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纳米探针芯片技术用于微量乙肝病毒 DNA的检测
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摘 　要 　利用两组探针修饰的微粒 : (1)表面标记有可与待测乙肝病毒 (HBV ) DNA另一端结合的纳米金探

针 1 (信号探针 )以及可与信号探针部分结合的纳米金探针 2 (检测探针 ) ; (2)表面标记有可与待测 HBV DNA

一端结合的磁珠探针 (捕捉探针 1)。检测靶 HBV DNA时 ,磁珠探针与信号探针在液相中可分别与 HBV DNA

靶序列一端结合最终形成三明治样结构。再以磁场将三明治样复合物从反应液中分离 ,以 DTT溶液将信号

探针从纳米金颗粒上洗脱。洗脱后的信号探针数量反映靶基因的多寡 ,信号探针一段与预先点样的基因芯片

上的捕捉探针 2结合 ,检测探针与信号探针另一段相结合 ,最后用银染液将检测探针显色从而得到靶目标

DNA相对定量信息。结果表明 ,本检测方法的检测灵敏度达到 10 - 15 mol/L水平。检测时间少于 1. 5 h,检测

结果与 HBV DNA水平呈现较好的线性关系且无假阳性结果 ;本方法有望用于乙肝病人血清中 HBV DNA的

快速筛测及其它微生物基因的检测。
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1　引　言

乙型肝炎是乙肝病毒 (HBV )所引起的一种传播快、潜伏期长、危害广的传染病 , 我国慢性无症状

HBV感染者或慢性无症状 HBV携带者已超过 1. 2亿 ,是 HBV感染者中存在数量最大的群体。采用有

效的指标和方法实现早期诊断和病情监测对于控制传播、判断预后和指导用药都有重要意义 [ 1 ]。

PCR一直是临床上检测 HBV DNA的主要方法 ,具有较高的特异性和灵敏度 ,但却存在依赖酶促反

应 , 所用试剂较为昂贵且不易保存 , 所需周期长和易污染 , 反应完毕后对其扩增的靶基因较难定量的

缺点 [ 2, 3 ]。近年来 ,荧光定量 PCR试剂盒开始用于临床检测 HBV,灵敏度高 ,定量分析效果好。其中 ,

SYBR Green法不需要设计特异性探针 ,成本较低 ,但易产生假阳性结果 [ 4 ]。而 TaqMan探针法有着的特

异性较好 ,但应用时需设计与目标序列互补的荧光探针 [ 5 ]。

基因芯片技术在医学各个领域中的应用日益广泛 [ 6, 7 ]。但现阶段芯片检测的灵敏度不够高 ,在检

测核酸时低于 PCR扩增的灵敏度 ;其次基因芯片检测技术一般采用荧光标记探针技术 , 需配套昂贵的

仪器来阅读和分析杂交信号 ,存在着系统成本过高 , 灵敏度低等问题 ;限制了基因芯片技术的应用 [ 8, 9 ]。

近年来 , 基于纳米材料的分子检测技术已被用于病原体和肿瘤相关 DNA 检测 [ 10, 11 ]、蛋白检

测 [ 12, 13 ]以及 m icroRNA检测 [ 14 ]。纳米材料尤其是金纳米颗粒 ( Gold nanoparticles, AuNPs) ,具有很好的

生物相容性和较大的比表面积 ,金纳米粒子表面可以标记大量的生物活性分子 (寡核苷酸探针或是蛋

白分子 )。Zhang等 [ 15, 16 ]将固定于金电极表面的探针 DNA分子与靶分子结合 ,再加入与靶分子结合的

纳米金探针 ,形成夹心结构 ,通过伏安法测定修饰在纳米金上的六氨合钌的氧化还原电流 ,可以识别和

测定溶液中互补的靶 DNA,制成了具有纳米金放大作用的 DNA电化学生物传感器 ;或直接以硫化铅

(PbS)超微粒和靶分子杂交 ,结合微分脉冲溶出伏安技术 (DPASV)测定 Pb2 + ,从而间接判断靶分子的杂交

情况 [ 17 ]。但是上述电化学方法检测灵敏度仍不够高 ;且探针用量大 , 杂交过程繁琐 ,需专门仪器读取结

果 ,限制了该方法的应用。M izuo等 [ 18 ]运用比色法检测靶 DNA的存在 ,结合了靶 DNA的纳米金探针 (末

端完全互补 )在一定的盐离子浓度下会聚集。但其检测灵敏度不高 ,只能检测 50～500μmol/L 的目标

DNA分子。本研究基于 M irkin等 [ 11 ]开发的 BCA技术 ,将纳米金颗粒标记的探针结合基因芯片方法用于
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HBV DNA的检测 ,进一步优化了纳米金探针标记步骤和杂交条件 ,可在较短时间内完成对 HBV DNA的

检测 ,灵敏度已能接近 PCR反应的检测灵敏度 ,有望用于乙肝病人血清中 HBV DNA的快速筛测。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

Prosys 5510A 型芯片点样仪 ; JASCO V2670型紫外 2可见光光谱仪。纳米金溶液 (平均粒径为

15 nm)、基因芯片 (本实验室自制 ) ;杂交缓冲液 (罗氏公司 ) ;羧基化的磁珠 ( Invitrogen公司 ) ; BSA

( Sigma公司 ) ; 0. 1 mol/L PBS(pH 7. 2, 0. 2 mol/L Na2 HPO4 2NaH2 PO4 , 1. 0 mol/L NaCl) ;胶体金重悬液

(0. 1 mol/L PBS, 1. 0 mol/L NaCl) ; 0. 2 ×SSC洗液 (含 0. 1% SDS) ;银染液 ; NaNO3 洗液。所需引物、探

针序列均由大连宝生物有限 ( TakaRa)公司合成 (如表 1所示 )。其它试剂均为分析纯。

表 1　待测 HBV DNA的 PCR序列及核酸探针序列
Table 1　Sequences of DNA p robes and PCR p rimers of hepatitis B virus(HBV) 2DNA

序列名称 Name 序列结构 Structure

标记在磁珠上的氨基化捕捉探针 21 O ligonucleotide2
modified magnetic m icroparticle p robe ( cap ture p robe21) 5′2NH2 2poly( T) 162GTT CAT GTC CTA CTG TTC23′

标记纳米金的信号探针 O ligonucleotide2modified gold
nanoparticle (NP) p robes 1 ( bar2code DNA) 5′2GTGCCTTGGGTGGCTTTG2PEG9mer2AGCTACGAA TAA2(CH2) 32SH23′

标记纳米金的检测探针
O ligonucleotide2modified gold NP p robes 2 ( detect p robe) 5′2HS2(CH2) 32Poly(A) 102TTA TTC GTA GCT23′

固定于芯片上的氨基化捕捉探针
Am ino2modified cap ture DNA p robe ( cap ture p robe) 5′2NH2 2poly(A) 162CAAAGCCACCCAAGGCAC23

PCR上游引物 Up stream p rimer for PCR 5′2ACGACCGACCTTGAGGCATACTTC23′
PCR下游引物 Downstream p rimer for PCR 5′2CAGAGCAGAGGCGGTGTCG23′

　

2. 2　实验方法

2. 2. 1　HBV D NA样品制备 　裂解法抽提阳性血清样品中 HBV基因组 DNA, PCR扩增参考文献 [ 10 ]

进行。PCR体系 :缓冲液 1. 5μL, Taq酶 l U , 25 mmol/L MgC12 0. 8μL、25 mmol/L dNTP 1. 0μL,上下游

引物各 0. 5μL,引物终浓度为 0. 5 pmol/L;将阳性血清裂解离心后 , 取 1. 5μL,加二次蒸馏水至 l5μL。

扩增条件 : 94 ℃变性 4 m in, 94 ℃变性 30 s, 54 ℃变性 30 s, 72 ℃变性 30 s, 35个循环 , 72 ℃延伸 4 m in。

2. 2. 2　纳米金探针制备 　配制 1. 0 mmol/L HAuCl4 溶液及 38. 8 mmol/L柠檬酸三钠溶液。将 HAuCl4

溶液加热至 130 ℃,保证加热过程中搅拌充分 ,约 20 m in后迅速加入新配的柠檬酸三钠溶液 25 mL (此

过程中注意保温 ) ,持续搅拌至溶液冷却至室温、即形成为酒红色溶液。以 0. 22μm 硝酸纤维尼龙膜过

滤溶液 ,即可得到颗粒均匀的纳米金溶液。两种纳米金颗粒表面标记巯基修饰的 DNA探针的修饰方

法 : 一种为可与靶 DNA部分序列互补结合并带有巯基的寡核苷酸探针 , 3′端修饰巯基的寡核苷酸探针

和金纳米粒子以共价键结合 ,使寡核苷酸牢固地结合在纳米金表面形成信号探针 (表 1) ;另一种可与上

信号探针部分序列结合 ,该寡核苷酸探针 3′端亦以巯基修饰 ,结合基因芯片对信号探针进行检测 ,为检

测探针。标记方法 :取 10 nmol/L 15 nm纳米金溶液 1. 0 mL, 以 9000 r/m in离心 50 m in,去上清液 , 以

100μL无菌去离子水重悬 ;加入 DNA 探针使其终浓度为 3 μmol/L ,室温放置 16 h; 分 3 次加入

0. 1 mol/L PBS(pH 7. 2)至终浓度分别为 100和 10 mmol/L,混匀 ,室温放置 48 h以上 ;用 0. 01 mol/L

PBS溶液以 9000 r/m in离心清洗 50 m in两次 ,去上清液 ,以 100μL 0. 01 mol/L PBS重悬 , 4 ℃储存备

用。用紫外 2可见光光谱仪测其吸光光谱及 OD值 ,用透射电镜扫描 DNA探针标记前后的纳米金。

2. 2. 3　磁珠探针标记 　根据 HBV DNA保守序列 ,设计一段捕捉探针 21 (表 1) ,标记于磁珠上 ,用于捕

捉样品中的 HBV DNA。取 PCR管 ,吸取未标记磁珠 50μL ( 10 g/L ) ,将 50μL 磁珠与 100μL MES

(25 mmol/L , pH 6)混合 ,充分混匀后磁分离。加入新配 10 g/L N 2乙基 2N ′2(32二乙氨基丙基 )碳二亚胺

( EDC)和 10 g/L N 2羟基琥珀酰亚胺 (NHS)各 50 μL, 室温孵育 40 m in;将上孵育后磁珠以 PBS

(pH 7. 4)清洗 ,磁分离后加入 90μL MES及 HBV捕捉探针 9μL (100 pmol/L) ,室温孵育 1 h。反应完

毕后将连接后磁珠以 PBS(pH 7. 4)清洗 ,磁分离后加入 100μL Tris2HCl (0. 05 mol/L , pH 7. 4) , 孵育

15 m in,将磁珠未反应表面封闭 ;灭活后以 PBS2BSA ( 0. 1% , w /V )清洗后磁分离 ,重悬保存于 50μL
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PBS2BSA (0. 1% , w /V )中。

2. 2. 4　D NA芯片制备 　根据信号探针序列设计 , 可与其部分互补结合的捕捉探针 22 (表 1) ;将氨基

化修饰的捕捉探针通过芯片点样仪点到表面醛基化的在玻片上 ,点直径 100μm,点间距 500μm,点样

量为 0. 7 nL , DNA 探针浓度为 75 μmol/L, 37 ℃固定。未结合的探针以去离子水冲洗 ,浸泡于

40 mmol/L巯基琥珀酸溶液中 30 m in以钝化其余结合位点 ,以去离子水多次冲洗后 , 4 ℃备用。

2. 2. 5　磁珠探针 2目标 D NA2纳米金结合探针的连接及洗脱 　在 HBV目标 DNA存在时 ,标记有 HBV

DNA捕捉探针的磁性颗粒和纳米金信号探针通过互补序列分别与靶分子杂交 ,形成类似“三明治 ”的结

构。利用磁场可将这种结合物从溶液中分离出来。通过洗涤除去未结合的纳米金颗粒及其它反应物

后 ,将沉淀重新悬浮。在重悬后溶液中加入二硫苏糖醇 (DTT)可将纳米金颗粒表面的未与 HBV DNA

结合的探针 DNA从其表面解离 ,释放到溶液中 ,这些探针 DNA可作为放大信号的条形码 DNA ( bio2
barcode DNA)用于检测。

图 1　基于 BCA技术的纳米探针标记及杂交检测过程示意图

Fig. 1　Schematic of p reparation of nano2p robes and hybridization p rocedure based on bio2barcode

amp lification (BCA)

将 PCR扩增产物 (约 10 - 7 mol/L)按 100, 1000, 10000和 100000倍比梯度稀释。取 2μL标记后磁

珠和 2μL靶 DNA ( PCR稀释样本需经 95 ℃变性 5 m in,分解为单链 ) ,加入 17μL杂交液混匀 ,总体积

21μL, 48 ℃杂交 10 m in。杂交完毕后加入 2μL纳米金信号探针 ,总体积约为 23μL,混匀后 50 ℃杂交

40 m in,杂交结束后以 A ssay缓冲液清洗 (去除未结合的纳米结合探针和 HBV DNA ) ,磁分离后移去上

清液。加入新配制的 0. 5 mol/L DTT溶液 (溶解于 A ssay缓冲液中 ) 20μL,室温下洗脱 10 m in后磁场分

离 ,吸取上清液 ,供芯片杂交分析。

2. 2. 6　基因芯片检测 　取 2μL洗脱液和 12μL杂交液 ,混匀 ,均匀滴入芯片点阵区 , 40 ℃杂交 30 m in。

以 0. 2 ×SSC (含 0. 1% SDS)洗液清洗芯片 3～5 m in,氮气吹干待用。

取检测探针 1μL, 加入杂交液 12μL,混匀后均匀滴入芯片点阵区 , 40 ℃杂交 30 m in;杂交完毕后

以 NaNO3 洗液清洗 3 m in,氮气吹干。每点阵均匀加入新制银染液 20μL (避光操作 ) ,室温反应 10 m in

后置于去离子水以终止反应 ,镜下观察。
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3　结果与讨论

3. 1　纳米金探针制备及表征结果分析

如 TEM图 (图 2)所示 ,未标记 DNA探针的纳米金颗粒周围界面清晰 ;而标记后的纳米金颗粒围有

一层灰黑色的疏水区域 ,表明 DNA探针标记到纳米金颗粒表面 ,且可见 DNA探针的标记并未使纳米金

颗粒聚集 ,其仍稳定存在 ,分散性好。

图 2　标记 DNA探针前 ( a)和后 ( b)的纳米金透射电镜图

Fig. 2　TEM images of bare Au nanoparticle (AuNP) ( a) and AuNP modified with DNA p robes ( b)

随着粒径的增大 ,纳米金溶液对应吸收峰的峰位呈现向长波段红移的趋势 [ 19, 20 ]。从光谱扫描图

(图 3)可见 ,标记了 DNA探针的纳米金最大吸收峰的波长较未标记后移了约 5. 0 nm,由 520 nm后移到

近 525 nm处。DNA分子标记到纳米金颗粒的表面 ,使纳米金粒子尺寸和形状较之前略增大 ,吸光值也

　图 3　15 nm纳米金标记寡核苷酸前后的紫外

吸收光谱

Fig. 3　UV2V is spectra of AuNP p robes

1. 520 nm处未标记的纳米金 (Unmodified AuNPs at

520 nn) ; 2. 525 nm标记后的纳米金 (DNA modified

AuNPsat 525 nm)。

随之变大。

3. 2　核酸检测结果与分析

3. 2. 1　纳米金探针浓度对检测的影响 　杂交体系中纳米

金探针含量低会导致基因芯片的信号减弱 ,降低反应灵敏

度。而过量的信号探针会使得基因芯片杂交信号强度过

高 ,导致可能出现假阳性。不同浓度的纳米金信号探针杂

交对最终基因芯片杂交信号的影响见图 4。芯片杂交信号随

纳米金探针浓度升高而增强 ,当纳米金探针为 8. 7 nmol/L 时

达到最高值 ,继续提高信号探针浓度不能提高信号强度 ,故

本实验中纳米金信号探针最适浓度为 8. 7 nmol/L。

3. 2. 2　磁珠探针浓度对检测的影响 　磁珠探针量不足会

导致芯片杂交信号降低 ,降低检测靶 DNA的灵敏度 ;而磁

珠浓度过高会造成浪费。由图 5可知 ,本实验中最适磁珠

浓度为 1. 5 g/L。

3. 2. 3　纳米金探针 2磁珠探针杂交时间对检测的影响 　考察了第二步杂交时间对分析结果的影响。此

步杂交为纳米金信号探针与已结合磁珠探针的靶 DNA之间的反应。结果表明 ,杂交在 40 m in内即可基

本完成。延长杂交时间不能明显增强反应信号。另外 ,对第一步磁珠探针与靶 DNA的杂交时间也经过测

试 ,二者杂交 10 m in内即可完成 ;延长杂交时间不能增强最终信号。整个杂交实验过程可在 1 h内完成。

3. 2. 4　纳米金探针检测不同浓度核酸

由图 6所示 ,本方法对目标核酸分子检出限为 10
- 15

mol/L ,接近 PCR反应检测水平 (5～10个拷贝

DNA分子 )。检测的信号好 ,点阵清晰 ,背景低 ,且随目标 DNA分子浓度降低 ,信号结果呈现减弱趋势

变化 ,差异明显。对染色后芯片做灰度分析 (图 7) ,银染后灰度值与 HBV DNA浓度呈近似线性相关 ,

证实本反应体系的稳定性和实验结果的可靠性。
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　图 4　纳米金信号探针浓度对芯片检测结果的影响

Fig. 4　Effect of concentration of bar2code DNA modified

AuNPs on chip2based detection

　图 5　磁珠捕捉探针浓度的影响

Fig. 5　Effect of concentration of cap ture p robe21 modified

magntic m icroparticles(MMPs) on chip2based detection

　图 6　纳米金探针检测不同浓度 (mol/L ) HBV靶序列

的芯片结果

Fig. 6　Results of detection for HBV target DNA with dif2
ferent concentration (mol/L) by chip2based detection

　图 7　HBV DNA浓度梯度实验结果灰度测定的标准化

曲线每个浓度对应结果取 3次独立实验均数

Fig. 7　A normalized grayscale intensity calibration curve

for HBV DNA concentration. The result is from 3 inde2
pendent experiments

　　近年来 ,利用纳米探针标记技术检测 HBV DNA已有报道。习东等 [ 21 ]通过纳米金颗粒基因探针与

HBV DNA样本杂交 ,敏感度可达 10
3

cop ies/mL,无需扩增直接用于对乙肝病人阳性血清中提取的 HBV

DNA的检测。但是液相中杂交现象不直观 ,结果需要通过昂贵的透射电镜观察。李玮等 [ 22 ]基于纳米

金标记探针的目视化乙肝病毒基因芯片的研究 ,将目标 HBV DNA分子先和芯片上捕捉探针结合 ,然后

再与合成的纳米金检测探针结合从而放大信号。该方法检出限低至 10
- 9

mol/L靶 DNA,其灵敏度和荧

光标记法相同 ,检测 HBV DNA 尚达不到 PCR 方法的灵敏度。本方法对目标核酸分子的检出限为

1. 0 ×10
- 15

mol/L , 已接近 PCR反应的检出限。结合基因芯片可以达到目视化检测 ,芯片杂交结果能较

好地反映靶序列的浓度 ,实验结果与 HBV DNA浓度呈现良好的线性关系。纳米金探针通过标记一定比例

的结合探针和检测探针 ,不但放大了检测信号 ,还提高了基因芯片杂交反应的特异性。本芯片杂交结果只

需普通的商用扫描仪或普通的倒置显微镜采集信号 ,具有成本低、重复性好等特点。本方法操作简单 ,

且杂交结果背景低、稳定 ,易于保存 ,有望用于临床检验。
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D etection of Hepa titis B V irus D eoxyr ibonucle ic Ac id

Ba sed on Gold Nanoparticle Probe Ch ip

WANG Yi1, 2 , MAO Hong2Ju3 2 , ZANG Guo2Q ing1 , ZHANG Hong2L ian2 , J IN Q ing2Hui2 , ZHAO J ian2Long2

1 (D epartm ent of Infection, the S ix th Peoples Hospita l A ff ilia ted to Shanghai J iaotong U niversity, Shangha i 200233)
2 (Shangha i Institu te of M icrosystem and Inform ation Technology, Chinese A cadem y of Sciences, Shanghai 200050)

Abstract　A nanoparticle2based bio2barcode amp lification (BCA ) app roach was developed for the sensitive

detection of hepatitis B virus (HBV ) DNA. The BCA app roach emp loyed two sets of particles: (1) two2com2
ponent oligonucleotide2modified gold nanoparticles (AuNPs) : one oligonuc2leotide p robe called signal p robe

( barcode DNA) is partial comp lementary with the target sequence of HBV DNA and another one called detec2
tion p robe is partial comp lementary with the signal p robe; (2) single component oligonucleotide modified mag2
netic m icroparticles (MMPs). In the p resence of the targetmolecule, the gold nanoparticles and magnetic par2
ticles formed sandwich hybrids. A long with the isolation of sandwiched hybrids from the samp le using a mag2
net, non2specific bound gold nanoparticles were removed, ensuring that only target2bound gold nanoparticles

were collected. Subsequently, the bar2code DNA s were dehybridized from the gold nanoparticle by using the

dithiothreitol (DTT). The detection p robe with AuNP m ixed with bar2code DNA solution was then added to a

bar2code cap ture DNA2modified chip , and the spots on chip were labeled with bar2code DNA strands and

AuNP p robes. Finally, the scanometric detection of silver stain was introduced to further amp lify the signal.

The results showed that it was possible in a format that offers low fmol/L ( 10 - 15 mol/L ) sensitivity in the

detection of HBV DNA samp le and there is a good linear relationship between target concentration and spot

intensity on chip. The detection of the assay could be fulfilled within 1. 5 h. The method could p rovide a new
generation of diagnostic assays for HBV or the other infectious disease.

Keywords　Hepatitis B virus deoxyribonucleic acid; Gold nanoparticle p robes; B io2barcode amp lification;

nanoparticle p robe chip2based detection
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