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芯片探针杂交效率的因素分析
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摘
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T@J

芯片作为研究
+6T@J

的主要技术之一!已受到广泛关注$然而因
T@J

芯片中靶序列的单链特

征!使得
T@J

芯片的探针设计比
]@J

复杂$本研究对加强型绿色荧光蛋白"

W\ZM

#

T@J

序列进行覆瓦式探针设

计!制作了
T@J

原位合成芯片!研究探针'靶序列杂交双链
'

'

和
6

G

%靶序列二级结构以及探针的末端碱基对
T@J

芯

片杂交信号强度的影响$结果表明!探针'靶序列杂交双链
'

'

和
6

G

相同的探针间的杂交信号存在较大差异!探针'靶

序列杂交双链
'

'

和
6

G

与
T@J

芯片杂交信号之间未发现明显的规律性(靶序列二级结构的探针
M87;6

参数与芯片杂

交信号强度间呈较好的线性关系(探针
C

-末端碱基组成对芯片杂交信号强度也有影响!

C

-末端碱基为
\

'

U

的探针杂交

信号总体上高于其邻近的
C

-末端碱基为
J

'

8

的探针的杂交信号!为
T@J

芯片的探针筛选提供一定的理论基础$

关键词!覆瓦式探针(

T@J

芯片(二级结构(探针'靶序列杂交双链

中图分类号!

I&D"

!!!

文献标识码!

J

(

!

引
!

言

在分子生物学研究中$生物芯片以其高通量的

优点在研究基因的表达模式)绘制基因图谱)筛选特

定靶基因和检测染色体拷贝数变化等研究领域有广

泛的应用&

%7!

'

%芯片数据的正确解读必须依赖于正

确的设计方法$而高特异性和高灵敏度探针的选择$

对于芯片样品的精确定量和芯片数据分析是至关重

要的&

B7C

'

$目前有很多程序可用于生物芯片探针的设

计&

K7&

'

%高质量的探针设计要求在复杂的体系里对

芯片的探针杂交情况进行预测&

D

'

*探针的特异性可

以通过
LRJ58

工具&

"

'来有效地检测*对低复杂度

序列进行过滤$可以避免探针产生非特异性杂交信

号*对探针的回文结构进行过滤&

%$

'

$可以提高探针

和靶序列的杂交效率%

T,<);0+,

等&

%%

'证实靶序列

形成的稳定双链二级结构会干扰探针与其相互作

用%除探针自身因素外$研究人员还想出各种方法

来优化探针的设计%在其他条件相同的前提下$选

择
6

G

"溶解温度#相近的探针组可以进一步加强芯

片对靶序列浓度的区分能力&

%!

'

*

J..

=

G1<*3c

公司采

用独特的
MN7NN

探针对设计以获得在复杂样品

背景中检测的高灵敏度和特异性之间的优化平

衡&

%B

'

%

6

G

是影响核酸杂交的重要因素$探针
6

G

的

微小改变可以导致芯片的信号值强度发生较大变

化$

6

G

较高的探针会产生相对较高的芯片信号

值&

C

'

*探针与靶序列形成的杂交双链能量"

'

'

#也可

以影响芯片信号值强度&

%#

'

%

目前关于芯片探针影响因素的研究主要是基于

以
]@J

为靶序列的
]@J

芯片实验或者是基于小

片段
T@J

"如
G3T@J

#的
T@J

芯片实验$而
@(+7

6(E3+

4

T@J

&

%C

'的发现使得长片段
T@J

芯片&

%K

'被

人们广泛关注%由于长片段
T@J

芯片的靶序列呈

单链状态$可以形成较稳定的二级结构&

%%

'

$会干扰

探针与靶序列相互识别$因此
T@J

芯片的探针设

计较
]@J

芯片更为复杂%本文通过加强型绿色荧

光蛋白"

W\ZM

#的
T@J

覆瓦式探针芯片实验数据



的分析$研究探针+靶序列杂交双链
'

\

和
6

G

)靶序

列二级结构以及探针末端碱基对
T@J

芯片杂交信

号强度的影响$为
T@J

芯片的探针筛选提供一定

的研究基础%

!

!

材料与方法

%?%

!

材料

W\ZM

"加强型绿色荧光蛋白$

4

`

.

W9$#DK"&?%

.

$

核苷酸序列
###DAC%KK

#为本实验室保存样本%

%?!

!

方法

%?!?%

!

芯片探针设计及芯片合成

为明确靶序列二级结构对探针的影响$对
W\7

ZM

"

&%"`

Y

#进行了覆瓦式探针设计%芯片上每个

探针长度为
%"

个碱基$且相对于其邻近的探针改变

%

个碱基%共含有
&$%

条探针$由
RU75631+61

公司

进行原位芯片合成%

%?!?!

!

靶序列制备及芯片杂交

以含有
W\ZM

的质粒"载体为
Y

\WN78W,;

=

#

为模板进行
MUT

"引物序列为
8&7%Z

!

8JJ8JU7

\JU8UJU8J8J\\

*

KDJ3[7!Z

!

8\UJ\8JU\7

\JJ\JUU8U8UU

#$扩增产物利用
Jc

=

M*1

Y

8N

]@J\1-Wc<*6,<3(+_3<

"

Jc

=4

1+

#进行目的片段

回收%回收的目的片段
B

7端含
DJ3

$

限制性酶切位

点的引物区序列$利用
DJ3

$

"

@WL

#限制性酶切除

该端引物区序列$酶切产物利用
Jc

=

M*1

Y

8N

U-1,+7

)

Y

_3<

"

Jc

=4

1+

#进行快速
MUT

产物纯化回收$再

将获得的
C

7端含有
8&

启动子的
W\ZM

序列利用体

外转录试剂盒"

M*(G1

4

,

#进行体外转录$获得
W\7

ZM

的
T@J

样本%最后将
W\ZM

的
T@J

样本交

由
RU75631+61

公司进行标记及芯片杂交$

RU75637

1+61

公司返回的芯片数据用于实验数据分析%

%?!?B

!

靶序列"

W\ZM

#二级结构预测及其探针参

数计算

!!

采用
/)a1*

等编写的在线生物信息学软件

-

T@JG.(-E

"

:1*;3(+B?!

#

b1̀ ;1*:1*
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&

%&7%D
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"

0<7
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Y
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G.(-E?̀3(3+.(?*

Y

3?1E)

+

6

4

37̀3+

+

*+,7.(*G%?

6

4

3

#对
W\ZM

序列进行
T@J

二级结构预测$使用缺

省参数得到
B#

个预测的
W\ZMT@J

二级结构%

由于
T@J

除了最低自由能结构外$还存在着大量

的次优折叠结构&

%D7!$

'

$而且
T@J

二级结构的预测

也不是完全准确$所以我们构建并计算了每条探针

的靶序列二级结构参数
M87;6

"

M*(̀178,*

4

1<7;;7

6()+<

#$以分析
T@J

二级结构对探针信号强度的

影响$其计算的方法为!

探针
G6-3[

H

#

"

)

H

%

探针互补靶序列碱基
33-[K<"P

靶序列预测的二级结构数
I

"

I

%$$

其中
"

为探针碱基长度"本研究中
"g%"

#$靶

序列预测的二级结构数为在缺省条件下
G.(-E

程序

给出的靶序列二级结构数"本研究中
W\ZM

的二级

结构数为
B#

#$探针互补靶序列碱基
;;76()+<

来自

于
G.(-E

程序给出的
;;76()+<

文件$由于靶序列碱

基
;;76()+<

代表此碱基在所有预测的二级结构中以

单链状态存在的次数$所以靶序列探针的
M87;;7

6()+<

参数可以综合
G.(-E

预测的所有靶序列二级

结构信息$较为准确地反映与此探针互补的靶序列

对应位置的二级结构状况%同时$使用在线的生物

学分析工具-

801][@JN1-<51*:1*

!

M*1E36<3(+(.
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#预测探针

"

]@J

#+靶序列"

W\ZMT@J

#杂交双链
'

'

及其

6

G

值%

'

!

结果与分析

!?%

!

探针"

]@J

#+靶序列"

W\ZMT@J

#杂交双链

'

'

及其
6

G

值分析

!!

传统的
]@J

探针设计方法通常要设定
6

G

值

范围$以便使不同靶序列的探针具有相近的解链温

度$来平衡不同靶序列的芯片数据%为研究该探针

设计原则在全长
T@J

芯片实验中的作用$笔者预

测了所有覆瓦式探针的
6

G

$同时也预测了每条

]@J

探针与其
T@J

靶序列"

W\ZM

#的杂交双链

'

'

$然后同每条探针的芯片实验信号进行比较%

图
%J

给出了探针在相同
6

G

值"

&CQ

和
&DQ

#

下的杂交信号强度分布%从图中可以看出$在相同

的探针长度"

%"`

Y

#)相同的靶序列浓度"

%+

4

+

)

R

#

和相同的杂交条件下"

B!Q

#$同一
6

G

的探针信号

强度变化很大$甚至可以达到
B

个数量级的差距%

图
%L

显示出在相同的杂交双链
'

'

条件下$探针的

杂交信号强度变化也较明显%图
!

分别给出了

W\ZM

覆瓦式探针
6

G

值)杂交双链
'

'

对杂交信号

强度的散点图"

X

!

g$Q$#D

和
X

!

g$?$#&

#$从图
!

中

可以看出$在本实验条件下探针的
6

G

和其杂交双

链的
'

'

与杂交信号强度间不存在线性关系%杂交

信号较高的探针$其
6

G

和杂交双链
'

'

未发现明

显的规律性$说明在全长
T@J

芯片的探针筛选过

程中$限制探针的
6

G

或是杂交双链
'

'

的范围可

能会过滤掉一些高灵敏度的探针$同时也暗示了可

能还存在其他影响探针杂交信号强度的因素%
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图
%

!

相同
6

G

值和杂交双链
'

'

的
W\ZMT@J

探

针杂交信号分布

图
!

!

W\ZM

覆瓦式探针
6

G

值)杂交双链
'

'

对杂交信号强度"

-+

#的影响

!?!

!

探针
M87;6

参数对杂交信号的影响

W\ZM

的
T@J

覆瓦式探针的杂交信号强度

"

-+

#与其对应的
M87;6

关系如图
B

所示$从图
B

可

以看出$

&$%

条探针的杂交信号强度变化很大$且芯

片杂交信号强度的变化趋势与探针的
M87;6

的变化

趋势相似$两条曲线变化几近平行$即
M87;6

越高$

芯片杂交信号强度越高$而
M87;6

越低$芯片杂交信

号强度越低%图
#

给出了探针
M87;6

与杂交信号强

度"

-+

#之间的散点图"

X

!

g$?B#"

#$图
#

显示探针的

杂交信号强度随其
M87;6

的升高而增大$当
M87;6

大于
K$

时$探针有稳定的较高杂交信号%

图
B

!

W\ZM

覆瓦式探针的
M87;6

与杂交信号强度的关系

图
#

!

探针
M87;6

对实验信号强度的影响

为进一步分析探针
M87;6

对杂交信号的影响$

将所有
&$%

条探针的信号强度按从低到高分为
&

组

"除最后一组含有
%$%

条探针$每组均含有
%$$

条探

针#$然后分别取每组探针的平均杂交信号强度和平

均
M87;6

进行作图$结果如图
C

所示$从图
C

可以看

出$探针的
M87;6

与其杂交信号强度有很强的线性

相关性"

X

!

g$?"BC

#%芯片实验杂交信号强度产生

的基础是探针和其靶序列形成异源双链结构$当单

链的靶序列
T@J

自身折叠形成稳定的二级结构

时$就会干扰探针和其靶序列分子间的相互作用%

当探针的靶序列对应位置碱基已经和其自身的其他

位置碱基形成双链结构时$探针就很难再与其相互

杂交识别$产生较低的杂交信号%而当探针的靶序

列对应位置碱基形成稳定的未配对的茎环结构时$

其探针就很容易与其形成异源双链结构$从而产生

%$K

第
#

期 马琴琴等!影响
T@J

芯片探针杂交效率的因素分析



较强的杂交信号%探针的
M87;6

值可以较准确地反

映靶序列二级结构状况$能在一定程度上反映探针

灵敏度的高低%

图
C

!

探针
M87;6

对芯片平均杂交信号强度的影响

!?B

!

探针
C

7末端碱基组成对芯片杂交信号的影响

图
K

是对
C

7末端碱基为
\

+

U

和
J

+

8

的不同探

针信号强度的统计分析$为比较探针末端碱基对杂

交信号的影响$选择考察的探针对象为相邻的两个

C

7末端碱基分别为
\

+

U

和
J

+

8

的探针$然后用
C

7

末端碱基为
\

+

U

的探针的杂交信号强度减去其相

邻的
C

7末端碱基为
J

+

8

的探针的杂交信号强度%

从图
K

中可以看出$探针的
C

7末端碱基的组成对探

针杂交信号也有较大影响$

C

7末端碱基为
\

+

U

的探

针的杂交信号强度总体上明显高于其邻近的
C

7末

端碱基为
J

+

8

的探针的杂交信号强度$这与
\U

配

对比
J8

更加稳定相符合$从而使探针与靶序列形

成的异源双链结构更加稳定%

图
K

!

探针的
C

7末端碱基对探针信号强度的影响

$

!

讨
!

论

在生物芯片技术体系中$关键步骤之一是为靶

序列筛选高特异性)高灵敏度的探针%探针的特异

性可以通过
L-,;<

程序很好地解决$但在特异性的

基础上选择高灵敏度的探针却是芯片研究设计工作

的一个难题%

本研究显示$相同探针+靶序列杂交双链
'

'

和

6

G

探针间的杂交信号强度存在较大差异$探针+靶

序列杂交双链
'

'

和
6

G

与
T@J

芯片杂交信号之

间未发现明显的规律性$因此在
T@J

芯片的探针

设计过程中不宜将这个两个因素作为主要的筛选因

素%探针的
M87;6

和杂交信号强度之间存在一定的

正相关性$

M87;6

大于
K$

的探针有较高的杂交信

号$说明靶序列的二级结构对
T@J

芯片杂交信号

有较大影响$靶序列二级结构上的非双链结构区域

更加容易完成同其探针的杂交识别过程$从而使其

探针具有更高的杂交信号%探针
C

7末端碱基对芯

片杂交信号也有影响$

C

7末端碱基为
\

+

U

的探针杂

交信号强度总体上高于其邻近的
C

7末端碱基为
J

+

8

的探针的杂交信号强度%在
T@J

芯片探针的设

计过程中$选择高
M87;6

和
C

7末端碱基为
\

+

U

的探

针$可以在一定程度上提高探针的灵敏度%

虽然通过对
W\ZMT@J

覆瓦式探针芯片的数

据分析$得出了部分影响
T@J

芯片探针杂交信号

强度的相关因素$但还不能较准确地预测探针的杂

交信号变化%其原因可能是靶序列二级结构及其相

关参数的预测与实际情况存在着一定的偏差$从而

影响了对探针的杂交信号强度的分析%除以上提及

的一些探针影响因素外$探针的长度)每条靶序列探

针的个数以及
T@J

的三维结构的存在等也是芯片

探针设计过程需要考虑的因素%因此在芯片探针设

计过程中$必须依据各自实验的不同特性$综合考虑

各种因素$才能设计出更合理有效的探针%
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