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·技术与方法·

基于连接酶检测反应的基因芯片

分型技术的建立

肇旭 秦胜营 冯国鄞 贺林

【摘要】 目的 建立基于连接检测反应的基因芯片分型技术。方法 将连接检测反应，通用芯片

技术及片基异硫氰基化从头活化方法相结合。结果 应用测序技术验证，该方法分型准确性达到

*((7。另外也不会产生非模板依赖性信号，对未纯化模板的分型效果也较好。结论 连接检测反应能
够在高温下进行，显著减少了探针非特异性连接；其通用性使得研究者可基于一张芯片自由选择所研究

的位点，无需针对每一组探针进行操作条件的单独优化，并且保证了杂交的特异性；片基从头活化技术

更使其摆脱了对商品化片基的依赖。这些特点都极大地提高了该技术的分型准确性，并且降低了费用，

使其应用于高通量 8$9分型成为可能。
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!"#$%&’"()*+# ,- ./0 1(’2,%$"*3 4*+,#52’+6 7*8(+,&,65 9*3’$#*3 %5 :’6$"* .*#*8#’,+ ;*$8#’,+ !"#$
%&*，’，’() *+,-., /0-.*，’，12)3 3&4, /0-#，"2 50-’ & （* *+6-.+60 7064 84-. 9-0:,;<0=/，*+6-.+60 ’(((#(；
’(-<=0=&=, >4; )&=;0=04-6? *@0,-@,<，*+6-.+60 (-<=0=&=, 4> A04?4.0@6? *@0,-@,<，B+0-,<, #@6C,D/ 4> *@0,-@,<，*+6-.+60
’(((#*； # *+6-.+60 (-<=0=&=, 4> E,-=6? ",6?=+，*+6-.+60 ’(((#(，F & G & B+0-6）

B4;;,<H4-C0-. 6&=+4;："2 50- & 2,D60?：+,?0-4 -+.. & 4;.
【0%"#<$8#】 =%>*8#’?* :% 2;<.=0/;1 . 1/51,>/;?6/-/3.</%3 .3> ?%;<,2@@2?</A2 <2?13%0%5B C/<1 ;/53/@/?.3< D6%-,

/;2 @%6 @E<E62 1/51,<16%E51DE< 8$9 523%<BD/35& 9*#(,3" F/A2 D6%=2; /3?0E>/35 <C% >/;?6/-/3.</35 D6%=2;，%32 ?%-,
-%3 D6%=2 .3> <C% ?%662;D%3>/35 G/D;，C1/?1 C262 ?%ED02> <% <12 ;0/>2; .< H3%C3 0%?.</%3;，C262 >2;/532> @%6 2.?1
8$9& I3 .>>/</%3，<12 D%;/</A2 .3> 325.</A2 -.6H26 D6%=2; C262 >2;/532> @%6 62;E0< 2A.0E.</%3& :12 ;<.3>.6> -/?6%,
;?%D2 50.;; ;0/>2; C262 .?</A.<2> =B 9JI:K& :12 9KL .3> MJL C262 .00 D26@%6-2> E;/35 -E0</D02N .-D0/@B/35 -2<1%>&
)@<26 1B=6/>/O.</%3 .3> ;?.33/35，<12 .A26.52 ;/53.0; .@<26 ;E=<6.?</%3 %@ 0%?.0 =.?H56%E3> C262 E;2> @%6 ?.0?E0.</35 <12
;/53.0 6.</%; %@ ;D%< D./6; ?%662;D%3>/35 <% >/@@2623< .00202;& ;*"@&#" P23%<BD/35 .??E6.?B %@ <1/; <2?13%0%5B C.; A.0/,
>.<2> .; *((7 =B ?%-D.6/35 C/<1 ;2QE23?/35 -2<1%>& :12 1%-%OB5%<2 .3> 12<26%OB5%<2 ?%E0> =2 >/;</35E/;12> 2.;/0B
=B <1/; -2<1%>& :12 ;/53.0 6.</% %@ D%;/</A2 .3> 325.</A2 >%<; C.; 1/5126 <1.3 *(& $% ;/53.0 C.; >2<2?<2> /3 <12 2ND26,
/-23< C/<1%E< J$) <2-D0.<2，C1/?1 >2-%3;<6.<2> <1.< <12 >2<2?</%3 62;E0< 620/2> %3 <12 <2-D0.<2 >/62?<0B& R123 .3.,
0BO/35 <12 ;.-2 ;E=S2?< %32 -%62 </-2;，<12 62;E0<; ?%E0> =2 62D2.<2> A26B C200，/3>/?.</35 <1.< <12 D%;;/=/0/<B %@ A.6/.,
</%3 C/<1 E3?26<./3 ?%3>/</%3; C.; A26B 0%C& I3 .>>/</%3，523%<BD/35 %@ 3%3,DE6/@/2> <2-D0.<2; 62A2.02> 5%%> 62;E0<;&
1,+8&@"’,+ MJL ?.3 =2 D26@%6-2> .< . 620.</A20B 1/51 <2-D26.<E62，C1/?1 120D; <% 20/-/3.<2 3%3,;D2?/@/? 0/5.</%3;&
:12 ?1.6.?<26/;</? %@ E3/A26;.0 5/A2; 62;2.6?126; @622>%- <% >2<2?< ;D2?/@/2> D%0B-%6D1/? 0%?/ =.;2> %3 <12 ;.-2 .66.B，

C/<1 3% 322> <% %D</-/O2 <12 %D26.</%3 ?%3>/</%3 %@ 2.?1 D6%=2 56%ED; .3> 23;E62; <12 ;D2?/@/?/<B %@ 1B=6/>/O.</%3& 820@,
.?</A.</35 -2<1%> -.H2; E; .A%/> <12 >2D23>23?2 %3 ?%--26?/.0 ;0/>2;& :12;2 /-D6%A2 <12 523%<BD/35 .??E6.?B <% .
1/51 02A20 .3> 62>E?2 <12 ?%;< 562.<0B，C1/?1 -.H2 /< D%;;/=02 @%6 1/51,<16%E51DE< 523%<BD/35&
【A*5 B,<3"】 J$) ?1/D； M/5.;2 >2<2?</%3 62.?</%3； P23%<BD/35

基因芯片是进行高度并行性基因组分析的工

具，由固定在载体上的若干按照一定规则排列的

J$)探针组成［*，’］。基因芯片是最有效的 8$9分型
方法之一，迄今为止，人们已经开发了多种 8$9 分
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型芯片技术。

早期的分型芯片应用等位基因特异性寡核苷酸

探针，基于杂交反应，通过严格控制杂交及洗脱的条

件进行区分不同的基因型［! " #］。但由于此法是直接

在不同的基因组序列上进行探针的设计，所以序列

之间的差距较大，这样在进行高通量的检测时便难

以寻找到适合众多探针序列的杂交条件，从而导致

其结果的特异性较差，据报道在高通量实验中该方

法准确率仅为 $%&左右。’(()*+,-./ 公司采用对每
一位点设计多条探针来进行纠错，这也势必带来了

分型成本的提高。后来，酶促反应被引入芯片分型

技术中，取得了较好的特异性，如单碱基延伸法、等

位基因特异性引物延伸法、连接酶法等［0 " 10］。这些

为研究者自制芯片并自由选择研究位点提供了极大

的便利，但是这些方法大多仍依赖于商品化片基，因

此费用依然昂贵，难以在普通实验室广泛使用。

本研究拟采用高温连接酶检测反应（234）与通
用芯片技术相结合的方法，并将之与玻片异硫氰基

化方法结合，从而保证分型的准确率，并且摆脱对商

品化片基依赖，建立一种特异性高、稳定性好、费用

低廉的基因芯片分型技术。

! 材料与方法

151 玻片活化：
15151 预处理 用碱液清洗玻片，然后用 66789清

洗 8*.:，随后放置在装有 1*;<=2 >?97的玻片缸内
浸泡过夜，取出后用 66789清洗 8*.:，再放置于装

有 1&的 7@<的玻片缸中浸泡 1%*.:，最后用 66789
彻底清洗后备用。

15158 氨基化 将清洗后的玻片放置在含 8&的 AB
氨丁基B!B乙氧基硅烷及 C#&的丙酮溶液中浸泡
1#*.:。然后立即用新鲜丙酮清洗 # 次，每次 #*.:。
置于 11%D烘箱中烘烤 A#*.:。冷却后储存待用。
1515! 异硫氰酸化 将苯异硫氰酸酯溶解于 1%&
无水吡啶、C%&无水 3EF 的溶液中，调整浓度至
1**;<=2并充分混匀。然后将氨基化玻片放置在苯
异硫氰酸酯溶液中浸泡 1 G #H。反应结束后分别用
无水 3EF和二氯乙烷溶液清洗 !次，迅速用氮气将
玻片吹干，最后将活化好的片基 AD避光保存于充
氮容器中。

158 探针设计：现以 >E3’ 受体基因 !"#$1 及
!"#$8% 为研究对象，选取了 # 个 I>J位点。其中
K1%%1@位于 !"#$1基因上；K!00@、@800AL、LA1C0@
及 L#CMM@位于 !"#$8% 基因上。
对于任一待研究 I>J位点，在位点的 #N方向根

据 I>J的碱基类型设计两条特异性探针，每条探针
的 !N末端碱基分别与此位点的一种等位基因型相
对应，同时在该探针的 #N末端设计一段与芯片上 O.P
序列互补的一段序列，称之为 QO.P序列。此外在该
位点的 !N方向序列中设计一条末端带有 @)!修饰的
通用探针。即每一个 I>J位点分别具有 !条探针，
同时芯片上还有两条与之对应的 O.P 探针。O.P 系
列探针设计根据 K+--) 等［1#］提供的探针设计方法，
将其提供的 A个碱基对随机组合出长度为 8ARP的
寡核苷酸序列，这些序列具有相同或相似的 L* 值。

然后利用 >@ST网站的 S2’IL程序将这些序列与基
因组序列库进行同源性比较，挑选出与基因组序列

库同源性程度最低的一组寡核苷酸片段序列作为芯

片上的 O.P探针序列。!"#$1及 !"#$8% 基因分型
探针序列见表 1。
为了使分型结果更加准确可行，需设计阳性对

照探针和阴性对照探针，其中阳性对照探针是末端

带有 @)!荧光标记的寡核苷酸片段，可直接固定于
片基上面，此探针可评价芯片制作质量并同时作为

芯片图像分析时的区域识别标记，序列为：#NB>78
BLLLLLLLLLLLLLLLLLL@@@’KKLK’L’@LLK’’’@B@)
!B!N；阴性对照探针对芯片杂交特异性进行评价，序
列为：#NB’L@K’@@LKKL’’L@KLK@K@’K@LLLLLLLLB
LLB>78B!N。

15! 芯片制备：
15!51 点样 将 O.P 序列探针溶解于点样液中配
成 8%!*;<=2溶液。将其转移到与点样仪配套的 C0
孔板内，使用 KEIA1$点样仪（KEI，UI’），根据实验
需要设计点样程序，然后运行程序将探针点到活化

好的片基上；点样完毕后，将芯片置于 !$D，C%&湿
度的恒温保湿箱中过夜，使探针与玻片充分交联；随

后分别用水和甲醇清洗芯片 8*.:，离心干燥。
15!58 封闭 将固定好探针的芯片在 1%&的氨水
中浸泡两次，每次 1H，使未参与反应的活性集团充
分封闭，最后用蒸馏水清洗 #*.:，离心干燥，AD避
光保存。
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表 ! !"#$!及 !"#$"%基因分型探针
!"#$% ! !&% ’()#%* +)( ,-. /%0)12’30/ 30 !"#$! "04 !"#$"% /%0%

#$% &’(（)*+,*） 通用探针（-.//.0 (1.23）（)*+,*） 特异性探针（4’561’/’078’09 (1.23）（)*+,*）

:!;;!-

<:-:=--<-=:-=<-:=--<-=:-+
<<<<<<<<<<+$>"
-=:-::<=:=--=--<=<-:<:-:+
<<<<<<<<<<+$>"

%:::::<---==:<<=-=<::-+-?,

:-<:=::<-:=<:-<:=::<-:-=+
-<=<<--<-<<=:---:=::=:
-:-=-:=<=::<::<-<=--:-<:+
-<=<<--<-<<=:---:=::=-

:,@@-

:=--=--<<:-:=<-:::<=-=:-+
<<<<<<<<<<+$>"
<:-:=<-:-=:-::<==--<:=--+
<<<<<<<<<<+$>"

%::::<:=:=:<-<:<:-<:===+-?,

:-<:<=---:=<-:-==::<::<-+
----:<::=<:---=::=<:
::<-=::<<=--:-<:-:=<-:-=+
----:<::=<:---=::=<-

-"@@A<

:=--::<=<:-:=--<::<=<:-:+
<<<<<<<<<<+$>"
-=:-=<-::=--::<==<-::=--+
<<<<<<<<<<+$>"

%:-==--=<:==-==-=-=-=-<-+-?,

-:-=<=--=::<-:-=<=--::<-+
=:<-<:<==<:==-<-----=--
::<--:=<<=--::<--:=<:-<:+
=:<-<:<==<:==-<-----=-<

<A!BC-

:=--=<-:<:-:::<=::<=:=--+
<<<<<<<<<<+$>"
::<==--<=--<=<-:-=:--=:-+
<<<<<<<<<<+$>"

%::-=:-===<--<=-<<-<<-=:+-?,

::<-<=--<=---:-=-:=<::<-+
::=-:=--=:<:-<<:-<--=<
:-<::-<:-:=<=::<=::<<=--+
::=-:=--=:<:-<<:-<--=-

<)BDD-

-=:-=--<:=--=<-:=<-:-=:-+
<<<<<<<<<<+$>"
<:-:::<=-=:-=--<=--<<:-:+
<<<<<<<<<<+$>"

%:-==-=--<<:<<<---<-<-=:+-?,

:-<:-:=<-:=<::<-=::<:-<:+
::<=:==:---<<-<=--<<--<
-:-==::<=::<:-<:<=---:-=+
::<=:==:---<<-<=--<<---

!EA 样品制备：为达到芯片检测的灵敏度，基因组
4$=首先需要经 %-F扩增，扩增采用的是多重 %-F
反应。应用 GH< IJ’83J37K H05’8L83 的 %1’/31,E;软件
针对每个 #$%位点设计两条引物，要尽量保证所有
#$%位的引物的 </ 值相同

［!)］。%-F 反应体系为
（")!M）：!;09 基 因 组 4$=，!;//.NOM <1’5+>-N
（%>DE,），);//.NOM P-N，,E;//.NOM G9-N"，";;!/.NOM
K$<%，引物各 ;E@!/.NOM，,E;Q &’( 4$= 聚合酶。反
应条件为：B)R预变性 ,/’0，B)R变性 ,;5，)) S @;R
退火 !/’0（根据具体扩增引物调整退火温度），C"R
延伸 !/’0，循环 ,) 次，C"R延伸 !;/’0。反应在
%<-+!;;型 %-F仪上进行，完成后在产物中加入 !!M
蛋白酶 P（";/9O/M），混匀后于 C;R反应 !;/’0，随
后于 BAR加热 !)/’0灭活蛋白酶 P。
待扩增产物经蛋白酶消化后，即可进行 M4F反

应。反应体系为（";!M）：!; T &’( 4$=连接酶 2LUU31
"!M，总探针混合液（各探针浓度均为 !!/.NOM）!!M，
&’( 4$=连接酶（$VW，Q # =，A;QO!M）; X)!M，%-F产
物 ,!M，最后用 KK>"Y补至 ";!M。反应条件为：BAR
变性 ,;5，@,R退火 A/’0，循环 A; 次。反应在 %<-+
!;;型 %-F仪上进行。
!E) 杂交：在 ";!M 的 M4F 反应产物中加入 !)!M
KK>"Y和 ,)!M " T杂交液，充分混匀后于 BAR变性
"/’0，然后立即置于冰上，随后 A ;;;1O/’0 离心
)/’0。将 :303 Z17/3杂交框（=W9303，Q P）粘贴于芯

片的点样区域，吸取 @)!M 杂交混合液加至杂交框
内，然后将之封闭，封闭时应使杂交混合液均匀分布

于杂交框内并防止有气泡进入，将芯片放置于 @)R
培养箱中杂交 ,J。杂交结束后将杂交框除去，然后
将芯片在 ! T ##-，;X![#4#洗脱液中清洗 "/’0，再于
;X;) T ##-中清洗 !/’0，最后 ! ;;;1O/’0离心甩干。
!E@ 扫描与数据分析：应用 :G#A!D 型扫描仪
（:G#，Q # =）对芯片结果进行扫描，扫描得到的 !@+
2’8 <HZZ 杂交图像用 :303%’\ " X ;（=\.0 H0581L/3085，
H06 X）软件进行分析得到各个芯片点的荧光信号强
度值和背景值，将荧光信号强度值扣除相应的背景

值即得此样品点的绝对信号强度。最后计算同一位

点不同等位基因型探针点的绝对信号强度比值，根

据比值所处范围确定基因型。

5 结果

我们建立了对 !"#$! 及 !"#$"% 基因上 ) 个
#$%位点进行分型的芯片，扫描结果见图 !。
为减少由于点样遗漏以及片基活化不均一性带

来的结果偏差，对同一探针重复点样 )次。该扫描
结果表明 )个 #$%位点的基因型情况为：!;;!! O!，
,@@) O)，"@@A) O&，A!BC& O&，)BDD& O&。从图中可以
看出杂合子及纯合子均具有较高的区分度，阳性点

与阴性点信号强度比值平均达到 !;以上。我们也
任意选择 ";个样本分别应用测序技术及芯片分型
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技术进行了 !个 "#$的分型，两种方法分型结果完
全一致，芯片分型技术的准确率达 %&&’。
此外我们还做了无模板的对照反应，其中一个

反应中未加任何检测模板，而另一个反应中只加 (
个位点的扩增模板，结果见图 )。
从图中可以看出在未加任何检测模板时，没有

检测到假阳性信号，同时在只有 (个位点模板的反
应中缺少模板的位点也未检测到任何信号，这些结

果说明此法不会产生非模板依赖性信号。这一点使

得结果具有较高的模板忠实性。*+,-./0等［%1］在使
用芯片等位基因特异性延伸法进行 "#$ 分型时发

现在芯片上进行聚合酶延伸时极易产生非模板依赖

性的信号。在这一点上本文所建立的技术比利用聚

合酶进行分型的芯片技术具有更大的优势。

为简化整个分型技术的操作步骤，我们也分析

了 $23产物纯化前后分型结果的变化。考虑到在
某些位点 $23扩增反应过程中有时需要加入一些
优化剂，我们选择了一个各位点均为纯合子的模板，

对经过纯化 $23 产物、未经纯化无优化剂 $23 产
物、未经纯化含 45"6优化剂 $23产物以及未经纯
化含 7"8优化剂 $23产物的分型结果分别进行了
比较和分析，结果如图 (所示。

图 ) 非模板依赖性假阳性验证

!"# 9 ) !$%&’:()&"*"+’ *’&* ), -)-:*’.(%$*’ /’(’-/’-0’

/：反应液中未加入任何模板；;：反应液中仅加入 ( 个位点的模

板。

/：3</=>?-0 @-AB>?-0@ C?>D 0- ><EFA/><；;：3</=>?-0 @-AB>?-0@ C?>D ><E:

FA/><@ -G ( "#$@

图 % 基因芯片分型结果图

!"# 9 % 1’&2%*& ), 345 06"(:7$&’/ #’-)*8("-#
分型图谱中每列含 !个重复点且每列与一种基因型相对应。具

体对应方式为：

%:%&&%H；):%&&%2；(:(IIH；J:(II2；!:)IIJ2；I:)IIJK；1:J%L1K；M:

J%L12；L:!LMMK；%&:!LMM2；%%:阴性对照点；%):阳性对照点。

*/=D +/0N -G >D< /++/O =-++<@F-0,@ >- / F-AOE-+FD?@E /AA<A< /0, =-0>/?0@

G?P<:@F-> +<FA?=/><@9 4<F-@?>?-0 @=D<E<：

%:%&&%H；):%&&%2；(:(IIH；J:(II2；!:)IIJ2；I:)IIJK；1:J%L1K；M:

J%L12；L:!LMMK；%&:!LMM2；%%:0<./>?P< E/+N<+；%):F-@?>?P< E/+N<+ 9

图 ( 不同质量模板的分型结果图

!"# 9( 9’-)*8("-# :’&2%*& ), *’.(%$*’& ;"*6 /",,’:’-* <2$%"*"’&

/：纯化的模板；;：未纯化且无优化剂的模板；=：未纯化且含 45"6的模板；,：未纯化且含 7"8的模板。

/：$B+?G?<, ><EFA/><；;：Q0FB+?G?<, ><EFA/>< C?>D-B> -F>?E?R/>?-0 +</.<0>；=：Q0FB+?G?<, ><EFA/>< C?>D 45"6；,：Q0FB+?G?<, ><EFA/><

C?>D 7"89
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可以明显的看出 !"#扩增产物经过蛋白酶 $
消化后即使不进行纯化对分型结果的特异性也没有

影响。同时还可以看出未经纯化的信号强度均强于

经过纯化的结果，这主要可能是纯化过程会带来部

分的产物损失而造成的。据此我们可以省略掉 !"#
扩增产物单独纯化的步骤，从而可以减少操作繁琐

程度以及时间。并且也可避免在纯化步骤中产生的

人为污染。

! 讨论

对于任何一种分型技术而言，特异性是其中最

关键的因素之一，将直接影响到它的推广应用。在

相关的几种芯片分型技术中，直接杂交法与芯片上

等位基因特异性延伸法的特异性影响因素较复杂，

有时极难寻找到其最佳反应条件，而且阳性点与阴

性点的荧光信号强度比值并不是很高，从而会给最

终的结果判断带来较大的困难。此外杂交法与延伸

法在检测重复序列时极易产生假阳性结果，以至限

制了它们的适用范围。与此相比，本研究建立的分

型技术表现出极高的特异性，且其中阳性点与阴性

点的信号强度比值可达 %&以上，以至直接用眼睛即
可准确的进行结果判断。同时由于此法利用两条探

针的杂交与连接酶的忠实性使分型准确性得以双重

确定，故而可进行重复序列区域的多态性检测，其中

包括对插入和缺失多态性的检测，从而使得此法具

有较广的适合范围。

另外由于芯片上面的 ’()探针序列并不是和特
异性的位点分析直接相关联的，它的互补序列可以

添加到任何一组 *+#特异性探针的后面，因此这种
芯片被称为通用（,-(./0123）芯片。这种通用性给予
研究者很大的自由度去选择所研究的位点，从而无

需针对每一探针组进行杂交条件的单独优化。片基

从头活化技术更使其摆脱了对商品化片基的依赖，

且经优化后探针用量极少。此外由于在一个反应体

系内许多探针可以彼此不受干扰的进行各自的连接

反应，使得数十个乃至数百个反应可以在一个反应

管内完成，保证了其高通量检测的顺利进行。

综上所述，本研究所建立的基于连接检测反应

的基因芯片分型技术具有特异性高、通用性好、适用

范围广等特点，适用于高通量基因分型。
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