
!" 卷 # 期

$%%" 年 " 月 ! 日
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：&%% ’ &%#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! ()*+ $%%"

基金项目：国家科技攻关项目（$%%#,-./$-%#0%1，$%%!,-&/1-!"）

"通讯作者。2+34567：8"0/%0""1#$$//；90:6;3：<=>6*?@*;AB C:; B 6AB A*
作者简介：金大智（/1.8 D ），男，辽宁辽阳人，博士研究生，主要从事分子诊断和生物芯片研究。90:6;3：E6FG;H;*@/"#I AJ:
收稿日期：$%%&0%.0%"；接受日期：$%%&0%80/"；修回日期：$%%&0%80#/

基因芯片技术在检测肠道致病菌方面的应用

金大智，文思远，王升启"

（军事医学科学院放射与辐射医学研究所 北京 /%%8&%）

摘 要：基因芯片技术具有高通量、自动化、快速检测等特点，因此被广泛地应用于各种研究领域，如细菌分子流行

病学、细菌基因鉴定、致病分子机理、基因突变及多态性分析、表达谱分析、KL- 测序和药物筛选等。现介绍基因芯

片检测肠道致病菌方面的国外研究进展，基因芯片应用于检测肠道致病菌的 # 个方面：结合多重 MNO 对致病菌的

毒力因子或者特异性基因进行鉴定；直接检测细菌的 KL- 或者 OL-；以致病细菌核糖体 OL- 作为检测的靶基因同

时检测多种肠道致病菌。由于其检测的高效率，该技术要优于其他分子生物学检测方法。基因芯片技术在肠道致

病菌检测中有着巨大的应用价值，具有广阔的应用前景。
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肠道致病菌是临床上引起以腹泻、呕吐为主要症状的

首要病因之一，也是食物中毒的主要因素。近年来由于天然

食物源生产的全球化、新食品生产工艺的应用、人们饮食习

惯的改变以及卫生环境恶化等各种因素在一定程度上降低

了食品的安全性，增加了肠道致病菌感染机率。因此，导致

肠道疾病的致病菌自然成为人们关注的焦点，世界上多数国

家都非常重视食物中毒和肠道致病菌感染等问题，各国政府

都采取了相应的措施改善环境、饮食条件、切断致病菌的传

染途径；并投入大量资金开发快速、有效的诊断方法进行早

期控制、诊断和检测肠道致病菌。

! 基因芯片技术的简介

基因芯片技术是 $% 世纪 1% 年代初发展起来的一种高

新生物技术，其突出的特点是集成化、微型化、自动化、高通

量等，Q+ 等［/］详细介绍了基因芯片及其在微生物方面的应

用 。基因芯片是反相斑点杂交，特异性探针以一定的方式

被固定于某种介质上［$］。在最后的扫描图像中探针以点的

形式出现，每一个点代表一种特异性探针序列。检测的目的

片段可以是 MNO 产物、基因组 KL-、总 OL-、6OL-、AKL-、质

粒 KL- 或者寡核苷酸等［#］。

标记的方法一般是选取 NR#、NR& 等荧光基团或者生物

素分子，通过特定波长的扫描仪进行检测。目前，还有一些

其他的显色方法如生物素 D 抗生物素或者蛋白链菌素和生

物素 D 亲和素等。尽管需要另外加入操作步骤，但是这些显

色体系成本较低，因此也被广泛使用［!］。如果目的片段与探

针结合发出较弱信号，可以应用信号放大技术。目前已建立

的信 号 放 大 系 统 是 酶 联 荧 光 的 技 术（9S501.；TJ3+A)36U

VUJC+<）和酪胺信号放大技术（2W-）［& ’ /%］。

" 基因芯片技术检测肠道致病菌

基因芯片技术可以实现对多种目的基因平行化鉴定，正

是这种高通量的特点使其适合于复杂样品（如食物和粪便）

的检测。将基因芯片技术与致病菌检测相结合会全面地提

高了检测水平，提高同时对多种致病菌鉴定的能力，这也是

目前一些常规的生化鉴定和分子生物学、免疫学技术无法比

拟的。该技术大大地缩短了检测周期，只需 # ’ !G 即可得出

鉴定结果，灵敏度高，可以避免出现假性结果。并且结果通

过自动化分析，避免了由于操作人员之间差异导致错误结

果，是食品安全和临床诊断方面的重大技术突破。

"#! 检测肠道致病菌的毒力因子

利用基因芯片高通量筛选的特点，许多科研人员选取各

种致病菌特异性的毒力因子作为检测的靶标，通过多重 MNO
的方法扩增多种致病菌，同时标记 MNO 产物，然后经基因芯

片杂交进行鉴定。因为基因芯片不是以 MNO 产物的长度作

为区分的标准，因此克服了多重 MNO 技术只能同时检测少

于 " 种基因片段的限制。X)J 等［//］首先将 MNO 扩增与基因

芯片相结合，使用寡核苷酸探针鉴定人酪胺酸酶基因的 & 个

WLM 位点。N633 等［.］建立了一种对多重 MNO 扩增 9Y9N 的产

物进行鉴定的寡核苷酸 芯 片，该 方 法 将 免 疫 诱 捕 技 术 与

MNO、基因芯片相结合，具有很高的灵敏度，对鸡肉中致病菌

检测的灵敏度可达到低于 /%$ N5Z4:S。NG;FG;[J\ 等［/$］建立

了一种基因芯片检测系统，通过多重 MNO 扩增与食源性致

病菌（志贺氏菌 !"#$%&&’ <VVB、沙门氏菌 !’&()*%&&’ <VVB 和肠

出血性大肠杆菌 ]/&.：Y. +,-"%.#-"#’ -)&# ]/&.：Y.）相关的 "
种毒力因子，然后与芯片杂交鉴定 " 种基因。目前这种技术



路线已经广泛应用于少数肠道致病菌鉴定方面［!" # !$］。本实

验已经建立了一种用于甄别出血性大肠杆菌 %!$&：’& 和霍

乱弧菌 %!"(（!"#$"% &’%()$*) %!"(）的基因芯片，通过检测毒力

基因以及 )*+, 位点，将出血性大肠杆菌 %!$&：’& 和非 ’& 以

及霍乱弧菌 %!"( 和 %! 进行区分；还建立了三重 +-. 结合

基因芯片检测伤 寒 沙 门 氏 菌（ +*(,%-)((* ./0’"）、痢 疾 杆 菌

（1*&"((23 4/3)-.)$"*)）和单增李氏菌（5"3.)$"* ,%-%&/.%6)-)3）的方

法，检测的灵敏度可达到 !/0 拷贝数123。从上述的实验结

果中可以看出将致病菌的毒力因子作为检测的目的靶点，通

过多重 +-. 扩增，结合基因芯片杂交筛选是完全可行的。

该方法灵敏度高、特异性、重复性均非常好，弥补了多重 +-.
不能鉴定多种目的片段的弊端。由于该方法仍然受到多重

+-. 制约，因此在同时检测致病菌的数量上仍不能有很大的

突破。但是对于应用在少数致病菌分型方面，该技术是非常

适用的。

!"! 通用引物结合基因芯片检测肠道致病菌

!"!"# 通 用 引 物 扩 增 !4) 56*7基 因、!4)80") 56*7 、0")
56*7基因：为了进一步提高基因芯片作为检测致病菌方法

的潜 力，科 研 人 员 经 过 大 量 的 实 验 已 经 建 立 了 基 于

!4) 56*7、!4)80") 56*7 和 0") 56*7 " 种基因的基因芯片检

测系统［!4 # 00］。该 " 种基因在细菌分类学上也具有重要的生

物学意义，在生物进化过程中比其他基因演变得慢，被称之

为“细菌进化的活化石”。但是这种保守性也是相对的，序列

中仍然存在着每种细菌特异性的片段，而且在菌属之间存在

较大差异。因此，在细菌的保守性区域设计通用引物，一次

+-. 就能扩增出多种细菌的目的片段，然后在特异性区域设

计与每种细菌对应的特异性探针，标记的方法一般采用掺入

法和末端标记法等，通过基因芯片与 +-. 产物杂交的结果

对细菌进行鉴定。-9:: 等［0"］使用通用引物鉴定鱼类致病菌

的!4) 56*7基因。’;<= 等［0>］建立一种以 0") 56*7 为检测靶

基因的基因芯片检测方法，可以同时检测 !> 种食源性致病

菌。还有的检测方法选取 !4)80") 56*7 基因的间区序列作

为靶基因［00］。本实验室基因芯片研究小组在前期的工作基

础上，建立了一种基于二重 +-. 方法对致病菌的!4) 56*7和

0") 56*7 基因同时检测，可同时检测 !$ 种肠道致病菌，检测

的灵敏度达到 !/" -?@123，并且通过筛选菌属特异性探针，

不断地增加检测目的菌株的数量。

从上述建立的通用引物结合基因芯片对各种致病菌检

测体系中，可以看出选取通用引物只通过一次 +-. 扩增就

可以得到大部分菌株的目的片段，大大地缩短了检测的周

期，并且省去了多重 +-. 繁琐的操作步骤，解决了基因芯片

结合多重 +-. 体系对同时检测和鉴定致病菌数量的限制。

基于通用引物的基因芯片体系最大优势在于可以在不增加

引物和额外实验操作的情况下，添加特异性的探针，进而扩

大体系的检测范围，提高同时检测多种目的菌株的能力。

由于选取的目的基因保守性相对较强，有些致病菌只能

鉴定到细菌属的水平，而不能像将毒力因子作为靶基因可以

鉴定到细菌种的水平，不过该方法的灵敏度、特异性和重复

性均可达到实际检测要求。与细菌的毒力基因检测方法相

比较，最大的特点就是突破了检测致病菌数量的限制，达到

高通量检测的水平，并且实验的操作简单，成本较低，适用于

临床疾病的诊断和食品安全体系的监控等多个方面。

!"!"! 基因芯片直接检测致病菌的!4) 5.*7基因：有些较

复杂介质中（食品、水、土壤、粪便等）的细菌核酸进行 +-.
扩增是非常困难的，这是因为介质中常有一些 +-. 反应抑

制物存在而导致扩增失败。围绕这个问题的解决方法之一

是直接检测致病菌的 5.*7，其原理是将来源于!4) 5.*7序

列上多个种属特异性片段作为探针（!///AB 左右），总 .*7
经过反转录标记后，直接与探针杂交，进而对细菌进行鉴定，

直接检测 5.*7 还能显示出致病菌在介质中的死活状态。

但是该方法也有一些弊端，因为是对致病菌基因直接杂交，

所以相对其他方法来说，灵敏度较低。

)29:: 等［(］发明了一种基因芯片检测系统适用于直接检

测土壤中细菌的!4) 5.*7。总 .*7 在不需要 +-. 扩增的情

况下，直接与芯片上的探针杂交。因为!4) 5.*7片段很长，

有许多的二级结构，所以不容易与寡核苷酸探针结合。解决

的方法是在杂交缓冲液中加入短的寡核苷酸片段（分子伴

侣）用来拆开 5.*7 的二级结构。尽管一些成熟的信号放大

和扫描系统可以提高几个数量级的灵敏度，但该方法的灵敏

度仍然较低，只达到 !/4 -?@123 左右。CD,EFG< 等［0$］开发出

一种基于聚丙烯酰胺凝胶垫的基因芯片检测系统，也适合于

直接检测!4) 5.*7基因。尽管直接检测!4) 5.*7基因可以

判断致病菌的死活状态，而且特异性很好，检测成本低。但

是由于 .*7 本身不稳定，对于实验条件和操作者的水平要

求比较高，检测的灵敏度较低。因此很难在实际的检测中推

广，并且该方法还受到致病菌所处的生长状态和介质形态等

因素的影响。因此，需要大量的实验进一步的完善。不过该

方法可以用于细菌分型等基础研究方面，对种属间细菌进行

鉴定。

!"!"$ 基因芯片直接检测致病菌的 6*7：直接检测 6*7 也

可以解决复杂样品中存在酶抑制物的问题。其原理与直接

检测 5.*7 相似，选取致病菌基因组中特异性长片段作为探

针，将提取的基因组 6*7 以反转录相似的方法进行标记，然

后直接与探针杂交，探针会特异性捕捉基因组中与其完全互

补的序列。尽管 6*7 直接杂交的方法不能确定致病菌的死

活状态，但是 6*7 本身比 .*7 稳定、易操作，而且在细菌体

内含量比较高，能够更好地鉴定肠道致病菌。

HD 等［04］建立了一种基因芯片的方法用于检测细菌中

与氮循环有关的基因，检测的灵敏度为 0$<= 6*7。平均一

个细菌的基因组 6*7 约 >I$ J !/K !$ =，0$<= 相当于 $I4 J !/4

个细菌，这表明该方法的灵敏度对于实际的应用来说是远远

不够的。有些研究者通过设计较长的探针（约 !$//AB）来提

高杂交信号，但是效果不明显，灵敏度仍然较低。)LM;N,FG
等［0&］建立了一种基因芯片直接与基因组 6*7 杂交区分肠出

血性大肠杆菌 %!$&：’& 和非致病性大肠杆菌的方法，该方

法的灵敏度要高于免疫学的方法。
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如果样品中含有较低浓度的致病菌时，直接检测从样品

中分离的 !"# 或者 $"# 相当困难。而且，因为各种菌属核

酸本身之间就含有许多同源性序列，直接检测核酸对设计探

针要求很高，不可避免的存在同源性序列交叉现象。此外，

提取核酸的质量和杂交体系及杂交条件都会对结果影响较

大。所以，虽然直接检测核酸是较简便的，但是与结合 %&$
扩增的基因芯片方法相比，该体系只限用于实验室进行基础

研究，不适合应用于实际的检测。

! 基因芯片用于细菌分型

检测致病菌仅仅是基因芯片在实际应用的一个方面，它

还可以应用到微生物基础研究中。利用基因芯片技术对致

病菌基因组 !"#、’$"# 进行遗传分析［(，)*，*( + ,)］，从而能够计

算出细菌种属间的遗传距离或者分析和判断菌体的毒性等。

!-’’.// 等［,*］建立了一张空肠弯曲菌基因组芯片，与不同的致

病菌基因组 !"# 杂交，结果显示被检测的 )) 种致病菌基因

组 !"# 中 *)0基因没有杂交信号，说明这些基因在被检细

菌基因组中存在高度的差异性。1-’2345 等［*6］建立了一种基

因组芯片鉴定不同血清型的单增李氏菌，可以清晰地将 *7
种单增李氏菌区分为两种类型。分型的结果与足迹法技术

（%89:）相比完全一致，说明该基因组分型芯片的结果是正

确的。本实验室基因芯片研究小组建立了炭疽芽孢杆菌基

因组芯片，通过与其他芽孢杆菌基因组杂交，鉴定出炭疽杆

菌特异性基因。这种方法非常适用于寻找致病菌与非致病

菌之间的差异基因，通过对杂交结果的分析，高通量的筛选

出多种差异基因，该技术还可以对更大规模的基因进行筛

选，可以应用到细菌致病分子机理等基础研究中。

" 基因芯片在肠道致病菌检测方面存在的问题及

解决途径

从上述这些基因芯片检测方法来看，目前的分子生物学

和免疫学技术均无法达到基因芯片检测致病菌的水平，%&$
技术只能粗略的对致病菌进行定性，要进一步验证必须经过

;-2<=.’> 杂交和测序；而抗体技术虽然能够特异性的检测细

菌菌体蛋白，但是会出现非特异性结合的现象，而且蛋白的

制备会受到许多因素的制约，如细菌生长状态、菌体蛋白释

放程度和蛋白稳定性等，%&$、:?@;# 等方法都无法大规模检

测实际样品。基因芯片技术引入肠道致病菌的检测，弥补了

这些方法的不足，在很大程度上解决了以往检测方法繁琐，

缓慢、结果不够准确且无法对大规模样品进行同时检测等弊

端。实现了检测的高通量和结果分析的自动化。但是基因

芯片是仅仅发展了短短十几年的生物技术，本身不可避免地

还存在着一些问题。由于目前出现许多的基片制备方法，因

此各个实验室之间基因芯片的性能很难比较，而且基因芯片

本身的稳定性也不是很理想；目前虽然荧光基团标记技术很

成熟，并且各种标记方法都会得出良好的效果，但是荧光染

料非常昂贵，因此不适合大面积常规使用，本实验室基因芯

片小组目前正在将可视化技术结合到基因芯片检测中，已取

得了良好的成果，该技术可以用肉眼判断芯片杂交结果，简

化了基因芯片检测体系的操作，并且可以大大地降低实验的

成本，加快基因芯片技术的普及和推广；基因芯片无法达到

%&$ 等一些方法的高灵敏度，在少量致病菌感染的情况下会

出现阴性结果，这与肠道致病菌模板的制备有关，只有改进

目前核酸提取工艺，研究高效的提取方法，才能会进一步提

高基因芯片检测方法的灵敏度；目前新发各种肠道致病菌不

断出现，而且常常会出现变异。因此，基因芯片检测的靶细

菌在现有基础上还要不断添加。从上述的一些问题中可以

看出，虽然基因芯片技术在肠道致病菌检测方面已经取得了

一定的进步，但是该检测方法中还有很多地方需要改进、很

多工作要做，只有不断的解决问题，才能使基因芯片检测技

术更加完善。

# 基因芯片在肠道致病菌检测方面的前景

基因芯片技术以其高通量、自动化、平行化检测等特点

得到广大科研工作者的认同，已经在遗传分析和分子诊断方

面成为重要的技术平台。基因芯片技术引入肠道致病菌的

检测中，在很大程度上提高了检测的能力，是一次具有革命

性意义的技术突破。该技术使得对于同时检测大规模样品

成为了现实，随着芯片制备、样品中核酸的提取、信号标记等

关键技术的不断改进，基因芯片所面临的诸多问题将得到解

决。随着基于基因芯片技术建立的检测方法不断创新以及

检测的目的致病菌种类的不断添加，该检测技术将会日趋成

熟和完善，并将会大面积的推广到临床疾病诊断和食品安全

监控体系等诸多方面，将来基因芯片技术检测肠道致病菌会

实现大规模的应用，呈现出更广阔的应用前景。
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