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目前国内外主要采用
(%$C88(

.

(%$C$bX(

.荧

光定量
(%$

等技术检测
$H/

血型基因(

&C)

)

,然而-这

些传统基因诊断技术往往需要荧光.酶等标记-或者

需要
(%$

实现信号的扩增+但这些技术成本高.操作

复杂.易污染.假阳性或假阴性多-难以适应大规模的

临床
$H/

基因分析,无标记的基因诊断新技术可实

现快速.高通量的目标,本项目基于表面等离子共振

技术'

8($

*基因芯片构建一种新型的
$H/

血型基因

检测平台-为临床上大量快速检测打下良好基础,
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公司*.活化液
Z/%

"

0d8

!

&C

乙基
C4C

'

4C

二甲基氨丙基*

C

碳化二亚胺'

Z/%

*和
0C

羟基琥珀

酰亚胺'

0d8

*及再生液甘氨酸-封闭液乙醇胺-

$01

检测探针-

(%$

扩增仪'美国
(Z

公司*,

B+C

"

方法

B+C+B

"

8($

技术检测
/01

条件建立
"

溶液的离子

强度.

J

d

值及
$01

探针浓度是影响
8($

芯片表面

固定的主要因素,将
$H/

基因
$01

检测探针进行

倍比稀释-点样
8($

芯片-确定
$01

探针稀释度,

选用不同
J

d

值的
&-KKDG

"

X

醋酸盐缓冲溶液作为

$01

探针固定液-探讨
J

d

值对
$01

探针固定的影

响-确定最佳
J

d

值,

8($

芯片表面固定
$01

探针+

具体方法!'

&

*活化-室温下将
Z/%

'

-+.KKDG

"

X

*和

0d8

'

-+&KKDG

"

X

*配制成
&-KXZ/%

"

0d8

活化

液-将
8($

芯片置于活化液中活化
4-KA:

-流水冲

洗+'

)

*点样-用
J

dc3+-

的
&-KKDG

"

X

醋酸盐与甘

油配制
&-?

的甘油点样液-将
$01

探针用点样液作

,

倍稀释-取
-+,

$

X

混合液点样于芯片表面-室温固

定
&H

+'

4

*封闭-将点样的芯片固定后-装在
8($

分

析仪上-

(̀ 8

调选最佳共振角'由最小角至最大角调

试-确定最佳的共振角为
7-k

)

&--k

*-基线平稳后-封

闭液乙醇胺处理
&- KA:

-封闭芯片未反应的活化

表面,

B+C+C

"

$01

探针检测
/01

性能评价
"

用上述
8($

芯片-将阴阳样本.待检测的
$H/

血型基因
/01

样

本等作相应的检测-评价
8($

芯片的稳定性.灵敏度.

特异性-

8($

分析仪检测的数据运用
V̀1<N9GP9EAD:

软件分析,

C

"

结
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果

C+B

"

$01

探针在
8($

芯片上检测相应
/01

的特

异性结果
"

$01

探针检测
/01

的特异性方法是运

用
8dC)*9C4

J

C̀ADEA:

.

8dCBB/01C̀ADEA:

.

8dC&>&9C,

J

C

ÀDEA:

.阴性对照.生物素标记的探针-灵敏度较好-

$01

特异性探针可与
/01

分子特异性结合-特异性

探针与
8dC)*9C4

J

C̀ADEA:

-

8dC&>&9C,

J

C̀ADEA:

结合为

$01C/01

复合体后-加入的
$09B<d

酶是能够特

异度水解
$01C/01

杂交体中的
$01

链的核糖核

酸内切酶-产生放大效应,见图
&

,

图
&
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8($

芯片检测
/01

特异性的分析

C+C

"

$01

探针在
8($

芯片上检测
$H/

血型基因外

显子的特异性结果
"

将合成的
$H/

血型基因第
,

外

显子的
$01

探针点样于
8($

检测芯片上-同时将合

成的
KA$C)*9C4

J

的探针作为检测
/01

的阳性对照-

然后加入
$09B<d

核糖核酸内切酶-产生放大效应-

如
)

图所示-

8($

芯片的探针检测
$H/

血型基因的

特异性较好-反应体系的放大效应显著,

图
)

""

8($

芯片探针检测
$H/

血型基因
/01

的特异性

C+D

"

$01

探针检测
$H/

血型基因的灵敏度分析
"

根据
$H/

血型基因
/01

分子第
,

外显子的
/01

的

序列-合成相应的
$01

探针-再将提取的
/01

分子

进行倍比稀释度分析-如图
4

-能够检测到的
$H/

血

型基因
/01

分子的最低浓度为
&--

J

KDG

"

X

,

图
4
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$01

探针检测
$H/

血型基因的灵敏度

C+E

"

$01

探针检测
$H/

阴性孕妇胎儿
$H/

血型基

因结果

C+E+B

"

8($

芯片技术检测
$H/

阴性孕妇外周血胎

儿
$H/

血型基因的结果
"

运用
8($

芯片技术检测

4-

例
$H/

阴性孕妇外周血胎儿
$H/

血型基因-结果

显示-检测出
$H/

血型基因第
,

-

7

外显子阳性者
).

例-阴性
3

例-其中
$H&))71

基因阳性
4

例-表明
3

例

阴性样本中表型为
/ZX

型有
4

例-见图
.

,运用

(%$C88(

法检测
4-

例
$H/

阴性孕妇外周血胎儿

$H/

血型基因-结果显示-检测出
$H/

血型基因第
,

-

7

外显子阳性者
),

例-阴性
,

例-其中
$H&))71

基因

阳性
4

例-表明
,

例阴性样本中表型为
/ZX

型有
4

例-见图
,

,

C+E+C

"

8($

芯片技术与
(%$C88(

法检测
$H/

血型

基因的结果分析
"

经过比较分析发现-

8($

芯片技术

检测
$H/

血型基因第
,

-

7

外显子阳性结果比
(%$C

88(

技术少
&

例-胎儿出生后-经过血型血清学分析-

(%$C88(

技术检测的结果与其完全一致-但是
8($

#

*>7

#

国际检验医学杂志
)-&>

年
.

月第
4*

卷第
7

期
"

V:EWX9FY<L

!

1

J

=AG)-&>

!

!DG+4*

!

0D+7



芯片技术检测的结果出现
&

例假阴性-将
(%$

结果

进行再扩增分析发现该样本为
$H/

血型的变异体-

8($

芯片的探针无法检测到相应的信号,

图
.

""

8($

芯片检测
$H/

血型第
,

(

7

外显子及

$H&))71

等位基因

图
,

""

(%$C88(

检测
$H/

血型第
,

(

7

外显子及

$H&))71

等位基因

D

"

讨
""

论

""

近年来发展起来的
8($

检测技术被公认为%最好

的无标记生物检测方法&-在生命科学领域的应用得

到了暴发性增长-是未来疾病早期诊断迫切需要的核

心技术(

4C3

)

,

8($

技术的优点是可以快速.实时.直观

地测定生物分子间的相互作用而无需标记-可以连续

监测吸附和解离过程-并可以进行多种成分相互作用

的研究-并使系统性.高通量功能基因筛选和快速检

测成为可能,

$09B<d

是能够特异性水解
$01C/01

杂交体

中的
$01

链的核糖核酸内切酶-产生游离的
4aC

羟基

和
,aC

磷酸末端产物,相关研究显示-在靶向
/01

中

嵌合寡核苷酸作为酶降解底物-结果发现在
$09B<d

的作用下
$01

的水解具有特定的位点(

.

)

,结果同时

证实其对于单链核酸.双链
/01

.双链
$01

不起作

用,在众多关于
$01C/01

杂交体的三级结构文献

报道中-

$01C/01

杂交体具有共同的特征是
$01

链具有
1

折叠-

/01

单链具有
`

折叠-这种特殊的结

构恰是
$09B<d

的识别
$01C/01

杂交体作用机

制,美国西北大学研究小组成功通过修饰
$01

的

)aC#d

-使得
$01

链更容易形成
1

折叠的构象-增加

与
$09B<d

的亲和力-同时抑制其他核酸酶的降

解(

,

)

,针对
$09B<d

特异性降解
$01

这一途径的

药物研发已经取得了长足的发展-然而基于该作用机

制的生物传感器的研究-国际上刚刚起步-目前尚在

实验室的%概念性&研究阶段,

目前运用
$H/

阴性孕妇血浆游离
/01

进行胎

儿产前诊断的研究已获得成功,我国人群
/

变异体

具有多样性和复杂性-与国外人群相比
/

变异体的基

因结构和频率存在很大差异-国外有关
$H/

血型的

基因分型方法并不适合中国人(

7C*

)

,亚洲约
4-?

的

$H/

阴性为
/ZX

表型-等位基因有多种-而我国仅发

现
&

种等位基因
$H/&))71

-并成为我国
/ZX

表型基

因诊断的特征性遗传标志物,目前国内外主要采用

(%$C88(

技术预测胎儿
$H/

血型,这些基因诊断技

术往往需要
(%$

实现信号的扩增-同时操作过于繁

琐-容易污染造成假阳性或假阴性结果-而且成本较

高,因此探索出一条适合于中国人
$H/

血型产前基

因诊断的新方法-对预防新生儿溶血病的发生具有重

要意义,

母亲与胎儿的
$H/

血型不相容可能会导致母婴

发生同种免疫-由于抗
C/

抗体可滤过胎盘屏障溶解胎

儿红细胞-最坏的结果是引起宫内胎儿贫血-导致胎

儿死亡,以前我国产前诊断胎儿
$H/

血型是依靠从

绒毛膜滋养层细胞或羊水中获得胎儿
/01

-然后对

胎儿组织
/01

进行
$H/

基因扩增-该方法为侵入性

取材-有引起流产及加重胎儿病情的风险,近年来-

通过对
$H/

等位基因的深入研究-以及孕妇血浆中

游离胎儿
/01

的发现-为非侵入性产前诊断胎儿

$H/

血型提供了新思路,但是不同人种.不同地区的

人群间
$H/

基因的结构存在差异-国外
$H/

基因定

型的方法不适合用于中国人的检测(

&-C&4

)

,因此-应探

索一种适用我国
$H/

血型特点的产前基因诊断新方

法-以便有效预防新生儿溶血病的发生,

本项目开发基于
8($

技术的
$01

微阵列平台-

以
$09B<d

特异性水解芯片表面的
$01C/01

的杂

合体的
$01

探针-同时释放的靶向
/01

反复与表

面的
$01

探针结合.再水解-直到芯片表面的
$01

探针阵列完全被水解-形成了一种基于非
(%$

的放

大检测效应-从而为实现高通量.高灵敏的基因快速

检测提供了一个全新的解决方案(

&.C&,

)

,本研究结合

了
8($

技术的非标记优势-

$01

芯片技术的高通量

优势以及基于
$09B<d

酶特异性水解放大的非
(%$

优势-运用
$H/

阴性孕妇血浆中游离胎儿
/01

产前

预测
$H/

血型-为非侵入性产前诊断胎儿
$H/

血型

提供了新思路,

这种非标记.非
(%$

的高通量.高灵敏的
8($

检

测技术可以大大简化
$H/

基因检测的难度-提高了

基因检测的灵敏度,但是该技术运用过程中-血浆胎

儿
/01

的模板量较少-为了提高
/01

的浓度-试验

前应对样本进行浓缩-以增加检测的灵敏度,同时该

技术为其他遗传性疾病.传染病等基因诊断提供了崭

新的研究平台,
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