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Goldview标记的 DNA荧光毛细生物传感器的研究
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摘　要　对 Goldview ( GV)作为荧光标记物的 DNA 荧光毛细生物传感器进行了研究。以荧光毛细分析法

(fluorescence capillary analysis , FCA)为基础 , 在毛细管内壁通过 Poly2l2lysine将 202mer2ssDNA探针固定 ,

制成 DNA 荧光毛细生物传感器 (DNA fluorescence capillary biosensor , DNA2FCB) , DNA2FCB 与互补靶

DNA杂交 , 通过 GV染色后 , 检测杂交产物的荧光强度 , 实现对靶 DNA的定性和定量分析。样品用量 12

μL , 靶 DNA的浓度在 014～4μmol ·L - 1 (214～24 mg·L - 1 )范围内和荧光强度有良好的线性关系 ( y =

651911 x + 31994 4 , r = 01998 9) ; RSD < 315 % ,检出限 0139μmol·L - 1 (212 mg·L - 1 ) ,能达到定量检测靶

DNA的目的。用 DNA2FCB测定靶 DNA操作简便 , 试样、试剂用量少 , 测定成本极低 , 能大大减少环境污

染。
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引　言

　　核酸是生命遗传信息的载体 , 对核酸序列的结构分析和

测定在生命科学中具有重大的意义。目前核酸的检测方法主

要有 DNA传感器和 DNA 芯片两种。DNA 芯片 [1 , 2 ]具有高

密度的特性 , 可同时进行上万个基因的检测 , 在功能基因组

的研究中有非常重要的应用价值。但是 , 由于它的制作成本

高 , 仪器设备昂贵目前很难普及应用。近年来 ,有关 DNA传

感器的研究较多 , 它具有成本低、省时、操作简单、灵敏度

高、既可定性又可定量的优点 , 已经成为一个新的研究热

点。DNA生物传感器根据选用的介质及换能器不同可分为

电化学 [3 , 4 ]、压电晶体 [5 ]和光学传感器 [629 ]等多种。由于光学

技术的成熟性 , 在 DNA 传感器的研究中 , 光学传感器一直

是首选对象。我们基于荧光毛细分析法 [10212 ]对脱氧核糖核酸

进行了测定 , 在研究中采用的是 Cy25靶 DNA末端标记 , 得

到了满意的结果。但是 , Cy25 DNA末端标记成本较高 ,也不

适合实际样品的直接测定。因此 , 考虑使用双链 DNA 嵌入

型荧光染料 , 在 DNA探针和靶 DNA杂交形成双链后 , 进行

荧光标记。溴化乙啶 (ethidium bromide , EB) [13 , 14 ]与 DNA

分子双螺旋的碱基之间的大沟槽结合 , 产生嵌入作用 , 灵敏

度较高 , 已有 15年的应用历史。但是 , EB是一种强的细胞

诱变剂 , 可以致癌 , 使用中会导致实验仪器和环境的污染 ,

不利于环保 , 废弃的 EB染液必须进行特殊地净化处理 , 给

研究工作带来诸多不便。GV [15 ]是一种近两年推出的新型核

酸染料 , 灵敏度与 EB相当 , 而且不具致癌性。GV染色在紫

外光源照射下与 dsDNA结合 , 呈现绿色荧光 , 而与 ssDNA

结合 , 呈红色荧光 , 能较好地区分 dsDNA 与 ssDNA。本研

究选用 GV 作为 DNA 标记物对 DNA 荧光毛细生物传感器

进行了考察。

1　实验部分

111　仪器和试剂

11111　仪器和试剂

F4500 荧光分光光度仪 (日立公司 ) , poly2l2lysine ,

DEPC(Sigma公司) ; 琥珀酸酐、Tris 从成都科龙化工试剂厂

购入 ; SDS、Na2 HPO4、 KH2 PO4、 KCl、 HCl、乙 酸、

NaB H4、NaO H、ED TA、甲醇、柠檬酸钠、NaCl购于天津化

学试剂六厂 ; 毛细管 (直径 111 mm)为四川大学华西医科大

学仪器厂产品 ; DNA 探针 : 5′2 GAA ACC T GT TT G T T G

GA T AC23′和靶 DNA : 5′2GTA TCC AAC AAA CA G GT T

TC23′由北京赛百胜公司合成。

11112　试剂的配制



DEPC水溶液 : 将 DEPC原液用超纯水按 1 ∶1 000 稀

释 , 37 ℃放置 2 h或室温过夜 , 经高压灭菌后 , 室温保存。

10x TE的配制 : 量取 1 mol ·L - 1 Tris2HCl (p H 810 )

100 mL , 015 mol·L - 1 ED TA (p H 810) 20 mL 加入 800 mL

DEPC水 , 定容至 110 L , 高压灭菌后使用 , 其他浓度的 TE

溶液用 DEPC水稀释。

封闭剂的配制 [16 ] : 6 g 琥珀酸酐 , 51721 g 硼酸钠溶于

335 mL N2甲基2吡咯烷酮与 15 mL 的超纯水中。

氢硼化钠溶液 : 300 mL 的 PBS和 100 mL 无水乙醇的混

合物中溶解 1 g NaB H4。

112　DNA2FCB的制备方法

(1)毛细管的化学修饰和氨基化 [17 ] : 将毛细管在 2 mol

·L - 1 NaO H/ 70 %乙醇溶液中浸泡 1 h , 1 mol ·L - 1 HCl浸

泡过夜 , 高压灭菌后 , 80 ℃烘干。再将毛细管吸入 012 % po2
ly2l2lysine , 45 ℃下旋转混合 1 h , 然后 80 ℃烘干。

(2)探针的固定 [18 , 19 ] : 将经过 poly2l2lysine 修饰的毛细

管吸入 20μmol·L - 1寡核苷酸探针 12μL , 45 ℃下旋转混合

1 h , 放进恒温干燥箱 80 ℃干燥 115 h ,迅速将结合有探针的

毛细管浸于预冷的固定剂 (甲醇 ∶乙酸 = 3 ∶1φ)中 5 min ,

再将毛细管 80 ℃加热 30 min。重复上述步骤一次。将毛细

管依次用下述溶液处理 : 氢硼化钠溶液浸洗 3次 , 012 % SDS

浸洗 2次 , 011 % DEPC水浸洗 3次。吸入封闭剂 , 47 ℃旋

转混合封闭 15 min。分别用 95 ℃DEPC水和 95 %乙醇各冲

洗 1次 , 制成 DNA2FCB , 吸入 1x TE , 4 ℃下保存备用。

(3)靶核苷酸的检测 用 DNA2FCB 吸入含靶 DNA 的杂

交液 , 45 ℃杂交 1 h。吸入 GV荧光染料染色 30 min , 然后 ,

用 01 2 % SDS浸洗 2次 , 011 % DEPC水浸洗 3 次 , 然后吸

入 TE ,在激发波长 280 nm ,发射波长 535 nm下用 F4500荧

光分光光度仪检测杂交后的荧光强度。

2　结果与讨论

211　Goldview的激发光谱和发射光谱

图 1是嵌入型荧光染料 GV在 F - 4500荧光分析仪上扫

描的激发光谱和发射光谱。GV 有两个激发峰 , 分别是 280

和 501 nm , 两个最佳激发波长下的最佳发射波长为 535 nm ,

因为 501 nm的激发波长与 535 nm的发射波长较近 , 本研究

选用激发波长 280 nm , 发射波长 535 nm。

Fig11　Excition and emission spectrum of GV

212　杂交温度的优选

将 DNA2FCB吸入 10μmol ·L - 1靶 DNA 液 , 分别在

36 , 42 , 44 , 48 , 52 , 56 ℃进行杂交反应 , 之后用 5×10 - 5倍

的 GV避光染色 30 min , 012 % SDS及 011 % DEPC依次清

洗。然后 , 在激发波长 280 nm和发射波长 535 nm下 , 利用

F4500荧光分光光度仪测定其杂交后的荧光强度 , 结果如图

2所示。荧光强度随着温度的增高而增强 , 42 ℃后 , 荧光强

度随着温度的增高而降低 , 当温度为 42 ℃时 , 荧光强度最

高 , 其杂交温度符合其理论计算值 , 故后续的实验中均选用

42 ℃作为其杂交温度。

Fig12　Effect of hybridization temperature

213　杂交时间的优选

用 DNA2FCB 吸入 1μmol·L - 1的靶 DNA液 12μL , 在

42 ℃下使其分别反应 015 , 1 , 115 , 2 , 4 , 8和 14 h , 然后依

次测定其荧光强度 ,测定结果如图 3所示。在 2 h之前 ,随着

杂交时间的延长荧光强度增强 , 杂交 2 h后荧光强度趋于稳

定 , 因此 , 杂交时间选为 2 h。

Fig13　Effect of hybridization time

214　固定化探针浓度的优选

DNA分子的空间位阻效应和静电排斥对 DNA 杂交反

应会有一定的影响。为了获得最佳的杂交效果 , 对探针的固

定化浓度做了考察。分别用 1 , 10 , 20 , 60和 80μmol ·L - 1

的探针制成 DNA2FCB , 在靶 DNA的杂交浓度为 10μmol ·

L - 1 , 杂交温度为 42 ℃, 杂交时间为 2 h的条件下 , 考察了

与靶 DNA杂交后的荧光强度的关系。测定结果如图 4所示 ,

探针固定浓度为 20μmol·L - 1时 , 荧光强度最高。本文选探

针的固定化浓度为 20μmol·L - 1。
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Fig14　Effect of DNA probe concentration

215　GV浓度的优选

荧光染料 GV 的浓度过高 , 会造成浪费 , 并且会增加

DNA2FCB非特异性吸附 , 降低检测的特异性 , 浓度过低会

降低测定的灵敏度 , 因此对 GV 的浓度进行了优选。用

DNA2FCB吸入 10μmol·L - 1的含靶 DNA的杂交液按照上

面优选的杂交条件进行反应 , 然后用一系列稀释倍数的 GV

染色 30 min ,清洗后测定其荧光强度 ,测定结果如图 5所示。

当 GV稀释为原液的 1125×10 - 6 (φ)倍时 , 荧光强度达到稳

定 , 故 GV的最佳染色浓度为原液的 1125×10 - 6 (φ)倍。

216　标准曲线

在上述优选的条件下 , 用 DNA2FCB对一系列不同浓度

的靶 DNA进行测定 , 测定结果如图 6所示。靶 DNA浓度在

014～4μmol·L - 1 (214～24 mg·L - 1 )的范围内与荧光强度

呈良好的线性关系 , y = 651911 x + 31994 4 , r = 01998 9。

216　DNA2FCB的重复性

在优选的实验条件下 , 测定了 9 个 DNA2FCB 对 10

μmol·L - 1靶 DNA杂交后的荧光强度 ,考察了 DNA2FCB的

重复性。测定结果如表 1所示 , 9个 DNA2FCB对 10μmol·

L - 1靶 DNA测定的荧光强度平均值为 29818 , 标准差 912 ,

变异系数 3101 %。靶 DNA的检出限为 0139μmol·L - 1 (212

mg·L - 1 )。

Table 1　Test results of precision of DNA2FCB

for target DNA( n = 9)

测定管号 荧光强度 平均值 SD RSD/ %

1 29913 2981 8 912 3101

2 28919

3 29017

4 27915

5 30614

6 31919

7 31110

8 29911

9 29317

3　结　论

　　DNA荧光指示剂与 DNA的结合方式主要有二种 : 一种

是与 DNA分子带负电荷的核糖磷酸骨架静电结合 ; 另一种

是嵌入 DNA双螺旋的大小沟槽。GV 主要以第二种方式与

dsDNA结合。毛细管内壁通过 Poly2l2lysine 将 202mer2ssD2
NA探针固定 , 制成的 DNA2FCB 与互补靶 DNA 杂交、GV

染色后 , 通过检测杂交产物的荧光强度 , 可实现对靶 DNA

的定性和定量分析。应用该染料作为 dsDNA的荧光标记物 ,

靶 DNA用量仅需 12μL , 靶 DNA的浓度在 014～4μmol ·

L - 1 (214～24 mg·L - 1 )范围内和荧光强度有良好的线性关

系 ( y = 651911 x + 31994 4 , r = 01998 9) ; RSD < 315 % ; 检出

限 0139μmol·L - 1 (212 mg·L - 1 ) ,达到了微量检测靶DNA

的目的。GV作为双链 DNA荧光指示剂构建的 DNA检测方

法灵敏度高 , 样品用量少 , 而且不具致癌性 , 具有一定的实

用性和可行性。
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Research on DNA Fluorescence Capillary Biosensor Marked by Goldview

WAN G Yan2jun1 , L I Yong2sheng2 3 , YAN G Quan2yu1 , HUAN G Yi1 , TAN G Jing1 , GAO Xiu2feng1 3

1. West China School of Preclinical and Forensic Medicine , Sichuan University , Chengdu　610041 , China

2. School of Chemical Engineering , Sichuan University , Chengdu　610065 , China

Abstract　Goldview marked DNA fluorescence capillary biosensor was studied in the present paper. Based on fluorescence capil2
lary analysis ( FCA) , the DNA biosensor uses capillary as immobilization carrier and detection carrier of DNA probe. Probes

(202mer2ssDNA) were immobilized on the inner wall of capillary by poly2l2lysine , and DNA fluorescence capillary biosensor

(DNA2FCB) was made. After being hybridized with complementary target DNA and dyed by Goldview , the target DNA was

qualified or quantified by detecting the fluorescence density of the Goldview using F24500 spect rofluorometer. The sample volume

was 12μL . The concentration of the target DNA showed good linearity with the fluorescence intensity in the range of 01424μmol

·L - 1 (214224 mg·L - 1 ) ( y = 651911 x + 31994 4 , r = 01998 9) . The RSD was lower than 315 %. The concentration detection

limit of the target DNA was 0139μmol·L - 1 (212 mg·L - 1 ) . The DNA2FCB can be used to qualify or quantify the target DNA.

It’s advantages are simplicity of manipulation , thimbleful of sample and reagent volumes , repeated use of capillary , and the low2
est test cost . By using DNA2FCB to qualify the target DNA , we can consumedly decrease the pollution of the environment .

Keywords　DNA ; Fluorescence capillary biosensor ; Goldview
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