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摘要院目的 研究采用荧光标记的通用引物扩增或在扩增中掺入荧光标记 dNTP两种限制性荧光标记方法标记探针对
提高表达谱基因芯片杂交结果信噪比的作用遥方法 酵母 mRNA经常规逆转录标记方法及两种限制性标记方法进行标
记袁探针纯化后与酵母表达谱基因芯片进行杂交袁在同等条件下进行杂交后清洗和芯片扫描检测遥结果 两种限制性标
记方法与直接逆转录标记相比杂交结果背景低袁信噪比及灵敏度高袁其中以荧光标记的通用引物扩增效果最佳遥结论
采用限制性标记方法后杂交结果信噪比提高袁有利于基因芯片技术的应用遥
关键词院限制性标记曰荧光素曰基因芯片曰限制性显示PCR
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Two restriction fluorescence labeling methods for enhancing the signal-to-noise ratio of cDNA
microarray hybridization
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Abstract: Objective Tostudythesignal-to-noiseratio(SNR) oftworestrictedfluorescencelabelingmethodsforexamining
gene expressionprofile bymicroarrayhybridization. Method Samplesof Saccharomyces cerevisiae mRNA was labeledby
traditionalreversetranscriptionmethodand2restrictionfluorescentlabelingmethodsusingrespectivelyCy-universalprimer
andextension incorporated Cy-dNTP. The labeledsampleswere examined by themicroarray, followedbywashingand
scanningunder the same conditions. Results The two restrictionlabelingmethodsshowed superior resultswith lowered
background and enhancedSNRandsensitivity,andCy-universalprimerlabelingpresentedthebestresults. Conclusion SNR
canbeenhancedbytherestrictionlabelingmethods,whichimprovetheapplicabilityofmicroarraytechnology.
Key words: restrictionlabeling;fluorescentlabeling;microarray;restrictiondisplaypolymerasechainreaction

表达谱基因芯片是近年来兴起的一种新技术袁其
采用高通量的方式袁检测不同细胞或不同状态下生物
细胞基因的表达差异袁以发现新基因或基因新功能咱1暂遥
基因芯片技术对杂交过程要求比较严格袁以达到较高
的信噪比及灵敏度遥通常的做法包括加入一些封闭
剂袁如小牛血清白蛋白尧Cot-I DNA尧poly(A)等以降低
背景遥我们通过采用一种新的样品标记过程袁即两种
限制性标记方法来放大信号强度袁提高信噪比及灵敏
度袁得到较好的效果遥

1 材料和方法
1.1 材料
酿酒酵母渊Saccharomyces cerevisiae冤菌种来自广

州总医院医学实验科袁RNA抽提试剂参照文献咱2暂制
备曰QuickPrep mRNA 纯化试剂盒尧Cy5-dUTP 来自
AmershamPharmacia 公司曰反转录酶为 Gibco公司
Superscript域曰Taq 酶尧T4 连接酶尧Rnase H 等购自
Takara公司曰3SPCR 产物纯化试剂盒购自上海博彩
公司曰CMT-GAPS表面氨基化玻片购自 Corning公
司曰DMSO及 Formamide购自Amresco公司遥
1.2 方法
1.2.1 酵母总 RNA的提取 参照文献咱3暂遥
1.2.2 靶基因片段的制备 应用 RD-PCR技术咱3暂构建
酵母细胞正常生长状态下的 cDNA片段文库咱4袁5暂袁从中
选择克隆扩增遥PCR产物经纯化后袁经紫外分光光度
计DU530测定浓度袁用 DMSO调整浓度为 0.5mg/ml袁
加样至 384孔板中备用遥
1.2.3 芯片的制备 用 CartesianPixsys5500基因芯片
打印仪和 CMT-GAPS 玻片进行点样袁然后用
BIO-RAD紫外交联仪以 150mJ的总能量进行交联
固定袁80益干烤 2 h后备用遥
1.2.4 探针的制备
1.2.4.1逆转录标记 提取总 RNA后袁用mRNA纯化
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图 1 常规逆转录标记
Fig.1 Routine reverse transcription

labeling
图 2 荧光标记通用引物限制性标记
Fig.2 Restriction fluorescence labeling
using Cy5-universal primer

图 3 掺入荧光标记 dNTP限制性标记
Fig.3 Restriction fluorescence labeling
using incorporatedCy5-dNTP

试剂盒进行纯化袁取 8 滋g mRNA进行逆转录袁以
Cy5-dUTP 进行标记袁参照文献咱6暂的方法袁大约每 6
个碱基掺入一个荧光分子遥
1.2.4.2 Cy5 标记通用引物限制性扩增 将纯化的
mRNA逆转录生成 cDNA第一链后袁继以 RNaseH
切割杂化双链中的 mRNA袁并作为合成 cDNA第二
链的引物延伸成双链 cDNA袁用 Sau3A玉酶切袁酶切片
段加接头[由两条单链 SIP渊5'pGATCmCACACCAGC
CAAACCCA3';冤和 SIR渊5'GGTTTGGCTGGTGTG3'冤
逐渐降温退火合成通用接头]遥加入25滋l 2伊PCR缓
冲液渊100mmol/LKCL袁20mmol/LTris窑HClpH8.3袁
3mmol/LMgCl2冤袁5滋l dNTP 渊各 2mmol/L冤袁1滋l模
板袁2滋l Cy5荧光标记的通用引物渊GTTTGGCTGGT
GTGGATCU-Cy5袁加 ddH2O至体积为 49滋l袁最后加
入 1滋l TaqDNA聚合酶遥95益变性 5min后袁进行
RD-PCR扩增袁18个循环渊95益3 0 s尧60益3 0 s尧72益
6 0 s冤袁最后 72益延伸 7min遥
1.2.4.3 通用引物扩增中掺入 Cy5-dUTP 取加接头的
酶切片段 1滋l作模板袁使用不标记荧光通用引物 2滋l袁
25滋l10伊PCR缓冲液袁5滋ldNTP 渊各 2mmol/L冤袁1.5滋l

Cy5-dUTP渊1 mmol/L冤袁加 ddH2O至体积为 49滋l袁最
后加入 1滋lTaqDNA聚合酶袁PCR反应条件同1.2.4.2遥
1.2.5杂交与检测 芯片先在预杂交液 渊25% Forma-
mide尧5伊SSC尧0.1％ SDS冤中杂交袁42益温育 45min遥
在经 3SPCR 产物纯化试剂盒纯化的探针中加入等
体积的 2伊杂交液后袁95益变性 5min袁14000r/min离
心 1min袁冷却袁取 4滋l滴加到阵列上袁盖上盖玻片封
闭袁42益杂交 16 h遥然后依次在 2伊SSC/0.1%SDS尧
0.1伊SSC/0.1%SDS尧0.1伊SSC溶液中清洗玻片袁灭菌水漂
洗后袁无水乙醇脱水袁室温下干燥遥用GSILumonics
公司的 ScanarryLite 进行扫描遥

2 结果
3种标记方法标记的探针与芯片杂交后袁在激发
光源能量为 95%尧信号增益为 72％的情况下扫描结
果见图 1尧2尧3遥由图中可以看出袁经过限制性扩增的
探针与芯片杂交结果的背景小袁阳性信号强袁信噪比
高曰而经常规逆转录标记的探针杂交结果背景高袁阳
性信号弱袁信噪比低遥其中以经荧光标记的通用引物
行限制性扩增标记的探针杂交结果最佳遥

21 3

3 讨论
表达谱基因芯片激光扫描结果必须背景低袁信噪
比高袁才能有效地进行下一步杂交后分析遥对于信噪
比的控制可以采用降低背景或提高信号强度的方法遥
降低背景的方法除需有性能卓越的激光共聚焦扫描

仪外袁还包括以下几个方面院渊1冤选择优质基质材料
渊如硅片尧优质玻片等冤曰渊2冤选择较好的基质包被试剂
渊如 Corning 公司的 GAPS 及 Ultra GAPS 包被玻
片冤曰渊3冤打印后的清洗封闭尧预杂交曰渊4冤杂交液中加
入一些阻断剂袁封闭芯片上的位点曰渊5冤纯化探针分子
等遥对于氨基包被的玻片而言袁DNA是通过主链骨架
磷酸基的负电性与玻片表面的氨基通过离子键结合袁
另外 DNA的胸腺嘧啶残基与烷胺基之间以自由基

作用相互结合袁这种天然 DNA与基片表面的静电或
非特异性共价结合是稳定的袁并且对于标记探针来说
是绝对过量的袁因此通过提高标记探针的信号强度来
放大杂交的信噪比是可行的遥
在一定循环之内袁PCR的扩增与目的片段的量
具有线性关系袁而限制性扩增技术利用 Sau3A玉的识
别特性袁大约每隔 200bp就可能有一个酶切位点袁从
而将 cDNA切成大小比较均匀的限制性酶切片段袁
加上接头后进行 PCR扩增标记袁得到的探针长短比
较均一袁扩增也比较均衡袁有利于杂交时退火温度的
控制袁保证了杂交的一致性和可信度遥从所获的杂交
结果可以看出袁经限制性扩增标记的探针袁杂交后的
信噪比明显高于逆转录标记遥而对于两种限制性标记

第 2期 石 嵘,等.两种限制性标记方法提高基因芯片杂交结果的信噪比 125窑 窑



收稿日期院2002-09-09

作者简介院姚红兵渊1974-冤袁男袁湖南常德人袁第一军医大学在读硕士研
究生袁医师袁电话院020-61643211

异位甲状腺 1例报告
Ectopic thyroid: report of one case
姚红兵袁吴爱国袁朱卉娟渊第一军医大学珠江医院普通外科袁广东广州 510282冤

关键词院甲状腺 /畸形
中图分类号院R653 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2003)02-0126-01

1 病例资料
患者女袁81岁袁因发现胸锁关节包块 3个月入院遥体查院颈

软袁气管居中袁双侧甲状腺不肿大遥胸锁关节稍偏右侧可触及
一约 3 cm伊3cm肿块袁质中袁边界清晰袁无触痛袁肿块与基底无
粘连袁活动度尚可遥辅助检查院B超示双侧甲状腺大小尧位置正
常曰131碘同位素扫描示双侧甲状腺大小尧部位及功能状况均正
常遥手术将肿物完整切除后袁送病理确诊为甲状腺组织遥术后
检查患者血清中三碘甲状腺原氨酸尧甲状腺素水平正常遥短期
内无并发症袁出院后随访半年袁无复发和并发症出现遥

2 讨论
异位甲状腺是指甲状腺正常位置以外出现的甲状腺组

织袁系由于胚胎时期部分或全部甲状腺胚基离开系统发育而
成袁好发于舌根部袁其次为舌内尧舌下尧舌骨下尧气管尧食管及纵
隔袁偶见于软腭尧鼻窦尧卵巢等处咱1暂遥甲状腺异位存在性别差异袁

多见于女性袁男女比例约 1颐7咱2暂袁其原因通常被认为是女性对甲
状腺激素的需要量比男性要大得多 咱3暂遥甲状腺异位分真性异
位尧假性异位和完全异位三种类型袁治疗上也因异位类型不同
而有所不同遥一般来讲袁真性异位可手术切除异位组织袁无需
其他特殊治疗遥本例为前纵隔内真性异位袁即异位和正常部位
同时存在甲状腺组织袁因此外科手术切除异位甲状腺组织后
不致影响甲状腺功能遥假性异位可行部分切除遥对完全异位者
手术治疗时应慎重袁术前应尽量明确诊断袁若保留有部分甲状
腺组织袁其功能可经残存甲状腺组织增生后代偿曰若完全切
除袁术后应予甲状腺素替代治疗遥无论什么类型袁术后均应复
查甲状腺功能并进行随访袁以便及时发现复发袁及时治疗遥
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技术而言袁采用通用引物扩增袁每条加上接头的链都
能得到比较均一标记袁因此更为确实袁标记效率更高曰
掺入 Cy5-dUTP标记方法袁由于受到模板碱基排列顺
序的影响袁掺入具有一定的随机性和不可控性袁因此
相对标记效率及真实性较低遥
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