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交联型丙烯酸酯聚合物分子层用于固定寡核苷酸分子初探 

吴清华，马文丽，朱利朔5，张 宝 (南方医科大学基因工程研究所，广东广州510515) 

[摘 要] 目的 探讨在显微玻片上衍生聚合物分子层用于固定寡核苷酸分子的方法，为基因芯片制备和应用提供技术支 

持。方法 利用交联聚合反应，在显微玻片表面衍生丙烯酸酯共聚物分子层，结合基因芯片技术制备寡核苷酸芯片。利用荧光标 

记的样品和 CMT芯片杂交系统对所制备的芯片进行杂交实验，检测寡核苷酸在芯片表面的固定性能，并进行对照实验。结果 杂 

交后的荧光检测表明寡核苷酸在丙烯酸酯共聚物表面上杂交点阵的荧光信号多，信号强度强，杂交点圆润 、时一性好。结论 利用 

化学交联法制备的芯片表面能用于寡核苷酸的固定且处理过程简单，为进一步运用到生物芯片制作打下了良好的基础。 
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The study of OligOnucleOtides immobilization film prepared with acrylic acid-co-acrylamide copol- 

ymer 

WU Qing—hua，MA Wen—li，ZHU Li—na，ZHANG Bao(Institute of Molecular Biology，Southem Medical University，Guangzhou 

Guangdong 510515，China) 

Abstract：Objective To explore the key technologies in DNA microarray fabrication is immobilizing DNA or oligonucleotide efficiently 

on modified SUrface．Methods The glass slides were modified with acrylic acid．CO．acrylamide copolymer and EDC／NHS by covalent link． 

age method．Results A covalent immobilization of unmodified oligonucleotide on the glass surface was achieved．The platform was prepared 

for oligo—microarray fabrication．Hybridization experiments were showed that the modified surfaces have high fluorescence intensity，low back— 

ground in contrast unmodified slide．The uniform，steady and regular shaped signal spots of the microarrays indicated that the prepared sur— 

faces were satisfactory in immobilizing unmodified oligonucleotides．Conclusion The process of the surface preparation is simple and cost 

effective and can be used for attachment of protein，PNA et cetra． 

Keywords：oligonucleotides immobilization；DNA microarray；acrylic acid—CO—acrylamide copolymer；covalent linkage 

核酸分子的固定是生物分子固定化技术中重要的 

组成部分，该技术在核酸化学、分子遗传学及生物工程 

的研究中有着不可代替的作用。在近年发展起来的以 

特定核酸片段杂交检测技术为基础的基因芯片或生物 

传感器技术中，生物分子的固定尤其是核酸分子在载 

体表面的固定是这些技术在药物分析、基因表达和功 

能基因组研究、DNA测序、医学诊断等应用中的基 

础 。如何在平整致密的表面快速稳定地固定核酸 

分子是芯片制备首先要解决的问题。为了克服目前核 

酸特别是短片段寡核苷酸在玻片上固定率低和稳定性 

差的缺点，解决其在基因芯片制备和应用中需突破的 

化学上游技术问题，本实验采用丙烯酸、丙烯酰胺这两 

种常见的有机聚合物单体，利用共聚反应在氨丙基三 

甲氧基硅烷硅化后的玻璃表面上进行交联聚合，制备 

能共价结合(固定)寡核苷酸分子的表面，并打印寡核 
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苷酸探针，最后对寡核苷酸芯片进行杂交检测与分析。 

1 材料与方法 

1．1 试剂 与仪 器 

氨丙基三甲氧基硅烷(APS)、碳二亚胺(EDC)、N一羟基琥 

珀酰亚胺(NHS)、二甲基甲酰胺(DMF)、二甲基亚砜(DMSO) 

等购自美国 Fluka公司；丙烯酸、丙烯酰胺 、过硫酸胺 、NaOH、 

HC1等购自汕头试剂厂(分析纯)；国产光学显微载玻片。CMT 

芯片杂交盒 (美国 Coming公司)；Pixsys5500基因芯片点样仪 

(美国 Cartesin公 司)；ScanArray Lite基 因芯片扫描仪 (美国 

Parkard公司)；GS Gene Linker紫外交联仪 (美国 BIO．RAD公 

司)。 

1．2 丙烯酸酯聚合物表面的制备方法 

显微玻片的清洗与硅烷化按文献 所述方法进行，其中硅 

烷化溶液为 10％的 APS溶于 90％的甲醇溶液。将 100片经 

APS硅烷化的玻片浸入 1：1包被液和活化液的混合液中3 h， 

反应时不断摇晃，随后用的 ddH O清洗玻片 3次，玻片放入离 

心机中500 r／min离心 5 min，烘干，暗盒保存备用。包被液的 

配制：0．8％丙烯酸和0，2％丙烯酰胺溶于 ddH，O中，70℃加 

热，加热过程中缓慢加入 0．8％过硫酸胺作催化剂。包被液可 
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以在 4 ℃ 保存备用 。 活 化液 的 配 制 ：0 ． 1 m o l ／L 碳 二 亚 胺 和 2 0

m m o l／L N 一 羟 基 琥 珀 亚 胺 酯 溶 于 0 ． 1 m o l／L p H 为 6 ． 0 的

K 2
H P 0

4 和 K H
2 P O

。 的缓 冲液 中 。

2 2 9

1 ． 3 寡核 苷 酸 探 针 的 合 成 与 纯 化

本 实验 中寡 核 苷 酸探 针 序 列 见 表 l
， 寡 核 苷 酸 的合 成 与纯

化按 照 文献 [6 ] 的方法 制备 。

表 1 寡 核 苷 酸探 针 序 列

1 ． 4 寡核 苷 酸 微 阵 列 的 制 备 与 杂 交 检 测

1 ． 4 ． 1 寡核苷 酸微 阵列 的制备 将探针 1 ～ 探针 12 、 阳性 对

照 、 阴性 对 照 、 空 白对 照 ( H 2 0 ) 溶 于 5 0 ％ D M S O
， 充 分混 匀 ， 终 浓

度分别 调 整 至 10 m o l／L 后 转 移 到 3 8 4 孔 板 中备 用 。 阵列 设 计

成 1 2 × 1 2 的阵列 ， 每个 探 针 打 印 6 个 点 ， 点 与 点 之 间 的 间距 为

3 0 0 m 。 用 C a r t e s i n P i x s y s 5 5 0 0 基 因 芯 片点样 仪将 探 针 依次打 印

到未 做任何处 理 洁净 玻 片 和 被 丙 烯 酸 酯 聚 合 物 修 饰 后 的 玻 片

上 ， 同时进 行 对 照 实验 。 将 打 印好 的玻 片 正 面 朝 下 置 于 3 × S S C

热水湿 盒 上 方再 水 合 化 ， 然 后 迅 速 置 入 10 0
o

C 烤 箱 中烤 干 ， 用

紫外交联 仪 以 每块 玻 片 6 5 m J 的总 能 量 进 行 交联 固定 。 接 着将

玻 片放 人 饱 和 的 N a C l 湿 盒 中 4 2
o

C 过 夜 ， 最 后 用 5 0 m L 封 闭 液

( 四 氢 呋喃 、 醋酸 酐 、 吡 啶 的混 合 液 ， p H 8 ． 0 ) 对 芯 片 表 面 进 行 灭

活 处 理 ， 干燥 后 备用 。

1 ． 4 ． 2 寡核 苷 酸分子 的杂交 实 验 与 检 测 首 先 杂 交 样 品 的

制备 、 杂交样 品 的荧 光 标记 按 文 献
" ’

的方 法 进 行 。 然 后 把 荧 光

标记 的样 品杂交前 加 入 等体积 的 2 × 杂交 液 ( 5 0 ％ 甲 酰 胺 、 1 0 ×

S S C
、 0 ． 2 ％ S D S ) 9 5

o

C 变性 5 m i n
， 最 大速 度 离心 2 m i n 后 冷 却 ，

取 2 乩 滴加 到 阵列 上 ， 盖 上 盖 玻 片 ，
4 2 ℃ 杂交 2 h

， 再 依 次 在 2

× S S C ＼0 ． 1 ％ S D S
、 0 ． 1 × S S C ＼0 ． 1 ％ S D S 、 0 ． 1 × S S C 溶 液 中清 洗

芯 片 ， 最 后 灭 菌水 清洗 后 ， 无 水 乙 醇 脱 水 ， 室 温 下 干 燥 。 检 测 过

程 ：用 S e a n A r r a y L i t e 进 行 荧 光 信 号 扫 描 检 测 ， 扫 描 分 辨 率 5

Ix m
，

P M T 设 置 为 7 0 ％
， 扫描时激光 强 度 为 9 0 ％ 。

2 结 果

经 丙烯 酸酯 聚合物表 面修饰 ， 寡 核 苷 酸 微 阵 列 的制 备 及 杂

交检测 ， 玻 片处 理 前后 的 杂 交 结 果 见 图 1 。 玻 片 处 理 后 的探 针

在芯 片上 的点杂交荧 光 信号 多 ， 信 号 强 度 强 ， 杂 交 点 圆 润 ， 阵 列

第 1 行 1 — 6 列 和 第 1 2 行 7 ～ 1 2 列 为 阳性 信号 点 。 而 未处 理 的

芯 片 效果 明显 较差 ， 仅 阳 性 对 照 的信 号 强 度 比 较 强 。 S c a n A r r a y

la t e 基 因芯 片扫描仪扫描结果用 A r r a y P r o 软件进 行 图象 分析 和

数据采集 ， 将每点所 有 像 素 的荧 光 强 度 均 值 输 出 到 E x c e l 软 件

进 行统计 处 理 。 采 用 公 式 ：均 一 化 值 = ( 该 探 针 所 有 点 荧 光 强

度均 值 一 空 白对 照 所 有 点荧光 强 度 均 值 ) ／( 阳 性 对 照 所 有 点 荧

光 强 度 均 值 一 空 白对 照 所 有 点 荧 光 强 度 均 值 ) ， 对 数 据 进 行 扣

除背景 及 均 一 化处 理 ，结 果 显 示 玻 片处 理 后 的 芯 片 同 一 性 较 好

( 表 2 ) 。

3 讨 论

2 ． 1 丙 烯 酸 一 丙 烯 酰 胺 共 聚 物 表 面 制 备 的 化 学过 程

基 因 芯 片研 究 中 ， 能 否 快 速 、 稳 定 、 精 确 地 将 目 的

D N A 片段 连接到被修饰 的表 面 ， 直接 影 响到 基 因 芯 片

的质 量 。 图 2 表 示 了丙 烯 酸 一 丙 烯 酰胺 聚合 物 表 面 的

连 接 策略 。 化 学 反 应 过 程 中丙 烯酸 和 丙 烯酰胺 单体 的

a ：玻 片 未处 理 的 芯 片 ；b ：玻 片 处 理 后 的 芯 片

图 1 玻 片处 理 前 后 的芯 片杂 交 结 果
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2 3 0

表 2 芯 片点 阵 的荧 光 强 度及 均 一 化 值

探 针 1 3 6 9 ． 9 2 1 8 5

探 针 2 3 7 7 ． 1 7 4 0 5

探 针 3 19 9 ． 4 3 2 4 2

探 针 4 2 5 8 ． 4 8 7 9 7

探 针 5 19 0 ． 7 6 3 7 2

探 针 6 17 9 ． 4 0 8 5 3

探 针 7 1 7 6 ． 1 1 9 3 6

探 针 8 3 1 6 ． 6 6 3 3 8

探 针 9 3 3 1 ． 6 7 19 5

探 针 10 1 5 0 ． 9 2 17 9

探 针 1 1 4 8 2 ． 4 6 6 13

探 针 1 2 1 0 5 6 ． 4 2 2 9 0

阳性 对 照 8 6 8 5 ． 3 5 3 4 1

阴 性 对 照 3 0 3 ． 8 2 8 9 7

空 白对 照 4 2 8 ． 6 6 2 5 4

0 ． 0 0 0 0 0 0 0

O ． 0 0 0 0 0 0 0

0 ． 0 0 0 0 0 0 0

0 ． 0 0 0 0 0 0 0

0 ． Oo o OOo o

0 ． 0 0 0 0 0 0 0

0 ． 0 0 0 0 0 0 HD

O ． 0 0 0 (x 瑚

0 ． 0 0 0 0 0 【x 】

0 ． 0 0 0 0 0 0 0

0 ． 0 0 6 5 1 6 4

0 ． 0 7 6 0 3 0 5

1 ． 0 0 0 0 0 0 0

O ． OOo ()0 0 0

0 ． OO姗 0

3 2 3 1 ． 6 4 5 7 6

14 1 3 3 ． 0 7 5 0 2

3 3 3 3 ． 9 6 0 6 6

4 5 6 7 ． 8 5 3 2 3

2 7 0 4 ． 13 4 8 4

12 2 5 ． 8 0 8 8 8

9 7 6 ． 8 3 9 2 0

19 1 1 ． 3 5 9 1 1

2 3 6 0 ． 4 7 5 5 7

5 4 8 ． 8 6 4 2 3

3 6 5 8 ． 0 3 7 9 6

4 7 9 3 ． 4 0 8 0 5

3 6 9 8 0 ． 6 1 9 9 3

1 7 4 9 ． 3 ()9 1 5

5 4 2 ． 0 2 7 0 5

0 ． 0 7 3 8 1 2 4

0 ． 3 7 2 9 8 5 0

0 ． 0 7 6 6 2 0 2

0 ． 1 1 0 4 8 2 5

0 ． 0 5 9 3 3 5 7

O ． 0 1 8 7 6 5 3

0 ． O l l 9 3 2 7

0 ． 0 3 7 5 7 9 2

0 ． 0 4 9 9 0 4 5

0 ． 0 0 0 1 8 7 6

0 0 8 5 5 14 0

O ． 1 16 6 7 2 5

I ． Oo ()O0 0 0

0 ． 0 3 3 1 3 2 0

O ． 0 Dc lo o o O

反 应 是 一 个 加 成 聚 合 反 应 ， 所 形 成 的 聚 合 物 中 富含 羧

基 ( 一 C O O H ) ， 为与硅 烷 化 的玻 片 表 面 连 接 和 活 化 分 子

的引 入 打 下 了 基 础 。 在玻 片 的处 理 中 聚 合 反 应 和 表 面

活 化 反 应 同时 进 行 。 活 化 液 组 成 中 的 E D C 是 一 种 优

良的 固定化试 剂 ， 能 够 加 速 羧 酸 和 氨 基 之 间 形 成 酰 胺

键 ， 保证 了 硅 化 的 氨 基 与 丙 烯 酸 一 丙 烯 酰 胺 聚 合 物 反

应 。 另 外 一 种 活 化 分 子 N H S
， 除 了 能 与 聚 合 物 中 的 羧

基 反 应 外 ， 还 可 作 为 活 化 基 团 同 氨 基 形 成 酰胺 键 ， 这 样

所 形 成 的 表 面 成 为 活 化 状 态 ， 易 于 寡 核 苷 酸 分 子 或

D N A 分子 固 定 。 同 时 这 种 衍 生 方 式 类 似 在 表 面 增 加

的是 网格状 的分 子 层 ， 有利 于 增 加样 品 的上 样 量 。

图 2 丙 烯酸 一 丙 烯 酰 胺 聚 合 物 表面 的连 接 策 略

2 ． 2 寡 核 苷 酸 分 子 在 聚 合 物 表 面 的 固 定

利用 基 因 芯 片技术 ， 寡核苷 酸 沉 积 在 芯 片 表 面 后 ，

在加热 或紫外照 射下 ， 核 酸 分 子 与 活 化 表 面 的 N 一 羟

基 琥 珀酰 亚 胺 发 生 共 价连接 ， 使 D N A 分 子 稳定 地 固定

在表 面 上 。 有 研 究报道 在寡核苷酸 的 固定 过 程 中紫外

交联 有利于 D N A 的 固定
旧 J

。 这 主要 是 由于 在 紫外 光
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照 射下 能促 进 核 酸 中的 T 碱基 与玻 片上 的氨基 作 用产

生 交 联 连接 。 本实验 采用 了 每块 玻 片 6 5 n1J 的 总 能量

对 芯 片进 行照 射 ， 促进 其 固定 。

2 ． 3 寡核 苷 酸 芯 片 的 杂 交检 测

基 因 片段 在载 体 表 面 的 固 定 效 率 ， 是 指 连 接 在 载

体上 的有效 探 针 量 ， 直接 反 应 了 芯 片制作质 量 的高低 。

特 别在 寡核苷 酸 固 定 中 ， 固 定 效 率 的高低 主 要 通 过 杂

交实验后 的荧 光 检测 强 度来 判 断 ， 它 直 接 影 响 检 测 的

灵 敏度 ， 并衡 量 核 酸 分 子 的 杂 交 动 力 学 范 围 。 由 图 1

和 表 2 的结果 显 示 ， 玻 片 处 理 后 的 探 针 在 芯 片 上 的点

杂交荧 光信号 多 ， 信号 强 度 强 ， 杂交 点 圆 润 、 同 一 性 好 ，

说 明 处 理 后 芯 片 的 固定效率好 ， 达 到芯 片检 测 的要求 。

本 实验重 复多 次 ， 结果表 明 以 丙 烯 酸 、 丙 烯 酰 胺 为

聚合单体采用 共 价 交 联 法 ， 在 玻 片 上 衍 生 聚 合 物 分 子

层 的方 法 是 可 行 ， 处 理 过 程 简单 ， 该 分 子 层 能 用 于 未修

饰 寡核苷 酸 分 子 的 固定 。 在 基 因 芯 片制 作 的 应 用 中 ，

固定在该膜 表 面 上 的寡 核 苷 酸 分 子 固 定 效 率 高 ， 杂 交

点 阵 的荧 光 信号 强 ， 稳定 性 好 ， 有 着较好 的应 用 前景 。
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