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基于锁核酸探针的传感器用于 ＢＣＲ／ＡＢＬ融合
基因检测的研究
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摘要：　依据慢性粒细胞白血病ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因的碱基序列，设计了一种新型发夹结构锁核酸（ｌｏｃｋｅｄｎｕ
ｃｌｅｉｃａｃｉｄｓ，ＬＮＡ）探针，将该探针借助Ａｕ—Ｓ键固定在金电极表面构建了特异的生物传感器．ＬＮＡ探针与目标
链ＤＮＡ杂交，以本实验室合成的苯甲酸二聚铜配合物（［Ｃｕ２（Ｃ７Ｈ５Ｏ２）４（Ｃ２Ｈ６Ｏ）２］，简称［Ｃｕ（Ｒ）２］

２＋）为杂交

指示剂，应用差示脉冲伏安法进行检测，表现出良好的响应信号．该新型锁核酸传感器能较好的区分完全互补链
ＤＮＡ、单碱基错配链ＤＮＡ．互补链ＤＮＡ检测的线性范围为１．０×１０－８～１．０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，检出限２．０×１０－９

ｍｏｌ·Ｌ－１．

关键词：　发夹锁核酸探针；生物传感器；ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因；苯甲酸二聚铜配合物
中图分类号：　Ｏ６４６　　　　 文献标识码：　Ａ　　　　　　　　　　　　　　

　　慢性粒细胞白血病（ＣｈｒｏｎｉｃＭｙｅｌｏｃｙｔｉｃＬｅｕｋｅ
ｍｉａ，ＣＭＬ）是由染色体异常的多能干细胞恶性病变
引起的一种疾病，其临床特征为显著的粒细胞过

度生成［１］．现代分子生物学研究表明慢粒白血病
乃因Ｐｈ染色体ｔ（９；２２）相互易位所致，其易位产
物ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因出现在９５％以上的慢性粒
细胞白血病中，是恶性克隆的标志基因，在ＣＭＬ早
期诊断和预后监测中具有重要意义［２３］．目前
ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因检测的方法主要有染色体分
析［４］、ＲＴＰＣＲ技术［５］等，但这些方法都存在一定

的局限性．
ＤＮＡ电化学生物传感器是基因结构分析和检

测的重要手段，它可利用 ＤＮＡ分子间的特异性互
补配对规律，实现特定基因序列的快速识别和检

测［６８］．而ＤＮＡ电化学探针的设计在很大程度上影
响了电化学ＤＮＡ生物传感器的选择性能，也是构
建电化学 ＤＮＡ生物传感器的关键．目前电化学
ＤＮＡ生物传感器一般采用短直链 ＤＮＡ作探针，该
探针存在灵敏度低、稳定性差、特异性不高等缺

点．作为一种新型的寡核酸衍生物———锁核酸

（ＬＮＡ），其结构中βＤ呋喃核糖的２′Ｏ，４′Ｃ位经
过缩水作用后形成环形的氧亚甲基桥、硫亚甲基

桥或胺亚甲基桥，并将呋喃糖的结构锁定在 Ｃ３′内
型的 Ｎ构型上，降低了核糖结构的柔韧性，增加了
磷酸盐骨架局部结构的稳定性，形成了刚性的缩

合结构［９１１］．由于 ＬＮＡ与 ＤＮＡ／ＲＮＡ在结构上具
有相同的磷酸盐骨架且具有很好的刚性结构，故

其对ＤＮＡ、ＲＮＡ有很好的识别能力和强大的亲和
力［１２１４］，其与互补的 ＤＮＡ、ＲＮＡ杂交后形成的双
链具有更强的热稳定性，因而对存在错配或缺失

的碱基序列识别能力更强．
本研究根据 ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因的碱基序列，

设计了一种新型发夹结构 ＬＮＡ探针，并将其固定
在金电极表面，成功构建了用于检测 ＢＣＲ／ＡＢＬ融
合基因的电化学生物传感器．使用循环伏安和电化
学阻抗谱扫描对ＬＮＡ探针固定及杂交过程进行表
征．并以本实验室合成的 ［Ｃｕ（Ｒ）２］

２＋作杂交指示

剂，应用差分脉冲伏安法，成功实现了对人工合成

的ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因特定序列 ＤＮＡ片段快速、
灵敏和准确的检测，为临床慢性粒细胞白血病基



表１　ＤＮＡ合成序列
Ｔａｂ．１　ＤｅｔａｉｌｓｏｆｔｈｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｔｙｐｅｓ　 　　　　　　　　　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　　　　　　　　　

　ＨａｉｒｐｉｎＬＮＡｐｒｏｂｅ 　　５′ＳＨＣＴＬＧＣＬＡＧＡＬＧＴＴＬＣＡＡＬＡＡＧＬＣＣＣＬＴＴＣＧＣＡＧ３′

　ＨａｉｒｐｉｎＤＮＡｐｒｏｂｅ 　　５′ＳＨＣＴＧＣＡＧＡＧＴＴＣＡＡＡＡＧＣＣＣＴＴＣＧＣＡＧ３′

　Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ 　　５′ＧＡＡＧＧＧＣＴＴＴＴＧＡＡＣＴＣＴ３′

　Ｓｉｎｇｌｅｂａｓｅｍｉｓｍａｔｃｈ 　　５′ＧＡＡＧＧＧＡＴＴＴＴＧＡＡＣＴＣＴ３′

　Ｎｏｎｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ 　　５′ＡＣＧＴＡＡＴＣＣＣＣＡＧＣＴＣＴＣ３′

因的早期诊断提供研究基础．

１　实验部分
１．１　仪器与试剂

ＣＨＩ６６０Ｂ电化学分析仪（上海辰华），三电极
体系，工作电极为金电极，对电极为铂丝电极，Ａｇ／
ＡｇＣｌ电极为参比电极；ｐＨＳ２３Ｂ型精密酸度计（上
海雷磁）；ＫＱ２２５０ＤＥ型医用数控超声波清洗器
（昆山超声仪器有限公司）；ＪＢ２１型搅拌器（上海
雷磁新泾）；ＢＳ１１０Ｓ电子分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司）．人工合成的ＤＮＡ序列见表１．

锁核酸探针为 ＤＮＡ与 ＬＮＡ的嵌合体（简称
ＬＮＡ探针）［１５１６］．ＤＮＡ储备液冷冻保存．ｐＨ８．０ＴＥ
缓冲液由 １ｍＬ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ、２００ｍＬ１．０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ和 ９８．８ｍＬ０．１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＣｌ配制．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１巯基己醇（ＭＣＨ，美国 Ｓｉｇ
ｍａ公司），４℃冰箱保存；蓝色晶体 ［Ｃｕ（Ｒ）２］

２＋

按文献［１７］合成．高纯 Ｎ２（９９．９９％）．以上试剂均
为分析纯，实验用水为去离子水．

１．２　实　验
１）解链温度的测定
在同一条件下用紫外分光光度法分别绘制

ＤＮＡＤＮＡ和 ＬＮＡＤＮＡ的解链温度曲线．方法如
下：于两个石英比色皿中分别加入一定浓度的

ＬＮＡ探针和同型 ＤＮＡ探针序列，而后加入同浓度
的互补序列，室温杂交３０ｍｉｎ．以０．４℃／ｍｉｎ的升
温速率，从１０℃ 升至１１０℃，每间隔２℃，测定溶
液在 ２６０ｎｍ处的吸光度，经空白校正，绘制吸光
度～温度变化曲线，求出其解链温度．
２）金电极预处理
将直径为２ｍｍ的金电极依次用１．０、０．３和

０．０５μｍＡｌ２Ｏ３粉末打磨，之后分别用无水乙醇、去
离子水超声清洗３０ｍｉｎ，再于 ＫＯＨ溶液中经电化
学清洗后，将电极置于０．５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４溶液
中循环扫描至稳定，双蒸水清洗，Ｎ２吹干，立即进
行捕获探针组装．
３）锁核酸探针固定与杂交反应
在预处理好的金电极表面滴加５μＬ１μｍｏｌ·

Ｌ－１ＬＮＡ探针溶液，于４℃下放置１２ｈ，用ｐＨ７．４０
的ＰＢＳ缓冲液清洗 １０ｓ，氮气吹干，得到单链 ＬＮＡ
修饰电极（ＬＮＡ／ＡｕＥ）；接着将电极放在１ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＭＣＨ水溶液中封闭１ｈ，以封闭未反应的活化
位点，即可得到修饰捕获探针和巯基己醇的金电

极．之后再用 ｐＨ７．４０的 ＰＢＳ缓冲液清洗 １０ｓ，
氮气吹干，准备杂交．在探针修饰电极表面滴加
５μＬ不同浓度互补链，６０℃杂交反应１ｈ，依次用
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ缓冲液、去离子水冲洗金电极表
面去除未杂交的 ＤＮＡ，即得异源双链体 ＬＮＡＤＮＡ
修饰金电极．
４）循环伏安曲线和电化学阻抗检测
以修饰或未修饰的金电极为工作电极，Ａｇ／

ＡｇＣｌ（３ｍｏｌ／ＬＫＣｌ）电极为参比电极，铂丝为对电
极．电解质溶液为含１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／
［Ｆｅ（ＣＮ）６］

４－（１∶１）电对的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ
７．４）缓冲液，循环伏安测试扫描电位０～０．６Ｖ，扫速
１００ｍＶ／ｓ；电化学阻抗测试初始电平０．０２Ｖ，频率范
围０．０５～１０５Ｈｚ，幅值０．００５Ｖ，静置时间２ｓ．
５）杂交前后电化学信号检测
将经修饰的金电极浸入浓度为 ２．０×１０－５ｍｏｌ

·Ｌ－１［Ｃｕ（Ｒ）２］
２＋的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ（ｐＨ７．４）

缓冲液中，搅拌富集５ｍｉｎ后记录差示脉冲伏安曲
线．扫描电位：－０．２～０．７Ｖ，振幅０．０１Ｖ，脉冲宽
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表２　ＬＮＡ和 ＤＮＡ探针与互补链及单碱基错配链杂交后的解链温度
Ｔａｂ．２　ＭｅｌｔｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅＬＮＡａｎｄＤＮＡｃａｐｔｕｒｅｐｒｏｂｅｓａｇａｉｎｓｔｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ

ａｎｄｓｉｎｇｌｅｂａｓｅｍｉｓｍａｔｃｈｅｄＤＮＡｔａｒｇｅｔｓ

Ｐｒｏｂｅｔｙｐｅ
Ｔｍ／℃

Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｔａｒｇｅｔ Ｓｉｎｇｌｅｂａｓｅｍｉｓｍａｔｃｈ
ΔＴｍ／℃

ＬＮＡ ７８．８ ３８．１ ４０．７

ＤＮＡ ５０．３ ４４．７ ５．６

　　图１　２．０×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１［Ｃｕ（Ｒ）２］２＋在探针ＤＮＡ（Ａ）和探针ＬＮＡ（Ｂ）上与完全互补链（ａ）或单碱基错配链（ｂ）
杂交后的差示脉冲伏安图

　　Ｆｉｇ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｕｌｓｅｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅ２．０×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１［Ｃｕ（Ｒ）２］２＋ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｔａｒｇｅｔ
（ａ）ｏｒｓｉｎｇｌｅｂａｓｅｍｉｓｍａｔｃｈ（ｂ）ａｔＤＮＡ／ＡｕＥ（Ａ）ａｎｄＬＮＡ／ＡｕＥ（Ｂ）

度 ０．０５ｓ．

２　结果与讨论
２．１　ＬＮＡ探针的解链稳定性

解链温度（Ｔｍ）是评价 ＤＮＡ序列热力学稳定

性的一个主要参数，定义为在给定的范围内 ＤＮＡ
热变过程紫外光吸收达到最大值之 １／２时的温
度．表２列出根据紫外分光光度法测定的探针解
链温度．如表，ＤＮＡ探针序列与其互补链杂交后
的解链温度为５０．３℃，而与单碱基错配序列杂交
后的解链温度为４４．７℃，两者温度接近，特异性
低．对ＬＮＡ探针，其与杂交互补链的解链温度为
７８．８℃，与双链 ＤＮＡ的解链温度（５０．３℃）相
比，提高了 ２８．５℃，相当于每个 ＬＮＡ提高 ４．１
℃［１８］．ＬＮＡ探针与单碱基错配序列杂交后的解链
温度为３８．１℃，两者温度差距明显增大，特异性
高．理论上讲，最佳杂交温度应比 Ｔｍ约低２０℃．
以此而言，本研究ＬＮＡ信号探针与完全互补链和
单碱基错配链最佳杂交温度当分别为 ５８．８℃和

１８．１℃．经优化，发现在其他条件相同情况下，６０℃
时杂交速率最快，１ｈ后己达到反应平衡．而且可
以保证ＬＮＡ探针仅与完全互补链杂交，而不出现
与单碱基错配链的反应，从而提高了探针的特异

性．

２．２　发夹ＬＮＡ探针与ＤＮＡ探针的比较
目前大多数ＤＮＡ电化学传感器采用的均是普

通的ＤＮＡ探针，该探针不能很好地选择区分单个
碱基错配，即检测与疾病有关的点突变．相对而
言，ＬＮＡ探针则具有很好的序列选择性和特异性，
能够实现ＤＮＡ链单碱基突变的识别和检测，更好
地检测 ＣＭＬ的 ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因的点突变．即
如图 １所示，分别将 ＤＮＡ／ＭＣＨ／ＡｕＥ和 ＬＮＡ／
ＭＣＨ／ＡｕＥ在优化条件下与同一浓度的完全互补
链ＤＮＡ或单碱基错配链ＤＮＡ经充分杂交反应后，
二者的差示脉冲伏安曲线表现出明显的不同．如
图，使用ＤＮＡ探针，其单碱基错配链的信号达到互
补链的８０％（Ａ）；而对ＬＮＡ探针电极，显示的单碱
基错配响应信号约为互补链 ＤＮＡ溶液的 ６１％

·２８１· 电　化　学　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　２０１１年



（Ｂ）．由此可见，后者的特异性、选择性大有提高．
原因即是锁核酸的解链温度高于一般的 ＤＮＡ，从
而使ＬＮＡ探针热稳定性增强．此外，其特殊的核苷
酸结构也增加了探针的刚性及特异性［１４］．

２．３　电极表面电化学性能表征
图２给出在含有１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－

的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ溶液中，裸金电极和３种修饰
电极的电化学阻抗图谱．如图，对裸 ＡｕＥ（ａ），谱线
半圆直径很小，而线性部分的频率范围很宽，表明

此时电子在 ＡｕＥ表面能够快速传输，电解质溶液
向电极表面扩散为电极过程的控制步骤．而在
ＬＮＡ修饰的 ＡｕＥ上（ｂ），其表面电阻值迅速增大到
８８１Ω，主要因为在ＡｕＥ表面，ＬＮＡ探针含有带负电
荷的磷酸骨架，必将排斥负电荷的［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－

到达电极表面氧化还原，从而阻碍了电子传递．但在
经过巯基己醇封闭的电极表面，此时，由于大量非特

异性吸附的探针已从电极表面移除，电极上除了

含有以Ａｕ—Ｓ键为主的捕获探针，同时还存在较
稀疏的巯基己醇单分子膜层，该结构有助于溶液

中负电性的 ［Ｆｅ（ＣＮ）６］
３－／４－渗透到电极表面进行

电子交换［１９］，从而降低电极的表面电阻（７６５Ω）．
又如，当探针与其互补的 ＤＮＡ杂交反应后形成的
ＬＮＡＤＮＡ／ＭＣＨ／ＡｕＥ（ｄ），则因表面磷酸骨架负
电荷数量之增加而进一步阻碍电极表面的电子转

移，导致电阻值增大（１５４１Ω），这可解释为金电极
表面具有良好的ＬＮＡ固定和杂交性能．

　图２　裸金电极（ａ）、ＬＮＡ／ＡｕＥ（ｂ）、ＬＮＡ／ＭＣＨ／ＡｕＥ（ｃ）
和ＬＮＡＤＮＡ／ＭＣＨ／ＡｕＥ（ｄ）的交流阻抗图谱

　Ｆｉｇ．２　ＩｍｐｅｄａｎｃｅｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅｂａｒｅＡｕＥ（ａ），ＬＮＡ／ＡｕＥ
（ｂ），ＬＮＡ／ＭＣＨ／ＡｕＥ（ｃ）ａｎｄＬＮＡＤＮＡ／ＭＣＨ／
ＡｕＥ（ｄ）ｉｎ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１［Ｆｅ（ＣＮ）６］

４－／３－ ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ

２．４　发夹结构ＬＮＡ探针特异性
为考察本文研制的传感器的特异性，此处即

以［Ｃｕ（Ｒ）２］
２＋为杂交指示剂，把发夹锁核酸探针

固定在金电极表面制备了电化学生物传感器．利
用ＬＮＡ修饰金电极分别与 ＢＣＲ／ＡＢＬ融合基因完
全互补的ＤＮＡ序列、单碱基错配序列、完全错配序
列杂交，测定杂交前后各电极的差示脉冲伏安信

号，结果如图３所示．表明在单碱基错配链溶液与
完全互补链溶液同一浓度情况下，得到的修饰电

极响应信号，前者约为后者的６１％，而完全错配链
和ＬＮＡ修饰电极的响应信号则分别为互补 ＤＮＡ
溶液的３９％和３７％．由此可见，在本文实验范围
内，该ＤＮＡ电化学传感器能较好地区分互补 ＤＮＡ
序列（ａ）、单碱基错配 ＤＮＡ序列（ｂ）、完全错配链
（ｃ）和探针序列（ｄ）．同时说明，以［Ｃｕ（Ｒ）２］

２＋为

指示剂，由发夹结构 ＬＮＡ探针组装的电化学生物
传感器具有很好的特异性．

　图３　２．０×１０－５ｍｍｏｌ·Ｌ－１［Ｃｕ（Ｒ）２］２＋在ＬＮＡ修饰的
金电极（ｄ）及其与互补链（ａ），单碱基错配链（ｂ）
和完全错配链（ｃ）杂交后电极的差示脉冲伏安图

　Ｆｉｇ．３　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｕｌｓｅｖｏｌｔａｍｍｏｇｒａｍｓｏｆ２．０×１０－５ｍｏｌ
·Ｌ－１［Ｃｕ（Ｒ）２］

２＋ ａｔＬＮＡ／ＡｕＥ（ｄ）ａｎｄａｆｔｅｒ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｔａｒｇｅｔ（ａ），ｓｉｎｇｌｅ
ｂａｓｅｍｉｓｍａｔｃｈ（ｂ）ａｎｄｎｏｎｋｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ（ｃ）
ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

２．５　靶标链线性范围及检出限
在选定的最适条件下，于固定了发夹 ＬＮＡ探

针的电极上滴加５μＬ给定浓度的互补杂交链溶
液，６０℃下杂交１ｈ，然后测定其差示脉冲伏安曲
线．实验表明，杂交信号（即峰电流）随着互补链浓
度增加而逐渐增加（图４）．在１．０×１０－８～１．０×
１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１范围内，ΔＩｐ与互补链浓度的对数呈
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良好的线性关系，回归方程为 ΔＩｐ（μＡ）＝０．６６６９
（ｌｏｇＣ／ｍｏｌ·Ｌ－１）＋５．５８１７，ｒ＝０．９９３２，检出限（Ｓ／
Ｎ＝３）为２．０×１０－９ｍｏｌ·Ｌ－１．

　图４　ＬＮＡ／ＡｕＥ与不同浓度的互补链杂交后的差示脉
冲伏安图

　Ｆｉｇ．４　ＤＰＶｏｆ２．０×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１［Ｃｕ（Ｒ）２］２＋ ａｃｃｕ
ｍｕｌａｔｅｄｏｎｔｈｅｐｒｏｂｅａｆｔｅｒｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｔｈｅｉｎｓｅｒｔ
ｓｈｏｗｓｔｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ
ｐｅａｋｃｕｒｒｅｎｔｓｏｆ［Ｃｕ（Ｒ）２］

２＋ ａｎｄｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆ
ｔａｒｇｅｔＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ａ～ｆ／ｍｏｌ·Ｌ－１：ｐｒｏｂｅ；１．０×１０－８；３．０×１０－８；
１．０×１０－７；３．０×１０－７；１．０×１０－６，ｅｒｒｏｒｂａｒｓ＝
±ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２．６　重现性
用浓度为３．０×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１的互补链 ＤＮＡ

溶液，按上述差示脉冲伏安实验步骤，重复测定５
次．结果给出，对应的ＲＳＤ为４．３％，重现性好．

３　结　论
以锁核酸作探针，［Ｃｕ（Ｒ）２］

２＋为杂交指示剂

构成的新型锁核酸传感器，对慢性粒细胞白血病

基因片段表现出良好的差示脉冲响应信号，而且

对错配碱基序列的识别能力也更强，具有较高的

灵敏度，有望在临床慢性粒细胞白血病基因的早

期诊断中得到应用．
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