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应用限制性显示技术制备 !"# $%&’ 诊断基因芯片的初步研究
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摘 要：制备丙型肝炎病毒（HI%）检测芯片并进行验证、初步检测质量评价。采用限制性显示（J5KL+,CL,&> M,K*’8N，
JE）技术制备芯片探针，从载体 *I%2O!P6Q 中切出 HI% 全长 CE-)，!"#.)!酶消化，所得的限制性片段进行 JE2RIJ
扩增，经聚丙烯酰胺电泳（R)S;）结合银染法进行分离。切胶回收后作 . 次 RIJ，得到较纯净的 HI% CE-) 限制性

片段。扩增后的产物克隆至 *TE1024 载体进行快速鉴定。将筛选出的限制性片段打印在氨基修饰的玻片上制备

成检测芯片进行杂交验证分析，对芯片检测进行优化、初步的质量评估。运用 JE 技术，得到 #! 个 #$$ U 0$$V*、大

小均一的基因片段，序列分析表明，均属于 HI% 特异基因，可以作为诊断芯片探针；杂交、测序结果显示，芯片检测

的敏感性、特异性、准确度、重复性、线性等指标均佳。利用 JE 技术制备基因芯片探针是一种快速、简便的实用方

法；制备的诊断芯片可以用于检测 HI% J-)，具有敏感、检测结果较为可靠的优点。
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HI% 是一种高度变异球形外壳的正链 J-) 病

毒，属黄热病毒属，由此引起的丙型肝炎严重危害人

们的健康，临床快速、准确检测非常必要。我们利用

JE 技术制备 HI% 芯片探针，并用基因芯片荧光标

记杂交方法对这些探针进行了杂交分析，为芯片技

术在 HI% 感染检测的应用奠定了基础。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 标本来源：广州军区总医院门诊及住院确诊

丙型肝炎患者静脉血，其中阳性血 . 份，阴性血 "
份；HI% J-) 实时定量荧光 RIJ（48W<8> 法）检测试

剂盒由深圳匹基生物工程公司提供，阳性血清中

HI% J-) 定量 X "Y$ Z 1$. C&*,5K[<P，标本采集、处

理、检测操作、结果分析严格按照说明书执行。

()()* 探 针 模 板：HI% 全 长 CE-) 克 隆 *I%2
O!P6Q［1］由美国国立卫生研究院（-\H）的 O5>K ]B^G
博士馈赠。

()()+ 主 要 试 剂 和 仪 器：*TE1024 %5CL&+、RIJ 试

剂、M-4R、!"#.)!、$%&!、’("!、切胶回收试剂盒

购自 48_8J8 公司；单链的寡核苷酸接头（Q\R："‘2

*S)4I<I)I)II)SII)))III) 及 Q\J："‘2SS444S
SI4SS4S4S）采用 a’,?&6Y$ 软件设计，通过 S,VC& 公

司合成、纯化及 Q\R"‘端磷酸化；硅烷化玻片片基、杂

交盒购自美国 I&+>,>? 公司；JE2RIJ 通用引物 b（"‘2
S444SSI4SS4S4SS)4I2 .‘）、IN" 标记的通用引物、

分组引物 b)、b4、bI、bS 由本室自行合成；S5>5R,9
!$$$] KC8>>5+ 购自美国 S5>5R,9 科技有限公司。

()* 制备探针

()*)( HI% 全长 CE-) 获得：*I%2O!P6Q 用 $%&!、

’("!作双酶切。1 U #"? 质粒于 #$"P 反应体系中

.:c !G。先取 # U ."P 电泳鉴定酶切完全后，将剩

余的产物加到一个加样孔中。电泳结束后在紫外灯

下用手术刀切下靶片段，用切胶回收试剂盒回收。

()*)* JE2RIJ：参照文献［#，.］进行。

()*)+ R)S; 结合银染法分离靶基因片段及 . 次

RIJ：取 RIJ 反应产物 :"P，用 "d聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离，间隔上样，/$% 恒压电泳 6 U :G。电泳结

束后，依照文献方法进行银染显色，并制干胶片保

存［!］。将干胶片切胶回收后，再做 RIJ，反应条件、

步骤同上。纯化 RIJ 产物，按照纯化试剂盒操作说

明书操作。



!"# 芯片点样和固定

在纯 化 后 的 !"# 产 物 中 加 $%&’ 调 浓 度 为

())*+,!-。以植物（水稻，./01）、真核细胞（2(34 细

胞）和细菌（大肠杆菌，!"#$%&’%( &)*%）基因片段为阴

性对照，()5$%&’ 为空白对照，用 !/6787(()) 芯片

打印仪在 "9.*/*+ 玻片上打印阵列为 :4 ; :( 的点

阵，从上至下，从左到右分别是：阳性对照打印 :4 个

点；接着分别是阴性对照（水稻、2(34 细胞、大肠杆

菌基因片段）、空白各 3 个点；再接着是 <"= 探针，

每个探针打印 3 个点（图版">?）。将芯片正面朝下

至于 @ ; &&" 盐水湿盒上方再水合化，然后迅速的置

入 :))A温箱中干燥，用紫外交联仪以 3(BC 的总能

量进行交联固定，以使探针共价交联结合在玻片表

面，用封闭液（@@(B- :>甲基>4>吡咯酮烷，3 + 琥珀

酸酐，:(B- :B9D,- 硼酸钠，E< F）进行封闭后备用。

!"$ 样品标记

!"$"! 模板制备：:!+ 0$G? 样品 @HA 用 +(,@?"
酶切 @I。连上接头（&J!，&J#），在 K! 管中加入 (!-
0$G? 酶切反应液，@!- 通用接头，4!- LM $G? 连接

酶（@()N,!-），@!- :) ; OPQQ1.，:H!- RR<4’，:3A保持

4I，最后以 !IS.BS0/S &>M)) 离心柱除去接头二聚体

和小于 :))OE 的小片段，收集洗脱液作为 !"# 标记

的模板。

!"$"% !"# 扩增：反应体系（()!-）：4(!- 4 ; !"# 缓

冲液，(!- RGL!（各 4BB9D,-），:!- 模板，4!- "8( 标

记 的 通 用 引 物 N （ :))!B9D,- ）（ (T>
ULLLUU"LUULULUU?L"> "8(），加 RR<4 ’ 至体积为

MV!-，最后加入 :!- -(. $G? 聚合酶（(N,!-）。反应

条件：V(A 4B/*；VMA @)7，3)A @)7，H4A :B/*，@) 个

循环；H4A (B/*。

!"$"# 样品标记：血清标本按照试剂盒操作提取

#G?、反转录后，标记方法同上。

!"& 杂交

将适量体积的预杂交液放入杂交缸中，预热到

M4A，将芯片置入，保温 M(B/*；然后去离子水漂洗，

空气干燥。在暗室的条件下，取 (!- 荧光标记好的

样品加入等体积的 4 ; 杂交液（()5W9.BSB/R1、:) ;
&&"、)X45&$&），V(A变性 (B/*，最大速度离心 4B/*
冷却，滴加到阵列上，盖上盖玻片封闭，M4A 杂交

4I。然后依次在 4 ; &&",)X:5&$&，)X: ; &&",)X:5
&$&，)X: ; &&" 溶液中清洗玻片，灭菌水漂洗后，无

水乙醇脱水，室温下干燥。

!"’ 检测分析

用 U1*1!/6 M)))Y 70S**1.（激光强度 V)5，信号

增益 H)5）扫描芯片，并通过分析软件 ZPS*[S..S8 分

析荧光强度。阳性点判断标准为荧光信号平均值超

过阴性点信号的 @ 倍，.S[/9 比值范围在 4XH \ @X@。

用 &!&& :)X) 软件对各探针点的平均荧光强度进行

方差分析，并以 &G2 法进行多重比较。

!"( 对制备的芯片进行探针优化及初步质量评估

!"("! 对探针进行优化：根据荧光强度的大小从中

筛选了 :) 个 <"= 探针，分析它们的序列并参照图

版">? 的芯片点样模式用 !/6787(()) 芯片打印仪在

"9.*/*+ 玻片上打印阵列为 :4 ; F 的点阵，将芯片正

面朝下置于 @ ; &&" 盐水湿盒上方再水合化，然后迅

速置入 :))A温箱中干燥，用紫外交联仪以 3(BC 的

总能量进行交联固定，以使探针共价交联结合在玻

片表面，用封闭液（@@(B- :>甲基>4>吡咯酮烷，3+ 琥

珀酸酐 S*R :(B- :B9D,- 硼酸钠 E< F）进行封闭后

备用。

!"("% 对芯片检测质量进行初步评估：线性实验

对样品进行系列稀释，然后分别与优化后芯片进行

杂交，用 U1*1!/6 M)))Y 70S**1.（激光强度 V)5，信号

增益 H)5）扫描芯片并通过分析软件 ZPS*[S..S8 分

析荧光强度，同时用 <"= #G? 实时定量荧光 !"#
（LS]BS* 法）检测试剂盒检测样品，标本采集、处理、

检测操作、结果分析严格按照说明书执行；特异性

用芯片、LS]BS* 法分别检测 ( 例阴性血清，U1*1!/6
M)))Y 70S**1.（激光强度 V)5，信号增益 H)5）扫描

芯片；重复性 每一样品在同一玻片（共打印 ( 个点

阵）上重复检测 ( 次，在 :) 张玻片上，重复检测同一

标本，实验条件完全相同，用 U1*1!/6 M)))Y（激光强

度 V)5，信号增益 H)5）扫描芯片，计算荧光值平均

值、"= 值，以阳性对照荧光强度为参照，对荧光值进

行修正，使荧光值标准化；准确性 将 #$>!"# 纯化

探针与 E%$:F>L 载体连接，:3A4I。转化 ^->: 细

菌，平 板 克 隆。E%$:F>L 载 体 引 物（ E./B1. ? (T>
"L????"U?"UU""?UL>@T， E./B1. Y (T>
"?UU???"?U"L?LU?">@T）初 步 鉴 定 后，用 ?YJ
!#J&%L% @H@) 自动测序仪对克隆进行测序分析以

验证探针的正确性。临床验证试验 <"= 阳性血清

:H 份（?*[/><"= 阳性，?-L!F)），分别用芯片法、

LS]BS* 法检测，对 !"# 产物进行测序，验证芯片杂

交的正确性，方法同上。

% 结果

%"! 制备探针 )*+,-) 图谱

由于 E"=>CM-3& 克隆的序列已知，用软件找出
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每一处 !"#!"!酶切位点，继而推断出每种引物组

合的 #$% 应扩增出的片段（&’’() 以上有 &* 条）。

#"+, 结合银染法可清晰显示 -$. 的 %/ 片段，大

小与预期基本相符（图 0）。

图 ! "#$ %&’(#% 分组图谱

12340 %/5#$% )67789:; <= -$. 38:8;，#$% )9<>?@7; ;8)69678> (A

8B8@79<)C<98;2; 6:> ;762:8> D27C ;B2E89

F：F/G&’’’ ;76:>69> /H" B6>>89；""，"I，"$，"+，II，I$，I+，

$$，$+ 6:> ++：#$% ;?(39<?);4

)*) "#$ %& 产物阳性克隆的 (#% 鉴定图

-$. %/ 产 物 "I 克 隆 得 到 的 阳 性 克 隆，用

)F/0J5I 载体引物进行 #$% 扩增，并用 0KLM的琼

脂糖凝胶电泳鉴定。从电泳图（图 &）可见扩增条带

单一清晰，大小在 &’’ N J’’() 范围内。

图 ) "#$ %& 产物阳性克隆的 (#% 鉴定电泳图

1234& ,B8@79<)C<98;2; <: 0KLM 6369<;8 38B <= 7C8 %/ )9<>?@7 =9<O 7C8

DC278 @B<:8; <= -$. 38:<O2@ =963O8:7;

F4 F/G&’’’ ;76:>69> /H" B6>>89；0 N 0’4 #$% )9<>?@7; <= )<;272E8

@B<:8;4

)*+ 样品与芯片杂交信号扫描

图版!5P 显示，样品与 %/ 技术分离的 &* 条

-$. 探针杂交均有杂交信号，阳性内参也有明显杂

交信号，空白和阴性对照均无杂交信号检出。同时

也可以看出部分探针的信号较强，而部分探针的信

号较弱。对这些探针点的平均荧光强度进行方差分

析，可 知 探 针 之 间 的 差 异 显 著（1 Q JK!&L，# R
’K’’0）。

)*, 探针优化后芯片与样品杂交验证扫描

根据荧光强度从大到小，从中筛选了 0’ 条探针

打印成芯片。杂交结果显示，样品与探针优化后芯

片杂交有明显杂交信号，较优化前杂交效果明显改

善。图版!5$ 所示为系列稀释样品杂交扫描图。

)*- 探针优化

根据荧光强度的大小从中筛选了 0’ 个 -$. 探

针，分析它们的序列结果表明，这些探针的大小较均

一，约为 &L’ N S’’() 之间；（+ T $）含量均较高，大部

分在 *’M以上，$O值则在 J&U以上，且这两个值较

高的 L 个探针的荧光强度值均相对较强。这些探针

散步在 -$. 整个基因组中。

)*. 对芯片检测进行质量评估

对样品进行系列稀释，分别用芯片、实时定量荧

光 #$%（I6VO6: 法）同时检测，图版!5/ 为线性实验

散点结果图，从图中可见，两种方法相关性良好（9 Q
’KWJ0W），在 0’* N 0’00 @<)28;XOG 之间，芯片检测法显

示了较好的线性。其中稀释最低浓度水平为 0K’!
Y 0’* @<)28;XOG，初步认定该芯片的检测灵敏度不低

于此水平，但仍然比 I6VO6: 法灵敏度低了 0 N & 个

数量级；为验证本方法的特异性，用所制备的芯片检

测 L 例正常人血清，结果均显示为阴性，与 I6VO6:
法检测及临床上完全相符；重复性：批内精密度 $.
值为 ZKZM，批间精密度 $. 值为 SKZM；测序验证正

确性：将共计 &* 个（&’’ N J’’()）限制性片段，全部

进行序列测定，与 +8:P6:[ 进行 PG"\I 比较，结果表

明克隆基因均属于 -$. 基因且，与理论一致；临床

验证：将 0S 例阳性血清分别用芯片法、I6VO6: 法检

测，芯片法阳性检出率为 0L 例（JJK&M），芯片法与

I6VO6:法检测进行比较，结果显示（图版!5,），临

床血清样品芯片法检测与参考方法有良好的相关性

（9 Q ’KWLJ&）；#$% 产物进行测序鉴定，与 +8:P6:[ 进

行 PG"\I 比较，结果表明属于 -$. 特异基因。

+ 讨论

丙型肝炎病毒（-$.）是引起输血后和散发性非

甲非乙型肝炎的主要病原体，全球分布。在目前尚

无有效抗肝炎药的情况下，对丙肝的早期诊断和预

防将是目前控制肝炎继续发展的重要途径。制备

-$. 诊断基因芯片，可为临床快速诊断和有效治疗

丙型肝炎提供更新的途径。目前分子生物学技术诊

断 -$. 主要有各种核酸杂交法和 %I5#$% 法，常规

核酸杂交法操作繁琐，费时费力，结果虽有一定的特

异性，但敏感性较低；#$% 操作容易造成交叉污染，

假阳性、假阴性结果经常出现，扩增其中部分单一较

J&& 微 生 物 学 报 *L 卷



短片段并以此作为检测，还将丢失很多有价值的病

毒基因信息，且一个较短的基因片段可能会反映出

两个以上不同基因的信息，导致错误诊断。基因芯

片技术是一种高通量的基因检测与分析方法［!，"］，通

过芯片上集成的大量探针对样品进行平行检测，不

仅可通过应用许多不同的特异性探针来检测同一靶

分子，大大降低假阳性率，显著提高信噪比［#］；而且

可通过集成多种肝炎病毒的基因探针来对病原体进

行快速诊断、鉴别诊断［$ % &’］。

制备基因芯片的先决条件是收集大量含不同基

因信息的探针，而特异性探针的制备是其中非常关

键的步骤。诊断芯片探针的制备一般可以通过以下

两个途径：!分子克隆结合 ()* 扩增基因片段；"
在 +,- 合成仪上人工合成寡核苷酸片段。后者合

成大量探针成本高，且超过 #’./0 长度错配率大大

增加［&&］，我们采用前者。*+ 技术采用四碱基酶限

制酶 !"#1-#切割 2+,- 然后接上互补的接头，再

根据接头的序列设计通用引物及其 13端延伸若干

个碱基的选择性引物进行 ()* 扩增，使扩增产物有

序归类，最后通过电泳显示扩增片段，再切胶、1 次

()* 分离基因片段，可以高效地分离到多个基因片

段。在进行分组 ()* 时，会出现某些组内部分片段

大小接近而无法用普通琼脂糖凝胶电泳分离的状

况，我们利用 !4聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电泳结

束后银染显色。聚丙烯酰胺法凝胶的分辨率较高，

理论上相差 &56 的片段都能得到有效分离，!4的胶

可以达到很好的分离效果，大大提高了分辨分离效

率。银染色的结果是肉眼可见的，可以在直视下进

行割胶回收，位置准确，有效地避免了割胶偏差；操

作也比较简单，周期比较短，不需要特殊的仪器设

备，即使在普通的分子生物学实验里就可完成。

样品与探针优化后芯片杂交较优化前杂交效果

明显改善。一般说来，在同一实验条件下，杂交信号

的强弱主要与探针基因序列的长短、（7 8 )）含量、

$.有关，分析这些探针的序列结果表明，这些探针

的大小较均一，约为 9!’ % #’’56 之间，（7 8 )）含量

均较高，大部分在 :’4以上，$.值则在 $9;以上，且

这两个值较高的 ! 个探针的荧光强度值均相对较强

并散步在 <)= 整个基因组中。对芯片检测的敏感

性、特异性、重复性、正确性、线性均作了测试，结果

显示较为满意。在 &’: % &’&& 2>6?/@A.B 之间，芯片检

测法显示了较好的线性；与 CDE.DF 法比较，芯片检

测 <)= 与之相关性好（0 G ’HI$&I）；芯片的检测灵敏

度不低于 &H’1 J &’: 2>6?/@A.B，但仍然敏感性不够

高，比 CDE.DF 法灵敏度低了 & % 9 个数量级，往后工

作中要在探针制备、样品标记上进行优化以进一步

提高检测灵敏度；重复性试验精密度不够好，批内精

密度 )= 值为 "H"4，批间精密度 )= 值为 #H"4，还

有待继续完善整个试验条件；用优化后芯片初步用

于 &# 例临床阳性血清的检测，结果显示效果较好

（$$H94），但也出现了假阴性的问题，可能与血清中

<)= *,- 拷贝数太低且容易降解有关系；另外标本

例数不够多，目前我们正在进行大样本的临床血清

检测试验（另文报道），以进一步验证芯片的可靠性

并优化实验条件，为芯片技术进入常规临床检验打

下坚实基础。

总之，*+ 技术能快速简便地得到大量序列明

确、长度均一、适于芯片上分子杂交的探针，制备的

诊断芯片可以用于检测 <)= *,-，具有敏感、检测

结果较为可靠的优点。
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生物技术与基因工程小百科

（德）罗尔夫 ?J 施密德 著；鲁思·哈梅勒尔 图；李慎涛 等译；Z!9# X(<N(<+NXWN(U；定价：S<J<< 元

生物技术是 ,+ 世纪的一项核心技术，也是一门应用学科。本书对生物技术与基因工程所涉及的众多

学科领域的进行了简明扼要的阐述。内容包括：食品生物技术；现代生物技术工艺，包括乙醇，酸和氨基酸，

抗生素、化学品，酶，面包酵母和饲料酵母等的生产；环境生物技术；医学生物技术；农业生物技术；微生物

学、生物工程、分子遗传学的基础知识；最新趋势和安全问题；伦理学和经济学问题；这一技术的一些前沿领

域（如 ?#8 芯片、蛋白质组学、代谢工程和系统生物学）和公众的担忧、专利申请以及国际情况。本书是为那

些要对现代生物技术各个领域有一个初步了解的生物学、生物化学和生物工艺工程的教学科研人员而写的，

也可作为进一步研究的入门书。

自然疫源性疾病

唐家琪 主编；,<<; 年 , 月出版；Z!9# X(<N(<+S,S,([；拟定价：+X< 元

本书是一部全面系统论述自然疫源性疾病的专著。全书六篇。第一篇为总论，第二至六篇为各论，介绍

了 W 类病原体所致的疾病 U; 种，其中自然疫源性病毒病 ;U 种、立克次体病和衣原体病 X 种、螺旋体病 N 种、细

菌病 U 种、寄生虫病 +X 种。总论较系统地阐述了自然疫源学说的基本理论、自然疫源性疾病的流行病学特点

和预防的原则与策略。各论内容基本上囊括了我国和世界各地已知（包括近年新发现和新出现）的主要自然

疫源性疾病。每种疾病都从历史、病原学、流行病学、预防与控制、发病机制与病理学、临床表现与诊断、实验

室诊断、治疗等项予以详细阐述。尤为侧重病原学、流行病学、预防与控制、实验室诊断。内容广泛、翔实、新

颖，#集和归纳了国内外这一领域的研究成果和最新进展，融汇了作者长期研究的成果和经验，较全面地反映

了国内外自然疫源性疾病的研究现状。本书可供预防医学、临床医学、兽医学和国境检疫工作者及相关研究

人员参考阅读，也可用作医学、兽医学和生物学大专院校的教学参考书。
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