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ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｌｌｓｈｒｉｎｋｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｓｏｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅａｃｔａｎｔｃａｎｎｏｔｃｏｎｔａｃｔｗｉｔｈｒｅａｃｔｉｏｎｄｏｔ［１０］．Ｗｈｉｌｅ
ｏｎｔｈｅｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｓｕｒｆａｃｅ，ｔｈｅｒｅａｃｔａｎｔｃａｎｃｏｎｔａｃｔ



ｗｅｌｌｗｉｔｈｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｐｏｔｓｂｅｃａｕｓｅｔｈｅｓｕｒｆａｃｅａｃｃｏｒｄｓ
ｔｏｉｔｓｐｈｙｓｉｃａｌｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅ．

Ｉｎｔｈｉｓｐａｐｅｒｍａｎｉｆｏｌｄｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅａｄｏｐｔｅｄｔｏ
ｍｏｄｉｆｙａｋｉｎｄｏｆｇｌａｓｓｓｌｉｄｅｍａｄｅｉｎＣｈｉｎａ．Ｔｈｅ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｏｌｉｇｏｎｕｌｅｏｔｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ
ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎｈａｖｅｂｅｅｎｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｒｏｕｇｈｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ
ｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ａｄｊｕｓｔｉｎｇｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆｌｉｎｋｅｒｓａｎｄ
ｐｒｏｐｅｒｌｙｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｔｈｅｃｈａｉｎｌｅｎｇｔｈｏｆｌｉｎｋｅｒｓ．

１ ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＳｅｃｔｉｏｎｓ

１１ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ

Ａｒ（９９９９５％）ａｎｄ２５％ ｇｌｕｔａｒａｄｅｈｙｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｉｎｗａｔｅｒｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ ｌｏｃａｌｓｔｏｒｅｓ．３ｇｌｙｃｉ
ｄｏｘｙｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ（ＧＰＳ）ａｎｄｈｅｘａｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＴｏｋｙｏＫａｓｅｉＫＯＧＹＯＣｏ．
Ｌｔｄ（Ｊａｐａｎ）．Ｔｈｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｅａｇｅｎｔｓ
ａｎｄｓｏｌｖｅｎｔｓｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＰＥＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓｅｘｃｅｐｔ
ｆｏｒｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｏｕｒｓｅｌｖｅｓ．Ｔｈｅ
ｕｓｅｄ ｆｌｕｏｒｅｍｏｎｏｍｅｒｗｉｔｈ ａ ｈｅｘａｃｈｌｏｒｏ６ｃａｒｂｏｘｙｌ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ（ＨＥＸ）ｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＳｈａｎｇｈａｉＢｉｏｌｏ
ｇｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ．Ｏｔｈｅｒｃｈｅｍｉｃａｌｒｅａｇｅｎｔｓ
ｗｅｒｅａｎａｌｙｔｉｃａｌｌｙｐｕｒｅａｎｄｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍｌｏｃａｌｓｔｏｒｅｓ．

１２ Ｍｅｔｈｏｄ

１２１ Ｃｌｅａｎｉｎｇｏｆｓｌｉｄｅｓａｎｄｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆ
ｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｓ

Ｔｈｅｇｌａｓｓｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｅｒｅ
ｓｔａｎｄａｒｄ“ｐｒｅｃｌｅａｎｅｄ”ｓｏｄａｌｉｍｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｓｌｉｄｅｓｏｆ
Ｆａｎｃｈｕａｎｂｒａｎｄ（２５４ｍｍ×７６２ｍｍ×１ｍｍ，Ｃａｔ．
ＮＯ．７１０５，Ｃａｔ．ＮＯ．７１０１，Ｃｈｉｎａ）．Ｃｈｅｍｉｃａｌｃｌｅａｎｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄｓｏｆｓｌｉｄｅｓｕｓｅｄａｒｅｓｈｏｗｎｉｎＴａｂ．１［１１］．Ｉｔｓ
ｃｌｅａｎｉｎｇｅｆｆｅｃｔｃａｎｂｅａｓｃｅｒｔａｉｎｅｄｂｙｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆ
ｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｓｏｎｔｈｅｓｌｉｄｅｓｓｕｒｆａｃｅ．Ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｃｏｎ
ｔａｃｔａｎｇｌｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇａＲａｍｅ
Ｈａｒｔ１００ｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ．Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｗｅｒｅ

ｍａｄｅｏｎｓｅｓｓｉｌｅｄｒｏｐｓ（１μＬｄｒｏｐｌｅｔｓ）ｂｙｍｅａｓｕｒｉｎｇ
ｔｈｅｔａｎｇｅｎｔｔｏｔｈｅｄｒｏｐａｔｉｔｓｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｓｌｉｄｅ
ｓｕｒｆａｃｅ：Ｖａｌｕｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｗｅｒｅｔｈｅｍｅａｎｏｆｔｈｅｔａｎｇｅｎｔｓ
ｔａｋｅｎａｔｂｏｔｈｓｉｄｅｓｏｆｅａｃｈｄｒｏｐｌｅｔ．

Ｔａｂ．１ Ｃｌｅａｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅｓ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｓｔｅｐｓ Ｃｏｎｔａｃｔａｎｇｌｅ
（±５°）／（°）

 Ｓｌｉｄｅｓｕｎｔｒｅａｔｅｄ ３７

１
３０ｍｉｎｉｎ１∶１（ｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏ）ＭｅＯＨ∶ＨＣｌ，
ｒｉｎｓｅｉｎＨ２Ｏ，ｄｒｙｕｎｄｅｒＡｒ

１５

２
Ｍｅｔｈｏｄ１＋ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ（３０ｍｉｎ）
ｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅＨ２ＳＯ４，
ｒｉｎｓｅｉｎＨ２Ｏ，ｄｒｙｕｎｄｅｒＡｒ

１８

３
Ｍｅｔｈｏｄ２＋ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
（３０ｍｉｎ）ｉｎ１００℃Ｈ２Ｏ，
ｄｒｙｕｎｄｅｒＡｒ

１２

１２２ Ｔｈｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｇｌａｓｓｓｌｉｄｅｓ

Ｍｅｔｈｏｄ１ Ｔｈｅｃｈｅｍｉｓｔｒｙｐｒｉｎｃｉｐｌｅｕｓｅｄｉｓｓｈｏｗｎ
ｉｎＦｉｇ．１．Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｓｔｅｐｓｆｏｌｌｏｗｅｄ：① Ｔｈｅｃｌｅａｎｅｄ
ｓｌｉｄｅｓｗｅｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｉｎａｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ５％ ｏｆＧＰＳｉｎ
ｗａｔｅｒ，ｋｅｅｐｉｎｇｔｈｅｐＨｂｅｔｗｅｅｎ５５ａｎｄ５８．Ａｆｔｅｒ
ｒｅａｃｔｉｏｎｆｏｒ３０ｍｉｎａｔ９０℃ ｔｈｅｓｌｉｄｅｗａｓｒｉｎｓｅｄｕｓｉｎｇ
ｅｔｈａｎｏｌ．② ＡｄｉｌｕｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＨＣｌｉｎｗａｔｅｒｗａｓｕｓｅｄ
ｔｏｃｌｅａｖｅｔｈｅｅｐｏｘｉｄｅｒｅｓｉｄｕｅｔｏｙｉｅｌｄａｐｒｉｍａｒｙ
ｈｙｄｒｏｘｙｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｔｈｅｓｌｉｄｅｗａｓｒｉｎｓｅｄｉｎｄｅｉｏｎｉｚｅｄ
ｗａｔｅｒａｎｄａｉｒｄｒｉｅｄｆｏｒｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［１２］．

Ｍｅｔｈｏｄ２ Ｔｈｅｃｈｅｍｉｓｔｒｙｐｒｉｎｃｉｐｌｅｕｓｅｄｉｓｓｈｏｗｎ
ｉｎＦｉｇ．１ａｎｄＦｉｇ．２．Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｓｔｅｐｓｆｏｌｌｏｗｅｄ：①
Ｔｈｅｃｌｅａｎｅｄｓｌｉｄｅｓｗｅｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｉｎａｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ５％
ｏｆＧＰＳｉｎｗａｔｅｒａｔｐＨｂｅｔｗｅｅｎ５５ａｎｄ５８ｆｏｒ３０ｍｉｎ
ａｔ９０℃ ａｎｄｔｈｅｎｒｉｎｓｅｄｕｓｉｎｇｅｔｈａｎｏｌ．② Ｔｈｅｓｌｉｄｅｓ
ｗｅｒｅｈｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｉｒｒｉｎｇｉｎ ｈｅｘａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｙｃｏｌ，
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｃａｔａｌｙｔｉｃａｍｏｕｎｔｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｓｕｌｆｕｒｉｃ
ａｃｉｄ，ｏｖｅｒｎｉｇｈｔａｔ８０℃ ｔｏｙｉｅｌｄｔｈｅａｌｋｙｌｈｙｄｒｏｘｙｌ
ｍｏｄｉｆｉｅｄｓｕｐｐｏｒｔｓ．Ｔｈｅｎｔｈｅｓｌｉｄｅｓｗｅｒｅｒｉｎｓｅｄｉｎ
ｅｔｈａｎｏｌ．③ Ｔｈｅｓｌｉｄｅｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｄｉｌｕｔｅｓｏｌｕ

Ｆｉｇ．１ Ｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆｓｉｌａｎｉｚａｔｉｏｎｂｙ３ｇｌｙｃｉｄｏｘｙｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅａｎｄｈｙｄｒｏｌｙｚａｔｉｏｎｂｙｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ

０５１ ＳｈｅｎＪｉａｙａｏ，ＸｉａｏＰｅｎｇｆｅｎｇ，ＨｏｕＰｅｎｇ，ＪｉＭｅｉｊｕ，ＳｕｎＸｉａｏ，ａｎｄＨｅＮｏｎｇｙｕｅ



Ｆｉｇ．２ Ｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆｓｉｌａｎｉｚａｔｉｏｎｂｙ３ｇｌｙｃｉｄｏｘｙｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｈｅｘａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ
ｔｉｏｎｏｆＨＣｌｉｎｗａｔｅｒｔｏｃｌｅａｖｅｔｈｅｅｐｏｘｉｄｅｒｅｓｉｄｕｅｔｏ
ｙｉｅｌｄ ａｐｒｉｍａｒｙｈｙｄｒｏｘｙｌｇｒｏｕｐ， ｔｈｅｎ ｒｉｎｓｅｄ ｉｎ
ｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒａｎｄｄｒｉｅｄａｉｒ．

Ｍｅｔｈｏｄ３ Ｔｈｅｃｈｅｍｉｓｔｒｙｐｒｉｎｃｉｐｌｅｕｓｅｄｉｓｓｈｏｗｎ
ｉｎＦｉｇ．３．Ｔｈｅｄｅｔａｉｌｅｄｓｔｅｐｓｆｏｌｌｏｗｅｄ：① Ｔｈｅｃｌｅａｎｅｄ

Ｆｉｇ．３ Ｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆｓｉｌａｎｉｚａｔｉｏｎｂｙ３ｇｌｙｃｉｄｏｘｙ
ｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅａｎｄｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｓｕｒｆａｃｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎｉｎｍｅｔｈｏｄ３

ｓｌｉｄｅｓｗｅｒｅｓｕｓｐｅｎｄｅｄｉｎａｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ５％ ｏｆＧＰＳｉｎ
ｗａｔｅｒｕｎｄｅｒｔｈｅｐＨｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ５５ｔｏ５８ａｔ９０℃ｆｏｒ
３０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｒｉｎｓｅｄｕｓｉｎｇｅｔｈａｎｏｌ．② Ｔｈｅｓｌｉｄｅｓｗｅｒｅ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０％ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｆｏｒ２ｈ，５％ｇｌｕｔａｒａ
ｄｅｈｙｄｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ（ＰＢＳ）（０１
ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７４）ｆｏｒ２ｈ，１０％ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｆｏｒ２ｈ，
ａｎｄＮａＢＨ４ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＮａＢＨ４００７ｇ，１０×ＰＢＳ２ｍＬ，
ｅｔｈａｎｏｌ６ｍＬ，ｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒ１７ｍＬ）ｆｏｒ１５ｍｉｎａｔ
ａｍｂｉｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ［１３］．

Ｍｅｔｈｏｄ ４ Ｔｈｅｃｈｅｍｉｓｔｒｙｐｒｉｎｃｉｐｌｅｕｓｅｄ ｉｓ
ｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈａｔｉｎＦｉｇ．３ｆｏｒｍｅｔｈｏｄ３，ｅｘｃｅｐｔｆｏｒ
ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇｈｅｘａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｙｃｏｌｆｏｒｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ．

１２３ Ｏｌｉｇｎｕｌｅｏｔｉｄｅｓｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｔｈｅｍａｎｕａｌｃｏｕｐｌｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｉｎａ
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玻片表面手臂分子的组装及
对寡核苷酸原位合成与杂交的影响
沈佳尧 肖鹏峰 侯 鹏 祭美菊 孙 啸 何农跃

（东南大学生物科学与医学工程系，吴健雄实验室，南京 ２１００９６）

摘 要 以３缩水甘油 环氧丙基 三甲氧基硅烷对玻璃基片表面进行硅烷化后，用下列４种方法
组装手臂分子：① 盐酸直接处理；② 先用聚六乙二醇，然后用盐酸处理；③ 用乙二胺、戊二醛、乙醇

胺和硼氢化钠分别处理；④ 用聚六乙二醇、乙二胺、戊二醛、乙醇胺和硼氢化钠分别处理．用 ＸＰＳ
（Ｘｒａｙｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ）和测定接触角的方法对上述组装进行了表征，并用直接偶联荧光
单体及合成２０ｍｅｒ寡核苷酸与带荧光的互补探针杂交的方法对上述手臂分子的合成效率及杂交
效率进行了考察．实验表明方法③组装的手臂分子得到的结果优于其他３种方法，证明了手臂分子
的空间效应、亲水性等性质对寡核苷酸合成和杂交存在影响．
关键词 手臂分子；组装；寡核苷酸；合成；杂交

中图分类号 Ｏ６３３

４５１ ＳｈｅｎＪｉａｙａｏ，ＸｉａｏＰｅｎｇｆｅｎｇ，ＨｏｕＰｅｎｇ，ＪｉＭｅｉｊｕ，ＳｕｎＸｉａｏ，ａｎｄＨｅＮｏｎｇｙｕｅ


