
用于HIV诊断的Oligo基因芯片研制  

    据专家估计我国现已进入艾滋病危险的流行期，如不采取积极有效的措施，到2010年，我国艾滋病病毒感染者将超过1000万人[1]。

我国HIV主要基因型为HIV1B(47.5%)、C(34.3%)、A/E(9.6%)以及A,D,G(5.7%)亚型，广州特有F(0.3%)亚型[2]。由于HIV1突变率高及全

面筛查存在一定困难，我们尝试利用生物信息学方法，以一株B亚型典型性代表株为靶序列，设计Oligo探针，并以此芯片来检测其它亚型

样品。此研究模拟临床DNA和RNA样品，运用质粒酶切和转录产物作为模板，分别经RD-PCR及随机特异性引物PCR的标记方法处理样品与芯

片杂交，旨在探讨以Oligo芯片研制快速筛查诊断HIV病毒及分型的可行性。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    HIV B(U26942)、C(U46016)、F(AF075703)、G(AF061640)4种亚型质粒均为美国Jean K Carr博士(Advancement of Military 

Medicine, Maryland)惠赠；4例对照样品为正常人抗凝全血标本，取自广州军区广州总医院；限制性内切酶Sau3AI、Xba I、Bam HI、

Sac I、Not I和HindⅢ ，Premix Taq，AMV等 购自TaKaRa公司；Human Cot-1 DNA(1mg/ml)购自GIBCO BRI；30条HIV Oligo探针，

接头引物SIP(5'-GAT CCA CAC CAG CCA A AC CCA-3')及SIR(5'-GGT TTG GCT GGT GTG-3')、SⅡ  P (5'-GAT CAA CGA CTC AGT 

ATA GGC A-3')、SⅡ  R(5'-CCT ATA CTG AGT CGT T-3'),SO100(5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3'), SO101(5'-CAG GAA ACA GCT 

ATG AC) 由本科室ABI3900DNA合成仪合成；随机特异性引物U2N2(5'- CTA TAC TGA GTC GTT GAT CNN-3')由 BioAsio公司合成；Cy3

标记的通用引物U1(5'-Cy3-GTT TGG CTG GTG TGG ATC-3')由Trilink公司合成；DMSO及Formamide购自Amresco公司；芯片玻片片基购

自康宁公司；GFP(绿色荧光蛋白)全长基因片段连接于pMD18-T载体上(本科室留存)。 

    探针设计及序列比对分析软件Oligo 6.0、 BLAST、Alignment。 

    1.2  Oligo探针和阵列的设计与合成 

    以HIV-1B亚型U26942(9 000 bp)全基因组为靶序列[3]，根据预期的杂交效果[4][5]，采用软件Oligo6.0设计60 mer探针，并分析

其GC含量、二级结构、T
m
值、发夹结构、二聚体的数目及D(λ)值。探针设计遵循原则为：(1)T

m
值在(89±4)℃；(2)GC含量为40%~55%；

(3)重复的单一碱基连续不超过5个；(4)探针分子最稳定二级结构配对碱基长度少于6 bp；(5)探针内部发夹结构不超过5个。衡量多种指

标取其最优值，以确保探针的特异度、敏感度及其反应条件均一化[6][7]。利用BLAST软件对所设计的Oligo探针进行序列比对，排除与非

HIV基因序列Score分值高于40的探针，确保探针的特异性，设计出具高度特异性的Oligo探针22条，各基因编码区域设计2~6条探针。确

定的Oligo探针采用ABI3900全自动DNA合成仪进行合成，经C18柱纯化后备用。 

    1.3  Oligo基因芯片的制备 

    采用Corning公司的氨基化玻片制备HIV Oligo芯片。Oligo探针溶解于50%DMSO中，调整终浓度为2 μg/μl。选取70 merPoly(U1)作

为阳性对照；乙型脑炎(A，B) 60 mer Oligo 2条，流感(C，D)51 mer、50 mer Oligo 2条为鉴别探针；50% DMSO为空白对照(E)，GFP

(G)60 mer Oligo2条((a)-(f)，阴性对照；(g)(h)，阳性对照)，用Cartesian PixSys 5500基因芯片打印仪将探针打印成12X8的阵列

(图1)，每个探针3个点，将芯片用BIO-RAD紫外交联仪600 mJ的总能量进行交联固定后备用。 

    1.4  样品的处理 

    1.4.1  B亚型的扩增与标记 

    1.4.1.1  DNA的RD-PCR反应与标记 

    1.4.1.1.1  质粒DNA的限制性酶切及HIV基因的回收   HIV1 U26942质粒DNA经限制性内切酶Xba I酶切，以0.6%琼脂糖(EB染色)观

察酶切效果并切下含HIV基因的条带，用3S-柱DNA胶回收试剂盒回收HIV基因，测定浓度。 

    1.4.1.1.2  RD-PCR模板的制备   取15 μl (约1 μg) 回收的DNA、1 μl Sau3AI、2 μl 10×内切酶缓冲液，加ddH
2
O至20 μl，37 

℃，酶切3 h。取SIP、SIR各20 μl，加热至90 ℃保持5 min,然后在30 min内使其温度逐渐降低至室温，形成接头(SIP/SIR)。取酶切产

物18 μl，加入接头1 μl，10×4 μl联接酶缓冲液，T4连接酶5 μl，加ddH
2
O至40 μl，16 ℃反应4 h。 

    1.4.1.1.3  RD-PCR反应及标记   取连接产物1 μl，稀释3倍，加入1 μl Cy3-U1、25 μl Premix-Taq，加ddH
2
O将总体积调至50 μ

l。RD-PCR反应循环条件：72 ℃ 10 min、95 ℃ 2 min、95 ℃ 30 s、58 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min，30个循环，72 ℃ 7 min；RD-梯

度PCR反应循环条件：72 ℃ 10 min 、95 ℃ 2 min、95 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、58 ℃ 30 s、61 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min，30个循

环，72 ℃ 7 min。 

    1.4.1.2  RNA的随机特异性PCR及标记 

    1.4.1.2.1  质粒的线性化及纯化   HIV1U26942质粒50 μl(约10 μg)，Sma I10 μl，10×酶切缓冲液 8 μl，加ddH
2
O至80 μl，
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37 ℃水浴3 h。线性化后产物与2 μl蛋白酶K，5 μl 10%SDS，5 μl Tris-HCl (pH 7.5)，0.5 μl Cacl2，加ddH
2
O至100 μl。55 ℃水

浴3 h后，用酚-氯仿法进行再纯化。 

    1.4.1.2.2  转录RNA   取纯化后产物20 μl，按试剂盒(RiboMAXTM Large Scale RNA Production Syste-T7，Promega)操作说

明书进行转录RNA及纯化，测其浓度，并加入适量RNA酶抑制剂保存。以0.6%变性甲醛琼脂糖凝胶中电泳，观察转录效果。 

    1.4.1.2.3  cDNA的合成   RNA15 μl，AMV4 μl，U2N2(500 pmol/ml) 1 μl，5×Reverse Transcriptase Buffer 8 μl，dNTP

(10 mmol/L)4 μl，RNA酶抑制剂3 μl，总体系40 μl，室温10 min，42 ℃水浴1 h，冰水冷浴2 min，合成cDNA第1链，-20 ℃保存。取

1链混合物20 μl，dNTP(10 mmol) 2 μl，10×2链Buffer 5 μl，E.Coli. DNA Pol.I(4U/μl) 1.5 μl， E.Coli Rnase H(40 U/μl) 

1.0 μl，E.Coli. DNA Ligase(60 U/μl) 1.5 μl，DEPC处理dd H
2
O 19 μl轻轻混匀，16 ℃孵育2 h，70 ℃ 10 min灭活酶类,合成

cDNA第2链。 

    1.4.1.2.4 随机特异性PCR的反应   第一轮5个循环RD-梯度PCR：取cDNA第二链产物1 μl，1 U2N2 μl，2×Premix-Taq 25 μl，加

ddH
2
O至50 μl。PCR反应循环条件：95 ℃ 2 min、95 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、58 ℃ 30 s、61 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min、30个循环，

72 ℃ 7min。取PCR产物1 μl，1 μl Cy3-U2，Premix-Taq 25 μl，加ddH
2
O至50 μl。进行RD-梯度PCR扩增标记，用博彩3S柱PCR产物纯

化试剂盒纯化，操作见试剂盒说明，最终洗脱体积为30 μl。-20 ℃避光保存备用。 

    1.4.2  其他亚型RD-PCR产物制备  U46016、AF075703、AF061640三种亚型质粒分别经BamHI，双酶SacI和NotI，NotI和Hind

Ⅲ  酶切，切胶回收后，Sau3AI酶切、加接头SIP/SIR及RD-梯度PCR扩增标记(反应条件同1.4.1)。 

    1.4.3 阴性对照样品的RD-PCR、随机特异性PCR和标记 

    1.4.3.1  人血中PBMCs的提取   取3名正常人全血各4 ml混合，用RPMI 16401∶1稀释，向含有2份Ficoll液的试管内轻轻加入1份

稀释的血液，1500 r/min，离心20 min。吸出中间白膜层，即PBMCs，再用RPMI 1640液洗2遍。 

    1.4.3.2  人基因组DNA/RNA的提取   将PBMCs悬浮于0.5 ml细胞裂解缓冲液中，56 ℃水浴3 h，用酚-氯仿抽提2次，将水相转移到

一新离心管中，加入3倍体积无水乙醇，于-20 ℃放置20 min，13 000 r/min离心10 min，弃上清，沉淀物经乙醇沉淀干燥过夜后，用

100 μl ddH
2
O溶解。按照RNA小量提取试剂盒(QIAGEN)操作说明书从PBMCs中提取RNA，用DEPC处理水80 μl溶解，-80 ℃保存。 

    1.4.3.3 GFP的制备 

    1.4.3.3.1 GFP全长基因片段的制备   SO100、SO101各2 μl，pMD18-T质粒1 μl(约100 ng)，Premix-Taq 25 μl，加ddH
2
O至50 μ

l，94 ℃ 5 min、94 ℃ 30 s、50 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min，30个循环，72 ℃ 7 min。1.0%琼脂糖凝胶电泳，观察酶切效果并切下含

GFP(约800 bp)基因的条带，用3S-柱DNA凝胶回收试剂盒回收GFP基因，测定浓度。 

    1.4.3.3.2 RD-PCR模板的制备   1 μl GFP经Sau3AI酶切，加接头SⅡ  P/SⅡ  R(反应条件同1.4.1.1.2) 

    1.4.3.4  RD-梯度PCR的反应   1 μl人基因组DNA和1 μl GFP混合，经Sau3AI酶切、加接头SIP/SIR及RD-梯度PCR扩增标记(反应条

件同1.4.1.1) 

    1.4.3.5  随机特异性PCR标记   人RNA合成cDNA(反应条件同1.4.1.2.3)，并经随机特异性引物PCR第1轮后(反应条件同

1.4.1.2.4)。取1 μl 与加接头SⅡ  P/SⅡ  R的GFP混合，以Cy3-U2进行第2轮RD-梯度PCR扩增标记，纯化避光备用。 

    1.5  预杂交、杂交与检测 

    取2.5 μl预杂交液(25%甲酰胺，5×SSC，0.1%SDS，0.1%BSA)滴加到阵列上，盖上盖玻片，42 ℃水浴90 min进行预杂交，封闭非特

异性杂交点，ddH
2
O清洗，异丙醇脱水。取2.5 μl荧光标记样品与2×杂交液(60%甲酰胺，10×SSC，0.2%SDS，0.2 mg/ml CotI)等体积

混合，95 ℃变性5 min，10 000 r/min离心2 min，滴加到阵列上，盖上盖玻片，放入杂交盒中42 ℃水浴杂交过夜。然后依次经洗液1(2

×SSC/0.1%SDS)15 min，洗液2(0.1×SSC/0.1%SDS)20 min，洗液3(0.1×SSC)4次，每次2 min 清洗玻片，无水乙醇脱水后室温干燥。

用Agilent-2562B 扫描仪对芯片进行扫描。 

    1.6  结果分析及判定 

    寡核苷酸阵列与样品杂交芯片，以激光强度90%，增益70%扫描。用Array-Pro软件进行图像分析和数据采集，将每点荧光强度均值输

出到Excel软件进行统计处理。采用公式均一化值=(该探针所有点荧光强度均值-空白对照所有点荧光强度均值)/(阳性对照所有点荧光强

度均值-空白对照所有点荧光强度均值)，对数据进行扣除背景及均一化处理。对阴性对照样品进行统计分析，求出每个探针均一化值总体

均数的上限，并以该值作为标准进行判断。阵列中探针的判断标准为：探针的荧光强度均一化值大于该探针判别标准值的2倍，且大于阴性

对照荧光强度的均一化值，判断为阳性，否则为阴性。 

    

2  结果 

    2.1  Oligo探针设计结果 

    根据上述原则设计了29条Oligo探针(表1)，图1(a~e)阳性对照为重复U1序列，阴性对照为GFP Oligo探针 ，图3(E、F)阳性对照为

GFP Oligo探针，鉴别探针为特异性的流感、乙脑探针。 





    图1  探针阵列示意图 
    Fig.1 Format design of HIV oligonucleotide microarray

    JEV: Japanese Encephalitis Virus；GFP: Green fluorescent protein 

    2.2  B亚型DNA的扩增结果 

    B亚型DNA RD-PCR与RD-梯度PCR的电泳图(图2)，可以看到，RD-梯度PCR比RD-PCR扩增效果好，能够更好的扩增出酶切后的各个片

段。 

    图2  RD-梯度PCR和RD-PCR产物的电泳图 
    Fig.2  2% agarose gel electrophoresis of HIV-1 subtype B fragments amplified by restriction display (RD) 

gradient PCR and RD-PCR
    Lane1: Amplified fragments of RD-gradient PCR; Lane 2: Amplified fragments of RD-PCR; M: DNA marker DL2000

    2.3  芯片杂交结果 

    实验结果见图3。图3 A、B分别为B亚型DNA、RNA的样品，C、D、E分别为C、F、G 亚型样品，F、G人基因组DNA和人RNA的样品。图

3A中所有22条探针均检测出了阳性荧光信号，图3 B中HIV探针除9、16号外，其余均为阳性信号。四种亚型中探针1、2、3、7、8、11、

12、15、21、22号有共性，阴性对照及空白对照基本无荧光信号。而阴性样品除阳性对照探针有荧光信号外其它探针荧光信号均很弱。 

    图3  芯片杂交扫描结果 
    Fig.3  Hybridization of HIV oligonucleotide microarray with HIV sample

    A: HIV-1 subtype B DNA with RD-gradient PCR; B: HIV-1 subtype B RNA with random and differential primer-PCR; 
C: HIV-subtype 1C with RD-gradient PCR D: HIV-1 subtype F with RD-gradient PCR; E: HIV-1 subtype G with RD-

gradient PCR; F: Human DNA RD-gradient PCR; G: Human RNA RD-gradient PCR

    

3  讨论 



    HIV的诊断，目前常用免疫学ELISA进行初筛、免疫印迹(WB)法对其进行确认[8]。但由于须待抗原或抗体出现后方可检测，因此存在

窗口期检测不准确、某些抗体水平终末期降至不可检、围产期HIV感染不可检等问题。传统的PCR核酸检测技术和新近发展的实时定量荧光

PCR技术直接检测病毒核酸，具有简便快速等特点而广泛运用于HIV的检测，但其通常只对某一或某几段基因片段进行检测，若样品保存或

处理不当，该段病毒核酸降解，则可能检测不出阳性样品[9]。基因芯片从基因水平对病原体进行检测，具有高通量、特异性强等特点，

因此对于提高检出率及对疾病各个发展阶段的病毒基因的活动状况具有一定的意义。 

    由于HIV1病毒株突变很快，要做到全面筛查诊断有一定的困难。 本实验中我们试以B亚型典型性序列(U26942)为探针设计的靶序

列，通过与其它亚型样品的杂交来获得共阳性探针，研究出以一种亚型典型性序列为模板，同时可检测其它亚型的HIV芯片。 

    我们以质粒模拟临床DNA和RNA样品，分别通过RD-梯度PCR技术和随机特异性引物PCR对样品进行扩增标记。RD-梯度PCR比RD-PCR能够

更好的扩增出全基因组的酶切后的各个片段，降低优势扩增的片段，因此，我们对其它亚型样品采用RD-梯度PCR标记。HIV1B亚型RD-梯度

PCR标记样品与22条HIV探针均检出阳性信号，而随机特异性引物PCR标记样品与芯片杂交，除个别探针(9，16号)无信号外，其余均为阳

性，说明设计的HIV探针与自身靶序列杂交效果良好。转录时核酸部分信息出现小量丢失，RNA易降解等可能是其原因。由于逆转录时以

U2N2作为cDNA合成第1链的引物，第1轮PCR时，又以U2N2为引物，这样可避免RD-PCR时接头连接时的加不上和优势扩增等现象，因此若选

择合适的引物，可从RNA标本着手进行样品的全基因组标记，既节约时间且效果相当。 

    在HIV探针的位点上，各亚型均检测到了阳性的荧光信号，而阴性和空白对照探针没有检测到信号，说明该芯片具有较高的特异性，

四亚型的杂交结果存在一些差异是由其序列差异引起。排除人阴性样品的微弱信号后，1、2、3、7、8、11、12、15、21、22号探针为共

阳性，这提示我们两点：(1)这10条探针可用作筛查和诊断HIV的优化后探针；( 2)从一株代表型株入手，可设计进行全面筛查诊断用的

Oligo探针。该实验经样品浓度倍比稀释后(1∶2；1∶4；1∶10)，杂交及重复性验证表明此芯片稳定性良好。 

    与cDNA芯片相比，Oligo芯片具有探针荧光信号弱，但杂交特异性高，成本低廉、制造简便等特点[10][11]，我们在经典技术上加以

改进，运用RD-梯度PCR，效果较好。鉴于其对临床样品扩增的某些不足，我们探索出基于RD-PCR技术，并结合RT-PCR的技术所改进的随

机特异性引物PCR技术，并准备运用于临床样品的检测。 
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