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基于激光的G-四链体高分辨率熔解曲线分析

张婷婷，侯梦迪，贾卓楠，花双全，王文杰*，刘绍鼎
太原理工大学新型传感器与智能控制教育部重点实验室，山西 太原 030024

摘要 结合所制备的高品质法布里 -珀罗（F-P）光学微腔，利用基于激光的高分辨率熔解曲线（HRM）分析研究了

G-四链体脱氧核糖核酸（DNA）结构的热稳定性。探究了 K+存在的情况下，诱导富含鸟嘌呤（G）的 DNA单链形成

G-四链体，不同 K+浓度的 DNA溶液，对应于溶液中 G-四链体结构的不同热稳定性。实验结果表明，激光HRM曲

线能很好地分辨出不同 K+浓度的 DNA结构。此外，通过分析不同 DNA溶液在任意温度下的激光阈值，发现利用

较低的泵浦能量可以很好地降低曲线的熔解温度。

关键词 医用光学；G-四链体；高分辨率熔解曲线；法布里-珀罗光学微腔

中图分类号 R331；O433. 4 文献标志码 A doi：10. 3788/LOP202259. 0717002

Laser-Based High Resolution Melting Analysis for Studying
G-Quadruplux
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Abstract Combined with the high quality Fabry-Perot (F-P) optical microcavities, we studied the thermal stability
of G-quadruplex DNA structure laser-based high resolution melting (HRM) analysis. DNA solutions with three
different concentrations of K+, which corresponds to different thermostablility of the G-quadraplux DNA structure in
the solution, are studied. Experimental results show that DNA structure with different K+ concentrations can be
well distinguished by laser-based HRM curves. Further, by analyzing the laser thresholds of different DNA solutions
at arbitrary temperature, it is found that the melting temperature of the curves can be well decreased by using a lower
pump energy.
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1 引 言

鸟嘌呤-四链体（G-quadruplex）是一种脱氧核糖

核酸（DNA）二级结构，其核心结构是由至少两个

G-四分体组成，并通过单价阳离子和 π-π键堆叠稳

定［1-2］。G-四分体是由四个鸟嘌呤组成，且鸟嘌呤之

间通过 Hoogsteen氢键相互作用。有证据表明，这

些结构的形成不仅可以在体外进行，也可以在体内

发生［3］。在细胞中，这些结构可以调节转录［4］、选择

性剪接［5］和翻译［6］，因此对 G-四链体的研究具有重

要的生物学意义。作为一种 DNA分析平台，高分

辨率熔解（HRM）分析是一种简单、快速且经济高效

的 DNA分子分析方法［7-15］，例如可以识别发生突变

和发生甲基化的 DNA序列。它依靠靶标与被分析
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DNA之间由环境温度改变产生的热力学差异来进

行区分［11，15］。荧光共振能量转移（FRET）是另一种

广泛使用的 DNA分析工具［16-21］，它可以被用作精确

的标尺来测量装饰在 DNA分子不同位置的两个生

色团之间的距离，并且具有原子级的分辨率。而基

于 FRET的高分辨率熔解测定法已广泛用于研究

DNA结构（例如G-四链体结构）的热稳定性［18，21］。

高分辨率熔解曲线分析将生色团的荧光作为

传感检测信号。最近，研究人员提出了基于激光的

HRM-DNA分析方法，该方法利用了激光腔实现了

信号的光学放大，以产生的激光信号作为检测信

号［22-24］。 与 基 于 荧 光 的 HRM 相 比 ，基 于 激 光 的

HRM具有许多优势。例如，激光信号比荧光强得

多，因此在分析 DNA结构之间的差异时提供了更

高的辨别率。另一方面，基于激光的 HRM的熔解

温度可以在一定的温度范围内根据激光条件任意

调节。因此，可以通过优化光学条件实现上述检测

目标。例如通过使用较低的外部激励或较低的 Q
因子将熔解温度移至较低的温度范围。

本文使用基于激光的高分辨率熔解分析研究了

G-四链体 DNA结构的热稳定性。研究了具有三种

不同 K+浓度的 DNA溶液，其对应于溶液中 G-四链

体结构的不同热稳定性。实验结果表明，与传统的

基于荧光的HRM技术相比，基于激光的HRM曲线

在G-四链体DNA分子检测方面具有更大的优势。

2 实验部分

2. 1 实验材料及仪器

实 验 材 料 为 样 品 DNA［设 计 序 列 为 5’-

GGGTTTGGGTATGGGTTTGGG-3’，T为胸腺

嘧啶，其中 5’端连羟基荧光素（FAM），3’端连接羟

基四甲基罗丹明 (TAMRA)荧光基团，购自生物生

工公司，纯化方式为高压液相色谱法］、Tris-HCl溶
液（pH=7. 2，浓度为 0. 1 mol/L）、KCl溶液和 LiCl
溶液。

实验仪器为光学参量振荡器（OPO）可调谐激

光器、温控系统、光谱仪。

2. 2 实验设计

本实验设计了三种不同 K+浓度的 DNA样品

溶液，其浓度为 50 μmol/L，而溶液中 K+浓度分别

为 0 mmol/L、1 mmol/L、10 mmol/L。并且在此样

品中加入不同浓度的 LiCl溶液以保证 DNA溶液中

的 Cl−浓度相同。加入的 LiCl溶液的浓度分别为

100 mmol/L、99 mmol/L和 90 mmol/L（Li+对 G-四

链体的形成无影响）。图 1（a）为样品 DNA在 K+的

诱导下形成的 G-四链体结构。

基于激光的 G-四链体高分辨率熔解曲线分析

实验装置如图 1（b）所示。采用 488 nm的脉冲激光

作为泵浦源，脉冲持续时间为 5 ns，频率为 20 Hz。
激光束经过衰减片、分光棱镜、反射镜、会聚透镜斜

入射到检测平台。检测平台由法布里 -珀罗（F-P）
微腔和温控系统组成，法布里 -珀罗微腔由两片镀

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，中心波长为

550 nm处的反射率大于等于 99. 99%。反射镜分

别采用 Si和 SiO2作为基底，并且在 SiO2基底上制

备凹面结构，封装形成平凹型法布里-珀罗微腔。Si
基底与温控加热装置充分接触，样品溶液通过注射

方式注入微腔内。F-P微腔的几何腔长约为 30 μm，

几何腔长由两片反射镜间的隔片厚度决定。法布

里 -珀罗微腔出射信号由多模光纤采集并传送到光

谱仪中进行分析。

图 1 实验材料与装置。（a）G-四链体结构；（b）实验装置

Fig. 1 Experimental materials and devices. (a) Structure of G-quadruplex; (b) experimental setup
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3 实验结果及分析

基于上述实验装置，分别检测了三种不同 K+浓

度的溶液中的 DNA样品的熔解温度。图 2（a）为在

相同泵浦能量，不同的 K+浓度下，波长从 555 nm到

625 nm的受体荧光发射信号的总强度与温度的关系

图。由于单链DNA在溶液中呈蜷曲状态，所以在无

K+存在时，供体和受体的距离此时已经部分发生了

FRET。随着 K+的加入，样品 DNA受 K+影响形成

G-四链体，根据热动力学分析，其焓熵值增加导致

DNA熔解温度升高。图 2（b）为在泵浦光能量密度

为 500 μJ/mm2下，波长从 580 nm到 620 nm的受体

激光发射信号的总强度与温度关系图。0 mmol/L、
1 mmol/L、10 mmol/L K+样品溶液中 DNA熔解温

度分别为 43 ℃、55 ℃、59 ℃。K+的加入促使样品

DNA形成G-四链体，且在一定浓度范围内，K+浓度

的升高对 G-四链体的形成有促进作用。图 2（c）~
（d）分别为 1 mmol/L K+溶液在不同温度下的荧光

和激光出射光谱。基于激光的 G-四链体高分辨率

熔解曲线可在DNA熔解温度范围内进行扫描实现，

同时，相比于传统的聚合酶链式反应（PCR）分析技

术，其检测的熔解温度大幅度降低。

图 3（a）为两种 K+浓度的样品溶液在泵浦光能

量密度为 370 μJ/mm2和 500 μJ/mm2时，激光强度与

温度的关系。对于不同K+浓度且相同泵浦光能量密

度，K+浓度的存在或增大使得 DNA熔解温度升高。

对于相同 K+浓度且不同泵浦光能量密度，熔解温度

受到外界泵浦的影响，随泵浦光能量密度增大而升

高。图 3（b）展示了不同 K+浓度样品溶液中受体激

光出射阈值与温度的关系。溶液中无 K+时，阈值随

图 2 荧光或激光辐射光强与温度的关系。（a）相同泵浦能量、不同 K+浓度下，波长从 555~620 nm的出射荧光信号的总强度

与温度的关系；（b）相同泵浦能量密度不同K+浓度下，波长从 580 nm到 620 nm的出射激光信号的总强度与温度的关系；

（c）1 mmol/L K+浓度不同温度下的荧光出射光谱；（d）1 mmol/L K+浓度不同温度下的激光出射光谱

Fig. 2 Spectrally integrated emission intensity as a function of the temperature. (a) Spectrally integrated emission intensity of the
fluorescence from 555 nm to 620 nm as a function of the temperature with different concentrations of K+ solution at same
pump energy density; (b) spectrally integrated emission intensity of the lasing from 580 nm to 620 nm as a function of the
temperature with different concentrations of K+ solution at same pump energy density; (c) fluorescence spectra at different
temperatures with 1 mmol/L concentration of K+ solution; (d) laser spectra at different temperatures with 1 mmol/L

concentration of K+ solution
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温度上升明显，约 45 ℃后不再出射激光，K+的浓度

为 1 mmol/L时，激光阈值比无 K+时显著降低，约

60 ℃后受体荧光减弱到法布里 -珀罗微腔不能产生

激光辐射。当K+的浓度为 10 mmol/L时，K+浓度的

增大导致了更多的 G-四链体结构形成，并进一步降

低激光阈值、升高溶解温度。同时，根据图 3（b）可

知，通过比较同一温度下激光阈值或同一激光阈值

下熔解温度，即可分辨样本溶液中 K+浓度高低或

G-四链体的形成情况。

4 结 论

使用基于激光的高分辨率熔解曲线分析研究

了 G-四链体 DNA结构的热稳定性。通过对三种不

同 K+浓度样品溶液中 DNA熔解温度分析，证实 K+

对 G-四链体形成的影响，同时根据固定泵浦光能量

密度扫描或固定温度扫描的方法可区分样本溶液

体系中 K+的浓度。另一方面，基于激光的 HRM的

熔解曲线分析通过使用较低的泵浦能量可以很好

地降低曲线的熔解温度。

本文腔内检测方法适用于多种物质的检测（如

细胞、蛋白质检测等），同时与温控系统相结合可推

广至众多生化检测项目中，有利于降低检测温度以

减小对样品破坏程度且兼具高灵敏度，为生化医学

检测提供了新平台。
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