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摘　要：对于高致病性H5N1禽流感病毒，构建检测该病毒的高灵敏生物传感器，

并与智能包装相结合用于实时监测，这对禽流感的防控具有重要意义。基于杂

交链式反应（HCR）信号放大策略，以 AgNCs 作为荧光信号基团，构建了一

种无标记“turn on”型荧光生物传感器用于检测代表 H5N1 病毒的 H5N1 基因

序列。该传感器以 H5N1 DNA 作为触发剂引发 HCR 过程，使 AgNCs 产生强

的荧光信号变化。研究表明，当 H5N1 DNA 浓度在 0.2~800.0 nmol/L 内，该

传感器具有良好的响应信号，且在 0.2~200.0 nmol/L 之间的荧光强度与 H5N1 
DNA 浓度呈线性相关，线性方程为 y=10.982C+567.435（R2=0.992 73），检测

限为 176 pmol/L。核酸传感体系具有通用性，通过简单调整目标序列，可实

现对不同目标物的特异性灵敏检测。该研究有望为高灵敏分析禽流感病毒标

志物的通用传感平台设计提供思路。
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1 研究背景

随着传感器的发展和包装材料的创新，传感器已

应用到包装材料中，实现智能包装系统 [1]。包装上的

智能传感器与外部环境或内部成分、代谢产物等相互

作用，通过颜色变化或信号实时反馈，可用于识别检

测有害物质，监测产品新鲜度、湿度变化等 [2]。例如，

TOXIN ALERT 开发了一种基于抗原抗体特异性反应

的可视化生物传感器，通过固定在聚乙烯薄膜上的抗

体与目标病原体的反应，使其形状或颜色发生变化，

实现对致病菌的识别 [3]。Deng Y. 等 [4] 通过金纳米颗

粒、壳聚糖和萘酚改性纳米多孔碳构建了一种乙酰胆

碱酶生物传感器，实现了对有机磷、甲基及硫磷农药 [5]

的灵敏检测，可用于果蔬类农产品的相关检测。目前，
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智能包装系统中生物传感器的研发尚处于初步研究

阶段。

禽流感病毒是流行性传染病的罪魁祸首之一，其

高致病性、致死性和变异性对家禽业和公共健康构成

严重威胁 [6-7]。例如，高致病性 H5N1 禽流感病毒可在

家禽中引起严重疾病，死亡率几乎为 100%[8-10]；同时，

它可以跨过物种障碍直接感染人类。自 2003 年以来，

世界卫生组织报告了 876 例 H5N1 人类感染病例，其

中 458 例死亡 [11]。调查显示，曾在环境样本、外包装

上检测出禽流感核酸阳性。因此，针对禽流感病毒，

建立快速、准确、灵敏的检测方法，可有效地防止其

大肆传播，对禽流感的防控具有重要意义。目前，已

经开发了许多鉴定和检测禽流感病毒的方法，如病毒

分离培养、逆转录聚合酶链式反应、酶联免疫吸附测

定法以及微流控芯片技术等 [12-16]。这些方法稳定性好，

鉴定结果相对确切，但通常存在操作繁琐、程序耗时、

成本高等问题，限制了它们在禽流感病毒早期诊断中

的广泛应用。荧光传感器凭借简单快速、特异性好以

及灵敏度相对较高等特点，为解决上述问题提供了可

行有效的策略。然而，对于检测分析低丰度的禽流感

病毒标志物，荧光传感器的灵敏度仍需改善。

杂 交 链 式 反 应（hybridization chain reaction，

HCR）于 2004 年首次被提出，其在生物分析中具有

设计灵活和信号扩增效率高等特点 [17]，可用于构建

设计简单、响应灵敏的荧光传感器，并已广泛应用

于各种低丰度分子的检测分析 [18]。HCR 的反应原理

是两个亚稳态 DNA 发夹稳定共存，只有触发链在体

系中存在时核酸反应才被启动。第一个发夹（H1）

被特定触发链特异性识别杂交以暴露结合区域，该

暴露的结合区域可以与第二个发夹（H2）杂交，从

而暴露另一个结合区域并打开另一个 H1，之后再打

开另一个 H2，以这种方式重复。最后，通过这种连

续的链式反应，形成了带有缺口的长双链核酸复合

体。Peng X. 等 [19] 以 miRNA-21 作为 HCR 反应的触

发剂构建的无酶无标记型传感器已实现体外与体内

对目标物 miRNA-21[20] 的高灵敏特异检测分析。作为

一类发射颜色可调的无标记型荧光探针，以 DNA 为

模板合成的银纳米簇（silver nanoclusters，AgNCs）

具有小尺寸、荧光明亮等特点。因此，在生物传感

中，DNA-AgNCs 常被用作检测生物分子的荧光信号。

Lee S. T. 等 [21] 报 道 AgNCs 成 核 序 列（-ACC CAC 
CCA-）可实现强黄光发射。DNA-AgNCs 的光学特

性受相邻碱基的影响，因此，可基于 DNA 链的改

变实现 AgNCs 荧光信号的变化，用于检测分析目

标物 [22-23]。例如，富胞嘧啶碱基可导致 AgNCs 的尺

寸更大且发射波长变得更长 [24]。

本研究以 HCR 为信号放大策略，利用 DNA 为

模板合成的 AgNCs 作为荧光探针，构建了一种无

标记“turn on”型荧光生物传感器。以 -ACC CAC 
CCA- 作 为 AgNCs 成 核 序 列， 设 计 了 Hp1，-ACC 
CAC CCA- 位于其 3’端突出部位，-CCCC- 位于其

5’端突出部位。当 Hp1 以发夹结构稳定存在时，由

于富 C 靠近 AgNCs 成核序列，改变了该 AgNCs 的

黄光发射特性，使其在 495 nm 激发波长下无荧光发

射。图 1 为基于 HCR 放大的 AgNCs 无标记型荧光

传感器检测 H5N1 DNA 的原理图。如图 1 所示，以

目标物 H5N1 DNA 作为 HCR 触发链，当 H5N1 不存

在时，Hp1 与 Hp2 以发夹形式稳定共存，因此无黄

光 AgNCs 荧光信号；当 H5N1 存在时，H5N1 DNA
与 Hp1 特异性杂交，启动 Hp1 与 Hp2 之间的 HCR，

形成一段长的 H5N1-[Hp1-Hp2]n 双链复合体，使得

AgNCs 成 核 序 列 远 离 -CCCC- 碱 基， 经 NaBH4 还

原 Ag+ 作用后，产生黄光 AgNCs，可检测到明显的

荧光信号。根据该荧光信号的变化，可实现对 H5N1 
DNA 的定量检测。

2 实验部分

2.1 实验试剂与仪器

1）主要试剂

三羟甲基氨基甲烷、乙酸镁、硼氢化钠，均为

图 1 基于 HCR 放大的 AgNCs 无标记型荧光传感器

检测 H5N1 DNA 的原理图

Fig. 1 Scheme illustration of HCR amplified AgNCs 
label-free fluorescence sensor for H5N1 DNA detection

基于 HCR 放大的无标记型荧光传感器的构建及 H5N1 DNA 检测
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分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司；硝酸银，

优级纯，购于国药集团化学试剂有限公司；琼脂糖，

分析纯，购于上海生工生物工程股份有限公司；所用

DNA 寡核苷酸链均由上海生工生物工程股份有限公

司合成，具体碱基序列如表 1 所示。

2）主要仪器

离心机，C1H2050R 型，湖南湘立科学仪器有限

公司；电子分子天平，ME-T 型，梅特勒 - 托利多国际

贸易（上海）有限公司；荧光光谱仪，F7100 型，日

本日立仪器有限公司；透射电子显微镜（transmission 
electron microscopy，TEM），JEM1230 型， 日 本 电

子株式会社；电子恒温水浴锅，HH-SZ 型，郑州长

城工贸有限公司。

2.2 实验条件优化

2.2.1 Tris 缓冲液的 Mg2+ 浓度和 pH 优化
1） 配 制 Tris 缓 冲 液： 分 别 称 取 一 定 量 的 Tris

和 C4H6O4Mg·4H2O，溶解于超纯水中，配制含有 20 
mmol/L Tris 和不同浓度 C4H6O4Mg·4H2O（3, 4, 5, 6, 8, 
10 mmol/L）的 Tris 缓冲液，并根据反应荧光的信背

比（F/F0）结果确定最佳 Mg2+ 浓度。

2）用稀释的冰醋酸溶液调节 Tris 缓冲液的 pH
值，得到不同 pH 值（6.0, 6.4, 7.0, 7.4, 8.0, 8.4, 9.0）

的 Tris 缓冲液，并根据信背比结果确定最佳 pH 值。

2.2.2 HCR 的反应温度和时间优化
HCR 反应温度分别设置为 25, 30, 32, 34, 37, 40, 

45 ℃；HCR 反应时间分别设置为 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 
3.5, 4.0, 5.0 h。根据信背比结果分别确定 HCR 的最

佳反应温度和时间。

2.2.3 AgNCs 的合成优化
将 Hp1 与 Hp2 DNA 进行淬火处理，即沸水中放

置 5 min， 再 冰 浴 30 min。 将 H5N1、Hp1、Hp2 等

摩尔比混合于 Tris 缓冲液（按最佳 Mg2+ 浓度和 pH
值配制），每种 DNA（20 µmol/L）各 5 µL，反应总

体积为 100 µL，进行 HCR 杂交（按最佳反应温度和

时间）；向 HCR 反应完成的溶液中，加入一定量的

AgNO3，震荡 30 s，4 ℃避光孵育 15 min；加入一定

量用冰水现配制的 NaBH4，4 ℃避光孵育一定的时间

（0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0 h）；合成过程

中，Hp1 与 Ag+、NaBH4 摩尔比分别设置为 1:6:6, 1:8:8, 
1:10:10, 1:12:12, 1:14:14, 1:16:16, 1:18:18。根据信背

比结果，确定合成 AgNCs 的最佳 Hp1:Ag+:NaBH4 的

摩尔比、孵育时间。

2.3 性能检测方法

2.3.1 灵敏度测定
将 5 µL Hp1（20 µmol/L）、Hp2（20 µmol/L）

分别与 5 µL 不同浓度的 H5N1 DNA（0.2, 1.0, 10.0, 
50.0, 100.0, 150.0, 200.0, 300.0, 500.0, 800.0 nmol/L）

混合于 Tris 缓冲液（pH = 7.4，Mg2+ = 6 mmol/L），

37 ℃水浴杂交 3 h；再加入一定量的 AgNO3，震荡

30 s，4 ℃避光孵育 15 min；然后，加入一定量用冰

水现配制的 NaBH4，4 ℃避光孵育 3 h。反应体系中，

Hp1、Ag+ 与 NaBH4 摩尔比为 1:10:10，反应总体积

为 100 µL。最后，对上述样品进行荧光测试，荧光

参数为：495 nm 激发、550 nm 最大发射峰、激发狭

缝宽度 10 nm、发射狭缝宽度 10 nm、电压 800 V。

2.3.2 选择性检测
将 5 µL Hp1（20 µmol/L）、Hp2（20 µmol/L）

分别与 5 µL 的空白、单碱基错配（SM）、双碱基错

配（DM）、 三 碱 基 错 配（TM）、H1N1、H7N9、

随机序列 R 混合于 Tris 缓冲液（pH = 7.4，Mg2+ = 6 
mmol/L）中，按照 2.3.1 中的方法，分别配制成总体

积为 100 µL 待测样品。将这些样品作为干扰物进行

荧光测试，测定荧光生物传感器的选择性。

2.3.3 稀释人血清中样品检测
选择健康人血清为实际样本，按加标回收法考察

该荧光生物传感器对目标物 H5N1 DNA 的实际检测

性能。首先，对血清样品进行预处理。用质量分数

为 15% 的三氯乙酸沉淀血清中的蛋白质，离心后取

上清液，再用 Tris 缓冲液稀释 100 倍后作为样品溶液。

然后，向样品溶液中加入 N- 乙基马来酰亚胺去除巯

DNA 序列名称 碱 基 序 列

Hp1
CCCCACTCTTGAGTTCTCAGTATGTCTCTC
CTGAGAACTCAAGATTTACCCACCCA

Hp2
CTGAGAACTCAAGAGTGGGGTCTTGAGT
TCTCAGGAGAGA

H5N1 DNA CATACTGAGAACTCAAGAGTCT

单碱基错配（SM） CATACTGATAACTCAAGAGTCT

双碱基错配（DM） CATACTGATAAGTCAAGAGTCT

三碱基错配（TM） CATACTGATAAGTGAAGAGTCT

H1N1 DNA CGACTACACTCTCGATGAAGAA

H7N9 DNA AAGAGAGAACAAGCAGG AATT

随机序列 R GTAGGCTTAGTAGATTAA GAGT

表 1 实验所用的 DNA 碱基序列

Table 1 Sequences of oligonucleotides used in this research

2024 年 第 16 卷 第 3 期 Vol.16 No.3 May 2024
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基，再加入特定浓度的 H5N1 DNA（2, 20, 180 nmol/L），

进行荧光定量分析。

3 结果与讨论

3.1 实验可行性分析

3.1.1 核酸探针设计原理分析
基于 HCR 放大的 AgNCs 无标记型荧光传感器

检测 H5N1 DNA 的设计原理为：1）无 Target H5N1
时，Hp1 与 Hp2 各自以发夹结构存在；2）H5N1 存

在时，触发 HCR 反应，Hp1 与 Hp2 被相继打开，形

成长的双链复合体。本研究通过 2% 琼脂糖凝胶电泳

法验证核酸探针反应原理，结果如图 2 所示，其中序

号 1 为反应体系中含有 Hp1、Hp2、Target H5N1 三

种 DNA；序号 2 只含有 Hp1 与 Hp2；序号 3 只含有

Hp1；序号 4 只含有 Hp2；M 为 marker。由图 2 可知，

当无 Target H5N1 时（即 2~4），Hp1 与 Hp2 各自以

发夹结构存在；H5N1 存在时（即 1），Hp1 与 Hp2
形成长的双链复合体。电泳结果与设计原理相符。

3.1.2 AgNCs 合成分析
不 同 样 品 的 AgNCs 荧 光 强 度 及 AgNCs 的 激

发 与 发 射 图 谱 如 图 3 所 示。 由 图 3a 可 知， 只 有

Hp1+Hp2 + H5N1 样 品 具 有 荧 光， 其 他 背 景 样 品

Hp1+ Hp2、Hp1 + T、Hp1、Hp2 + T、Hp2 均 无 荧

光响应，这说明基于 H5N1 DNA 触发的 HCR 放大

AgNCs 无标记型荧光传感器设计可行。由图 3b 的激

发与发射图谱可知，合成 AgNCs 的最佳激发波长为

495 nm，最佳发射波长为 550 nm。

AgNCs 样品在紫外灯与白炽灯照射下的效果

图 及 TEM 图 如 图 4 所 示。 由 图 4a~b 可 知， 在 紫

外灯照射下，信号 AgNCs 样品 1 号（Hp1 + Hp2 + 
H5N1）呈现明亮的黄光，符合文献报道的黄光银簇

的荧光特性，背景样品 2 号（Hp1 + Hp2）无荧光；

在白炽灯照射下，样品 1 号和 2 号均无荧光。由图

4c 中 AgNCs 的 TEM 可以发现，AgNCs 的粒径约为

2 ~ 3 nm。
图 2 2% 琼脂糖凝胶电泳结果图

Fig. 2 Result of 2% agarose gel electrophoresis

b）激发与发射图谱

图 3 不同样品的 AgNCs 荧光强度及 AgNCs 的
激发与发射图谱

Fig. 3 Fluorescence intensity of AgNCs in different 
samples and the excitation and emission spectra of AgNCs

a）荧光强度

a）紫外灯照射下            b）白炽灯照射下

基于 HCR 放大的无标记型荧光传感器的构建及 H5N1 DNA 检测

龚  亮，等03
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3.2 实验条件优化分析

3.2.1 Tris 缓冲液的 Mg2+ 浓度和 pH 优化分析
本研究分别配制不同 Mg2+ 浓度（3, 4, 5, 6, 8, 10 

mmol/L） 及 pH（6.0, 6.4, 7.0, 7.4, 8.0, 8.4, 9.0） 的

Tris 缓冲液，根据反应荧光的信背比结果（见图 5），

优化实验条件。

由图 5a 可知，在 Mg2+ 浓度为 6 mmol/L 时，反

应体系的信背比最佳，故 Tris 缓冲液的最佳 Mg2+ 浓

度为 6 mmol/L。由图 5b 可知，在 pH 为 7.4 时，信

背比最佳，故 Tris 缓冲液的最佳 pH 为 7.4。

3.2.2 HCR 的反应温度和时间优化分析
HCR 杂交效果是影响该实验检测性能的关键因

素。本研究通过对 HCR 的反应温度（25, 30, 32, 34, 
37, 40, 45 ℃）和时间（1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0 
h）进行优化，根据反应荧光的信背比结果（见图 6），

确定 HCR 杂交的最佳反应条件。

如图 6a 可知，HCR 反应温度为 37 ℃时，体系

的信背比最佳。这是因为，过低的温度使 HCR 杂交

效果不好，从而导致体系的信背比降低；过高的温度

使背景荧光相对增加，同样导致信背比降低。如图

6b 可知，体系的信背比随 HCR 反应时间的增加先逐

渐增大，3 h 后信背比的变化进入平台期。这是因为，

过短的反应时间使 HCR 杂交不充分导致产生的荧光

c）TEM 图

图 4 紫外灯与白炽灯照射下的 AgNCs 信号样品与背景

样品及 AgNCs 样品的 TEM 图

Fig. 4 AgNCs signal samples and background samples 
under ultraviolet irradiation and incandescent 

irradiation, and TEM results of AgNCs

b）不同 pH
图 5 不同 Mg2+ 浓度及 pH 下 Tris 缓冲液中的 F/F0

Fig. 5 The F/F0 of different Mg2+ concentration and 
different pH of Tris buffer solution

a）不同 Mg2+ 浓度

b）不同时间

图 6 不同 HCR 反应温度及反应时间下的 F/F0

Fig. 6 The F/F0 of different temperature and different 
reaction time of HCR

a）不同反应温度
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信号低，而在 3 h 后，HCR 杂交充分，信背比随时

间变化不大。考虑到时间效率方面，选择 3 h 为最佳

HCR 反应时间。

3.2.3 Hp1、Ag+ 与 NaBH4 的摩尔比优化分析
Hp1、Ag+ 与 NaBH4 的摩尔比是影响 AgNCs 合

成效果的关键因素。本研究将 Hp1、Ag+ 与 NaBH4

的摩尔比分别设置为 1:6:6, 1:8:8, 1:10:10, 1:12:12, 
1:14:14, 1:16:16, 1:18:18，测定体系的荧光信背比，

优化结果如图 7 所示。由图 7 可知，当 Hp1、Ag+

与 NaBH4 的摩尔比为 1:10:10 时，体系的信背比效

果最佳。因此，选择 Hp1、Ag+ 与 NaBH4 的摩尔比

为 1:10:10。

3.2.4 AgNCs 的孵育时间优化分析
AgNCs 的孵育时间也是影响 AgNCs 荧光强度的

重要因素。本研究将 AgNCs 的孵育时间分别设置为

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0 h，测定体系的荧

光信背比，优化结果如图 8 所示。

由 图 8 可 知， 随 着 AgNCs 孵 育 时 间 的 增 加，

AgNCs 荧光强度在逐渐增强，F/F0 逐渐增大。在 3 h
以后，F/F0 增幅明显平缓，3 h 对应的 F/F0 已达 6.54，

即信背比效果显著。考虑到反应时间效率，以 3 h 为

最佳 AgNCs 孵育时间。

3.3 性能分析

3.3.1 灵敏度分析
为了分析基于 HCR 放大的无标记型荧光传感器

对 H5N1 DNA 的检测性能，通过改变目标物 H5N1 
DNA 的浓度（0.2, 1.0, 10.0, 50.0, 100.0, 150.0, 200.0, 
300.0, 500.0, 800.0 nmol/L），在最佳实验条件下，测

量其相应的荧光强度，结果如图 9 所示。

由图 9a 中不同 H5N1 DNA 浓度下反应溶液的

荧光强度曲线可知，当目标物 H5N1 DNA 的浓度从

0.2 nmol/L 增 加 到 800.0 nmol/L 时， 反 应 体 系 的 荧

图 7 不同 Hp1、Ag+ 与 NaBH4 摩尔比下的 F/F0

Fig. 7 The F/F0 of different molar ratio of Hp1,
Ag+ and NaBH4

图 8 不同 AgNCs 孵育时间下的 F/F0

Fig. 8 The F/F0 of different incubation time of AgNCs

a）不同 H5N1 DNA 浓度下的荧光强度

图 9 不同 H5N1 DNA 浓度下的荧光强度及荧光强度与

H5N1 DNA 浓度关系曲线

Fig. 9 The fluorescence intensity at different 
concentrations of H5N1 DNA , and the relationship 

between fluorescence intensity and H5N1 DNA 
concentration

b）荧光强度与 H5N1 DNA 浓度关系曲线
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光强度随着 H5N1 DNA 浓度的增加而增强。由图 9b
中荧光强度与 H5N1 浓度的关系校准曲线可知，在

H5N1 DNA 浓度为 0.2~200.0 nmol/L 范围内，荧光强

度与 H5N1 DNA 浓度呈线性关系，其回归方程为 y= 
10.982C + 567.435，R2 = 0.99 273，最低检测限为 176 
pmol/L，其中 y 代表反应溶液的荧光强度。该结果表

明，基于 HCR 信号放大的无标记型荧光传感器可以

实现对 H5N1 DNA 的高灵敏检测。

3.3.2 选择性分析
选择性是评价荧光生物传感器分析性能的重要

指标。为了考察基于 HCR 放大的无标记型荧光传

感器对于目标物 H5N1 DNA 的选择性，选用 SM、

DM、TM、H1N1、H7N9、随机序列 R 作为干扰物，

进行荧光检测对比，结果如图 10 所示。由图可知，

该传感器对目标物 H5N1 具有良好的选择性，其对

H5N1 的 F/F0 高达 6.87，显著高于其他干扰物。

3.3.3 稀释人血清中的样品分析
为了考察基于 HCR 放大的无标记型荧光传感器

对血清样品的潜在应用性，在 100 倍稀释处理后的

健康人血清中分别添加了 2, 20, 180 nmol/L 的 H5N1 
DNA，并对添加的 H5N1 进行了回收率测试，结果

如表 2 所示。

由 表 2 可 知， 回 收 率 在 93.33%~103.56%， 相

对 标 准 偏 差（relative standard deviation，RSD） 在

2.41%~4.67% 范围内，这表明该荧光生物传感器对人

血清中的 H5N1 DNA 检测具有潜在应用价值。

4 结论

本研究构建了基于 HCR 放大的 AgNCs 无标记

型荧光传感器，利用核酸分子之间的特异性杂交，

实现了对代表禽流感病毒 H5N1 的 DNA 序列（H5N1 
DNA）的高灵敏、高选择性检测。研究结果表明，

荧光强度随着目标物 H5N1 DNA 浓度增加而逐渐增

强，在 0.2~200 nmol/L 之间呈线性响应，其回归方

程为 y= 10.982C + 567.435，R2 = 0.99 273，最低检测

限为 176 pmol/L。该传感器对目标物 H5N1 DNA 具

有良好的选择性（F/F0 值为 6.87）。该传感器可用

于人血清样品中 H5N1 DNA 的检测，加标回收率在

93.33%~103.56% 范 围 内， 且 RSD 在 2.41%~4.67%
之间。相比于酶介导的信号放大，基于 HCR 放大的

传感方法操作相对简单、更加稳定。相比于标记型荧

光探针，DNA-AgNCs 探针制备简便且成本低廉。该

核酸传感体系具有通用性，可根据不同目标物来改变

核酸探针序列，实现对其他疾病相关分子的放大检

测。基于 HCR 放大的无标记型荧光传感器在智能包

装方面有潜在应用前景，为用于监测病毒的智能包装

设计提供思路。
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Construction of Label-Free Fluorescence Sensor Based on HCR Amplification for 
Detection of H5N1 DNA

GONG Liang，SHAN Xiuzhi，ZHU Lin，XU Lin，TANG Li

（College of Life Sciences and Chemistry，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：For the highly pathogenic H5N1 avian influenza virus, the construction of highly sensitive biosensors to 
detect the virus, combined with intelligent packaging for real-time detection, is of great significance for the prevention 
and control of avian influenza. Based on HCR signal amplification strategy and using AgNCs as fluorescence signal 
group, a labeled “turn on” fluorescent biosensor was constructed to detect H5N1 gene sequence representing H5N1 
virus. The sensor used H5N1 DNA as a trigger to trigger the HCR process, which caused AgNCs to produce strong 
fluorescence signal changes. The research has shown that the sensor had a good response signal when the H5N1 DNA 
concentration was within 0.2~800.0 nmol/L, and the fluorescence intensity was linearly correlated with the H5N1 DNA 
concentration between 0.2~200.0 nmol/L. The linear equation was y = 10.982C + 567.435 (R2 = 0.992 73), and the 
detection limit was 176 pmol/L. The nucleic acid sensing system is universal, and can realize specific sensitive detection 
of different targets by simply adjusting the target sequence. This research is expected to provide ideas for the design of a 
universal sensing platform for highly sensitive analysis of avian influenza virus markers. 

Keywords：hybridization chain reaction；silver nanocluster；fluorescent biosensor；avian influenza virus 
marker H5N1 DNA
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