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基于荧光共振能量转移的核酸适体传感器研究

姜利英,刘帅,任林娇,张培,闫艳霞,郑晓婉,陈青华,姜素霞
(郑州轻工业学院 电气信息工程学院,郑州450002)

摘 要:基于荧光共振能量转移的原理,以修饰于核酸适体上的FAM作为能量供体,以氧化石墨烯作

为能量受体,构建了荧光适体传感器,分别对不同浓度的胰岛素和多巴胺进行检测.结果表明,胰岛素的

线性检测范围为0.05~10μmol/L,多巴胺的线性检测范围为1~500μmol/L,当胰岛素和多巴胺检测

浓度相同时,胰岛素检测信号远强于多巴胺.对胰岛素和多巴胺分别进行特异性实验,发现该传感器对

胰岛素和多巴胺有较强的特异性.说明基于荧光共振能量转移的核酸适体传感器不仅可实现多种物质

的微量检测,还具有较强的选择性,在生物和医药检测领域应用前景广阔.
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Abstract:Onefluorescentaptasensorbasedonthefluorescenceresonanceenergytransferwasconstructed
andusedtodetectinsulinanddopamine.AptamerlabeledFAM(aptamer-FAM)wasinchargeofenergy
donor,whilegrapheneoxideservedasanenergyacceptor.Theresultsshowthatthelineardetection
rangeofinsulinisfrom0.05μmol/Lto10μmol/Landdopamineisfrom1μmol/Lto500μmol/L,
meanwhilethesignalintensityofinsulinisstrongerthandopamineatthesameconcentration.The
specificityexperimentsforinsulinanddopaminehaveindicatedthatthisfluorescentaptasensorhavea
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0 引言

荧光适体传感器[1-3]是通过换能器将核酸适体[4-6]与靶目标的强亲和力和特异性结合转换为荧光信号的

变化,由荧光信号的变化量来对靶目标进行检测分析,具有灵敏度高、检测效率高和操作简单的优点.荧光适

体传感器中较常见的是利用荧光基团(供体)和淬灭剂(受体)构建基于荧光共振能量转移体系来测量荧光强

度的变化.WangBin等[7]以纳米金作为能量受体,与荧光掺氮碳量子点构建荧光淬灭系统,实现了对黄曲霉

毒素B1的特异性检测;HuKun等[8]利用氧化石墨烯作为淬灭剂和异硫氰酸荧光素作为荧光基团,构建了
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检测免疫球蛋白E的荧光适体传感器,且具有较好的检测性能.氧化石墨烯[9-11](GrapheneOxide,GO)可以

同DNA碱基发生Π-Π堆积相互作用,能吸附单链DNA,并可使其上修饰的荧光基团荧光淬灭,由于它的淬

灭效率普遍高于常见的有机淬灭剂,且生产成本低、毒性小,所以是淬灭剂的常用选择.
本研究以FAM荧光基团[12-14]标记的核酸适体作为检测探针,以氧化石墨烯作为淬灭剂,构建了基于荧

光共振能量转移的核酸适体传感器,并分别对靶目标胰岛素[15-17](Insulin,INS)和多巴胺[18-20](Dopamine,

DA)进行检测,从而验证该传感器的性能.

1 实验

1.1 仪器与试剂

F-7000型荧光光谱仪(日本HITACHI公司);GL-16Ⅱ型离心机(上海安亭科学仪器厂);电子天平和酸

度计(梅特勒-托利多仪器(上海)有限公司);07HWS-2型数显恒温磁力搅拌器(杭州仪表电机有限公司);

DHG-9030A型电热恒温鼓风干燥箱(上海精宏实验设备有限公司);牛胰岛素和多巴胺盐酸盐(北京索莱宝

科技有限公司);2mg/mL氧化石墨烯溶液(苏州恒球科技有限公司);标记有FAM 荧光基团的核酸适体由

上海生工生物科技有限公司(上海)合成,胰岛素适体序列:5'-GGTGGTGGGGGTTGGTAGGGTGTC
TTC-FAM-3',多巴胺适体序列:5'-FAM-GTCTCTGTGTGCGCCAGAGAACACTGGGGCAGA
TATGGGCCAGCACAGAATGAGGCCC-3';50mmol/LTris-HCl缓冲液(pH=7.4,含30mmol/L
NaCl,50mmol/LKCl);实验用水为去离子水,实验温度为室温.
1.2 核酸适体的固定

首先将保存于-20℃的装有核酸适体的离心管取出,离心30s(12000rpm)使附在管壁上的适体聚于

管底,防止打开时散失,再加入Tris-HCl缓冲液,震荡均匀,将核酸适体激活.将激活后的核酸适体与氧化石

墨烯溶液混合,室温下静置一段时间,使核酸适体固定于氧化石墨烯上,并使FAM的荧光淬灭,也即得到不

同靶目标的工作溶液,核酸适体与氧化石墨烯的浓度比为100nmol/L:90μg/mL.
1.3 靶目标的检测

在胰岛素工作溶液中加入不同浓度胰岛素制得待测液,孵育一段时间后,取3mL放入荧光光谱仪检测

荧光,并以胰岛素工作溶液作为空白对照组,计算不同浓度待测液的荧光强度并绘制标准曲线.同样,测量不

同浓度多巴胺待测液的荧光强度并绘制多巴胺标准曲线.
1.4 特异性检测

胰岛素检测的易干扰物质有牛血清蛋白(BullSerumAlbumin,BSA)、生物素(VitaminH,VH)及链

霉亲和素(Streptavidin,SA),分别配置5μmol/L的待测液,在检测胰岛素相同实验条件下,利用荧光光谱

仪检测上述3种待测液的荧光强度,每个样品平行测定3次,将得到的荧光强度与相同浓度的胰岛素的荧光

强度作比较,检验该传感器对胰岛素的特异性.
多巴胺检测的易干扰物质有肾上腺素(Epinephrine,E)、去甲肾上腺素(Norepinephrine,NE)及抗坏血

酸(AscorbicAcid,AA),分别配置200μmol/L的待测液,将测得的荧光强度与相同浓度多巴胺的荧光强度

作比较,检验该传感器对多巴胺的特异性.

2 结果与讨论

2.1 检测原理

以修饰有FAM的核酸适体与氧化石墨烯构建的荧光适体传感器,基于荧光共振能量转移对靶目标检

测的原理如图1所示.未加入靶目标分子时,核酸适体通过Π-Π堆积作用力吸附在GO表面,其上的FAM
荧光基团与GO发生能量共振转移,FAM作为供体将能量传递给GO,导致荧光淬灭;加入靶目标分子后,
核酸适体与靶分子的特异性结合力强于Π-Π堆积作用力,故核酸适体会脱离氧化石墨烯而与靶分子结合,
此时,FAM远离GO表面,能量共振转移作用消失,FAM荧光恢复且荧光强度与加入靶分子的浓度在一定

范围内呈正相关的线性关系,检测恢复荧光的强度变化即可实现靶目标的浓度检测.
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图1 检测靶目标的原理

Fig.1 Schematicillustrationofthedetectionoftarget

2.2 传感器对靶目标的响应特性

为检验该传感器对胰岛素和多巴胺的响应特性,分别检测FAM-核酸适体溶液、工作溶液和加入靶目标

分子后的荧光强度,胰岛素的响应特性如图2所示,多巴胺的响应特性如图3所示.图中a 曲线是FAM-核
酸适体溶液的荧光强度,b曲线是加入GO后的工作溶液的荧光强度,c曲线是在工作溶液中加入靶目标后

的荧光强度,可以看到,b曲线的荧光强度远低于a 曲线,说明GO对FAM 具有很好的淬灭效果;c曲线的

荧光强度远高于b曲线,说明加入靶分子后,FAM-核酸适体脱离GO,荧光恢复.由此可知该传感器对胰岛

素和多巴胺具有较好的响应特性,可以用来检测胰岛素和多巴胺.

图2 胰岛素响应特性

Fig.2 Theresponsecharacteristicofinsulin

图3 多巴胺响应特性

Fig.3 Theresponsecharacteristicofdopamine

2.3 不同浓度靶目标对传感器响应特性的影响

分 别对不同浓度胰岛素(0μmol/L,0.05μmol/L,1μmol/L,5μmol/L,10μmol/L)和多巴胺(0μmol/L,

1μmol/L,50μmol/L,100μmol/L,200μmol/L,500μmol/L)进行检测,将得到的不同浓度的荧光强度绘

制成曲线图,并对靶目标浓度和相应的荧光强度的关系进行分析.图4为胰岛素的检测范围.图5为多巴胺的

检测范围.
由图4(a)可知随着胰岛素浓度的不断增大,荧光强度也随之不断地增强,在521nm波长附近有最大荧

光强度,取该处荧光值,做与不同浓度的胰岛素的对应关系图.最终得到胰岛素的线性检测范围如图4(b)所
示,在0.05~10μmol/L范围内满足线性关系:y=73.14+15.91x,其中y 代表荧光强度,x 代表胰岛素浓

度,其相关系数R=0.998.
由图5(a)可知随着多巴胺浓度的不断增大,荧光强度也随之不断地增强,在521nm波长附近有最大荧

光强度,取该处荧光值,做与不同浓度的多巴胺的对应关系图.最终得到多巴胺的线性检测范围如图5(b)所
示,在1~500μmol/L范围内满足线性关系:y=38.66+0.15x,其中y 代表荧光强度,x 代表多巴胺浓度,
其相关系数R=0.994.

由图4和图5可知,靶目标的浓度越大,传感器的响应特性越强.而且传感器对胰岛素的响应特性要强

于多巴胺,低浓度的胰岛素就可产生较大的响应信号,而同样大小的响应信号则需较大浓度的多巴胺.
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图4 胰岛素的检测范围

Fig.4 Thedetectionrangeofinsulin

图5 多巴胺的检测范围

Fig.5 Thedetectionrangeofdopamine

2.4 传感器的特异性实验

分别对胰岛素和多巴胺两种靶目标进行特异性实验.选择三种各自的易干扰物质,在相同实验条件下,
测得靶目标与干扰物在相同浓度时的荧光强度,并作图分析,其中,图6为胰岛素特异性实验结果,图7为多

巴胺特异性实验结果.

图6 胰岛素的特异性检测(5μmol/L)
Fig.6 Thespecificdetectionofinsulin(5μmol/L)

图7 多巴胺的特异性检测(200μmol/L)
Fig.7 Thespecificdetectionofdopamine(200μmol/L)

  由图6可知,在胰岛素的线性检测范围内选择一个浓度(5μmol/L),在相同实验条件下检测,牛血清蛋

白、链霉亲和素与生物素等干扰物的荧光强度远远低于胰岛素,并且由(F-F0)/(FINS-F0)计算相对荧光

强度,其中F0 和F 分别表示加入不同选择性物质前后的荧光强度,FINS表示胰岛素的荧光强度,计算其荧

光强度比依次为:0.11∶0.15∶0.12∶1.0.因此,该传感器对胰岛素的检测具有较好的特异性.
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由图7可知,在多巴胺的线性检测范围内选择一个浓度(200μmol/L),在相同实验条件下检测,肾上腺

素,去肾上腺素与维生素等干扰物的荧光强度远远低于多巴胺,计算的荧光强度比依次为:0.21∶0.12∶
0.18∶1.0.因此,该传感器对多巴胺的检测具有较好的特异性.

3 结论

将修饰有FAM的核酸适体与氧化石墨烯构建荧光适体传感器,基于荧光共振能量转移原理对胰岛素

和多巴胺不同靶目标进行检测,结果表明该传感器能够实现对胰岛素和多巴胺的特异性检测,同时具备操作

简单的优点.使用新型荧光供体材料与受体材料构建荧光适体传感器,并用于生物和医疗方面的小分子检

测,具有较大的研究潜力.
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