
登革病毒cDNA的生物信息学分析及其Oligo探针设计  

    生物芯片是近年来在生命科学领域中崭露头角的一项新技术，凭其快速、高效、敏感、经济、平行化、

自动化等特点，在序列分析、基因表达、基因组研究及基因诊断等领域已显示出很好的应用前景[1][2][3]

[4]。生物芯片的特点决定它必须依赖于生物信息学的手段和方法来进行芯片设计中探针的筛选、芯片分析结

果的研究等[5][6]。本研究根据GenBank数据库中的生物信息，利用美国国家生物技术信息中心(NCBI)中的

BLAST免费分析软件找出4型登革病毒的保守序列及各型特异性序列，然后用生物学软件Oligo6.0设计了48条

长度均为70-mer 的Oligo探针。这些Oligo探针后期将打印成DNA芯片，用于登革病毒的基因检测，并有效地

对登革病毒进行分型。 

    

1  材料与方法 

    1.1  材料 

    NCBI GenBank中4种血清型登革病毒的cDNA全长序列；NCBI开发的免费生物信息学检索软件BLAST；生物

学软件Oligo6.0。 

    1.2  方法 

    1.2.1  BLAST分析  从GenBank数据库获取4型登革病毒的cDNA全长序列，将各型登革病毒的5'非编码

区、3'非编码区及3种结构蛋白(C蛋白、PrM蛋白、E蛋白)和7种非结构蛋白(NS1、NS2a、NS2b、NS3、NS4a、

NS4b和NS5蛋白)的cDNA序列分别进行BLAST分析。根据BLAST分析结果获得登革病毒的种属保守序列及各型特

异性序列，以作为设计Oligo探针的备选序列。 

    1.2.2  Oligo探针的设计   用生物学软件Oligo6.0分别对BLAST检索所得的登革病毒的种属保守序列

和型特异性序列逐一进行分析，设计长度均一的70-mer Oligo探针。为减少非特异性杂交，保证芯片杂交的

敏感度和精确度，探针设计遵循以下5条基本原则：(1)G+C含量为40%~60%；(2)探针的Tm值应接近整个基因

组的平均Tm值，上下波动5 ℃；(3)避免单一碱基连续重复7次以上；(4)探针分子内部互补碱基少于6 bp；

(5)每一个探针与非靶基因的相似性必须小于70%，探针连续同源的碱基数不应超过20个。对备选探针进行筛

选时，各种参数尽量控制在最佳范围，以保证打印在同一张芯片上的探针在相同的杂交、清洗条件下得到最佳

的杂交效果。部分Oligo探针的一些参数值如表1所示。 
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2  结果 

    2.1  登革病毒保守序列及型特异性序列 

    将各型登革病毒的5'非编码区、3'非编码区及3种结构蛋白和7种非结构蛋白的cDNA序列分别放入

GenBank国际数据库系统进行BLAST分析后，获得长度≥70 bp的登革病毒种属保守序列2个及型特异性序列93

个。表2所列为登革病毒的2个保守序列及部分型特异性序列。 



    2.2  Oligo探针的碱基序列 

    遵循探针设计的基本原则，运用Oligo6.0软件从2个登革病毒种属保守序列和93个型特异性序列中挑选出

48条70-mer 的Oligo探针，表3所列为部分70-mer 的Oligo探针。 

    

3  讨论 



    近年来登革病毒感染有扩大之势，发病率不断升高[7][8]。登革病毒根据抗原性不同分为4种血清类型，

在分类上属黄病毒科黄病毒属。在黄病毒科的70多个成员中，登革病毒是分布最广、致人发病最多、危害最

大的一种虫媒病毒。登革病毒感染的诊断，过去主要依靠病毒分离和血清学检测。病毒分离和血清学方法既费

时又繁琐，不利于疾病的早期诊断，因此迫切需要建立一种快速、敏感、特异的检测方法。 

    近几年新兴的DNA芯片技术以其快速、高效、敏感、经济、平行化、自动化等特点，在基因诊断领域内显

示了良好的应用前景，正逐步成为一项高通量的现代化诊断技术[9]。本研究利用生物信息学检索软件BLAST

及生物学软件Oligo6.0设计特异性高、长度一致、融解温度相近的Oligo探针，为后期打印DNA芯片，用于登

革病毒的检测打下了基础。 

    在DNA芯片制备中，设计或收集特异性和灵敏度高的探针是制备高质量DNA芯片的关键步骤[10]。为确保

探针的特异性需行序列比对。序列比对是生物信息学的核心，比对的主要目的在于阐明序列之间的同源关系，

目前最常用的序列比对研究方法为BLAST检索。用BLAST分析我们有如下经验：(1)先分别对各基因的cDNA序

列进行全长比对；(2)根据比对结果剔除同源性高的区段，对同源性低的区段再行二次比对甚至三次比对，并

选择再次比对结果中相似性分数值小于40的区段作为特异性序列。这样经生物信息学软件挑选出来的特异性

序列和DDBJ/EMBL/GenBank国际数据库系统中其他现有全部序列的同源性最低，可大大减少非特异性杂交，

提高检测的精确度，同时也能有效地提高BLAST检索的效率。 

    在用生物学软件Oligo6.0对探针进行设计时，选择70-mer长度均一的寡核苷酸作为探针可使杂交条件趋

向均一，灵敏度增高。对备选探针进行筛选时，各种参数尽量控制在最佳范围，如Tm值在88.7~91.0 ℃之

间，GC含量为44%~50%，以保证打印在同一张芯片上的探针在相同的杂交、清洗条件下得到最佳的杂交效果。

探针最稳定二级结构的配对碱基长度小于6 bp，ΔG趋于0或为正值，保证探针内部不会形成稳定的二级结构而

影响探针与芯片杂交的效率。 

    利用BLAST系统和生物学软件Oligo6.0设计登革病毒诊断芯片的探针，是一种简便可行、有效的方法。

但随着基因组计划的实施，以核酸序列数据库为代表的生物信息数据正以指数形式增加，而对于这些生物信息

数据在计算机上的存储检索却远远跟不上这种发展。我们在进行BLAST检索时，就明显感觉到BLAST系统由于

数据库的庞大而存在检索速度慢、程序消耗内存大等弱点，因此需要对现有的生物学数据处理工具进行优化和

改进。此外还需积极开发更多更好的生物信息学软件[13]，以充分利用现在数量庞大并日益增长的生物信息

资源。 
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