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［摘　 要］ 　 针对现有牛病病原检测方法指标单一，操作复杂的现状，拟建立一种可高效检测牛布鲁

氏菌病、结核、炭疽、口蹄疫、病毒性腹泻黏膜病、副流感、传染性鼻气管炎的基因芯片技术。 根据已

公布的各病原核酸序列，设计引物和探针。 利用多重 ＰＣＲ 方法扩增目的片段，扩增产物与探针特异

性杂交，芯片反应显色后肉眼观察进行检测结果判定。 优化反应条件、建立检测方法，同时对检测

方法的灵敏度、可重复性、特异性、保存期等进行评价。 结果显示，该基因芯片检测方法单一病原灵

敏度检测可达 １．０ ×１０－６ ｎｇ ／ μＬ，混合病原灵敏度检测可达 １．４ ×１０－５ ｎｇ ／ μＬ；各病原间无交叉反应，

检测健康牛血清、组织，牛流行性热病毒也均无响应；针对同一阳性质控品，芯片重复率达 １００％。

保存期试验表明，芯片在 ２～８ ℃至少可保存 ６ 个月。 检测 ３０ 份临床样本，结果与标准方法结果一

致。 实验建立的方法具有高通量、高灵敏度、高特异性等特点，可在 ３ ｈ 内完成同时对七种牛重要疫

病的检测，在牛群疫病诊断、净化及流行病学调查等方面有良好的应用前景。
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　 　 伴随我国居民生活水平的提高及膳食结构的

变化，牛肉、牛奶等产品市场需求旺盛，进而促进了

养牛业的发展。 牛布鲁氏菌病、结核、炭疽、口蹄

疫、病毒性腹泻黏膜病、副流感、传染性鼻气管炎这

几种牛病常发病，威胁着这一产业的发展。 因此，
为了满足民众日常需求，减少养殖场和养殖户的经

济损失，建立一种快速高效检测这几种牛病原的方

法用以这些疾病的预防和防控十分必要。
牛布鲁氏菌（Ｂｒｕｃｅｌｌａ， Ｂｒｕ）、结核杆菌（Ｍｙｃｏ⁃

ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， ＭＴＢ）、炭疽杆菌（Ａｎｔｈｒａｘ）、
口蹄 疫 病 毒 （ Ｆｏｏｔ － ａｎｄ － Ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，
ＦＭＤＶ）、牛病毒性腹泻病毒（Ｂｏｖｉｎｅ ｖｉｒａｌ ｄｉａｒｒｈｏｅａ
ｖｉｒｕｓ， ＢＶＤＶ）、牛副流感病毒 ３ 型 （ Ｂｏｖｉｎｅ ｐａｒａ⁃
ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＢＰＩＶ３）、牛传染性支气管炎病毒

（Ｂｏｖｉｎｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｒｈｉｎｏｔａｃｈｅｉｔｕｓ ｖｉｒｕｓ， ＩＢＲＶ）均易

感牛，在不同程度上均可造成牛消瘦、母牛流产，甚

至导致死亡。 目前，常用的布病检测方法有琥红平

板实验、凝集试验及补体结合试验；炭疽的检测方

法主要依赖微生物学及血清学方法，包括 Ａｓｃｏｌｉ 氏
反应和 ＰＣＲ；结核的检测常用过敏反应等来鉴定；
ＦＭＤＶ、ＢＶＤＶ、ＢＰＩＶ３、ＩＢＲＶ 的检测主要以病原分

离、血清学试验和分子生物学检测方法为主。 上述

检测方法均存在检测指标单一、操作复杂、费时费

力等问题［１］，给牛群疫病诊断带来一定困难。 本文

针对牛群主要发生疫病病原诊断方法存在的问题

拟研究建立一种可以快速高效同时检测七种牛疫

病病原的基因芯片检测技术，用于牛群疫病诊断及

流行病学调查。
１　 材料与方法

１．１　 材料 　 本实验所用检测病原牛布鲁氏菌疫

苗、结核分支杆菌疫苗、炭疽芽孢杆菌弱毒苗、牛病

毒性腹泻病毒、牛副流感病毒、牛传染性支气管炎
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病毒、牛流行性热病毒由中国兽医药品监察所

（ＩＶＤＣ）保存并提供，口蹄疫病毒疫苗由金宇保灵

生物有限生物有限公司提供。 所用临床样本采集

自某养殖场，由中国兽医药品监察所保存。 实验用

病原信息见表 １。

表 １　 病原信息

Ｔａｂ １　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
病原 菌 ／ 毒株代码 病原信息 来源

Ｂｒｕｃｅｌｌａ

Ｂｒｕｃｅｌｌａ－Ａ１９

Ｂｒｕｃｅｌｌａ－Ｓ２

Ｂｒｕｃｅｌｌａ－Ｍ５

Ｂｒｕｃｅｌｌａ－Ｍ５９０

疫苗毒株 ＩＶＤＣ

Ａｎｔｈｒａｘ ＣＶＣＣ４０－２０５ 弱毒株 ＩＶＤＣ

ＦＭＤＶ

ＯＪＭＳ

ＡｓｉａＩ ／ ＪＳＬ ／ ＺＫ ／ ０６

Ｒｅ－Ａ ／ ＷＨ ／ ０９

Ｏ ／ ＭＹＡ９８ ／ ＢＹ ／ ２０１０

灭活抗原
Ｊｉｎｙｕ ｂａｏｌｉｎｇ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｃｏ．，ＬＴＤ

ＩＢＲＶ ＩＢＲＶ－ＬＮ０１ 灭活病毒 ＩＶＤＣ

ＢＶＤＶ ＢＶＤＶ－Ｃ２４Ｖ 灭活病毒 ＩＶＤＣ

ＢＰＩＶ３ ／ 灭活病毒 ＩＶＤＣ

ＭＴＢ ＣＶＣＣ－６８００２ 疫苗毒株 ＩＶＤＣ

Ｂｏｖｉｎｅ ｅｐｉｚｏｔｉｃ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ ／ 灭活病毒 ＩＶＤＣ

１．１． １ 　 主要试剂 　 核酸提取试剂盒 ＡＸＹＧＥＮ

Ａｘｙｐｒｅｐ 体液病毒 ＤＮＡ ／ ＲＮＡ 小量试剂盒，逆转录

试剂盒 Ｐｒｉｍｅ － Ｓｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ － ＰＣＲ Ｋｉｔ Ｖｅｒ２

（ＴａＫａＲａ），ＰＭＤ １８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ），

ＴＯＰ １０ 感受态细胞，ＭａｋｅｒＩＩ （康为世纪），２ ×Ｔａｑ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ、普通质粒小量提取试剂盒、琼脂糖凝

胶回收试剂盒 （北京天根生化科技有限公司），

ＳＡ－ＨＲＰ（Ｊａｃｋｓｏｎ），ＰｉｅｒｃｅＴＭ１－Ｓｔｅｐ Ｕｌｔｒａ ＴＭＢ Ｂｉｏｔ⁃

ｔｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ （Ｔｈｅｒｍｏ）。

１．２　 方法的建立

１．２．１　 引物探针的设计　 以布鲁氏菌的外膜蛋白

（ＯＭＰ２５）保守序列为靶基因设计引物；以炭疽芽孢

杆菌的 ＰＯＸ１ 质粒和 １６ＳｒＤＮＡ 基因片段为模板设

计引物探针；参照文献［２］设计牛结核分枝杆菌引物

及探针；副流感病毒 Ｎ 蛋白常作为分子诊断的靶基

因，针对 Ｎ 基因设计引物及探针［３］；ＩＢＲＶ 有四类糖

蛋白，针对 ｇＢ 蛋白基因的保守区域设计引物探

针［４］；ＢＶＤＶ Ｅ２ 基因是病毒的主要保护性抗原编

码基因，在 Ｅ２ 基因的 ５＇端是不同毒株的主要变异

区域，故选择 ＢＶＤＶ ５＇－非翻译区（５＇－Ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ

ｒｅｇｉｏｎ， ５＇－ＵＴＲ）设计引物和探针［５］；比较 ＦＭＤＶ 全

基因组进行多序列比较，发现 ＦＭＤＶ ７ 个血清型的

保守基因是 ３Ｄ 基因，进而根据该保守序列设计引

物及探针。 以上引物设计及性能评价用 ｏｌｉｇｏ７ 软

件。 引物探针具体信息见表 ２ 和表 ３。

１．２．２　 芯片的制备　 探针用磷酸缓冲液稀释至终

浓度为 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ，设置点样仪参数为 １００ ｄｒｏｐ，按

照点样顺序将各探针点样于纳米膜上。 点样后将

膜基片置于湿度为 ４０％～６０％，温度为 ２２～２５ ℃条

件下过夜晾干，２～８ ℃存放。 芯片点样模式见图 １。

·８·
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表 ２　 引物信息

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
引物名称 引物序列（５＇→３＇） 产物大小 ／ ｂｐ 靶基因序列

Ｂｒｕｃｅｌｌａ

Ｆ ＣＧＴＣＧＴＣＣＡＡＧＣＣＧＴＴＧＴ－Ｂｉｏｔｉｎ

Ｒ ＧＴＣＡＡＧＣＡＧＧＧＣＴＴＴＧＡＡＧＧ

１３７

ＧＴＣＡＡＧＣＡＧＧＧＣＴＴＴＧＡＡＧＧＣＴＣＧＣＴＧＣＧＴＧＣ⁃
ＣＣＧＣＧＴＴＧＧＣＴＡＣＧＡＣＣＴＧＡＡＣＣＣＧＧＴＴＡＴＧＣ⁃
ＣＧＴＡＣＣＴＣＡＣＧＧＣＴＧＧＴＡＴＴＧＣＣＧＧＴＴＣＧＣＡＧ⁃
ＡＴＣＡＡＧＣＴＴＡＡＣＡＡＣＧＧＣＴＴＧＧＡＣＧＡＣＧＡＡＡ⁃
ＧＣＡＡＧＴＴＣＣＧ

Ａｎｔｈｒａｘ
（１６ＳｒＤＮＡ）

Ｆ ＡＡＡＡＣＴＡＣＣＧＡＴＧＣＣＧＣＴＡ

Ｒ ＡＣＣＣＧＣＡＡＣＡＡＴＡＣＴＣＡＣ－Ｂｉｏｔｉｎ

１４３

ＡＣＣＣＧＣＡＡＣＡＡＴＡＣＴＣＡＣＡＧＣＡＡＴＡＣＣＡＡＣＣ⁃
ＡＴＡＣＡＴＧＣＡＧＣＡＴＣＡＴＣＣＧＧＡＣＣＡＡＡＴＧＡＴＣＣ⁃
ＣＴＣＣＴＣＡＡＡＴＧＴＡＴＧＡＡＴＣＡＡＡＣＧＡＡＡＣＧＣＧＣ⁃
ＧＧＣＧＴＧＣＡＧＣＡＡＣＴＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＣＡＡＧＴＡＧ⁃
ＣＧＧＣＡＴＣＧＧＴＡＧＴＴＴＴ

Ａｎｔｈｒａｘ（ＰＯＸ１）
Ｆ ＡＣＣＧＴＡＴＡＴＣＣＴＴＣＴＡＣＣＴＣＴ－Ｂｉｏｔｉｎ

Ｒ ＴＣＴＡＧＴＧＡＴＡＡＣＴＴＡＣＡＡＣＴＧＣＣ
１１０

ＴＴＴＡＴＣＡＡＡＧＴＴＡＡＧＡＡＴＡＧＣＧＡＴＧＡＡＴＡＴＡＣ⁃
ＡＴＴＴＧＣＴＡＣＴＴＣＣＧＣＴＧＡＴＡＧＴＴＡＣＣＴＡＡＣＡＡＴ⁃
ＧＴＴＧＧＧＴＡＧＡＴＧＡＣＣＡＡＧＡＡＧＴＧＡＴＴＡＡＴＡＡＡ⁃
ＧＣＴＴＣＴＡＡＴＴＣＴＡ

ＦＭＤＶ
Ｆ ＧＣＧＡＧＴＣＣＴＧＣＣＡＣＧＧＡ

Ｒ ＡＣＴＧＧＧＴＣＣＴＡＣＡＡＡＣＣＴＧＴＧＡ－Ｂｉｏｔｉｎ
９０

ＴＡＣＡＡＡＣＣＴＧＴＧＡＴＡＡＣＴＴＣＧＡＡＴＣＧＣＣＴＣＧＡ⁃
ＧＧＣＴＡＴＣＣＴＣＴＣＣＴＴＴＧＡＧＣＣＣＣＧＴＧＧＧＡＣＣＡ⁃
ＴＡＣＡＧＧＡＧＡＡＧＴＴＧＡＴＣＴＣＣＧＴＧＧＣＡ

ＩＢＲＶ
Ｆ ＣＧＧＴＧＣＣＧＴＡＡＣＭＧＣＣ

Ｒ ＴＣＧＡＧＴＧＧＡＲＧＴＡＡＧＡＡＡＡＧＧ－Ｂｉｏｔｉｎ
１０３

ＴＴＧＧＣＧＣＧＧＡＣＴＡＣＧＴＧＴＡＣＴＡＣＧＡＧＡＡＣＴＡＣ⁃
ＧＣＧＴＡＣＧＴＧＣＧＧＣＧＧＧＴＣＣＣＧＣＴＣＧＣＧＧＡＧＣＴ⁃
ＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＡＧＣＡＣＣＴＴＴＧＴＧＧＡＣＣＴＡＡＡＣＣ⁃
ＴＣＡＣＧＧＧ

ＢＶＤＶ

Ｆ ＴＧＧＧＡＴＡＣＡＴＡＧＴＡＡＧＡＡＡＡＡＴＣＡＧＧ

Ｒ ＣＧＡＡＡＴＧＡＡＡＡＴＴＴＴＡＴＡＴＧＧＡＡＴ－Ｂｉｏｔｉｎ

１４８

ＡＧＴＣＧＴＣＡＧＴＧＧＴＴＣＧＡＣＧＣＣＴＴＧＧＡＡＴＡＡＡＧ⁃
ＧＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＣＣＡＣＧＴＧＧＡＣＧＡＧＣＧＧＡＴＧＣＣ⁃
ＣＡＡＡＧＣＡＣＡＴＣＴＴＡＡＣＣＴＧＡＧＣＧＧＧＧＴＣＧＧＣＣ⁃
ＣＡＧＧＴＡＡＡＡＧＣＡＧＴＴＴＴＡＡＣＣＧＡＣＴＧＴＴＡＣＧＡ⁃
ＡＴＡＣＡＧＣＣＴＧＡＴＡＧＧＧＴＧＣＴ

ＢＰＩＶ３
Ｆ ＣＧＣＣＡＡＧＴＡＣＡＡＧＡＡＧＣＴＧＡＴＧＡ－Ｂｉｏｔｉｎ

Ｒ ＴＡＣＡＣＧＧＡＧＴＴＧＧＣＣＧＴＧＡＴＣＴＴＧＴＡ
１１７

ＡＴＣＴＧＣＡＧＣＡＡＡＡＴＴＡＧＡＣＡＴＴＣＣＣＡＡＧＡＣＡＡ⁃
ＧＡＧＡＧＴＴＧＴＧＴＧＴＣＧＴＧＣＧＡＡＴＧＴＣＣＴＡＡＡＣＡ⁃
ＡＴＧＣＡＧＡＴＡＣＴＧＣＡＴＣＡＡＡＧＡＴＡＧＡＴＴＴＣＣＴＡ⁃
ＧＣＡＧＧＴＣＴＡＡＴＧＡＴＡＧＧＡＧＴ

ＭＴＢ
Ｆ ＣＡＴＣＴＴＧＣＴＴＣＧＧＣＧＴＧＴＴＣＣ－Ｂｉｏｔｉｎ

Ｒ ＣＴＣＴＧＡＡＡＴＴＣＧＣＣＴＣＴＧＴＡＧＴＧＣ
９７

ＧＴＡＡＣＣＧＴＣＴＧＡＡＴＣＡＡＣＧＴＣＡＴＧＡＴＣＧＴＧＣＴ⁃
ＡＣＣＧＡＴＧＣＧＣＣＡＡＧＴＴＧＣＧＴＴＧＴＡＴＴＧＣＡＣＡＡ⁃
ＧＧＴＧＴＧＣＡＧＡＣＧＧＡＧＡＧＧＡＴＣＡＧＡＴＴＴＧＴＣＡＧＡ

表 ３　 探针信息

Ｔａｂ ３　 Ｐｒｏｂｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
探针名称 序列（５＇→３＇） 探针长度 ／ ｂｐ

Ｂｒｕｃｅｌｌａ－Ｐ１ ＣＴＧＡＡＣＣＣＧＧＴＴＡＴＧＣＣＧＴＡＣＣＴＣＡＣ ２６

１６ＳｒＤＮＡ－Ｐ１ ＡＴＣＣＣＧＡＧＣＡＡＡＴＧＡＴＣＣＣＴ ２０

ＰＯＸ１－Ｐ１ ＣＣＧＴＧＡＣＡＡＴＧＣＡＴＧＡＡＴＣＣＣＴ ２２

ＦＭＤＶ－Ｐ１ ＴＣＣＴＴＴＧＣＡＣＧＣＣＧＴＧＧＧＡＣ ２０

ＩＢＲＶ－Ｐ１ ＴＧＧＡＧＧＣＣＧＴＡＡＣＡＴＡＴＴＧＡＡＣＴＣ ２５

ＢＶＤＶ－Ｐ１ ＡＴＧＡＧＣＣＡＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＡＡＣＴＣＴ ２４

ＢＰＩＶ３－Ｐ１ ＴＧＣＡＴＣＧＡＧＴＴＧＴＡＧＡＴＣＴＣＧＣＧＧＴ ２５

ＭＴＢ－Ｐ１ ＣＡＴＣＡＧＣＣＴＧＧＣＣＧＣＡＣＧＡＧＴＴＡ ２３

１．２．３　 单一病原核酸的提取、扩增　 参照核酸提取

试剂盒说明书提取各病原的核酸，优化退火温度等

ＰＣＲ 反应条件。 将 ＢＰＩＶ３、ＢＶＤＶ、ＦＭＤＶ 核酸（遗

传物质为 ＲＮＡ），Ｂｒｕｃｅｌｌａ、ＩＢＲＶ、ＭＴＢ、Ａｎｔｈｒａｘ 核酸

（遗传物质为 ＤＮＡ）分别按常规体系扩增。 反应条

件分别为 ５０ ℃ ３０ ｍｉｎ，９４ ℃ ４ ｍｉｎ，９４ ℃ ４５ ｓ，５６ ℃

１ ｍｉｎ，７２ ℃ ３０ ｓ，３５ 个循环，７２ ℃ １０ ｍｉｎ；９４℃

５ ｍｉｎ，９４ ℃ ４５ ｓ，５６ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ ３０ ｓ，３５ 个循

环，７２ ℃ １０ ｍｉｎ。

·９·
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Ｂｉｏｔｉｎ、ＩＣ－１、ＩＣ－２ 为阳性质控点，Ｂｕｆｆｅｒ 为阴性质控点

图 １　 芯片点样模式

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｈｉｐ ｓｐｏｔｔｉｎｇ ｍｏｄｅｌ

１．２．４　 混合样品核酸的扩增　 应用多重 ＰＣＲ 方法

对混合样品核酸进行扩增，通过对其退火温度、引
物用量等反应条件优化后，将样品核酸按表 ４ 体系

进行扩增。 扩增条件为 ５０ ℃ ３０ ｍｉｎ，９４ ℃ ４ ｍｉｎ，
９４ ℃ ４５ ｓ，５６ ℃ １ ｍｉｎ，７２℃ ３０ ｓ，３５ 个循环，７２ ℃
１０ ｍｉｎ。

表 ４　 混合样品核酸扩增体系

Ｔａｂ ４　 Ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
序号 试剂 ／ 引物名称 Ａ 管 ／ μＬ Ｂ 管 ／ μＬ

１ ２×１ Ｓｔｅｐ Ｂｕｆｆｅｒ １２．５ １２．５

２ Ｂｒｕｃｅｌｌａ Ｆ ／ Ｒ ０．７ ／

３ ＭＴＢ Ｆ ／ Ｒ ０．４ ／

４ Ａｎｔｈｒａｘ－ＰＯＸ１ Ｆ ／ Ｒ ／ １．０

５ Ａｎｔｈｒａｘ－１６ＳｒＤＮＡ Ｆ ／ Ｒ ／ １．０

６ ＦＭＤＶ Ｆ ／ Ｒ ／ ０．６

７ ＢＶＤＶ Ｆ ／ Ｒ ０．６ ／

８ ＢＰＩＶ３ Ｆ ／ Ｒ ０．５ ／

９ ＩＢＲＶ Ｆ ／ Ｒ ０．４ ／

１０ Ｆ１ ／ Ｒ１ ／ Ｒ２ １．０ １．０

１１ 样品核酸 ２．０ ２．０

１２ 质控点阳性质粒 １．０ １．０

１３ Ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ １ ｓｔｅｐ Ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ ０．５ ０．５

１４ ＤＤ Ｈ２Ｏ ０．８ ０．８

合计 ２５．０ ２５．０

１．２．５ 　 基因芯片的杂交、洗涤与可视化检测 　 取

２０ μＬ ＰＣＲ 产物，加入到 １００ μＬ 的杂交液中，沸水

浴 ５ ｍｉｎ 后加入到已 ４７ ℃预热芯片中，２００ ｒ ／ ｍｉｎ
反应 ２０ ｍｉｎ。 弃去反应液后用 ４７ ℃ 预热的洗涤

液，２００ μＬ ／孔淋洗三遍，４７ ℃孔板孵育器洗 １０ ｍｉｎ。
杂交液 １ ∶ ２０００ 稀释 ＳＡ－ＨＲＰ，１００ μＬ ／孔，２００ ｒ ／ ｍｉｎ，
室温反应 １０ ｍｉｎ。 洗涤液室温淋洗 ２ 次，每孔加入

６０ μＬ ＴＭＢ 避光显色。 拍照记录实验结果。
１．２．６　 结果判定　 阴性质控点不显色，阳性质控点

的颜色为明显强于阴性质控点的蓝紫色，两个阳性

质控点至少有一个显色为有效实验结果。 如被测

样品所在探针点不显色，即为阴性；如果被测样品

所在探针点为蓝紫色，则为阳性。
１．２．７　 引物的特异性试验　 将各病原样品扩增后，
２％琼脂糖凝胶电泳。 将胶回收产物送往华大基因

公司测序。
１．２．８　 探针的特异性试验　 将七种病原、健康牛血

清、牛流行性热病毒，分别按照 １．２．４ 扩增后进行芯

片检测。
１．２．９　 芯片的灵敏度试验　 各病原 ＰＣＲ 产物琼脂

糖凝胶电泳之后，将胶回收产物连接 ｐＭＤ １８ －Ｔ
Ｖｅｃｔｏｒ，连接产物转化至 ＴＯＰ １０ 感受肽细胞中，涂
板，选取大小适中的单个菌落培养，菌液 ＰＣＲ 后，
将 ＰＣＲ 阳性的菌液送往测序公司测序。 使用 ＤＮＡ
Ｓｔａｒ 和 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 分析测序结果，同时将测序成功

的阳性菌液扩增培养后提取质粒。 将各阳性质粒

定量后 １０ 倍倍比稀释，扩增后分别与芯片反应，
进行单一阳性质粒灵敏度检测同时对其进行 ２％
琼脂糖凝胶电泳。 再将七种病原质粒等浓度体积

混合，１０ 倍倍比稀释，扩增后与芯片杂交，进行七种

阳性质粒混合灵敏度测定。
１．２．１０　 芯片的保存期试验 　 将浓度为 １．４×１０－４

ｎｇ ／ μＬ 的七种病原阳性混合质粒按照步骤 １．２．４ 扩

增，与在 ２～ ８ ℃保存 ３０ ｄ、６０ ｄ、１２０ ｄ、１８０ ｄ 的芯

片分别进行反应。
１．２．１１　 芯片的重复性检测　 将同一质控样品的扩

增产物用不同批次及同一批次内不同芯片进行

检测。
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１．２．１２　 芯片检测临床样品与国标方法检测的比对

将 ２３ 份牛血清、４ 份牛肺组织、３ 份牛肠组织临床

样品提取核酸后，按照 １．２．４ 方法进行扩增，扩增产

物与芯片反应后记录检测结果，芯片反应操作同

１．２．５。 同时将各临床样本参照《奶牛布鲁氏菌病

ＰＣＲ 诊断技术 ＮＹ ／ Ｔ １４６７－２００７》、《动物炭疽诊断

技术 ＮＹ ／ Ｔ ５６１－２０１５》、《结核病病原菌实时荧光

ＰＣＲ 检测方法 ＧＢ ／ Ｔ ２７６３９－２０１１》、《口蹄疫检疫技

术规范 ＳＮ ／ Ｔ １１８１－２０１０》、《牛病毒性腹泻 ／粘膜病

检疫规范 ＳＮ ／ Ｔ １１２９－２００７》、《牛传染性鼻气管炎

检疫技术规范 ＳＮ ／ Ｔ １１６４．１－２０１１》及中和试验进行

检测。
２　 结果与分析

２．１　 引物的特异性评价　 各病原扩增产物大小与

前期设计一致（图 ２），测序结果与设计目的片段

相同。

Ｍ： ＤＮＡ 分子质量标准；１： 结核杆菌； ２： 牛副流感病毒 ３ 型； ３： 牛病毒性腹泻病毒； ４： 炭疽－１６ＳｒＤＮＡ；
５： 炭疽－ＰＯＸ１； ６，７： 牛传染性鼻气管炎病毒； ８－１１： 口蹄疫病毒； １２－１５：布鲁氏菌

Ｍ： ＭａｋｅｒＩＩ； １： ＭＴＢ； ２： ＢＰＩＶ３； ３： ＢＶＤＶ； ４： Ａｎｔｈｒａｘ－１６ＳｒＤＮＡ； ５： Ａｎｔｈｒａｘ－ＰＯＸ１；６，７： ＩＢＲＶ； ８－１１： ＦＭＤＶ； １２－１５： Ｂｒｕｃｅｌｌａ

图 ２　 ＰＣＲ 产物示意图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ

２．２　 探针的特异性评价　 阴性质控点无响应，阳性

质控点响应，各病原探针点特异性响应。 健康牛血

清、牛流行性热病毒除阳性质控点响应外，其他探针

均无响应（图 ３），表明所设计探针特异性良好。

１： 牛副流感病毒 ３ 型； ２： 牛病毒性腹泻病病毒； ３： 口蹄疫病毒； ４： 传染性鼻气管炎病毒； ５： 炭疽－ＰＯＸ１；
６： 炭疽－１６ＳｒＤＮＡ； ７： 布鲁氏菌； ８： 结核杆菌； ９： 健康牛血清； １０： 牛流行性热病毒

１： ＢＰＩＶ３； ２： ＢＶＤＶ； ３： ＦＭＤＶ； ４： ＩＢＲＶ； ５： Ａｎｔｈｒａｘ－ＰＯＸ１； ６： Ａｎｔｈｒａｘ－１６ＳｒＤＮＡ； ７： Ｂｒｕｃｅｌｌａ； ８： ＭＴＢ；
９： Ｈｅａｌｔｈｙ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ； １０： Ｂｏｖｉｎｅ ｅｐｉｚｏｔｉｃ ｆｅｖｅｒ ｖｉｒｕｓ

图 ３　 探针特异性响应实验结果

Ｆｉｇ ３　 Ｐｒｏｂｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
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２．３　 芯片的灵敏度评价

２．３．１　 单一阳性质粒灵敏度　 单一阳性质粒芯片

检测灵敏度可达 １．０ ×１０－６ ｎｇ ／ μＬ，比普通 ＰＣＲ 高

出 １０～１００ 倍（表 ５）。

２．３．２　 混合阳性质粒灵敏度 　 当混合阳性质粒

稀释至浓度为 １．４×１０－５ ｎｇ ／ μＬ 时，各病原探针点与

阳性质控点均显色，阴性质控点无显色。 浓度为

１．４×１０－６ ｎｇ ／ μＬ 时，阳性质控点正常显色，阴性质

控点无显色，病原探针点只有 ＭＴＢ、Ａｎｔｈｒａｘ 有响应

（图 ４）。 故七种病原混合阳性质粒芯片检测灵敏

可达 １．４×１０－５ ｎｇ ／ μＬ。

２．４　 芯片的保存期评价　 同一扩增产物与 ２～８ ℃

保存了 ３０ ｄ、６０ ｄ、１２０ ｄ、１８０ ｄ 的芯片反应后，阳性

质控点及七种病原对应探针点均有显色（图 ５），表

明在 ２～８ ℃，芯片至少可保存 １８０ ｄ。

表 ５　 单一病原质粒检测灵敏度

Ｔａｂ ５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｎｇ ／ μＬ　 　 　
Ｍｅｔｈｏｄ Ｂｒｕｃｅｌｌａ Ａｎｔｈｒａｘ ＦＭＤＶ ＢＰＩＶ３ ＢＶＤＶ ＩＢＲＶ ＭＴＢ

ＰＣＲ １０－６ １０－５ １０－５ １０－５ １０－５ １０－６ １０－５

Ｍｉｃｏｒａｒｒｙ １０－７ １０－６ １０－７ １０－６ １０－６ １０－７ １０－６

１： １．４×１０－１ ｎｇ ／ μＬ； ２： １．４×１０－２ ｎｇ ／ μＬ； ３： １．４×１０－３ ｎｇ ／ μＬ； ４： １．４×１０－４ ｎｇ ／ μＬ； ５： １．４×１０－５ ｎｇ ／ μＬ；

６： １．４×１０－６ ｎｇ ／ μＬ； ７： １．４×１０－７ ｎｇ ／ μＬ； ８： Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ４　 混合样品灵敏度检测结果

Ｆｉｇ ４　 Ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

１： ３０ ｄａｙｓ； ２： ６０ ｄａｙｓ； ３： １２０ ｄａｙｓ； ４：１８０ ｄａｙｓ

图 ５　 不同保存期实验结果

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

２．５　 芯片的重复性评价　 用同一批样品的扩增产

物与同一批次及不同批次的芯片进行反应。 实验

结果表明，针对同一样品，同一批次及不同批次的

芯片的检测结果均相同。 芯片的可重复性为 １００％。
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２．６　 临床样本的检测 　 ３０ 份牛样品经芯片检测，
其中 Ｂｒｕｃｅｌｌａ 检出 １ 份，ＢＰＩＶ３ 检出 ７ 份，ＢＶＤＶ 检

出 １０ 份，ＩＢＲＶ 检出 １１ 份，Ａｎｔｈｒａｘ、ＭＴＢ、ＦＭＤＶ 未

检出。 经标准方法检测 Ｂｒｕｃｅｌｌａ 检出 １ 份，ＢＰＩＶ３

检出 ７ 份， ＢＶＤＶ 检出 １２ 份， ＩＢＲＶ 检出 １０ 份，
Ａｎｔｈｒａｘ、ＭＴＢ、ＦＭＤＶ 未检出。 其中单一病原感染

占 ６３．３％，两种病原混合感染比例为 ３６．７％。 两种

检测方法符合率为 ９８．６％。 具体数据见表 ６。

表 ６　 临床样品检测结果

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

序号

芯片检测结果 国标 ＰＣＲ 检测结果

Ｂｒｕｃｅｌｌａ ＢＰＩＶ３ ＢＶＤＶ ＩＢＲＶ Ａｎｔｈｒａｘ、
ＭＴＢ、ＦＭＤＶ Ｂｒｕｃｅｌｌａ ＢＰＩＶ３ ＢＶＤＶ ＩＢＲＶ Ａｎｔｈｒａｘ、

ＭＴＢ、ＦＭＤＶ

１ － ＋ － － － － ＋ － － －

２ － － － － － － － － － －

３ － － － － － － － － － －

４ － － － － － － － － － －

５ － ＋ － － － － ＋ － － －

６ － ＋ － － － － ＋ － － －

７ － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ － －

８ ＋ － － － － ＋ － － － －

９ － － － － － － － － － －

１０ － － － － － － － － － －

１１ － － － ＋ － － － ＋ ＋ －

１２ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

１３ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

１４ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

１５ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

１６ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

１７ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

１８ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

１９ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

２０ － － ＋ ＋ － － － ＋ ＋ －

２１ － － － － － － － ＋ － －

２２ － － － － － － － － － －

２３ － － － － － － － － － －

２４ － ＋ － ＋ － － ＋ － － －

２５ － ＋ － － － － ＋ － － －

２６ － － － － － － － － － －

２７ － ＋ － － － － ＋ － － －

２８ － － － － － － － － － －

２９ － － － － － － － － － －

３０ － － － － － － － － － －

　 ＋：阳性；－：阴性
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３　 讨论与结论

基因芯片技术近些年来被广泛应用于医学领

域，并在基因功能表达、致病机理、临床诊断、药物

开发等研究方面取得突出成效［６］。 目前针对这七

种牛群常发病病原，国内检测方法一般为病毒分离

试验、血清中和试验等方法。 此类传统方法都需要

耗费较多的人力和时间，每次只能检测一种病原。
本实验所研制的基因芯片检测方法具有操作简单，
快速、便捷、高通量等特点。

基因芯片检测技术一般包括芯片的制备，样品

的制备，样品与芯片的生物反应以及反应信号的检

测与分析等［７］。 本研究建立的基因芯片方法以“０＋

Ｘ”纳米膜为支撑，与通常醛基化玻片为支撑的芯

片检测方法相比可大大缩短杂交、洗涤、显色等芯

片反应各步骤的时间，本检测方法仅需 ３ ｈ，而采用

醛基化玻片的芯片则需要至少 ５ ｈ［８－１０］。 在样品制

备方面，根据各病原的特异性保守区域设计探针引

物。 据文献可知探针大小及靶 ＤＮＡ 的长度等因素

会影响杂交信号［１１］，本实验各探针长度均在 ２５ ｂｐ
左右，各靶基因的目标片段均在 ８０ ～ １５０ ｂｐ，保证

了响应信号的稳定清晰。 生物素与链霉亲和素有

良好的亲和性［１２］，用 ５＇端标记生物素的引物来扩

增目的片段，探针与带有生物素的扩增产物结合后

再与 ＨＲＰ 标记的链霉亲和素反应，最后在底物显

色液的作用下，探针点可显现出肉眼可见的蓝紫色

响应点。 方便肉眼观察，且不需要复杂仪器来记录

实验结果。 同时该方法在点样时设置了三个阳性

质控点及 １ 个阴性质控点，用以监测操作过程的各

步骤是否有效，保证检测结果可靠性。
利用多重 ＰＣＲ 扩增特异性片段，引物浓度及

引物间相互作用会影响扩增效率［１３］。 将七种病原

的八对引物排列组合后进行双重 ＰＣＲ，发现本实验

中设计的炭疽的两对引物和口蹄疫的引物对其他

五种病原的扩增效率影响较大，但对他们自身扩增

没有影响，故将这两种病原分开进行扩增，同时对

各引物的最佳浓度进行优化，建立完整的扩增体

系。 芯片反应温度对芯片检测结果有一定影响，优
化芯片反应温度可得 ４７ ℃为最佳芯片反应温度。

对阳性质控质粒的浓度进行优化，使其在检测样品

不同浓度下可一直响应，同时不影响样品扩增的灵

敏度。 最终确定其浓度为 １．０×１０－３ ｎｇ ／ μＬ 时为最

佳用量。
在确定的最优条件下，该基因芯片单一病原检

测灵敏度可达 １．０×１０－６ ｎｇ ／ μＬ，比普通 ＰＣＲ 检测方

法灵敏 １０～１００ 倍，对七种混合病原的检测灵敏度

达到 １．４×１０－５ ｎｇ ／ μＬ。 杨帆［１４］建立了一种 ＢＰＩＶ３、
ＩＢＲＶ、ＢＶＤＶ 和 Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ 多重 ＰＣＲ 检测方

法，对 ＢＰＩＶ３ 和 ＢＶＤＶ 最低检测量分别为 １００ ｐｇ
和 １ ｎｇ，对 ＩＢＲＶ 和 Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｂｏｖｉｓ 的最低检测量

分别为 １０ ｐｇ 和 １００ ｐｇ。
基因芯片检测技术的应用提高了感染性疾病

分子诊断的质量，同时缩短了分析时间，是一种独

立的可以筛选大量病理标本中多个基因的方

法［１５－１７］。 用基因芯片方法与用国标方法同时检测

３０ 份临床样品，符合率为 ９８．６％。 本研究所建立的

方法可同时检测牛七种病原，七种病原间无交叉响

应，与牛其他病原及健康牛血清组织也无响应，芯
片重复率可达 １００％，２ ～ ８ ℃保存期可达 １８０ ｄ，完
全可以满足实验室临床样品检测及流行病学监察。
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