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基于荷正电聚合物探针的共振光散射法

DNA杂交检测①

于媛媛, 杜 娟, 郑鹄志, 隆异娟

西南大学 化学化工学院,重庆400715

摘要:荷正电高分子聚合物可以通过静电作 用 与 DNA寡 核 苷 酸 序 列 进 行 结 合,其 与 单 链 DNA和 双 链 DNA

结合后有不同的共振光散射(RLS)信号.基于此,设计了一种杂交DNA检测探针,实现了完 全 互 补 序 列 与 单

碱基错配序列及非互补碱基序列的区分,并建立了一种简单、快速、免标记的DNA杂交检 测 方 法.在 最 佳 条

件下,在λ=470nm处,光散射强度达到最大,并且与目标DNA浓度在5.0~500nmol/L范围内呈线性,检

出限为2nmol/L.
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目前,DNA杂交检测已广泛地运用于病毒及遗传疾病的诊断之中.常用的杂交检测方法有:分光光度

法[1]、分子信标探针技术[2]、表面等离子体共振技术[3]、微阵列技术[4]、共振光散射技术(RLS)[5]等.但

是,这些测定方法往往要先对DNA进行标记,标记的过程通常较为复杂,所花费的时间也较长.因此,人

们近年来正在努力利用非标记法进行DNA的杂交检测.
荧光共扼聚合物是具有高度共扼结构的链状大分子.其分子内含有大量的重复共扼生色团,能量在链

间的传递可以被显著放大,因而可以表现出很强的荧光[6-10].Leclerc研究组已将其用于DNA的杂交检测

中[11-12].但是,荧光共扼聚合物的种类有限,且合成所要求的条件很高,步骤也较为繁琐,因此,在应用上

受到限制.近年来,共振光散射光谱法以其操作简便、灵敏度高、分析速度快等优点,在生物大分子检测中

得到了广泛应用.本研究使用带正电的荷电高分子聚合物(聚(4 乙烯基 N 乙基)吡啶季铵盐),通过静电

作用使其与DNA进行结合,利用共振光散射光谱法[13],实现了对DNA的杂交检测.

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

F-4500型荧光分光光度计(日本日立公司);2383K高速台式冷冻离心机(德国 HERMLE公司);手提

式不锈钢蒸汽消毒器(上海三申医疗器械公司);pHS-4C型酸度计(成都方舟科技开发公司);XH-C型旋

涡混合器(金坛市医疗器械厂).
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荷正电高分子聚合物,聚(4 乙烯基 N 乙基)吡啶季铵盐,分子量为34000g/mol,由西南大学化

学化工学院刘昌华老师提供,21.6mg/L[14];缓冲溶液为0.02mol/LPBS(pH=7.0),内含10mmol/L

NaH2PO4-Na2HPO4 和0.30mmol/LNaCl;其余试剂均为市售分析纯,实验用水均为 Milli-Q-Plus系统

所制的超纯水(18.2MΩ).
实验中所用的寡核苷酸序列购于北京三博生物技术有限公司,直接使用.所用的序列包括探针寡核

苷酸序列,完全互补寡核苷酸序列、单碱基错配寡核苷酸序列及完全不互补寡核苷酸序列,具体的序列

见表1.
表1 实验中所用的寡核苷酸序列

寡核苷酸名称 序   列

P,探针DNA 5􀆳-CATGATTGAACCATCCACCA-3􀆳

T,完全互补DNA 5􀆳-TGGTGGATGGTTCAATCATG-3􀆳

MT1,单碱基错配DNA 5􀆳-TGGTGGAAGGTTCAATCATG-3􀆳

NCT,完全不互补DNA 5􀆳-AATACCACATCATCCACATA-3􀆳

  注:加下划线的为错配碱基.

1.2 实验方法

杂交反应在恒温水浴中进行,在30μL杂交缓冲液中加入30μL21.6mg/L聚合物溶液,15μL1×

105mol/L探针DNA和适量的完全互补靶物DNA序列,加入超纯水补充体积至300μL,漩涡混匀.42℃
下杂交反应1.5h后,在荧光分光光度计上以λex=λem方式进行同步扫描(扫描范围为200~700nm),记录

RLS光谱,以470nm处的RLS强度进行定量.

2 结果与讨论

2.1 杂交反应的光谱特性

分别测定空白聚合物、聚合物加入探针DNA、聚合物加入探针DNA及靶物DNA之后的RLS光谱.
得到的光谱见图1.从图1中可以看出,单纯的聚合物的RLS值很低,而加入单链探针DNA之后,散射强

度有所增加,再加入靶物DNA之后,散射信号增加明显,因此可以实现杂交反应的检测.加入靶物DNA
之后,在200~700nm处的散射信号都显著增加,其中470nm处最强且最为稳定,因此在后面的实验中,

选择470nm为测定时所用波长.

2.2 反应条件的优化

2.2.1 聚合物质量浓度的优化

固定探针DNA的浓度为5.0×10-7mol/L,加入相同浓度的靶物DNA,改变聚合物的质量浓度,考

察不同聚合物的质量浓度对杂交反应的影响.实验得到的结果见图2.当聚合物的质量浓度为2.16mg/L
时,杂交体系的区分效果最好,所以在之后的实验中选择此质量浓度为实验的最佳质量浓度.

2.2.2 杂交温度的优化

不同的杂交温度影响着杂交反应的效果.实验考察了4个温度下杂交反应进行的情况,分别为40,42,

45,48℃.实验的结果见图3.由图3中可以看出,在42℃时,杂交检测的效果最好,所以,实验选择的杂

交温度为42℃.

2.2.3 杂交时间的优化

不同的杂交时间也影响着杂交检测的灵敏度.实验考察了不同杂交的时间对于杂交检测的影响,分别

为1.0,1.5,3.0h.反应的结果见图4.从图4中可以明显地看出,当杂交反应进行到1.5h的时候,杂交检

测的效果最好,因此,实验选择杂交时间为1.5h.
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c聚合物=21.6mg/L;c探针DNA=5.0×10-7 mol/L;c靶序列=5.0×

10-7mol/L;pH=7.0;cNaCl=0.030mol/L;温度:42℃.

图1 杂交反应的光谱表征

c探针DNA=5.0×10-7mol/L;c靶序列=5.0×10-7mol/L;pH=7.0;

cNaCl=0.030mol/L;温度:42℃.其中I和I0 分别为有靶物DNA

和无靶物DNA时的RLS强度.

图2 不同聚合物质量浓度对反应体系的影响

c聚合物=21.6mg/L;c探针DNA=5.0×10-7 mol/L;c靶序列=5.0×

10-7mol/L;pH=7.0;cNaCl=0.030mol/L;其中I和I0 分别为有

靶物DNA和无靶物DNA时的RLS强度.

图3 不同温度下杂交反应的情况

c聚合物=21.6mg/L;c探针DNA=5.0×10-7 mol/L;c靶序列=5.0×

10-7mol/L;pH=7.0;cNaCl=0.030mol/L;温度:42℃;其中I

和I0 分别为有靶物DNA和无靶物DNA时的RLS强度.

图4 不同杂交时间对于反应体系的影响

2.2.4 离子强度的影响

使用NaCl溶液来控制体系的离子强度,钠离子可以减少DNA的磷酸骨架和临近的碱基之间的静电

斥力,还可以减少ssDNA(单链DNA)之间的静电斥力,有利于杂交反应的发生.但过高浓度的钠离子会

使得聚合物与DNA形成的聚合体发生解离,导致反应的RLS信号的降低[15].实验最终选择的NaCl浓度

为0.030mol/L,盐溶液随缓冲溶液一同加入至反应体系中.

2.3 分析性能

固定探针DNA的浓度不变,随靶物DNA的量的逐渐增加,体系的光散射信号也逐渐增加(图5).在

5.0~500nmol/L的范围内,反应体系呈线性,线性方程为I/I0=1.08+0.00112c,线性系数为0.997,

检测限约为2.0nmol/L.其中I和I0 分别为有靶物DNA和无靶物DNA时的RLS强度.
为了考察本体系能否成功应用于点突变检测,保持ssDNA浓度均为5.0×10-7mol/L,分别测定了聚

合物与探针DNA、与完全互补的DNA序列、与非互补序列和与一个碱基错配的DNA序列的RLS信号,

并以此来评价反应的特异性.得到的结果见图6.由图6中可以看出,聚合物在探针DNA和完全互补DNA
的混合溶液中的RLS信号最强,且和单碱基错配及非互补序列的信号有显著的差异,表明体系具有很好的

选择性,可以用于碱基突变的检测当中.
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c聚合物=21.6mg/L;c探针DNA=5.0×10-7 mol/L;c靶序列=5.0×

10-7mol/L;pH=7.0;cNaCl=0.030mol/L;温度:42℃;其中I

和I0 分别为有靶物DNA和无靶物DNA时的RLS强度.

图5 检测的工作曲线

c聚合物=21.6mg/L;c探针DNA=5.0×10-7 mol/L;c靶序列=5.0×

10-7mol/L;pH=7.0;cNaCl=0.030mol/L;温度:42℃.

图6 碱基错配检测

3 结论与展望

本实验以荷正电的线性高分子聚合物为杂交检测探针,该聚合物可以通过静电作用与DNA寡核甘酸

序列进行结合,其与单链DNA和双链DNA结合后有不同的RLS信号,实现了对DNA的杂交检测.实验

步骤简单,只需要将聚合物与DNA溶液混合即可,且不需要进行标记,检测快速.通过这种方法,可以很

容易地将完全互补的和有碱基错配的序列进行区分,在疾病的诊断方面有着潜在的应用价值.
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PositiveChargedPolymerasaProbefortheDetermination
ofDNAHybridizationbyResonanceLightingScattering

YUYuan-yuan, DU Juan, ZHENGHu-zhi, LONGYi-juan
SchoolofChemistryandChemicalEngineering,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China

Abstract:Inthispaper,weappliedapositive-charged-polymerforthedeterminationofDNAhybridiza-

tion,proposedasimpleandspeedyassayforspecificoligonucleotidesequencesandsingle-basemismatch

basedonthedifferentresonancelightscattering(RLS)signalsofpolymer/ssDNAandpolymer/dsDNA,

andestablishedanewlabel-freemethodforthedeterminationofDNAhybridization.Undertheoptimum

conditions,theenhancedRLSintensityat470nmwasproportionaltotheconcentrationoftargetDNA

overtherangeof5.0to500nmol/L,withthelimitofdeterminationabout2nmol/L.

Keywords:resonancelightscattering;DNAhybridization;positivechargedpolymer
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