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核酸杂交的二次酶放大镧系元素发光时间分辨

荧光分析

宋娜玲赵启仁李美佳褚丽萍庄湘莲颜廷东 贺欣周伟玲张春明

【摘要】 目的建立一种超灵敏的用于核酸杂交分析的方法。方法通过二次酶放大、PcR

扩增、Tb螯合物和时间分辨测量技术，测定前列腺特异抗原(PsA)DNA。结果靶PsA DNA测定

的标准曲线线性范围大于两个数量级；灵敏度为10pmol／L(o．5fmol／孔)；当靶PsA DNA为10、30和

60pmol／L时，准确度和精密度分别为77％一95％和12．9％～15．3％。结论本法是一种超灵敏的、简捷

和快速的全新分析方法，有很好的应用前景。
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【Abstr耻t】 objective To investigate a supersensitive for nucleic acid hybridization assay．Methods

Using the two-mung enzyme—ampli6ed action，PCR ampl添catioll，Tb chelate 8J1d time—resolved detection

technology，ta昭et PSA DNA was detected．Reslllts The range of出e standard cuⅣe for detecting target PSA

DNA is more than two order of magnitude；the sensmily was 1op瑚ol几(o．5fmo撕eI】)；t11e accuracy and the

precision was 77％～95％and 12，9％～15．3％respectively when the ta唱et PSADNA was 10、30 and 60pmo儿
Conclusion Themethodisasupersensitiveandnewassaytechnologywhichhasagoodprospectofapplications．
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DNA探针技术学已在基础研究中获得很大进

展，而且在传染病、遗传病和肿瘤等疾病的诊断应

用中有重要意义。目前，对核酸杂交分析测定系统

的研究主要集中在提高分析灵敏度和非同位素两方

面，镧系元素发光时间分辨荧光分析因其一系列优

点倍受关注【14]。本研究旨在建立一种超灵敏的非

同位素的核酸杂交测定方法一二次酶放大镧系元素

发光时间分辨荧光分析法。

1材料和方法

1．1材料

碱性磷酸酶标记链霉亲和素(alkaline phospha-
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tase．1abeled streptavidin，ALP．sA)、辣根过氧化物酶

标记链霉亲和素(horseradish peroxidase．1abeled stre_

ptavidin，HRP．SA)、生物素化酪胺(biotin．tyramine，

B．T)、5．氟水杨酸磷酸酯(phosphate ester of 5 7．

fluromsalicvlate，5．FSAP)、铽．乙二胺四乙酸二钠

(terbium．ethylenedi脚ineteracetic acid，Tb．EDTA)螯

合物、前列腺特异抗原(prostate．specific antigen，

PsA)寡核苷酸探针和洋地黄毒苷(digoxigenin，DIG)

标记PSA DNA，均为本室研制圈。

包被缓冲液(0．1mo忱碳酸盐缓冲液，pH 9．6)、

洗液(50 mmo垤Tris、0．15mol／L NaCl和0．1％(v／v)

Tween一20，pH 7．5)、封闭液[10mmo忱Tris，pH

7．8，lmmo忱EDTA和19几牛血清白蛋白(bovine

semm albiumin，BsA)]、DIGDNA稀释液(同封闭

液)、杂交缓冲液(60 mmo儿柠檬酸盐，0．6mol／L
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NaCl和30 g／L BSA，pH 7．6)、HRP—SA稀释液

(50mmol／L Tris，pH 7．8，0．15m01／L NaCl和309／L

BSA)、ALP．SA稀释液(同HRP．SA稀释液)、HRP

的底物溶液(50mmol／L Tris，pH 8．0，7．5mm01／L H202，

92．5恤mol／LB。T，0．16m01／LNaCl)、ALP的底物溶液

(0．1mol／L Tris，pH 9．0，1mmol／L 5一FSAP，O．1m01／L

NaCl和l mmol／L MgCl2)、荧光发展溶液(0．4m01／L

Na0H，5mmol／L Tb3+工作液、5mmol／L EDTA工作液

和2．5mol／L Tris，pH 12．5)，均为本室配置；anti．

DIG由Roche公司提供。

甲基硅油由中外合资绿色特种化学品公司提

供；瞄s由瑞典Pha瑚acia Biotech公司提供；H202

由天津市大茂化学试剂厂提供；万分之一电子分析

天平(艮2000型)由德国Sartorius公司提供；紫外分

光光度仪(Du 800型)由美国Beckman公司提供；12

孔微滴定板条由芬兰Labsystem公司提供；时间分辨

荧光仪(Arcus 1230型)由芬兰LKB-Wallac公司提供。

1．2方法

1．2．1靶DNA的制备

本研究应用的靶DNA是靶PsA DNA。

用包被缓冲液稀释anti．DIG成5mg，L anti．DIG

包被液，微滴定板的每孔加入50斗l，室温下过夜

反应。用前，用洗液洗孔3次。每孔加入预热至

42℃的封闭液50斗l，封闭非特异结合位点。把

DIG—DNA在95℃下加热10min后，立即放到冰水

中冷却。用DIG．DNA稀释液把标记的PsA DNA稀

释为5、lO、30、60、100、300、500和1000 pmol／L的

不同浓度系列(5斗l／孔)，42。C下振荡反应40min。用

洗液洗孔3次，紫外灯照射，使靶DNA更牢固地

固定在固相上。

1．2．2分析系统的研究

用预热至42℃的杂交缓冲液稀释生物素化寡

核苷酸探针至2．5nm01，L，每孑L加入50斗l，在42℃

下反应20min，完成杂交。用洗液洗3次，除去过

量探针。用HRP．SA稀释液稀释HRP—SA为1mg／

L，每孑L加入50仙l，并与杂交物室温反应20min。

用洗液洗3次，加人50ul HRP的底物溶液，室温

反应15min，然后用洗液洗3次，终止反应，B—T

就共价结合到固相上。每孔加入330u／L ALP．SA

50斗l，反应20min后加入50斗l ALP的底物溶液，

42℃下保温30min。最后每孑L加入50斗l荧光发展

溶液停止酶反应。在板式振荡器上振荡lmin，加入

硅油30斗l／孑L，用时间分辨荧光仪测荧光强度。

1．2．3分析系统实验条件的最佳化

用杂交缓冲液稀释生物素化PsA DNA探针溶

液，制成浓度分别为164、82和55斗为几的杂交液，

测不同质量浓度的生物素化探针对标准曲线的影响。

为解决溶液pH值变化引起荧光不稳定等问

题，检测荧光前分别加入甲基硅油0、20、40和

60“l，测不同量的甲基硅油对标准曲线的影响。

制备浓度不同的HRP—sA，测HRP．sA浓度对

信／噪比的影响。制备不同浓度B．T，测B．T浓度对

信／噪比的影响。在HRP—SA反应的不同时间测量

荧光，观察反应时间对信／噪比的影响。其他需优

化的反应时间，保温时间等同样处理。

1．2．4分析系统及其特性鉴定、评价

制备DIG标记的靶PSA DNA为零的本底孔4

个，以校正本底，求信／噪比。制备不同浓度的DIG

标记的靶PSA DNA样品，以供测定标准曲线。制备

靶PSA DNA不同浓度上的平行孔，测精密度。制备

有代表性的几种已知量的靶PsA DNA，测准确度。

2结果

2．1分析系统实验条件最优化

2．1．1生物素化探针浓度变化对信，噪比的影响

实验结果显示，当生物素化探针浓度高时，在

PSA DNA<2 ng时，虽然总荧光信号有增加，但本

底荧光增加更加明显，所以信／噪比反而比较低；

在PSA DNA含量较高的时候，生物素化探针浓度

增高，信／噪比也增大。

2．1．2 HRP．SA浓度对信／噪比的影响

HRP—sA浓度对信／噪比的影响见图1。由图1

可见，信／噪比随HRP．SA浓度的增加而增加，而

且在1．0 mg，L处进入坪区，HRP．sA再增加，信／噪

比增加就很慢了。

质量浓度(mg，L)

图l HRP-sA浓度对信，噪比影响
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2．1．3 B．T浓度对信／噪比的影响

B．T浓度对信／噪比的影响见图2。由图2可

见，随B—T浓度的增加信／噪比随着很快增加，在

0．2～0．25mmo札范围内信／噪比达到最大值。当B—T
浓度再增大时信／噪比反而降低。

图2 B—T浓度对信，噪比的影响

2．1．4 HRP—SA与固相上的生物素化杂化物的反应

时间
一

实验表明，在保温的前10 min内，HRP．SA大

部分已结合于杂化物，所以在15 min左右时信／噪

比达到最高，时间过长，信／噪比反而下降。本底

荧光受HRP—SA浓度的影响不大。

2．1．5不同体积甲基硅油对信／噪比稳定性的影响

实验显示，随着添加的甲基硅油体积的增加，因

为隔离空气效果增加，所以荧光的信噪比随着增大。
2．2 分析系统的主要特性

2．2．1 分析系统的标准曲线

图3给出了信／噪比随靶PsA DNA浓度变化的

标准曲线。其所用的分析系统的最佳条件如下：紫

外照射时间为40 min，HRP．SA为O．6 m蜀／L，HRP-

SA与固相上的生物素化杂化物的反应时间为15

min，生物素化PSA探针82斗g／L，B-T 0．1mmol／L

(或0．15 mmo垤)，ALP-SA 500 U／L，过氧化物酶底

物溶液中的H202 2 mmo此，5一FSAP 2 mm01／L，靶

PSA DNA 60 pmol／L(即3 fInol／孔)。
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图3 信／噪比随靶PSA DNA浓度变化的标准曲线

由图3可见，在5～100 pmol／L靶PSA DNA

时，未见曲线有饱和趋势，因此，标准曲线范围至

少在两个数量级。

2．2．2探测限

以靶PSA DNA为零时，测得的荧光为本底荧

光，本底荧光均数+2s所对应靶PSA DNA为探测

限，本分析系统的探测限为10pmo儿(O．5fm01／孑L)

靶PSA DNA。

2．2．3 精密度

在靶PSA DNA为10、30、60和100pmol／L时，

精密度分别为15．3％、13．2％、12．9％和12．4％。

2．2．4 准确度

在靶PSA DNA为10、30和60pmol／L时，准

确度分别为23％、5．3％和8．6％。

3讨论

本分析系统的荧光光谱学研究已较透彻，在全

部反应完成后，待测微孔溶液中有5一FsA：EDTA：Tb

三元复合物、少量游离的5一FsA、过量的5一FsAP

和，I’b．EDTA。在336 nm波长的激发光的激发下，

三元复合物发射谱有半宽度为10～20 nm、波长分

别为487、547、584和623 nm的4个谱带，其中

547 nm谱带的强度最强，而且其荧光寿命长达

(1．05±O．1)ms，这是我们测量的目标信号荧光，用

(547±5)nm的窄通带滤光片，只允许它通过，供测

量，而其他3个谱带则被滤除。过量的5．FsAP本身

不发荧光，也不能与Tb．EDTA结合成复合物。游离

的5．FSA只发射420 nm波长的荧光，也被滤光片滤

掉。另外，在所有的镧系元素中，只有Tb可以和

5．FSA、EDTA形成发射高产额、长寿命的荧光三元

复合物，可用时间分辨荧光仪直接测量荧光强度，

确定靶DNA的量，不需另行分离。

本研究以PSA DNA为测定的靶DNA，需要用

DIG标记靶PSA DNA，再加上上游引物和下游引

物、DNA聚合酶和PSA cDNA模板，对PSA DNA

进行PCR扩增。在此过程中，既实现DIG对靶

PsA DNA的标记，又扩增了靶PsA DNA，提高了

分析灵敏度。

非匀相DNA杂交分析需要应用过量的DNA探

针和固相，以便分离结合的和游离的(未杂交的)探

针，这种分析的灵敏度主要受两种因素的影Ⅱ耐6]：

一是所使用的报告分子，二是探测试剂(如：探针、
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HRP．sA、AIJP．sA等)对固相的非特异结合。在杂

交分析中引人多次信号放大的目的是为了避免本底

的增加，改进信，0臬比。这要求测定试剂的浓度以及

它们与固相的反应时间的最佳化，或许应用化学剂

量学(chemometrics)可使这种最佳化实验更方便。

本分析系统与其他镧系元素发光分析系统比较

有几大优点：①灵敏度非常高，这是因为把二次

酶放大、PCR扩增、镧系元素螯合物固有优点以

及时间分辨和波长分辨测量技术集为一体；②分

析系统非常简捷，全过程操作一管到底，不需要电

泳、Southern转移和膜杂交等复杂费时的步骤，分

析快速，易于自动化；③试剂的有效期长；④安

全无污染，抗干扰能力强，环境改变和猝灭体对荧

光特征发射影响极小。这些优点使本分析系统进入

常规应用成为可能，具有很大发展潜力和实用价

值。已用于前列腺癌早期诊断，具有临床意义7]。
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实验性近视眼视网膜多巴胺神经系统研究进展
赵娟刘兴党

【摘要】近视眼是一种最常见的屈光不正。动物实验模型主要包括形觉剥夺性近视和离焦性近

视两种，应用的实验动物主要为鸡和哺乳类。视网膜多巴胺系统与视觉经验对出生后眼球生长发

育的调控密切相关，而视网膜多巴胺转运体的变化可能更为直接地反映了突触间隙多巴胺的变化。

【关键词】近视；模型，动物；视网膜；受体，多巴胺；多巴胺转运体；放射性核素显像
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Study and deVelopment of retinal dopaIIline nerVous system in experimental myopia

ZHAo玉‘吼，LIU Xtn伊dnng

(Dep硎脱m矿№cfeⅡr胁如i船，日H口5^帆日。印i砒凡d帆‰眈瑙咖醌肌咖缸，2DD舛D，min。)

【Abstract】 Myopia is the most f抽iliar ametropiaL Animal experimental models include fom deprivation

my叩ia aJld de五Dcus my叩h Experimental animals we often use are chicken aJld mammals．The retinal d叩anline

system and vision expierence have close relations with the regulation of eyeball’s gmwth after birtll，while the

changeofdopaminetraIlsportermayrenectthechangeofdopamineinthe synapticcleftmoredirectly-

【Key words】 Myopia； Models，animal； Retina； Receptor’ dopamine ； Dopamine transporter；

Radionuclide imaging

近视眼是一种最常见的屈光不正。随着现代社
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会的文明化进程，近视眼的发病率不断增长，成为

当今世界范围内发病率最高的一种眼病，wHO已

把它列入亟待解决的可致盲性眼病之一。近期统计




