
!! 卷 !期
"##!年 $月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
%&’(!!
)*+*,-

.&(!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"##!

基金项目：国家科技攻关重大专项资助项目（"##/0)$#!)""）；云南省科技攻关计划重点项目［云计科技（1$）232号］；昆明市科技计划项目

［昆科（农）字 "##"#"##3］
"通讯作者。45’：$26$7/6!2/3717；89:：$26$7/6!2/;1$7；<6=9>’：?>@A*9B C9A&&( ?&=( ?D
作者简介：杨 素（/1276），女，云南大理人，高级兽医师，从事进出口动物检疫工作，博士。45’E89:：$267;2633!!;37；<6=9>’：C9D+,*B"23( D5-

其他作者：董 俊"，杨云庆"，赖建华3

本基因芯片技术未经作者同意不得擅自使用。

收稿日期："##36/#6"7，修回日期："##!6#36";

口蹄疫等 !种动物病毒基因芯片检测技术的研究

杨 素/ 花群义"" 徐自忠" 杨晶焰" 谭德勇3

（/ 珠海出入境检验检疫局 珠海 ;/1#/;）（" 云南出入境检验检疫局 昆明 2;#""$）

（3 云南大学生命科学学院生物化学与分子生物学实验室 昆明 2;##1/）

摘 要：用分子克隆方法获得口蹄疫病毒、水泡性口炎病毒、蓝舌病病毒、鹿流行性出血热病毒和赤羽病病毒各一

段高度保守的基因片段，用芯片点样仪点样到包被过的玻璃片上，制备成检测芯片。提取样品中的 F.)，进行反转
录和荧光标记后滴加到芯片上进行特异性杂交，对杂交结果进行扫描检测，可同时诊断上述 ;种动物传染病，此方
法不但快速、准确、敏感，而且可同时进行多种病毒的检测，达到大批动物高通量检疫的目的。
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口蹄疫、水泡性口炎、蓝舌病、鹿流行性出血热

和赤羽病均属我国进境动物一类或二类传染病，其

中口蹄疫、水泡性口炎和蓝舌病还被世界动物卫生

组织（HI<）确定为对动物和动物产品国际贸易有重
大影响的 )类疾病，这些疾病特别是作为人畜共患
烈性传染病的口蹄疫和水泡性口炎的爆发与流行过

去曾经而且目前正在给世界各国的畜牧生产、社会

经济和国际贸易构成严重威胁并造成巨大的经济损

失，因而是世界各国动物检疫部门重点防范的动物

传染病。随着全球一体化进程的加快，动物的国际

贸易日益频繁，而且贸易规模越来越大，经典的血清

学和 JKF检测方法越来越不适应进口动物检疫的
快速、准确、高通量的要求。基因芯片（L5D5 KA>M）又
称基因微矩阵（N.) O>?P&9PPC），是 "#世纪 1#年代发
展起来的前沿生物技术，它将大量的靶基因片段有

序、高密度地排列在玻片、硅等载体上，用荧光检测

后，通过计算机软件进行数据比较和分析，一次试验

就可对上万种基因进行快速、准确、高效的检测，具

有微型化、高通量、并行处理易于自动化等优越性，

是动物传染病检疫技术的一个巨大的飞跃。

本研究旨在制备可同时检测口蹄疫病毒（!""#
$%& ’"(#) &*+,$+, -*.(+，8ON%）、水泡性口炎病毒（/,0

+*1(2$. +#"’$#*#*+ -*.(+，%Q%）、蓝舌病病毒（32(,#"%4(,
-*.(+，04%）、鹿流行性出血热病毒（56*7""#*1 ),’".0
.)$4*1 &*+,$+, -*.(+ "8 &,,.，<RN%）和赤羽病病毒（9:0
$;$%, &*+,$+, -*.(+，)S%）等 ;种病毒的基因芯片，一
次试验即可对这 ;种病毒进行快速准确的检测，以
达到快速、准确、高通量的检疫要求。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 种毒：本研究所用的种毒均来自国外参考实
验室。

"#"#$ 主要试剂：JT9UE4A>& 4HJ载体、4&M/#感受态
细菌均购自 IDV>-P&+5D公司；鲑鱼精 N.)为 Q>+=9产
品；总 F.)纯化试剂（4FIW&’）购自上海生工生物工
程技术服务有限公司；N<JK购自华美公司；反转录
酶 F59UC 4& L& F46JKF 059U 购自 )=5P,A9= 公司；
<$=N.)聚合酶，U.4J 购自 49S9F9。
"#"#% 主要仪器设备：0>&F&T&->?, O>?P&LP>U !基因
芯片点样仪购自美国 O9-P>:公司，基因芯片扫描仪
L5D5J>:!###0购自美国 ):&D 公司，X% Q-P9-9’>DY5P
"!##购自美国 Q-P9-9+5D5公司，<MM5DU&ZZ ;!/7F台式
高速低温离心机购自德国 <MM5DU&ZZ 公司，X%/"!#



紫外分光光度计购自日本岛津公司，!""#$%&’’ ()*+
,#-./.0#-基因扩增仪购自德国 !""#$%&’’ 公司，1#0
2333型凝胶成像分析系统购自美国 45&+6)%公司。
!"# 芯片设计方案
本芯片设计矩阵为 7 8 7阵列，包含 9条检测目

的基因探针，:条阳性参照（!、"、# 、$ ），检测探
针和每个阳性参照均有 :个重复点，矩阵设计图见
图 2。矩阵图由 ;部分组成：%阳性参照（<、"、# 、

$）：改造过的与靶基因没有同源性的一段植物基因
片，加入标记反应体系中，以测试标记反应是否有

效；&阳性内参照：与阳性参照（!、"、#、$）同样
为改造过的同一段植物基因片段，在血清抽提时加

入检测体系中作为 =(>?、?@?、4A?、!B>?、CD?的
阳性内参照；’检测位点 =(>?、?@?、4A?、!B>?、
CD?，每种病原微生物选择一段最为保守、特异的
.>EC片段作为探针。检测时，提取样本 6EC，逆转
录后用 F/9标记，同时用 F/;标记空白，F/9标记的
样本 .>EC和 F/;标记的空白等比例混匀后与芯片
杂交。通过 F/;的信号即可获得是否污染和阴性对
照的信息。

表 ! $%$、&’$、()*$、+,*$、-.$芯片引物序列
A)G0# 2 =(>?、?@?、4A?、!B>?、CD? 1#$#.H5" I-5J#- @#KL#$.#

?5-L* IF6 "-&%L., 0#$M,HNG" I-5J#- *#KL#$.#

=(>? >#,#.,5O# "-5J#-（;33） 9P+1FA1CFCCCC1F1CFCCC11+;P
9P+1A11FFAFA1C111CAACA1+;P

I-&G# "-5J#-（27Q） 9P+FFFAA1C11FACAFFAFAFF+;P
9P+FFFCCF1FC11ACCC1A1CA+;P

?@? >#,#.,5O# "-5J#-（;3R） 9P+AAFFCFCA1FAFCCCCC1FC+;P
9P+A1AFFFFC1CCCA1CCCC1F+;P

I-&G# "-5J#-（299） 9P+1A1FC1FCFAA1FCCFCAAA+;P
9P+F11FCA1ACA1CCAFA1FAAA+;P

!B>? >#,#.,5O# "-5J#-（RS;） 9P+F1FFC1CC1AACFFFCCFCA+;P
9P+F1FAA1FFFCAFCACC1FAC+;P

I-&G# "-5J#-（293） 9P+1F1C1AA11FFC1CCA1AAC+;P
9P+1AFFFCCAAF1AFAFFCFCF+;P

4A? >#,#.,5O# "-5J#-（RSQ） 9P+AF1C1A1CFA1111C1CFAA+;P
9P+C1AFCFCFFF1FAA1C1AAA+;P

I-&G# "-5J#-（2:S） 9P+FA1C11CCCFFAAFFCCFFC+;P
9P+111CAFCAACF1CFFFA1CC+;P

CD? >#,#.,5O# "-5J#-（RS;） 9P+111FC1FC1FAFCCFAAACF+;P
9P+CFAAFC1FFCCC11FCAFCF+;P

I-&G# "-5J#-（2:S） 9P+AFCCFFC1CC1CC11FFCC1+;P
9P+CA11C1F1ACCC11FC1A1A+;P

!"/ ()*$、$%$、&’$、+,*$、-.$克隆的构建
从 1#$4)$T中寻找 =(>?的 ;>片段、?@?的核

蛋白片段、4A?的 ?IA片段、!B>?的 @U片段、CD?
的核蛋白片段核酸序列，通过 40)*, 得到其保守序
列，根据所需要克隆的基因片段利用引物设计软件

I-5J#-9V3设计出特异性引物（表 2），经 6A+IF6获得

.>EC，用 IG)%NAH5& AWI载体构建重组质粒，连接转
化大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）A&"23感受态细胞，筛选
重组克隆，重组克隆经酶切、IF6及测序进行鉴定。
!"0 芯片的制备
分别提取上述 9种病毒的重组克隆质粒，然后

用特异性引物（表 2为探针引物），分别对这 9种病
毒的重组克隆质粒进行靶基因的 IF6扩增。为排
除载体序列对体系的干扰，IF6产物需经割胶回收，
进行第二轮 IF6扩增，将含有特异带的第二次 IF6
产物进行纯化，用异丙醇沉淀后，用 U9X乙醇洗涤
一次去上清，干燥。点样的靶基因需要的量比较大，

产物纯化后进行定量，然后以 ;2VR9$MN(Y的浓度按
设计矩阵图（图版!+C）点样。
芯片点样完毕后，水合使靶基因和玻片共价结

合后，将芯片置于加热至 233Z的湿盒中保温熏润
数分钟，使点样点在表面张力的作用下变圆，而圆点

的浓度由于液面的流动变得均匀，同时使 IF6片段
与玻片充分结合。芯片干燥后放入交联仪中紫外线

（73J[）照射交联 23J5$，使得 IF6片段与玻片形成
更牢固的结合，然后放常温保存，最终完成基因芯片

的制备。

!"1 检测样品的制备及荧光标记
!"1"! 核酸的提取：取待检样品 R33(Y，加入 Q33(Y
裂解液（A6<\&0），震荡混匀，静置 9J5$，加入 R33(Y氯
仿震荡混匀，2R333-NJ5$ 离心 23J5$。取上清，加入
:33(Y ] R3Z预冷的异丙醇沉淀，U9X乙醇洗涤一
次，弃上清沉淀自然干燥。

!"1"# 6A+IF6：用随机引物 "%（E）7、反转录酶
（6#)%/ A& 1& 6A+IF6 4#)%）对所提取的样品 6EC进
行反转录，:RZ :9J5$。
!"1"/ 荧光标记：取 2(Y 6A+IF6产物，用检测引物
进行 IF6扩增，反应体系：反应总体积 R9(Y，每种引
物浓度 R"J&0，: 8 %EAI 2$J&0，(MR ^ RV9JJ&0NY，+(,
酶 2 个单位。反应条件：S:Z RJ5$；S:Z R3*，93Z
R3*，URZ ;3*，;3个循环；URZ ;J5$。
取第一次 IF6产物 2(Y，加入含 F/9 荧光标记

物（红色荧光信号）的标记混合物，用同样的检测引

物进行 IF6标记。标记反应体系：总体积 2RV9(Y，
加入所有位点的检测引物各 2"J&0，%EAI（不含
%_AI）每种 2$J&0，加入标记物 %_AI+./9 3V2$J&0，
(MR ^ 2VR9JJ&0NY。IF6反应条件为：S:Z R3*，97Z
R3*，URZ ;3*，;9个循环；URZ延伸 ;J5$。阴性对照
按同样的方式用 F/; 荧光（ 0 绿色荧光信号）标记。
阳性参照用 F/;荧光标记物及 F/9荧光标记物混合
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物（黄色荧光信号）进行标记 !"#。
!"# 杂交
将 $%&!’杂交液滴加于制备好的芯片上，然后

将芯片置于专用杂交仓中湿盒封闭，于 ()*恒温箱
预杂交 )+后弃杂交液。取 ,!’荧光标记好的检测
样品 !"#产物加入 $%&!’杂交液，充分混匀后滴加
于芯片点样区，置专用杂交仓中湿盒封闭 ()*恒温
箱杂交 (+。杂交完毕，依次用 $ - .."（氯化钠
$%&//012’，柠檬酸钠 $3//012’，氢氧化钠 $&//012’，
双蒸水 $&&&/’，调 45 至 36(）7 &6&89 .:. 溶液、
&6) - .."于 ()*恒温摇床洗片 )次，每次 $&/;<，双
蒸水冲洗干净，避光晾干。

!"$ 芯片扫描检测
将芯片插入 =><>!;?(&&&@扫描仪中进行扫描，

"A8绿色荧光信号波长为 %(&</，"A%红色荧光信号
波长为 B%&</，激光功率 889，亮度为 C&，对比度为
C&，!DE 为 %%&。"、#、$、%阳性参照点为黄色，
阳性检测样品点为红色，扫描结果用 E;FF图片保存，
见图版"G@。
!"% 结果判读
对照位点有黄色荧光信号，表明检测处理操作

程序是正确的；同时有绿色荧光信号者，表明空白处

理对照有效。在检测位点中，如果有绿色信号，表明

该位点有系统污染，这时，根据该位点 #HI;0值（红色
荧光信号和绿色荧光信号之比）判断，如果该位点的

#HI;0值大于对照位点 #HI;0值，该位点即为阳性，否
则为阴性；如果检测位点没有绿色信号，则用该位点

的红色荧光信号（JB8%）与背景红色荧光信号（@B8%）
的的比值（&）判断，当 K $6%则为阳性，否则为阴性。
每种病毒的 ( 个重复点中，8 个及 8 个以上重复点
呈现阳性信号的判为阳性，) 个重复点呈现阳性信
号的判为可疑，$ 个重复点呈现阳性信号或没有阳
性信号者判为阴性。

& 结果

&"! 有效性
将上述 %种病毒等比例混合后，进行检测，所有

位点都能检测到信号（对照位点在检测中都要加入

模板，故都有检测信号），结果见图版"G@。
&"& 特异性
按 $6%、$6B 和 $63 的所描述的方法，分别提取

JD:L、L.L、@EL、M5:L、NOL 的 #PN，然 后 经
#EG!"#和荧光标记后分别与芯片进行杂交，扫描检
测后仅在各种病毒相应的位点出现阳性信号，除阳

性参照外，其余位点均为阴性。

分别提取禽流感 5C病毒、牛病毒性腹泻病毒、
猪传染性胃肠炎病毒、蓝耳病病毒、猪瘟病毒、伪狂

犬病毒的 #PN，经 #EG!"#和荧光标记后分别与芯
片进行杂交并扫描检测，除阳性参照外，其余位点均

为阴性。特异性试验扫描结果为插入单一病原物检

测的图谱（图版"中 " Q =）。
&"’ 敏感性
取 %&&!’ 细胞病毒培养液加入等体积的 E#RS01

混匀，取混合物 $&&!’作 $&倍递进稀释至 $&T $&，按

$6%的方法提取、反转录、扩增和标记各稀释度病毒
液，然后按 $6B和 $63的方法进行杂交和扫描检测，
可检测到阳性杂交信号的最高稀释度为 $&T B的病

毒液。

’ 讨论
基因芯片是分子杂交方法的扩展，与传统的核

酸印迹（.0UI+>V< W10I）方法基本相似。将大量已知序
列的核酸片段按设计好的排列方式固化于支持物表

面，制备成芯片。检测样品 !"#扩增后加入荧光标
记物进行标记，滴加于芯片上，使检测样品 !"#产
物与芯片充分杂交，洗脱后扫描，用图象显示杂交结

果。

由于点样探针制备于本研究构建的重组克隆质

粒，并进行了反复的扩增和纯化，且点样探针位于样

品引物的内侧，避免了样品引物与点样探针的非特

异性扩增杂交，因此本芯片具有较好的特异性和稳

定性。每份样品均设有阳性参照和阴性对照，通过

分子杂交方法克服了 !"#容易污染的特点，同时通
过计算机软件的分析降低了结果判断的主观因素。

特异性试验结果也表明，本研究所制作的芯片杂交

信号正确，具有良好的特异性。由于使用了随机引

物对样品 #PN进行反转录，并且在第一次扩增的基
础上再进行了第二次扩增标记，使得本基因芯片检

测系统的敏感性大大提高。

综上所述，我们对口蹄疫病毒、水泡性口炎病

毒、蓝舌病病毒、鹿流行性出血热病毒和赤羽病病毒

等 %种病毒基因芯片的制备进行了成功的探索，由
于我们所制作的是低密度芯片，其敏感性强、准确性

高、特异性好、重现性稳定、操作简单、成本低，可广

泛应用于这 %种动物传染病的大规模筛检、快速检
测和鉴别诊断，尤其是进出境动物检验检疫。

致谢 本文承珠海出入境检验检疫局陈博文研究员

审阅，谨致谢意！
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>945, :,- ?4;- /.4</1 4.?-+:4295 L45-/5-5 ;4=95-5 " U,45 <-:,2L 45 =/A4L，5-.54:4;- /.L 5A-+4?4+，/.L +/. 5+=--. /.L ]9/=J
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安玛西亚（中国）有限公司（E<-=5,/< O425+4-.+-5）迁址

由于公司调整及业务发展需要，本公司更名为 S_ H-/1:,+/=- O42J5+4-.+-5，北京代表处于 #$$)年 (月 %—)日迁往新址：北
京经济技术开发区永昌北路 !号，通用电气（中国）有限公司，邮编 !$$!(G，电话 G([[![[$，传真 G([(!!G#。公司原有一切业务维
持不变，并将一如既往地提供最佳、最快、最优的销售及售后服务。
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