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压电基因传感器检测巨细胞病毒 PCR产物的实验研究
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　　提　要:目的　应用自行研制的压电基因传感器检测巨细胞病毒临床标本的 PCR产物 , 探讨压电传感器检测核酸反

应的可行性以及各种影响因素。方法　设计特异性 DNA探针巯基法固定于传感器晶振表面并调节谐振频率在液相中稳

定性达到±1 Hz ,定量加入65份巨细胞病毒临床标本的 PCR产物并观察核酸反应导致的频率变化情况 , 并与 PCR产物的

电泳结果作对照。结果　加入 HCMV PCR 阳性产物的传感器谐振频率明显下降 , 38 例阳性产物的平均频率下降值为

73.66 Hz , 阴性产物的频率没有变化。与 PCR电泳结果的阳性符合率为 86.8%, 阴性符合率为 93.10%。结论　我们自主

研发的压电基因传感器能有效地检测巨细胞病毒临床标本的 PCR产物。
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Experimental study of detecting PCR product of cytomegalovirus with piezoelectric gene

sensor
CHEN Qing-hai , FU Wei-ling , BIAN Zhi-heng , CHEN Ming , GONG Yan-wen , ZHAO Wen-li , LI Xiao-wen (Department of

Medical Laboratory , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Object ive　To detect the PCR product of human cytomegalovirus(HCMV)using piezoelectric gene

sensor made by ourselves and to explore the possibility and effect of detecting DNA reaction with piezoelectric sensor.

Methods　The specific DNA probe was immobilized on the surface of sensor and the stability of frequency was adjusted

to ±1 Hz in liquid phase.The changes of frequency led by the PCR products of 65 clinical samples were observed and

compared with the electrophoretic results of PCR products.Results　The frequencies of the sensor after addition of

PCR-positive products of HCMV decreased significantly.The average decrease of frequency in 38 PCR-positive products

was 73.66 Hz.No change of the frequency in PCR-negative products was found.A total of 86.8%positive results but

93.10%negative results accorded with PCR results.Conclusion　The piezoelectric gene sensor made by ourselves can

be used for the detection of the PCR products of clinical samples with cytomegalovirus effectively.
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　　压电晶体是一种优良的传感材料 ,利用晶体表面

的微质量变化所致频率改变原理而建立的质量效应型

以及晶体受到液相物理 、化学参量影响并作出响应的

非质量效应型压电生物传感器是近年来迅速发展的一

种新型传感器 ,具有响应灵敏 、选择性好 、便于自动化

等特点
[ 1]
。人巨细胞病毒(Human cytomegalovirus ,HC-

MV)感染对人类健康危害较大 ,尤以先天性感染 、器官

移植 、艾滋病等的感染最重
[ 2]
。HCMV的 PCR检测是

目前临床诊断中应用最广泛的技术 ,我们应用自行研

制开发的压电基因传感器成功检测了 HCMV 的 PCR

产物 ,显示了压电传感器在临床病原微生物检验中的

良好应用前景。
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1　材料和方法

1.1　标本
　　巨细胞病毒标准株 HCMV AD169 由中国预防医学科学院病

毒学研究所提供。巨细胞病毒临床标本共65 份来源于本市 3所

医院。其中尿标本 46 份、血标本 19 份。标本取自以确诊患病、

酶联免疫吸附试验(Enzyme linked immunosorbent assay , ELISA)检

查 IgM 或 IgG 阳性、新生儿黄疸 、器官移植术后等病人。

1.2　引物及探针设计
　　选择巨细胞病毒特异性片段 IE sequence为模板 , 并运用

PREMIER 5.0、DNAMAN软件设计了 2 条引物 B1 、B2 , 以其 PCR

产物(132 bp)为靶序列设计了探针 DP1 , 引物及探针均经 gene-

bank验 2 证其特异性。以上引物及探针均由上海生物工程公

司合成。

　　B1:5′-CGCTGACGCATTTGGA-3′;B2:5′-GCTCAGACTACACT-

GCCCTC-3′;DP1:5′-巯基-CGCTGACGCATTTGGA-3′

1.3　试剂与PCR仪

　　dNTP、 PCR缓冲液和 Taq 酶均购自华美生物工程公司。

PCR仪(GeneAmp PCR system 2400)。

1.4　压电基因传感器
　　我室与国家信息产业部电子第 26 研究所 、中国嘉陵集团

联合研制开发的压电生物检测仪系统(PESA Detecter-3000 侦察

兵)主要含:石英谐振式传感器及阵列 、自激式振荡电路 、PESA

V2.0 频率记录分析软件及数据采集系统 、电源及温控系统及其

他硬件系统等。

1.5　标本处理及PCR检测
　　血液 1 ml加红细胞裂解液 3 ml , 4 500 r min 离心2 min 去上

清 ,沉淀加裂解液 400μl及 25 μl蛋白酶 K65 温浴 15 ～ 30 min ,

加异丙醇 ,放吸俯柱中洗脱后作扩增。尿液 300 μl加 100μl裂

解液 , 冰浴过夜 , 1 500 r min离心 30 min 去上清 , 沉淀加悬浮液

100 μl煮沸 10 min , 14 000 r min 离心 1 min , 取上清扩增。引物

S1 S2(20)各1μl , dNTP(2)1μl , 双蒸水 35μl , 10×PCR缓冲液5

μl ,MgCL2(25 mol l)5 μl , Taq 酶 1 μl ,模板 1μl , 于微量离心管中

在PCR仪上按下列参数扩增:94 ℃预处理 5 min , 94 ℃ 30 s※

49 ℃2 min※72 ℃ 30 s(35 个循环),经 72 ℃延伸5 min ,取 10μl

扩增产物用 2.0%琼脂糖凝胶电泳 , 以 PBK 322 DNA Marker 作

分子量标准 ,溴化乙锭染色 , 紫外灯下观察 ,出现 132 bp 带为阳

性。无条带者为阴性。

1.6　HCMV PCR产物在压电基因传感器的检测实验
1.6.1　仪器调试　　选择表面光洁直径 4.0 mm 、厚度 100 nm

的圆形双面石英谐振传感器 , 基频 10 MHz , 在 piranha 液中浸泡

10 min ,双蒸水反复漂洗数次 , N2 吹干。 装入夹具式检测池调

节至:气相稳定性±1 Hz ,液相中±1 Hz。

1.6.2　探针固定　　检测池加入 pH 7.9 的Tris-HCl缓冲液(含

0.2 mol l NaCl)约 5 min至频率稳定。加入终浓度为 0.1 μmol L

的探针反应 ,观察频率变化。 探针固定后吸干缓冲液 , 加入 6-

巯基己醇封闭约 10 min。双蒸水清洗 3遍 , N2 吹干。回空气中

稳定至平衡。

1.6.3　产物检测　　加入同样缓冲液 ,观察频率约 5 min 后稳

定至±2 Hz。加入 HCMV PCR产物:产物 90 ℃变性 5 min迅速

冰浴 ,即刻加入至终浓度为 1.0μmol L 反应(另有实验显示 1.0

μmol L为较佳反应浓度), 记录反应所需的时间及频率的改变

值。阴性对照加入同样体积缓冲液。实验检测了 65 份临床标

本的HCMV PCR产物(其中 38份阳性标本 , 27份阴性标本)。

2　结果

2.1　探针固定的频率变化模式
　　见图 1 ,左箭头示加入探针点 ,右箭头示传感器表面探针饱

和点 , 加入探针后频率缓慢下降约 40 min 后至稳定 ,下降幅度

约 20 Hz。

图 1　探针固定所致的频率变化

Fig 1　Changes of frequency resulted from immobilization of the probe

2.2　加入 HCMV PCR阳性产物后频率变化模式

　　见图 2 , 左箭头处为样品加入点 ,右箭头示反应终止点 , 前约

20 min 内出现缓慢上升 ,上升幅度约 10～ 50 Hz 不定 , 20 min后开

始出现较快速的持续下降 ,约 15～ 20 min 后达到新的稳定 , 下降

幅度离最高点约 50～ 80 Hz 不定。整个反应过程约 30 ～ 50 min。

与此相对照的阴性标本频率变化不明显 ,基本呈一直线。

图 2　传感器检测 HCMV PCR阳性产物频率变化

Fig 2　Changes of frequency resulted from PCR-positive products

of HCMV detected by the sensor

2.3　HCMV PCR阴 、阳性产物及探针在传感器表面频

率变化比较
　　压电传感器检测阴 、阳性标本的初步定性对 38 份 PCR 阳

性产物的检测频率下降均值 73.66 Hz , PCR阴性产物的频率基

本没有变化。 通常以阴性产物频率下降值的 95%可信区间

±1.64 s 上限作为阴 、阳性定性临界值[3] , 对 29 份 PCR阴性产

物的频率变化均值为(5.03±0.91)Hz , 则该试验定性的频率下

降临界值为 6.04 Hz , 传感器对检测结果可作初步定性 , 见图 3。
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图 3　HCMV PCR 阴阳性产物及探针在传感器表面频率变化比较

Fig 3　Comparison of frequency changes on the sensor resulted from

PCR-negative positive products and probes

2.4　HCMV PCR检测与压电基因传感器对 PCR产物

检测结果
　　见表 1 ,如以 PCR定性结果作为标准 , 则压电基因传感器

的阳性检出率 86.8%, 假阳性率为 5.26%;阴性检出率

93.10%,假阴性率17.2%。

表 1　HCMV PCR电泳检测与压电基因传感器对PCR产物检测结果的对照

Tab 1　Comparison of the resul ts by PCR electrophoresis of HCMV and

by the gene sensor

Piezoelectric gene sensorPCR

Electrophoresis Positive Negative

Positive 33 5

Negative 22 7

3　讨论

　　基因诊断是现代医学中发展最快的检测方法 ,以
灵敏 、准确 、快捷 、微型化 、经济实用著称的基因芯片技

术是这一领域的杰出代表 。基于压电谐振原理而构建
的石英谐振式基因传感器是生物传感器大家族中的一

员 ,它利用了石英晶体的压电效应来实现能量转换和
传感。当晶体表面质量负载发生微小改变(■m)即可

引起谐振频率的变化(■f), 即 Sauerbrey 方程:■f=
-k■m ,由此可以通过频率变化反映出与晶体表面探

针特异性结合的待测靶序列。由于压电传感器具有非
常高的灵敏性(可达到 ng 级),固有质量微天平之称。

石英谐振式基因传感器以其操作简便 、成本低廉 、费时
较少 、敏感性及特异性高等诸多优点 ,已成为国内外传

感器领域研究的一个热点
[ 4, 5]
。

　　传感器谐振频率在气 、液相中的基频稳定性是后
续实验的基础 ,一般气相中稳定性不难解决 ,但液相中

由于受到流体运动 、粘度 、密度 、介电常数 、离子强度 、
pH值以及液固界面粘弹性 、负载物水合状况等诸多因

素影响 ,故液相中稳定性一直是一个世界性难题 ,国内
外文献报道一般不低于±5 Hz

[ 6]
。我们自行研发的夹

具式检测池则已超过了目前的水平 ,液相中频率稳定
性达到±1 Hz ,这就为后续实验奠定了坚实的基础。

探针固定的方法有很多 ,课题组前期对探针固定方法

已作了大量研究 ,该实验采用的硫醇化合物自组装固
定法 ,通过 DNA探针末端修饰的巯基与电极膜表面发

生氧化反应生成化合键而将核酸探针固定于电极表

面 ,其结合相当牢固且排列有序 、分布均匀
[ 7]
。本实验

对巨细胞病毒临床标本的检测中 ,阳性标本出现了明

显的频率下降 ,早期多数出现的缓慢上升可能与加入
时温差较大 、液体粘度 、液流及其他理化性质改变引起

的非质量效应有关 ,如 PCR产物待室温下加入 ,虽可
减缓温差造成的频率上升 ,但因产物大部份复性故不
能保证与探针互补结合的靶序列单链数量。为控制加

入时冲击 、温差 、粘度差造成的频率变化幅度对反应的
影响 ,理想的加标本条件应该是:微量 、同温 、粘度相同

等 ,但实际操作中的矛盾是今后应逐步解决的难点。
后期的急速下降则是靶序列与探针的迅速结合过程 ,

最后逐渐趋缓 ,下降曲线与国外文献报道的呈指数下
降曲线相符

[ 8]
。下降幅度及时间与探针 、靶序列浓度 、

基频及晶片 、电路等多种因素相关 。

　　我们自行研制开发的具有自主知识产权的压电生
物传感器已成功地应用于检测多种病源微生物及人体

多种特异蛋白的实验研究 ,并正向临床实用化发展。
但受到基频 、晶片厚度 、金膜厚度及直径 、探针密度 、缓
冲液理化特性以及晶片及电路制作工艺等技术瓶颈限

制 ,距实用化有一定距离 。提高检测的灵敏度也需从
以上方面综合探讨。由于该系统温控技术目前还难以

保证作 PCR变温循环时频率的稳定性 ,但可以保证恒
温条件下的生物学反应不影响晶振基频的稳定性 ,恒

温下对 PCR产物的成功检测 ,从理论和实践上证实了
压电生物传感器对恒温条件下的核酸 、蛋白及抗原抗
体反应检测的通用性 。
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