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犇犖犃计算机原理、进展及难点（犞）：
犇犖犃分子的固定技术
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摘　要　在ＤＮＡ计算机的研制中，ＤＮＡ分子的固定是首先需要处理的一个最为基本的技术问题．事实上，ＤＮＡ
分子的固定技术不仅是生物计算的一个基本技术，而且是整个基因工程、生物芯片、甚至某些疾病诊疗的基础．基
于此，文中将对ＤＮＡ分子的固定技术给予较为系统的研讨，包括基本原理、具体方法等．文中引入了“ＤＮＡ分子固
定系统”的结构体系，并对该结构体系中载体子系统、固定剂子系统、标记子系统这３个主要子系统进行了详细的
论述．
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１　引　言
从目前的研究现状来看，ＤＮＡ计算研究中主要

存在三个难点，第一个是解空间指数爆炸问题，即随
着问题规模的增大所需要的ＤＮＡ量呈指数增长；
第二个难点是编码问题．对于规模较大的ＤＮＡ计
算而言，作为代表问题“数据”的ＤＮＡ分子的编码



涉及到诸如解链温度犜犿的一致性、特异性杂交的准
确性、与ＤＮＡ计算中各种生化操作的适应性等各
种不同约束条件的限制．因而，ＤＮＡ序列的编码问
题是一个很困难的数学问题．许多学者认为这个问
题是ＮＰ完全问题［１３］；第三个难点是解的检测问
题．检测问题几乎“充满”了ＤＮＡ计算的始终．其中
如何给出快速准确的检测技术以及如何利用现有的
ＩＴ技术进行解的检测是ＤＮＡ计算机研究中的重
点［４］．从目前的研究现状来看，ＤＮＡ传感器技术可
能是ＤＮＡ计算机检测中一个很有希望的工具．而
ＤＮＡ分子的固定技术则是ＤＮＡ传感器中的一项
关键技术．另外，ＤＮＡ分子的固定技术在医疗、生物
芯片以及基因工程等众多领域均为基础性的技术．

作为ＤＮＡ计算中的“数据”———ＤＮＡ分子，若
在计算过程中只在溶液中进行杂交反应，而不受其
它载体的约束，则我们把这种ＤＮＡ分子称为无载
体的ＤＮＡ分子．若ＤＮＡ分子被固定在某物体上，
则把该物体称为ＤＮＡ分子的载体．在ＤＮＡ计算
中，通常这些载体有诸如磁珠、凝胶、金属、玻璃等．
而如何将ＤＮＡ分子固定在这些载体上，即ＤＮＡ分
子的固定问题，不仅是ＤＮＡ计算中的一个基本问
题，也是研制ＤＮＡ计算机必须解决的问题．本文拟
重点对ＤＮＡ分子的固定技术展开研讨．

实际上，ＤＮＡ分子的固定技术不仅是研制
ＤＮＡ计算机的基本技术，而且是ＤＮＡ计算模型研
究中的常用技术［５］．如１９９４年Ａｄｌｅｍａｎ所建立的
求解有向Ｈａｍｉｌｔｏｎ路问题的ＤＮＡ计算模型中就
使用了将ＤＮＡ分子固定在磁珠上的技术［６］，该研究
组在２００２年的ＤＮＡ计算模型中使用了将ＤＮＡ分
子固定在聚丙烯酰胺凝胶上的固定技术［７］．文献［８］
中所建立的枚举型图顶点着色ＤＮＡ计算模型中也
使用了磁珠固定ＤＮＡ分子的技术等．文献［９］所建
立的ＤＮＡ计算模型中，将ＤＮＡ分子固定在玻
璃上．

追其历史，生物分子固定技术的研究始于２０世
纪６０年代，美国学者Ｃｌａｒｋ首先采用了固定化酶方
法制作酶电极［１０］，其后，关于这方面的研究发展迅
速［１１１２］．目前ＤＮＡ探针的固定方法主要有共价键
合法、原位合成法、吸附法、自组装膜法、生物素亲
和素方法、ＡｃｒｙｄｉｔｅＴＭ技术等．

这里还要提及的是，我国在ＤＮＡ固定技术及
应用方面的研究也取得了可喜的成果，如姚守拙院
士［１３］、张先恩教授［１４］等人的工作．另外，刘盛辉
等［１５］将石墨电极表面硅烷化导入氨基，然后用碳二

亚胺（ＥＤＣ）作偶联活化剂，在电极表面固定单链
ＤＮＡ．郑赛晶等［１６］采用微孔穴充石蜡石墨电极固载
ｓｓＤＮＡ．黄海珍等［１７］对ＤＮＡ探针的固定方法作了
详细评述．有关这方面一些详细的介绍参见文
献［１８］．

２　犇犖犃分子的固定系统
本节引入了“ＤＮＡ分子固定系统”的结构体系，

以便于更能系统地刻画ＤＮＡ分子的固定技术．
所谓“ＤＮＡ分子固定系统”，是由载体子系统、

对象子系统、固定剂子系统和标记子系统４个子系
统构成．可将其定性地描述为
固定系统＝（载体子系统，对象子系统，　　

固定剂子系统，标记子系统），
如图１所示．

图１　固定系统结构示意图

根据ＤＮＡ计算模型的不同，可能用到的ＤＮＡ
载体也会不同．载体也称为支持物，是指作为固定相
的材料［１９］．常用的载体有诸如磁珠、凝胶、玻璃、量
子点以及金箔等，如图２所示．

图２　载体子系统
在ＤＮＡ计算中，固定的对象主要是ＤＮＡ分

子．当然，在ＲＮＡ计算中的固定对象主要是ＲＮＡ
分子，而在整个基因工程中的固定对象则是蛋白质、
ＲＮＡ与ＤＮＡ为主体的生物大分子等，如图３所示．

图３　生物计算中的对象子系统
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所谓固定剂，是指将固定对象固定在特定载体
上所需要的介质，多数采用的是偶联，如共价键的偶
联，离子键、氢键、磁力等各种引力的吸附，另外还可
采用生物素亲和素技术、分子自组装膜等，如图４
所示．

图４　固定剂子系统
固定ＤＮＡ分子或者其它生物大分子的主要目

的是用于检测．因此，被固定的ＤＮＡ分子常常需要
进行标记．标记ＤＮＡ分子通常采用诸如荧光标记、
放射性和非放射性核素标记等方法，如图５所示．

图５　标记子系统

从下节开始，我们将围绕着固定系统中相应的
子系统进行详细讨论．

３　载体子系统及其在
犇犖犃计算中的应用
本节将主要介绍ＤＮＡ计算中常用的３种载

体：①基于试管型ＤＮＡ计算中常用的磁珠；②基于
凝胶电泳技术的载体———Ａｃｒｙｄｉｔｅ；③关于表面计
算中的玻璃或者金箔等作为载体的处理．
３．１　磁珠技术

在ＤＮＡ计算中，经常需要将双链ＤＮＡ序列中
的一条固定起来，通过加热，让互补的另一条参与杂
交反应．若在试管里进行杂交反应，则通常将一条
ＤＮＡ链固定在磁珠上．我们把将一条ＤＮＡ链固定
在磁珠上的技术称为磁珠固定分离技术，简称为磁
珠技术．这里将主要介绍磁珠技术的机理，特别针对
其在ＤＮＡ计算中应用的原理给予详细介绍．

一般磁珠固定分离技术的基本方法是：通过抗
原对偶联在磁珠表面的抗体或亲和配体的特异性识
别，在外加磁场的作用下，达到分离、检测、纯化样品
的目的［２０］．磁珠分离方法主要有两类：一类是所谓

的免疫磁珠分离（ＩｍｍｕｎｏＭａｇｎｅｔｉｃＢｅａｄｓ，ＩＭＢ），
其方法是在磁珠表面包被特异性单克隆体，主要用
于分离细菌和病毒［２１２２］；另一类是所谓的探针磁珠
分离（ＰｒｏｂｅｓＭａｇｎｅｔｉｃＢｅａｄｓ，ＰＭＢ），具体操作是
在磁珠表面包被亲和素，通过亲和素与生物素之间
的特异性反应，将探针标记在磁珠表面．这种方法主
要应用于捕捉核酸和ＰＣＲ扩增［２３２４］以及用于捕捉
扩增产物，进行特异性分析［２５］等．

采用磁珠作为ＤＮＡ分子载体有３大优势［２６］：
①亲水性磁性粒子能够比较稳定地悬浮在水溶液
中，并可在外加磁场作用下定位于某一部位，其表面
可固定各种功能分子如酶、抗体、ＤＮＡ，甚至细胞
等，因此在分子生物学、免疫测定、细胞分离与分类、
基础医学、临床诊断、临床治疗等方面具有良好的应
用前景；②作为ＤＮＡ分子的固定化载体，磁珠有利
于固定化ＤＮＡ分子从反应体系中分离和回收，还
可以利用外部磁场控制磁性材料固定ＤＮＡ分子的
运动和方向；③磁珠作为ＤＮＡ分子的固定载体还
具有以下优点：固定的ＤＮＡ分子可重复使用，降低
成本；适合大规模连续化操作；将ＤＮＡ分子固定在
磁性粒子表面后，ＤＮＡ分子的化学活性不受到任何
影响．

由于在ＤＮＡ计算中主要采用ＰＭＢ（探针磁珠
分离）方法，故在本文中只详细介绍这种方法．下面，
我们将从磁珠的结构、材料与原理以及操作使用方
法等几个方面来给予介绍．

（１）磁珠结构
磁珠由载体微球和配基结合而成，一般直径为

０．２６μｍ～３．００μｍ．理想的磁珠为均匀的球形，具有
超顺磁性及保护性壳，其结构如图６所示，其中磁性
材料主要有γＦｅ２Ｏ４、ＭｅＦｅ２Ｏ４（Ｍｅ＝Ｃｏ，Ｍｎ，
Ｎｉ）、Ｆｅ３Ｏ４、Ｎｉ、Ｃｏ、Ｆｅ、ＦｅＣｏ和ＮｉＦｅ合金等，目
前被研究最多且应用最广泛的是铁及其氧化物
（Ｆｅ、Ｆｅ２Ｏ４和Ｆｅ３Ｏ４等）［２７］．高分子材料主要有聚乙
烯亚胺、聚乙烯醇、多糖（纤维素、琼脂糖、葡聚糖、壳
聚糖等）和牛血清白蛋白等．磁珠表面常带有化学功
能的基团，如－ＯＨ、－ＮＨ２、－ＣＯＯＨ和－ＣＯＮＯ２
等，使得磁珠载体几乎可以偶联任何具有生物活性
的蛋白［２８２９］；配基必须具有生物专一性的特点，而且
载体微球与配基结合后不影响或改变配基原有的生
物学特性，保证微球的特殊识别功能，还可以在功能
配基上配有亲和素．在单链ＤＮＡ分子５′端加入与
亲和素相配的生物素［３０３１］．

（２）磁珠固定分离技术在ＤＮＡ计算中应用原
理及具体使用方法
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图６　磁珠的基本结构图示
磁珠技术是ＤＮＡ计算中经常用到的一种分离

技术，分离用的磁珠表面需要大量的羟基、羧基、羰
基、氨基，通过洗液与ＤＮＡ结合，在磁场的作用下
从溶液中分离出ＤＮＡ，再用一种洗液使ＤＮＡ从磁
珠表面分离出来，最后通过磁场把废的磁珠分离出
来，得到纯的ＤＮＡ溶液．通常用亲和素生物素方
法进行磁珠固定分离．

磁珠技术在ＤＮＡ计算中应用的基本原理是：
利用生物素亲和素法将计算问题中的探针ＤＮＡ
分子固定到磁珠上，探针ＤＮＡ分子与待测溶液中
的靶分子进行杂交反应后，再用磁力架将带有双链
ＤＮＡ的磁珠分离出来，其示意图如图７所示．具体
操作步骤如下［３２］：

第１步．在磁性粒子表面共价结合链霉亲和素，使得磁
性粒子能够吸附连有生物素的核苷酸探针，达到快速、有效
分离靶分子的目的；

第２步．取库链ＤＮＡ于试管中，加入生物素修饰的靶
分子，进行反应，然后加入磁珠中，反应后弃去上清；

第３步．用ＳＳＣ洗磁珠，弃去上清．再加入ＳＳＣ后用
磁力架快速分离，将上清转移至新的试管中；

第４步．根据计算需要，可以多次重复第３步，由此可
以得到分离出来的靶ＤＮＡ分子．

图７　磁珠在ＤＮＡ计算中的应用原理示意图

３．２　凝胶载体
上一节我们给出了作为载体磁珠的结构与性

质，并讨论了磁珠在ＤＮＡ计算中的作用．在这一小
节里，将给出在ＤＮＡ计算中，另外的主要载体———
凝胶的结构与性质．凝胶主要应用于电泳之中，而电
泳分离技术则是ＤＮＡ计算中的一个最为基本的环
节．聚丙烯酰胺凝胶电泳是以聚丙烯酰胺凝胶作为
支持介质的电泳方法．在这种支持介质上可根据被

分离物质分子大小和分子电荷多少来分离．
（１）聚丙烯酰胺凝胶
聚丙烯酰胺（Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ）简称ＰＡＭ，由丙

烯酰胺单体聚合而成，是一种水溶性线型高分子物
质［３３］．

聚丙烯酰胺凝胶的作用原理如下［３４３５］：
①絮凝作用原理．ＰＡＭ用于絮凝时，与被絮凝

物种类表面性质，特别是动电位、粘度、浊度及悬浮
液的ＰＨ值有关．颗粒表面的动电位是颗粒阻聚的
原因，加入表面电荷相反的ＰＡＭ，能使动电位降低
而凝聚．

②吸附架桥．ＰＡＭ分子链固定在不同的颗粒
表面上，各颗粒之间形成聚合物的桥，使颗粒形成聚
集体而沉降．

③表面吸附．ＰＡＭ分子上的极性基团颗粒的
各种吸附．

④增强作用．ＰＡＭ分子链与分散相通过种种
机械、物理、化学等作用，将分散相牵连在一起，形成
网状，从而起增强作用．

丙烯酰胺称单体，甲叉双丙烯酰胺称交联剂，在
水溶液中，单体和交联剂通过自由基引发的聚合反
应形成凝胶．在聚丙烯酰胺凝胶形成的反应过程中，
需要有催化剂参加，催化剂包括引发剂和加速剂两
部分［３６］．引发剂在凝胶形成中提供始自由基，使丙
烯酰胺成为自由基，发动聚合反应，加速剂则可加快
引发剂放自由基的速度．常用的引发剂和加速剂的
配伍如表１所示．

表１　聚合反应催化剂配伍
引发剂 加速剂

（ＮＨ４）２Ｓ２Ｏ８ ＴＥＭＥＤ
（ＮＨ４）２Ｓ２Ｏ８ ＤＭＡＰＮ
核黄素 ＴＥＭＥＤ

其中（ＮＨ４）２Ｓ２Ｏ８是过硫酸胺；ＴＥＭＥＤ是Ｎ，Ｎ，Ｎ，
Ｎ′四甲基乙二胺；ＤＭＡＰＮ是β二甲基胺基丙晴；
用过硫酸铵引发的反应称化学聚合反应；用核黄素
引发，需要强光照射反应液，称光聚合反应．聚丙烯
酰胺聚合反应可受下列因素影响［３７］：

①大气中氧能淬灭自由基，使聚合反应终止，
所以在聚合过程中要使反应液与空气隔绝；

②某些材料如有机玻璃，能抑制聚合反应；
③某些化学药物可以减慢反应速度，如赤血盐；
④温度高聚合快，温度低聚合慢．
以上几点在制备凝胶时必须加以注意．凝胶的

筛孔、机械强度及透明度等很大程度上由凝胶的浓
度和交联决定．每１００ｍｌ凝胶溶液中含有单体和交
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联剂的总克数称凝胶浓度，常用Ｔ％表达；凝胶溶液
中交联剂占单体和交联体总量的百分数称为交联
度，常用Ｃ％表示．

聚丙烯酰胺凝胶电泳可分为连续的和不连续的
两类，前者指整个电泳系统中所用缓冲液、ｐＨ值和
凝胶网孔都是相同的，后者是指在电泳系统中采用
了两种或两种以上的缓冲液、ｐＨ值和孔径，不连续
电泳能使稀的样品在电泳过程中浓缩成层，从而提
高分辨能力．

单体丙烯酰胺的分子为ＣＨ２＝ＣＨ－ＣＯ－
ＮＨ２；交联剂Ｎ，Ｎ甲叉双丙烯酰胺的分子结构为
ＣＨ２＝ＣＨ－ＣＯ－ＮＨ－ＣＨ２－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ＝
ＣＨ２．乙烯基ＣＨ２＝ＣＨ－一个接一个的聚合作用
从而形成丙烯酰胺链的交联，构成了如下三维空间
凝胶网络图，如图８所示．

图８　聚丙烯酰胺凝胶结构

（２）ＡｃｒｙｄｉｔｅＴＭ技术
为了较详细地讨论ＡｃｒｙｄｉｔｅＴＭ技术以及下面叙

述方便，我们在此先给出聚合ＤＮＡ分子的基本单
元———核苷酸的分子结构，如图９所示．

图９　核苷酸结构

其中?为核苷酸所携带的碱基，为鸟嘌呤、腺嘌呤、
胸腺嘧啶和胞嘧啶其中一种．

ＡｃｒｙｄｉｔｅＴＭ是一种可连接寡核苷酸作为５′端修
饰的基于丙烯酸亚磷酰胺的化学物质，Ａｃｒｙｄｉｔｅ的
分子式是Ｃ１９Ｈ３６Ｎ３Ｏ３Ｐ．分子量为３８５．４８．经
Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰的寡核苷酸能与硫醇修饰的表面发生
共价反应或能够合并进入聚丙烯酰胺凝胶．它也可
以使高分子通过丙烯酸共价结合到表面支持物，经
Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰的高分子可以通过丙烯酸单体聚合，
还能与巯基或硅烷表面反应［３８３９］．

这一技术由Ｋｅｎｎｅｙ［４０］于１９９８年首次提出，目
前较大规模的ＤＮＡ计算，２０个变量的３ＳＡＴ问题
也是由此固定技术实现的［７］．该方法在ＤＮＡ计算
中的原理是：利用常规的ＤＮＡ合成技术，将酰胺分
子引入到寡聚核苷酸的５′端，结合有酰胺分子的寡
聚核苷酸探针可以和酰胺溶液混合，从而形成含有
探针的凝胶层，而凝胶分离时则使用标准的方
法［４１］．这种技术应用于ＤＮＡ计算中，可以使一些问
题得到很好的改善．Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰的ＤＮＡ分子与
聚丙烯酰胺凝胶相连如图１０所示．

图１０　Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰ＤＮＡ与聚丙烯酰胺联结
采用Ａｃｒｙｄｉｔｅ技术固定ＤＮＡ分子时，其优点

有如下几个方面：
①Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物的连接比耦合更加稳定．在

多种不同温度及ＰＨ值的水溶液条件下，Ａｃｒｙｄｉｔｅ
修饰的核苷酸都比较稳定；

②Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物可以在固相表面形成共价
键．Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物与固相表面连接可以形成高稳
定性的ＣＣ键或硫醚键，在标准的分子生物学规则
中，这些键在通常情况下是十分稳定的；
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③结合效率高．Ａｃｒｙｄｉｔｅ连接ＤＮＡ分子的效
率通常高达９０％以上；

④用途广泛．Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰的ＤＮＡ分子可以
固定在玻璃、凝胶聚合物或层析介质上：

（ｉ）用于微阵列的玻璃显微镜幻灯片．巯基和丙
烯酰胺的连接具有稳定的化学性质，可以使
Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰的ＤＮＡ分子固定在玻璃显微镜幻灯
片上从而形成微阵列；

（ｉｉ）当Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物与另一种单体如丙烯酰
胺共聚合时，产物为一附着ＤＮＡ的交联凝胶，ＤＮＡ
在聚合物中的浓度决定于加入ＤＮＡ的浓度和
Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物相对于聚合物单体的比率．此类交
联凝胶可以应用于电泳捕获阵列；

（ｉｉｉ）当Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物与固定表面覆盖着丙

烯基的另一种单体相聚合时（如塑料表面覆盖丙烯
硅烷），Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物会与此单体在固定表面形成
一层凝胶层，Ａｃｒｙｄｉｔｅ的浓度和凝胶层的性能可以
在一定范围内有所调整，使得表面具有特殊功能，如
疏水性；

（ｉｖ）当Ａｃｒｙｄｉｔｅ修饰物与另一种单体如丙烯酰
胺共聚合（不使用交联剂）时，产物是带有ＤＮＡ分
子的线性聚合体，线性聚合体具有广泛应用，例如，
线性聚合体和一些丙烯酰胺衍生物形成的物质在室
温下是可溶解的，但是在高于４５℃时会凝结和沉
淀，这种由室温决定溶解度的性质可以广泛应用于
多种分离过程．

图１１为ＡｃｒｙｄｉｔｅＴＭ技术与巯基表面、凝胶和玻
璃相连的原理图［４２］．

图　１１

　　Ａｃｒｙｄｉｔｅ将ＤＮＡ与凝胶交联的操作通常采用
目前分子生物实验室广泛使用的标准凝胶聚合技
术［４３］，过程中不需要高活性的化学交联剂．Ａｃｒｙｄｉｔｅ
连接ＤＮＡ可以达到表面密度为２００ｆｍｏｌ可杂交的
探针／ｍｍ２．这个密度相比利用其他连接方法要有利

得多．
通过升高凝胶温度或在缓冲溶液中加入变性

剂，还可以测试单核苷酸的多态性，这种方法同样适
用于测试ＰＣＲ样品扩增中的变异．另外，Ａｃｒｙｄｉｔｅ
凝胶技术还可以广泛应用于其它研究领域，例如基
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因表达分析和核酸从样品中的提取纯化．
３．３　玻片或其他载体

在ＤＮＡ计算研究中，表面计算中固定ＤＮＡ分
子的支持物最多的是玻璃和金片，其中玻片是研究
和应用最多的ＤＮＡ分子固定支持物，因为它具有
如下几个优点［４４４５］：

（ａ）价格低廉，且所固定的ＤＮＡ样品可以共价
结合在预处理后的玻片表面上；

（ｂ）玻片是一种刚硬的介质，耐高温，可以经受
高离子强度溶液的清洗；

（ｃ）玻片是一种非孔性材料，杂交体积可以减至
最小，从而加快了探针与目标ＤＮＡ之间杂交和退
火的过程；

（ｄ）玻片荧片信号本底低，背影干扰小；
（ｅ）可使用双荧光甚至多荧光检测系统，在一

个反应中同时对两个以上的样品进行并行处理．
由于玻片是平面结构，上样量小，使得检测的灵

敏度低，因此可以对玻片的表面进行改性，通过各种
化学反应在表面引入各种官能团（氨基、醛基、羧基、
环氧基、巯基等），使ＤＮＡ与玻片表面的官能团共

价结合，从而稳定地固定于玻片表面．在ＤＮＡ计算
中，通常采用的玻片预处理方法有如下两种：

（１）氨基硅烷化预处理
先将玻片硅羟基化，再用３氨丙基三乙氧基硅

烷化，这样可以使得玻片表面带上氨基的官能团，此
官能团可以与多种偶联剂作用，来固定末端修饰的
ＤＮＡ分子．

利用戊二醛分子作为偶联剂时，戊二醛分子两
端的醛基可以与玻片上的氨基及ＤＮＡ连接起
来［４６］，该反应条件温和，操作简便，可在４～４０℃及
ｐＨ６．０～８．０条件下进行．

若利用二异硫氰酸酯作为偶联剂时，２个异硫
氰酸酯基分别与玻片上的氨基和ＮＨ２（ＣＨ２）６—修
饰的ＤＮＡ的氨基发生偶联反应，从而将ＤＮＡ分子
固定．可能残存未反应的异硫氰酸酯需要进行封闭，
减少非特异性吸附，连接后的结构如图１２所示［４７］．

在水溶性碳二亚胺ＥＤＣ的存在下，末端带有羧
基的ＤＮＡ分子可以通过酰胺键与玻片上的氨基偶
联，连接过程如图１３所示［４８］．

图１２　通过二异硫氰酸酯将ＤＮＡ固定在玻片上示意

图１３　羧基修饰的ＤＮＡ分子与玻片联结
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　　酰胺键可以在温和的条件下定量形成，并且生
成稳定的产物，其中两个步骤———在玻片上引入氨
基和在氨基修饰的ＤＮＡ上引入羧基都很容易实
现，预处理完后的偶联反应过程一步完成，不需要引
入手臂分子，也不需要中间分离和提纯，是一种方
便、有效的固定ＤＮＡ分子的方法［４９］．

（２）环氧乙烷基预处理
在玻片表面还经常引入化学活性很强的环氧乙

烷基团，它与羟基、氨基和巯基之间都可产生较为稳
定的化学键，所以可以用于固定末端带有羟基、氨基
和巯基修饰的ＤＮＡ分子．

在玻片表面引入末端环氧基团最常用的方法是
用３缩水甘油氧丙基三甲氧基硅烷（ＣＯＰＳ）和硅羟
基化的玻片进行硅烷化反应，使玻片表面产生末端
环氧乙烷基团，可以与带有羟基、氨基、巯基的ＤＮＡ
分子偶联，如图１４是带有巯基的ＤＮＡ分子通过环
氧基团固定在硅羟基化的玻片上［５０］．

图１４带有环氧乙烷基团的玻片与巯基修饰的ＤＮＡ分子偶联
还有一种方法在玻片表面引入末端环氧基

团［５１］：先将玻片引入羟基或氨基等基团，再与二环
氧乙烷化合物反应．二环氧乙烷化合物通常都含有
一长链亲水手臂分子，在其末端带有反应活性的环
氧乙烷基，环氧乙烷基和玻片表面的氨基或羟基之
间反应结合成较稳定的化学键，而另一端保留了可
以和带有羟基、氨基、巯基的ＤＮＡ分子反应的环氧
乙烷基团．这种方法可以使玻片表面与固定的ＤＮＡ
之间带上不同长度的长链手臂分子．但是反应过程
中的高交联和损伤会使环氧乙烷活性基团减少，进
而减少了ＤＮＡ的固定化密度．所以偶联时高浓度
的羟基、氨基、巯基修饰的ＤＮＡ参与反应，才能保
证ＤＮＡ的固定化效率．

（３）ＤＮＡ分子在金片上的固定
金片是指通过真空蒸发到硅片或玻片表面的一

层金膜，金膜可以与巯基产生强烈的作用，通过

Ａｕ—Ｓ键将ＤＮＡ固定．比较成熟的在金片上固定
ＤＮＡ分子的方法是将ＤＮＡ的３′端或５′端用
ＨＳ（ＣＨ２）６修饰，然后在Ａｕ表面自组装［５２］，如图１５
所示．

图１５　金表面的自组装膜

此种方法通过调节巯基修饰的ＤＮＡ在金片表
面的自组装时间可以控制ＤＮＡ的固定化密度，并
且在适当的固定密度下，探针对于目标ＤＮＡ分子
有着很高的杂交效率．在固定ＤＮＡ以后，还需要用
烷基硫醇对金片表面进行封闭以减少非特异性吸
附，因为金片表面对ＤＮＡ能够产生非特异性吸附．

在自组装过程中，还可以加入聚赖氨酸间接固
定ＤＮＡ分子，能够起到两个作用：①可以封闭金表
面，减少ＤＮＡ分子的非特异性吸附；②在利用ＳＰＲ
测定ＤＮＡ杂交时，可以增加金表面有机物分子的
质量．

４　固定剂子系统
将ＤＮＡ分子固定在某载体上，类似将一张

“画”挂在一个“墙壁”上．ＤＮＡ分子相当于“画”，而
“墙壁”则相当于载体．就好像画不可能直接挂在墙
壁上一样，ＤＮＡ分子也不可能直接与相应的载体结
合．根据墙壁的不同，挂画的方式也不同，可能用钉
子的方法，也可能用胶水或浆糊等粘贴的方法等．

对于将ＤＮＡ分子固定在一个载体上也有类似
的方法．根据载体的不同而确定不同的方法．目前
ＤＮＡ计算中所采用的载体主要是磁珠、凝胶、玻璃
或金属表面等．一般而言ＤＮＡ分子的固定技术主
要有如下６种类型，这６种类型相当于“钉子或者胶
水与浆糊”等的功能．它们分别是：共价固定法、生物
素亲和素反应系统、吸附法、原位合成法、有序自组
装技术和ＬＢ膜技术．下面将分别给予简要介绍．
４．１　共价固定方法

共价结合法，也称为共价固定法，是通过双官能
试剂的功能团或偶联活化剂，使生物活性分子与不
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容性载体表面上的反应基团发生化学反应形成共价
键（如酰胺键、酯键、醚键等）的一种固定化方法，是
应用最多的固定方法之一．这种固定方法的优势是
结合牢固、得到的修饰层稳定，ＤＮＡ分子以一端固
定，结构灵活，易进行分子杂交，载体不易被生物降
解以及使用寿命长等；该固定技术的不足是操作步
骤较多，若利用酶活化载体时，酶活性易被降解，且
制备具有高活性的固定化酶比较困难．

共价结合一般分为两步进行［５３］：
（１）首先活化载体，引入活性键合基团，将不容

性载体表面进行修饰，使其带上各种固定所需要的
活性基团，如羟基、氨基等，以便和探针ＤＮＡ结合；

（２）通过双官能试剂或偶联活化剂使载体与探
针ＤＮＡ结合．常用活化试剂有氨丙基三乙氧基硅
烷（ＡＰＴＥＳ）、环氧丙基三甲基硅烷（ＧＯＰＳ）等．常用
双官能试剂有戊二醛（ＧＡ）、对硝基苯氯甲酸酯
（ＮＰＣ）、二溴乙烯等．

共价键合法的载体有无机载体和有机载体两
种，一般主要采用有机载体，很少用无机载体［５４］．

共价键合法是固定探针比较理想的方法，在制
备ＤＮＡ电化学生物传感器中得到广泛应用．通常
是通过共价键将探针固定到电极上，根据不同的电
极表面，可以采用不同的共价键合方法．对于金电
极，主要是利用金与硫形成金２硫键，还可以利用巯
基标记的探针将其固定到金电极．这里要强调的是：
缓冲溶液、固定温度、固定时间、链的长短等因素对
探针的有效固定均有影响．
４．２　生物素亲和素固定法

生物素亲和素系统（ＢｉｏｔｉｎＡｖｉｄｉｎＳｙｓｔｅｍ，
ＢＡＳ），是２０世纪７０年代后期应用于免疫学并得到
迅速发展的一种新型生物反应放大系统．由于它具
有生物素与亲和素之间的高度亲和力及多级放大效
应，并与荧光素、酶、同位素等免疫标记技术有机结
合，使各种示踪免疫分析的特异性和灵敏度进一步
提高；生物素分子又易于活化，与核酸分子偶联率高
而不影响核酸分子的生物活性，所以ＢＡＳ已经广泛
应用于生物医学实验研究的各个领域，既可用于微
量抗原、抗体及受体的定量、定性检测研究中，亦可
制成亲和介质用于各类反应体系中反应物的分离、
纯化．另外ＢＡＳ也在生物传感器研究中起到了重要
的作用［５５］，主要是关于ＢＡＳ的固定化问题以及应
用ＢＡＳ固定生物物质的问题的研究．ＢＡＳ的固定
化有多种形式：亲和素可以直接不可逆吸附到Ａｕ、
Ａｇ等电极表面上形成亲和素单分子层；生物素也

可以吸附在电极表面形成生物素分子的固定层，从
而来固定ＢＡＳ体系．

生物素（ｂｉｏｔｉｎ）是动、植物体内广泛分布的一种
小分子生长因子，又名辅酶Ｒ或维生素Ｈ．生物素
的分子式为Ｃ１０Ｈ１６Ｏ３Ｎ２Ｓ，其分子量为２４４．３１．生
物素又叫维生素Ｈ．生物素分子有两个环状结构，
其中Ｉ环为咪唑酮环，是与亲和素结合的主要部位；
ＩＩ环为噻吩环，Ｃ２上有一戊酸侧链，其末端羧基是
结合抗体和其他生物大分子的唯一结构，经化学修
饰后，生物素可成为带有多种活性基团的衍生
物———活化生物素［２５］．

自然界中至少存在有两种生物素，一种是α生
物素（存在于蛋黄中），另一种是β生物素（存在于
肝脏中）．它们的基本化学结构相同，都是噻吩环与
尿素相结合而成的环化合物．不同的是，α生物素带
有异戊酸侧链，β生物素有戊酸侧链，其结构如图１６
所示［５６］．生物素难溶于水，易溶于二甲基甲酰胺
（ＤＭＦ）．

图１６　两个类型的生物素分子结构

生物素固定连接ＤＮＡ时，需要将ＤＮＡ分子氨
基化，然后才能与生物素分子结合，连接后的分子
（β生物素ＤＮＡ分子）如图１７所示．

图１７　β生物素连接ＤＮＡ分子
亲和素亦称抗生物素蛋白、卵白素或亲和素，是
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从卵白蛋白中提取的一种碱性糖蛋白．等电点（ｐＩ）
为１０～１０．５，含糖约１０％，分子量为６８ｋＤａ．纯品为
白色粉末，易溶于水，在ｐＨ９～１３的溶液中性质保
持稳定，耐热并耐受多种蛋白水解酶的作用，８０℃加
热２ｍｉｎ，仍保持活性，特别是和生物素结合后十分
稳定．但对强光和Ｆｅ２＋比较敏感．亲和素由４个相
同的亚基组成，能结合４个分子的生物素．亲和素与
生物素之间的亲和力极强，比抗原与抗体的亲和力
至少高１万倍，因此二者能快速结合，而且反应不受
外界干扰，具有高度特异性和稳定性［５７］．

亲和素主要包括卵白亲和素、链亲和素、卵黄亲
和素及类亲和素等．后两种因其特异性亲和力低，研
究不多，前两种目前已深入研究并得到广泛应用．

亲和素与生物素的结合，虽不属免疫反应，但特

异性强，亲和力大，两者一经结合就极为稳定．由于
１个亲和素分子有４个生物素分子的结合位置，可
以连接更多的生物素化的分子，形成一种类似晶格
的复合体．因此把亲和素和生物素与ＥＬＩＳＡ偶联起
来，就可大大提高ＥＬＩＳＡ的敏感度．

在固定ＤＮＡ探针时，一般是将亲和素共价偶
联或通过静电作用吸附到支持物上，随后将生物素
连接的ＤＮＡ通过生物素与亲和素之间的专一性亲
和作用而固定．用共价偶联的方法固定亲和素比直
接吸附亲和素有更好的稳定性及重现性．以Ａｕ电
极为例，可以将电极氨基化和羧基化，再连接亲和
素，利用亲和作用固定连有生物素的ＤＮＡ分子，固
定过程如图１８所示．

图１８　亲和法固定ＤＮＡ分子

　　基于生物素亲和素反应系统固定ＤＮＡ分子
的方法凭借简便、温和、高效的特点，在ＤＮＡ固定
技术领域中越来越受到重视．
４３　吸附法

所谓吸附法是通过非共价键作用将探针ＤＮＡ
分子直接或恒电位吸附到载体（多为电极）表面，或
由探针ＤＮＡ片段中的磷酸根负离子与载体表面带
正电荷的修饰层通过静电作用而固定．吸附法主要
分为物理吸附、化学吸附和恒电位吸附三种，其中物
理吸附包括静电吸附、范德华力吸附；化学吸附包括
氢键吸附、离子键吸附．

（１）物理吸附．Ｐａｎｇ［５８］等将ｓｓＤＮＡ或ｄｓＤＮＡ
溶液直接滴至新抛光的玻碳电极表面，涂匀，在空气
中自然晾干，无菌二次水冲洗，充分浸泡，即得到几

乎为单分子层的ＤＮＡ修饰电极．此外，还可以利用
这一原理将单链ＤＮＡ固定在石墨电极、金电极及
汞电极表面，制成ＤＮＡ修饰电极．

（２）恒电位吸附．Ｗａｎｇ［５９］等利用恒电位富集方
法将ＤＮＡ探针修饰到碳糊电极上，他们先将电极
在＋１．７Ｖ下活化１ｍｉｎ，然后将电极浸入含有ＤＮＡ
的电解质溶液中在＋０．５Ｖ富集２ｍｉｎ即可固定探
针ＤＮＡ分子．此种固定方法简单、快捷，但探针
ＤＮＡ分子的再生较为困难．

（３）化学吸附．分别利用带正电荷的聚吡咯、阳
离子聚合物壳聚糖将单链ＤＮＡ固定在电极上，可
以大大提高探针ＤＮＡ的固定效率［６０６１］．

吸附法固定ＤＮＡ，操作步骤简单，固定化速度
快，但是在高盐浓度的溶液中很容易解脱，因此不宜
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在高盐浓度的条件下使用［６２］．吸附法固定ＤＮＡ大
多数是通过ＤＮＡ片段与支持物上的多个作用点完
成的，甚至ＤＮＡ片段可能平躺于支持物表面，因而
ＤＮＡ固定化密度可能较小．由于多个作用点固定
ＤＮＡ使ＤＮＡ片段的运动自由度减小，这极大地影
响了ＤＮＡ与互补ＤＮＡ的杂交效率．

在电化学传感器中，可以对洁净的电极进行活
化，在电极表面产生一层亲水性界面，通过此界面
将探针吸附固定于其上［６３］．还有将生物素吸附到电
极上，通过生物素亲和素的亲和作用将探针固定到
电极表面．然而，这种装置不能严格清洗，因为它不
是共价键合，在杂交过程中可能脱附，而且ＤＮＡ
结构会发生扭曲，使固定的ＤＮＡ无法进行杂交，
导致杂交效率很低．因此吸附法没有成为ＤＮＡ电
化学传感器制备的主要方法．
４．４　原位合成法

１９８９年Ｋｏｃｈ［６４］等发明了一种新的ＤＮＡ分析
技术称原位ＤＮＡ合成技术（Ｐｒｉｍｅｄｉｎｓｉｔｕｌａｂｅ
ｌｉｎｇ），简称ＰＲＩＮＳ．其基本原理是变性的染色体与
未标记的ＤＮＡ探针发生原位特异性配对，然后以
该ＤＮＡ探针作引物，再利用ＤＮＡ聚合酶大片断将
引物原位延伸，同时在反应混合液中加入标记的脱
氧核糖核苷三磷酸，这样就可以对新合成的ＤＮＡ
进行同步标记，可以直接检测出引物原位延伸的位
置．这一技术步骤简便、快速，且不需克隆ＤＮＡ作
探针，因而成为ＤＮＡ固定技术中的重要手段．这项
技术的优点具体有以下几方面［６５］：

图１９　在Ａｕ膜表面自组装ＤＮＡ分子膜

（１）可以使用高浓度的探针以缩短反应时间；
（２）使用大量的探针时不会导致背景污染，因

为未杂交的探针没有被标记；
（３）信号的强度不受引物大小的影响，寡核苷

酸引物和较长的克隆探针一样可以检测出染色体上
的微小变异；

（４）孵育时间短，可以较好地保存染色体和其
他细胞结构．

光化学引导下的原位ＤＮＡ合成技术是在载体
上原位合成ＤＮＡ探针序列．合成时将传统的以亚
磷酰胺为基础的ＤＮＡ合成技术加以修饰，亚磷酰
胺５末端改为光不稳定的保护基团，在透光位点紫
外光照射下，发生光化学作用可以除去保护基团，通
过合成连接子贴附于载体上，再用Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ４种
核苷液冲洗，发生化学偶合形成ＤＮＡ探针．此种方
法已用于ＤＮＡ芯片研究［６６］．
４５　自组装技术（犛犲犾犳犃狊狊犲犿犫犾狔，犛犃）

分子自组装是生命系统中最本质的内容之一．
大量复杂的、具有生物学功能的超分子系统（蛋白
质、核酸、生物膜、脂质体等）正是通过分子自组装形
成的［６７］．此外，分子自组装也是分子合成中的重要
手段之一，是构成具有某种功能的材料（液晶、多层
膜、单层膜、功能性表面等）的有力工具．由于这些材
料具有新奇的光、电、催化等功能和特性，在分子器
件、分子调控等方面有潜在的应用价值，因而分子自
组装体系的设计与研究引起了研究者极大的兴趣，
近年来受到了广泛的重视［６８６９］．

有序自组装法就是基于分子的自组（分子间化
学键）作用，在固体表面自然形成高度有序的单分子
层的方法．分子自组装的本质是分子与分子在一定
条件下依赖非共价键分子间作用力（氢键、范德华
力、静电力、疏水作用力、π－π堆积作用、阳离子－π
吸附作用等）自发连接成结构稳定的分子聚集体的
过程．在ＤＮＡ固定技术中，一般是利用一端带巯基
的ＤＮＡ片段，在金电极表面上形成自组装单分子
膜来固定核酸分子．

制作ＤＮＡ分子自组装膜的过程如图１９所示．
分子自组装的基底材料可以是硅、石英、云母、玻璃
等，为防止贵金属（Ａｕ、Ａｇ、Ｐｄ等）膜从基底上脱落，
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通常先在基底上形成一层ｃｒ膜（膜厚几个ｎｍ）作为
过渡层或粘接层，然后再在其上制备Ａｕ、Ａｇ等膜．
制备贵金属膜的方法有真空蒸镀、溅射等，膜厚一般
为５０～２００ｎｍ．有机硫化合物自组装到金膜表面，形
成ＳＡＭｓ．活泼官能团－Ｘ（－Ｘ＝－ＯＨ，－ＣＯＯＨ，
－ＮＨ２）可以将ＤＮＡ分子耦联到修饰化的金膜表
面，形成稳定的ＤＮＡ分子敏感膜．

目前，在生物、化学传感器的研究中，具有识别
功能，特别是具有分子识别功能的敏感膜或敏感材
料是决定传感器质量的重要因素［７０］，将大大提高传
感器的灵敏度和选择性．分子自组装技术可以得到
结构有序的、机械强度和稳定性好的敏感膜；可实现
具有分子实现功能的敏感膜；通过偶联层可实现敏
感膜的固定化；同时由分子自组装技术形成的敏感
膜对化学环境、热、外压和时间稳定性高，因此利用

分子自组装技术固定ＤＮＡ分子已成为ＤＮＡ传感
器的研究热点，也成为利用ＤＮＡ传感器进行ＤＮＡ
计算中解的检测的一项关键技术．
４．６　犔犅膜技术

在生物信息处理研究中，用于活体测定的微型
仪器的直径通常在微米级，所以生物膜的制作及应
用于微米生物传感器引起了学者的广泛关注．
ＬａｎｇｍｕｉｒＢｌｏｇｅｔｔ膜的基本原理［１４］是许多生物分
子（如脂质分子和一些蛋白质分子）在洁净的水表面
展开后能形成水不溶性液态单分子膜，小心压缩表
面积使液态膜逐渐过渡到成为一个分子厚度的拟固
态膜，称为ＬＢ膜．经仔细安排，可完整移至固体介
质表面，并按需要实现分子层的可控累积，实现对膜
厚的精确控制，典型ＬＢ膜的沉积方式如图２０
所示．

图２０　典型ＬＢ膜的沉积方式（参照ＪｏｙｃｅＬｏｅｂｌ公司ＬＢ膜仪产品说明绘制）

　　ＬＢ膜实验对液体的纯度、ｐＨ和温度都有着极
高的要求，液相通常是纯水，操作压力通过压力传感
器和计算机反馈系统调整．

利用ＬＢ膜技术固定ＤＮＡ分子主要有两个优
点：一是分子膜可以制得很薄（数纳米），厚度和层数
可以精确控制；二是可以获得高密度的分子膜，由此
可能协调响应速度和响应活性这对矛盾．

５　分子标记技术
在遗传试验与育种实践中，如果发现了新的基

因，就需要对基因进行标记．遗传标记主要有４种类
型［７１］：形态标记（ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｍａｒｋｅｒ）、细胞标记
（ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｍａｒｋｅｒｓ）、生化标记（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｍａｒｋｅｒ）和分子标记（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒ）．早在１９２３
年，Ｓａｘ等［７２］就提出利用微效基因与主基因的紧密
连锁，对微效基因进行选择的设想．但由于形态标记

数目有限，而且许多标记是不利性状，因而难以广泛
应用．细胞标记主要依靠染色体核型和带型，数目有
限．近年来，分子生物学的发展为植物遗传标记提供
了一种基于ＤＮＡ变异的新技术手段，即分子标记
技术［７３］．与其它标记方法相比，分子标记具有无比
的优越性．它直接以ＤＮＡ形式出现，在植物体的各
个组织、各发育时期均可检测到，不受季节、环境的
限制，不存在表达与否的问题；数量极多，遍及整个基
因组；多态性高，利用大量引物、探针可完成覆盖基因
组的分析；表现为中性，即不影响目标性状的表达，与
不良性状无必然的联系；许多标记为共显性，能够鉴
别出纯合的基因型与杂合的基因型，提供完整的遗
传信息［７４］．在ＤＮＡ计算机的研制中，探针ＤＮＡ分
子的标记是一项常用技术，这项技术经过十几年的
发展，目前已有十多种标记方法，主要分为两大类．
５．１　基于犛狅狌狋犺犲狉狀杂交的分子标记

这类标记利用限制性内切酶酶切不同生物体的
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ＤＮＡ分子，然后用特异探针进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交，通
过放射性自显影或非同位素显色技术揭示ＤＮＡ的
多态性，主要有以下两种：

（１）限制性片段长度多态性（ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＦｒａｇ
ｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）

限制性片段长度多态性，简称ＲＦＬＰ，是出现最
早、应用最广泛的ＤＮＡ标记技术之一［７５］．ＲＦＬＰ标
记非常稳定，它是一种共显性标记，在分离群体中可
区分纯合体与杂合体，提供标记位点完整的遗传信
息，检测变异的原理如图２１所示．多种农作物的
ＲＦＬＰ分子遗传图谱（如图２２）已经建成，但其分析
所需ＤＮＡ量较大，步骤较多，周期长，制备探针及
检测中要用到放射性同位素，尽管可用非放射性同
位素标记方法代替，但成本高、成功率低，且实验检
测步骤较多，依然影响其使用、推广．

图２１　ＲＦＬＰ检测变异的原理　　　图２２　ＲＦＬＰ图谱

（２）小卫星ＤＮＡ（ＭｉｎｉｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ）
小卫星ＤＮＡ（ＭｉｎｉｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ）又称数目可

变串联重复序列（ＶａｒｉａｂｌｅＮｕｍｂｅｒｏｆＴａｎｄｅｍＲｅ
ｐｅａｔ，ＶＮＴＲ），是一种重复ＤＮＡ小序列，为十到上
百个核苷酸，拷贝数１０～１００００不等．多态性由于重
复单位之间的不平衡交换，从而产生不同等位基因，
可通过杂交检测出，原理如图２３所示．其缺点是多
态性分布集中，合成探针困难，应用并不广泛［７６］．

图２３　小卫星ＤＮＡ检测变异原理

５．２　基于犘犆犚技术的分子标记
（１）随机扩增片段长度多态性ＤＮＡ（Ｒａｎｄｏｍ

ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ）

随机扩增片段长度多态性ＤＮＡ，简称ＲＡＰＤ
技术，是由Ｗｉｌｌｉａｍｓ等［７７］发展起来的一项新的遗传
标记技术．ＲＡＰＤ以ＰＣＲ为基础而又不同于经典的
ＰＣＲ，一般采用１０个核苷酸的ＤＮＡ序列为引物，
扩增时退火温度降至３５℃左右．与其它标记相比，
ＲＡＰＤ具有以下优点［７８７９］：①不依赖于种属的特异
性和基因组的结构，合成的一套引物可用于不同生
物基因组的分析．②操作简单，可实现自动化，短期
内可利用大量引物完成覆盖基因组的分析；③不需
制备探针、杂交等程序，成本较低；④ＤＮＡ用量少
（１０ｎｇＤＮＡ即可完成一次分析），允许快速、简单地
分离基因组ＤＮＡ．已在遗传图谱构建、种质资源分
析、基因标记等方面得到了广泛的应用，如图２４所
示．ＲＡＰＤ是一种显性标记，分离群体中纯合体和杂
合体通过后代才能区别，并且由于该技术采用的是
随机引物扩增，扩增结果的稳定性较差，这在一定程
度上限制了其发展．

图２４　ＲＡＰＤ图谱

（２）特异性扩增子多态性（ＳｐｅｃｉｆｉｃＡｍｐｌｉｆｉｃｏｎ
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＡＰ）

ＲＦＬＰ技术成本高，实验步骤多，周期长；
ＲＡＰＤ标记稳定性较差，不利于育种中应用．在用
ＲＦＬＰ和ＲＡＰＤ分析找到多态性ＤＮＡ片段以后，
将它们转化为特异性扩增子多态性（ＳｐｅｃｉｆｉｃＡｍ
ｐｌｉｆｉｃｏｎＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＡＰ）或称序标位（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＴａｇｇｅｄＳｉｔｅｓ，ＳＴＳ）可以解决这些缺点［８０］．主要包
括以下两种：

①酶切扩增多态性序列（ＣｌｅａｖｅｄＡｍｐｌｉｆｉｅｄ
ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＳｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＡＰ）．将ＲＦＬＰ探针的两
端测序，合成２２ｍｅｒ引物进行ＰＣＲ扩增，扩增产物
往往无多态性，需用内切酶酶解产物，产生多态性；

②序列特异性扩增区（ＳｅｑｕｅｎｃｅＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ
ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＲｅｇｉｏｎ，ＳＣＡＲ）和位点特异相关引物
（ＡｌｌｅｌｅＳｐｅｃｉｆｉｃＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＰｒｉｍｅｒｓ，ＡＳＡＰ）对
ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ片段两端测序，根据ＤＮＡ序列，合成
２４ｍｅｒ双引物进行ＰＣＲ扩增［８１］．ＳＣＡＲ、ＳＣＡＰ可
降低成本，操作简便，稳定性强，对仪器要求低，易于
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实现自动化分析，适合于大样本的快速分析．
（３）简单重复序列（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，

ＳＳＲ）
简单重复序列（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）

或称微卫星ＤＮＡ（ＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＲｅｐｅａｔ）、简单串联
重复序列（ＳｈｏｒｔＴａｎｄｅｍＲｅｐｅａｔＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＴＲＰ）．在真核生物中，存在许多２～５ｂｐ简单重复
序列，称为“微卫星ＤＮＡ”．其两端的序列高度保守，
可设计双引物进行ＰＣＲ扩增，揭示其多态性［８２］．

（４）扩增片段长度多态性（ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔ
ＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）

扩增片段长度多态性（ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔ
ＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ），又称选择性限制片
段扩增（ＳｅｌｅｃｔｉｖｅＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＦｒａｇｍｅｎｔＡｍｐｌｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ）．先将ＤＮＡ用内切酶酶解，然后接上接头，根
据接头的序列和酶切位点设计引物，然后进行特异
性ＰＣＲ扩增［８３］．扩增产物经变性聚丙烯酰胺凝胶
电泳，可产生数量丰富的带型标记，分辨率高，是一
种十分理想和高效的遗传标记．图２５为ＡＦＬＰ的
银染检测结果．

图２５　ＡＦＬＰ的银染检测结果

６　结　论
本文主要介绍了ＤＮＡ计算中的一项关键技

术———ＤＮＡ分子的固定技术及其在ＤＮＡ计算中
的应用，文中引入了ＤＮＡ分子固定系统的概念，全
面阐述了ＤＮＡ分子的固定技术．可以看出，在
ＤＮＡ计算问题中，探针ＤＮＡ分子固定的稳定性是
影响着与靶ＤＮＡ分子杂交效率的重要因素，确保
在杂交、洗涤和分析的过程中不发生与支持物表面
的分离，能够极大地提高解的检测的灵敏度．尤其对
反复使用的支持物表面，其使用寿命将受到ＤＮＡ
漏失的影响．随着ＤＮＡ固定技术的不断发展，高密
度和高效率固定化将成为目标，使其在ＤＮＡ计算

中的应用日趋成熟，进一步提高ＤＮＡ计算的有效
性和检测的灵敏度．
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