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$基因芯片探针!应用于
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基因芯片的检测%方法
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采用
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方法!以
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疫苗株
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个特异性片段!连接至
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载体!构建分别包含
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个探针序列的

重组质粒!以其为
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扩增模板获取探针
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%结果
!

基因测序证明!成功获得
)*

的
'

个探针%结论
!
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基因探针的成功

获取!为炭疽芽孢杆菌基因芯片的制备奠定了基础%

关键词"芽孢杆菌!炭疽#

!

质粒#

!

寡核苷酸序列分析#

!

./*

探针

!"#

!

!&#'($(

"

<

#8==>#!$?'5@!'&#"&!!#!@#&&!

文献标识码"

*

文章编号"

!$?'5@!'&

"

"&!!

$

!@5!%'!5&"

$%&

'

(%()*+,+-

.

&,&

'

%+/&-+%0(1*2234(,)5%(1*4

.

&,&15*

'

"

!"#$

%

&'#$

%

("

!

#

)"*)"$

%

!

#

+*)"$

%

("$

"

#

)",*$

!

#

-.$

%

,"

!

#

/#$

%

&'#0

"

#

-#$+.

1

0$

%

"

#

/#$

%

2*"3*#$

!

#

$

!4&("$"5#()#607#807

1

#

9*$:"$

%

;.$.7#(20<

=

"8#(0

>

&'.$

%

?*@"("8#7

1

A7.#&0::#$?0

>

&'"$.<.B)A

#

9*$:"$

%

$%&&'"

#

&'"$#

%

"4)#607#807

1

0

>

C"05'.:"<87

1

#$?@0(.5*(.C"0(0

%1

#

D5'00(0

>

)"

>

.D5".$5.<

#

,*$$#$E$"F.7<"8

1

#

9*$:"$

%

$%&&(!

#

&'"$#

&

6/4)%(1)

!

"/

7

&1)*8&

!

6A

0

B;

0

CB;DE;

F

;>;

0

BAG;HAB)CI8::J=C>DEBCI8=

$

)*

&

F

;>;IE8

0

HABK;D;ID8A>AH)*#9&)5+:4

!

L8

F

ED=

0

;5

I8H8I

F

;>;HBC

F

9;>D=M;B;AGDC8>;KG

N

DE;+,-C9

0

:8H8ICD8A>AH

0

12!

0

:C=98KHBA9*!$-

#

C>K8>=;BD;K8>DA

0

4.!(56789

0

:;O;I5

DAB=DAIA>=DBJID;8

F

EDB;IA9G8>C>D

0

:C=98K=#6E;DCB

F

;D8>

F0

BAG;=M;B;C9

0

:8H8;KHBA9DE;=;=JII;==HJ::

N

IA>=DBJID;KB;IA9G8>C>D

O;IDAB=#;&432)4

!

6EB;;

0

BAG;

F

;>;=;

F

9;>D=HAB)*

F

;>;IE8

0

M;B;AGDC8>;K#<+,1234*+,

!

6E;CI

P

J8B;9;>DAH

F

;>;

0

BAG;HAB)*

:C8KDE;HAJ>KCD8A>HABDE;

0

B;

0

CBCD8A>AH)*

F

;>;IE8

0

#

=&

>

?+%:4

!

)CI8::J=C>DEBCI8=

%

!0

:C=98K=

%

!

A:8

F

A>JI:;AD8K;CBBC

N

=;

P

J;>I;C:C

N

=8=

%

!

./*

0

BAG;=

!!

炭疽病是一种人畜共患的烈性传染病#该病是炭疽芽孢杆

菌$

)*

&所致#传播迅速'潜伏期短'死亡率高#是一种严重威胁

人类生命安全的传染病(

)*

具有易培养'易制造'成本低'极

易使用等特点#通过喷洒在空气和投放于水源中污染自然环境

而广为传播#使人与动物感染致死)
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(目前#

)*

的实验室诊

断主要是细菌学检查和免疫学检测#这些方法不但耗时长#而

且要具备相应的技术素质(此外#虽然美国梅约公司已开发出

用
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检测
)*

的新技术#利用该技术在
'&98>

内就能检测

出信件'大楼或人身是否存在
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(但这些测试并不很准确#

还需进一步检测验证#这需要
$E

至
"K

的时间(由于基因芯

片检测技术具有高通量'高集成'微型化'自动化和并行处理的

特点#使得短时间内对病原体的综合检测'分析确诊成为可

能)
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的毒力主要与毒素和荚膜有关#毒素和荚膜分别由
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质粒调控)
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(本试验以
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质粒上的基因为

靶序列#获取
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检测基因芯片上的探针#为
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基因芯片的

制备奠定基础(
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引物设计软件分别针对每段特

异序列设计
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套引物#一套为检测引物$表
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脂糖凝胶电泳分析#可见与理论值大小基本一致的
3

条清晰可

见的特异性条带#见图
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质粒为模板#设计合成的探针引物进行

探针的扩增(结果显示#
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针条带#
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扩增产物电泳图
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'蜡样芽孢杆菌'蕈状芽孢杆菌'假真菌样芽孢杆菌'苏

云金芽孢杆菌按
);B

F

;

N

分类均属于杆菌科需氧芽孢杆菌属#

它们之间具有高度同源性#因此#在其染色体上设计引物进行

检测常存在交叉反应)

@

*

(
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具有
"

个致病相关的质粒
0

12!

和
0

12"

#虽然质粒的稳定性较染色体差#易缺失#但它们是

)*

与其他菌株的一个重要区别#且如果
"

个质粒均缺失#则

该菌对人基本不存在危害)

%

*

(所以本研究选用
0

12"

质粒缺

失的无荚膜弱毒株
*!$-

$中国使用的
)*

疫苗株&为模板#选

取
0

12!

质粒为靶基因设计
3

个特异性序列进行
)*

基因检

测芯片探针的扩增(

该研究从
)*

0

12!

质粒中扩增了
3

个特异性片段#连接

入
0

4.!(56789

0

:;

载体#经过基因测序确定成功构建了
@

个

重组质粒(以成功构建的
@

个重组质粒为模板#成功扩增了
'

个探针片段#为后续的
)*

基因芯片的制备奠定了基础(
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