
χ∆ΝΑ芯片技术杂交效率的优化

马淑华 王升启
3

军事医学科学院放射医学研究所 北京 

摘要 目的  ⁄芯片杂交影响因素很多 如固定于玻片的 ⁄片段的浓度 !溶解 ⁄片段的点样液 !荧光探

针浓度及纯度杂交液 !杂交温度 !杂交时间和 ≤与 ≤荧光素标记探针等 本实验针对其中重要影响因素进行优化

筛选 以提高杂交效率 ∀方法  通过逐一改变 ⁄杂交技术重要影响因素的实验条件 平行设置多组实验 从中筛

选出最佳实验数据 ∀结果与结论  重复实验结果表明 杂交效率较高的条件为 浓度约为 1 Λ#Λ


⁄片段 

溶于  ≅  ≥≥∏
×
中 与纯化后的荧光标记在 1  ≥⁄≥Π ≅ ≥≥≤甲酰胺杂交液 在  ε 杂交 ∀
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  ⁄芯片技术在近年引起了人们的普遍关注 

⁄芯片利用核酸双链的互补碱基间的氢键作用 

形成稳定的双链结构 通过检测目的单链上的荧光

信号实现样品的检测 ∀将生物分子有序地放在芯片

上检测生化标本的策略具有广泛的应用领域 目前

研究较多是基因表达分析 ∀杂交过程是在液相中的

探针与固定的 ⁄片段按碱基配对规则形成双链

的反应 ∀杂交是 ⁄芯片技术中除 ⁄阵列构建

外最重要的一步 其复杂程度和具体条件的控制由

芯片中 ⁄ 片段的长短和芯片本身的用途而定 ∀

如果是表达检测 杂交时需要高盐浓度 !低温和长时

间往往要求过夜 但严谨性要求较低≈ ∀
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 ≤× °¬≥型点样仪

≤ ∀

  ∆ΝΑ片段的制备  利用 °≤ 方法扩增 个看

家基因片段°⁄ Β2和   ! 个

∞2质粒 ⁄ 其中看家基因片段的大小在

 左右 ∀使用 
×

孔板纯化试剂盒进行

纯化×≤ ∀

  χ∆ΝΑ 芯片的制备  使用芯片点样仪

≤将 孔板中的 °≤ 产物点于氨基硅烷化

的玻璃片表面即氨基片≥ 制备成 ⁄芯

片微阵列 ∀看家基因作为阳性对照 °∞2质粒

⁄作为阴性对照 ∀

  χ∆ΝΑ芯片的预处理  将玻片悬在一热的超纯

水2±上再水化 置于  ε 热铁板上快干  

用 ×2 ×以  #进行紫外交联

∂° ≤ ∀将  ≅ 杂交液×≤加在

阵列上预杂交  1  ≥⁄≥洗   洗  

空气干燥后备用 ∀

  组织总 ΡΝΑ的提取  ×试剂一步法

提取 周胎儿的正常胎脑组织总    琼脂糖

电泳证明总  完整性及无 ⁄污染 ∀

  荧光标记探针的制备  反转录 ⁄第 链时

掺入荧光素 ≤2×°或 ≤2×°制备荧光标记探

针≈  ∀并进行紫外分光光度分析以确定合成的

⁄的量及掺入的荧光核苷酸的百分比 ∀

  杂交  将荧光标记探针溶于  ≅ 
×杂交

液×≤  ε  变性 与预处理的 ⁄

芯片在杂交盒×≤中  ε 杂交  ∀杂交后
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依次用  ≅ ≥≥≤Π1  ≥⁄≥洗  1 ≅ ≥≥≤Π1 

≥⁄≥洗  1 ≅ ≥≥≤漂洗 空气中干燥≈  ∀

  杂交结果的检测及图象分析  使用 ≥

 扫描仪  ≥ ∏检测杂交结果 ∀用

1软件≥∏分析图象 获得阵列

中基因与两种探针杂交的不同信号强度 ∀

  杂交效率的优化  ≠  固定于玻片的 ⁄ 片

段浓度  将  种看家基因片段 Χ2Β2和

°⁄稀释为 1 1和 1 Λ#Λ


种浓度梯

度 制备双点微阵列以保证结果可信 即每种基因片

段的每个浓度重复印迹两个点 微阵列中基因片段

的定位见表  ∀将阵列与 周正常胎儿 ≤荧光标

记⁄探针以上述条件进行杂交 !检测 比较 种

⁄片段浓度的杂交信号强度 ∀   溶解 ⁄ 片

段的点样液  将浓度为 1 1 Λ#Λ
的 °⁄ 

Β2 和 Χ2 分别溶于   ⁄≥  ≅ 

≥≥∏
×
点样液中 将 种 ⁄片

段及两种空白点样液点于玻片上制备双点微阵列

微阵列各点在片分布见表  与  周正常胎儿

≤荧光标记 ⁄探针  ε 杂交  检测信号

比较两种点样液的杂交效率及荧光背景 ∀ ≈  荧光

探针浓度及纯度  杂交液中使用不同浓度荧光标记

⁄探针与点于玻片上的阴 !阳性对照进行杂交 

筛选荧光探针浓度 ∀此外使用两种纯化方法纯化探

针 乙醇沉淀 !•
°≤ °⁄ °∏ 

° 筛选回收率及纯度相对高的纯化方法 

并与不纯化探针时的杂交结果做比较 检测探针纯

度对杂交背景的影响 ∀ …  杂交液 !杂交温度  为

降低成本及进一步提高杂交灵敏度 以  ≅ 
×

 ≥∏获得的杂交结果作为对照 自

行配制  种水杂交液  ≅ ≥≥≤Π1  ≥⁄≥  ≅ ≥≥≤Π

1  ≥⁄≥  ≅ ≥≥≤Π1  ≥⁄≥ 在  ε 杂交  ∀另

外在 种杂交液中分别加入  变性甲酰胺  ε

杂交  ∀比较杂交结果 筛选杂交液有效成分的

最佳浓度 ∀根据信号强弱可继续加入惰性聚合物 

以筛选高效的杂交液配方 并在具体实验中验证杂

交液中的决定因素 ∀   杂交时间  为了缩短实验

周期 将探针溶于  ≅ 
×

 ≥∏

中 与 中的微阵列分别杂交      和

 ∀  ≤与 ≤荧光素标记探针  在制备荧

光探针时 平行使用 ≤与 ≤荧光素分别标记 将

两种探针等比例混合溶于  ≅ 
×



≥∏中 与 ≠ 中的微阵列杂交 使用 ≥

芯片扫描仪分别检测 ≤道与 ≤道信号 ∀

Ταβλε 1  Τηε διλυτιον δεσιγν οφ ∆ΝΑ φραγ µεντσ

ιν τηε αρραψ
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∞ Χ  Β     

ƒ Χ  Β     

× ⁄ ΧΧ2ΒΒ2 °⁄ 

×∏
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Ταβλε 2  Τηε σποττεδ αρραψ οφ ∆ΝΑ ιν διφφερεντ

σολυτιονσ
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 ≥2Χ  ≥2Β   ≥2   ≥2°  

≤ ≥2Χ  ≥2Β   ≥2   ≥2°  

⁄ ≥2Χ  ≥2Β   ≥2   ≥2°  
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结 果 与 讨 论

1  组织总 ΡΝΑ的琼脂糖电泳结果

总  较完整无 ⁄污染图  ∀

ƒ∏  ×   

2

2  固定于玻片的 ∆ΝΑ片段浓度的影响

在一定的 ⁄片段浓度范围内 荧光信号强度

与最终固定于玻片上的 ⁄ 量成正比 实验结果

图 显示 ⁄ 片段浓度信号强度依次为 1
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Λ#Λ


 1 Λ#Λ


 1 Λ#Λ

图  其中

⁄片段浓度为 1 Λ#Λ
时信号较强重复实

验 次 ∀在 1 ∗ 1 长度信号强度与 ⁄ 长

度无关 所以在此 ⁄ 片段长度 上述结论同样适

用 ∀

ƒ∏     ≤2  ϖσ

∏⁄

Χ2Β2°⁄

ƒ∏  ≥ ϖσ ⁄ 



σ ) σ Χ2 υ ) υ Β2 π ) π °⁄

3  溶解 ∆ΝΑ片段的点样液的影响

分析杂交结果图  发现溶于   ⁄≥中的

样品杂交信号非常弱 信噪比几乎为  而相同条件

下溶于  ≅ ∏
×
的相同样

品的杂交信号强度是溶于   ⁄≥ 的样品的 

倍以上 ∀结果表明在本实验使用的条件下  ≅ 

∏
×
为 ⁄所提供的微环境比

  ⁄≥ 更有利于提高杂交效率 ∀且   ⁄≥

点样液时 ⁄ 固定效果不好 制备的点易于扩散 ∀

但是  ≅ ∏
×
对点样时的

湿度要求较高 容易干涸 不利于制备成千上万个点

的阵列 并且盐浓度高 单个点内部 ⁄ 分布不均

匀 ∀

4  荧光探针浓度及纯度的影响

在⁄芯片的杂交实验中 杂交温度足以除

⁄中的二级结构 完整的单链分子 ∗  

的混合物可以提供很强的杂交信号 而且荧光信

号的强度与样品中靶分子含量呈一定的线性关系 ∀

探针的任何内在物理特性均不影响其使用浓度 单

位体积杂交液中的探针浓度是影响杂交结果的关键

因素 探针浓度影响杂交反应速度 探针浓度低 杂

交反应缓慢 ∀然而 探针浓度过高 背景也会增

高≈ ∀随着探针浓度在一定范围中增加 杂交信号

成直线增加 但探针浓度增至一定值时 杂交信号不

再增加 ∀所以 最适宜的探针浓度应能获得最强的

信号 同时背景又低 ∀结果表明 ≤ 标记荧光

⁄探针浓度达到 1 Λ#Λ
时检测到的信号强

度才能区分基因表达 ∀

ƒ∏    ≤2 ϖσ ⁄

 ∏

 Χ2  Β2  °⁄   

∏ ∗  ≅  ≥≥∏

≤ ∗ ƒ   ⁄≥

  探针是否纯化可针对杂交的荧光背景及非特异

性的高低而定 ∀实验结果表明 纯化可以降低杂交

荧光背景 并且乙醇沉淀方法回收率高于 •


°≤ °⁄ °∏ ∀但由于不纯化时通

过条件优化能保证较低的荧光背景 所以纯化的意

义不大 ∀

5  杂交液 !杂交温度的影响

比较几种杂交液的杂交结果发现 1  ≥⁄≥效

果好于 1  ≥⁄≥  ≅ ≥≥≤ 效果好于  ≅ ≥≥≤ 并且

 ε 变性甲酰胺配置的杂交液杂交效率明显高于

 ε 水溶液配置的杂交液 ∀原因可能是 核酸在盐

溶液中复性反应的最适温度是  ε ∗  ε ∀复杂

的真核生物核酸复性时要求在此温度下长时间作

用 这将导致大量链断裂 ∀最好在降低温度的同时

能保证核酸相互作用的严格性 引入甲酰胺即可解

决此问题 ∀甲酰胺浓度和 ⁄ 分子的溶解温度成

线性关系 ∀甲酰胺浓度每升高   天然双链 ⁄

的融点就降低 1 ε ≈  ∀
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  复性时 要有足够高的盐浓度 以中和 ⁄ 双

链间磷酸基团的静电斥力 杂交液中 ≥⁄≥和 ≥≥≤ 两

种成分是必不可少的有效成分 ∀在杂交液中加入

 惰性多聚体如硫酸葡聚糖 !聚乙二醇等可用来

促进  以上的杂交率 对单链探针可增加 倍 

而双链探针随机剪切或随机引物标记的探针可增加

高达 倍 ∀其可能是由于大分子硫酸葡聚糖占据

了溶液的体积 通过/排挤0 使探针的有效浓度增

加 从而使探针在靶基因上形成了网状结构≈ ∀

6  杂交时间的影响

合适条件的杂交时间是指 在此期间有  的

⁄分子复性 如延长时间 通常出现分子间聚合 ∀

杂交反应的时间可能随着探针浓度的增加而缩短 

一般可杂交过夜 ∀实验结果表明 ⁄芯片杂交反

应达到  就能保证 ⁄复性 可检测到较强信号

并保证杂交的严格度 ∀杂交反应时间不要超过 

反应时间过长 形成的杂交体会解链 杂交信号反

而会减弱 背景会增强≈ ∀

7  Χψ3与 Χψ5荧光素标记探针的差别

在 ≤与 ≤探针的等比例混合杂交实验中 

发现 ≤信号整体低于 ≤ 当扫描一遍时 ≤道信

号与背景比值为  而 ≤道未见信号 ∀通过多次

扫描去提高 ≤道的荧光信号 扫描 遍才勉强见

到信号 ∀ ≤道较强信号提示 ⁄ 制备和固定方

法没有危及杂交效率 并且发现若无非特异探针干

扰 能较容易地通过多次扫描提高 ≤信号强度 ∀

用紫外分光光度计测定 ⁄ ⁄ ⁄ 和

⁄ 分别计算 ≤与 ≤的荧光掺入率 发现二

者的荧光掺入率无差别 ∀以上现象可能由于 ≤探

针的杂交效率低于 ≤ 也有人认为 ≤道信号难

以提高是由于 ≤道中玻璃片内在的荧光强度决定

的 ∀

8  优化的杂交条件

本文针对 ⁄芯片杂交重要影响因素进行优

化筛选实验 其中涉及固定于玻片的 ⁄片段的浓

度 !溶解 ⁄片段的点样液 !杂交液 !杂交温度 !杂

交时间 !≤与 ≤荧光素标记探针等 实验结果确

切 形成稳定 !高效的杂交体系 ∀现将最优化的杂交

条件与其他条件列表比较如下 

Ταβλε 3  Τηε οπτιµιζεδ ηψβριδιζατιον προγραµ λιστεδ

ανδ χοµ παρεδ ωιτη ινφεριορ χονδιτιονσ

∞  

⁄    Λ#Λ
   Λ#Λ



≥∏  ≅  ≥≥∏   ⁄≥

 ∏    ≥⁄≥  ≅ ≥≥≤    ≥⁄≥  ≅ ≥≥≤

×∏Πε  

×Π  ∗   

ƒ ≤ ≤

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈  ⁄⁄  √22
¬    ≈  Νατ Γενετ   21

≥∏    

≈  ∏ ∞  ≤  

   ¬ ∏ ∂2  ∏

⁄ ≈  ςιρολογψ 266    

≈ ÷ ≤≥  ≤ ≠⁄ ≠∏  ⁄  

¬ √∏≈  Χηιν Σχι Βυλλ 

44    

≈  °≥ ∏ ετ αλ ∏∏∏

  √∏  ∏√  ⁄

      ≈  Αµ ϑ

Πατηολ 154    

≈ ≥⁄≤  × ≥     Ιν ϖιϖο  ¬

   ∏   ≈ 

Χανχερ Ρεσ 59    

≈ ∏≥ ≤ ≠       

∏ 2 ⁄   

≈  Προχ Νατλ Αχαδ Σχι ΥΣΑ 96    

≈  °   ⁄ ∞¬     

  ⁄  ≈  Νατ Γενετ   21

≥∏    

≈ ≤∏ ∂      ∏ ƒ  ετ αλ  

 ≈  Νατ Γενετ  21≥∏  
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ΟΠΤΙΜΙΖΑΤΙΟΝ ΟΦ ΗΨΒΡΙ∆ΙΖΑΤΙΟΝ ΕΦΦΙΧΙΕΝΧΨ

ΙΝ χ∆ΝΑ ΧΗΙΠ ΤΕΧΗΝΟΛΟΓΨ

 ≥∏2∏ •  ≥2

(Αχαδεµψ οφ Μιλιταρψ Μεδιχαλ Σχιενχεσ , Ινστιτυτε οφ Ραδιατιον Μεδιχινε , Βειϕινγ 100850 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ ×⁄⁄

 ∏  ∏ √ ⁄   ∏  ∏2 

∏∏≤2 ≤2 

√ΜΕΤΗΟ∆Σ  ƒ

 √∏ ∏ ΡΕΣΥΛΤΣ ΑΝ∆ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×

 1 Λ#Λ


⁄ √  ≅  ≥≥∏


×
 ∏∏1 ≥⁄≥Π≅ ≥≥≤  ε 
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