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东南大学教育部分子与生物分子电子学重点实验室
,
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,

南京�

�摘要」 合成了 �
,

�
一

二抓磺基苯
一

�
,

��
一

菲罗琳
一

�
,

�
一

二梭酸�以� � � �
,

产物和中间产物均用红外光谱
、

核磁共振谱
、

元素分

析进行了表征
,

并将 仪� � � 联接到经过修饰的玻片表面
,

结果表明 ��  ! � 能够较好地与玻片表面的氨基偶联
,

而且与

�护
�

形成了稳定的鳌合物 �护
十 �

�� � � �
,

表明其可对固相表面的分子进行标记
,

通过捕获液相中的 � 护
�

离子
,

实现表面的

可寻址定量时间分辨荧光分析
�

�关键词」 � �  � �
,

鳌合剂
,

铺
,

时间分辨荧光
,

固相
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� 引言

时间分辨荧光免疫分析技术 �� � � � �是 �� 世纪 �� 年代初发展起来的一种新型非放射性超微量分

析技术
,

它灵敏度高
、

稳定性好
、

分析速度快
、

操作简便
、

无放射性污染
,

可用于免疫分析
、

核酸分析及受

体分析等分子生物学领域
,

是 目前生物医学研究和临床超微量生化检验中一项很有发展前途的实验手

段�’一 ‘〕
�

固相 � �  !∀ 是最新一代的 � �  �� 方法
,

它以国外最新合成的 �
,

�
一

二氯磺基苯
一

�
,

��
一

菲罗琳
一

�
,

�
一

二梭酸 ��
,

�
一

� �� ��� �
� �� � � ��� ��� � ��

一

�
,

��
一

������
���� ��� �� �、�

一

��� �� 比
� ���� � � ��

,

� � � � � �作为 � ��
十

鳌合

剂
,

以氮激光为激发光源
,

所产生的荧光不仅具有很好的时间分辨性
,

而且具有很高的光强度
,

克服了原

来的液相 � � � �� 需增强液
、

易受环境 � �
十

污染
、

只能液相测量等缺点
,

简化了测量步骤
,

提高了测量灵

敏度
�

基因芯片是最近几年兴起的一场多学科交叉的新的科学技术革命
�

利用集成电路平面微加工技术

和组合化学原理
,

东南大学分子与生物分子电子学实验室近年在 � � � 芯片的原位合成和应用方面取

得了进展〔, 一��
,

但在应用所制备的基因芯片对荧光染料标记的靶序列进行分析时
,

常常因背景干扰而严

重影响分析结果的可靠性
�

这种干扰主要来自于基片及所含杂质对激发光的反射和散射
,

随不同材质或

批次而不同
,

与激发光同步存在
�

因此
,

若能实现时间分辨检测将可去除背景
,

显著提高分析结果的信噪

比
,

从而保证结果的可靠性
�

为此
,

我们试图将固相 � �  !� 技术应用于基因芯片分析
,

以实现基片表面

的多位点可寻址时间分辨并行分析
,

提高对靶序列高通量分析的可靠性
�

实现这一目标的途径是将可与

� � �
�

形成具有时间分辨荧光特性鳌合物的多环配体鳌合剂联接到 � � � 靶序列上
,

当基因芯片上的

� � � 探针微阵列与靶序列结合后
,

靶序列上联有的鳌合剂就可捕获溶液中的 �
� � 十

离子
,

经洗涤除去非

特异性吸附的 �矿
十

离子后
,

通过检测基因芯片上具有时间分辨荧光特性位点的位置和相应的荧光强

度
,

便可实现基因芯片的时间分辨定性和定量分析
�

然而
,

要建立基因芯片上的固相 � � �  ! 分析方法及相应的测量系统
,

前提是需要选用合适的具有
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时间分辨荧光功能的鳌合剂以及有效地将其共价联接在靶序列上
�

为此
,

本文参照文献〔�一 �, ’�〕报道的方

法并作了条件优化
,

合成了稀土离子鳌合剂 � ���  
,

并成功地把 � �� � � 联接到了经过修饰的玻片表

面
,

为实现玻片表面核酸标记和寡核昔酸微阵列对靶序列的时间分辨荧光分析提供了可能
�
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�
�
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�
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�
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�
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� ��’� � 公司 ��
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抓代珑拍酞亚胺�� �� �
,

� 阳份�� 公

司 �抓磺酸
,

上海亭新化学试剂厂 �氨丙基三甲氧基硅烷���� 型氨基硅烷�
,

南京化学试剂厂 �戊二醛
,

�� 水溶液
,

中国医药�集团 �上海化学试剂公司 �帆船牌国产载玻片���
�

� � ��
�

�
� ���

�

�� � �】�� 磷

酸盐缓冲液��� �自制
�� �� 礼 溶液��

�

� � � �� 氏
,

�� � � �
�

�� �� ��� ��
,

��
���� � ! 乙醇 �自制 �其它均

为市售分析纯试剂
�

主要仪器
�
�� � 显微熔点测定仪 �数显�

,

北京泰克仪器有限公司 �� � �  � ! ∀�� 型傅立叶变换红外

光谱仪�澳化钾压片法�
,

�� �� �� 公司 ��� �� �� � ��
� � ���� 元素分析仪 ���

�

��� 核磁共振仪 ��� �
一

��� 型

多功能电子能谱仪��� ��
,

美国 � � �公司
,

� � � � � � � 的合成

稀土离子鳌合剂 � �� � � 参照文献��,
� �合成

,

合成路线如下
�

�
�

� 班� � � 在玻片表面的联接

�
�

�
�

� 玻片清洗及表面的修饰
� ��浓盐酸

�
甲醇浸泡 �� � � 

,

蒸馏水充分清洗
,

吹干 �浓硫酸浸泡 � �
,

去离子水洗涤
,

��� ℃干燥 �

� �� � 氨丙基三甲氧基硅烷丙酮溶液水浴回流 � �
,

丙酮
、

�� � 乙醉和蒸馏水充分清洗
,

� �℃干燥 � ��

�� 戊二醛的�
�

� 

!∀

万L PB 溶液浸泡 Z h
,

蒸馏水清洗4 次
,

吹干;10 % 乙二胺(或己二胺)无水乙醇溶液

浸泡 Z h
,

蒸馏水清洗 4 次
,

吹干 ;N aB 氏 溶液还原 40 而n
,

蒸馏水充分洗涤
,

吹干
,

得到表面修饰有氨基

的玻璃基片
.

1
.
3
.
2 B C] 兀叭在玻片表面的联接

上述修饰的玻璃基片用 6
.
5 x 10

一4

mo
V
L B C P D A 的 D M 下溶液浸泡 3 h

,

吹干;1 x 10
一 ’

m
o
l/ L E 了

十

水溶液37 ℃温育 100 mi
n ,

0

.

05
% T 访ee

n
20 洗涤

,

蒸馏水清洗
,

吹干
.
联接B CI 刃A 后的玻片进行 X P S 表

征分析
.

2 结果与讨论

2.1 整合荆 BC PD A 的合成与表征
实验中发现

,

制备的产物 3 极易水解
,

在 40 ℃条件下保温 Z h 即可完全水解
.
这是其含有氛磺酞基

的缘故
,

也初步表明成功得到了目的产物
.
为了防止水解

,

反应完成后我们立即对产物进行了低温快速

抽滤并真空干燥
,

然后避光保存在 一
20 ℃备用

.
为了证实产物 1

、
2
、
3 的结构

,

我们进行了多种结构表征

分析
.

表 1列出了合成产物 1
、
2
、
3 的熔点实测值和它们的元素分析结果

,

均与理论值一致
.

一 2 一
.
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表 1 各产物熔点及元素分析结果

熔点/℃ 元素分析结果/%

产物
实测值 实 测 值 理 论值

C 55
.
06 ,

H 2

.

4 9

,

N 4

.

9 4

C 7 4

.

2 8

,

H 3

.
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,

N 6

.

6 6

C 5 0

.

5 8

,

H 2

.

2 8

,

N 4

.

5 4
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.

C 7 4
.

C 5 0
.
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表2 给出了产物 1
、
2

、

3 红外光谱特征吸收带的频率
.
由表可见

,

对于中间产物 1 由于尚未引入梭

基
,

因而其红外光谱中没有出现表征狡基当中经基和拨基的 3 450 crn
一 ‘
和 1 740 cm

一 ‘
特征吸收带 ;而在

相应于中间产物 2 的红外光谱中观察到了 3 450 cm
一 ‘
和 1 740 crn

一 ‘
特征吸收带

,

表明狡基已经引人;在

相应于终产物 3 的红外光谱中出现了表征氯磺酞基特征吸收的 1 175 cm
一 ‘
吸收带

,

证实了终产物 3 中

氯磺酞基的存在
.
这些特征吸收带的频率与文献报道的结果是一致的

.

表 2 红外吸收光谱

产物
轻基特征吸收Zcrn

一 ‘
狡基特征吸收/cYn

一‘

实测值 文献值[’] 实测值 文献值[3j

氛磺酸基特征吸收/cIn
一 ’

实测值 文献值[3]

3 450

3 450

3 4 50

3 4 50

1 740

1 731

1 740

1 730 1 175 1 180

1几
2
门」

为进一步验证中间产物和终产物的结构
,

我们测定了产物 1
、

2

、

3 的
‘
H 核磁共振图谱

,

相应的化学

位移值列于表 3
,

并与文献值进行了对比
.
结果表明

,

各产物图谱上
’
H 共振峰的化学位移值和强度与文

献报道的结果一致
,

进一步证实了产物 1
、

2

、

3 为预期产物
.

表 3
’

H- 核磁共振【《C玩 )
:
50 1结果

产物 化学位移实测值/( x l『
‘
m
) 化学位移文献值l3] /( x 10
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,

4 H
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,
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8
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Z H
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7
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2

.

2 玻片表面 BC
PD A 的联接

产物 3( B CPD A )能否有效地联接于固体基片上
,

是实现基因芯片可寻址定性定量时间分辨荧光分

析的关键步骤
,

为此我们模拟 B CPD A 与寡核昔酸片段
~
N HZ 间的反应

,

考察了 BC P D A 与
一

N 玫 修饰的

玻璃基片之间的联接和捕获溶液中 E
u3十
离子形成稳定鳌合物的情况

,

并用 XP
S 进行了分析表征

.
表 4

列出了相应的 X PS 谱带特征峰中心的结合能(即 B
.
E
.
庄V )及所得到的元素百分含量

.
由表 4 可知

,

对

只经过氨丙基三甲氧基硅烷修饰的载玻片(参见表 4 中
“

未处理
”

方法)
,

经 B CP D A 处理后并未检测到

元素 S 和 E
u.
如果对经氨丙基三甲氧基硅烷修饰过的玻片再进行戊二醛和乙二胺或己二胺分子改性

(参见表 4 中
“

乙二胺
”

和
“

己二胺
”

处理方法)
,

经 BCP D A 处理后表面皆可检测到 S 与E
u
的存在

.

表 4 玻片表面 砚T D A 的X l污结果

玻瑞基片处理方法 原子百分数与结合能 q
,

Ol

,

Nl

,

0

.

84

3 9 8

.

7 0

2

.

5 4

3 9 7

.

9 4

2

.

6 7

3 9 8

.

7 8

E
u 3 d

5I
Z

0

N A

0

.

3 0

1 1 3 4

.

0

0

.

2 3

1 1 3 3

.

6

Clz

p

0

N A

0

.

6 9

1 9 7

.

9 9

0

.

8 5

1 9 7

.

8 5

4
,l

.
07
t zl、J

。
NA0.61670.6167

,
一655507064827
s一犯仪[6仪[5仪

?

34
.76
30
.6551.53044.53043.531

52
.30
44
.69
80
.3426.28435.28336284未处理

乙二胺

己二胺

趾“可%

B
.
E
.
leV

A tor 可%

B
.
E
.
lev

A tor可%

B
.
E
.
/eV

‘
N A

:

No

a

坛冲tion ~
det ec t曰

.

上述结果表明
,

如果只经过氨丙基三甲氧基硅烷修饰
,

氨基的空间活动范围小
,

而 B CPD A 分子又

一 3 一
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较大
,

受空间阻碍的影响
,

B Q 兀)A 不能与玻璃基片表面的氨基结合;当再进行戊二醛和乙二胺或己二胺

分子改性后
,

氨基活动空间将明显增大
,

使得 BC] 兀)A 分子能够较好地与玻璃基片表面的氨基联接而被

固定到玻片表面
,

并且结合的 BQ 兀)A 能够有效地鳌合溶液中的 E
u3+
离子

,

形成 E
u3十 ~

B C 尸D A 鳌合物
.

在进行基因芯片 D N A 探针微阵列的原位合成时
,

玻璃基片同样要经过
“

氨丙基三甲氧基硅烷一戊二醛

, 乙二胺(或己二胺)
”

的修饰改性过程〔
, 一7]

,

然后再进行 D N A 探针微阵列的原位合成
.
显然

,

这样得到

的 D N A 微探针的活动空间将类似于本文表 4 中
“

乙二胺
”

或
“

己二胺
”

处理方法所得氨基的活动空间
,

这些微探针特异性结合的 D N A 靶序列也将具有大的活动空间
,

足以使 B Q 兀)A 能够联接其上
.
因此

,

本

文报道的结果为将 BCP D A 应用于基因芯片的可寻址高通量定性和定量时间分辨荧光分析奠定了基

础
,

深人的研究正在进行之中
.
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