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摘要　采用标准光荧光方法,在不加入探针或荧光、磷光染料的情况下,测量了具有５６个和２９个碱基的两种核酸

单链样品的光致发光特性;该方法不会对样品造成破坏或污染.结果表明:当激发波长在３１０~４１０nm之间时,能
够在４１０~４８０nm波长区间观测到样品明显的发光峰;两种样品的发光峰随着抽运波长的红移而红移,且发光峰

的强度随激发波长的增加而先增强后减弱;具有两种不同碱基数和序列的核酸样品由于具有不同的电子能级结构

而显示出了不同的光致发光特性,原理上可以用于甄别两种不同的核酸材料,有助于单链核酸样品的无损、无标记

检测和鉴别.
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Abstract　Weemploythestandardfluorescencemethodtomeasurethephotoluminescence PL propertiesofthe
singleＧstrandednucleicacidssampleswith５６and２９basesequences敭Thismethoddoesnotneedthehelpofprobe
andfluorescence or phosphorescence material does not damage or contaminatethe sample during the
measurements敭Itisfoundthatwhentheexcitationwavelengthisintherangeof３１０Ｇ４１０nm thePLpeakofthe
samplescanbeobservedinthewavelengthrangeof４１０Ｇ４８０nm敭ThePLpeakredＧshiftswhenthepumping
wavelengthredＧshifts whiletheintensityofthePLpeakincreasesandthendecreaseswiththeincreaseofexcitation
wavelength敭ThesingleＧstrandednucleicacidsampleswithtwodifferentbasesequencesshowdifferentpropertiesof
thePLspectraduetotheirdifferentelectronicbandstructures敭TheresultsarehelpfulfornonＧinvasivelyandlabelＧ
freemeasurementandidentificationofnucleicacidmaterials敭
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１　引　　言

核酸是构成生命的基本物质之一,早在１９５３年

Watson和Crick就提出了核酸的双螺旋结构[１],之
后Langridge等[２]也通过理论模型证明了这种结构

的正确性.至今已经发现核酸有A、B、C、D、E、S
和Z 等构象[１,３],可以使用磷酸三脂法、固相磷酸三

脂法、固相亚磷酰胺法、cDNA法和聚合酶链式反应

法进行人工合成[４].目前,常采用标记和加入染料

的方法动态观测核酸的转录、转运和基因的表达过

程.在荧光配对探针探测核酸技术中,靶和器件上

的低聚核苷酸配对会产生荧光能量的共振转移,从
而导致荧光猝灭.该技术可以探测体内外的核酸,
具有高灵敏性和选择性[５].此外,由于寡核苷酸可

以吸附特定的配合基,故可制备核酸荧光探针,完成

蛋白质、小分子和铁离子等靶的探测[６].利用荧光

团共价键吸附寡核苷酸的方式,可对DNA序列进

行分析[７].近年来,人们发现采用石墨稀和二硫化

钼制作的场效应晶体管进行修饰后同样可用于探测

核酸,探测灵敏度可达１０－１８mol/L[８].
目前对核酸的研究分析方法主要有电学和光学

两类.与毛细管电泳法[９Ｇ１０]、阳极溶出伏安法[９,１１]

等电学方法相比,光学方法能提供高效的非接触测

量,且能反映更丰富的物质组分和分子结构等信息,
故在核酸探测中被广泛采用.常见的光学方法包括

紫外分光光度法[９,１２Ｇ１４]、共振光散射法[１２]、荧光共振

能量转移技术[５]以及固体基质室温磷光法[９,１５Ｇ１６]

等.为了提高探测灵敏度,增大测量范围,这些方法

往往需要加入特定的荧光剂、试剂或探针,从而带来

了样品污染、环境毒性和成本增高等问题.
众所周知,标准光荧光技术广泛应用于物理和

材料的分析中,具有灵敏度高、选择性好、成本低和

操作简便等优点[１７Ｇ１９].为了探索上述问题的解决途

径以及研究短链和长链核酸单链样品光致发光特性

的差别,本文使用标准光荧光方法,在不加入探针或

荧光、磷光染料的情况下,测量了５６个和２９个碱基

的两种核酸单链样品的光致发光特性.该方法可以

通过改变抽运光的波长、强度来测量核酸样品的发

光特性,不会对样品造成破坏或污染.由于核酸上

的碱基功能团(具共轭双键结构)与核酸结构(由五

碳糖、碱基、磷酸形成的核苷酸构成)耦合,形成了独

特的电子能级结构,在抽运光场作用下会产生光致

发光,其发光谱的峰位和宽度与系统的电子能级结

构、本征载流子和光生载流子浓度密切相关.实验

结果显示,当激发波长在３１０~４１０nm区间时,能
够在４１０~４８０nm波长区间观测到明显的光致发

光峰.两种样品的发光峰位置随抽运波长的红移而

红移,并且发光峰的强度随激发波长的增加而先增

强后减弱.更重要的是,实验发现具有两种不同碱

基数和序列的核酸样品显示不同的光致发光谱宽特

性,原理上可以用于甄别两种不同的核酸材料.这

些结果将在单链核酸样品的无损、无标记快速检测

和鉴别中具有潜在应用.

２　实验方法

在常规的核酸单链研究及应用中,通常合成小

于６０个碱基的核酸,这是因为过长的核酸链会使核

酸变得不稳定,容易因为理化环境的波动而发生变

质.基于此,实验中分别制备了含有５６个和２９个

碱基的核酸单链,用于研究长链和短链核酸样品光

致发光特性的差别.由于本实验的主要目的是证明

在不加入探针或荧光、磷光染料的情况下,光致发光

谱中的某些特性可用于鉴别不同的核酸单链,因此,
为了增大样品的任意性并避免人为选择因素的干

扰,实验采用了具有不同碱基序列和长度的核酸单

链.将核酸单链用双蒸水配制成浓度相同的溶液,
并装入石英比色皿,具体参数如表１所示.需要指

出的是,样品的碱基序列及数目都已在制备环节中

由基因测序仪器标定,实验主要关注两种样品光致

发光谱特性的差别,而非基因测序的验证.为了排

除比色皿及溶剂的影响,设置的对照组分别为空比

色皿及盛装了双蒸水的比色皿.实验采用的标准光

荧光系统如图１所示.氙灯光源的宽谱光经过

Gemini１８０单色仪后变为单色抽运光,照射到样品

室内的样品上,样品发出的荧光进入iHR３２０光谱

仪后被光电倍增管(PMT)探测到,信号经计算机处

理后得到样品的光致发光信号谱.

图１ 发光检测光路示意图

Fig敭１ Schematicofopticalpathoffluorescencedetection
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表１　核酸样品的属性

Table１　Propertiesofnucleicacidsamples

Sample
Sequence
５′Ｇ３′

Numberofbase
sequence

Embellish
Purification
way

Temperature
ofmelting/℃

Concentration/

(μmol􀅰L－１)

６１１９１
TAGＧAATＧTCAＧTGAＧCAAＧ
CAGＧTTCＧCTAＧCGGＧAT

２９ None PAGE ５８．２ ５

６１１９２

TATＧCGGＧCCGＧCTTＧCCGＧ
CCAＧCCCＧTGGＧAAGＧTACＧ
AGGＧTTTＧTCAＧGCCＧ
ACAＧGCAＧTTAＧTCCＧCT

５６ None PAGE ７３．７ ５

Note:PAGErepresentspolyacrylamidegelelectrophoresis．

　　为了保证实验结果的可靠性,对样品组(６１１９１
和６１１９２)和对照组(空比色皿,比色皿中加入双蒸

水(ddwater))都使用了三次测量后取平均值的方法

进行数据处理.当抽运光(或称激发光)波长λex在
３１０~４１０nm之间以步长１０nm增大时,在空比色

皿的光致发光谱中未检测到信号,说明比色皿在该

波段不发生光致发光效应.实验观测到的样品组及

双蒸水均能在抽运光激发下产生发光效应,其发射

光谱如图２所示.I 为强度,λem为发射波长.显

然,双蒸水对样品组的结果存在一定干扰,导致发射

谱短波处出现了峰值.考虑到双蒸水和核酸单链之

间不存在能级耦合与能量交换,故可将样品光谱直

接减去双蒸水光谱,以扣除溶剂的影响,得到更真实

准确的核酸单链的光致发光谱.

图２ 两种核酸样品溶液和双蒸水的发光光谱

Fig敭２ Fluorescencespectraoftwonucleicacidsamplesolutionsanddoubledistilledwater

３　实验结果及讨论

当抽 运 光(或 称 激 发 光)波 长λex 在 ３１０~
４１０nm之间以步长１０nm增大时,两种单链核酸样

品(６１１９１样品和６１１９２样品)的光致发光谱(已扣

除双蒸水和比色皿的影响)如图３(a)和图３(b)所
示.显然,在不加入探针或荧光、磷光染料的情况

下,两种样品在发射波长λem＝４００~４８０nm之间有

显著 的 光 致 发 光 效 应.通 常,能 吸 收 波 长 大 于

２２０nm光子的有机分子带有衍生的πＧ电子轨道或

共轭双键[２０].而核酸由五碳糖、碱基和磷酸组成的

核苷酸分子构成,因此,共轭双键碱基与其他结构的

耦合将形成独特的电子能级或能带,从而导致实验

观测到光致发光现象.

０３３００４Ｇ３
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图３ 两种核酸样品的发光光谱.(a)６１１９１样品;(b)６１１９２样品

Fig敭３ Fluorescencespectraoftwonucleicacid敭 a Sample６１１９１  b sample６１１９２

　　基于图３,还可进一步得出核酸样品发光峰波

长λem和峰值强度Ipeak随激发光波长λex的变化关

系,分别如图４(a)、(b)所示.两种样品都有抽运

光光子能量大于荧光光子能量(即λex＜λem)的现

象.这是由于两种样品能带中的基态电子被激发

后,都通过无辐射跃迁过程进入了亚稳态,并进一

步以辐射跃迁的方式回到基态,同时辐射出能量

较小的荧光光子,如图５所示.图５中,S表示能

态,V表示振动能级.此外,λem也对应了在λex激
发下发生概率最高的辐射跃迁,而其对应的峰值

强度Ipeak则反映了两种样品中发生不同跃迁的电

子浓度,Ipeak越大则发生该跃迁的电子在能带中的

浓度越高.此外,由图４(a)可见,当激发光在３５０
~３９０nm范围时,两种核酸样品的λexＧλem较为接

近,但当λex＜３５０nm和λex＞３９０nm时则有显著

差异.在图４(b)中也能观测到两种核酸样品的

λexＧI曲线存在差异.这种差异反映了两种核酸样

品能带结构的差异以及碱基中某些光敏感结构浓

度的差异.因此,基于这些结果可对两种样品进

行无标记鉴别.

图４ (a)核酸样品荧光峰峰位与激发波长的关系;(b)核酸样品荧光峰强度与激发波长的关系

Fig敭４  a Relationshipbetweenfluorescencepeakpositionandtheexcitationwavelength 

 b relationshipbetweenfluorescencepeakintensityandtheexcitationwavelength

图５ 光致发光过程原理示意图

Fig敭５ Schematicofphotoluminescenceprocess

　　实验中测得激发光波长λex在３１０~４１０nm之

间变化时,两种样品的最强荧光峰位置都是λem＝
４１３．６nm.此外,还研究了不同波长的抽运光子λex
激发起４１３．６nm荧光的强度,如图６所示.该图反

图６ 两种核酸样品最强荧光峰峰位的激发谱

Fig敭６ Excitationspectraofhighestintensityfluorescence

peakoftwonucleicacidsamples

映了不同抽运光子激发峰值荧光的发光效率η,它
与峰值荧光强度的关系为η∝Ipeak.由图可见,两种

样品发出了４１３．６nm的荧光,其发光效率均随抽运

光波长的增大而先增后降,λex＝３４０nm时的发光

０３３００４Ｇ４
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效率最高.与图４类似,两种样品的发光效率曲线

也呈现出差异特性,可用于无标记检验及鉴别.

４　结　　论

采用标准光荧光方法分别测量了具有５６个和

２９个碱基的两种核酸单链样品的光致发光特性,测
量中未加入探针或荧光、磷光染料,不会对样品造成

污染和破坏.结果显示,当抽运光波长在３１０~
４１０nm区间变化时,能够在４１０~４８０nm波长区间

观测到显著的光致发光峰.两种样品的λem随λex的
红移而红移,并且发光峰的强度随λex的增大而先增

强后减弱.更重要的是,本研究证实了两种样品在

λexＧλem特性、λexＧI 特性以及λexＧIpeak特性等方面都

存在差异,这种差异反映了两种核酸样品中的能带

结构差异以及碱基中某些光敏感结构的浓度差异.
结合这三种光致发光特性可以对两种样品进行无标

记检验和鉴别.
本研究初步证明了在不加入探针或荧光、磷光

染料的情况下,通过测量样品的光致发光特性可以

间接得到单链核酸的能带结构和不同能态电子浓度

的信息,从而鉴别出单链核酸的种类.若能通过实

验测量建立一整套不同单链核酸样品的λexＧλem特

性、λexＧI特性以及λexＧIpeak特性数据库,就能在应用

中通过对样品的光谱特性进行数据匹配,快速完成

无标记样品的分类和鉴别,且这种鉴别不会对样品

造成破坏和污染,没有环境毒性,成本低廉.总之,
本研究结果也可推广到其他生物大分子的检测中,
在未来的生物和医学领域具有潜在应用价值.
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