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杂交缓冲液挥发干的现象，这说明可替换式 Thermoblock

片基可以做为一个性价比很好的基因芯片杂交仪，用于标准

的自动化的杂交过程，操作简便，而且能保证高质量的实验

数据。
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在实验 A 中，由于 cDNA 的合成是来自于 Oligo(dT) 和通用

引物，PR-10 转录子与待测样本组织中的所有 mRNA 同时

被进行了反转录（尽管这些 PR-10 转录子以外的基因表达

我们并没有进行这方面的检测）。而在实验 B 中，只有很小

一部分 PR-10 特异性的 cDNA 被合成。总 cRNA 样本（A）

和 PR-10 基因特异性 cRNA（B）在同一张微阵列上进行了

杂交和检测。

尽管在这两个实验中在微阵列上都得到了杂交信号，但比较

而言，方法 B 的灵敏度更高（图 2）。在实验 B 中，比较实

验 A 中总 cRNA 的使用量，用于杂交的 cRNA 量不到实验

A 的十分之一，但微阵列的杂交信号强度却远高于实验 A 的

结果。

进一步用 RT-PCR 的方法对高同源性的 PR-10 基因的不同

表达水平进行了验证（数据未在此列出）。我们确信，这种

针对性的微阵列将会是一个非常有用的研究工具，用于鉴别

这类及其相似的 PR-10 多基因家族成员。我们也相信，对

各种致病性相关基因的表达谱分析将对分子诊断产生帮助，

如鉴定和识别各种不同类型的植物致病菌、细菌、真菌和病毒。

而且，在微阵列的杂交结果中，每一个探针的杂交信号点都

可比较，本底信号低，分布均匀。在杂交过程中，没有发现

Thermomixer 舒适型恒温混匀仪
应用于基因微阵列杂交反应中

研究不同探针合成方法对杂交信号强度的影响

IVT 扩增试剂（Affymetrix，Santa Clara，CA，USA）通过

体外转录标记合成 cRNA。

杂交

将 cRNA 经片段化处理后，将生物素标记的 cRNA 溶解于

900 µl 杂交缓冲液中（2x MES，94.5 µg BSA，79.2 µg 鲑

精 DNA），加入杂交小室（Whatman Schleicher & Schuell，

Keene，NH，USA）内。

杂交过程在 Eppendorf Thermomixer comfort 舒适型混匀

仪的可替换式 Thermoblock 片基杂交模块（图 1）中在 45℃ 

下进行 16 个小时，同时以 500 rpm 进行振荡混匀。为了

保持适当的湿度环境，将 Thermoblock 模块的垫片用去离

子水润湿，置入模块的内腔中。

微阵列的制备

我们合成了 42 个来自于黄羽扇豆，针对 11 个 PR-10 基因

和 6 个对照基因的 28 bp 的特异性寡核苷酸探针，通过

基因芯片点样仪 Spot-Array 24（PerkinElmer® Life and 

Analytical Sciences，Wellesley，MA，USA）将 探 针 以 8

个 重 复 拷 贝 制 备 于 SCHOTT Nexterion® Slides E 片 基 上

（Schott，Jena，Germany）

经过复水化处理后，探针被固定（30 min，120 ℃），在室

温下用缓冲液（0.1% Triton X-100 (5 min), 1 mM HCl (2 x 2 

min)，100 mM KCl）依次洗涤。

然 后，根 据 片 基 制 造 商 的 说 明 书 建 议，将 微 阵 列 置 入

Nexterion Blocking 溶液中 50℃ 孵育 15 min，再用水在杂

交前冲洗。

待测样品的标记

用 Chomczyn´ ski 和 Sacchi 方法 [3] 从 4 周龄的黄羽扇豆叶

片提取总 RNA，用 2M LiCl 选择性 RNA 沉淀进行富集。用

两套不同的引物反转录合成双链 cDNA，（A）两个通用引物
[4]；（B）一个 Oligo(dT) 引物和序列特异性正向引物。

特异性的正向引物已经经过了前期的 PCR 证实。然后根

据 Affymetrix 说明书的流程，用 GeneChip® Expression 3’

数据的扫描和分析

在 ScanArray® Express 基 因 芯 片 扫 描 仪（PerkinElmer® 

Life and Analytical Sciences）对干燥后的微阵列进行扫描，

用 ScanArray Express 软件对数据进行适应性圆周量化

（Adaptive Circle quantification）和分析。

免疫化学检测

杂交结束后，根据 Affymetrix 的实验方法 [5]，用含有 Cy3

标记的链霉亲和素溶液对微阵列进行反复的洗涤和孵育。

进行了分析 [2]。我们早期的研究发现有一些 PR-10 的同源

蛋白的表达调节源于环境的胁迫性，例如致病菌的侵入、

损伤或外源植物激素的影响。微阵列技术的应用对 PR-10

基因的表达谱研究是极为有力的工具，它可以快速的鉴别

出不同个体在各种不同的胁迫因子影响下发生的表达调节

变化。这项研究工作的目的在于对待研究的样本制备的实

验流程进行优化。

我们采用了两种不同的引物延伸方法来合成双链 cDNA：方

法Ａ，通 过 Oligo(dT) 和 5’ 端 通 用 引 物 来 合 成 所 有 的

cDNA；方法 B，通过 PR-10 特异性引物和 Oligo(dT) 选择

性扩增 PR-10 的同源基因的 cDNA。然后制备生物素标记

的 cRNA 探针，用于微阵列的杂交。

寡核苷酸基因微阵列和 cDNA 微阵列是现代分子生物学研

究中基因表达分析最为有力的研究工具之一 [1]。在化学修饰

的玻璃片基上结合了高密度的 DNA 探针矩阵，通过与荧光

分子标记的 cDNA 或 cRNA 的杂交，微阵列技术可以在一

次实验中同时对几千个基因的表达状况进行分析。微阵列

的制备和扫描检测需要特殊的设备，而探针的杂交反应通

常在一个用盖玻片封住，并浸入装有水的 50 ml 试管中，

放入水浴或孵育箱进行杂交。这种方法常常由于混匀不够

充分而无法保证结果的重复性和检测的灵敏度，而且还需

要额外添加甲酰胺来防止杂交缓冲液的蒸干。

本文中，我们采用寡核苷酸微阵列技术对黄羽扇豆的 11 个

高同源性，编码致病机制相关的 class 10 （PR-10）蛋白表达

低表达 高表达

A B

图 2：Eppendorf Thermomixer comfort 舒适型混匀仪上进行微阵列杂

交得到的实验结果。每个探针有 8 个重复，杂交信号均一。A 和 B 为

图 1：在 Thermomixer 

comfort 舒 适 型 混 匀 仪

上进行微阵列杂交。

用不同的 cRNA 样本的制备方法得到的不同的杂交信号结果。（A）总

cRNA 样本；（B ）PR-10 基因特异性 cRNA
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图 2：Eppendorf Thermomixer comfort 舒适型混匀仪上进行微阵列杂

交得到的实验结果。每个探针有 8 个重复，杂交信号均一。A 和 B 为

图 1：在 Thermomixer 

comfort 舒 适 型 混 匀 仪

上进行微阵列杂交。

用不同的 cRNA 样本的制备方法得到的不同的杂交信号结果。（A）总

cRNA 样本；（B ）PR-10 基因特异性 cRNA
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