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摘要 利用电化学石英晶体微天平(EQCM)这一灵敏的质量和电化学传感器测定特定序列 DNA应用自组装膜技术 

在压电石英晶振表面自组装一带羧基的 n一硫辛酸单层膜，通过盐酸 1一己基 一3一(3一二甲基氨基丙基 )碳二亚胺 

(皿 c)及 ．̂一羟基琥珀酰亚胺(mrs)共价 固化寡聚核苷酸为探针，用于测定与其碱基序列互朴的 DNA．实验 中 

EQCM实时监测了 一硫辛酸的 自组装过程、探针固化过程及其与 cDNA杂交过程．定量得出了探针固化量及 eDNA 

杂交量．在酸性、中性和碱性条件下，分别对固化和杂交过程进行表征，实验发现探针固化及 DNA杂交都受 p}I影 

响，本文耐此现象进行了解释．同时．利用染料 Hoechst 33258的电化学活性，使其与双链 A嵌合，通过测定 Hoechst 

33258的电化学信息进一步验证了 DNA杂交关键步骤 
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Real——lime Characterization and Determination of Short DNA Sequences 

with Electrochemical Quartz Crystal Microbalance 

Z}L~ G Sheng—Long PENG Tu—Zhi 

(凸 ：r研" ofChem／stry，X,h／c n尸 ，2 Urdvers／ty， r u，310028) 

Abstract Electrochemical quartz cD~tal microbalance(EQCM)，which is capable of sensiti uve meaa~nent 

for nlBss and electrochemical signals，Wilts employed to analyze specific— sequenCe DNA．Sdf—assembled  

manolayers with carboxy groupswe first coated Oilthe gold electrode ofa quartz crystal resonalor by adsorption 

of d一山iocfie acid．ssDNA of 20一mew ohgonuclectides w船 then covalenfly attached to山e surface via N — 

ethyl—N 一(3一(dilIlethy1)aminopmpy1)earbcdiiimide hydrochloride(EDC)，N—hydrexysuccinimide 

(NHS)as probe molecules．1h0 processes for self—assembly of n—tifffoctic acid，immobilization of the probe 

and hybfidization of the taiget DNA were real—time characterized，and the amounts of nnmobilized ssDNA and 

hybridized cDNA in acidic．basle and neutral SOlutions were detemfined．It is found that both of山e amoun t~,of 

immobilized ssDNA and hybridized cDNA are depended On solution pH，and this p}le兀om即蚰 is explained 

reasonably in this paper．After hybridization．the gold electrode of t ehe quartz ~stal resonator WaS reacted with 

oH ~hst 33258，which is a DNA minor groove binder an d Can bind to dsDNA hybrids．Ele ictrochemical s~ ds 

of H0ecl1st 32；258 were measured to characterize the processes of DNA hybridization．Qualitative and 

quantitative analysis of speciiifc sequence ofDNA caxi beperformed in山is waywithout alabo1．

K s electrochemical quart ez ~stal micmbalanee， specific 一 ce DNA， self — assembly 

ii~llbFane，hybridization 
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现代生物学已证明 DNA是生物遗传的主要物 

质基础，生物机体的遗传信息以密码的形式编排在 

DNA分子上，表现为特定的核苷酸排列顺序_】．不 

同的生物常具有相同的或相似的特定序列 DNA片 

断，享有一定的同源性l2j．因此，特定序列 DNA的检 

测和分析具有非常重要的意义．不论是原核生物还 

是真核生物的基因中都存在一些特定序列，它们对 

基因的表达、调控、转录和翻译有重要作用．检测特 

定序列 DNA不仅对分子生物学和分子遗传学理论 

研究很有帮助，而且在医学研究和疾病诊断中有良 

好应用前景 ．

DNA序列检测的传统方法使用到放射性同位 

素标记，且操作繁琐费时．各种新技术的显著改进在 

于采用了非放射性同位素标记物．如生物素、地谷新 

配基及荧光染料 J．基于荧光信号的测定是 目前 

DNA测定最常用的方法，但所需仪器昂贵．难于实 

现自动化．此外，聚合酶链反应(PCR)也已广泛用于 

感染病毒的测定．PCR可将待测部分的碱基扩增，该 

方法虽具有很高的灵敏度，但需要复杂的样品预处 

理过程，分析时间较长，且难于定量测定目标 DNA．

电化学石英晶体微天平(EQCM)是一种非常灵 

敏的质量检测器，可同时测得质量变化和电化学信 

号．石英晶振电极上的物质质量变化，会引起石英晶 

体谐振频率变化．晶体谐振频率的降低正比于电极 

上质量的增加，Sauerbrey方程描述了两者之间的关 

系，这是石英晶体微天平 (QCM)定量测定的基 

础l7 』．目前，关 于 QCM 用于 生化分 析 已有 报 

道- ，但 EQCM表征和检测 DNA末见报道．本文应 

用 a一硫辛酸在石英晶振表面 自组装一带羧基的单 

层膜，应用偶联试剂盐酸 1一乙基 一3一(3一二甲基 

氨基丙基)碳二亚胺(Ⅱ )和 Ⅳ一羟基琥珀酰亚胺 

(M器)共价固定有20个碱基的寡聚核苷酸(其 5 端 

修饰了一N )作为探针，用于检测与其碱基序列互 

朴的特异 cDNA片断．此方法无须利用标记物，不仅 

可以实时定性检铡特定序列 DNA，还可对其进行定 

量分析(检测原理见图 1)．实验中利用 QCM实时监 

测了a一硫辛酸的 自组装过程、探针的固化及其与 

cDNA杂交过程，定量得出了探针固化量及与其杂交 

cDNA的量．Honchst33258是 DNA的一种小沟结合 

染料_6J，能与富含 AT系列区作用，而且具有电化学 

活性，实验中作为双链 DNA指示剂，所得电化学信 

号与质量信号相互映证，实时、准确地表征了 DNA 

杂交步骤．

G d 

(CH2)4CONH (CH2hc。NHj， DNA 

sssDNAd d 

围I 检测原理示意图 

． 1 The schemefor detemfinanon 0f eDNA 

Oil s．sDNA—modiiifed EQCM electrodes 

1 实验部分 

1．1 试剂 

探 针 DNA(ssDNA，5 一 xA 掰 rATI℃AA．

CAT1TcCG，X=一NH，)、其互补 DNA(cDNA)(5 一 

CCĉ ^̂ rGA盯ACC)和不互补 (ncDNA)(5 一 

CACc1℃AGcA)由浙江大学生物研究所提供．a一硫 

辛酸，Hoechst33258，EDC和NHS为Siena产品．甲酰 

胺，甘胺酸为上海试剂一厂产品．所有试剂为分析 

纯，溶液用重蒸水配制．

1．2 仪器 

AT一切型石英晶振(双面镀金)，7．995 M ，晶 

片直径 13．7mm，电极直径 5．1 mm．Model 44O型时 

间分辨型 EQCM，Teflon反应小池(晶振电极装在其 

内)，铂电极，A A Cl参比电极均为 CHI公司产品．

晶片一面和小弛溶液接触，另一面与 0型橡胶圈接 

触，在 Teflon反应小池底部形成一空气室．

1．3 自组装n一硫辛酸单层膜 

石英 晶振使用前先浸人到无水 甲醇溶液 3O 

rain，然后超声清洗 1 min，再用重蒸水洗涤，空气中 

晾干．将洗涤干净的石英晶振迅速置于 Teflon反应 

小池，加人 0．5 mL 0．3 mol／L q一硫辛酸的乙醇溶 

液．启动EQCM，对此自组装过程进行实时监测 2 h，

记录频率变化．

1．4 探针的固化 

从Teflon反应小池 中取出晶振电极，用重蒸水 

洗涤，空气中晾干．滴加 10止 100mg／mLEDC和 1O 

uL100mg／mL NTIS至 自组单层膜修饰的石英晶振 

表面，固化 20 min．重蒸水洗涤，于空气中晾干．在晶 

振金 电极表面上加人 1O uL 5 端带有一N 的 

ssDNA探针溶液(1O“mol／L)，反应 30 min．用 1／1．5 

tool／L磷酸缓冲溶液(PBs，pH7．O)洗涤，于空气中 

。呻 
一

一
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晾干备用．

1．5 杂交 

经过上述处理后的晶振电极装人到 Teflon反应 

小池，用 0．2 mol／L磷酸盐缓冲溶 液(pH 7．0，含 

50％甲酰胺)，作为杂交缓冲溶液，加到 Tellon反应 

小池中．待晶振频率稳定后，加入l0 ncDNA，启动 

EQC2~I，记 录频率变化作 为空 白对照，然后加 入 

cDNA，记录频率变化，用以计算杂交的 eDNA量．杂 

交完成后，用重蒸水洗涤电极，晾干．

1．6 HoeeJhst 33258嵌合和电化学测定 

用 1／15 mol／L磷酸缓冲溶液(pH 7．0)配制 1．0 

x 10 mol／L Hoeehst 33258溶液，将此溶液加到装 

有和 cDNA杂交后晶振电极的Teflon反应小池里，室 

温嵌合 15 min．倒出溶液，用重蒸水洗涤电极 ，空气 

中晾干．加入磷酸缓冲溶液(pH 7．0)到装有经修饰 

后石英晶振的 Teflon反应小池，用示差脉冲伏安法 

(D1 )进行电化学测定．测试完成后，晶振电极浸人 

到甲醇溶液中30 rnin，超声清洗 l min，再用重蒸水 

洗涤 3次，每次 l rnin，晶振即可重复使用．

2 结果与讨论 

2．1 昌振电极的表面更新 

文献介绍用 Piranha(浓 H2SO4和 30％ H2O2混 

合液，体积比为 3／1)对石英晶振进行预处理l4J．但 

Piranha有很强的氧化性，须小心操作，且严重损坏 

晶振电极的金属导线．为了找到更好的清洗方法，我 

们分别用乙醇，甲酵，Ⅳ，Ⅳ一二甲基甲酰胺以及按 

不同配比组成的混合液进行清洗，并与 Piranha洗涤 

效果比较，发现甲醇能将吸咐在晶振电极上的 a一 

硫辛酸洗清，对装置无损坏，且能得到重现性结果．

2．2 0t一硫辛酸自组装效果 

硫原子与金、银和铂等金属基体有很强的相互 

作用，文献已报道许多含硫化台物(如硫化物、二硫 

化物以及巯基化台物等)与金属 自组装形成致密有 

序的单层膜l1，这种自组装单层膜有很好的机械和 

化学稳定性．a一硫辛酸通过 s—s键部位与金作用 

可修饰在金电极表面，QcM对此过程的实时监测见 

图2．从图中可以看出，频率在初始时下降很快，1．5 

h后下降缓慢，表明此时 一硫辛酸在金电极上的自 

组装已趋近完成，吸咐达到饱和．

为了考察自组装单层膜稳定性，向其上加入磷 

酸缓冲溶液或甘氨酸 一盐酸缓冲溶液，启动 E0CM，

5 rain左右达到稳定，漂移小于 1 Hz／min．表明 ～硫 

辛酸自组装单分子层膜在上述缓冲溶液中十分稳 

定 实验中对自组装过程监控 1．5 h，频率增大约 5 

}k，误差为 +2．8％．

圈 2 a一硫辛酸自组装过程频率随时间变化 

．2 Frequelley response oI|time for —tlaioetic acid 

self—assembly from 0 3 mol／L eIIlard solullon 

onto∞ EQCM gold ekch 

2．3 探针固化及其固化■ 

通过 1．4节方法把 ssDNA直接加在晶振电极表 

面可以对探针进行固化，但此法无法对固化过程进 

行定量表征，为了定量测定固化量和研究其影响因 

素，采用下述方法代替 1．4进行探针固化．

在装有 n一硫辛酸修饰晶振电极的 Teflon反应 

小池中 ，加入 0．3 mL 0．2 mol／L EDC和 0．05 mol／L 

NHS，活化电极 30 min，重蒸水洗涤，于空气中晾干．

重复上述步骤直到晶振频率稳定．向 Teflon反应小 

池中加入 0．3 mL0．1 mol／L甘氨酸一盐酸缓冲溶液 

(pH 2．3)，10 rnin后加入 l0 uL 5 端带有一N 的 

ssDNA，启动 EQCM，对 ssDNA固化过程进行实时监 

测，记录频率变化．通过晶振频率变化可观察探针的 

固化过程(图3)，并计算出固化量，表 1显示了在甘 

氨酸 一盐酸缓冲溶液(pH 2．3)中不同浓度探针溶液 

的固化量 实时检测的结果表明，ssDNA逐步固化在 

电极表面，1．5 h后趋于饱和．

2．4 pH值对探针固化■的影响 

5 端带有一NH，的 ssDNA分别加到甘氨酸 一盐 

酸缓冲溶液(pH 2．3)、磷酸缓冲溶液(pH 7．0)和磷 

酸缓冲溶液(pH 10．0)的三种体系中进行测定，从图 

4中可以看出，酸性条件下固化量最大，而中性条件 

下固化量最小，探针的固化量和 pH值关系很大．我 

们认为，在酸性条件下固化量增大这一现象可能和 

静电作用有关．腺嘌呤6一C位、鸟嘌呤2一c位和胞 

嘧啶4一C位一NH2的PKa值分别为3．7，2．4和 

4．5 E“ 
，当pH值为 2．3时都已被质子化了，而金电 

极表面的 电位为负值l】 ．因此，5 端修饰了一NH2 

的ssDNA在酸性条件下会通过此静电作用趋 向电 
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极表面．当我们在探针固化时用不互补的 ncDNA代 

替 5 端修饰了一N 的 ssDNA加到 Teflon反应小池 

中，发现频率也有下降，说明这种静 电作用的确存 

在 ． 

裹 1 在不同浓度 sslONA溶液中探针固化■ 

T妣 1 knmobilized~ otlnt of a modiiifed qual~ c~,staI 

deem,de in slycine—HCI r(p8 2 3)with 

diffferent ssI)NA concentrations 

】o0 
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_600 
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h

围4 p}I对 ss1)NA固化量的影响 

l—磷酸缓冲溶液(口H 7．0)；2—磷酸缓冲溶液(pH 10 0) 

3一甘氨酸缓冲溶藏【pH 2．3) 

ng．4 Efffectof solution pH Onimmobilized amou)a1． 

1一 I—blur【pH 7．0)；2---p~ t~bufffer【pH10 0) 

3一 yeine—HC1 bufffertpH 2 3) 

中性或碱性条件下，腺苷不能被质子化，也就不 

存在静电吸咐，探针的固化主要通过化学键键台．但 

在碱性条件下探针固化量大于中性条件下的，我们 

认为引起这一现象的可能原因为，胺交换反应为亲 

核取代反应，碱对胺交换反应起了催化作用．从图4 

中可以看到，碱性条件下不仅固化量大于中性条件，

而且固化过程很快完成，由此推断此过程受碱催化 

而使探针 ssDNA分子易于键台到 a一硫辛酸修饰电 

极 上 ．

2．5 最佳杂交 pI-I的选取 

为了得到杂交的最佳 pH条件，分别在甘氨酸 

一 盐酸缓冲溶液(pH 2．3)、磷酸缓冲溶液(pH 7．0) 

和磷酸缓冲溶液(pH 10．0)的三种体系中进行杂交 

分析．从表2可知，cDNA杂交量中性条件下最大．这 

一 结果的原因可能为，尽管酸性条件下探针固化量 

最大，但由于核苷酸质子化碱基在静电作用下吸咐 

到金电极表面，从而阻碍杂交的进行．而在 pH 10．0 

溶液中，碱性试剂会破坏碱基之间氢键和相邻碱基 

之间的堆集力L”一，从而阻碍 DNA双螺旋结构的形 

成．因此，实验选用磷酸缓冲溶液(pH 7．0)作杂交缓 

冲溶液．

裹 2 oH对 sslONA同化■和 cD 杂交量的影响 

Table2 Efffectof solutionpH 0Ilamotmtsof sss1)NA and 

hybfi&~d eDNA 

2．6 甲酰胺对杂交的影响 

溶液成分对杂交过程有一定影响．实验选用聚 

乙二醇和甲酰胺以促进杂交反应，发现在含甲酰胺 

的缓冲溶液中DNA杂交时间大大缩短，而且频率变 

化大，说明 cDNA杂交量增大．可能甲酰胺是一种杂 

交促进剂，能增强 DNA链中 C／G碱基对的相互作 

用，加速杂交体的形成．进一步实验表明，甲酰胺体 

积分数为50％时促进作用最好 ，浓度若太高，会引 

起非特异性结合；浓度若太低，促进作用不明显．本 

文选用含50％甲酰胺的磷酸缓冲溶液(pH 7．O)作杂 

交缓冲溶液．

2．7 杂交及 eDNA杂交■ 

为了考察非特异性吸咐及仪器基线漂移等因素 

影响，在杂交缓冲溶液中预先加入等量与探针不互 

补的DNA，实时监测 1h内其频率变化作为空白对 

照．从图 5中显示，中性条件下不互朴 DNA与探针 

没有明显作用，仪器基线漂移小于 1 Hz／min，且为正 

向漂移．

当在杂交缓冲溶液中加入 cDNA后，晶振频率 

迅速下降，15 nfin左右即趋于稳定，表明杂交已趋于 

庭 锄圭蕊菇熏鎏麓 ： {薯 

一《苦口 口占  一古  zI《 2 煞口 IJ暑一 一
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饱和．比较图5中曲线 1、曲线2可知，频率下降是由 

cDNA和探针 DNA杂交结合而引起的．eDNA杂交量 

可根据移频值利用 Sauerbrey方程得出．从图 6可 

见，随着 cDNA浓度增大，质量信号明显增大，且在 

1O～～10 mol／L范围内具有良好的线性．线性方 

程： ／J】g=10．08 c／(10一 m1．L一’)一0．2688；

相关系数 R=0．9991，检测下限为：2．2×10I9tool·
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厢 5 杂交过程频率随时间变化圈 

曲线 1表示加^ ne1)NA过程，曲线 2表示加^eDNA过程 

F ．5 F~ lueney respo 目e Olltimefor 

the蝴DNA in pll∞p1l出 bu胁 (pH 7．0) 

l—a删 ∞ 0f10止 neDNA；卜  E ofIO eDNA 

e

厢 6 eDNA溶液浓度和杂交质量的标准曲线 

F ．6 1llB efffect of ~ eenlrolion 0n 

the rn s of hvbl 蒯 eDNA 

H2．8 ~ t,t 33瑚 嵌合和电化学信号 

将与cDNA杂交后的晶振电极与 1．0x 10I4 r 

·L l-loed~t33258溶液作用．Hceehst 33258能选择 

性地 与 dsDNA作用，因此该试剂 可认 为是形成 

dsDNA的指示剂．图 7中曲线 a和其它曲线相 比可 

以看到 ssDNA探针与 Hoeehst33258作用电信号弱，

而 dsDNA与 Hceehst33258作用后电信号明显增强，

峰电流值(i )随着 cDNA浓度变化有线性关系 

值变化说明 cDNA的确与 ssDNA结合形成了杂交 

体 ，与上述QCM结论完全一致 ．两者结果互相映证，

说明本文方法能够准确、可靠地检测特定序列 

DNA．

e

厢7 不同浓度 eDNA溶液嵌合后 E0CM电极上 

Hoeel~33258的示差脉冲伏安圈 

Hg．7 Diffferential pI1Ise v 蛔珊n。卵 ms 0f Hoeet~t 33258 

0Ilthe BQcM ele~：le hyb i∞d with diffferent eDNA 

c0I1cm mi0I1s fl0 日tool-L一 ) 
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