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摘 要：建立制备炭疽芽胞杆菌检测基因芯片的技术，并探讨研制检测炭疽芽胞杆菌基因芯片的方法。酶切炭疽

芽胞杆菌的毒素质粒和荚膜质粒，通过建立质粒 B.C 文库的方法获取探针，并打印在经过氨基化修饰的玻片上，

制成用于炭疽芽胞杆菌检测的基因芯片。收集了 #/$ 个阳性克隆探针，制备了检测炭疽芽胞杆菌的基因芯片。提

取炭疽芽胞杆菌质粒 B.C 与基因芯片杂交，经 E@6,CFF6G H<I- 芯片阅读仪扫描得到初步的杂交荧光图像。通过分析

探针的杂交信号初步筛选出 #8" 个基因片段作为芯片下一步研究的探针。
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炭疽是由炭疽芽胞杆菌引起的人畜共患疾病。

炭疽芽胞杆菌存在于感染动物及人的各个组织及排

泄物中，其芽胞存在于受污染的土壤、水草、皮毛及

其制品中；该菌及其芽胞常从呼吸道、消化道或破损

的皮肤侵入人或动物体内，可迅速引起全身性的感

染，常导致人或动物休克及死亡。然而，在自然界中

还有许多类似炭疽的芽胞杆菌，如：苏云金芽胞杆菌

（!"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’）、蜡样芽胞杆菌（ !"#$%%&’ #-*.
-%%’）、枯草芽胞杆菌（!"#$%%&’ ’&/(%%$’）等，这些细菌对

人类没有致病性，非常广泛地存在于自然界中。它

们在常规细菌学诊断上与炭疽芽胞杆菌有许多相似

之处，容易混淆。因此，对于炭疽芽胞杆菌和其相似

细菌进行快速、准确鉴定具有重要的意义。

目前检测炭疽芽孢杆菌的方法很多，包括分离

培养技术、免疫学、核酸、分析化学和生物传感器等

技术。从临床患者和病畜标本中分离炭疽芽孢杆菌

是比较简便的，但从环境样品中分离和鉴定芽孢则

相对较困难，主要是缺乏有效的富集方法。酶联免

疫吸附（:HKEC）检测多聚 B1谷氨酸荚膜抗体较敏

感，但病例和对照抗荚膜抗体效价有一定交叉，使其

特异性受到影响。近年来发展的各种核酸杂交方法

和聚合酶链反应（LMN）方法可对其进行定性、半定

量和定量检测，但核酸杂交虽有一定的特异性，但敏

感性较低；而 LMN 操作容易造成交叉污染，假阳性、

假阴性结果经常出现，且存在操作较繁琐、检测的效

率和自动化程度不高。因而发展更有效、更科学、更

直接、简化的方法，用于炭疽杆菌的临床检测十分必

要。最近发展迅速的生物高新技术———B.C 芯片

技术为炭疽杆菌的鉴别诊断提供了一种高效、敏感、

特异、经济、自动化的方法［3］。本研究以炭疽芽胞杆

菌毒素质粒 OP$3 和荚膜质粒 OP$# 为原材料，并使

用限制性内切酶 0"&"CK 结合 C4 克隆方法扩增炭

疽芽胞杆菌质粒的基因片段作为探针来制备炭疽检

测芯片，以限制性显示技术标记炭疽芽胞杆菌质粒

B.C 与基因芯片进行了杂交分析，并对病原检测芯

片的技术进行了初步研究，旨在为炭疽芽胞杆菌检

测基因芯片的广泛运用打下基础。

! 材料和方法

!"! 材料

炭疽芽胞杆菌质粒 OP$3 和 OP$# 由兰州生物制

品研究所提供。受体菌 4QL3$ 由本室保存。二甲

基亚砜（BREQ）、甲酰胺购自上海生物工程有限公

司；0"&"CK、ORB3014 S-@I’F、D.4L 及 LMN 试剂购自

大连宝生物工程有限公司；"E LMN 产物纯化试剂盒

购自上海申能博彩生物科技有限公司；ORB3014 载

体上的鉴定T测序引物 EQ3$$（9U1V4CCCCMVCMVVM1
MCV41"U）、EQ3$3（9U1MCVVCCCMCVM4C4VCM1"U）及



接头均由本室合成，组成接头的两个寡核苷酸分别

为 !"#：$%&’()**(*(**(’**(((**(&+%，!",：$%&
’’)))’’*)’’)’)’&+%；标记 *-$ 的通用引物 .：$%&
’)))’’*)’’)’)’’()*&+% 购 自 (/01234/ #341/4&
564。

#67!-2$$88 基因芯片点样仪，购自美国 *4190264:
公司；紫外交联仪购自 ;"<&,(=；!54:(114- >690 基因

芯片扫描仪购自 ’!" >?/@:562 公司。*A)&’(#!)A氨

基硅烷包被的玻片及芯片杂交盒购自 *@1:6:B。
!"# 芯片探针的制备

基因 芯 片 探 针 的 制 备 采 用 限 制 性 内 切 酶

!"#+(" 酶切质粒 =C(，并结合 () 克隆方法。主要

步骤 如 下：用 !"#+(" 对 炭 疽 芽 胞 杆 菌 毒 素 质 粒

DE8F 和荚膜质粒 DE8G 进行酶切；$"% =C( 聚合酶

将酶切后的片段补平后在其末端加 (；将补平加 (
的酶切产物与 DA=FH&) I059@1 连接后转化感受态细

胞 )<#F8，并快速挑选阳性克隆；#*, 鉴定阳性克

隆，选取大小在 G$8 J F888KD 的 #*, 产物作为探针。

!"$ 基因芯片的制备

将收集到的探针即 #*, 产物以异丙醇沉淀，溶

于 $8L=A!<，使 =C( 浓度均为 G$8:BM!>。基因芯

片的打印方式设计为 +8 N +8 阵列，每行打印 F8 个

探针，每个探针打印 + 个点，如图 F 所示，其中 F J FO
行为毒素质粒 DE8F 的 =C( 探针，第 F$ 行依次为阳

性对照（改造过的一段植物基因片段，含有 ’()* 酶

切位点并在荧光标记时加入到样品的检测体系中）、

阴性对照（一段与炭疽质粒基因没有同源性的植物

图 ! 炭疽芽胞杆菌基因芯片的点阵图

P6BQF )30 &"’())#* "+,-."’(* =C( /651@4114- R4-@?9

基因片段）和空白对照（点样液 =A!<），第 FS J +8 行

为荚膜质粒 DE8G 的 =C( 探针。用基因芯片打印仪

#67!-2$$88 将探针打印在氨基修饰的玻片上。打印

后的玻片置于水蒸气上约几秒种进行再水化，然后

将玻片立即放在热板上 F88T加热 G/6:，使其快速

干燥，紫外交联仪中交联（H8/UM5/G），然后 H8T干烤

G3，即可用于杂交。

!"% 样品的限制性显示荧光标记

我们采用限制性显示（,=）技术标记样品［G］，在

荧光标记过程中加入阳性对照即改造过的一段植物

基因片段。具体过程如下：（F）使用限制性内切酶

!"#+(" 酶切炭疽芽胞杆菌毒素质粒 DE8F 和荚膜质

粒 DE8G。（G）酶切片段加接头 !"# 和 !",。（+）设计

与酶切位点及接头的序列相匹配的通用引物。（O）

使用 *-$ 标记的通用引物 . 扩增加 接 头 的 酶 切

=C( 片段。（$）用 #*, 纯化试剂盒纯化 #*, 产物。

!"& 杂交及杂交后清洗

将玻片放入预杂交液（G$L 甲酰胺、$ N !!*、

8VFL!=!、FL;!(）中 OGT温育 O8/6:；分别用水、异

丙醇清洗玻片，然后空气干燥。将荧光标记的样品

W!> 与等体积的 G N 杂交液（$8L甲酰胺，F8 N !!*，

8VGL!=!）混合，X$T变性 $/6:，以 FO8881M/6: 离心

G/6:。加 FO!> 上述样品至芯片表面，盖上盖玻片

（避免产生气泡）；将芯片放入杂交盒内，置于水浴中

杂交 FG J FS3。杂交后，立即从杂交盒中取出芯片

并浸入清洗液中，先以 OGT预热的 G N !!* Y FL!=!
清洗 $/6:；再移入 8VF N !!* Y FL !=! 溶液中室温

清洗 F8/6:；最后移入 8VF N !!* 清洗 $/6:，重复 O
次，以去除 !=!；然后分别以丙酮、乙醇清洗一次。

空气干燥后即可使用。

!"’ 芯片扫描检测

用 !54:(114- >690 基因芯片扫描仪扫描并记录

=C( 微阵列中每个探针杂交信号的强度。

# 结果

#"! 基因芯片探针的制备与检测

将毒素质粒 DE8F 和荚膜质粒 DE8G =C( 的限

制性酶切产物克隆到 ) 载体后，转化大肠杆菌，然后

以 ) 载体上的引物 !<F88、!<F8F 进行 #*, 扩增鉴

定，以 GL 的琼脂糖凝胶电泳，得到大小不等的片

段，从电泳图可见大多数扩增条带单一清晰，大小多

数在 G$8 J F888KD 范围内，可选择作为基因芯片的

探针（图 G）。
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图 ! 克隆鉴定的琼脂糖凝胶电泳结果

!"#$% &’( )* +,- *./#01234 "2 56+789: ;1<3). *.)0 5=>7 /2? 5=>%

)* !"#$%%&’ "()*+"#$’

6$ +,- 6/.@1. +A%>>>；BC D 88E &)4"3";1 FG"31 <H)214 *). 5.)I14 <)H9

H1<3")2$

!"! 芯片杂交结果

为检验按上述方法制作的炭疽芽胞杆菌检测芯

片的质量，取炭疽芽胞杆菌的质粒 5=>7 和 5=>%，采

用限制性显示荧光标记方法，对样品进行荧光标记。

产物用 JK &’( 产物纯化试剂盒纯化后同芯片杂交，

芯片的初步杂交结果如图 J，其中阳性对照呈现出

明亮的荧光信号；而分布于不同位置的阴性对照植

物基因和空白对照 +6KL 均无杂交信号。

图 # 炭疽芽胞杆菌质粒 $%& 与芯片杂交结果图

!"#$J :G1 GMI."?"N/3")2 .14OH34 )* 4/05H1 !"#$%%&’ "()*+"#$’ 5H/40"?4

+,- F"3G 3G1 +,- 0"<.)/../M

!"# 探针序列分析

通过芯片的初步杂交结果，我们从 %P> 个克隆

探针中筛选出 %QJ 个作为基因芯片探针，进而对探

针进行序列测定并分析探针的性质（包括 :0 值、R’
含量和探针长度等）与杂交信号强弱的关系。实验

结果发现在相同的实验条件下，探针的 R’ 含量在

J>S D C>S 之 间 时（炭 疽 芽 胞 杆 菌 质 粒 5=>7 和

5=>% +,- 的 平 均 R’ 含 量 分 别 为 J%ECS 和

JJE7S），长度较长的探针在芯片的固定效果较好，

其杂交信号相对较强，信噪比高（图 B）。

图 ’ 基因芯片荧光信号强度和芯片探针长度的关系

!"#$B :G1 .1H/3")2/H I/. I13F112 *HO).14<123 "23124"3M /2? 5.)I1 H12#3G

# 讨论

近几年基因诊断技术的发展，尤其是基于 &’(
技术的病原检测系统的应用，大大缩短了诊断时间，

使那些不能培养或很难培养的微生物也得到快速诊

断，但是还存在各种缺陷，如混合感染、耐药菌株，出

现假阳性结果、假阴性结果等。用传统的基因诊断

法较难解决，而基于分子杂交的基因芯片技术为这

一问题 的 解 决 带 来 了 一 种 高 效、敏 感、特 异 的 方

法［J］。通过在芯片上集成大量的 +,- 探针来对样

品进行平行检测；不仅可以应用许多不同的探针来

检测同一靶分子，而且可以通过集成多种病原体的

基因探针来对病原体进行快速的鉴别诊断和基因分

型［B］。根据上述原理，本研究中应用限制性酶切技

术结合 -: 克隆方法制备了炭疽芽胞杆菌致病性质

粒的基因芯片探针并进行了炭疽芽胞杆菌检测基因

芯片的初步研究。由于扩增得到的基因片段的大

小、R’ 含量、:0 值及其结构等存在差异，因此本实

验先对收集到的基因片段与炭疽菌种进行了杂交分

析，验证打印的基因芯片的质量并初步筛选出适合

检测的探针。
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基因芯片制备的前提条件是需要较大量的探针

基因片段，本研究采用的限制性内切酶为 !"#!" #，
可特异地识别碱基序列 $"%&，理论上每 ’() 个碱基

序列中就应该存在有一个这样的酶切位点，所获得

探针的基因信息量大。此外，该方法收集的探针在

炭疽芽胞杆菌质粒中分布较广，探针的广泛分布能

提高对靶分子检测的特异性，大大降低假阳性发生

的几率［(］。我们对所获得的 ’*! 个大小为 ’(+ ,
-+++./ 的基因片段进行了序列测定及序列的同源

性分析，其结果证明上述基因片段均属于炭疽芽胞

杆菌质粒 /0+- 和 /0+’。

此外，杂交信号的强弱还与探针序列的长短、

$& 含量、%1 值、探针的浓度等有关［)］。炭疽芽胞杆

菌质粒 /0+- 和 /0+’23" 的平均 $& 含量分别为

!’4(5和 !!4-5，我们通过对强弱不等的阳性杂交

信号进行序列比较分析，发现在相同的实验条件下，

$& 含量在 !+5 , (+5之间，长度较长的探针在芯

片的固定效果较好，其杂交信号相对较强，信噪比

高。但是长度较长的探针其特异性必然会降低，而

长度较短的探针特异性好，但杂交信号相对较弱。

如何取得两者之间的最优化还有待于进一步的实验

验证。通过芯片杂交实验，我们初步筛选出 ’*! 个

荧光探针，其信号较强，点的均匀度较好。进而分析

探针的序列得知这些探针在质粒 /0+- 和 /0+’ 中分

布较广，其中分别有 ! 个片段是属于 $"%& 基因、’
个片段属于 ’() 基因、’ 个片段在 &6/ 区域上（ $"%&、

’() 基因是质粒 /0+- 的特异性基因，其序列高度保

守，&6/ 区域包含 *"$+、*"$&、*"$* 基因，是炭疽芽

胞杆 菌 产 生 荚 膜 的 基 因，其 序 列 也 有 高 度 保 守

性）［*，7］。特异性的基因芯片探针有利于提高检测的

特异性，探针的广泛分布对靶分子的检测也具有重

要意义。目前，我们正分别使用不同的炭疽菌种、与

炭疽同源性较高菌种（包括苏云金杆菌、蜡样芽胞杆

菌等）和一些人体内常见菌种与制备的炭疽检测芯

片杂交，以期在相同的实验条件下对检测的芯片探

针进行优化，增加其特异性和可靠性（有关研究待发

表）。

炭疽芽胞杆菌的质粒 /0+- 和 /0+’ 在自然界中

存在水平转移的现象，并且炭疽菌株在实验室中经

过“加工”后，也可突变，丢失任何一个质粒就会成为

减毒株或无毒株。减毒疫苗株多为 /0+- 8 9/0+’ :
或 /0+- : 9/0+’ 8 ，而大部分的 /6;<=>? 株为 /0+- : 9
/0+’ 8（少数两种质粒都有），;<=?@= 株为 /0+- 8 9
/0+’ : 。自然界中也发现了 /0+- 8 9/0+’ : 突变

株，尚未发现 /0+- : 9/0+’ 8 突变株。由于这些减

毒株或无毒株的存在，我们在检测炭疽芽胞杆菌时

一定要同时设计针对两种质粒基因检测的方法。因

此，本实验分别以两种质粒的 23" 为原材料收集基

因芯片探针，这样可以帮助我们在检测时区分强毒

株、减毒株和疫苗菌株。同时检测染色体上的一些

基因和 23" 片段，如 ,-$+ 基因、."$ 基因、/,,& 基因

等也有利于区分炭疽芽胞杆菌近源株。

致谢 兰州生物制品研究所王秉翔主任提供了炭疽

芽胞杆菌的质粒 /0+- 和 /0+’，特此致谢。
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