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摘 要：探讨将基因芯片与限制性显示技术相结合对 IJ’ 进行基因检测和分型的方法。分

离 IJ’7，&&，&7 和 &3 型的基因片段作为探针，纯化后应用 J>:KLM ##%% 点样仪将其打印在氨基

包被的玻片上制作 IJ’ 基因芯片，对 IJ’ 样品进行荧光标记后与芯片杂交，经清洗和干燥后

对芯片进行扫描和结果分析。对 IJ’ 基因检测芯片的制作与检测的实验条件进行了初步研

究，并对应用 IJ’ 基因芯片进行分型做了初步探讨。建立的检测芯片实验方法可行，并且显

示了在 IJ’ 分型中的应用前景。
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人乳头瘤病毒（IC=9@ P9P>))(=9Q>0CM，IJ’）在人类的感染非常普遍，可引起多种人类

良性和恶性肿瘤性疾病，且其型别与致病性密切相关。对 IJ’ 尤其是高危型 IJ’ 进行

检测和分型已成为肿瘤早期诊断和预防的重要环节。传统的 IJ’ 检测方法主要是通过

形态学方法和免疫学方法对其进行检测，特异性和灵敏度均不够理想，目前主要是应用分

子生物学方法对 IJ’ 进行 F1G 检测，包括基于核酸杂交的方法和基于聚合酶链式反应

（JRN）的方法［&］。但单一的 JRN 反应或分子杂交技术在应用上总存在一些不足，因而我

们尝试将近年来发展迅速的 F1G 芯片技术应用于 IJ’ 感染的检测。本文对 IJ’ 基因

芯片的制备、杂交、检测等过程进行了初步研究，并探讨了其在 IJ’ 分型中的应用，为疾

病诊断芯片的研制及应用打下了基础。

$ 材料和方法

$%$ 主要材料

$%$%$ IJ’ 质粒：含 IJ’ 全长基因的 ! 种 IJ’ 质粒（包括 IJ’7、&&、&7 和 &3 型）由德国

海德堡癌症研究中心的 F/ ’>))>/0 < S 博士惠赠。

$%$%& 主要试剂：T)/@(? 片段、D16J、随机引物 PD（1）7、限制性内切酶 !"#"GU、6! F1G 连

接酶及 JRN 试剂购自大连宝生物工程技术服务有限公司；"K JRN 产物纯化试剂盒购自

上海博彩生物科技有限公司；二甲基亚砜（FSK+）购自上海生工生物工程有限公司；RL"4



!"#$ 购自 %&’()*+& $*+(&+,-+ 公司；./0 标记的通用引物由 #(-1-23 公司合成。

!"!"# 主要仪器：$-45/) 6677 型基因芯片打印仪购自 .+(8’)-+2 #’,*2919:-’) 公司；紫外交

联仪购自 ;<=>?%@ 公司；5,+2%((+/ A-8’ 扫描仪购自 B5< AC&92,-) 公司；.D#>B%$5#D氨基硅

烷包被的玻片、杂交盒购自 .9(2-2: 公司；EF77 型 $.? 仪为 %;< 公司产品。

!"$ %&’ 基因芯片的制备

!"$"! 探针的制备：（G）探针制备：应用限制性显示 $.?（?’)8(-,8-92 !-)H1+/ $.?，?@>$.?）

技术［I J K］制备基因探针。（I）设计特定引物获取 L$M 基因探针：通用引物根据文献［6］从

L$M AG 区中选择保守序列设计，型特异性引物选用 $+9 等［N］设计的各型 L$M ON 区的特

定序列和自行设计的共 G7 对引物（表 G）。引物均由上海博亚生物技术有限公司合成。

$.? 反应条件为：EKP 6&-2；EKP 07)，N7P 07)，FIP G&-2，06 次循环；FIP Q&-2。对 $.?
产物进行克隆、测序，并扩增和纯化相应的探针片段。

表 ! 型特异性引物对

#+R1’ G 5’2)’ +2! +28->)’2)’ H(-&’() S9( !-SS’(’28 L$M )CR>8/H’)

T9U 5’2)’ %28->)’2)’

G 6V>B.%.%BBB#.%#%%.%%#BB>0V 6V>.B#...%BBBB%#%.#B%#.>0V

I 6V>%B%..%B##B#B.%%B%.B###%%>0V 6V>B.%.B#.#%%B%#B#.##B###%B>0V

0 6V>%B%..%B##B#B.%%B%.B###%%>0V 6V>%%BBB%%%B##B#.#.B..%.%.%>0V

K 6V>%..B%%%..BB##%B#%#%%%%B.>0V 6V>B%#.%B##B#B.#.#BB##B.%%%#>0V

6 6V>.%.%..%.%%#%.#%#BB.B.B.#>0V 6V>#BB%##.%%.BB###.#BB.>0V

N 6V>.%...#B#B%.#.%B#BB.#>0V 6V>..B%%%%.BB##B.%%%#%#>0V

F 6V>#B#B.%%#%%%.%%##%##%#B#>0V 6V>BBB#%%.%#%B#%#%BB#%#>0V

Q 6V>#B#%B.B..%BB...%####>0V 6V>.%%B.%B#B.%BB#.%BB%%>0V

E 6V>BB.BB.%%#B#%#B#%B#BB>0V 6V>.%#%B.#..##B###%##B###%.#>0V

G7 6V>.BB%%%%#BB.BB.%B#B#%>0V 6V>###B##%.##B.##B#%%#%B.#>0V

!"$"$ 芯片的阵列设计、打印和打印后处理：基因芯片的设计为 G6 W GG 的阵列（图版!>
;>+），每个探针横向重复打印 6 个点（如 %G J %6：探针 G；%N J %G7：探针 I；%GG J %G6：探

针 0；;G J ;6：探针 K；以后依次类推）。阵列中的 .GG J .G6 位点为 L<M 阴性对照探针，<GG
J <G6 位点为 L.M 阴性对照探针，;N J ;G6 以及 XGG J XG6 为空白对照（67Y @D5=），其余

均为 L$M 各型的基因探针（共 IQ 个）。应用 $-45/) 6677 型基因芯片打印仪，将探针有序

地打印在玻片上。打印后将玻片置于 G67&Z 的紫外光下，使 @T% 交联在玻片表面，然后

Q7P干烤 I* 备用。

!"# 样品的荧光标记

!"#"! 随机引物延伸法标记样品：取 I J 0": 的含 L$M 全长基因的质粒与 G672: 随机引

物 H!（T）N 混合，煮沸 0&-2，冰浴 6&-2，在冰上加入 G7&&91[A 的 !%#$、!B#$ 和 !.#$ 各

7\6"A，G&&91[A 的 !##$ 0"A，G&&91[A 的 ./0 !"#$ G\6"A，G7 W X1’29] ^(+:&’28 缓 冲 液

I\6"A，X1’29] 片段（6"["A）I"A，加 !!LI= 至 I6"A，0FP温育 0*，用 05 $.? 产物纯化试剂
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盒纯化上述产物，真空干燥后以 !!" ##$%& 溶解。

!"#"$ ’()*+’ 法标记样品：用 !"#,-. 酶切 $*/ 质粒样品获得 (0- 片段后，连接通用

接头，然后用 +1, 标记的通用引物进行 ’()*+’ 扩增以标记样品。*+’ 体系：连接产物

2324!5 作模板，加入 +1, 荧光标记的通用引物 4!5，%!!" % 6 *+’ 缓冲液〔422 7789:" ;+9，
%2 7789:" <=>?)$+9（@$ A3,），, 7789:" B5+9%〕，!C $"% (0- 聚合酶，加 ##$%& 至终体积

!2!"。*+’ 反应条件：D!E !7>F；D!E ,2?，G2E ,2?，H%E 47>F，,! 次循环；H%E !7>F。

!"% 芯片杂交和清洗

!"%"! 预杂交：将玻片放入 I%E 预热的预杂交液（%!J甲酰胺，! 6 KK+，234J K(K）中

I%E温育 !27>F，室温下分别用水清洗 ! 次，异丙醇清洗 4 次玻片，然后空气干燥。

!"%"$ 杂交：将荧光标记的样品与等量 % 6 杂交液（!2J甲酰胺，42 6 KK+，23%JK(K））混

合，D!E变性 !7>F，4I222=:7>F 离心 %7>F。加 G!" 混合样品至阵列上，盖上硅烷化处理的

盖玻片，置于 I%E水浴中杂交 AL。

!"%"# 杂交后清洗：取出芯片，立即浸入 I%E预热的清洗液"（% 6 KK+，234JK(K）中清洗

!7>F，洗液#（234 6 KK+，234J K(K）中室温清洗 !7>F，洗液$（234 6 KK+）中清洗 47>F（重

复 ! 次），然后移入 ##$%& 中洗 ,?，最后在无水乙醇中浸 %? 后空气干燥。

!"& 扫描和结果分析

用 KMNF-==N1 ">OP 扫描仪扫描芯片，以 QRNFO-==N1 微集阵列分析软件进行分析。

$ 结果

$"! 基因探针的制备

将所获得的 $*/ 基因片段克隆并测序后，选取其中 %A 个 $*/ 基因片段作为芯片打印

的探针，以异丙醇纯化后溶于 !2J (BK& 中（终浓度 %!2 S ,22F5:!"）。取少量进行 43!J 琼

脂糖凝胶电泳检测（图 4），结果显示基本为单一片段，可用于制备 (0- 芯片的探针。

图 ! 纯化后用作芯片探针的 ’() 基因片段

T>5U4 *R=>V>P# $*/ 5PFP V=N57PFO? V8= 7>M=8N==N1 @=P@N=NO>8F

BU (0- 7N=WP= ("%222；4 S 4%U $*/ 5PFP V=N57PFO?U

$"$ 芯片杂交结果分析

$"$"! 芯片杂交的特异性和重复性：通过 QRNFO-==N1 微集阵列分析软件对图版")X 相

应的数据进行转化分析后，可得出荧光标记后的 $*/ (0- 片段能特异性地与芯片中大部

分相应的位点发生杂交产生阳性杂交信号，而与 $./、$+/ 阴性对照及空白对照无杂交信
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号或信号很弱，说明该芯片特异性好。同一探针 ! 个位点的杂交信号强度一致性好，且重

复 " 次实验的结果也基本一致。说明该芯片具有良好的可重复性。

!"!"! 两种样品荧光标记方法的比较：分别用 #$%&’# 法及随机引物延伸法对 (&) 样

品进行荧光标记，杂交扫描后对其结果进行了比较，从表 * 和图版!%+ 可见，#$%&’# 法

比随机引物延伸法显示出较明显的优越性。

表 ! #$%&’# 法与随机引物延伸法在样品荧光标记应用中的比较

,-./0 * ’123-45617 .089007 #$%&’# 80:;71/1<= -7> 4-7>12 345257< 208;1>

?-.0/57< 208;1> #$%&’# 80:;71/1<= #-7>12 345257< 208;1>

@30:5A5:58= (5<; ?19

#0341>B:5.5/58= C11> &114

@5<7-/%81%D1560 (5<; ?19

#0EB540> $D+ EB-7858= FG7< H *"<

#0EB540> 8520 +.1B8 *; I J F*;

!"!"( 不同 (&) 型别的杂交结果：分别应用 (&) 的 "、FF、F" 和 FK 型的荧光标记样品与

芯片杂交，以 LB-78+44-= 微集阵列分析软件对结果进行分析可得，这 M 种不同的 (&) 型别

在杂交后呈现特征性杂交信号图谱（图版!%N），并且它们在某些相同的位点上均具有杂

交信号，尤其是两种低危型别即 " 型与 FF 型，以及两种高危型别即 F" 型与 FK 型的杂交

图谱分别较为相似，而低危型别（" 和 FF 型）与高危型别（F" 和 FK 型）之间的杂交图谱差

异较大。

( 讨论

人乳头瘤病毒不仅是常见的性传播疾病病原体，而且还与多种恶性肿瘤及癌前病变

密切相关［K，O］。前者主要是由低危型别如 (&)" 和 FF 型感染引起，后者则主要由高危型

别如 (&)F" 和 FK 型引起。因此，对 (&) 进行早期检测，特别是型别鉴定对明确诊断、及

时治疗 (&) 感染以及预防宫颈癌的发生有重要的临床意义。应用基因芯片对 (&) 进行

检测，具有大规模、高通量的特点，不但可以用于分型，而且可以对多个型别的混合感染情

况同时进行监控，具有一定的临床应用价值。

目前病原基因检测芯片常用分子克隆结合 &’# 的方法扩增 F 个或少数几个短探针，

但仅以 F 个或少数探针检测一种靶基因容易产生假阳性、假阴性结果。应用本实验室创

新的 #$%&’# 技术快速分离并扩增得到许多长度较为均一的基因片段作探针，以这些探

针来检测同一靶分子可显著提高信噪比，降低假阳性率。此外，我们还通过设计引物的方

法获得了一些特定的 (&) 基因探针作为补充，以进一步提高特异性。

在标记方法上，本实验通过比较 #$%&’# 标记法和随机引物延伸标记法，表明用 #$%
&’# 方法标记样品在特异性、灵敏度及可重复性等方面明显优于随机引物标记法。这可

能是因为：（F）#$%&’# 法可对样品进行指数级扩增，因而可检测微量样品，而随机引物延

伸法不对样品进行扩增。（*）#$%&’# 法标记的基因片段特异性强且长度较为均一，其杂

交动力学易于控制，而随机引物法的随机性较大，基因片段也大小不一，不利于杂交动力
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学的控制。

!"#$%&’( 的加入会对 (!) 反应产生抑制作用［*］，且杂交结果并不与 !"#$%&’( 的掺

入率成正比。相反，过高的 !"#$%&’( 掺入率会影响杂交效率，因而在实验中应相对减少

!"#$%&’( 的用量，可获得更好的 (!) 产量，提高信噪比。

我们应用芯片对各型 +(, 分别进行了检测，从图版!$- 的数据分析结果可得 . 种不

同 +(, 型别在芯片上呈现特征性杂交信号图谱。由于芯片上的探针包含有 +(, /0 及

12 等保守区的基因片段，可和多种 +(, 型别进行杂交，故 . 种不同型别的 +(, 与芯片杂

交后在保守区的探针位点出现共同的杂交信号。低危和高危型别间的杂交信号图谱有较

明显的差异，较易于鉴别。在高危型别 02 和 03 型中信号增强的位点有 42 5 406，72 5
706。而在低危型别 2 和 00 型中信号增强的位点有 +00 5 +08，92 5 906。由于 +(,2 和

+(,00 型之间以及 +(,02 和 03 型之间分别具有较高的同源性，所以其共同的杂交信号

较多。但经仔细地分析比较后，发现 2 和 00 型之间以及 02 和 03 型之间仍然在特定位点

表现出杂交信号强度的差异。2 和 00 型的比较：可见在 !0 5 !8，400 5 408，10 5 18，:0 5
:8 等位点出现 00 型的杂交信号增强。02 和 03 型的比较：可见 02 型在 90 5 98，72 5 708
位点杂交信号增强，而 03 型在 !0 5 !8 位点信号增强。因而通过上述位点可进行型别鉴

定。进一步分析以上特定位点探针的序列、9! 含量和 ’; 值，结果表明，这些探针的大小

在 066 5 266<= 之间，9! 含量较高在 #3> 5 88>之间，’; 值在 3#? 5 @0?之间，并且包含

了 +(,2、00、02、03 型基因组不同区段的基因片段。通过筛选这些探针并获取更多有意

义的探针，可进一步优化芯片探针的设计，从而对更多的 +(, 型别进行诊断和分型，从而

减少仅通过扩增 0 个特定片段而进行诊断的 (!) 法的假阴性率和假阳性率。

本实验应用自制的芯片对 +(, 进行检测和分型，表明了基因芯片技术结合本室创新

的 )4$(!) 技术在病原体检测和分型中的可行性。此外，可进一步将该技术应用于对多

种细菌、病毒，进行快速、敏感、准确的检测和分型。
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欢迎订阅《微生物学通报》（双月）

本刊是以微生物学应用基础研究、高技术创新及教学为主要内容的综合性学术期刊。主要报

道：微生物学、病毒学、生物工程、发酵工程、酶工程、细胞工程最新研究成果、新技术、新进展。栏目设

置：研究报告、技术与方法、专论与综述、高等院校教学、新技术快报、专家论坛、专题专栏（一般为连续报

道）、争鸣、信息交流等。读者对象：科研院所、大专院校、医院、农业、环保、动物医学、卫生防疫、检疫监

察、生物工程公司、高新技术企业等从事相关工作人员。本刊报道内容宽泛，形式多样，突出创新性，实

用性，通过多年努力已成为在微生物学及相关领域具有一定影响的学术期刊，深受广大读者、作者的欢

迎。

本刊是中国生物类核心期刊、中国医学核心期刊和权威的文献源期刊，被国内多种重要的检索系统

收录，连续多年名列美国《A, 千种表》，;""; 年入选“中国科技期刊方阵”。

本刊为双月刊，!< 开本，;""W 年更换彩色封面，增加印张，每期定价 ;= 元，全年 !=" 元，欢迎订阅。

邮发代号：;—M!?，请读者及时向当地邮局订阅，漏定者请直接与编辑部联系订阅，免收邮寄费。地址：

北京市中关村微生物研究所《微生物学通报》编辑部，邮编：!"""M"；传真：（"!"）M;<;<;"M；电话：（"!"）
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