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生物芯片技术用于基因表达谱研究是近年来发展起来

的一项新技术，该方法本质上是基于对一玻璃片或膜表面上

固定的 CI+H 或寡核苷酸的分子杂交，这一新技术可同时测

定成千上万个基因的作用方式，几周获得的信息用其它方法

可能要几年才能得到，是以定量方式同时监测大量基因相

对表达的强有力的新方法［!，$］。

国内外目前主要采用 CI+H 芯片进行基因表达的检测，

芯片制备所用的 I+H 探针一般为已知基因 CI+H 克隆的

JKL 扩增产物或 :M5 的扩增产物［4 N "］。对基因的表达检测来

说，CI+H 芯片技术是一条非常适用的检测方法，但在有些方

面还有不足，有待于进一步提高和改进，如必须建立芯片上

所有基因的 CI+H 探针库；CI+H 探针的长度、性质彼此相差

很大，很难保证每一个杂交反应都是在其最佳条件下进行

的，容易出现假阳性和假阴性；需要 JKL 扩增，产量低；特异

性较差；杂交时间长，质控困难等。

寡核苷酸芯片技术用于基因表达谱的研究具有其独特

的优点［2 N !$］，它不仅大大简化了表达谱芯片制备的程序，使

芯片的制备更加简便易行，加快芯片制备的进程，而且由于

探针性质统一，可以统一杂交条件，进一步提高检测的真实

性和准确度，减少假阳性和假阴性，在基因表达谱检测方面

具有很大的实用价值，是一种很有发展前景的表达谱检测方

法。但以 HOO.;6PQ<9 公司为代表的光控原位合成制备寡核苷

酸表达谱芯片技术存在芯片制备、表达谱检测过程相当复杂

以及使用专利方面的问题［!%］，本研究以小鼠细胞因子相关

基因等为研究对象，对用 CI+H 特异的寡核苷酸代替 CI+H
制作寡核苷酸芯片进行基因表达谱的测定进行了方法学上

的探索。

! 材料与方法

!"! 寡核苷酸探针的设计

从 R6@S8@T 中查询人高碱性蛋白、荧光素酶基因序列、

&# 种小鼠细胞因子相关基因（包括!/8CP<@、RHJI3 等 E 种看

家基因）的 ;L+H 序列，用本室设计的大规模寡核苷酸探针

设计软件 UJQ(D6 设计探针，探针长度 !E N "%@P，RK 含量 #EV
N EEV，自 身 无 二 级 结 构，选 取 编 码 区 近 4W 端 探 针 进 行

SXHM5分析，筛选与小鼠组织总 L+H 序列同源性小于 &%V
的探针 ! N $ 条作为备用基因特异寡核甘酸探针。

!"# 寡核苷酸合成

寡核苷酸合成在 HSY42! 1 I+H 合成仪上完成，采用标

准亚磷酰氨化学方法，EW或 4W氨基修饰用 +/UU5Q/0/氨已基/
$/氰乙基/+W，+W/二异丙基亚磷酰氨（自制）在合成后的最后

一步引入。合成完毕后浓氨水 EEZ脱保护[切割 !E\，]JK 柱

纯化。

!"$ 芯片的制备与后处理

寡核苷酸探针以 %GE"A["X 溶解于 4 ^ MMK 溶液中，用

K8QP6=<8@ 公司的 K8QP6=<8@ &E%% 点样仪及醛基化玻璃片（本室

自制）进行点片，点样后放置过夜，分别用 %G$V MIM、蒸馏水

及 %G$V硼氢化钠溶液处理 !%;<@，晾干备用。

!"% 人高碱性蛋白 &’() 的 *+, 扩增

以含人高碱性蛋白 CI+H（购自 K)(@P6C\ 公司）的质粒

_R:U/5 为 模 板，设 计 两 条 引 物：EW 5HH5HKRHK5KHK/
5H5HRRR 4W，EWH555HRR5RHKHK5H5HRHH 4W分别进行 JKL
和荧光标记 JKL（使用 K.E/‘K5J），58> 酶购自华美生物工程

公司，K.E/‘K5J 及 K.4/‘K5J 购自 H;6Q=\8; J\8Q;8C<8 公司。

扩增程序为：2#Z #E=，0%Z#E=，&$Z !$%=，反应 4% 个循环，

&$Z延伸 &;<@。不带荧光的 JKL 扩增产物用 JQ(;6A8 公司

生产的 a<b8Q‘ I+H 纯化试剂盒纯化，然后以 !"A["X 溶解于 4
^ MMK 溶液中，同上点样。

!"- 阳性对照荧光素酶 .,() 的逆转录荧光标记

在 !$GE"X 逆转录反应体系中加入荧光素酶 ;L+H（本室

自制，c &%Z保存，$G!#"A["X）$"X，部分参照 MC\6@8 方法［$］

对 ;L+H 进行荧光（K.E）标记，并采用 R<DC( SLX 公司的 M-/



!"#$%#&! ’’ 逆 转 录 酶，逆 转 录 产 物 用 ()*+,- ./01 234!-
（546，(7）降解 8.9，然后用乙醇沉淀，:4; 乙醇洗涤后用

(!- 水溶解。

!"# 小鼠胸腺组织总 $%& 的提取及逆转录荧光标记

将液氮保存的小鼠（昆明小鼠，军事医学科学院实验动

物中心）胸腺组织约 4<)= 放在 (<<)) 陶瓷碾钵中碾成粉末

状，用 ()- >#&?*+ 试剂（@&A%* 公司）悬浮，匀浆至溶液均一，

氯仿抽提后，加入异丙醇沉淀，然后用 BCDE 水（<3(;）溶解

沉淀，取样品进行紫外分析和甲醛变性电泳分析，显示纯度

和完整性，然后进行逆转录荧光标记，将提取的总 8.9 F!-
（约 4!=,!-）。与 (!- 定量阳性对照 )8.9 混合加入 24!- 反

应体系中，其余步骤同上。

!"’ 杂交及洗涤

按 (GH 的比例将逆转录产物与杂交液（4<;甲酰胺，4 I
B"J7/#KL 液，5 I $$E，<34;$B$）混合，FM6水浴变性 2 )&J，将

探针加在芯片的微矩阵中，用盖玻片封片，利用盖玻片与载

玻片之间的毛细现象将溶液均匀平铺到探针矩阵上，M26杂

交 H 7，杂交完毕后，室温下分别用洗液 9（( I $$E，<32;
$B$），洗液 N（<32 I $$E），洗液 E（<3( I $$E）清洗，室温晾干。

!"( 检测与分析

用 @"J"#/+ $%/JJ&J= 公司的 $%/J/##/O H<<< 扫描仪扫描芯

片，扫描分辨率为 (<!)*+,-，-/P"# 及 DQ> 设置为 R<;，>)#/
的激发及检测波长分别为 44<J)、4R<J)，图像用 ’)/=&J"（N&*S
K&P%*T"#O，’J%U）分析软件定量。

) 结 果

)"! 人高碱性蛋白 *+%& 的 ,-$ 扩增产物、荧光素酶基因

.$%&、正常小鼠胸腺组织总 $%& 的制备

人高碱性蛋白 %B.9 的 DE8 扩增产物电泳显示，在分子

量约 5<<A! 处有一明显扩增带，基本无非特异性条带。甲醛

变性凝胶电泳显示，荧光素酶 )8.9，小鼠胸腺组织总 8.9
（!"25< ,!"2R< V (3F2H）基本无降解，见图版 ’S9。

)") 探针长度对杂交信号（敏感度）的影响

以人高碱性蛋白和荧光素酶基因为研究对象，从 DE8 扩

增产物和 %B.9 水平考察了 (4 W R<JL 不同长度对杂交效果

（敏感度）的影响，并对寡核苷酸探针与 DE8 扩增产物的敏感

度进行了比较。结果表明，就敏感度而言，M< W R< JL 无明显差

异，H< JL 以下敏感度明显下降。此外，寡核苷酸探针（M<JL，
4<JL，:<JL）与扩增产物的敏感度相差不大，见图 (、图版 ’SN：

图 ( 不同长度（JL）寡核苷酸探针杂交敏感度比较

X&=U( CYY"%L *Y !#*A" +"J=L7 *J 7OA#&K&?/L&*J P"JP&L&T&LO

9U D#*A" TP +/A"+"K DE8 !#*KZ%LP（1Z)/J 2H[B 1&=7+O A/P&% !#*L"&J）；

NU D#*A" TP +/A"+"K %B.9（!*P&L&T" %*JL#*+ -Z%&Y"#/P"）

)"/ 寡核苷酸探针不同氨基修饰方法对检测敏感度的影响

将人高碱性蛋白 M< JL 寡核苷酸片段分别进行 4\和 H\氨
基修饰，与荧光标记 DE8 扩增产物进行杂交，如图版 ’SE 所

示，2 种氨基修饰方法杂交信号强度相近，对检测的敏感度

影响相差不大。

)"0 不同长度寡核苷酸探针杂交特异性比较

分别设计荧光素酶基因 2<JL，M<JL，5<JL，R<JL 长度不同突

变位点寡核苷酸探针（见下表），对其杂交特异性进行检测，

结果见图版 ’SB，2<JL、M<JL 突变探针信号强度与其未突变探

针相比明显下降，前者更甚，而 5<JL，R<JL 突变探针信号强度

与其未突变探针相比无明显差异，因此，从杂交特异性方面

来说，2<JL 、M< JL 特异性优于 5< JL、R< JL 探针。

表 ! 各种长度不同突变位点寡核苷酸探针序列

12345 ! 657859*5 :; <=:35> ?@AB C@;;5=59A 459DAB 29C .8A29A >@A5

D#*A" +"J=L7,JL $"]Z"J%" @SE %*JL"JLP

( 2< >E>9E>@@>E>@EE>999@@ 4<;

2 2<（)ZL/JL） >E>9E>@@> @ >@EE>999@@

H M< E9>@99E>EE>E>@@9>E>9E>@@>E>@EE>999@@>@>E 4<;

M M<（)ZL/JL） E9>@99E>EE>E>@@9>E>9 @ >@@>E>@EE>999@@>@>E

4 M<（)ZL/JL） E9>@99E>EE>E>@@9>E 9 9 @ >@@>E>@EE>999@@>@>E

5 M<（)ZL/JL） E9>@9 >@ >EE>E>@@9>E>9E>@@>E>@EE>999@@>@>E

: M<（)ZL/JL） E9>@99 @ >EE>E>@@9>E>9E>@@>E>@EE>999@@>@>E

R 5< >E>9E>@@>E>@EE>999@@>@>E@E>E>@EE>E9>9@99E>@EE>@E@>@9@9>>E>E@ 4H;

F 5<（)ZL/JL） >E>9E>@@>E>@EE>999@@>@>E@E>E> E EE>E9>9@99E>@EE>@E@>@9@9>>E>E@

(< R<
@9E99@9E99>>@E9E>@9>E9>@99E>EE>E>@@9>E>9
E>@@>E>@EE>999@@ >@>E@E>E>@EE>E9>9@99E>@E

MF;

(( R<（)ZL/JL）
@9E99@9E99>>@E9E>@9>E9>@99E>EE>E>@@9>E>9

@ >@@>E>@EE>999@@ >@>E@E>E>@EE>E9>9@99E>@E
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!"# 小鼠细胞因子相关寡核苷酸表达谱芯片检测特异性和

均一性测定

以制备的含 !" 种小鼠细胞因子相关基因寡核苷酸芯片

为研究对象，以荧光素酶基因为定量阳性对照，看家基因小

鼠!#$%&’(、)*+,-、./0、1-2、-+0. 为定量内标，结核杆 菌

3456基因以及空白点样液为阴性对照。制成 78 行 9 7: 列

（同一基因纵向重复点 ; 次）的寡核苷酸芯片。与小鼠胸腺

组织总 0<* 的逆转录荧光标记产物（同一份总 0<* 分别标

记 2=: 和 2=;，杂交前混合）进行杂交，结果见图版 >#?，从图

中可看到，定量阳性对照信号、看家基因及其他细胞因子相

关基因 @ 种荧光信号强度呈一定的比例，说明均一性较好，

阴性对照结核杆菌 3456 基因以及空白点样液均无明显信号，

说明特异性较好。

!"$ 寡核苷酸表达谱芯片检测的重复性比较

从总 0<* 提取开始，用制备的小鼠细胞因子相关寡核

苷酸芯片对小鼠胸腺组织的基因表达谱进行连续 ; 次测定，

结果见图版 >#/ 和表 @，; 次重复实验各探针信号值经阳性对

照校正后偏差小于 7AB（随机选取部分探针数据），结果表

明，用小鼠细胞因子及其受体相关寡核苷酸芯片测定小鼠胸

腺组织基因表达谱，结果稳定可靠，重复性较好。

表 ! 连续 % 次测定正常小鼠胸腺组织基因表达信号统计分析（部分质控与细胞因子）!

&’()* ! +,’)-./. 01 234** 4*.5)2. 01 6*,* *784*../0, 8401/)* 01 ,049’) 905.* (4*’.2 64’,: 2/..5*（8’42 01 ;0,240). ’,: ;-20</,.）!

+35CD 7 @ ;

E’F($G ’(&D(H’&= 15I’J’DI E’F($G ’(&D(H’&= 15I’J’DI E’F($G ’(&D(H’&= 15I’J’DI
2K

+5H’&’LD %5(&35G @7AAA M @8AAA @7AAA 7N8AA @7AAA O 7AB

<DF$&’LD %5(&35G @;A M ;@: @"" 78A @@: O 7AB

)*+,- 7N:AA M @A8AA 7:N;P 7@PAA 7N7@: O 7AB

>Q#7A 78NAA M @""AA 78;"N 7"!AA 78;!: O 7AB

)12E/ 7@:AA M 7N"AA 7@;;7 P"AA 77!:A O 7AB

<)/ ;!AA M :7AA ;8;N @PAA ;N@: O 7AB

! E’F($G ’(&D(H’&= L$GRD 5J D$%S 435CD F5& J35T $LD3$FD 5J &S3DD H45& U

% 讨 论

针对用 %,<* 芯片测定基因表达谱存在的不足，本文对

用基因特异寡核苷酸探针制备寡核苷酸表达谱芯片进行基

因表达谱的测定进行了方法学上的探索，并就该方法的技术

关键如敏感度、特异性、均一性、重复性、稳定性等方面进行

了探讨，就敏感度来说，无论是 +20 扩增产物还是逆转录的

%,<*检测，"A V 8A(& 寡核苷酸探针的检测敏感度均较好，杂

交信号强度相差不大，且与相应的点至芯片上的 +20 扩增产

物信号强度差不多，说明就检测的敏感度来说，寡核苷酸表

达谱芯片是可行的。从检测的特异性看，@A(& 、"A (& 探针检

测的特异性明显优于 NA (&、8A (& 探针。另外，在本实验中，

小鼠胸腺组织表达谱中结核杆菌 3456 基因以及空白点样液

均无明显信号，说明检测的特异性较好。因此，无论是从敏

感度还是特异性方面来看，本方法制备的寡核苷酸表达谱芯

片检测效果均较好。综合考虑敏感度、特异性以及经济适用

等因素，选择 "A (& 寡核苷酸探针制备寡核苷酸表达谱芯片

比较合适。

本课题用小鼠细胞因子及其受体相关基因为研究对象，

一方面，制备用以进行造血药物筛选的寡核苷酸芯片，另一

方面，因小鼠胸腺、骨髓、脾脏组织含有大量的细胞因子及其

受体相关基因 T0<*，故用以作为表达谱测定的研究对象，更

具显著性意义。

采用定量阳性对照、以看家基因作为定量内标，同时使

用同源性相差较远的基因和空白点样液作为阴性对照，可有

效地对逆转录和杂交过程进行监控，并对检测结果进行统计

分析，有时由于污染、洗片不彻底或非特异性杂交等因素导

致阴性对照也有微弱信号，可根据情况设定 2R&5JJ 值，排除阴

性对照带来的影响。

由于是用总 0<* 直接逆转录标记荧光，故总 0<* 的提

取质量对表达谱测定影响很大，纯度 !"@NA M!"@8A 值小于 7W8
或甲醛变性凝胶电泳 @8EM78E 值小于 7W:，会严重影响其逆转

录荧光标记效果及以后的杂交结果 。

均一性和重复性比较实验证明，用本方法制备的寡核苷

酸芯片检测基因表达谱均一性较好，结果稳定可靠。因此，

作为基因表达谱研究的新的手段，寡核苷酸表达谱芯片有可

能成为基因表达谱测定研究的发展方向。
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