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·实验研究·
毛细管内均相辣根过氧化物酶(HRP)与核酸杂交偶联 HRP 催化化学

发光比较研究*
向 安 汪 钦 包 晗 颜 真 郭晏海△

（第四军医大学全军基因诊断技术研究所 陕西 西安 710032)

摘要 目的：了解毛细管内核酸偶联和游离辣根过氧化物酶(HRP)催化化学发光差异。方法：不同浓度 HRP 和经核酸杂交固定于

毛细管内壁 HRP 催化化学发光反应。结果 ：①游离 HRP 催化化学发光线性检测范围窄(2.7×10-5-1.3×10-6mg/ml,R2>0.96)，下限为

1.0×10-7mg/ml；②2.0×1014-2.0×106copies/ml 的 5μl 单链 DNA 杂交后，1.0-10min 时 DNA 浓度 M 对数(lgM)与化学发光 I 值线性

相关(R2>0.99)，且大于阴性 I 值平均数 +3 倍标准偏差(s.d)；③5.0×1011-5.0×106copies/ml 的 5μl PCR 产物杂交后，10min 内 PCR
产物对数 lgM 与 I 值线性相关(R2>0.97)，且大于阴性 I 值平均数 +3 倍标准偏差(s.d)。4.0-7.0min 内 lgM 与 I 值的 R2>0.99，3 次平行

检测标准偏差＜5.0%。结论：毛细管内核酸杂交的 HRP 催化化学发光检测线性范围宽、灵敏度高、底物用量少，有望用于临床核

酸分子杂交检测。
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ABSTRACT Objective: To investigate the characteristic of chemoluminescence under the catalytic effects of Horseradish

peroxidase (HRP) in capillary tube. Methods: Different concentration of HRP that free or conjugated to capillary tube by nucleic
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前言

毛细管核酸杂交是一种半封闭微体系、不易污染、反应迅

速[1]，有望用于快速诊断[2]。化学发光检测线性范围宽、高灵敏

度、快速检测和设备简单等特点[3]，在药物[4]、临床[5-7]、核酸[8, 9]、
环境[10]和材料[11]分析中已有很好的应用。酶催化化学发光的核

酸检测灵敏度可达放射性元素检测水平[12]。我们试图把毛细管

微体系核酸杂交和酶促化学发光检测相结合，研发出可用于快

速临床诊断的微量核酸检测方法。但是，与酶联免疫吸附[13]、膜
表面核酸杂交[14]不同，毛细管容载十分有限。为此，本文应用增

强型化学发光底物[15]进行了游离辣根过氧化物酶(HRP)和核酸

偶联的 HRP[16]催化化学发光比较研究，探明毛细管核酸杂交酶

促化学发光检测的可行性。
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图 1 毛细管微体系游离 HRP 催化化学发光 I 值变化图

Fig.1The detected value (I) of chemiluminescence under the catalysis of

free Horseradish Peroxidase (HRP) in capillary tube over time.

图 2.不同检测时段化学发光 I 值随游离 HRP 浓度变化图

Fig.2 The detected value (I) of chemiluminescence changes with the

concentration of free HRP in the different time.

1 材料与方法

1.1 主要实验材料

PCR 反应试剂 (大连宝生物工程有限公司)，寡核苷酸探

针、单链 DNA 靶序列(上海生工生物有限公司)，化学发光法生

物素标记核酸检测试剂盒、辣根过氧化物酶标记 Streptavidin
(上海碧云天生物技术有限公司)，分析纯硅烷化试剂及其他化

学试剂(美国 SIGMEA 公司)，核酸探针标记的玻璃毛细管(内
径 300μm, 自制)。
1.2 主要试验仪器

核酸杂交仪 (美国 UVP 公司)、MJ Research V2.0 PCR 仪

(美国 MJ Research 公司)、毛细管化学发光分析仪(西安天隆科

技有限公司)。
1. 3 实验方法和步骤

1.3.1 游离 HRP 催化化学发光检测 HRP 增强化学发光底物

BeyoECL Plus A、B 与 终 浓 度 为 3.3×10-4-1.3×10-7mg/ml 的

HRP 共 5.0μl 在毛细管内用化学发光分析仪检测化学发光 I
值。
1.3.2 单链 DNA 靶序列杂交化学发光检测 2.0×1014-2.0×
104copies/ml 标记生物素的 100-mer 单链 DNA 靶序列与毛细

管内壁固定的特异寡核苷酸探针于 42℃杂交 45min；依次用

1.5ml 2×SSC，0.1%SDS；1.5ml 0.1×SSC，0.1%SDS 于 55℃洗

脱；经 SA-HRP 在 37℃下偶联 20min 后 5ml PBS (pH=7.0)洗

脱；用 BeyoECL Plus A、B 液经化学发光分析仪检测化学发光 I

值。以此靶序列与非特异探针的杂交反应作阴性对照。
1.3.3 PCR 产物杂交化学发光检测 生物素标记的 150bp 的不

对称 PCR 产物变热性后与探针进行毛细管杂交，按方法 2 进

行化学发光法进行检测 I 值。以此 PCR 产物与非特异探针的杂

交反应作阴性对照。
1.4 统计学分析 各分组所得计量数据采用 SPSS 统计软件和

Origin7.0 科学绘图软件完成三次平行实验的化学发光 I 值平

均数、方差和线性相关分析。

2 结果

2.1 游离辣根过氧化物酶均相化学发光检测

长 10cm、内径 200μm 毛细管中，5μl 各浓度游离 HRP 催

化化学发光 I 值(图 1)。①HRP>2.7×10-5mg/ml，初始化学发光 I
值 >9999(仪器检测上限)，但 5 分钟内迅速下降为零；②HRP 浓

度为 2.7×10-5-1.3×10-6mg/ml 时, 检测时段 0.3-10min 时化学

发光 I 值与 HRP 浓度线性相关系数 R2>0.97，而各检测时段拟

合直线斜率逐一减小，检测初始时的分辨率较高(图 2)；③HRP

浓度≤6.7×10-7mg/ml 时，化学发光 I 值趋于底物背景 I 值平均

数 +3 倍标准偏差(s.d)之和 51.1。结果表明，高浓度游离 HRP
催化的瞬时光强度大，但衰减迅速、持续时间短，低浓度时瞬时

光强度下降，衰减减缓、持续时间延长，线性检测范围窄(2.7×
10-5-1.3×10-6mg/ml)，检测下限为 1.0×10-7mg/ml。

2.2 单链 DNA 靶序列杂交后化学发光检测

100mer 单链 DNA 靶序列的毛细管核酸杂交化学发光 I
值变化（图 3）。①.单链 DNA 浓度为 2.0×1016copies/ml 时，初

始 I 值为仪器检测上限 9999，10Min 衰减为 3538；浓度为

2.0×104copies/ml，初始 I 值为 1396，10Min 为 388。即高浓度单

链 DNA 瞬时化学发光强度大、衰减快，低浓度的瞬时化学发光

强度小、衰减慢；②单链 DNA 浓度 M 为 2.0×1014-2.0×
106copies/ml 时，其对数 lgM 与 I 值在检测时段 1.0-10min 的线

性相关系数 R2 依次为 0.99，各时段拟合直线斜率逐一减小，即

检测初始时灵敏度最高(图 4)；③ 2.0×106copies/ml 单链 DNA
浓度为时，10min 内 I 值平均 1197.9，比 10 分钟内非特异杂交

化学发光 I 值平均数 +3 倍标准偏差 (s.d) 之和 941.9 要高，低

于此浓度的 DNA 靶序列化学发光 I 值在检测 2Min 后与阴性 I
值接近。结果表明，毛细管微体系内单链 DNA 靶序列偶联

HRP 催化化学发光特征与游离 HRP 明显不同。1.0-10Min 内

2.0×1014-2.0×106copies/ml 单链 DNA 浓度 M 的对数 lgM 与 I
值线性相关，R2>0.99。且各 I 值均大于阴性 I 值平均数 +3 倍标

准偏差(s.d)。
2.3 PCR 产物杂交后化学发光检测

浓度为 5.0×1011-5.0×104copies/ml, 长为 150bp 的不对称

PCR 扩增产物经热变性后在毛细管内核酸杂交化学发光 I 值

变化特征（图 5）。①与单链 DNA 靶序列类似，高浓度 PCR 产
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图 5.PCR 产物杂交后化学发光 I 值随时间变化图

Fig.5The detected value (I) of chemiluminescence under the catalysis of

HRP immobilized in capillary tube with the product of polymerase chain

reaction (PCR) by nucleic hybridization over time.

图 6.不同检测时间段内化学发光 I 值随 PCR 产物浓度变化图

Fig.6The changes of detected value (I) of chemiluminescence under the

catalysis of HRP immobilized in capillary tube with PCR products in the

different time.

图 3. 单链 DNA 靶序列杂交化学发光 I 值随时间变化图

Fig.3The detected value (I) of chemiluminescence under the catalysis of

HRP immobilized in capillary tube with single-stranded DNA over time.

图 4. 不同检测时间段内化学发光 I 值随单链 DNA 靶序列浓度变化图

Fig.4The changes of detected value (I) of chemiluminescence under the

catalysis of HRP immobilized in capillary tube with single-stranded DNA

in the different time.

物的瞬时化学发光强度大、衰减快，而低浓度的瞬时化学发光

强度小、衰减慢；② PCR 产物为 5.0×1011-5.0×104copies/ml
时，其对数值 lgM 与 I 值在 0.3-10min 内的线性相关系数 R2>0.
985。③ 5.0×106copies/ml 的 PCR 产物 I 值平均高于近非特异

杂交 I 值平均数 +3 倍标准偏差(s.d)，低于此浓度的 I 值与阴

性接近。结果表明，毛细管微体系 PCR 产物和单链 DNA 杂交

有 相 似 的 化 学 发 光 特 征 。 10min 内 ，5.0 ×1011-5.0 ×
106copies/ml 的 5μl 热变性 PCR 产物杂交后的 I 值与对数 lgM

线性相关(R2>0.985)，且各 I 值均大于阴性 I 值平均数 +3 倍标

准偏差(s.d)。4.0-7.0Min 内 lgM 与 I 值的 R2>0.99，检测灵敏度

为 10 倍 DNA 靶序列的 I 值相差 50 以上，3 次平行检测标准

偏差 >5.0%。

3 讨 论

3.1 游离与杂交后偶联 HRP 催化化学发光差异分析

游离和杂交后偶联 HRP 催化化学发光的最大差异在于前

者线性检测范围窄而后者线性检测范围宽。毛细管内游离 HRP
化学发光线性范围较窄(2.7×10-5-1.3×10-6mg/ml)，与文献报道
[17, 18]大致相当，甚至更窄。①均相反应体系空间位阻小，底物与

HRP 催化中心较易结合。游离 HRP 浓度高时，瞬时反应速率

大，毛细管内底物的量有限，所以初始发光强度大，继而又迅速

衰减；②低浓度游离 HPR 时，只有靠近酶催化中心的底物发生

化学发光反应，而远离 HRP 的底物需经分子碰撞接近 HRP 催

化中心。催化反应发生机率随 HPR 浓度降低而变小，而瞬时底

物消耗量也相对较少。因此，低浓度游离 HPR 反应体系中瞬时

化学发光值小，持续发光时间长。毛细管内偶联 HRP 化学发光

达到 105 的线性范围。①毛细管固定 HRP 因电荷斥力而在管

壁不远距离处形成一个 HRP 表壁，即此反应体系中绝大多数

反应底物远离于此 HRP 催化表面。化学发光底物只能单向扩

散以接近 HRP 分子，下一个底物分子通过碰撞运动靠近酶分

子时还需克服前底物的位阻才能到达催化中心；②毛细管固定

HRP 催化化学发光集中于在一表面上，所产生的光子可被分析

仪更充分的收集。因此较长时段内有较高的化学发光强度检测

值，此特点在开放式表面固定酶促化学发光研究中也有报道
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[19]。毛细管内固定化酶的方法不仅运用了微反应体系的反应

快、效率高的优点，还减少了酶的用量，增强了酶的稳定性，因

而弥补了其价格昂贵、易失活的缺点。另外，毛细管的半封闭式

的反应环境使得于内壁固定的酶不易泄露，整个反应体系相对

独立，减少了平行样品间相互干扰。
3.2 单链 DNA 靶序列与 PCR 产物核酸杂交化学发光特征差

异分析

人工合成的单链 DNA 靶序列是一种较理想化短片段杂交

靶分子，且杂交体系无其他干扰离子参入。不对称 PCR 产物则

不然，①不对称 PCR 产物热变性后的单链化效率有限；②
PCR 产物序列较单链 DNA 靶序列更长，杂交空间位阻大，不

易接近探针；③用于杂交的未纯化 PCR 产物含有 PCR 反应液

中各种离子和大分子物质，因而可能对杂交造成干扰。因此，本

实验中相同浓度单链 DNA 靶序列的化学发光 I 值较 PCR 产

物高。即便如此，本实验 PCR 产物杂交效率已足满足检测要

求。PCR 产物直接用于核酸杂交也已有较多报道[20]。
目前，毛细管微体系核酸杂交酶促化学发光检测技术国内

外报道甚少，它是一种综合了微反应体系、DNA 核酸杂交和酶

促化学发光检测优点的新技术。本研究组人员正致力于完善各

不足之处，使其成为一种高自动化、大通量、可连续检测的临床

快速诊断技术。
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