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检测方法研究

张文月,

!郝文会,

!赵
!

静$

!王愈聪,

'
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河北大学化学与环境科学学院#药物化学与分子诊断省部共建教育部重点实验室#河北 保定
!
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$R

河北大学综合实验中心#河北 保定
!
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摘
!

要
!

利用以阳离子共轭聚合物为能量供体的荧光共振能量转移!

cS2W

"策略和滚环扩增放大技术#建立

了一种新型的
7.:+OSKJ

!

7.SKJ

"检测方法%阳离子共轭聚合物采用聚&!

-

#

-9

双!

5

+

9K

#

K

#

K9

三乙基铵"己

基"亚芴基亚苯基二溴化物'!

McM

"%

McM

是一种由大量吸光单元共轭而成的阳离子聚合物#具有独特的光捕

获和荧光增强性能#可以和带有负电荷的
XKJ

通过静电作用相互结合%

*L

是一种能够结合于所有双链

XKJ

双螺旋小沟区域的染料#其在游离状态下#荧光微弱#但一旦与双链
XKJ

结合后#荧光会大大的增

强%首先#设计了一条可与目标分子特异性杂交的锁式探针和与
SCJ

产物序列互补的
XKJ

链%当体系中

存在
7.SKJ

时#在
W0XKJ

连接酶作用下#锁式探针连接成环)随后#在
^

N.$-XKJ

聚合酶和
AKWMT

共

同作用下#在
7.SKJ

的
4

+端滚环扩增出一条与锁式探针序列互补的长单链
XKJ

#所得产物与互补
XKJ

链

杂交形成双链
XKJ

!

ATXKJ

"%此时
*L

作为
cS2W

受体掺入其中#形成
*L9ATXKJ

共同体%随后#

*L9ATX9

KJ

与
McM

因静电相互作用而紧密接近#由于
McM

的发射光谱与
*L

的激发光谱有重叠#因此二者之间可

以发生
cS2W

现象%反之#当体系中不存在
7.SKJ

时#挂锁探针则无法连接成环#阻止了扩增反应的进行

及其产物与互补
XKJ

链的杂交反应%加入
*L

后#由于
*L

与单链
XKJ

的结合能力很弱#

*L

则游离于溶液

中#不会与
McM

发生有效的
cS2W

%因此目标分子的浓度与体系的
cS2W

效率直接相关%以
QP>#<

作为待测

7.SKJ

分子#在
"&"!

!

!67OQ

,

]

=,的范围内#

QP>#<

的浓度与从反应体系测得的
cS2W

效率!

*

!$"

$

*

0$4

"成

正比%同时以无
McM

参加的检测方案作为对比实验#证明了
McM

确实具有提高灵敏度的作用%另外#以四

种同族
7.SKJ

分子及两种其他
7.SKJ

分子作为干扰物质对方法的特异性进行了考察#发现除了两种与目

标分子序列高度相似的物质存在干扰外#其他物质几乎不产生信号%利用该方法对细胞总
SKJ

提取液中
QP>

#<

的含量及其加标含量进行了检测#测量所得回收率基本令人满意%所建立的方案不需要荧光标记探针#

有效降低了检测成本#简化了操作步骤#在与
7.SKJ

相关的疾病诊断领域具有一定的应用前景%
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!

7.SKJ

"是一类非编码小
SKJ

#其长度约

为
$"

!

$0

个核苷酸#可参与细胞内多种生命过程#并具有重

要的调节作用&

,

'

%目前已有研究证明#

7.SKJ

的表达与多

种疾病尤其是癌症密切相关&

$

'

#并且
7.SKJ

可以稳定存在

于生物体外周血循环过程中&

4

'

#因此通过血液中
7.SKJ

含

量的检测可以实现多种疾病的早期诊断和筛选%早期
7.S9

KJ

通常是通过
KO+>NP+6

印迹杂交法&

0

'

*微阵列芯片技术&

!

'

及实时定量聚合酶链式反应法&

5

'等方法来检测%虽然这些方

法准确度比较高#但均存在一定的缺陷%由于
7.SKJ

序列

短并且丰度低#人们发展了多种扩增技术对其进行信号放

大#滚环扩增技术!

SCJ

"就是其中一种%该技术由
GO6T>+3

^

等&

#

'于
$""5

年引入到
7.SKJ

检测中#跟传统方法相比#它

不需要变温热循环#在恒温条件下即可达到与聚合酶链式反

应相当的灵敏度#另外#

7.SKJ

的短序列正好与滚环扩增

中挂锁探针所需模板长度相匹配%因此#滚环扩增技术在

7.SKJ

检测中受到了广泛的关注%

阳离子共轭聚合物是由大量吸光单元共轭而成的高分子



化合物#具有较强的光捕获能力#常被用作荧光传感探针以

达到放大荧光信号的目的#进而实现目标分子的高灵敏度检

测&

)9,"

'

%阳离子共轭聚合物可以和带负电的
XKJ

通过静电

相互作用结合#如果对
XKJ

进行适当的荧光标记#二者可

以发生荧光共振能量转移!

cS2W

"现象&

,,

'

#该现象目前已被

广泛应用到多种生物分子的检测中&

,$

'

%

本文将滚环扩增技术高效的信号放大作用和阳离子共轭

聚合物介导的
cS2W

策略结合起来#发展了一种新型的

7.SKJ

检测方案%该方法中#首先使用目标分子引发滚环

扩增反应#其扩增产物与互补序列杂交形成长序列双链

XKJ

#然后以
*[;SL+PP6

0

!

*L

"使该
XKJ

染色并作为

cS2W

能量受体#此时加入阳离子共轭聚合物作为能量供

体#染色后的
XKJ

与阳离子共轭聚合物通过静电吸附作用

结合诱发强烈的
cS2W

效应%目标分子与体系的
cS2W

效率

直接相关#因此通过本方案可以进行
7.SKJ

的定量检测%

由于整个检测过程中均不需要提前标记的探针参与#本策略

在简化方案和降低成本方面具有一定的优势%

,

!

实验部分

$($

!

仪器与试剂

!

,

"仪器(

MCS

!

$#$"WNP+7<QC

B

:QP+

#美国")

cQ3O+OQO

(

49$,,

荧光光谱仪!

IO+.@<GO@.69[.bO6

#法国")

^

I

计!雷磁

^

I*94C

型#上海精密科学仪器有限公司"%

!

$

"试剂(

W0XKJ

连接酶*

,"lW0@3VVP+

购于
KPd

26

(

Q<6A;.OQ<@T

#其中
,"lW0@3VVP+

^

I

为
#&!

#包含
'

(

CQ

$

!

,""77OQ

,

]

=,

"#

JWM

!

,"77OQ

,

]

=,

"#

W+.T9ICQ

!

!""

77OQ

,

]

=,

"及
XWW

!

,""77OQ

,

]

=,

")

^

N.$-XKJ

聚合酶*

,"l

^

N.$-@3VVP+

购于
WNP+7Oc.TNP+*:.P6>.V.:

#其中
,"l

^

N.$-@3VVP+

^

I

为
#&-

#包含
'

(

9<:P><>P

!

,""77OQ

,

]

=,

"#

W+.T9<:P><>P

!

44" 77OQ

,

]

=,

"#

XWW

!

," 77OQ

,

]

=,

"#

WdPP69$"

!

,?

"及
Y9<:P><>P

!

55" 77OQ

,

]

=,

")

AKWMT

及

SKJ

酶抑制剂购于宝生物科技有限公司!中国#大连")

*[;SL+PP6

0

!

$"l

#

*L

"购于厦门致善生物科技股份有限

公司)聚&!

-

#

-9

双!

5

+

9K

#

K

#

K9

三乙基铵"己基"亚芴基亚苯基

二溴化物'!

McM

"购于常州欣宏科生物化学有限公司)

I2M2*

购于
*.

(

7<9JQA+.:N

)

X2MC

水及试验所用
XKJ

均购

于生工生物工程!上海"股份有限公司)实验中所用的
7.S9

KJ

均由宝生物科技有限公司!中国#大连"合成%

XKJ

及

7.SKJ

序列如下所示(锁式探针#

!

+

9M9CWJCWJCCWCJW9

LLCJWJCJLLLJLCCJLLCJWLLC9JWJCJLLLJLC9

CJLLCJJJCWJWJCJJC94

+)互补链
I,

#

!

+

9JJCWJW9

JCJJCCWJCWJCCWCJ94

+)互补链
I$

#

!

+

9WLLCJWJ9

CJLLLJLCCJLLCJ94

+)

]P>9#<

#

!

+

9FLJLLFJLFJL9

LFFLFJFJLFF94

+)

]P>9#@

#

!

+

9FLJLLFJLFJL9

LFFLFLFLLFF94

+)

]P>9#:

#

!

+

9FLJLLFJLFJLLFF9

LFJFLLFF94

+)

]P>9#

(

#

!

+

9FLJLLFJLFJLFFF9

LFJCJLF94

+)

]P>9#.

#

!

+

9FLJLLFJLFJLFFF9

LFLCFLF94

+)

7.S9$,

#

!

+

9FJLCFFJFCJLJCFLJF9

LFFLJ94

+)

7.S9,04

#

!

+

9FLJLJFLJJLCJCF9

LFJLCFC94

+%

$(F

!

9+R_U

检测

!

,

"锁式探针成环(分别将
$"F

的
W0XKJ

连接酶*

,""67OQ

,

]

=,的锁式探针*

,l W0@3VVP+

#

"&0FSKJ

酶

抑制剂与目标分子
QP>#<

混合于
,"

%

]

体系中#然后利用

MCS

仪将该体系在
4#k

条件下反应
$N

#此时锁式探针的缺

口被
W0XKJ

连接酶连接#锁式探针成环状%之后#升高温

度为
5!k

#恒温
,"7.6

#使
W0XKJ

连接酶失活%

!

$

"滚环扩增过程(总反应体积为
,"

%

]

#包含
$&!

%

]

上述反应液*

"&$!77OQ

,

]

=,

AKWMT

#

,l

^

N.$-@3VVP+

#

"&!F

^

N.$-XKJ

聚合酶和
!

%

]X2MC

水#首先在
4"k

下

反应
$N

#此时得到延伸产物长单链
XKJ

%然后升高温度为

5!k

#恒温
,"7.6

#使
^

N.$-XKJ

聚合酶失活%

!

4

"延伸产物与互补链的杂交反应(总反应体积为
,!

%

]

#包含上述反应体系和浓度均为
,"67OQ

,

]

=,的
I,

和

I$

%首先将反应液升温至
-!k

#使
XKJ

变性
47.6

#然后

调节温度为
4"k

#恒温
4"7.6

#使杂交反应进行完全%

!

0

"荧光共振能量转移过程(总反应体积为
,""

%

]

#包

含步骤
4

的反应液*

"&0l*L

染料和
,!"67OQ

,

]

=,

McM

#

利用荧光光谱仪测量该反应液的荧光光谱%

$

!

结果与讨论

F($

!

实验原理

利用阳离子共轭聚合物与染料分子
*L

之间的
cS2W

作

用#以滚环扩增技术作为信号放大手段#本论文设计了一种

新型的
7.SKJ

检测方法#原理如图
,

所示%首先将锁式探

针与目标分子
QP>#<

特异性杂交#形成带缺口的挂锁结构#

在
W0XKJ

连接酶的作用下#锁式探针闭合呈环状结构#之

后在
^

N.$-XKJ

聚合酶的作用下#该环状锁式探针从目标分

子的
4

+端开始滚环扩增#得到一条长单链
XKJ

产物%

I,

和

I$

为与该扩增产物互补的两条
XKJ

链#因此#当二者加入

到反应体系中时#扩增产物将与
I,

和
I$

杂交形成长序列

的双链
XKJ

%

*L

是一种荧光染料#单独存在时荧光很弱#

但与双链
XKJ

结合之后则具有强烈的荧光%

McM

是一种阳

离子共轭聚合物#可以与双链
XKJ

因静电吸附作用而结合%

因此#在上述溶液中加入
*L

和
McM

之后#

XKJ9*L

杂合体

与
McM

紧密结合#使
*L

和
McM

之间距离很近#由于
McM

的

发射峰位置正好与
*L

的激发峰位置重叠#因此二者可产生

cS2W

效应%如果体系中不存在目标分子#锁式探针将不能

成环#后续的一系列反应都将无法进行#因此体系不能产生

cS2W

现象%目标分子的浓度直接关系到扩增产物的含量#

进而影响体系的
cS2W

效率!

*

!$"

$

*

0$4

"#因此通过记录体系

的
*

!$"

$

*

0$4

值可对目标分子进行定量检测%

F(F

!

实验条件的优化

为了提高方法的分析检测性能#本文对实验条件进行了

考察%

首先对锁式探针*

W0XKJ

连接酶*

^

N.$-XKJ

聚合酶

$4,

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

第
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图
$

!

基于无标记的
2R0S

策略检测
8;7G#

原理图

2+

3

($

!

&=5;9#7+=+881<7'#7+6:6?75;8;7G#C;7;=7+6:A#<;C6:8#A;8%?';;2R0S<7'#7;

3T

及
AKWMT

的浓度进行了优化%结果表明#随着四种反应物浓

度的增加#空白均未有明显变化%而样品的信号随着四种反

应物浓度的增加#均先增加#达到最大值后变化趋缓#根据

优化结果#选择
,""67OQ

,

]

=,锁式探针*

$"FW0XKJ

连

接酶*

"&!F

^

N.$-XKJ

聚合酶及
,$!

%

7OQ

,

]

=,

AKWMT

作

为后续实验的最佳用量%

然后对
McM

的用量进行了优化#结果表明#随着
McM

浓度的增加#空白的
cS2W

效率!

*

!$"

$

*

0$4

"变化不大#样品

的
*

!$"

$

*

0$4

值呈先不变而后降低的趋势#这是因为随着
McM

用量的增加#扩增杂交产物相对不足#造成没有足够的能量

受体所致%最终选择
McM

的最佳用量为
,!"67OQ

,

]

=,

%

F(!

!

对
8;7G#

的分析性能考察

利用最优化的实验条件#详细考察和评价了本文提出的

方法对不同浓度
QP>#<

的分析性能#结果如图
$

所示%本实

验中
cS2W

效率利用
!$"67

处和
0$467

处的荧光强度比

值!

*

!$"

$

*

0$4

"来表示#图中将荧光光谱图在
0$467

处进行了

归一化处理#因此通过谱图中
!$"67

处的荧光强度即可反

映出不同浓度的
QP>#<

所引起的
cS2W

效率的变化%从图
$

!

<

"可以看出#目标分子浓度的增加可引起光谱图中
!$"67

处荧光强度的持续增大#图
$

!

@

"为目标分子浓度和
*

!$"

$

*

0$4

之间的关系图#从其内插图中可以看出
QP>#<

检测的线性范

围为
"&"!

!

!67OQ

,

]

=,

#线性方程为
1

!

*

!$"

$

*

0$4

"

%"&,08

"&,"4

!

4

$

67OQ

,

]

=,

#

B%"&--!,

"%

!!

由于
McM

具有光捕获和光增强效应#通常可提高方法

的灵敏度#为了验证这一点#本文在无
McM

参与的情况下#

考察了只加入
*L

时系统的荧光强度随着
QP>#<

浓度的变化

情况%结果表明#该方法所能检测的最低
QP>#<

浓度为
"&$

67OQ

,

]

=,

#而本文提出的
cS2W

方案#最低
QP>#<

检测浓

度为
"&"!67OQ

,

]

=,

#二者相差四倍#充分证明了
McM

的加

入确实达到了提高灵敏度的目的%

F(-

!

特异性

利用不同类型的
7.SKJ

分子作为干扰物质#对方法的

特异性进行了考察#结果如图
4

所示#其中干扰物质浓度均

为
$&!67OQ

,

]

=,

%从图中可以看出#除了
QP>#@

和
QP>#:

之

外#其他物质对本实验基本无干扰%干扰主要取决于干扰分

子与目标分子之间序列的差异#如果二者差异大#锁式探针

图
F

!

!

#

"不同浓度
8;7G#

的归一化荧光发射光谱(!

A

"

8;7G#

浓度与
0

*F/

%

0

-F!

值的关系图!内插图$

8;7G#

的标准曲

线"

2+

3

(F

!

!

#

"

_6'9#8+\;C?816';<=;:=;;9+<<+6:<

>

;=7'#6?75;

2R0S%A#<;C9;756C7';#7;CB+75C+??;';:7=6:=;:7'#%

7+6:<6?8;7G#

)!

A

"

S5;';8#7+6:<5+

>

6?75;0

*F/

$

0

-F!

'#%

7+6<#:C75;C+??;';:7=6:=;:7'#7+6:6?8;7G#

!

M:<+C;

(

S5;=#8+A'#7+6:=1'X;6?8;7G#B+7575;C+??;';:7=6:%

=;:7'#7+6:

"

则不能与干扰分子杂交#进而阻碍了后续的成环反应和滚环

扩增#导致最终干扰较小)相反#二者之间序列越接近#干

扰则越大%本论文选取的六种干扰
7.SKJ

中#

7.S9$,

和

7.S9,04

与目标分子差异最大#因此它们对
QP>#<

的检测几

乎无影响%其他四种干扰分子均来自
QP>#

家族#彼此之间序
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列非常相近#仅相差
,

!

0

个碱基#尽管如此#

QP>#

(

和
QP>#.

也几乎不干扰
QP>#<

的检测#这是因为二者与
QP>#<

的序列

差异正好位于与锁式探针杂交的缺口处#有效阻止了锁式探

针的成环反应%但
QP>#@

#

QP>#:

与
QP>#<

在探针杂交的缺口

处完全相同#因此二者造成的干扰比较大%

图
!

!

9+R_U

特异性分析

2+

3

(!

!

&

>

;=+?+=+7

T

#:#8

T

<+<6?9+R_U

F(*

!

实际样品检测

为了评价方法在复杂样品分析方面的潜力#利用该方案

对总
SKJ

样品中的
QP>#<

进行了含量检测%总
SKJ

样品是

使用
SKJ.TOVO+*7<QQSKJ

试剂盒从
IPQ<

细胞中提取得

到#并采用吸光光度法对其中总
SKJ

含量进行初步定量%

然后#选取五份该样品#每份中总
SKJ

含量为
"&,!5

%

(

#其

中四份分别加入
!

#

,"

#

,!

和
$"V7OQ

的标准
QP>#<

作为加标

样品#利用本方案对上述样品进行检测#最终得出
"&,!5

%

(

总
SKJ

样品中
QP>#<

含量为
,-&5V7OQ

#四个加标样品中
QP>

#<

的回收率分别为
,",&"?

#

-"&#?

#

,"4&0?

和
,""&-?

#

由此可知#本方法对加标样品测量的回收率基本令人满意#

说明该方法在复杂样品分析中具有一定的应用潜力%

4

!

结
!

论

!!

利用
*L

对双链
XKJ

的染色作用及其与阳离子共轭聚

合物之间的荧光共振能量转移现象#以滚环扩增技术作为信

号放大手段#建立了一种新型的
7.SKJ

检测方法%该方法

具有两个明显的优点(!

,

"通过掺入
*L

的方式使滚环扩增

产物具有强烈的荧光#因此无需引入荧光标记的特定
XKJ

探针#在降低实验成本和简化实验方案方面具有一定的优

势%!

$

"利用了以阳离子共轭聚合物作为供体的荧光共振能

量转移策略#阳离子共轭聚合物的荧光放大特性使检测灵敏

度得到了一定的提高%
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