向肿瘤的精准治疗系

统, 将凝血酶包裹于DNA纳米机器人内部, 并以表面

修饰的适配体作为靶向识别元件. 当纳米机器人抵达

肿瘤部位后, 肿瘤细胞表面核仁素与适配体特异性结

合, 触发机器人构象改变、结构解离并释放凝血酶;
凝血酶在肿瘤血管内诱导血栓形成, 从而阻断肿瘤的

图 8 (网络版彩图) (a) 双重抗原触发DNA壳“AND”逻辑门控解体示意图
[129]. (b) pH响应型DNA折纸纳米胶囊的设计与功能

示意图
[131]. (c) MMP响应型VEGF适配体/抗VEGF抗体修饰矩形DNA折纸平台用于CNV靶向联合治疗的示意图

[133]. (d) APE1
转位触发DNA折纸纳米装置解锁并选择性暴露siRNA的示意图

[134]

Figure 8 (Color online) (a) Schematic diagram of dual-antigen-triggered DNA shell “AND” logic gate-controlled disintegration [129]. (b) Schematic
diagram of the design and function of pH-responsive DNA origami nanocapsules [131]. (c) Schematic illustration of an MMP-responsive VEGF
aptamer/Anti-VEGF antibody-modified rectangular DNA origami platform for CNV-targeted combination therapy [133]. (d) Schematic illustration of
an APE1 translocation-triggered DNA origami nanodevice unlocking and selectively exposing siRNA [134].
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营养与氧气供应, 最终导致肿瘤细胞坏死(图9c). 相关

研究验证了该系统对多种肿瘤的治疗效果, 其中在黑

色素瘤小鼠模型中, 8只小鼠中有3只实现了肿瘤完全

消退, 且该系统能显著降低肝转移的发生率, 展现出

优异的抗肿瘤效果. 该纳米机器人经静脉给药后可靶

向富集于肿瘤组织, 并在注射后8 h达到峰值. 给药初

期, 游离机器人在肝脏富集, 推测被单核吞噬细胞系统

识别捕获; 随时间推移, 肝脏信号逐步衰减, 表明游离

组分可被逐步降解, 最终在给药24 h内实现体内有效

清除.
可变形DNA纳米机器人的研发, 进一步拓展了

DNA纳米机器人的应用场景. 研究人员近期开发的可

重构DNA纳米机器人, 创新性地将能量以分子机械应

变的形式存储于DNA结构内部, 实现无需外部供能的

自主运行; 其搭载的互联双态DNA单元网络, 可实现

多状态扩展与复杂逻辑运算, 能够灵活响应复杂生物

环境中的信号变化. 该可重构纳米机器人有望在肿瘤

微环境等复杂生物场景中完成精准变形与药物时序释

放, 为复杂疾病的靶向治疗提供了新路径
[141].

除肿瘤治疗外, DNA纳米机器人的应用还拓展至

炎症相关疾病领域. 针对中性粒细胞驱动的脓毒症,
Lin等 [ 142 ]

设计了修饰N-乙酰脯氨酰甘氨酰脯氨酸

(Ac-PGP)肽段的DNA纳米机器人, 该肽段可特异性结

合中性粒细胞膜表面的C-X-C基序趋化因子受体2
(CXCR2)受体, 赋予机器人精准的炎症靶向能力. 该机

器人能够在体内靶向结合中性粒细胞, 并随其聚集到

炎症部位, 通过调控中性粒细胞的细胞周期、氧化应

激及炎症反应等过程, 有效减轻脓毒症引发的组织损

伤. 此外, Jiao等[143]
构建了DNA纳米机器人与间充质

干细胞联合治疗体系, 为炎症性肠病(IBD)的治疗提供

了创新策略. 如图9d所示, 体系中的纳米机器人以四面

体DNA为骨架, 装配整合素α4与VCAM1适配体, 通过

双向抑制整合素与对应配体的识别, 抑制淋巴细胞向

炎症部位浸润以减轻局部炎症反应; 同时诱导间充质

图 9 (网络版彩图) (a) 可逆构象转换型DNA纳米机器人调控细胞膜Met受体二聚化及细胞迁移的示意图
[137]. (b) 逻辑门控型

DNA纳米机器人用于细胞溶酶体干扰及增强治疗方面的原理图
[139]. (c) 凝血酶负载DNA纳米机器人构建及其靶向肿瘤血管

栓塞治疗机制示意图
[140]. (d) DNA纳米机器人用于治疗炎症性肠病的应用示意图

[143]

Figure 9 (Color online) (a) Schematic illustration of a reversible conformation-switching DNA nanorobot regulating the dimerization of cell
membrane Met receptors and cell migration [137]. (b) Schematic diagram of logic-gated DNA nanorobots for cellular lysosomal interference and
enhanced therapeutics [139]. (c) Schematic illustration of the construction of thrombin-loaded DNA nanorobots and the mechanism of their targeted
tumor vascular embolization therapy [140]. (d) Schematic diagram of the application of DNA nanorobots for treating IBD [143].
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干细胞向炎症部位归巢, 充分发挥其免疫调节与组织

修复功能, 为IBD临床联合治疗提供了新方法.

5 临床转化面临的问题与挑战

尽管DNA分子计算在临床诊疗领域展现出巨大

潜力, 但其临床转化仍面临一系列挑战,主要集中在体

内稳定性、安全性、规模化生产及监管体系四个

方面.
(1) 临床样本(如血液、唾液)中含有大量蛋白

质、脂质、金属离子及内源性核酸酶, 这些物质会非

特异性结合DNA分子计算组件, 干扰链置换反应、酶

促网络等核心动力学过程
[144]. 例如, 天然D-DNA的链

置换过程易受细胞内复杂微环境干扰, 不仅反应动力

学稳定性差, 还易被内源性核酸酶降解; 而L-DNA作
为D-DNA的镜像异构体, 能够减少这种降解, 且L-
DNA的链置换反应泄漏更少、动力学更快、稳定性

更强
[145]. 此外, 尽管一些研究提出通过化学修饰的方

法(如硫代磷酸酯键
[146]

、PEG修饰
[147])来提升稳定性,

但其修饰过程可能改变DNA的碱基配对特性, 未来需

探索如何在提升稳定性的同时, 最大程度保留其原有

功能.
(2) 安全性风险是治疗类应用的核心挑战. 例如,

细菌等外源DNA可能被机体免疫系统识别为“异物”,
激活Toll样受体9 (TLR9)介导的先天免疫反应, 促使免

疫细胞释放TNF-α等炎症因子
[148]. 在动物实验中已观

察到, DNA纳米载体在肝脏中持续滞留, 导致肌肉、

心脏及肝脏出现明显炎症反应与病理损伤, 且这种损

伤呈剂量依赖性特征
[149]. 同时, DNA折纸结构的几何

参数可能引发补体系统激活, 进而增加载体被免疫细

胞清除的风险, 既影响作用效果, 又可能诱发免疫相

关副作用
[150]. 此外, DNA折纸结构的潜在细胞毒性、

长期体内代谢途径及遗传毒性
[151]

尚未完全明确, 这些

安全性隐患需通过系统的临床前研究逐一验证.
(3) DNA折纸与复杂逻辑探针的制备依赖高精度

寡核苷酸合成与自组装工艺, 且复杂结构的纯化需利

用高效液相色谱(HPLC)等设备, 制备成本高昂
[152]. 更

关键的是, 目前缺乏成熟的GMP级生产工艺. 现有合

成流程自动化程度低、批次间稳定性差
[153], 难以满足

临床应用对产品均一性与安全性的严格要求, 限制了

其在大规模筛查与常规治疗等场景的普及应用
[154].

(4) 临床标准化与监管路径尚不明确, 诊断类产品

需遵循体外诊断试剂(IVD)的监管框架, 需通过灵敏

度、特异性、稳定性等多项性能验证
[155], 而治疗类产

品则需符合药品监管要求, 经历严格的临床前安全性

评价与多阶段临床试验. 若DNA分子计算技术涉及诊

疗一体化设计, 还需要额外的监管协调
[156]. 此外, 行业

内缺乏统一的性能评价标准, 如检测类产品的灵敏度

验证方法
[157]

、治疗类载体的体内分布评价指标等尚

未达成行业共识
[158].

6 总结与展望

作为一种新兴的分子信息处理技术, DNA分子计

算正逐步从理论研究走向临床应用. 在临床诊断中,
DNA分子计算凭借其较高的灵敏度、特异性和便捷

操作的优势, 广泛兼容POCT或其他大规模筛查场景.
DNA计算联合CRISPR技术的融合体系用于新冠病毒

检测及肿瘤标志物的液体活检, 提示该领域已从基础

研究逐步迈向临床转化的关键探索阶段. 此外, 基于

DNA计算的逻辑门控药物释放与DNA纳米机器人用

于疾病治疗, 有望为个体化的精准医疗提供新的实现

路径. 尽管DNA分子计算在诊疗领域展现出广阔的应

用前景, 其临床转化仍面临多种难题. 针对体内稳定

性、安全性、规模化生产及监管体系等挑战, 可从结

构与递送优化、安全性完善、产业化技术升级等方向

开展针对性研究. 例如, 使用人工智能筛选最佳的核酸

修饰, 以期在提升DNA计算组件抗酶解与抗干扰能力

的同时, 最大限度保留其链置换、逻辑运算等核心功

能; 通过功能化改造脂质体、仿生细胞膜等递送载体,
在实现DNA组件靶向富集、隔绝体内复杂微环境干

扰的同时, 能提升体内稳定性与作用效率. 其次, 可通

过优化DNA折纸结构的尺寸与表面电荷来降低免疫

激活风险; 也可引入可生物降解的元件, 实现DNA组
件的可控降解

[159]. 针对制备成本高、自动化程度低、

缺乏GMP工艺等问题, 可整合微流控与精密控制技术,
构建高通量自动化制备体系, 进而提升产品批次间的

一致性; 采用亲和纯化、磁珠分选等技术替代传统纯

化方案, 在保证纯度的同时降低制备成本.
此外, 多学科技术融合进一步拓展DNA分子计算

的临床应用边界. 首先是推进可持续自主学习型分子

计算系统的研发. 现有监督学习型分子神经网络依赖
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带标签的训练样本、缺乏自主学习能力
[19], 并且传统

链置换电路存在不可复用、反应废物积累导致性能衰

减的问题, 进一步阻碍了无监督学习的应用
[160,161]. 为

此, 研究人员构建了可循环复用的链置换电路
[162], 通

过将发夹门与输出链进行共价连接, 实现了无酶热充

电功能. 该系统借助加热-冷却循环重置动力学陷阱,
使链置换反应可重复进行16轮以上, 为实现无监督学

习提供了技术支撑. 在平台体系建设方面, 通过搭建

模块化DNA计算通用组件库, 整合标准化逻辑门、信

号放大与响应触发模块, 能够根据疾病的诊疗需求快

速组装定制化系统, 有效降低技术研发成本与周期.

再者, 融合多组学生物数据开发智能分子分类器, 结

合机器学习算法优化DNA电路设计, 以此提升疾病分

型、疗效预测及预后评估的准确性. 此外, 结合纳米孔

测序与微流控芯片技术, 能够利用纳米孔的单分子检

测能力, 实现DNA电路运算结果的直接、无标记读取,
省去传统荧光标记与信号放大步骤；同时依托微流控

芯片完成样本预处理、逻辑运算、结果读取的一体化

集成, 开发便携式检测设备, 更加适配POCT、基层医

疗及现场快速诊断场景. 随着相关技术的进步和跨学

科协同攻关, DNA分子计算有望在未来十年成为临床

诊疗的重要支撑.
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Abstract: DNA computing represents a novel computational paradigm that compiles clinical decision logic directly
into programmable biochemical reactions, thereby holding immense potential for molecular medicine. Driven by DNA
nanotechnology advances in DNA strand displacement, enzymatic reaction networks, DNA nanostructure assembly, and
clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)-based effectors, DNA computation is transitioning
from laboratory proof-of-concept toward clinical translation. Leveraging logic gate design and signal amplification
strategies, this technology has enabled the high-sensitivity detection of pathogens, circulating microRNAs, and single-
nucleotide variants, while also facilitating the development of portable point-of-care testing platforms. Moreover,
autonomous DNA nanorobots and logic-gated drug delivery systems offer innovative strategies for the precision
treatment of cancers and genetic disorders. Despite these advances, significant challenges persist in in vivo stability,
biosafety, scalable manufacturing with quality control, clinical standardization, and regulatory pathways. In this review,
we discuss the methodological frameworks of DNA computing, summarize representative applications in clinical
diagnostics and therapeutics, and analyze current translational bottlenecks. By outlining future research directions, we
aim to provide a strategic roadmap for next-generation molecular computing in healthcare.
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