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应用羧基荧光素 -寡核苷酸 -羧基四甲基罗丹明  
荧光探针测量吸收剂量  

马洪鸽  史盼影  林温文  张保国 
（苏州大学医学部放射医学与防护学院  苏州 215123） 

摘要  用 X-射线照射不同浓度羧基荧光素-寡核苷酸-羧基四甲基罗丹明(Carboxyfluorescein-Oligonucleotide- 

carboxytetramethylrhodamine, FAM-DNA-TAMRA)水溶液，测量溶液发出的荧光强度，研究吸收剂量与荧光强

度之间的关系。结果表明，对于含不同浓度 FAM-DNA-TAMRA荧光探针的水溶液，在 0−20 Gy 剂量范围内，

荧光强度与吸收剂量之间的线性关系很好，并且荧光稳定性良好，但存在荧光本底比较高，影响测量吸收剂量

灵敏度的问题。研究结果提示，FAM-DNA-TAMRA 荧光探针可以用于测量水溶液的吸收剂量。 
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吸收剂量是放射生物学和辐射防护中最重要的

物理量，各种生物效应的发射与吸收剂量密切相关。

测量辐射吸收剂量的方法很多，常用的固体剂量计

有电离室剂量计[1]，热释光剂量计[2]，与辐射变色薄

膜剂量计[3-4]等，每种方法都有它的局限性：如组织

等效问题，电离室对不同能量的射线响应不一样，

需要进行刻度修正，在不知道射线能谱的情况下就

无法使用；对于复杂形状的物体也无法测量，如放

射治疗计划三维剂量验证。另一类剂量计是液体化

学剂量计，人体组织的主要组成物质是水，水溶液

化学剂量计是组织等效的，并且可以根据测量的要

求做成各种形状，用于不适合使用固体剂量计的场

合。化学剂量计利用辐射在适当的化学体系引起的

化学变化与吸收剂量的关系测量物质中的吸收剂

量，测量这些化学变化最常用的测量方法是光学测

量方法，以吸光度法和荧光法最为常用，荧光测量

法根据测量样品受光激发后发出荧光强度，确定样

品中物质的浓度。 

荧光分析方法最主要的特点是灵敏度高，其最

低检测浓度可达 10−7−10−9 g/mL，比紫外-可见光分

光光度法高出 103 倍[5]，可以定量测定许多痕量无机

和有机组分。Fricke 剂量计[6-7]是最实用的利用光吸

收法测量的化学计量计，其组织等效性好，但灵敏

度差，适合测量 20 Gy 以上情况，而很多情况需要

测量的剂量低于 20 Gy，如放射治疗的单次照射吸

收剂量范围就在 0−20 Gy。过去利用荧光法测量吸

收剂量并不理想，直接用荧光染料测量吸收剂量的

灵敏度和线性范围与用吸光度法测量的结果相近，

而吸光度法测量方法更简便[8-9]。因此需要寻找新测

量体系测量吸收剂量，其线性范围在 0−20 Gy，组

织等效性好并且灵敏度和测量精度高。 

射线与水发生反应时产生大量自由基，自由基

的数量与水的吸收剂量成正比[10]，测定自由基的数

量，就可以测量出吸收剂量。羧基荧光素-寡核苷酸

- 羧 基 四 甲 基 罗 丹 明

(Carboxyfluorescein-oligonucleotide-carboxytetramet

hylrhodamine, FAM-DNA-TAMRA)荧光探针是基于

荧光能量共振转移(Fluorescence resonance energy 

transfer, FRET)原理[11]设计的 FRET 荧光探针，FAM 

(λex=496 nm, λem=518 nm)和 TAMRA (λex=558nm, 

λem=576 nm)是两种荧光染料，分别标记在 DNA 的

5ˊ端和 3ˊ端，FAM-DNA-TAMRA 构成荧光共振转

移体系。当 FAM 和 TAMRA 相距很近时(<10 nm)，

FAM 辐射的荧光可以被 TAMRA 共振吸收，FAM

发出的荧光被淬灭，测量不到 FAM 发出的荧光；

FAM 的荧光淬灭效率与两分子的空间距离有关，也

与 FAM 的发射光谱与 TAMRA 的吸收光谱的重叠

程度相关。当 DNA 链发生断裂时 FAM 和 TAMRA
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在空间上被分开，不能发生荧光共振转移，可以测

量到 FAM 发出的荧光。FAM-DNA-TAMRA 荧光探

针在分子生物学被广泛用作荧光定量 PCR 中

Taqman 水解探针、分子信标探针[12]，检测样品核酸

的含量。Soh 等[13]用 FAM- DNA-TAMRA 作为检测

活细胞内羟自由基的探针。射线照射 DNA 水溶液

时，DNA 链断裂主要是由羟自由基引起的，DNA

断裂数量与吸收剂量成正比 [14]。射线照射使

FAM-DNA-TAMRA 中的 DNA 链断裂，可以测量到

FAM 发出的荧光，荧光强度与 DNA 断裂数量成正

比，即荧光强度与水吸收剂量成正比。 

本研究以 6-羧基荧光素(FAM)和 5-羧基四甲基

罗丹明(TAMRA)双标记的寡核苷酸 DNA 作为荧光

探针，研究 FAM-DNA-TAMRA 水溶液对 X-射线的

响应，探索用荧光法测量水吸收剂量的可能性。 

1 材料与方法 

1.1 主要试剂和仪器 

FAM-DNA-TAMRA 荧光探针由生工生物工程

（上海）有限公司合成，FAM-DNA-TAMRA 荧光

探针中的 DNA 的序列为 5'-AGGGTTAGGG-3'

（HPLC 纯化），FAM 标记在 5'端，TAMRA 标记在

3'端。多功能酶标仪（Synergy2 ，美国 BioTek 公司），

X 射线生物辐照仪（RS-2000Pro，美国 Rad Source

公司），电离室剂量计（Accu-Dose，美国 Radical

公司）。 

1.2 FAM-DNA-TAMRA 荧光探针储存条件 

将 FAM-DNA-TAMRA 荧光探针用去离子水配

制成浓度为 1 mmol/L 的储存液，于 4 ℃冰箱中避光

保存，使用时用去离子水按比例稀释。 

1.3 辐照条件 

用 X-射线生物辐照仪照射样品。射线能量为

160 kVp，照射剂量率为 1.15 Gy/min。照射时使用

直径 60 mm 的一次性塑料培养皿，培养皿内加 1 mL 

FAM-DNA-TAMRA 水溶液，培养皿放置在照射室

中央，距 X-射线光源距离 40 cm。辐照完成后，样

品在室温或者 4 ℃条件下保存。照射剂量用电离室

剂量计测量。 

1.4 荧光强度检测 

将 1 mmol/L 的 FAM-DNA-TAMRA 水溶液用

纯水稀释，配制成浓度分别为 2.5、5.0和 10.0 mol/L

的实验样品。在直径为 60 mm 的一次性塑料培养皿

中加入 1 mL 不同浓度的 FAM-DNA- TAMRA 水溶

液，将培养皿放入 X-射线生物照射仪中进行照射，

照射至吸收剂量分别为 0、2、4、6、8、10 和 15 Gy，

将辐照后的 FAM-DNA-TAMRA 水溶液加入检查荧

光专用的黑色 96 孔板中，每孔 200 L。在室温下，

使用多功能酶标仪检测每个孔的荧光强度，检测条

件为：激发波长：485 nm / 20 nm，发射波长：528 nm 

/ 20 nm。每种浓度每个剂量点设有 3 个平行样本，

每个样品检测 3 次，实验重复 3 次。 

净荧光强度 F=（照射后样品的荧光强度−未照

射样品的荧光强度）。 

1.5 荧光稳定性观察 

1 mL 5.0 mol/L FAM-DNA-TAMRA 水溶液加

入到直径为 60 mm 的一次性塑料培养皿中，将培养

皿放入 X-射线生物照射仪中照射，照射至吸收剂量

分别为 0、2、6 和 10 Gy，每个剂量点设有 3 个平

行样本。将辐照后的 FAM-DNA-TAMRA 水溶液加

入到检查荧光专用的黑色 96 孔板中，每孔 200 L。

在室温下，使用多功能酶标仪检测每个孔的荧光强

度，检测条件为：激发波长 485 nm / 20 nm，发射

波长 528 nm / 20 nm。 照射后 6 h 内，每隔 0.5 h 检

测一次。6 h 后，每间隔 24 h 测量一次样品的荧光

强度。每次检测完成后，立即放入 4 ℃冰箱中避光

保存。 

1.6 统计学分析 

各组实验都重复 3次，实验结果用( sx  )表示，

组间比较采用方差分析。应用 SPSS3.0 统计软件包

进行分析。 

2 结果与讨论 

2.1 吸收剂量与荧光强度的线性关系 

图 1 为 5.0 mol/L FAM-DNA-TAMRA 水溶液

对吸收剂量的响应曲线。 
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图 1  荧光强度与吸收剂量关系 

Fig.1  Fluorescence intensity-absorbed dose relationship 

 

从图 1 可知，在 0−20 Gy 剂量范围内，荧光强

度和吸收剂量之间有线性关系，但由于荧光本底比

较高，吸收剂量小于 0.5 Gy 时，测量误差比较大。 

2.2 不同浓度 FAM-DNA-TAMRA 水溶液剂量

响应曲线 

图 2 为不同浓度 FAM-DNA-TAMRA 水溶液的

吸收剂量响应曲线。可以看出，在 0−20 Gy 范围内，

不同浓度的 FAM-DNA-TAMRA 水溶液的吸收剂量

响应曲线的线性都很好。比较 3 个浓度的曲线，可

以看出，使用的 FAM-DNA-TAMRA 水溶液测量吸

收剂量浓度最好大于 10.0 mol/L，浓度低时，测量

小于 1 Gy 剂量误差比较大。 

 

图 2  不同浓度 FAM-DNA-TAMRA 水溶液的 
吸收剂量响应曲线 

Fig.2  Fluorescence intensity-based dose responses of 
FAM-DNA-TAMRA aqueous solutions of  

various concentrations 

 

2.3 荧光强度稳定性的研究 

 图 3 为照射后 6 h 内 5.0 mol/L FAM-DNA- 

TAMRA 水溶液发射的荧光强度变化曲线。 

由图 3 可看出，FAM-DNA-TAMRA 水溶液受

照后，荧光强度有所下降，但 0.5 h 内稳定下来。在

1−6 h 之间，荧光强度保持稳定，从而满足在一定时

间内反复测量的要求。 

图 4 为照射后 7 d 以内 5.0 mol/L FAM-DNA- 

TAMRA 水溶液发射的荧光强度变化曲线。图 4 表

明，若 FAM-DNA-TAMRA 水溶液避光储存在 4 ℃

条件下，至少在 7 d 之内荧光测量结果是稳定的。 

 

图 3  照射后 FAM-DNA-TAMRA 水溶液的荧光强度变化 
Fig.3  Post-irradiation stability of FAM-DNA-TAMRA aque-

ous solutions stored in dark 

 

图 4  照射后 FAM-DNA-TAMRA 水溶液 
长期荧光强度变化 

Fig.4  Post-irradiation long-term stability of 
FAM-DNA-TAMRA aqueous solutions stored in dark 

 

3 结论 

本研究的实验结果表明在 0−20 Gy 范围内，荧

光强度与吸收剂量成线性关系，荧光稳定性好，并

且荧光本底比较高。这表明 FAM-DNA-TAMRA 荧

光探针水溶液可以用来测量吸收剂量，但高荧光本
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底会影响测量的灵敏度，测量剂量的线性范围。高

荧光本底是由 TAMRA 对 FAM 的荧光淬灭效率低

造成，其原因是 FAM 的发射光谱和 TAMRA 的吸

收光谱不完全匹配。我们可以对荧光探针进行改造，

用其它合适的分子代替 TAMRA 作为淬灭剂，提高

荧光淬灭效率，降低荧光本底。美国 Biosearch 

Technologies 公司研制出 BHQ (Black Hole Quencher)

系列染料 BHQ-1、BHQ-2 和 BHQ-3。使用 BHQ 染

料作为淬灭剂的 FRET 荧光探针，具有较低的荧光

本底，因而具有更高的信噪比，动态范围更大，灵

敏度更高[15]。BHQ-1 的吸收光谱与 FAM 的发射光

谱匹配，可以作为淬灭剂，FAM-DNA-BHQ-1 荧光

探针测量吸收剂量灵敏度和测量精度会更好。 

荧光法测辐射吸收剂量有着明显的优势，操作

简单，检测条件要求不高，灵敏度高，可以进行原

位测量。可以将荧光探针加入到不同基质中，用于

为更广泛的检测目的，如把荧光探针掺入到细胞中，

测量细胞的吸收剂量，测量带电粒子径迹；加入到

水凝胶材料中，制成三维组织等效模体，测量三维

剂量分布，用于放射治疗计划剂量验证等。本研究

首次将双标记 DNA 作为荧光探针用于吸收剂量测

量，研究结果证实双标记 DNA 作为荧光探针测量

吸收剂量是可行的。还需要进行进一步的研究，筛

选出合适的标记分子，研制出实用的双标记 DNA

荧光探针。 
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Application of carboxyfluorescein-oligonucleotide-carboxytetramethylrhodamine  

fluorescent probe in dosimetry 

MA Hongge  SHI Panying  LIN Wenwen  ZHANG Baoguo 

(School of Radiation Medicine and Protection, Medical College of Soochow University, Suzhou 215123, China) 

ABSTRACT  To explore the relationship between absorbed dose and fluorescence intensity, FAM-DNA-TAMRA 

(Carboxyfluorescein-oligonucleotide-carboxytetramethylrhodamine) aqueous solution of different concentrations 

combined with X-ray irradiation was used to measure the fluorescence intensity. The results showed that the linear 

relation between fluorescence intensity and absorbed dose was good for different-concentration FAM-DNA-TAMRA 

aqueous solution containing fluorescent probe in the dose range of 0−20 Gy. The fluorescence had good stability, but 

the fluorescence background affected the sensitivity of absorbed dose greatly. The results suggest that the 

FAM-DNA-TAMRA fluorescent probe can be used to measure the absorbed dose of aqueous solution. 

KEYWORDS  Carboxyfluorescein-oligonucleotide-carboxytetramethylrhodamine fluorescence probe, Fluorescence 

intensity, Absorbed dose 
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