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摘要　基于所制备的高品质法布里Ｇ珀罗(FＧP)光学微腔,研究了一种基于激光信号的腔内高灵敏度熔解(HRM)曲
线检测方法,即将FＧP光学微腔作为微激光腔,将嵌入式饱和染料作为增益介质,以产生的激光信号作为检测信

号,通过温度扫描,实现了对碱基错配DNA分子的高灵敏度检测与筛查.分别研究了２５个碱基对和５０个碱基对

的目标DNA及碱基错配DNA的熔解曲线,理论及实验结果表明:基于激光信号的 HRM检测技术具有低的熔解

温度和高的信噪比.
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１　引　　言

DNA序列中单碱基错配可能引发严重的生物

学后果,这些小的改变可能是癌症的根源,或是一些

疾病对常规抗生素治疗不产生反应的原因[１],故实

现对单碱基错配DNA的精确、快速检测将会极大

地促进疾病诊断、个体化治疗以及基础生化研究等

的发展[２Ｇ３].高分辨熔解分析技术(HRM)是近几年

来兴起的一种用于DNA突变扫描的新型遗传学分

析方法[４Ｇ８].HRM 利用嵌入型饱和染料产生的荧

光作为传感信号来实现样品的检测,具体原理如下:

当饱和染料与双链DNA(dsDNA)结合时,就会产

生较强的荧光;随着温度升高,dsDNA逐渐分裂成

单链DNA(ssDNA),饱和染料从dsDNA中释放,
导致荧光强度降低;通过测量荧光强度随温度的变

化可 以 得 到 DNA 熔 解 曲 线;熔 解 曲 线 与 构 成

dsDNA的两组ssDNA之间的亲和力相关,而亲和

力的大小取决于DNA序列的长度及错配DNA序

列的数目;不同DNA亲和力的差异会造成完全配

对DNA与单碱基错配DNA熔解曲线之间的热动

力学差异.
采用HRM技术与微流控技术相结合的方法可

１０１７０２Ｇ１
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以极大地降低样品用量.例如,微流控技术已被广

泛用于检测生物分子,因所需样品低至纳升量级,故
而能够实现芯片上的检测[９Ｇ１０].然而,与所有基于

荧光检测DNA分析技术类似,随着DNA序列长度

增加,完全配对DNA与错配DNA在检测过程中产

生的荧光强度的差异越来越小,最后将变得难以分

辨.特别是在HRM技术中引入微流通道以实现芯

片检测时,因微流检测所需样品仅有纳升量级,会进

一步降低荧光强度及差异,所以信号极易被系统噪

声掩盖.当要分辨出具有更多碱基对,但只有一个

碱基对不同的两种DNA时,如何精确、高效地检测

两者之间的微小热动力学差异就显得极为重要.

２０１２年,美国密西根大学范旭东团队首先提出

了基于光微流激光的 HRM 技术[１１],他们采用中空

的玻璃毛细管(直径８５０μm)作为样品通道和激光

微腔(即基于回音壁模式的环形腔),将传统的荧光

信号转化为激光信号,通过实验实现了对４０个碱基

对的目标DNA和单碱基错配DNA的检测.环形

微腔具有高的品质因子Q,作为激光微腔时可以产

生低阈值激光[１２Ｇ１３].但是,环形激光腔还有一系列

不足,主要为:１)参与激光振荡的增益介质(检测物

质)只分布在腔壁周围,绝大部分待测介质并不参与

激光的产生,造成了样品的浪费;２)在光抽运条件

下,未参与激光振荡的待测物质以荧光信号辐射能

量,产生了多余的背景光及噪声,对待检测激光信号

产生干扰;３)不易与温控系统结合;４)不易于集成

和实现通量检测.本课题组近期的工作表明[１４Ｇ１５],
通过镀膜技术及几何结构设计制备的法布里Ｇ珀罗

(FＧP)微腔可实现高达１０５的Q 值.将FＧP微腔与

微流控结合时,FＧP微腔的几何腔长为几十微米量

级,所需检测样品的体积可低至几百纳升,同时参与

激光振荡的增益介质体积约为几纳升(见实验部分

说明);如此低的样品用量(或增益介质)需要高Q
值的光学微腔来保证激光信号的产生.此外,采用

高品质因子的光学微腔作为光微流激光谐振腔可以

实现较低的激光抽运阈值,因此可以采用比较低的

抽运能量产生激光信号,降低染料分子的光漂白效

应,增加检测时间.与环形腔相比,基于FＧP微腔

产生的激光信号没有背景荧光信号的干扰,且易与

温控系统结合,易于集成及实现通量检测.
因此,本工作采用具有高品质因子的FＧP光学

微腔作为微流控通道及激光谐振腔,通过与温控系

统相结合,分别实现了２５个碱基对和５０个碱基对

的目标与碱基错配DNA的检测.理论及实验结果

表明,基于激光信号的 HRM 检测技术具有低的熔

解温度和高的信噪比.实验中使用的DNA样品由

上海生工生物工程股份有限公司提供.２５个碱基

对的 DNA 链为:５′ＧACA ACA AAG AACATA
CATAGGATAGＧ３′和３′ＧTGTTGTTTCTTG/

ATAT GTA TCCTATCＧ５′.５０个碱基对的

DNA链为:５′ＧACA ACA AAGAACAAATAT
ACA TAT ATG ATA TAA CAA CAA ACT
AAGTATGAＧ３′、３′ＧTGTTGTTTCTTGTTT
ATATGT ATA TA/GCTAT ATTGTTGTT
TGATTCATACTＧ５′和３′ＧTGTTGTTTCTT/

CG TTT ATA TGT ATA TA/GC TAT ATT
GTTGTTTGATTCATACTＧ５′.其中:加粗位

置表示碱基变异失配的位置;单斜线左边表示没有

变异时的碱基,即目标DNA链(target);单斜线右

边表示变异失配后的碱基,即失配DNA链.DNA
单链上只有一个碱基失配位置的,称为单碱基失配

链,有两个碱基失配位置的称为双碱基失配链.嵌

入性饱和染料和缓冲液分别为SYTO１３和 TrisＧ
acetateＧEDTA缓冲液(pH＝８．３).常温下,染料、
缓冲液和不同类别的DNA双链充分混合,染料和

DNA的浓度都为２５０μmol/L.常温时,DNA以双

链形式存在,嵌入性饱和染料和双链DNA结合时,
可以发射较强的荧光;当温度升高到一定值时,

DNA双链逐渐熔解为单链DNA,SYTO１３从双链

DNA中释放出来,逐渐失去发射荧光的能力.

２　理论分析

首先从理论上对基于激光的HRM曲线进行分

析.基于激光理论,激光阈值条件决定于表达式:

nxσe＝ nT－nx( )σa＋２πm/(λeQ０), (１)
引入参数γ＝nx/nT,令Qabs＝２πm/(λenTσa),则:

γ＝
σa

σa＋σe
１＋

Qabs

Q０

æ

è
ç

ö

ø
÷ , (２)

式中:nx 为抽运阈值时处于激发态的粒子数浓度;

nT 为总的粒子数浓度;σe 为辐射激光波长下对应的

吸收截面;σa 为抽运波长下对应的吸收截面;λe 为

辐射激光波长;m 为待测液折射率;Q０ 为空腔品质

因子;Qabs为由待测液等的吸收引起的吸收因子.
根据三能级系统,在稳态情况下,激光的抽运阈

值Ith可表示为

Ith＝γ/(Γ－γ), (３)
式中:Γ 为与双链DNA结合的可发光染料分子与

待测液中总的染料分子浓度之比.因此Γ 值的大

１０１７０２Ｇ２
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小与双链DNA的浓度成正比.较低温度时,Γ＝１;
达到一定温度时,Γ＜１;当超过一定温度后,双链

DNA全部解为单链,Γ＝０.由热力学理论分析推

导可知,Γ 是双链DNA分子熔解过程中自由能DG
与温度T 的函数;自由能DG 的大小与DNA链的长

度(碱基个数)、碱基成分及变异或失配碱基个数有

关.根据热力学碱基对最近邻法可以求出不同结构

DNA链的熵值、焓值及自由能[１６].
基于上述分析及数值模拟可以分别得出待测液

为２５个碱基对DNA和５０个碱基对DNA时激光

抽运阈值随熔解温度的变化曲线,如图１(a)和
图１(b)所示(target表示目标DNA,mismatch１表

示单个碱基错配DNA,mismatch２表示２个碱基

错配DNA).可以看出:随着温度升高,双链DNA
逐渐熔解为单链DNA,可发光染料的浓度降低,激
光抽运阈值升高;对于同样链长的DNA,在相同的

温度下,错配 DNA 的激光抽运阈值要高于目标

DNA;两个碱基错配DNA的抽运阈值要高于单个

碱基错配 DNA.这是因为错配(两个碱基错配)

DNA的自由能低于目标(单个碱基错配)DNA,因
此在相同的温度下,DNA链的熔解程度更大,抽运

阈值更高.同理可以看出,在相同的温度下,长链

DNA的激光抽运阈值更低,或者说在相同的激光抽

运阈值下,长链DNA对应的温度更高.

图１ (a)２５个碱基对DNA及(b)５０个碱基对DNA的激光抽运阈值随温度的变化;
(c)２５个碱基对DNA及(d)５０个碱基对DNA基于激光和荧光的 HRM曲线

Fig敭１ VariationsoflaserＧpumpedthresholdwithtemperaturefor a ２５baseＧpairsDNAand b ５０baseＧpairsDNA 
HRMcurvesbasedonlaserandfluorescencefor c ２５baseＧpairsDNAand d ５０baseＧpairsDNA

　　由激光理论分析可知,当抽运激光能量大于阈

值时,FＧP激光腔内振荡产生的激光能量Ia 可表

示为

Ia∝ Ip/Ith－１( ) ＝Ip Γ/γ－１( ) －１, (４)
式中:Ip 为抽运光的能量.当待测液置于一般的容

器中时,发射的荧光强度If与可发光染料的分子个

数成正比:

If∝Γ. (５)

　　基于以上分析,结合数值模拟[１７]可以得到不同

长度DNA的激光 HRM 熔解曲线和荧光 HRM 熔

解曲线,如图１(c)和图１(d)所示.在模拟过程中保

持入射的抽运光能量不变,随着温度升高,可发光的

染料分子个数减少,相应的激光抽运阈值升高;当入

射的抽运光能量小于抽运阈值时,没有激光信号产

生,输出的激光强度从一个相对较高的值直接变为

零信号输出;相比于激光信号,基于荧光信号的熔解

曲线随着温度升高呈逐渐降低的趋势,这是由(５)式
决定的.对比图１(c)和图１(d)可以看出:１)基于

激光 HRM 曲线的突变温度往往比较低,且主要由

入射 抽 运 光 的 强 度 决 定,因 此 基 于 激 光 信 号 的

HRM可以避免上升到过高的熔解温度,如接近待

测液的沸点,这对于多个碱基对的长链DNA尤为

重要;２)对于相同的目标DNA和碱基错配DNA,
基于激光HRM的信号差异大于基于荧光 HRM的

信号差异,这主要是由激光本身的特点决定的,即可

以实现对微小信号的放大.

１０１７０２Ｇ３
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３　实验过程、结果及分析

３．１　实验过程

FＧP光学微腔由两片镀有高反射介质膜的反射

镜组成.其中,介质膜由１５对SiO２ 和Ta２O５ 介质

层交 替 组 成,中 心 波 长 ５５０nm 处 的 反 射 率

≥９９．９％.FＧP微腔的几何腔长约为３０μm,由两片

反射镜间的隔片厚度决定.反射镜分别采用Si和

SiO２ 作为基底,其中Si基底与温控加热装置充分

接触,如图２所示.温控系统由温度控制器、半导体

加热片和温度传感器组成.微流通道横向尺寸约为

１mm(宽)×５mm(长),待检测液样品总用量约为

１５０nL.激 光 抽 运 区 域 聚 焦 光 斑 的 直 径 约 为

２００μm,因此参与激光振荡的样品体积约为６nL.
待检测液由入口注入到微流通道和FP微腔中,通
过温控系统实现对待检测液的温度控制,温度控制

精度为０．１℃.

图２ 基于激光信号的 HRM实验示意图

Fig敭２ HRMexperimentalschematicbasedonlasersignals

如 图２所示,从脉冲激光器(入射波长４８８nm,

脉冲宽度５ns,重复频率２０Hz)出射的抽运光经衰

减片、分光棱镜(分光比为５０∶５０)、反射镜后,再经

由聚焦透镜(f＝１００mm)斜入射到FＧP微腔中.
分别通过衰减片和光功率计调节和记录抽运光的强

度.微流控芯片及温控装置位于三维平移台上,通
过调节平移台,可使聚焦光斑正好入射到FＧP微腔

中,以保证最大的抽运光能量密度.出射的荧光[１８]

或激光信号经由光纤直接传输到光谱仪中(Horriba
３２０)进行分析.

３．２　实验结果及分析

首先测量了常温下(２５℃)待测溶液的激光抽

运阈值.实验数据表明,２５个碱基对和５０个碱基

对的DNA待测液在常温下的激光抽运阈值约为

３０μJ/mm２.这是因为实验中保持各待测液中染料

分子的浓度相同,即２５０μmol/L,且在常温时染料

分子充分与双链DNA结合.随后保持抽运能量密

度不变,约为１０３μJ/mm２,通过逐渐改变待测溶液

的温度,使用光谱仪分别记录不同待测液的激光出

射情况.图３给出了待测液为５０个碱基对的目标

DNA、单碱基错配DNA和双碱基错配DNA在不

同温度下的激光出射光谱.为更清楚地进行对比,
不同温度下的光谱在竖直方向上进行了平移,但每

幅图的坐标范围都保持一致.可以看出:随着温度

升高,激光信号强度逐渐降低,当超过某一温度时,
没有激光信号产生,即待测液中可发光的染料分子

浓度带来的增益不足以弥补激光腔内的各种损耗,
这一温度为熔解温度Tm.

图３ ５０个碱基对的(a)目标DNA、(b)单碱基错配DNA和(c)双碱基错配DNA在不同温度下的光谱图

Fig敭３ Spectraof a targetDNA  b singleＧbasemismatchDNA 
and c doubleＧbasemismatchDNAwith５０baseＧpairsatdifferenttemperatures

　　通过对不同温度下的激光出射光谱进行积分求

和,分别给出了２５个碱基对和５０个碱基对的不同

类型DNA的 HRM 曲线,如图４所示.可以看出:
随着温度升高到一定数值,激光信号逐渐降低;当温

度等于熔解温度Tm时,激光信号强度约为１０４~
１０５量级;当温度超过熔解温度Tm后,激光信号强度

即变为零,无任何其他荧光信号的干扰,因而具有高

的信噪比.根据图４(a)可得２５个碱基对的目标
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DNA 和 单 碱 基 错 配 DNA 的 熔 解 温 度 分 别 为

５２．０℃和５７．４℃,熔解温度差为DTm＝５．４℃;同
理,根据图４(b)可得５０个碱基对的目标DNA、单
碱基错配DNA、双碱基错配DNA的熔解温度分别

为５８．６,５６．５,５３．９℃,与图３所示结果相同.单碱

基错配DNA和双碱基错配DNA与目标DNA的

熔解温度差分别为２．１℃和４．７℃,因此,通过Tm

的差异可以对碱基错配DNA进行筛查.

图４ 基于激光信号的 HRM曲线.(a)２５个碱基对DNA;(b)５０个碱基对DNA
Fig敭４ HRMcurvesbasedonlasersignal敭 a ２５baseＧpairsDNA  b ５０baseＧpairsDNA

４　结　　论

本课题组采用高品质因子FＧP光学微腔作为

微型激光谐振腔,通过与温控系统结合,分别实现了

对２５个碱基对和５０个碱基对的目标DNA及碱基

错配DNA的筛查和检测.理论及实验结果表明:
基于激光信号的HRM检测技术具有低的熔解温度

和高的信噪比;２５个碱基对的目标DNA和单碱基

错配DNA的熔解温度分别为５７．４℃和５２．０℃;５０
个碱基对的目标NDNA、单碱基错配DNA、双碱基

错配DNA的熔解温度分别为５８．６,５６．５,５３．９℃.
可见,基于激光信号的 HRM 检测技术具有低的熔

解温度和高的信噪比.
随着DNA链长度增加,单碱基错配DNA与目

标DNA的热动力学差异越来越小.在接下来的实

验中,本课题组将继续增加DNA链的长度,研究基

于激光的HRM技术可以筛查和检测的单碱基错配

DNA链的最大长度.
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