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) ∋ ∗ 杂交测序法
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自从 − . / 0 1 2 双脱氧末端终止法和 3 . 4 . 5
6

7 8% 9 1 2
化学法问世以来

,

迄今 已测定的 ) ∋ ∗ 核

昔酸序列累计达 % 4  + “9 : 以上
。

但随着各种基

因组计划的实施
,

这两种传统的测序方法
,

无论

在效率或成本上
,

都不足以满足将来的测序需

要
。

因而客观上急需发展更加快捷经济的新的

) ∋ ∗ 序列测定技术
。

在八十年代末九十年代初
,

先后就有若干

实验小组 报道了一种 新的 ) ∋ ∗ 序列 测定技

术
,

即杂交测序法 �− ; < �
。

这一技术的基本原理

是通过单链 标记 的 ) ∋ ∗ 样品
,

分别与许多 种

特定长度的随机寡核昔酸片段进行充分杂交
,

形成完全互补的双链
,

从而排列出样品的碱基

序列
。
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一
、

固定的随机寡核昔酸矩阵

早期 的实验发现
,

过短 的寡核昔酸 片段不

能充分紧密地结合在 硝酸纤维素膜或尼龙膜

上
。

现在通行的做法是利用共价结合在寡核昔

酸 ( ‘或 > ‘末端的衔接物与玻璃板或凝胶结合
,

从而形成固定住的寡核昔酸小块
,

不 同碱基组

合的寡核昔酸小块排列在一起形成序列微块
。

寡核昔酸小块的数目取决于寡核昔酸片段的长

度
。

若寡核昔酸长为 ?9: 则需要 ≅ ‘�∀ > > ( ∀� 种寡

核昔酸小块的排列
。

现在的技术 已可将 ≅? 种寡



核昔酸小块排列成 ( Α (Β 5 大小 的序列微块
。

这一序列微块可用来杂交测序
。

就 目前来说分

别合成成千上万种不同的寡核昔酸片段
,

价格

非常昂贵
,

不易推广
。

但部分实验室已展开了新

的合成技术的研究
,

采用光驱动的化学反应在

玻璃板上直接平行地合成寡核昔酸片段
,

为工

业化生产序列微块开创了前景
。

二
、

杂交的检测

单链 ) ∋ ∗ 样品可以用放射性同位素或萤

光化合物标记
,

然后用放射性检测仪或萤光显

微扫描仪在几分钟之内得出杂交结果
。

现在所

面临的问题是如何快速地检测或消除寡核昔酸

片段与样品间不完全的配对 �错配 �
。

已有实验

证明在寡核昔酸内部一个碱基的错配即可造成

杂交信号的明显差异
。

因而双链内部的错配很

容易同完全互补的双链区分开
。

尽管双链的稳

定性随寡核昔酸长度的减少而降低
,

然而越短

也就越易区分出内部错配的双链
。

但 (’端或 >’

端的错配却很难用杂交的条件来消除
。

同时 由

于不同寡核昔酸的 7
一

Χ 含量有时差异极大
,

所

以寻找到一种最佳的杂交条件非常困难
。

现在

通常用增加 ∗ Δ 含量多的寡核昔酸片段长度或

减少 7
一

Χ 含量多的寡核昔酸片段长度来调节
,

使众多的杂交反应有一个均一的 Δ 5 值
。

同时

可 添 加 Δ 3 ∗ Χ � Ε1 Ε2 . 5 1 ΕΦΓ%. 5 5 ∃ / 8Η 5 � 增 加

∗ Δ 的稳定性
,

或利用甜菜碱 �甘 氨酸三 甲内

盐 �降低由碱基组而造成 Δ 5 值的不同的效应
。

最近 Χ
&
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&
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提出Δ 端位 − ; < �Ε 1 2 5 1 ϑ : ∃66

? 8Ε 8∃ / . % − ;< �来消除 >
‘

端或 (
’

端的错配 �图 Κ �
。
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端位 . /0 是采用双链突出的寡核昔酸片

段替代单链寡核昔酸
。

同时用连接酶来消除 1’

端的错配和用序列级的 2 3 4 聚合酶来消除 !
’

的错配
。

因为连接酶对连接位点的错配极其敏

感
。

而测序酶对延伸点的稳定也极为敏感
�

三
、

# / 0 的应用范围

./ 0 还 存在 许多 局 限 性
,

目前 对 单 链

2 3 4 样品 自身的二级
、

三级结构还无法突破
,

同时也无法应用于重复序列及卫星 2 3 4 等的

序列测定
。

但假若重复区段短于寡核昔酸片段

长度
,

同时采用精密的定量杂交
,

则对重复单元

长度及重复次数还是可以测定的
。

现在 . / 0 主要用于同源序列的比较测定
。

对于同源序列可通过选取特定的寡核昔酸组成

从而缩小寡核昔酸小块的排列数 目
。

例如
,

对三

种同源性
,

编码原始人 5 细胞 6 受体 ∀ ∀7 86 长

的序列仅用挑选的 ∀ 17 种 9
一

: ; ∃
寡核昔酸就可

取得清晰的结果
。

. / 0 测定的精度取决于样品序列的长度
。



在容许的杂交 错误率中
, ∀

一

5 12 寡核昔酸对应

的样品长为 > + + 9 :
。

Λ 一
5 1 2

对应 Μ+ + + 9 : ,

,
一

5 1 2

对应 , + + +9 :
。

最近发展的连续堆积杂交 �Χ ∃/
6

Ε8/ Η ∃ Η ? 一− Ε. 1Ν 8/ 0 Φ Γ9 2 8ϑ 8Ο . Ε8∃ / ? � 通 过 利 用 ,
6

5 12 的固定寡核昔酸和 >一5 12 的非固定寡核昔

酸与样品进行多次杂交可使 ,十 > 测定长度达

到 ≅ + + ∃ 9:
,

! Π ∀ 测定长度为 Ο ∀ + + + 9:
。

就月前来说
,

− ;< 进行同源序列 的比较测

定
,

点突变的检测
,

已日趋成熟
。

− ;< 作为一种

快速
、

简捷
、

廉价
、

自动化的测序方法
,

相信在将

来几年中会有迅速的发展
,

为 ) ∋ ∗ 序列的快

速分析提供了一条可行之路
。
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