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基于双重猝灭原理的分子信标定量检测凝血酶
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摘摇 要摇 利用 G 碱基和有机猝灭基团对荧光基团的双重猝灭作用构建了分子信标,建立了一种基于双重猝

灭原理的检测凝血酶的简单方法。 此分子信标中荧光基团设计为羧基荧光素(FAM),有机猝灭基团设计为

Black Hole Quencher 1 (BHQ鄄1),BHQ鄄1 连接 3 个含有 G 碱基的核苷酸,分子信标的环设计为凝血酶的核酸适

配体。 体系中没有凝血酶时,分子信标呈茎环结构,荧光基团 FAM 与有机猝灭基团 BHQ鄄1 及 G 碱基相互靠

近,FAM 的荧光在 BHQ鄄1 及 G 碱基的双重猝灭下,其荧光信号很弱; 当体系中有凝血酶存在时,分子信标与

凝血酶特异性结合,形成 G鄄四联体结构,茎鄄环结构被破坏,FAM 远离猝灭基团 BHQ鄄1 及 G 碱基,其荧光得到

恢复。 在最适条件下,体系的荧光强度(驻I)与凝血酶的浓度(C)在 0. 4 ~ 40 nmol / L 范围内具有良好的线性

关系,线性回归方程为 驻I=24. 63C (nmol / L)+13. 06 (R2 =0. 9972),检出限为 0. 18 nmol / L (3滓, n=9)。 实际

血样加标回收率为 96. 3% ~ 98. 7% 。
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1摇 引 言

凝血酶(Thrombin,TB)是一种由凝血酶前体形成的丝氨酸蛋白酶,在人体凝血过程中发挥了重要

作用[1,2]。 适配体是通过指数富集的配体系统进化技术,经体外筛选得到的能与蛋白质或小分子的特

定区域相结合的寡聚核苷酸片段(DNA 或 RNA),可以特异性地识别相应的靶分子[3 ~ 8]。 迄今,已筛选

到的凝血酶核酸适配体序列有两个,一个是由 15 个碱基构成的能识别凝血酶的肝素结合位点的适配

体,另一个是由 29 个碱基构成的能识别凝血酶血纤维蛋白结合位点的适配体[9,10]。 目前,这两种凝血

酶核酸适配体都已被广泛用于凝血酶的检测[11 ~ 14]。
分子信标是一种可形成发夹结构的茎鄄环双标记的寡核苷酸探针,具有选择性好、检测速度快以及

无需与未反应的探针分离即可实时检测等特点,广泛应用于核酸检测分析[15 ~ 17]。 目前分子信标在凝血

酶的检测中已有应用,但使用的多为传统的分子信标,荧光背景较高,影响了定量分析的灵敏度[18,19]。
本研究基于鸟嘌呤(G 碱基)对 FAM 具有较好的猝灭作用[20,21] 的原理,利用 G 碱基和有机猝灭基

团对 FAM 的双重猝灭作用,设计了一种结构简单、合成容易的具有双重猝灭作用的分子信标,稳定性

好, 荧光背景信号低, 与凝血酶反应速度快,基于此建立了快速定量检测凝血酶的新方法。

2摇 实验部分

2. 1摇 仪器与及试剂

RF鄄5301PC 荧光光谱仪(日本 Shimadzu 公司); 凝血酶(上海麦克林生化科技有限公司(中国));
牛血清蛋白(BSA)、鸡卵清白蛋白(OVA)、牛血红蛋白(HB),购于上海邦景实业有限公司; 其它试剂均

为分析纯,购于国药集团化学试剂有限公司; 实验所用缓冲溶液为 0. 1 mol / L Tris鄄HCl 缓冲溶液; 所有

的分子信标均由上海生工生物技术有限公司(中国)合成,其序列如表 1 所示。
2. 2摇 样品制备及检测

将 分子信标及凝血酶分别用0 . 1mol / LTris鄄HCl( pH8. 0)缓冲溶液配制成400nmol / L储备液,并
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表 1摇 分子信标的类型及序列
Table 1摇 Sequences of molecular beacons (MB)

分子信标
Molecular beacon (MB)

分子信标序列
Sequences of MBs

MB1 5忆鄄FAM鄄(CH2) 6 鄄CCCGCGGGTTGGTGTGGTTGGCGCGGG鄄(CH2) 6 鄄BHQ鄄1鄄3忆
MB2 5忆鄄FAM鄄(CH2) 6 鄄CCGGCGGGTTGGTGTGGTTGGCGCCGG鄄(CH2) 6 鄄BHQ鄄1鄄3忆
MB3 5忆鄄FAM鄄(CH2) 6 鄄CTGGCGGGTTGGTGTGGTTGGCGCCAG鄄(CH2) 6 鄄BHQ鄄1鄄3忆
MB4 5忆鄄FAM鄄(CH2) 6 鄄TTGGCGGGTTGGTGTGGTTGGCGCCAA鄄(CH2) 6 鄄BHQ鄄1鄄3忆
MB5 5忆鄄FAM鄄(CH2) 6 鄄CCCGCGGGTTGGTGTGGTTGGCGCGGG鄄3忆
MB6 5忆鄄FAM鄄(CH2) 6 鄄TTGGCGGGTTGGTGTGGTTGG CGCCAA鄄3忆

注:带下划线的碱基表示分子信标中互补配对的碱基。
Note: The underlined bases represent the complementary bases in molecular beacon.

分别稀释成不同浓度的溶液,备用。 取 50 滋L 凝血酶溶液加入到 50 滋L 的分子信标溶液中,混合均匀,
补加 Tris鄄HCl 缓冲溶液至 500 滋L,室温下反应 30 min,检测荧光信号。 本研究采用同步荧光分析法,因
为 FAM 的最大激发波长与最大发射波长之差(斯托克斯位移)为 26 nm,因此实验中同步扫描的波长间

隔(驻姿)设置为 26 nm,荧光分光光度计的激发及发射狭缝宽度均设置为 10 nm。
2. 3摇 选择性实验

在 4 份 50 滋L 400 nmol / L 凝血酶溶液中,分别加入 50 滋L 蒸馏水、50 滋L 浓度为 4伊10-4 mol / L 的牛

血清蛋白(BSA)、卵清白蛋白(OVA)、牛血红蛋白(HB)溶液,再分别加入 50 滋L 400 nmol / L 分子信标

溶液,最后加入 Tris鄄HCl 缓冲溶液至 500 滋L,混合均匀,常温下反应 30 min 后,进行荧光检测。

3摇 结果与讨论

3. 1摇 检测原理

利用双重猝灭分子信标检测凝血酶的原理如图 1 所示。 体系中没有凝血酶存在时,分子信标呈茎

环结构,荧光基团 FAM 与猝灭基团 BHQ鄄1 及 G 碱基相互靠近,FAM 的荧光在 BHQ鄄1 及 G 的双重猝灭

下,其荧光信号很弱; 体系中存在凝血酶时,分子信标的环即凝血酶的适配子序列与凝血酶特异性结合

形成 G鄄四联体结构,茎鄄环结构被破坏,FAM 荧光基团远离猝灭基团 BHQ鄄1 及 G 碱基,荧光得到恢复。
凝血酶浓度越高,与其结合的分子信标越多,即更多的环被打开,因此体系的荧光信号越强,通过 FAM
荧光信号增强的程度可实现对凝血酶的定量检测。

分子信标
Molecular beacon

BHQ鄄1FAM

凝血酶
Thrombin

CCCGCG
FAM

同步荧光分析
Synchronous

fluorescence analysis
CGCGGG

姿=525 nmBHQ鄄1

强荧光
Strong fluorescence

图 1摇 双淬灭法检测凝血酶的原理

Fig. 1摇 Principle for detection of thrombin (TB) by dual鄄quenching

3. 2摇 双重猝灭分子信标的构建

本研究中,凝血酶的检测是基于有机猝灭基团和 G 碱基对荧光基团的双重猝灭作用。 选择能被 G
碱基猝灭的有机染料 FAM 作为分子信标的荧光基团, BHQ鄄1 作为分子信标的猝灭基团,因为 BHQ鄄1
的最大吸收波长为 535 nm,FAM 的最大发射波长为 525 nm,因此在 BHQ鄄1 与 FAM 相互靠近时,FAM 的

荧光能被 BHQ鄄1 很好地猝灭。 另外,与 BHQ鄄1 相连接的 G 碱基数目越多,猝灭的效果越好[22]。 本研究设

计了 G 碱基数目分别为 3 个、2 个、1 个及没有 G 碱基的 4 种分子信标(即 MB1、MB2、MB3、MB4),并与没

有猝灭基团的分子信标(MB6)的猝灭效果进行比较(图 2)。 结果表明,随着 G 碱基数目的增加,分子信标

的背景荧光逐渐降低,但降低的程度逐渐减小。 这主要是因为增加的 G 碱基与荧光基团的距离逐渐增加
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图 2摇 分子信标茎的不同 G 碱基数目对猝灭效果的影

响(a寅e: MB1,MB2,MB3,MB4,MB6),各分子信标的

浓度均为 32 nmol / L
Fig. 2摇 Effect of the number of G base in the stem of MB
on quenching effect ( a寅e: MB1, MB2, MB3, MB4,
MB6). Concentration of each MBs is 32 nmol / L, re鄄
spectively

的缘故。 因此,选择 MB1 对凝血酶进行检测。
3. 3摇 双重猝灭分子信标性能评价

对不同猝灭基团猝灭 FAM 的效果进行考察

(图 3)。 结果表明,当分子信标中既没有 G 碱基也

没有猝灭基团(MB6)时,体系具有较强的荧光信号

(图 3d); 当分子信标中只有有机猝灭基团(MB4)或
只有 G 碱基(MB5)时,分子信标的荧光信号显著减

弱(图 3b, 3c),说明有机猝灭基团 BHQ鄄1 和 G 碱基

对 FAM 都具有很好的猝灭作用; 当分子信标中既有

G 碱基, 又有有机猝基团 BHQ鄄1(MB1)时,分子信标

的荧光信号变得非常微弱(图 3a),说明 G 碱基和有

机猝基团 BHQ鄄1 对 FAM 的双重猝灭效果更好。 根

据计算,经典分子信标(MB4)的猝灭效率为 90. 3% ,
信背比(没有猝灭基团的分子信标所产生的信号与

有猝灭基团的分子信标所产生的信号之比)为 10. 3;
双重猝灭分子信标的猝灭效率为 97. 5% ,信背比为

39. 8。 因此,基于双重猝灭的分子信标的荧光背景远低于经典分子信标。
3. 4摇 工作曲线及检出限

考察了凝血酶的浓度与相应的体系荧光强度之间的关系,图 4 为不同浓度的凝血酶所对应的同步

荧光光谱图。 在 0. 4 ~ 40. 0 nmol / L 范围内,体系的荧光强度(驻I)与凝血酶的浓度(C)具有良好的线性

关系(图 4 插图),线性回归方程为 驻I= 24. 63 C (nmo / L)+13. 06 (R2 =0. 9972),检出限为 0. 18 nmol / L
(3滓, n=9)。 对3. 0 nmol / L凝血酶重复测定 9 次,
响应值的相对标准偏差(RSD)为 3. 7% ,说明此方

法精密度良好。
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图 3摇 不同分子信标的性能比较( a寅d: MB1,MB4,
MB5,MB6),各分子信标的浓度均为 32 nmol / L
Fig. 3 摇 Comparison of the performance of different MBs
(a寅 d: MB1, MB4, MB5, MB6). Concentration of
each MBs is 32 nmol / L respectively
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图 4摇 基于双重猝灭分子信标方法检测不同凝血酶荧

光响应曲线。 插图为线性关系曲线。 凝血酶的浓度

为(a寅i): 0, 0郾 4, 0郾 8, 2郾 0, 5郾 0, 10郾 0, 20郾 0, 30郾 0,
40郾 0 nmol / L
Fig. 4 摇 Fluorescent response curves for detection of
different concentrations of thrombin by double quenching
MBs. Concentration of thrombin is ( a寅i): 0, 0郾 4,
0郾 8, 2郾 0, 5郾 0, 10郾 0, 20郾 0, 30郾 0, 40郾 0 nmol / L re鄄
spectively

3. 5摇 选择性

对建立的检测方法的特异性进行了考察 (图 5)。 结果表明, 40 nmol / L 凝血酶溶液中加入

40. 0 滋mol / L的 BSA、OVA 及 HB 后,各体系的荧光强度几乎无变化,说明这几种干扰蛋白的存在对凝血

酶的检测没有明显影响,表明此分析方法具有良好的选择性。
与文献报道的利用适配体或荧光方法检测凝血酶方法相比(表 2),本方法检出限更低。 另外,本方
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图 5摇 选择性实验结果。 分子信标的浓度为40 nmol / L,
凝血酶的浓度为 40 nmol / L,BSA、OVA 及 HB 的浓度为

40 滋nmol / L
Fig. 5 摇 Selectivity of the developed method toward throm鄄
bin. Concentration of MB is 40 nmol / L, concentration of
TB is 40 nmol / L, and concentrations of bovine serum
albumin (BSA), ovalbumin (OVA) and hemoglobin (HB)
are all 40 滋mol / L respectively

表 2摇 检测凝血酶的不同方法的比较
Table 2摇 Comparison of different methods for detection of thrombin

检测方法
Detection method

线性范围
Linear range
(nmol / L)

检出限
Detection limit
(nmol / L)

Ref.

基于适配体的电化学分析法
Electrochemical detection based on aptamer 40 ~ 100 10 [23]

荧光检测法 Fluorescence detection 0. 5 ~ 20 0. 18 [24]

基于 G 碱基猝灭分子信标荧光检测法
Fluorescence detection based on guanine鄄quenching

molecular beacon

原文未给出
Not mentioned
in original
reference

0. 81 [18]

基于分子信标的荧光检测
Fluorescence detection based on molecular beacon 0 ~ 30 0. 83 [19]

双重猝灭分子信标荧光检测法
Fluorescence detection based on dual quenching molecular beacon 0. 4 ~ 40. 0 0. 18 本工作

This work

法所用探针合成较简单、稳定性较好、成本低。

表 3摇 血清样品中凝血酶的加标回收率
Table 3摇 Recoveries of thrombin spiked in serum samples

样品
Samples

加入值
Added

(nmol / L)

测得值
Found

(nnmol / L)

回收率
Recovery

(n=6, % )

相对标准偏差
RSD
(% )

1 3. 00 2. 89 96. 3 3. 9
2 30. 00 29. 61 98. 7 3. 3

3. 6摇 血清样品的加标回收实验

取人血清样品,离心后稀释500 倍;
取 2 份稀释后的血清样品,分别加入不

同浓度水平的凝血酶,利用本方法进行

检测(表 3)。 两个加标水平的回收率

为96. 3%和 98. 7% ,说明本方法具有较

高的准确性。

4摇 结 论

利用 G 碱基和有机猝灭基团对荧光基团的双猝灭作用构建了一种结构简单的基于双重猝灭原理

的分子信标,并建立了一种检测凝血酶的简单方法,获得了更低的检出限(0. 18 nmol / L)。
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Detection of Thrombin Using Double Quenching Molecular Beacon
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Abstract摇 A double quenching molecular beacon (MB) with simple structure was designed based on organic
quencher and G bases, and a simple detection method for thrombin was developed using this MB. In this MB,
FAM and BHQ鄄1 were selected as fluorophore and organic quencher, three continuous nucleotides with G base
were connected with BHQ鄄1, and the loop of MB was designed as a nucleic acid aptamer of thrombin. In the
absence of thrombin, the MB was in the stem鄄loop structure, the fluorophore FAM was close to BHQ鄄1 and G
bases, the fluorescence of FAM was dual quenched by BHQ鄄1 and G bases, and the fluorescence signal of
FAM was very weak. In the presence of thrombin, MB specifically bound thrombin and formed a G鄄quadruplex
structure. The stem鄄loop structure of the MB was destroyed, and FAM was separated with BHQ鄄1 and G
bases, leading to recovery of fluorescence of FAM. Under the optimal conditions, the fluorescence intensity of
FAM exhibited a good linear relationship with concentration of thrombin in the range of 0. 4-40. 0 nmol / L,
and regression equation was 驻I = 24. 63C ( nmol / L) + 13. 06 (R2 = 0. 9972) with the detection limit of
0. 18 nmol / L (3滓, n=9). The average recoveries of this method in serum samples were 96. 3% -98. 7% ,
which indicated that the method had high accuracy.
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