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缓冲液 pH值对肽核酸压电基因传感器阵列杂交效应的影响
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　　提　要:目的　探索 PBS 缓冲液的 pH值对肽核酸压电基因传感器阵列杂交效应的影响。方法　压电基因传感器阵

列表面先固定上 1.5μmol L的 bis-PNA探针 , 然后分别在 pH 5.8～ 8.0的 PBS 缓冲液中和相应的靶序列杂交 ,记录频率的

下降值及反应所需的时间。结果　随着 pH 值从5.8升到 8.0 , 杂交导致的频率下降值先高后低 , 以 pH 6.8 为一个分水岭。

杂交平衡时间在 pH 6.8 之前总体上说相差尚不明显 , 但当pH 值从6.8升到 8.0时 ,却骤然增加。结论　bis-PNA和靶序列

dsDNA的杂交时适用的 pH 范围很窄(pH 6.6～ 7.0)。弱酸环境下(pH 6.8时)最为容易 , pH 超过 7.5 就不适宜杂交。结果

从另一个侧面证实了在 bis-PNA和 dsDNA 的杂交过程中“Hoogsteen链第一”的反应机制。
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Effects of pH values of buffer on hybridization efficiency with PNA piezoelectric gene

sensor array
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of pH values of PBS buffer on hybridization efficiency with pep-

tide nucleic acid (PNA)piezoelectric gene sensor array.Methods　After 1.5 μmol L bis-PNA probe was immobi-

lized on the surface of gene sensor array , it was hybridized with the corresponding target sequence at pH values of

PBS buffer ranging from 5.8 to 8.0.The decrease in frequency and the equilibrium time of reaction were recorded

and analyzed.Results　Frequency change due to hybridization increased first and then decreased when pH values of

PBS varied from 5.8 to 8.0.pH 6.8 was the watershed.Equilibrium time for hybridization remained almost un-

changed when pH value was lower than 6.8 , but it increased suddenly when pH value range from 6.8 to 8.0.

Conclusion　The suitable pH range for smooth hybridization of bis-PNA and target dsDNA is quite narrow (about pH

6.6 ～ 7.0)but the most suitable one for hybridization is in slightly acid environment , i.e.pH 6.8.It is not suitable

for hybridization if pH value surpasses 7.5.The opinion of “Hoogsteen-strand first” during the procedure of bis-PNA

reacting with dsDNA is confirmed by our results from another point of view.

　　Key words:pH value;peptide nucleic acid;gene sensor;hybridization

　　传感器技术作为现代信息技术的支柱之一 ,自 20

世纪 80年代以来 ,在全球范围内取得了飞速发展。将

新兴的传感器技术和分子诊断技术相结合而成的生物
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传感器是现代临床诊断发展的一个新方向。由于生物
传感器操作简便 、检测准确 、价格低廉等特点 ,近年来

已经在医药卫生 、环境监测等领域取得了突飞猛进的
发展 。基于压电谐振原理而构建的压电基因传感器就
是生物传感器大家族中的一员

[ 1, 2]
。它利用了石英晶

体的压电效应来实现能量转换和传感。即当石英晶体
的表面质量负载发生微小改变时 ,晶体谐振频率即可

发生显著的变化 ,由此可极为敏感地探测出与晶体表
面固定的探针分子发生特异性反应的待测靶序列 。

　　但是 ,目前研究报道的压电基因传感器表面固定

的都是 DNA探针 ,这带来了两个无法克服的问题:一

是灵敏度不够高 ,探针一般长 20个碱基左右 ,在与较
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长的靶序列杂交时(如一些病原微生物的靶序列一般

有几千 、上万个碱基),由于结合力不够高而常使探针

无法与靶序列杂交
[ 3]
。二是特异性不强 ,经常有碱基

错配的序列与之非特异性杂交 。这两大问题已成为近

年来制约压电基因传感器发展的“瓶颈” 。

　　本研究室拟利用肽核酸(Peptide nucleic acid ,

PNA)在基因诊断领域得天独厚的优势 ,设计和乙肝病

毒(HBV)特异结合的bis-PNA探针 ,固定在传感器金膜

表面对HBV进行检测 。本研究主要探讨缓冲液 pH值

对杂交效应的影响。

1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　压电基因传感器阵列检测系统　　由本室与中国嘉陵

集团 、中国电子科技集团公司第二十六研究所合作研制成功。

系统由自激式振荡电路 、频率记录分析软件 、金属夹具式传感

器阵列 、信息缓冲器 、计算机等部件组成。

1.1.2　试剂　　bis-PNA 探针序列:5′-Bio-OO-TCCTTTTTT-OOO-

TTTTTTCCT-Lys(O为 linker 分子 , Lys 为赖氨酸), 购自美国 Ap-

plied Biosystems 公司;W6571 病毒 液体样品 RNA DNA抽提试剂

盒购自上海Watson生物工程公司;3 , 3′-二巯基丙酸 、EDC 、NHS、

亲和素 、乙醇胺均购自 Sigma公司;20 mmol L PBS 缓冲液:按不

同的 NaH2PO4 和 Na2HPO4 的比例配置 pH 5.8 、6.0、6.2、6.4、

6.6 、6.8、7.0、7.5、8.0 的 PBS;细胞株:HepG2215 转基因细胞株

由校免疫学教研室石统东博士转赠。

1.2　方法
　　①培养 HepG2215 转基因细胞株 , 并用W6571 病毒 液体样

品 RNA DNA抽提试剂盒从其分泌的上清液中提取 HBV 基因组

DNA。 ②传感器阵列金膜表面的预处理金膜表面在 piranha 液

(30%H2O2∶浓H2SO4=1∶3)中浸泡清洗 10 min ,取出后双蒸水反

复清洗 ,氮气吹干备用。 ③ 2×5 型压电传感器微阵列联入检测

系统 ,以生物素-亲和素交联的方法将 bis-PNA 固定在传感器阵

列金膜表面, 步骤参见文献[ 4] 进行。 ④ 加入终浓度为 1.5

μmol L生物素化 bis-PNA 探针固定。 ⑤吸干清洗后 1 号至 9 号

检测池分别加入终浓度为 1 mmol L EDTA 和 pH 5.8 , 6.0 , 6.2 ,

6.4 , 6.6 , 6.8 , 7.0 , 7.5 , 8.0 的 20 mmol L PBS 缓冲液 90 μl , 10 号检

测池加双蒸水作为阴性对照 ,稳定约 30 min。 ⑥ 最后每个检测

池各加入终浓度为 10μg L HBV基因组DNA 靶序列反应 ,记录频

率的下降值及反应所需的时间。 ⑦实验重复 6 次以取平均值。

1.3　统计学处理
　　以 SPSS10.0软件进行相应的 t 检验。

2　结果

2.1　HepG2215 转基因细胞株中 HBV 基因组 DNA 的

提取

　　细胞株培养成功并从其培养上清液中抽提出了 HBV基因

组 DNA。

2.2　不同 pH 值的 PBS缓冲液对杂交效应的影响
　　初步实验结果显示固定的 bis-PNA 探针和 HBV 基因组

DNA反应时的 pH 值适用范围很窄 , 随着 pH 值从 5.8 升到 6.8 ,

和HBV 基因组 DNA 杂交时导致的频率下降值逐渐增高(P <

0.05), 而杂交平衡所用的时间也呈增高的趋势 , 但总体来看相

互之间相差尚不明显。而当 pH 值从 6.8 升到8.0 时 , 杂交时导

致的频率下降值逐渐降低(P<0.05), 而杂交平衡所用的时间

却骤然增加(与 pH 6.8 时相比 , 分别增加了近4 倍和 10倍), pH

8.0 的检测池未能检测到频率下降值。阴性对照池杂交时未见

频率的下降。综合考虑 ,以 pH 6.8时得到的结果较为理想。具

体结果见表 1。

表 1　不同 pH值的 PBS缓冲液对杂交效应的影响( x±s)

Tab 1　Effect of PBS buffer at different pH values on hybridization reaction( x±s)

Different pH value 5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8 7.0 7.5 8.0

■f for target reaction(Hz) 28.2±5.2 43.5±5.9＊＊ 54.7±6.9＊ 66.3±8.5＊ 79.3±11.8＊104.0±14.8＊＊ 74.5±9.0＊＊ 63.2±7.1＊ -

Equilibrium time for target reaction(min) 15.2±5.0 27.5±6.4＊ 29.3±7.3 36.3±6.9 41.7±6.6 46.5±9.0 169.5±13.8＊＊ 448.3±17.3＊＊ -

■f:decrease of f requency;＊:P<0.05 ＊＊:P<0.01 vs closely lower concentration group

3　讨论

　　PNA是 1991年Nielsen等
[ 5]
借助计算机的辅助设

计出的一种人工合成的 DNA模拟物 ,它一经出现就引

起了轰动 ,在基因诊断 、环境监测 、反义核酸研究等领

域都显示了广阔的应用前景 。作为 DNA 的模拟物 ,

PNA与DNA最大不同之处在于它们的骨架结构:DNA

是由磷酸二酯键连接形成的磷酸戊糖骨架;而 PNA的

骨架则是由酰胺键连接的重复的N-2-氨基已酸甘氨酸

单位构成 ,四种碱基通过亚甲基碳酰键连接到多肽骨

架上
[ 5]
。由于 PNA 的这种中性骨架不带负电荷 ,与

DNA和 RNA杂交时不存在静电斥力 ,因而结合的稳定

性和特异性都大为提高
[ 6 , 7]
。这就使其在基因诊断领

域有得天独厚的优势 ,目前已有报道利用 PNA 探针和

荧光原位杂交技术相结合 ,应用于细菌检测及环境监

测 、染色体异常性疾病的诊断;利用 PNA探针与基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)技

术联用 ,可用于单碱基多态性(SNP)及基因突变的检

测 ,还有将 PNA 用于“PCR夹”技术检测基因突变;以

及将 PNA用作“分子信标”的研究等 。

　　PNA除了可以与 DNA 、RNA单链分子按常规的碱

基互补配对原则形成稳定的双链结构外
[ 6 , 7]
,由两条
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PNA单体连接成的 bis-PNA还可通过“链侵袭”(Strand

invasion)的模式直接和双链 DNA(Double-strand DNA ,

dsDNA)形成稳定性更高的四链体复合物
[ 8 ～ 10]

。“链侵

袭”通常发生在多聚同源嘧啶 PNA和相应的多聚嘌呤

dsDNA靶序列之间 。其结合模式为:bis-PNA 的一条链

以Watson-Crick氢键的方式在 dsDNA 双螺旋内部与靶

序列中的互补碱基以反向平行的方式结合 ,另一条链

则以Hoogsteen键的方式在 DNA 双螺旋结构的大沟处

与靶序列以正向平行的方式结合 ,原 dsDNA 中靶序列

的互补片段则突出于复合物外 , 形成一个明显的“P

环”(P loop)的结构 。在理论
[ 11 , 12]

和实际研究中 ,都证

实了 bis-PNA不仅可以高亲和力地和 dsDNA形成稳定

的P 环结构 ,同时 bis-PNA在识别 dsDNA的过程中 ,还

显示了很高的序列特异性 。这非常符合临床检测的实

际需要。

　　常规的适用于核酸分子间杂交的反应条件完全不

适用于 bis-PNA 和 dsDNA的杂交
[ 13]
,因此反应条件应

重新摸索并加以优化。在所有的影响因素中 ,缓冲液

的pH值是最为重要的影响因素之一 。从实验结果可

以看出 ,随着杂交时缓冲液 pH 值从 5.8 升到 8.0 ,杂

交导致的频率下降值先高后低 ,以 pH 6.8为一个分水

岭。值得注意的是 ,杂交平衡所用的时间在 pH 6.8之

前总体上说相差尚不明显 ,但当 pH 值从 6.8升到 8.0

时 ,却骤然增加 ,在 pH 8.0时虽经长时间观察(12 h)仍

未能检测到频率下降值。说明在弱酸环境下 bis-PNA

和靶序列 dsDNA的杂交最为容易 ,弱碱性的环境不利

于杂交反应的进行。当 pH值大于 7.5时 ,已不适宜于

杂交。我们认为这与本研究所用的 bis-PNA的 Hoogs-

teen链上含有两个胞嘧啶有关 ,由于在与靶序列 dsD-

NA杂交时 ,这两个胞嘧啶需经质子化的过程才可与

dsDNA靶序列上的鸟嘌呤形成氢键杂交上
[ 8]
,因此弱

酸性的环境恰恰有利于胞嘧啶的质子化 。至于 pH

6.8到 8.0仅一个多 pH的变化 ,反应所需时间却增加

了近 4倍 、10倍乃至测不出频率的变化的确切原因 ,

尚需进一步从理论和实践上加以验证。

　　在 bis-PNA和 dsDNA 的杂交过程中 ,始终存在着

“Watson-Crick链第一”还是“Hoogsteen链第一”的争论:

即bis-PNA 在与 dsDNA 结合时 ,到底是 bis-PNA 中的

Watson-Crick链还是 Hoogsteen 链先与 dsDNA 杂交上?

先期的研究支持“Watson-Crick链第一”的观点 ,认为杂

交时 ,Watson-Crick键的结合力要比 Hoogsteen 键强得

多 ,因此 bis-PNA中的Watson-Crick链当仁不让地先结

合上 dsDNA
[ 9]
。但最近的研究更倾向于支持“Hoogs-

teen链第一”的观点 ,因为在研究 Hoogsteen 链上含有

胞嘧啶的 bis-PNA与 dsDNA的杂交过程中 ,发现 pH值

的降低极大地加速了反应进程 ,而 pH 值的降低恰恰

最有利于 Hoogsteen 链上胞嘧啶的质子化过程。由此

看来 ,Hoogsteen链在与 dsDNA的结合上应发挥着更为

决定性的作用
[ 10]
。我们的实验结果也从另一个侧面

证实了“Hoogsteen链第一”的反应机制 ,当缓冲液 pH

值从弱碱性变至弱酸性的过程中 ,反应所需时间剧减。

　　Bis-PNA 探针与 dsDNA 杂交时 ,还有许多不同于

DNA探针与DNA靶序列杂交时的条件要求 ,如离子强

度 、探针浓度的优化等(有关数据另文发表),通过这些

反应条件的优化 ,我们有望构建出一个成熟的 PNA压

电传感器阵列检测系统 ,为临床上病原微生物的检测

提供一种新的方法。
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